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Az elmult években az Uj, innovativ kezelési modalitasok tér-
nyerésével a hematoldgiai malignitasok kezelésében ko-
rabban nem latott fejlédés volt tapasztalhaté. Mindezen Uj
terdpiak bevezetésével lehet6vé valt a daganatsejtek drasz-
tikus és hossz( tava csokkentése (potencialis eliminacié-
ja) a szervezetben, melynek objektiv véleményezése egy U]
diagnosztikus modalitas létrejottét igényelte. Napjainkban
az objektiv valasz meghatarozasara leginkabb alkalmas
maodszer a mérhetd rezidudlis betegség (MRD) megitélése,
mely a daganatos beteg szervezetében egy adott kezelést
kovetben, jellemzben a betegség klinikai tiinetei vagy jelei
nélkil, a sejtmorfoldgia vagy a rutin sz(irési médszerek altal
nem kimutathaté rosszindulatu sejtek meglétét jelenti. Az
MRD meghatarozasara szdmos metodika alkalmazhatd,
a multiparametrikus dramlasi citometriatél, a real-time
kvantitativ PCR (RQ-PCR) alapi megoldasokon &t egészen
az Ujabb innovativ médszerekig, mint a digitalis PCR (ddPCR)
vagy az Uj generacids szekvenalds (NGS). Jelen kéziratunkban
a kilonb6zé, MRD mérésére szolgald modszerek bemutata-
sat, valamint napjainkban torténd alkalmazasat szeretnénk
ismertetni néhany kiemelt hematoldgiai malignitas példajan
keresztiil. Magy Onkol 68:364-373, 2024

Kulcsszavak: MRD, folyadékbiopszia, Uj generacids
szekvenalas
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In recent years, there have been remarkable improvements
in the treatment of hematological malignancies with the
introduction of novel therapeutic modalities. The advent
of these therapies has made it feasible to significantly and
permanently decrease (possibly eradicate] tumor cells in
the body. Evaluating the effectiveness of these treatments
required the development of a new diagnostic method. Cur-
rently, the most appropriate approach for assessing the ob-
Jective response is through the measurement of .,measur-
able residual disease” (MRD). MRD refers to the presence of
malignant cells in a patient’s body after receiving treatment,
even In the absence of apparent signs or symptoms. Sev-
eral techniques can be employed to detect MRD, including
multiparametric flow cytometry, RQ-PCR as well as more
recent approaches including digital PCR or next generation
sequencing. This review offers an in-depth overview of the
different techniques used to estimate measurable residu-
al disease and their current applications in hematological
malignancies.

Laszlo T, Kenéz LA, Szepesi G, Matiz M, Barna G, Bédor
C. The clinical potential of measurable residual disease in

hematological malignancies. Magy Onkol 68:364-373, 2024
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BEVEZETES

A hematoldgiai malignitdsok magas prevalencidjuknak ko-
szénhetben (non-Hodgkin-limféma 4467 f6/5 év; leukémia
4256 f6/5 év Magyarorszagon; Globocan 2022) napjainkban
is kiemelt népegészségiigyi jelentdséggel birnak. Az elmalt
években a molekularis vizsgaloeljarasok robbanasszer fejlg-
désének kdszdnhetden eddig soha nem latott részletességgel
ismerhettiik meg az onkohematolégiai korképek genetikai
hatterét, ami szdmos Uj prognosztikus/prediktiv molekula-
ris biomarker felfedezéséhez, molekularis tdmadaspontok
meghatarozasahoz, valamint Uj innovativ terapias modalita-
sok létrejottéhez vezetett (1). Mindezek forradalmasitottak
a hematolégiai malignitasok kezelését, melynek hatdsara
jelent6s javulast értek el szamos entitasban.

Az innovativ kezelési mddozatok bevezetésének kdszonhe-
téen a malignus sejtek drasztikus csokkenését sikeriilt elérni,
mialtal a klasszikus betegségkovetési mddszerek, mint példaul
a lép tapintasa fizikdlis vizsgalat soran, vagy a vér/csontveld-
kenet morfoldgiai értékelése, valamint a kiilénbdz6 képal-
koté vizsgalatok (példaul PET-CT) alacsony érzékenységiik
kovetkeztében hattérbe szorultak a klinikailag remissziéban
levé betegek hosszu tavi nyomonkovetése soran. Mindennek
kovetkeztében egyre inkabb megfogalmazddott az igény egy
objektiv, a kezelésre adott bioldgiai valasz minél érzékenyebb
meghatarozasara képes vizsgalat irant. Napjainkban a ke-
zelésre adott bioldgiai valasz megitélésére egyezményesen
elfogadott objektiv mddszer a mérheté rezidualis betegség
(régebbi nevén minimalis rezidudlis betegség; MRD) meg-
hatdrozasa. Bar az elnevezés, valamint a definicié egységes
(MRD - mérhet6 rezidualis betegség; kezelést kovet6 reziduélis
malignus sejtek jelenléte), az MRD meghatarozasara szamos,
egymastol érzékenységben, specificitdsban és alkalmazhaté-
sagban is kiilonboz4 eljaras létezik, melyek klinikai gyakorlatba
torténd Ultetése bizonyos hematoldgiai entitdsok esetében
sokéves multra tekint vissza, mig mas esetekben tovabbra is
folyamatban évé vizsgalatok targyat képezi.

Jelen 6sszefoglald kozleményiinkben részletezziik az MRD
meghatarozasara szolgalé modszerek kozti kiilnbségeket,
kiemelvén azok el6nyeit és hatranyait, tovabba kitérink az
MRD klinikai alkalmazhatdsaganak jelentéségére is a legfon-
tosabb hematolégiai entitdsokban. Mindemellett ismertetjiik
a liquid biopszia alapi MRD-kovetés potencialis szerepét,
kiilonos figyelmet forditva a legUjabb, innovativ, Uj genera-
cids szekvenaldson (NGS) alapulé mddszerek potencialis
alkalmazhatésagara non-Hodgkin-limfomakban.

