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ROVIDITESEK JEGYZEKE
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I BEVEZETES

Az elmult évtizedben az onkohematologiai korképek genetikai hatterének megismerése
soran robbanasszeri fejlodés szemtanui lehettiink. Ennek hatterében dontden az uj-generacios
szekvenalas (NGS) megjelenése és egyre szélesebb korben vald alkalmazasa 4ll, aminek
kodszonhetden szinte valamennyi onkohematologiai entités teljes genetikai kodjat megismertiik.
A nagy mennyiségli genomikai informacio a legtobb hematologiai malignus korkép
diagnosztikus kritériumait €s rizikdbecslését is alapjaiban valtoztatta meg. Ez szamos esetben
a korszerli kezelések hatékonysagat elorejelzo és a betegség monitorozasara alkalmas prediktiv
biomarkerek felfedezéséhez is vezetett, ami molekularis eltéréseken nyugvo diagnosztikus
algoritmusok, prognosztikus rendszerek és a célzott terapidk hatékonysagat elérejelzd és
nyomon kovetni képes biomarkerekre épiild molekularis diagnosztikai eljarasok megjelenését
eredményezte az onkohematologiaban.

Az alabb ismertetett megfigyelések a jelolt munkajanak szemelvényeit mutatjak be,
amely eredmények az elmult évtizedben az onkohematologiai korképek genetikai hatterének
feltarasara iranyuld kutatasok eredményeként sziilettek, a korképcsoportot reprezentald négy

kiilonb6z6 modell entitast vizsgalva, orokletes és szerzett genetikai eltérések vonatkozasaban.

II HEMOPOEZIS ES ONKOHEMATOLOGIAI KORKEPEK KIALAKULASA

A vér alakos elemei a csontvel6i hemopoezis soran jonnek Iétre. A vérképzés
kiinduldpontja a csontveléi hemopoetikus 6ssejt (HSC), amely képes valamennyi sejtvonal
iranyaba torténd elkotelezédésre, és egyuttal nagy replikacios potencidljanak koszonhetden
biztositja a folyamatos sejtutanpétlast. A pluripotens HSC differencidlodasa soran
koloniaképzd egységeket (CFU) hoz létre, melyekbdl a kiilonbdzd transzkripcids faktorok
hatasara létrejonnek a lymphoid és myeloid rendszer eldalakjai. A lymphoid sejtvonal
progenitor sejtjei a csontveldben, illetve a periférias nyirokszovetekben 1étrehozzak az érett T-
¢s B-lymphocytékat, valamint az NK-sejteket. A myeloid iranyba elkotelezodott Gssejtek
felelések az erythrocyta-CFU, megakaryocyta-CFU és granulocyta-CFU kialakulasaért,
melyek az egyes sejtvonalak érési folyamatai sordn keresztiil vezetnek az érett sejtalakok
1étrejottéhez [1]. (1. abra)

A vérképzés daganatos megbetegedéseit elsésorban a lymphoid és myeloid rendszer
érintettsége alapjan osztalyozzuk. Ezek a klondlis folyamatok rendszerint az érési sor gatlasaval

¢s az éretlen eldalakok felszaporodasaval jarnak, kialakuldsukban pedig olyan szerzett vagy
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oroklott genetikai 1ézidk jatszanak szerepet, melyek a differencialédas elmaradasahoz, fokozott
sejtproliferaciohoz és az apoptoziskészség elvesztéséhez vezetnek. A hematologiai
malignitdsokban gyakoriak a sejtérést regulaldé transzkripcios faktorok, kiilonbozo
szignaltranszdukcids utvonalak komponenseinek, valamint az epigenetikai szabalyozo gépezet
enzimeinek mutaciodi is, melyek a legvaltozatosabb mechanizmusokon és utvonalakon keresztiil
jarulnak hozza a kiilonbozo entitdsok patogeneziséhez [2-6]. A kiilonb6z6 génekben
bekovetkezd pontmutaciok, deléciok/inzercidk és transzlokaciok jelentésen befolyasolhatjak a
kialakuld betegség progresszidjat és prognozisat, mindemellett gyakran biomarkerként is
szolgalnak, hiszen kvantitativ analizisiikkel lehetdvé valik a kiilonboz6 terapias modalitasok
hatékonysaganak becslése valamit a betegség lefolyasanak kovetése is. A személyre szabott
terapia térnyerésének koszonhetéen szdmos genetikai 1€zid egyben gyogyszercélpontként is
szolgal, amely sziikségessé teszi a rutin diagnosztikaban alkalmazott molekularis genetikai

vizsgalatok folyamatos fejlesztését €s érzékenységének novelését.

