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1.Bevezetes
Az akut myeloid leukémia (AML) a myeloid

hematopoetikus Ossejt klonalis megbetegedése, melyet a
myeloid  sejtek  differencidcidjanak  gatlasa  és
proliferaciojanak  fokozodasa jellemez. AML-ben
heterogén genetikai hattér figyelheté meg. A jelenleg
elfogadott elmélet szerint tobblépcsGs a patogenezise,
amelyhez tobb mutdcid egymast kovetd kialakuladsa
szlikséges. Elészor a pre-leukémias mutaciok jelennek
meg, azt kovetden az alapitdé mutéaciok, végiil pedig a
dominans klon mutaciok. Az AML betegek mintegy 50%-
ban figyelhetd meg kromoszoma eltérés [pl.
t(8;21)(q22;922), inv(16)(p13.1922) vagy
t(16;16)(p13.1;022), t(15;17)(q24.1;q21.2), stb]. Az AML
leggyakoribb mutacidi kozé tartozik az fms-like tirozin
kinaz gén internal tandem duplikacio (FLT3-1TD), tirozin
kindz domén mutacié (FLT3-TKD), a nukleofoszmin 1
(NPM1), az izocitrat dehidrogenéaz 1 és 2 (IDH1 és IDH2)
mutéciok. Az FLT3 szerepet jatszik az Ossejtek
proliferacidjaban és differenciaciojaban; a jelatviteli
utvonalak konstitutiv aktivalédasa miatt kdvetkezményes

proliferacids eldnyt biztosit az AML sejtklonnak. Az



NPM1 mutécid koros citoplazmatikus lokalizaciot okoz,
amely méas fehérjék koros miikodését eredményezi. Az
IDH1 és IDH2 aktivalé mutacioik koros onkometabolit
termel6dést okoznak, az a-ketoglutarat dependens
enzimek gatlasa koros metilacios profilhoz és Ossejt
differenciaciohoz vezet.

A mérhet6 rezidualis betegség (MRD) kovetése AML-
ben eldre jelzi a relapszust, illetve a betegség kimenetelét.
Az MRD jelenléte kezelés utan egy fliggetlen, diagnozis
utdn megallapithatd, prognosztikai faktor. Az MRD
vizsgalatok célja a megfelelé modszertani héattér
biztositdsa, a prognosztikai és a terapias dontések
eldsegitése, a korai beavatkozési lehetdség biztositasa, a
hematopoetikus Gssejt-transzplantacio (HSCT)
monitorizalasa, illetve a gydgyszerkiprobalas és bevezetés
felgyorsitdsa. MRD kdvetésre olyan genetikai markerek
alkalmasak, amelyek jol korrelalnak a leukémias tumor
tomegével,  nagyfok(  stabilitassal ~ rendelkeznek
relapszusban, érzékenyek (legaldbb 10%), illetve
technikailag konnyen és gyorsan vizsgalhatok. Ilyen

markerek a leukémia alapitd mutécioi lehetnek.



Az AML standard indukcios kezelése a ,,7+3”, 7 napig
100-200 mg/m? citarabin (AraC) és 3 napig 60 mg/m? tartd
daunorubicin infGzi6. Az indukcios (intenziv) kezelést
kovetden teljes remissziot (CR) elérd betegek esetében a
konszolidacids kezelés, legtdbbszor nagy dozisu citarabin
addsa vagy allogén-HSCT koveti, mely az AML
leggyakoribb posztremisszids kezelési modszerei kdzé
tartoznak. A HSCT kimenetelét klinikai és genetikai
faktorok befolydsoljak, és szamos szovédménye ismert, az
egyik leggyakoribb a graft versus hoszt betegség (GvHD).
A GvHD kialakulasaban kiilonb6zo citokinek vesznek
részt, ilyen pl. a transzformaldo novekedési faktor Bl
(TGFpI) is. Foként T sejtek és vérlemezkék szekretaljak,
de epitél, endotél és kotészoveti sejtek is. A TGFB1 az
immunrendszer pleiotrop szabalyoz6 citokinje, amely

befolyasolja limfocitak proliferaciojat, differencialodasat
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2.Célkitiizések

Munkénk sordan az AML genetikai biomarkereinek
vizsgalatat tiiztiik ki célul.

1) A Dél-pesti Centrumkorhazban 2001.01-2020.12
kozott diagnosztizalt és kezelt felnétt AML betegek
adatbazisanak kibdvitése és folytatasa.

2.) A diagnoziskor  jelen  1évé  mutdcidok
gyakorisaganak, tarsulasainak, remisszioban eltlinésiik,
relapszuskori Ujbdli megjelenésiiknek a vizsgalata.