MRD MEGHATAROZASARA SZOLGALO LEGFONTOSABB
MODSZEREK

Az .idedlis”, MRD meghatarozasara szolgalé molekularis teszt
magas érzékenységgel és specificitassal képes kimutatni
és kvantifikalni a rezidualis malignus sejteket, mikdzben
reprodukalhato a tesztet végzd laboratériumok, valamint
szakemberek kozott. Az, hogy a modszer képes-e a fentebb
emlitett kritériumokat teljesiteni, nagyban figghet a kezelés

AZ MRD SZEREPE A HEMATOLOGIABAN 365

aktudlis allasatol (kezelés kozben vs. kezelést kévetden),
a vizsgalt bioldgiai minta tipusatdl (példaul periférias vér,
csontveld, agy-gerincveldi folyadék), valamint a minta ming-
ségétdl (2, 3). Ajelenlegi gyakorlatban leginkabb alkalmazott
moddszerek az aramlasi citometria, kiilonb6zé PCR-alapu
eljarasok, valamint az Uj generaciés szekvenalas (1. téblazat).

A multiparametrikus (multicolor) daramlasi citometria
(multiparametric flow cytometry, MFC) a leginkabb elterjedt,
valamint a legtdbb entitadsban alkalmazhatd, MRD megha-
tarozasara szolgald modszer. Alkalmazasi teriletei kozil
kiemelendd az akut limfoblasztos leukémia (ALL), valamint
az akut mieloid leukémia (AML), melyekben az MRD alkal-
mazasa a mindennapi gyakorlat szerves részét képezi (4-6).
Napjainkban az MFC-alapi MRD-detektalas tobb fenotipusos
marker (altaldban 6-8 antigén) egyidej( felismerésén alapul,
tovabba azon a képességen, hogy néhany perc alatt nagyszamu
sejtet lehet elemezni, igy a kimutatasi kiiszobértékek nem
sokkal maradnak el a molekularis technikék altal biztositott
kiiszébértékektdl (7). Emellett az MFC-alapti MRD-megha-
tarozadsnak szamos eldnye van, mint a viszonylagos konnyd
hozzaférhet6ség, viszonylag alacsony fajlagos koltség, valamint
arovid .turnaround time”. Bar az MFC széles kdrben elterjedt,
eredményes alkalmazasanak szdmos esetben gatat szabhat
a friss minta sziikségessége, valamint az elemzéshez nélkii-
l6zhetetlen, az MRD MFC-alapt meghatarozasaban tapasztalt
szakember jelenléte. Mindezek athidaladsara az elmult években
szamos torekvés tortént, melynek kovetkeztében jelenleg
részletes szakmai iranyelvek allnak rendelkezésre (8-10).

A PCR-alapu eljarasok koziil elsésorban két médszer
terjedt el MRD detektalasara: a real-time kvantitativ PCR (RQ-
PCR], valamint a digitélis (droplet) PCR (ddPCR). A minden-
napi rutindiagnosztikai gyakorlatban elsésorban az RQ-PCR-
alapt megoldasok preferaltak hozzaférhet6ségiik, valamint
a nagyobb tapasztalatnak kdszénhetéen. Az RQ-PCR-alapu
eljarasok kozott elkiilonitheté az RNS-b6l kiindulo, reverz
transzkripcids PCR-t kovetd real-time kvantitativ PCR, vala-
mint a DNS-bél kiinduld RQ-PCR. Elébbinek érzékenysége
transzkripcidfiiggd és jellemzden patogén fuzids transzkrip-
tumok vizsgalatara alkalmas (pédaul BCR::ABL1 krénikus
mieloid leukémidban; CML), mig utébbi esetben DNS a kiindu-
lasi nukleinsav, melybdl génfuzidk, atrendezédések, nagyobb
delécidok, immunglobulin- és T-sejt-receptor atrendezédések
kovethet6ek személyre szabott primerek és probak beallita-
saval (példaul akut limfoblasztos leukémiaban; ALL) (11, 12).

A BCR::ABLT faziés transzkriptum RQ-PCR-rel térté-
né kovetése a molekularis MRD-monitorozas sarokkdvének
tekinthetd. A mddszer ma mar tobb évtizedes multra tekint
vissza, széles korben alkalmazott és alapjaiban hatarozza meg
a CML-ben szenved§ betegek kezelését (11, 13). A monitorozas
soran a BCR::ABL 1f0zids transzkriptum szintjét egy kontroll
gén mennyiségéhez viszonyitva nemzetkdzileg 6sszehasonlit-
haté objektiv skalan tudjuk kifejezni, mialtal kikiiszébolhetd
a laboratoriumok kozotti, technikai sajatossagokbdl adodé
variabilitds (14). Napjainkban az RQ-PCR alkalmazasaval
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LASZLO ES MTSAL.

1. TABLAZAT. A betegség kiterjedtségének megitélésére alkalmazott vizsgalati médszerek

Modszer neve Modszer leirasa Eg;ekeny-

Fizikalis vizs- a szekunder limfoid szervek nem kvanti-

galat méretének hozzavetdleges fikalhato
megitélése

Morfoldgia a malignus sejtek mikroszkdp 5x102 (5%)

alkalmazasaval torténé elkilo-
nitése, valamint az érintettség
kiterjedt voltanak megbecsilése

Citogenetika a malignus sejtek kromoszé- 1-5%10?
(kariotipizalds)  maallomanyanak szambeli, (1-5%])
strukturalis és méretbeli
kilonbségeinek vizsgalata
FISH gén- vagy kromoszomaeltérések 1x107% (1%)
vizsgalatara alkalmas citogene-
tikai vizsgalat
PET-CT rezidudlis betegség kimutatdasa ~ nem kvantifi-
radioaktiv “tracerek” segitségé-  kalhato
vel torténd képalkotovizsgalat
soran
Aramlasi a sejtek elkilonitése fehérjeala-  10-10°
citometria pu fenotipizalas altal (0,01-0,001%)
qPCR/ddPCR konszenzus vagy betegspecifi- 10-°(0,001%)
kus primerek/prébak alkalma-
zasaval torténd, nukleinsavala-
pu vizsgalat
NGS specifikus molekuléris eltérések  10°-10
vagy mintdzatok azonositasa, (0,001-
kvantifikaciéja, valamint kéveté-  0,0001%)

se (IgH, IgK, IgL, TCR, PV, SNV]

