Valasz Prof. Dr. Széll Marta biralatara

Tisztelt Professzor Asszony!

Szeretném megkoszonni értekezésem alapos attekintését és tamogatd véleményét.
Az aldbbiakban valaszolok az értekezéshez kapcsolédo kérdésekre.

1. kérdés: Mi az elsédleges oka az FL pathogenezisében meghatdrozé transzlokaciénak, amely
a V(D)J rekombinacié hibdas m(ikodése soran jon létre (Bevezetés 15. oldal)? Mi a hibds
miikédés lényege? DNS-ben kodolt vagy epigenetikai okra vezethetd vissza?

Valasz: Az FL patogenezisében kulcsszerepet jatszo t(14;18) transzlokacié kovetkeztében
kialakulé IGH-BCL2 fuzié patogén szerepének tisztazasdra szamos probalkozas tortént.
Jelenlegi megértésiink szerint az Immunglobulin gének szomatikus rekombinacidja egy

genetikai instabilitassal jaro folyamat melynek soran kiilonb6z6 rekombinazok aktiv
kézrem(ikodésével zajlik a V-D-J génszakaszok atrendezédése/rekombinaciéja. A hibas
miik6dés lényege az atrendezddés céltévesztése, amely soran a térések egyéb, nem Ig
gének (jelen esetben a BCL2 gén) esetében is kialakulnak, és végsGsoron aberrans
génatrendezédés alakul ki. Ennek kovetkezménye a jelent6s enhancer/promoter
aktivitassal biré IGH Iokusz szabdlyozasa ala keriilt antiapoptotikus BCL2 fehéje
overexpresszidja, ami FL-szerli sejtek megjelenéséhez vezet és ,megagyaz” a tovabbi
genetikai eltérések, majd a manifeszt FL megbetegedés megjelenésének. A rekombinacios
gépezet céltévesztéséért felelGssé tehetd genetikai eltérések FL-ben egyel6re nem
ismertek. A jelenség hatterében feltehetéen a fokozott sejtosztédas és rekombinacios
aktivitas okozta genetikai instabilitas allhat.

2. kérdés: Mi lehet a magyardzat arra, hogy az EZH2 génben kizdrolag az ugynevezett SET

doménben (Eredmények 74. oldal) figyelheték meq mutdciok és a doménen bellil is az 5’
régioban?

Vdlasz: FL-ben valéban kizarélag az EZH2 fehérje SET doménjében figyelhet6k meg
szomatikus mutdciék. Ennek hatterében feltehetéen az all, hogy a katalitikus aktivitassal
bir6 SET doménben megjelend mutdciék funkcidnyeréssel jellemezhetéek és minden

bizonnyal tulélési el6nnyel birnak barmilyen egyéb spontan médon megjelend varianssal
szemben a klonalis evolticié/szelekcié soran. Erdekes jelenség, hogy a myeloid kérképekben
nem jellemz6ek az EZH2 SET domén mutaciok, de a gén egyéb részeiben elszértan
funkcidvesztéssel jellemezheté mutacidk jelennek meg az esetek egy részében.



3. kérdés: A Jelolt meglatasa szerint — eddigi kutatomunkdjara és irodalmi ismereteire
hagyatkozva — milyen rezisztencia mechanizmusok fognak kialakulni EZH2 specifikus gdtld

szerek alkalmazdsa sordn, milyen utvonalaknak az aktivdlasdt Ildtja a leqvalosziniibbnek a

rezisztencia kialakuldsa folyamadn?

Valasz: Valamennyi célzott terapia kapcsan relevans kérdés a kezelésre iddvel kialakuld
rezisztencia és annak hatterében allo aktivalodott menekiiléutvonalak jellemzése. A
szelektiv EZH2 gatldszerek kapcsan EZH2 mutans diffaz nagy B-sejtes lymphoma sejtekkel
kapcsolatban allnak rendelkezésre leginkabb adatok. Ebben a kontextusban az inzulin-szeri
novekedési faktor 1 receptor (IGF-1R), MEK, és phosphoinositide-3-kinaz (PI13K) utvonalak
aktivalédasan kiviil, hosszabb gydgyszerexpozicié hatasdra kialakulé EZH2 rezisztencia
mutdciok (Y111lL, Y661D, C663Y és Y726F) kialakulasat figyelték meg Az EZH2 gatlas
elterjedésével a mindennapi klinikai gyakorlatban minden bizonnyal a szekunder EZH2
rezisztencia mutaciok kimutatasa birhat majd gyakorlati jelent6séggel. Ugyanakkor
kiemelendd, hogy jelen tudasunk szerint ilyen rezisztencia mutaciék megjelenésérél EZH2
gatloszerrel betegeg esetében még nem szamoltak be.