CsontvelGi Gssejt

@ Hemopoetikus ssejt (HSC)

/= Pluripotens Gssejt
k@ Kozos
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myeloid ‘ / \ ‘ lymphoid

progenitor progenitor
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‘ & C <. Y ° \Q Terngégetes
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Dendritikus
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0= 9
% %
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1. abra: A hemopoezis sematikus abrazolasa. A csontvel6i hemopoetikus 6ssejtbdl egy
szigoruan szabalyozott komplex folyamat eredményeképpen alakulnak ki a vérképzdérendszer
sejtes elemei.

A diagnosztikai eljarasok fejlodésével a hematologiai malignitasok patogenezisében
azonositott genetikai eltérések szama is folyamatosan ndvekszik, amely indokolta a klonalis
vérképzoszervi megbetegedések klasszifikaciojanak reviziojat. Napjainkban ezen entitasok

osztalyozasaban a szovettani kép mellett mar a genetikai statusz is meghataroz6 szerepet tolt
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be, ezért a széleskorii molekularis vizsgalatok szerepe egyre jobban felérté¢kelodik. Mara az
onkohematologiai betegségek csoportjaban tobb mint 190 kiillonbozé entitast kiillonboztetliink
meg. A jelenlegi, Egészségligyi Vilagszervezet (WHO) altal 2016-ban kiadott klasszifikacio
egyszerusitett attekintése a fobb betegségcsoportokkal az 1. tablazatban talalhat6 [7].

1. tablazat: A vérképzo szervrendszer daganatos megbetegedései™

Lymphoid rendszer daganatos megbetegedései
B-sejtes lymphoblastos leukémia
T-sejtes lymphoblastos leukémia
Erett B-sejtes lymphomak
Erett T- és NK-sejtes neoplaziak
Hodgkin-lymphoma
Transzplantacié-asszocialt lymphoproliferativ betegség
Histiocytas és dendritikus sejtes neopldzidk
Myeloid rendszer daganatos megbhetegedései
Akut myeloid leukémia
Myelodysplasticus szindréma
Myeloproliferativ neoplazidk
Myeloid neoplazidk germline prediszpoziciéval
Mastocytosis
Myelodysplasticus/myeloproliferativ neoplaziak
Myeloid/lymphoid neoplazidk eosinophilidval PDGFRA, PDGFRB, FGFRI,
vagy PCM1-JAK2 atrendez6déssel
*Az Egészségligyi Vilagszervezet (WHO) 2016-0s osztalyozésa alapjan

II.1 Lymphoid malignitasok

A lymphoid rendszer daganatos megbetegedései kozé szamos entitds tartozik, melyek
részletes ismertetése tilmutat e dolgozat keretein. Az értekezés targyat ado két lymphoid
entitds, a follicularis lymphoma (FL) és a kronikus lymphocytds leukémia (CLL) az érett B-
sejtes non-Hodgkin lymphomdk (NHL) korébe tartozé kérképek. Az érett B-sejtes NHL-ak
kiilonboz6 differencialtsagi foku B-lymphocyta eredetii daganatos megbetegedések, melyek a
abra). A betegségcsoportban gyakoriak az immunglobulin (Ig) gének és kiilonbdzd proto-
onkogének transzlokécioi, proto-onkogének €s tumorszupresszor gének kopiaszam-eltérései €s
pontmutacidi, melyek szamos esetben a konstitutiv szignaltranszdukci6 medidlasa altal
kontrollalatlan sejtproliferaciot vagy apoptozisgatlast eredményeznek és patognomikus

szerepet toltenek be az egyes korképek kialakuldsaban.
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2. abra: B-sejtes lymphomak kialakulasanak vazlatos abrazolasa. A kiilonbzé B-sejtes lymphoma
entitasok a normal B-sejt fejlodés kiilonbozé stadiumaiban torténd malignus transzformacid
kovetkeztében alakulnak ki.

II.1.1 Follicularis lymphoma

A follicularis lymphoma (FL) a leggyakoribb indolens non-Hodgkin lymphoma, mely
a malignus B-sejtes lymphomas megbetegedések mintegy 15-20%-4ért tehetd feleldssé.
Nemzetkozi adatok alapjan az életkorra normalizalt incidencidja 28,1/1 000 000 fé/év. A
betegség ¢letkori csucsa jelenleg 60-70 éves kor kozé tehetd, a varhatd élettartam tovabbi
novekedésével, valamint a diagnosztikus és terapids eljarasok fejlédésével a betegség

incidenciajanak és prevalencidjanak tovabbi emelkedése varhato.