MRD meg-
Elényok Hatranyok itélésére
alkalmas

konnyen hozzaférhetd; alacsony érzékenység nem
alacsony fajlagos koltség
kénnyen hozzaférhetd; alacsony érzékenység nem
alacsony fajlagos kéltség
konnyen hozzaférhetd; alacsony érzékenység; nem
addicionalis citogenetikai csontvel-aspiracié szik-
eltérések detektalhatéak ségessége [minimum 20

metafazis)
gyors atfutasi idg alacsony érzékenység nem
konnyen hozzaférhetd; alacsony érzékenység; nem
térbeli informacio/ ki- sugarterheléssel jar
terjedtség vizsgalatanak
lehetésége
konnyen hozzaférhetd; valtozo érzékenység; nagy igen
gyors atfutasi idg; vi- tapasztalattal rendelkez6
szonylag alacsony fajla-  szakember sziikséges a
gos kéltség; addicionalis  kiértékeléséhez; bizonyos
informaciot szolgaltat a esetekben kevéshé standar-
fehérjeexpressziorol dizalt; friss minta sziiksé-

gessége; immunfenotipikus

,,shiftek” alnegativ ered-

ményhez vezethetnek*
objektiv; szamszerUsit- magas laborigény; bizonyos igen
het6é eredmény; nincs esetekben hosszu atfutasi
sziikség friss mintara; id6
standardizalhaté; magas
érzékenység; viszonylag
alacsony fajlagos kéltség
legnagyobb érzékeny- draga; magas laborigény; igen

ség; szamszer(sithetd
eredmény; nincs sziikség
betegspecifikus prime-
rek/ probak alkalmaza-
sara; nincs sziikség friss
mintara

magas atfutasi id6; jelenleg
alacsony standardizacié

FISH: fluoreszcens in situ hibridizacié, PET-CT: pozitronemissziés tomogréfia, gPCR: kvantitativ polimerdz lancreakcio, ddPCR: digitalis droplet
polimeréz lancreakcio, NGS: Uj generacios szekvenalas, IgH: immunglobulin nehézlanc, Igi: immunglobulin kappa lanc, IgL: immunglobulin kénny-
Glanc, TCR: T-sejt-receptor, PV: fazisvarians, SNV: egynukleotid-varians

*Abban az esetben, amennyiben LAIP (leukemia associated immunophenotype) fenotipus keril meghatarozésra DIN (different from normal im-

munophenotype) nélkiil

torténé MRD-kdvetés egyik legfontosabb alkalmazasi terii-
lete az ALL-ben torténd immunglobulin- és T-sejt-receptor
atrendezddések kovetése. A klonalis immunglobulin (Ig) és
T-sejt-receptor (TCR] génatrendezédések specifikus markerek
az MRD molekularis értékelésére a limfoid malignitasokban,
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mivel az atrendezddott Ig/TCR gének hipervariabilis régioi
hosszU, specifikus nukleotidszekvenciékat tartalmaznak (15).
Barazelmult iddszakban a ddPCR és az NGS megjelenésével
tobb alternativa is rendelkezésre all, ALL-ben az Ig/TCR nyo-
monkovetés gold-standard médszere tovabbra is az RQ-PCR



(15, 16). A médszer rendkiviil érzékeny, ugyanakkor széles
kor( alkalmazasanak gatat szabhat a rendkiviili laborigénye.
A magas laborigény a személyre szabott primerek/probak
tervezésének szilkségességébdl, azok beallitdsabdl, majd
validaciéjabol adodik, mely akar limitalt szamu beteg esetében
is tobb hetet vehet igénybe. Az RQ-PCR-hez hasonléan a dd-
PCR szintén szamos kiilonb6zé molekularis eltérés (példaul
BCR::ABL1 faziés transzkriptum, klonalis atrendezédések,
hotspot mutacidk] kovetésére alkalmas, ezaltal voltaképpen
metodikai alternativat képez az RQ-PCR-rel szemben. AddPCR
a kvantitativ PCR technikak egy Ujabb valtozatanak nevezhetd,
mely elédjével ellentétben nem standard gorbékhez viszonyi-
tott ..relativ kvantifikaciot”, hanem ,abszolut kvantifikaciot”
tesz lehetévé (17). A mddszer alapja a reakciétér tobb ezer -
droplet alapi megoldas esetén - cseppre térténd felosztasa,
majd a PCR reakcié ezen elkiilonilé reakcioterekben térténd
lezajlasa, mely altal a Poisson-disztriblcionak megfelelden
kiszamithatd a cseppekben szétoszlott kopiak szama (abszolut
kvantifikacid). A modszer szenzitivitdsa hasonlé a RQ-PCR-
éhez, ugyanakkor tobb tanulmanyban is magasabb érzékeny-
séget sikerdlt kimutatni (18-20).

Az NGS-alapi MRD-meghatarozas a hematoldgia forrongd
teriilete. Bar széles kor( alkalmazhatésagat, valamint rend-
kiviili érzékenységét szamos esetben bizonyitottak, a magas
fajlagos kéltség, a standardizacid és a széles kori tapasz-
talat hianya, valamint a magas laborigény kdvetkeztében az
NGS-alapli MRD-meghatarozas jelenleg egyetlen entitasban
sem képezi a rutin laboratoriumi munkafolyamatok részét. Az
NGS-alapi MRD-kdvetésnek szamos modozata létezik, legyen
sz6 azimmunglobulin-génatrendezddések kdvetésérdl peri-
férias vérbdl vagy csontvel6bdl, vagy akar a betegspecifikus
mutacids profil kévetésérdl folyadékbiopsziabdl (21-24). Bar
NGS alkalmazasaval akar egyetlen malignus sejt is kimutat-
haté 1 millid egészséges sejt kozott (1076 érzékenység), az
érzékenységét nagyban befolydsolja a szekvenalasi mélység,
valamint a bevitt DNS mennyisége. A folyadékbiopszias min-
takon alkalmazott NGS-alapli MRD-kévetési médszereket
a Folyadékbiopszia alkalmazasa non-Hodgkin-limfémakban
cim( fejezetben targyaljuk részletesen.