4. kérdés: Ezt a viszonylag magas gyakorisagot 0sszefliggésbe tudtdk-e mar hozni valamilyen
fert6z6 betegséggel/betegségekkel a korai életévekben?

Vialasz: A dolgozat relevans részében egy tanulmanyra hivatkoztunk, amely 608 egészséges
(40 év feletti) donor 12%-aban mutatott ki monoklonalis B-sejtes lymphocytosist nagy
érzékenységli aramlasi citometriai vizsgalat alkalmazasaval. Az MBL rizikofaktorai k6zott
bizonyos infekcidkrdl beszamoltak mar (tobbek k6zott hepatitis C, pneumonia, influenza,
cellulitis, felsd léguti infekcidk és herpes zoster fert6zés; Strati és Shanafelt 6sszefoglaldja
alapjan, Blood 2015), am ezek az Osszefiiggések nem bizonyultak tul meggy6z6nek. Az
infekcidkon tal az életkor, a CLL csaladi halmozdédasa és bizonyos genetikai

polimorfozmusokrél szamolnak be az MBL rizik6faktoraiként.

5. kérdés: A Jelolt meglatdsa szerint ezeknek a mutacidknak a detektdlasa a tényleges relapsus
bekovetkezte nélkiil is elegendd indikaciét jelent, vagy majd jelenthet a jov6ben terapia
valtasra?

Valasz: Jelen pillanatban a BTK/PLCG2 mutaciok korai kimutatasa nem jelent azonnali
indikaciot a terdpia valtasra. Az aktudlis kezelési irdnyelvek alapjan az ibrutinib terapia a
klinikai progresszidig folytatandé. Ugyanakkor a mutacidk megjelenése egyértelmii
figyelmeztet6 jel és szorosabb monitorozast indokol. Adataink és nemzetkdzi adatok
alapjan is a BTK rezisztencia mutdciét hordozé betegek tébbsége id6vel klinikailag is
progredial. A kezelési lehetdségek tovabbi bdviilésével és Uj kombinacids kezelések
megjelenésével elképzelhetének tartom, hogy egy bizonyos klondlis méret elérését
kovetden akar terapia valtas indikacidjat is jelentse egy rezisztencia mutacié kimutatasa.



Ehhez a rezisztencia mutacidk dinamikajat és a klinikai valasz 6sszefiiggését vizsgalo tovabbi
tanulmanyok sziikségeltetnek.

6. kérdés: A Jelolt 1atja-e annak a lehet8ségét, hogy a betegek ilyen részletességl kovetése a
klinikai gyakorlat minden napos részévé valjon?

Vidlasz: Az ibrutinib rezisztencidhoz kapcsolédé munkank egyik komponense egy olyan
molekuldris monitorozasi algoritmus kidolgozasa, amely a mindennapi diagnosztikus
gyakorlat részévé vdalhat. Az Gjgeneracios szekvenalds alapu rendszeres monitorozas ilyen
célu alkalmazasa egyel6re nem életszerli, azonban célzott vizsgalatokkal erre lehetGség
nyilhat. A nagy érzékenységi digitalis droplet alkalmazasaval kidolgoztunk egy eljarast,
amellyel a leggyakoribb BTK rezisztencia mutacié (BTK C481S) nyomonkdvetésére nyilik
lehet6ség a mindennapi gyakorlatban. Legfrissebb nyomonkdvetési eredményeink alapjan
(Bodor, Kotmayer és mtsai, British Journal of Haematology, 2021) az ibrutinib rezisztens
betegek haromnegyedét sikeriilt azonositani e mutdacids forropont vizsgalataval. Az eljarast
rutinszer(ien alkalmazzuk laboratériumunkban.