11.1.1.1 Az FL diagnozisa

Az FL leggyakrabban felszines nyirokcsomokat érint6 fajdalmatlan, lassan progrediald
lymphadenopathiaval jelentkezik [8]. FL esetén az infiltralt nyirokcsomobol lehetdség szerint
excizids mintavétel torténik, illetve egyes esetekben csontveld biopsziaval jutnak szovettani
mintahoz [8]. Az FL szovettani képe az esetek tobbségében follicularis ndvekedési mintazatot
mutat, melyet centrocytak és centroblastok alkotnak, valamint az elvaltozasban reaktiv centrum
germinativum specifikus T-sejtek és antigénprezentald follicularis dendritikus sejtek is
megtalalhatok (3. abra). A szovettani beosztas a centroblastok szaman alapul: <5 centroblast
nagy nagyitasu latdterenként I-es gradusu, 6-15 centroblast nagy nagyitasu latdterenként I1-es

gradusu, 15< centroblast nagy nagyitasu latéterenként I1I-as gradusu betegségnek felel meg. A
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IIT-as gradusu szovettani képpel birod betegséget egybefiiggd centroblast teriiletek esetén I11B,
mig ezek hianyaban IIIA alcsoportba soroljuk. A hisztopatoldgiai diagndzishoz a ,,National
Comprehensive Cancer Network” B-sejtes lymphomakrdl sz6l6 ajanlasa alapjan
nélkiilozhetetlen a CD20, CD3, CD5, CD10, BCL2, BCL6, CD21, és CD23 elleni antitestekkel
végzett immunhisztokémiai vizsgalat [9]. Az FL-re a CD10+, BCL2+, CD23+/-, CD5-, CD20+,
BCL6+ immunfenotipus jellemzd, de eléfordulnak BCL2- esetek is. Aramléasi cytometridval a
kappa/lambda konnytilanc, CD19, CD20, CD5, CD23, ¢s CD10 felszini markerek vizsgalata
javasolt [10].

3. abra: Follicularis lymphoma szdvettani megjelenése. A: Hematoxylin eosin, B: CD10 és C: CD20

festéssel kirajzolodo csirakdzpontok.

11.1.1.2 Az FL prognozisa

Indolens megbetegedés 1évén a rituximab terapia megjelenésének kdszonhetéen az FL
5 éves talélése mara eléri a 75%-ot, megkozelitdleg 15 éves teljes tuléléssel [11]. A betegség
prognoézisanak meghatarozasanal kiilonosen jelentds a 2 éves progressziomentes tulélés (PFS)
megallapitdsa, mivel az irodalmi adatok szerint a 2 éven beliili relapszusok eléfordulésa
rovidebb varhato talélést eredményez (varhato 5 éves talélés 50% vs. 90%) [12].

A betegség varhato lefolyasanak megallapitasara tobb prognosztikus modell is sziiletett,
melyek koziil a PFS becslésére legelterjedtebben a ,,Follicular Lymphoma International
Prognostic Index”-et (FLIPI) alkalmazzak, amelyben a rosszabb progndzishoz tarsulé értékek:
¢letkor >60 év, Ann Arbor stadium ITI-IV, hemoglobin szint <12 g/dl, az érintett nyirokcsomo-
régiok szama >4, és emelkedett szérum LDH koncentracié [13]. A FLIPI modell azonban
szamos esetben nem bizonyult kelléen prediktiv értékiinek, ezért tobb kisérlet is tortént a
modell kiegészitésére a pontosabb rizikobecslés érdekében. Ezek koziil kiemelkedik az m7-

FLIPI klinikogenetikai modell, amely a FLIPI, valamint ,,Eastern Cooperative Oncology
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Group” (ECOG) pontszamok mellett hét gén (EZH2, ARIDI1A, EP300, FOXOIl, MEF2B,
CREBBP, CARDI11) mutacios statuszat is figyelembe veszi a prognozis meghatarozasa soran,
ezen integrativ megkozelités altal pedig pontosabb rizikobecsléshez vezet [14]. A FLIPI
modellre épiil6 rizikdbecsld rendszerek mellett parhuzamos probalkozasok torténtek a POD24
modellel, mely a 24 honapon beliil progredialé betegek esetén révidebb varhatd talélést vetit
eldre, igy a FLIPI modellt mintegy kiegészitve a betegség hosszutavu lefolyasanak megitélésére

alkalmas [12].