AZ MRD ALKALMAZHATOSAGA KULONBGZ6
HEMATOLOGIAI ENTITASOKBAN

Az MRD klinikai gyakorlatba torténd lltetése bizonyos malig-
nitasokban, mint példaul a CML-ben évtizedes multra tekint
vissza, és a CML legfontosabb prognosztikus és prediktiv
molekularis biomarkerének tekinthetd. Ezzel ellentétben
szamos olyan entitds ismert, melyekben az MRD prognosz-
tikus szerepe mar bizonyitott, ugyanakkor még nem képezi
a rutin molekularis laboratoriumi gyakorlat részét. Ilyen
a krénikus limfocitas leukémia (CLL), melyben bar az MRD
prognosztikus szerepe megkérdéjelezhetetlen, terapias
dontés befolyasolasara jelenleg csak klinikai tanulmanyok
szintjén van lehet6ség. Az elmult években az MRD klinikai
szerepe szamos entitasban valt bizonyossa. Az MRD-vel
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kapcsolatos klinikai tapasztalatok folyamatos béviilésével
a kozeljovében a biomarker klinikai gyakorlatban torténd
alkalmazéasa varhaté szamos entitasban (1. dbra).

KRONIKUS MIELOID LEUKEMIA

A CML a hematoldgiai malignitasok mintabetegsége, egyben
a modern innovativ kezelési modalitasok sikeres alkalmaz-
hatésaganak legfontosabb hivatkozasi alapja. A kéros BCR-
ABL1 fizids gént célzd tirozinkinaz-gatlé (TKI) kezelések
bevezetésével az egykoron rendkiviil rossz prognézist mutato
betegség esetében ma mar bizonyos esetekben a kezelés
tartds felfiiggesztésérdl, az Ugynevezett terapiamentes re-
misszid (TFR) elérésérdl beszélhetiink (14, 25, 26).

A mindennapi gyakorlatban a CML molekuléris monitoro-
zasanak alapjat a BCR::ABL1f0zids transzkriptum mennyiségi,
RQ-PCR-alapu kdvetése jelenti. Technikai szempontbdl, a fiziés
transzkriptum mennyiségi szintjét egy kontroll génhez viszo-
nyitva szitlkséges megadni, midltal az eredmények egy nem-
zetkozi skalan kifejezhet6vé valnak (BCR::ABL 1%). A diagndzis
idejében a BCR::ABL 1S jellemz6en 100%, melyhez viszonyitott
3 nagysagrendi csokkenést (0,1%) major molekularis valasznak
neveziink (MMR - major molecular response; MR3,0). Hason-
l6an a 4 nagysagrendi - vagy azt meghaladd - csokkenést mély
molekuldris valasznak (DMR - deep molecular response; 0,01%)
MR4,0-nak, a 4,5 nagysagrendi csokkenést MR4,5-nek, mig
az 5 nagysagrendi csokkenést MR5,0-nak nevezziik (2. dbra).

Az elmult években a molekuldris monitorozas a CML keze-
lésének kihagyhatatlan elemévé valt. Elsévonalbeli TKI-kezelés
alatt a molekularis valasz mélységének megitélése a kezelés
kezdetétdl szamitott 3., 6., 12. és 18. hdnapban prognosztikus
jelentdséggel tarsul. Mindemellett a molekuldris mélység a te-
rapia sikerességének meghatarozasara szolgal, mialtal a bete-
gek ,.optimalisvalasz”, .figyelmeztetd jel” és ,.terdpias kudarc”
kategdridkba sorolanddk (27-29). Mig .optimalis valasz” esetén
hosszU, tartds remissziora szamithatunk, addig a .terapias
kudarc” vagy .figyelmeztetd jel” esetében sziikséges a beteg
adherencidjanak felmérése, esetleges gyogyszer-interakciok
kizérasa, valamint rezisztenciara irdnyulé mutaciéanalizis el-
végzése, végso soron a terapias stratégia modositasa. Ez utébbi
az ABL1gén kindzdoménjének mutacidanalizisét jelenti, mely
tampontot nyUjthat a klinikus szdmara a kdvetkezd vonalbeli
TKI-gatlészer kivalasztasahoz.

Intézetiinkben, a nemzetkézi irdnyelvekkel 6sszhangban
kozel 20 éve végezziik a CML-ben szenvedd betegek mole-
kularis nyomon kdvetését, ami megkozelitéleg 800 beteg
rendszeres molekularis nyomon kovetését jelenti, legyen
sz6 BCR::ABL1 fuzids transzkriptum kovetésérél és/vagy
a TKl-rezisztencia-mutaciok Sanger-szekvenalassal torténd
analizisérél (14, 30).