7. kérdés: A monoklondlis antitest melyik CAL mutdciora specifikusan keriilt elbédllitdsra?

Vajon lehet-e maqgyardzata a 97. oldalon bemutatott festédés intenzitdsbeli eltéréseknek az,

hogy a CAL fehérje eqy bizonyos epitopjdt érinté mutadns ellen eléallitott ellenanyag az eltérd

mutdciokat hordozo fehérjéket eltérd intenzitdssal jeléli és festi meg?

Vidlasz: A CALR mutaciok sajatossaga, hogy szinte kivétel nélkiil a gén 9-es exonjat érintik,
és kialakuld inszerciok és deléciok egy C-terminalis neoepitop megjelenésével jarnak,
amelyek egy konszenzus szekvencidval jellemezhet6ek. A CAL2 antitest ezen konszenzus
peptidszekvencia (SPARPRTSCREACLQGWTEA) ellen késziilt egy hybridoma rendszerben,
igy nagyfoku eltérést nem varunk a jel6l6dés intenzitasaban a kiilonb6z6 tipust, am
ugyanazon neopeptidet tartalmazé CALR mutans esetek kozott. Természetesen ez a
jelenség nem zarhato ki.

8. kérdés: Van-e a Jelbltnek tudomdsa arrol, hogy hasonlé megkézelitéssel mdr

hematoonkoldgiai korkép(ek)ben is fejlesztettek ki, vagy fejlesztés alatt van olyan kezelés,

amely a szintetikus letalitds elvét kéveti, és figyelembe veszi a pdciens relevdns

ivarsejtvonalbeli genetikai eltérését?

Valasz: A Jeloltnek nincs tudomdasa a szintetikus letalitdas elvén nyugvé, a pdaciens
csiravonalbeli genetikai eltérését is figyelembe vevlé engedélyezett vagy el6rehaladott
stadiumban |évé kezelési lehetdségrol az onkohematolégiai kérképek csoportjaban. A
szintetikus letalitds elvét alkalmazé preklinikai vizsgalatok zajlanak az
onkohematoldgiaban. A germline ATM mutaciot hordozo CLL esetében felmeriilhet a

szintetikus letalitas elvén miikod6é PARP vagy ATR gatlas.



9. kérdés: Ismer-e a Jelélt a nemzetkézi irodalomban olyan kézlést, ahol 6rékletes

hematoonkoldgiai korkép esetén preimplantdcios genetikai diagnosztika (PGD) segitségével

tudtak megelbzni a koroki ivarsejtvonalbeli mutdcio tovdbbérékitését?

Vialasz: A jelolt nem ismer ilyen kézlést. A nem malignus hematolégia terén hemophilia és
thalassemia esetében sikeriilt ilyen tipusu kozlést azonositani. A myeloid kérképek
kialakulasara hajlamosité varidnsok esetében a széles tartomanyban mozgé penetrancia
miatt a PGD lehetGsége feltehet6en nem élvezne prioritast ebben az esetben az egyéb
stlyos, genetikailag meghatarozott korképekkel szemben.

10. kérdés: Van-e példa a szakirodalomban arra, hogy 6rokletes hematoonkolégiai kdrképben
akar hosszu nem kddold RNS génben, vagy miRNS génben azonositottak kdroki mutaciét teljes
genom analizissel?

Vialasz: Az orokletes onkohematoldgiai kérképek egy részében valéban nem ismert még a
koroki tényez6 és az elvégzett teljes exom szekvenaldsi tanulmanyok is csak limitalt esetben
vezettetek ujabb biomarkerek azonositasahoz. Ennek megfeleléen a miRNS és IncRNS és
egyéb nem kddolo régidk vizsgdlata intenziv kutatasok targyat képezi. Ugyanakkor az

irodalom attekintését kovetéen nem talaltam ilyen iranyu kozlést.

Végil ismételten készondm Széll Marta Professzor Asszonynak értekezésem biralatat és
rendkivil aktudlis kérdéseit, tamogatd gondolatait. Egyben tisztelettel kérem valaszaim
elfogadasara.
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