3.)  Erzékeny droplet digitalis PCR (ddPCR) mddszer
beallitasa NPM1 (DNS és RNS), illetve IDH1/2 (DNS)
mutécio tekintetében.

4. NPM1 és IDH1/2 mutaciok MRD monitorozasa
kurativan kezelt, remisszioba kertlt, diagn6ziskor mutacio
pozitiv. AML betegek esetében, indukcios kezelest
kovetden és HSCT elott.

5) 2007-2013 kozott allogén-HSCT-vel  kezelt
recipiensek és donoraik TGFB1 -1347C>T genotipusanak
meghatarozasa, az 0sszesitett tulélés és a nem
relapszushoz kothetd haldlozas (NRM) eldvetitése.

6.) A TGFB1 -1347C> T genotipus szerepének

vizsgalata a szovodmények Osszefliggésében.
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3.Modszerek

3.1.Betegcsoportok

Az AML betegcsoport 2001-2020 kdz6tt diagnosztizalt
¢s kezelt 916 feln6tt AML betegbdl allt. Az FLT3-ITD
alacsony (FLT3-ITD'®") és magas (FLT3-ITD"9")
allelarany elkilonitése, a morfoldgiai leukémia mentes
allapot (MLFS), az 0sszesitett tulélés (OS) és a relapszus
mentes tulélés (RFS) definicioit az Europai LeukémiaNet
(ELN) 2017 ajanlasai irtak le.

A HSCT betegcsoportot 2007-2013 kozott allogén
HSCT-vel kezelt 409 beteg és donora képezte. A HSCT-
vel kezelt betegek malignus hematoldgiai betegségben
szenvedtek, jelentés részilk, AML beteg volt (38%);
n=155). Az adatok gyljtése és analizise mindkét

betegcsoport esetén retrospektiv médon tortént.

3.2.Diagnoziskor alkalmazott médszerek

A citogenetikai vizsgalat sordn kromoszoma elemzés és
a fluoreszcens in situ hibridizacio technika valosult meg a
nemzetkozi eldirasok szerint. Molekularis genetikai
vizsgalatok kozil fragmens analizist (FLT3-ITD, NPM1),
restrikcios fragmens hossz polimorfizmust (FLT3-TKD),
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nagy felbontasu olvadasi gorbe analizist, multiplex allél-
specifikus polimerdz lancreakciot, illetve Sanger
szekvenalést (IDH) alkalmaztunk.

3.3.MRD kovetésre alkalmazott mddszer

Az MRD kévetést ddPCR segitsegével végeztik NPM1
(n=116), IDH1/2 (n=62) AML beteg esetében indukcios
terapia utan 30-60 nappal, illetve HSCT el6tt 1-30 nappal
(NPM1 n=38, IDH1/2 n=22). A ddPCR modszer
bevezetése  sordn  minden  vizsgalat  esetében
meghataroztuk a héatteret (LoB, limit of blank) és a
detektacios hatart (LoD, limit of detection) 22-38 negativ
kontroll minta felhasznalasaval (NPM1 esetében DNS és
RNS alapli mddszerre egyarant, IDH1/2 esetében DNS

alapt modszerre).

3.4. TGFp1 -1347C>T SNP genotipizalasa
A TGFpl -1347C>T genotipust olvadasi gorbe
analizissel vizsgaltuk LightCycler 48011 késziiléken.



4.Eredmények
4.1.Diagndziskor jelen 1év6 mutaciok

A 916 AML beteg diagnozisa sordn 24%-ban
figyeltink meg FLT3-1TD mutacidt, 8%-ban FLT3-TKD,
28%-ban NPM1, 8%-ban IDH1 és 11%-ban IDH2
mutécidt. A betegek 94%-anak (n=861) volt elérhetd
citogenetikai eredménye, melybdl 375 beteg normal

kariotipussal rendelkezett.

4.2.Genetikai markerek relapszusban

A mutaciok ismételt megjelenését relapszusban, azaz
stabilitasdt mutaciotol figgéen 116-161 diagnozis-
relapszus mintaparon vizsgaltuk. FLT3-ITD esetében 5%-
ban (3/55) eltiint a mutacio relapszusban, 27%-ban (15/55)
megvaltozott mérete és 11%-ban (11/100) Uj mutacioként
jelent meg. Az FLT3-TKD mutaciok 67%-a (8/12) tiint el
relapszusban és 1%-ban (1/118) jelent meg ujként. Az
altalunk vizsgalt mutéaciok kozil a NPM1 volt az egyetlen,
amelyik (j mutacioként nem jelent meg relapszusban, a
diagnéziskor pozitiv esetek 9%-a (7/79) eltint
relapszusban. Az IDH1/2 mutaciok 13%-a (3/23)
relapszusban nem volt megfigyelhet6 és 3%-ban (3/93) Uj
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mutacioként jelentek meg. Citogenetikai eredmény 105
diagndzis-relapszus mintapar esetén volt elérhets. Az
eredmények 68%-0s stabilitast mutattak, 32%-ban

relapszusban megvaltozott az AML betegek kariotipusa.