AKUT MIELOID LEUKEMIA

Az akut mieloid leukémia a mieloid rendszert érintd, kedvez6t-
len taléléssel tarsuld hematoldgiai malignitas. Bar az intenziv
kemo-immunterapids kezelések az esetek 70%-aban teljes
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Diagnézis

Terapia

CR/PR elérése

Az MRD-kovetés eldnyei:

- A terdpids mélység érzékeny monitorozasa
- Klinikai relapszus korai elérejelzése
- Potencidlis terapias beavatkozasi lehetéség
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1. ABRA. Mérhet§ rezidudlis betegség - dsszefoglalé abra. Elsévonalbeli (vagy tobbletvonalbeli) terapiat kivetden bizonyos esetekben rezidualis ma-
lignus sejtek maradhatnak a beteg szervezetében. A rezidudlis sejtek gyakran parciélis vagy akar teljes klinikai valasz ellenére maradnak fenn, mialtal
a klinikai vizsgalatok soran nem detektalhato a betegség jelenléte. Amennyiben a terapia folytatasa, esetleg terapiat koveté megfigyelési periddus
kovetkezik, a rezidudlis sejtek addiciondlis genetikai eltérések hatdsara vagy spontan klonalis evollcion mehetnek keresztiil, mely végsé soron a be-
tegség relapszusat eredményezheti. E rezidudlis sejtek kimutatasa, valamint objektiv kvantifikacioja jelenti a mérhetd rezidualis betegség meghata-
rozasat. Az MRD meghatéarozasaval képesek vagyunk a rezidudlis sejtek kimutatasara klinikai remisszié mellett, ezaltal terdpids beavatkozast téve le-
hetdvé. A terapias beavatkozast kévetéen eléallhat uMRD &llapot (UMRD: undetectable MRD, kimutathatatlan MRD), mely az adott vizsgalati modalitas
érzékenységétél fligg, ezaltal a sejtek teljes eliminaciéjardl nem beszélhetiink. uMRD statusz elérését kovetden tovabbra is felmerilhet ,molekularis
relapszus”, azaz klinikai tiinetek nélkiil a rezidudlis sejtek visszatérése, amely detektalas hianyaban a terapias nyomas és klonalis evolucié kévetkez-

tében szintén klinikai relapszushoz vezethet

remissziot eredményeznek, a betegek megkozelitéleg 30-80%-
aban a betegség relapszusara lehet szamitani az elsé két éven
beldl (31, 32). Bar az MRD AML-ben betoltétt prognosztikus
szerepe intenziv kemoterapias megkozelités mellett, valamint
allogén hematopoetikus Gssejt transzplantaciét megelézden
évek ota ismert, az elmult idészakban szamos Uj, innovativ,
célzott, kevésbé toxikus gydgyszer (példaul IDH1-gatlészerek,
FLT3-gatlészerek, venetoklax, azacitidin) jelent meg, melyek
hatdsara lehet6ség addédhat az MRD-vezérelt terapias don-
téshozatal beiktatasara a kezelése soran (32-35). Minden-
nek tiikrében a jelenleg alkalmazott MRD-meghatarozasi
id6pontok, valamint alkalmazott kiiszobértékek validalasara,
potencialis Ujragondolasara lehet sziikség, melyhez tovabbi,
nagy esetszamu vizsgalatok szlikségesek (32). Napjainkban
a ,European Leukemia Net” (ELN] ajanlasai alapjan az MRD
meghatarozasa a betegség kovetése soran rutinszerien ja-
vallott. Az ajanlasok szerint az MRD meghatarozasa torténhet
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MFC alkalmazasaval (LAIP/DfN fenotipusok meghatarozasa;
LAIP - leukemia associated immunophenotype, DfN - diffe-
rent from normal immunophenotype), illetve szamos ismert
egyéb molekuldris biomarker is rendelkezésre all, Ggymint:
RUNX1::RUNXTT1, CBFB::MYH11, PML::RARA fuzidk vagy
NPM1-mutécick (32, 36-39).

A Patoldgiai és Kisérleti Rakkutaté Intézet Molekularis
Onkohematoldgiai Kutatdcsoportja altal fejlesztett ., mieloid
NGS-panel” alkalmazasaval intézetiinkben lehetéségilink
nyilik a gyermek- és felnéttkori AML-ben szenvedé betegek
komplex molekularis hatterének megismerésére, eldsegitve
a betegek megfeleld prognosztikus csoportba torténd be-
sorolasat, tovabba terapias, valamint potencialis MRD-cél-
pontok azonositasat. Intézetiinkben a RUNXT::RUNXTTT,
CBFB::MYH11, PML::RARAf(zids transzkriptumok kovetésére
RQ-PCR, mig az NPM1-mutaciék kdvetésére magas érzé-
kenységl ddPCR-alapi médszer all rendelkezésre.
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BCR:ABL1™ Log redukcid
%) BCR:ZABLY
100 \ Diagnézis /
10 Teljes hematoldgiai valasz 1
(CHR/MR1,0)
; \ Teljes citogenetikai valasz / 2
(CCyR/MR2,0)
0.1 Major molekularis valasz 3
; (MMR/MR3,0)
0.01 Mély molekularis valasz 4
0.0032 45
0.001 5
0.0001 6

2. ABRA. Molekularis valasz mélysége CML-ben. A diagnézis pillanataban a BCR::ABLT* jellemzSen 100%. A 100%-hoz viszonyitott 3 nagysagren-
di csokkenést (0,1%) nevezziik major molekuléris valasznak (MMR: major molecular response; MR3,0). Teljes hematoldgiai valaszt 1 nagysagrendi
csokkenés, mig teljes citogenetikai valaszt a kiindulasi értékhez viszonyitott 2 nagysagrendi csdkkenés jelez. Az MMR-t meghaladd Ugynevezett mély
molekuléris valaszokrél a 3 nagysagrendi csokkenést meghaladd esetekben beszéliink (MR4,0; MR4,5; MR5,0; MR6,0), melyek klinikai szempontbél
a tartds remisszid, valamint a kezelésmentes tulélés legfontosabb tényezdjét képviselik (IS: international scale)

AKUT LIMFOBLASZTOS LEUKEMIA

Arizikéadaptalt protokollok bevezetésével, valamint a szé-
les korl nemzetkozi egyeztetéseken alapuld kemoterapias
iranyelvek megfogalmazasaval a gyermekkori ALL ma
mar az esetek hozzavetélegesen 90%-aban gydgyithato
betegséggé szelidult (40, 41). Bar a felnéttkori ALL tulélési
adatai ettdl elmaradnak, az elmult években a fiatal (40
év alatti) felnétt ALL-es betegek teljes tulélése is javulé
tendenciat mutat, dontéen a gyermekkori ALL alapjan
adaptalt kezelési modalitasok és az Uj terapias megkdze-
litések bevezetésének koszonhet8en (4, 42, 43). A terapias
.fegyvertar” béviilésével a kritikus terapias idépontokban
torténd rizikobecslés kiemelt szerephez jutott. Az elmult
években szamos klinikai vizsgalat alapjan az MRD meghata-
rozasa a tulélés erds és fliggetlen prediktoranak bizonyult,
ezaltal napjainkban a rutin betegellatas kihagyhatatlan
elemévé valt kezelés kozben, valamint kezelést kdvetben
egyarant (44-48).

