Valasz Prof. Dr. Méhes Gabor biralatara

Tisztelt Professzor Ur!

Szeretném megkdszdnni doktori értekezésem alapos attekintését és pozitiv véleményét.
Az alabbiakban vdlaszolok az értekezéshez kapcsolodé kérdésekre.

1. kérdés: A follikuldris lymphoma vdarhatd tulélése a legljabb terdpias kombinacidk,
kiilonosen az anti-CD20 terdpia elérhetdsége 6ta jelentGsen javult. A transzformdcio kapcsan
kiszelektdlddott klénok genetikai-epigenetikai eltéresei a bemutatott mddszerekkel
vizsgalhaték, sokszor magyarazatot adnak a progresszidra. Ugyanakkor jelentkezhet terapia
rezisztencia, ill. korai relapsus, ami teljesen mds biolégiai 0sszefliggések eredménye. Az FL
els6vonalas terapidja jelen irdnyelvek szerint viszonylag egységes. Mennyire ismertek eqyes

genetikai tényezbk terdpids hatdst moduldlo sajdtossagai? Lehet-e FL esetén bizonyos korai

eltéréseket jelenleq prediktiv jelleqlinek tekinteni? Szoba jén-e rutinszerlien az FL betegek

terdpids célu molekuldris profilozdsa?

Valasz: Az FL-ben azonositott genetikai eltérések koziil szamos jelatviteli ut (epigenetikai
szabalyozas, B-sejt receptor jelatvitel, mTOR utvonal, TNFRSF14 utvonal) komponenseit
érinté mutaciok prediktiv értékét vizsgaljak napjainkban. Az eddigi vizsgalatok alapjan
mindenképp kiemelend6ek az EZH2 hiszton-metiltranszferaz aktivalé pontmutacioi,
amelyek prediktiv biomarkerei a Tazemetostat-nak (az elsé szelektiv EZH2 gatlészer). Ez a
biomarker ,iranyitott” terapia 2020 nyaran engedélyezésre is keriilt az FDA 3altal EZH2
mutaciét hordozé, relabalt/refrakter follicularis lymphomaban szenvedé betegek
tobbedvonalbeli kezelésében. Hazankban ez a gyégyszer klinikai tanulmany formajaban
érhet6 el. Nagyon fontos kérdés a Biralo altal felvetett rutinszerii molekularis profilozas
sziikségessége FL-ben. Jelen pillanatban az EZH2 muticié meghatarozasanak kivételével
egyéb genetikai eltérés meghatarozasanak nincs jelentésége a mindennapi gyakorlatban.
Ugyanakkor kiemelendd, hogy nagyon intenziv kutatasok zajlanak az els6vonalbeli terapiat
kévetéen koran (24 hénapon beliil) relabalé betegek molekularis profiljanak azonositasara.
Szamos, un. kliniko-genetikai modell all tesztelés alatt, amelyek tébb I6kusz mutacios
statuszanak meghatarozasaval jarulhatnak hozza a korai relapszus és progresszi6 magas
rizikdjaval jellemezhetd betegcsoport azonositasahoz. Sikeres fejlesztések esetén az ilyen
riziko-becsl6 (és végsGsoron akar a terapia intenzitasat befolyasold) molekularis profilozas
elterjedése varhato a jovGben.



2. kérdés: Az FL és CLL genetikai tanulmdanyok egyarant felhivjdk a figyelmet a k6zos Gssejtbdl
kialakuld, de jelentdsen eltéré6 mddon fejl6d6 szubkldnok klinikai jelent&ségére. Lehet-e a
pdrhuzamosan fenndlld, de mar kiilénb6z6 bioldgiai hajtoerbvel rendelkezé szubklonokat akar

a kezdetektdl osztdlyozni, rizikd kategdridkba sorolni? Mindezt annak az ismeretében, hogy a

f6 klén vdarhatd eliminaciéja mellett a progressziv, minor masodlagos klénok nagyobb
valdszinliséggel maradhatnak fenn, relapsus esetén pedig elszaporodhatnak.