4.3.Progndzis becslés

A 746 Kkurativ céll indukcids kezelésben részesiild
AML beteg dsszesitett talélését vizsgaltuk. A kedvezo és
intermedier citogenetikai rizikd besorolasba tartozé
betegek Osszesitett talélése kedvez6bb volt, mint a (24-
hénapos OS: kedvezd csoportban 73,2 + 3,9%, az
intermedier  csoportban 38,4 + 24%, mig a
kedvezétlenben 17,1 + 2,9%, p<0,001). Az intermedier
citogenetikdval rendelkezé FLT3-ITD"¥°% petegek
esetében szintén kedvezObb volt a 24-hdnapos tulélés,
mint a FLT3-1TDM9" betegek esetében (24-hdnapos OS:
FLT3-1TD™9 42,7 + 3,0%, FLT3-ITD'"" 37,1 + 55% és
FLT3-ITD"9" 22,0 + 5,6%, p=0,004). A 2017-es ELN
ajanlasokat ~ figyelembe  véve az  intermedier
citogenetikaval rendelkez6 betegek esetében az NPM1 és
FLT3-ITD mutécié tarsuldsok az irodalmi adatoknak

megfeleléen befolydsolta az 0Osszesitett tulélést (24-
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honapos OS NPMI1P2-FLT3-ITD"9OW: 44 9%z+4,2%,
NPM1"9-FLT3-ITD"91o%: 39 0+3,4%; NPM1P%-FLT3-
ITDM9":  21,2%+6,7%, NPM1"9-FLT3-ITDM": 17,6+
9,2%; p=0,002). Az IDH1, illetve IDH2 mutacio
pozitivitds nem befolyasolta az OS-t az intermedier

citogenetikéaval rendelkez6 alcsoportban.

4.4.DdPCR alkalmazas és NPM1 tipus meghatarozas

A diagnoziskor kapillaris elektroforézissel, fragmens
analizissel NPM1 mutécié pozitivnak detektalt AML
betegek mutécié tipusanak meghatéarozasat, illetve MRD
kovetését ddPCR mddszerrel valdsitottuk meg. Az NPM1
mutacioval rendelkezé betegek 97%-a (n=194) NPM1-A
vagy -N tipusu, azonban 3%-a (n=6) N tipust primerrel
sem volt kimutathaté (ritka NPM1 mutécid).

4.5.MRD kovetés

Az indukciés kezelést kovetben az NPM1 DNS
MRD™ [mutacid tipustol fiiggéen <0,01% (A tipusu
mutacio), <0,05% (N tipusi mutacid)] betegek talélése
kedvezObb volt, mint az MRDP* betegeke (24-honapos
OS: MRD™ 585 £ 7,5% vs MRDP? 39,3 + 6,2%
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p=0,029). Tobbvaltozos elemzésben az indukcios kezelés
utdni NPM1 MRD pozitivitas (A és N tipus egyarant) az
életkor, a diagnoziskor azonositott citogenetika és az
FLT3-ITD mutaci6 megléte/hidnya, valamint a
fehérvérsejtek (WBC) szamatdl fliggetlen kockazati
tényezonek bizonyult (OS: HR 2,16 95% CI 1,25-3,74,
p=0,006). Az allo-HSCT el6tt mért MRD (n=32) esetében
az NPM1 DNS MRD™ kedvez6 prognosztikai
tényez6nek bizonyult (24-hénapos OS MRD"™9 74,7 +
9,8% vs MRDP* 16,2 + 14,6%, p=0,012). Indukcids
kezelést kdvetoen 39 beteg esetében DNS és RNS minta is
elérheté volt. A mintak 46%-aban az RNS alapu
maodszerrel detektalni lehetett az NPM1 mutaciét, mig
DNS alapi mddszerrel ezek a mintdk mind negativnak
bizonyultak. Tovabbi RNS és DNS mintaparok esetén az
RNS alapu mérések atlagosan 2-3 nagysagrenddel
magasabb értéket mértek, amelyek az RNS alapl
vizsgalatok érzékenységét bizonyitotta.