Napjainkban az MRD értékelésére hasznalt legtdbb vizs-
galat a leukémias blasztoknak megfeleld fenotipusos (MFC)
vagy genomikai eltérésekkel [RQ-PCR/NGS) rendelkezé po-
pulédciék azonositasara és nyomon kdvetésére épiil. A klinikai
gyakorlatban alkalmazni kivant optimalis MRD-kiiszobérték
meghatéarozasa forrongd terdlet (49). Bar jelenleg a 10~
érzékenységi szintet meghaladd MRD-kiiszébérték klinikai
alkalmazasarol szolé irodalmi adatok ellentmondasosak,
szamos 107°-107¢ érzékenységl maddszer all rendelkezésre
(45, 49-51). Jelenleg a legtobb, molekularis MRD-meghata-
rozassal kapcsolatos publikalt adat (az MFC mellett) az lg/
TCR kovetésén alapulé RQ-PCR mddszerrel kapcsolatban

kerilt leirasra, mialtal a technoldgia egy magasan validalt,
széles korben alkalmazott mdédszernek szamit gyermek- és
felnéttkori ALL-ben egyarant (48, 51-54).

Hazankban jelenleg az ALL kovetését rutinszerien MFC
alkalmazasaval végzik. A Magyar Gyermekonkoldgiai Haldzat
tdmogatasaval, egy 2022 augusztusaban indult kezdeménye-
zés keretein beliil intézetiink orszagos centrumként végzi
a gyermekkori ALL-ben szenvedd betegek személyre szabott
MRD-kovetését. A projekt részeként munkacsoportunk az
EuroMRD halézat irdnyelveinek megfeleléen, egy nemzetkozi-
leg elismert és széles korben alkalmazott DNS-alapl, NGS-t
implementald, személyre szabott RQ-PCR MRD-kovetési
protokollt tett elérhetévé. A mddszer részletes leirdsat a 3.
abranfoglaljuk 6ssze. Hazankban jelenleg a hematolégusok
altal felterjesztett, kedvezétlen prognézisu, primer terapia-
rezisztens vagy relabalt B- és T-sejtes ALL-ben szenvedd
gyermekek és fiatal felnéttek részére torténik az RQ-PCR-
alapli MRD-kovetés beallitasa (55).

KRONIKUS LIMFOCITAS LEUKEMIA

A CLL a nyugativildgban leggyakrabban el6forduld felnéttkori
érett B-sejtes leukémia. Az elmult évek gydgyszerfejleszté-
seinek kdszonhetéen a CLL kezelésében forradalmi attérést
sikerilt elérni, melynek nyoman egyéb hematoldgiai entita-
sokhoz hasonléan erdsodott az igény a klinikai valasz objektiv,
kvantifikalhato felmérése irdant. Az MRD-statusz tulélési
kimenetelre gyakorolt prediktiv értékét a konvencionalis
kezelési modalitasok 0sszefliggésében szamos alkalommal
bizonyitottak (56, 57). Bar egyéb hematoldgiai malignitasokkal
ellentétben az MRD nem képezi a terapids irdnyelvek részét,
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a BCL2-gatloszer venetoklax megjelenése a CLL-sejtek eddig
soha nem latott, tartés elimindcidjat tette lehet6vé, fokozva
az MRD-alapu terapias dontéshozatal iranti érdeklédést
(58-60). A BCL2-gatloszerekkel végzett tanulmanyok alapjan
az MRD megtartotta prediktiv értékét, ezaltal felmeriilt az
MRD Uj helyettesité végpontként torténd alkalmazasanak
lehetésége (61-63).

Napjainkban harom maodszer all rendelkezésiinkre az
MRD mérésére CLL-ben: MFC, RQ-PCR valamint az NGS.
Mig az RQ-PCR alkalmazasa nem terjedt el, az Eurdpai CLL
Kutatési Konzorcium (‘European Research Initiative on CLL,
ERIC) altal létrehozott, harmonizalt és folyamatosan optima-
lizalt CLL-specifikus MFC-panel létrejottének kdszonhetben
napjainkban az aramlasi citometria tekinthet6 a leginkabb
elterjedt mddszernek (10, 64-67). Az ultraszenzitiv (akar
1:1,000,000 CLL-sejt/fizioldgids sejt), immunoglobulin meg-
hatdrozasara és kovetésére képes NGS-alapi MRD-megha-
tarozds ma mar tébb klinikai tanulmany részét képezi (63,
68). Bar a 10+ érzékenységet meghaladd MRD-meghatéarozas
egyre népszer(ibb a klinikai vizsgalatok szintjén, potencialis
helye a klinikai gyakorlatban tovabbra is aktiv vita targyat
képezi. Intézetiinkben 2022 6ta kutatasi projekt keretén beliil
érhetd el az NGS-alapi MRD-meghatarozas venetoklax-obi-
nutuzumab kombinacids elsévonalbeli kezelésben részesiils,
CLL-ben szenved6 betegek szamara.