Vdlasz: Rendkiviil fontos kérdés, amelynek teljeskorii megvalaszolasdhoz tovabbi
vizsgalatok kivitelezésére és talan a technoldgiak tovabbi fejlodésére és akar egysejt-szintii
vizsgalatok elvégzésére is sziikség lehet. Mindazonaltal néhany lokuszt (TP53, NOTCH1,
SF3B1, ATM, BIRC3) érint6 mutaciok esetében mar ma is rendelkezésre alinak eredmények,
kilonos tekintettel a kronikus lymphocytas leukémiara, amelyet nagyfoku szubklonalis
heterogenitas jellemez. KiemelendGek a TP53 gént érint6 szubklonalis mutaciok, amelyek a
progressziv betegség magas rizikdjat jelentik és retrospektiv tanulmanyok alapjan a klonalis
(a tumorsejtek dont6 részében jelenlévé és nagy érzékenységii eljarasok alkalmazasa nélkiil
is kimutathaté) mutaciékhoz hasonlé kedvez6tlen korlefolyast vetitenek el6re az
alkalmazott terapia szelekciés nyomasanak eredményeképpen. Ennek megfeleléen a
sratermett”, hagyomanyos terapidkkal szemben rezisztenciat mutaté szubklénok korai
azonositasa a kozeljovében egyre fontosabb klinikai jelent6séggel birhat majd. Erdemes
megemliteni a venetoclax kezelés soran megjelené BCL2 rezisztencia mutaciékat, ahol
jelenlegi tudasunk alapjan a szubklondlis mutaciok (jelentds klonalis expanzié nélkiil) is
képesek klinikai relapszust okozni, aminek mechanizmusa ma még nem tisztazott. A minden
bizonnyal jelenlévé kooperalé mechanizmusok azonositasanak céljabol kutatocsoportunk
egysejt-szintli genomikai és transzkriptomikai vizsgalatokat végez.

3. kérdés: A CALR mutans fehérje immunhisztokémiai kimutatasa egyszerd és elegans mddja
a mutdns CMPN esetek kiszlirésének. Ugyanakkor évatossagra int a szerz6 altal is észlelt
expresszids heterogenitas jelensége, azaz, hogy a megakaryocytdk nem teljes tomege mutatja
a mutdns fehérjét. Ez a heterogenitds jelezheti-e azt, hogy a mutdns dssejt klon mellett vad

tipusu neoplastikus klonok is proliferalnak, ill., hogy a vad tipusu — sem IHC pozitivitdst, sem

mutdns allélt nem mutato - compartment nem része a folyamatnak? Ez a kérdés kiulonosen

kezelés, vagy esetleges HSC transzplantacid eredményességének megitélése kapcsan lehet
klinikailag is érdekes.

Valasz: Erdekes jelenség, hogy a klasszikus patolégia vizsgalomoédszerét alkalmazva a
csontvel8i mintak vizsgalataval a periférias vérbdl rutinszeriien elvégzett DNS alapu CALR
vizsgalathoz képest a folyamat komplexitasara sikeriilt ratapintani a megakaryocytdk
szintjén. Kiemelend6, hogy még az esetek tulnyomo tébbségében klonalis driver
mutaciokkal jellemezhet6 MPN-ek esetében is szamolni lehet a klonalis heterogenitassal,
amelynek sejtszintii feltérképezésére a csontvel6ben ezidaig kevés probalkozas tortént. A
Biraldval egyetértésben mindkét forgatokonyv elképzelheté a mutaciét hordozé és vad
tipusi neoplasticus klénok proliferaciéja, illetve a malignus folyamatbdél valé
kimaradasanak tekintetében. Ugyanakkor kiemelendd, hogy az elvégzett IHC vizsgalatok



alapjan csak a CALR gén mutdcids statuszara tudunk kovetkeztetni. Elképzelhetd, hogy a
mutans CALR expresszidét nem mutaté sejtekben egyéb driver vagy szubklonalis mutaciok is
jelen lehetnek (tanulmanyunkban egy CALR/JAK2 dupla mutans paciens esete ezt
szemléleti).

4. kérdés: A myeloproliferativ korképekre hajlamositd genetikai eltérések csalddon beldl
megegyeznek, a folyamat egyéni progresszidja kapcsdn azonban a leukémidhoz vezetd
masodlagos mutdcidk a felderitett esetek alapjan is eltérnek. Sajdt, vagy irodalmi adatok

alapjdn léteznek-e a csiravonalbéli genetikai eltérésekhez rendelheté mutdcios szekvencidk,

mechanizmusok?