A diagndziskor IDH1/2 AML betegek kozil 62 beteg
volt alkalmas MRD kovetésre. Eredményeinkbdl
megfigyeltik, hogy az indukciot kovetéen IDH1/2
MRD" betegek 24-honapos talélése kedvez6bb, mint az
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MRDP% betegeké (24-hénapos OS MRD"962,5 + 9,0% vs
MRDP? 41,3 + 9,2%, p=0,003). Tobbvaltozds elemzésben
az indukciés kezelés utani az IDH1/2 (varianstol
figgetlenil) MRD pozitivitas a tulélés fliggetlen
rizikdfaktoranak bizonyult az életkor, a diagnoziskori
citogenetikai riziko kategoria, az FLT3-1TD, az NPM1 és
a WBC alapjan (OS: HR: 2,81 95% CI: 1,09-7,23,
p=0,032). Az MRD kdvetett IDH1/2 mutacio pozitiv allo-
HSCT-n atesett betegek koziil 21 esetben volt elérhetd
HSCT-t megel6z6 honapban DNS minta. A pre-HSCT
IDH1/2 MRD negativitds nem mutatott 6sszefliggést a
HSCT-t kovetd Osszesitett taléléssel.

4.6. TGFB1 genotipus

A recipiens TGFB1-1347C>T polimorfizmusa nem
mutatott 6sszefuiggést a HSCT kimenetelével, sem a teljes,
sem az egyes alcsoportokban (akut vagy krénikus
malignités, testvér vagy idegen HLA egyeztetett donor,
myeloablativ vagy redukalt intenzitdsi kondicionalas,
kiilonb6z6 GvHD  profilaxis alcsoportokban). A
myeloablativ  kondiciondlasban (MAC) részesiil6k
alcsoportjaban (n=261) a TGFB1-1347TT genotipusu
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donorral transzplantalt betegek tulélése kedvezoitlenebb
(60-hdénapos OS: CC: 62,1% + 4,8%, TC: 46,8% * 4,8%
és TT: 35,6% + 9,3%, p=0,032; amely fiiggetlen volt az
életkortol, a donortipustdl és a GvHD profilaxistdl). Az
aGvHD III-1V fokozat gyakorisaga novekvd tendenciat
mutatott a donor TGFB1 -1347T allél heterozigdtasagaval
és homozigotasagaval parhuzamosan (CC: 11%, CT: 17%,
TT: 24%, p=0,057). A kedvezébtlen tulélés hatterében az
NRM 06sszefliggesét igazoltuk a donor TGFB1
genotipussal [24-honapos NRM a donor genotipusai
szerint; CC: 24,1% (16,5-32,5%), CT: 26,1% (18,5-
34,2%) és TT: 45,5% (27,8-61,6%), p=0,035]. A gombas
fertdzések gyakrabban fordultak el¢ halalokként, ha a
donor TGFB1 -1347C> T hordoz6 volt (CC: 9,7% vs. CT:
38,1% vs TT: 33,3%, p=0,022), ami hozzajarulhatott a

megndvekedett halalozashoz.
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5. Kovetkeztetések

1.) Munkdm soran 916 felnétt Gjonnan diagnosztizalt
AML beteg adatbazisa kerllt kialakitasra. A 20 évet
atoleld adatbazis tartalmazza a betegek alapvetd klinikai
adatait, vérkép paramétereit, aramlési citometriai,
citogenetikai, valamint molekularis genetikai eredményeit
diagnoziskor és genetikai adatait relapszuskor.

2.) Az FLT3, NPML1, IDH1, IDH2 mutaciok gyakorisaga
és relapszuskor mutatott stabilitisa megegyezik az
irodalomi adatokkal. Alatdmasztja, hogy az FLT3
dominans klon mutacid, az NPM1 alapité klon, mig az
IDH1/2 pre-leukémias, alapité és dominans Kklén
mutécidként egyarant viselkedhet.

3.) Laboratoriumunkban 0j sziir6 és MRD monitorozasra
alkalmas DNS (IDH1/2, NPM1) és RNS (NPM1)
modszereket vezettlink be. Az NPM1 mutécié esetében az
RNS alapld moddszer 2-3 nagysagrenddel érzékenyebb,
mint a DNS.

4.) Az indukcios kezelést kovetéen mérhet6 NPM1 MRD
pozitivitas flggetlen rizikd faktor, FLT3-1TD allélaranytdl

fliggetleniil kedvezdtlen hatéssal rendelkezik.
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5.) Az indukcids kezelést kovetéen mérheté IDH1/2 MRD
pozitivitas fliggetlen rizik6é faktor, mely kedvezotlen
hatéassal rendelkezik.

6.) Diagnoziskor NPM1, illetve IDH/2 pozitiv AML
betegek HSCT el6tti MRD pozitivitasa is prognosztikai
jelentdségti.

7)) Allogén-HSCT-t kovetéen a recipiens TGFB1
genotipusa nem befolyasolta a HSCT kimenetelét, mig
donor TGFB1 -1347TT genotipusa kedvezotlen
kimenetellel tarsult myeloablativ kondicionalas esetén,
melynek hatterében a megndvekedett nem relapszushoz

kothetd haldlozas allt.
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