FOLYADEKBIOPSZIA ALKALMAZASA
NON-HODGKIN-LIMFOMAKBAN

Anon-Hodgkin-limfémak a hematolégiai malignitasok hete-
rogén csoportjat képviselik, melyek spektruma az agressziv,
kemo-immunterapiara j6l reagald, potencialisan gyogyithaté
formaktol az indolens, hosszl remisszids idGszakokkal jelle-
mezhetd gydgyithatatlan formakig terjed (69). Napjainkban
a kezelésre adott valasz megitélésére, valamint a betegség
nyomon kovetésére elsésorban radioldgiai modszereket
alkalmaznak, mint a komputertomografiat (CT), valamint
a fluorodezoxigliikdz-18 (FDG) pozitronemisszids tomogréafi-
at (PET-CT). A képalkotd vizsgalatoknak azonban szamos
hatranya van: a vizsgalattal jaré sugarterhelés mellett, a va-
lasz értékelése szubjektiv lehet, a képalkotas felbontasa
kis tumortémeg esetében (<1 cm atmérd) szuboptimalis,
tovabba a lokalis kezelés okozta hatdsok gyakran nehezen
megkUlonboztethetSek a recidiva kialakulasatol (70). Minderre
megoldast jelenthetnek a minimalinvaziv, folyadékbiopszian
(kiilonb6z6 testfolyadékokban talalhatd nukleinsavak izola-
ldsa és molekuldris bioldgiai vizsgalata) alapuld, jellemzden
NGS-alapt megoldasok (71). A folyadékbiopszidanak szamos
alkalmazasi teriilete van: ismert biomarker (terapias célpont,
rezisztenciamutacio) azonositasa és nyomon kévetése; Ig/TCR
génatrendezddések nyomon kovetése (IG-HTS, immunoglo-
bulin high-throughput sequencing; TCR-HTS, T-cell receptor

®
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3. ABRA. Személyre szabott, RQ-PCR-alapu MRD-kovetés ALL-ben. a] A munkafolyamat 6t fontosabb részbél tevédik 6ssze: szekvenalas, szekven-
ciaelemzés, primertervezés, tesztelés/optimalizalas, valamint MRD-kévetés. Az elsé fazisban ,.konszenzus primereket” felhasznalva NGS alkalma-
zasaval meghatarozzuk a beteg I1g/TCR szekvenciajat. A szekvenalas eredményét immuninformatikai - ARResT - analizis soran értékeljik, ezaltal
meghatarozhatd a klénok szdma, valamint a kiilonb6z6 klonok szekvencidja. Az ezt kdvetd lépésben a megismert szekvencidkra betegspecifikus
primereket terveziink, melyeket a megfeleld prébaval/reverz primerrel parositunk. Az immunglobulin-alapd kévetés soran alkalmazott primerek/
prébak elhelyezkedése/miikodése a b) abran lathatd. Az ekképpen 6sszedllitott személyre szabott primer/préba kombinacidt ezt kévetéen tesztelni,
valamint optimalizalni sziikséges, mely altal meghatarozasra keriilnek a kdvethetd klénok, valamint a mddszer érzékenysége. Az optimalizalassal
az MRD-kovetés bedllitdsa befejezédott és a laboratérium készen all a személyre szabott MRD-mérésekre. b) V1-D2-J6 atrendezédést mutaté
immunglobulin. Az alkalmazott reverz primer az Ig konstans régidjahoz kotédik, ezt konszenzus/nem személyre szabott primernek nevezziik.
Hasonléan a fluoreszcensen jelolt proba sem beteg-, hanem J-gén-specifikus, azaz bizonyos J-gén-atrendezddések esetében kiilonboz6 probak
alkalmazhatéak. Ami a vizsgalatot betegspecifikussa teszi, az a forward primer szekvenciaja, amelyet az Ig legspecifikusabb CDR3 [cluster of
differentiation 3) régidjara terveziink
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4. ABRA. Innovativ folyadékbiopszias megkozelitések: CAPP-Seq/PhasED-Seq. a) A folyadékbiopszia alatt a tumorbél (aktiv/passziv modon) felszaba-
duld nukleinsavak vizsgalatat értjik, mely lehet DNS (cfDNS - cell free DNA, nem feltétleniil daganateredet(, ctDNS - circulating tumor DNA, a cfDNS
tumoros frakcijat jeloli), RNS, mikro-RNS (miRNS), vagy akar messenger RNS molekula. A folyadékbiopszids vizsgalatokat a vér plazmafrakcidja-
bol végezziik, a sejtes elemek centrifugalas soran térténé szeparaciojat kovetden, mely specidlis folyadékbiopszids mintavételi csdvek alkalmazasat
el6feltételezi. b) A CAPP-Seq vizsgalat alapjat a genetikai profil ctDNS-frakcié alapjan torténg felallitdsa, majd ezt kovetSen a ctDNS-szintek kvan-
tifikacidja képezi. Ezzel szemben a PhasED-Seq a PV-k (fazisvariansok) egy ctDNS-fragmentumon belili detektalasan alapul. Fazisvariansnak két,

egymashoz kozel all6 varians egyiittes detektalasat nevezziik

high-throughput sequencing); ctDNS-kvantifikacio multigénes
NGS-panelekkel (CAPP-seq), vagy ultranagy érzékenység(
technoldgiak (PhasED-seq). Jelen kozleménylinkben utdbbi
két innovativ felhasznalasi teriiletre koncentralunk (4. dbra).