Vidlasz: Sajat adataink alapjan a dolgozatban bemutatott szekvenciat emelném ki a JAK-
STAT jelatvitel komponenseinek kopiaszameltéréseit, valamint pontmutaciét a
csiravonalbeli RUNX1 mutdcié talajan kialakulé FPD-AML esetében, valamint a masok altal
is megerdGsitett 7-es monoszémia, ASXL1 mutacié kooperdlé konstellaciét a csiravonalbeli
GATA2 mutacié talajan kialakulé6 AML/MDS esetében. Irodalmi adatok alapjan ismert
tovabba példaul a csiravonalbeli CEBPA mutacid esetében un. masodik talalatként (,,second

hit) kialakulé C-terminalis CEBPA mutacio.

5. kérdés: Vdrhato-e molekuldris értelemben klondlis diverzifikacio (pl. diszpldzia — blasztos

transzformdcid) csirasejtes, herediter myeloid eltérések kapcsén? Erdemes-e a csiravonal

mutdciok felismerése utdn a beteqgek molekuldris monitorozdsdt gyakrabban elvégezni az

esetleges diszplasztikus/agressziv szubklonok korai kimutatdsa céljabol?

Valasz: Mara a myeloid malignitasok kialakulasara hajlamosité variansokat hordozé gének
szama kozel huszra nétt, amit tiikr6z az a tény is, hogy a ,myeloid malignitasok
prediszponalé genetikai eltéréssel” kategdria egy 6nallé entitascsoportta valt a myeloid
daganatok legujabb WHO osztdlyozasdban. A kiilonb6z6 prediszpoziciés szindrémak
hatterében all6 gének (pl. CEBPA, GATA2, RUNX1, DDX41) variansai eltéré klinikummal és
megel6z6 hematoldgiai-immunoldgiai tiinetekkel tarsulnak és eltéré penetranciaval
vezetnek manifeszt malignus megbetegedés kialakulasahoz. A csiravonalbeli mutaciok
felismerését kovetben a betegek (hordozok) gyakoribb molekularis monitorozasa helyett a
mindennapi gyakorlatban a szorosabb klinikai kontroll javasolt, és klinikai progresszio
esetén lehet célszer(i akar a terdpiat is befolydsolé szomatikus eltérés azonositdsa
részletesebb molekuldris vizsgalat elvégzésével. KiemelendS, hogy a csiravonalbeli
eltérések azonositasa a myeloid betegségek csalddi halmozédasa esetén nem csak az
érintett egyén szamara bir jelentGséggel, hanem a potencidlis hordozé hozzatartozok
azonositdsa, és az ssejttranszplantaciohoz valé donorkeresés szempontjatbol is jelentds.



6. A nagyszamu és részben rendkivil ritka mutacié felveti a bioinformatikai analizis egységes
metodikdjanak kérdését. A laboratdriumi tesztek kapcsdn megkévetelt akkreditdcid, mindségi

kévetelmények milyen mértékben alkalmazhatok az in silico diagnosztikai tevékenységre?

Hogyan kell elképzelni a jé6vében a nagyfelbontdsu szekvendldsi eredmények megbizhato és

reprodukdlhato analizisét?

Valasz: Egy rendkiviil fontos és jelenleg nem kell6képpen szabalyozott kérdést érint a Biralo.
A laboratdriumi tesztek preanalitikai és analitikiai fazisaihoz hasonléan a minéségbiztositas
az in silico analizisekre is kell terjedjen ahhoz, hogy ezeket az eljarasokat rutinszeriien
alkalmazhassuk a mindennapi betegellatasban. Az ujgenerdciés szekvenalasi adatok
bioinformatikai elemzése ma még egy forrongo teriilet, ahol szamos algoritmus és platform
all rendelkezésre és ezek standardizacidja még varat magara. Ugyanakkor ki kell emelni,
hogy a megbizhaté és reprodukalhaté nagyfelbontasi szekvenaldsi analizisek
megvaldsitasanak céljabél a kozeljovében a diagnosztikdban alkalmazott génpanelek
esetében is fontos lesz az alkalmazott illesztési és varians azonosito algoritmusok és azok
paramétereinek pontos ismertetetése a molekularis patoldgiai leletekben. Mivel szamos
o6sszehasonlité vizsgalat zajlik napjainkban és a megbizhaté eljarasok kore egyre inkdbb
meghatarozhatd, redlis idén belil el lehet jutni rutin diagnosztikaban
javasolt/alkalmazandé analizisek koéréig. Hazankban kivanatos lenne egy egységes
eljarasrend kidolgozasa és elfogaddsa ennek kapcsan.

Végiil ismételten kdszéndm Méhes Gabor Professzor Urnak értekezésem biralatat és
rendkivil aktualis kérdéseit. Tisztelettel kérem valaszaim elfogaddsara.
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