A CAPP-seq (cancer personalized profiling by deep
sequencing) az elmdlt években megjelent, nagy ateresztéké-
pesség, atfogd vizsgalati modalitas, mely alapja a genetikai
profil kering6 tumor-DNS-frakcié alapjan torténd felallitasa,
majd ezt kovetSen a ctDNS-szintek kvantifikacidja (mér-
tékegység: hGE/ml plazma: haploid genom ekvivalens/ml
plazma) (23). Amédszer altalanos jellegébdl fakaddan széles
spektrumon alkalmazhato, a szolid daganatoktdl egészen
a hematoldgiai malignitasokig. Az elmult évek tanulmanyait
kovetdéen mind szolid, mind hematoldgiai malignitasokban
sikeriilt megerdsiteni azt a feltételezést, miszerint a kezelést
kovetd ctDNS-szint prognosztikus jelentdséggel bir. Diehl és
mtsai. tanulmanya alapjan, kolorektalis karcinémaban a se-
bészeti beavatkozast kdvetden a kimutathatatlan ctDNS-szint
hossz( betegségmentes idészakkal korrelalt (72). Hasonlé
megallapitasra jutott az Ash Alizadeh altal vezetett stanfordi
munkacsoport diffiz nagy B-sejtes limfémaban (DLBCL).
Kezelést kdvet6 ctDNS-analizis soran a progressziomen-
tes tulélésben szignifikans kilonbség volt tapasztalhaté
(p=0,0003) azon DLBCL-betegek kozt, akiknél kimutathatd,
illetve kimutathatatlan ctDNS-mennyiséget észleltek (73).
A CAPP-Seq mind az orvosi képalkoto eljarasok felbonta-

sanal, mind az IG-HTS alapu molekularis mddszereknél
érzékenyebben képes kimutatni a tumorvolument, emellett
amodszer jellegébdl adddoéan specifikusabb, mint a jelenleg
alkalmazasban levé vizsgalati modalitasok, mialtal idedlis
MRD-monitorozasi modszer lehet a jévben (23, 70, 73).

A multigénes NGS-panelekkel torténé ctDNS-meghatéaro-
zast kovetden, a 2021-ben megjelend ultraszenzitiv fazisvari-
ans-szekvenalas (PhasED-seq) tovabb bdvitette a molekularis
diagnosztikai palettat. A PhasED-seq az gynevezett ,.fazisva-
riansok” (PV: phased variant) szekvenalasan alapul, mely vol-
taképpen azonos DNS-fragmentumon (gyakorlati szempontbél
azonos szekvenalasi ,readen”) talalhaté két varians egyittes
jelenlétének detektalasat jelenti. A modszer alkalmazasaval
szamottevéen csokkenthetd a duplex szekvenalashél adodo
~hattérhibarata”, ezaltal potencialisan korabban nem latott
MRD-mélység érhetd el (24). Bar a modszer rendkiviil igéretes,
alkalmazasanak gatat szabhat az entitas biolégiai jellemzdi-
b6l adédoé PV-k gyakorisaga. A jelenleg rendelkezésre allé
adatok alapjan a PV-k igen heterogén el6fordulasi slriiséget
mutatnak a kiilonb6z6 daganattipusokban, és elsésorban
a B-sejtes limfémak ,sztereotipikus” genomikus pozicidiban
figyelhetdek meg (példaul a fizioldgids vagy atipusos szoma-
tikus hipermutacionak koszénhetden) (24). Bar jelenleg kevés
adat all rendelkezésiinkre, 213 B-sejtes limfémaban szenved6
beteg 6sszesen 678 mintajan végzett vizsgalat alapjan a ki-
mutathatatlan ctDNS-koncentraciéval rendelkezé betegek
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kozott tovabbi 25%-ban sikeriilt PV-ket azonositani PhasED-seq
alkamazasaval (24). DLBCL-ben szenvedd betegek kezelését
kovet6en végzett fazisszekvenalas szignifikans kiilonbséget
mutatott az eseménymentes tulélés tekintetében a PV-ket
hordozd, valamint ,PV-negativ” betegek kdzdtt (24). Bar jelen-
leg kevés adat all rendelkezésiinkre, jelen tudasunk alapjan
a PhasED-seq egy igéretes modszer lehet a jovében, azonban
tovabbi vizsgalatok sziikségesek a potencialis alkalmazasi
tertletek (PV-siirliség) meghatarozasara. Munkacsoportunk
elséként alkalmazta a médszert follikularis limfémaban (74).
Az elézetes eredmények alapjan a mddszer alkalmas a kering6
tumor-DNS vizsgalatara follikularis limfémaban, ugyanakkor
a DLBCL-hez viszonyitva alacsonyabb ctDNS-értékekre szamit-
hatunk. Az eredményeink alapjan a ctDNS kimutatasa a kezelés
soran er6s 0sszefliggést mutat a kezelésre adott valasszal, és
a betegség ctDNS-sel térténd sorozatos monitorozasa eldre
jelezheti a klinikai relapszus kialakulasat (74).
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Az elmult években a mérhet6 rezidualis betegség a hemato-
l6giai malignitasok kiemelten fontos biomarkerévé valt. Bar
napjainkban az dramlasi citometria, valamint a konvencionalis
nukleinsav-alapd MRD-modalitasok, mint az RQ-PCR vagy
ddPCR képezik az MRD meghatarozasanak aranystandardjat,
az NGS eldretorésével realis esély kinalkozott eddig soha
nem latott .molekuldris mélységek” elérésére. A folyékony
liquid” frakcio analizisével parhuzamosan megjelené CAPP-,
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valamint PhasED-seq eljarasok kovetkeztében ma mar az
eddig felsoroltaknal joval specifikusabb eljarasok is elérhetd-
ek, melyek non-invaziv voltukbél kifolyolag idealis vizsgalati
modalitdsoknak tlinnek. Az elmult években tapasztalhaté
technolégiai fejlédés ellenére az MRD klinikai alkalmazasa-
nak kérdéskare a jelenkori modern hematoldgia egyik nagy
kihivasa. A kiilonb6z6 entitdsokban alkalmazott MRD-kii-
szOobértékek meghatarozasa, a metodikai kiilonbségekbdl
fakadé differenciak, a folyadékbiopszia el6retorése, valamint
mindezek klinikai gyakorlatban torténd prognosztikus vagy
prediktiv felhasznaldsa a legtobb entitds esetében jelenleg
nem egyértelm(, és tovabbi, nagy esetszamu, multicent-
rikus vizsgalatokat tesz sziikségessé. Mindezek ellenére
elmondhatd, hogy az MRD meghatarozasa a mai modern
hematoldgia megkeriilhetetlen elemévé valt, mely varhatéan
a mindennapi rutin klinikai betegellatasban is egyre nagyobb
szerephez fog jutni a jovében.
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