11.1.1.3 Az FL patogenezise

Az FL-t tobb mas non-Hodgkin lymphoméhoz hasonldéan centrum germinativum
eredetli betegségnek tartjuk. A centrum germinativumot a sejtek morfoldgiaja alapjan két
zonara osztjuk: a sotét zonara, amelyet foként centroblastok alkotnak, amelyekre magas
mitotikus rata, valamint a szomatikus hipermutacié folyamata jellemzd, valamint a vilagos
zonara, amelyben centrocytak talalhatok, melyek az atrendez6dott B-sejt receptor affinitasa
szerinti szelekcion, valamint immunglobulin osztalyvaltason mennek keresztiil [15]. Az FL és
egyéb B-sejtes lymphomak patogenezisében kiemelt szerepet tulajdonitanak a centrum
germinativum reakcidénak, amely bar a B-sejtek fizioldgias éréséhez jarul hozza, kodolva van
benne a genetikai eltérések 1étrejottének lehetdsége is. A centrum germinativum reakcid soran
az antigén naiv B-sejtek sorozatos osztodason, szomatikus hipermutéci6 altali affinitdsérésen,
receptor revizion, valamint immunglobulin osztalyvaltdison mennek keresztiil, majd az
antigénnek megfeleld B-sejt receptorral rendelkezd klon a pozitiv szelekcid eredményeként
¢letben marad és proliferacioba kezd [16]. A klondlis expanzid a mitotikus fehérjék
megnovekedett expresszidjanak eredményeként jon létre. A szomatikus hipermutacid
folyamatahoz elengedhetetlen az aktivacid indukalta citidin-deaminaz (AID) aktivitdsa,
¢s igy egyes klonok immunglobulinjanak affinitasa megnd az antigén irant, amely a follicularis
dendritikus sejtek (fDC) felszinéhez kotve talalhato. A segitd follicularis sejtekkel (TFH) valod
kapcsolodas anti-apoptotikus jelatviteli utvonalakat aktival a nagy affinitdsu klonokban,
melynek segitségével életben maradnak az apoptozist eldsegité kornyezetben és folytathatjak
plazmasejtté, vagy memoriasejtté torténd differencialodasukat.

Az FL sejtek immunfenotipusukat, valamint expresszidés profiljukat tekintve a
legnagyobb hasonlosagot a vilagos zona B-sejtjeivel mutatjak [17]. A betegség kialakulasa

azonban mar a centrum germinativum reakcidba 1épése el6tt elkezdddik, az FL patogenezisének
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egyik korai momentuma az esetek 85%-aban megjelend t(14;18)(q32;21) transzlokacio
kialakuldsa, amely a V(D)J rekombinacié hibas miikddése soran jon létre a csontveldben [6,
18]. Az atrendez6dés eredményeként a BCL2 antiapoptotikus fehérje génje a 14-es
kromoszéman elhelyezkedé IgH gén promdterének szabdlyozasa ald keriil, és megnd az
expresszidja, ami a transzlokaciot hordozé sejtek fokozott taléléséhez vezet [19]. Ugyan a
t(14;18) transzlokaci6 fontos esemény az FL patogenezisében, onmagaban nem elegendd a
betegség kialakuldsdhoz, amit az is bizonyit, hogy egészséges egyének B-sejtjeinek kis
hanyadaban is megtalalhat6 az IGH/BCL2 génfuzié [20]. A Bcl-2 szint megndvekedésének a
patogenezisben valoszinisithetden a centrum germinativum reakcid sordn van szerepe, mivel a
kis affinitasu B-sejt receptorral rendelkez6 sejtek apoptozisat eldsegité kornyezetben lehetéve
teszi az antigénhez kis affinitast mutaté FL prekurzor sejtek (FL-szert sejtek: FLLC) talélését
¢s elkotelezett FL common progenitor sejtettekké (CPC) vald differencialodasat. A centrum
germinativum reakcid soran az onkogének aktivacidja, valamint a tumorszuppresszor gének
inaktivacidja johet létre az AID szomatikus mutaciok képzddését eldsegitd aktivitdsanak
koszonhetden, ami a B-sejtek malignus 4talakulasat eredményezi. A sejtek nem
differencidlodnak tovabb memoria- vagy plazmasejtekké, hanem ismételten belépnek a
centrum germinativum reakcidéba (un. ,,GC-re-entry”), mely altal tovabbi kromoszéma- és

génmutaciok felhalmozddasa figyelheté meg (4. abra) [21].

t(14;18):
BCL2 overexpresszi6 Szekunder genetikai eltérések Transzformalé eltérések

I U B
-~ ® 0 0 -0 @

Pre/pro B-sejt FLLC Elkotelez6dott FLIS manifeszt FL tFL
pre-FL
Genetikai instabilitas

4. abra: Follicularis lymphoma (FL) patogenezisének fobb 1épései. A csontvelében kialakuld t(14;18)
transzlokacio FL-szeri sejtek (FLLC) megjelenéséhez vezet, amit tovabbi genetikai eltérések akviralasa
altal elkotelez6dott FL prekurzor sejtek, in situ FL (FLIS), majd manifeszt FL kialakuldsa kdvet.

crer
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11.1.1.4 Az FL genetikai hattere

Az FL genomjinak feltérképezése sordan deriilt fény arra, hogy a betegség
patogeneziséhez szdmos, eltérd jeldtviteli dtvonalat érinté muticié hozzdjarul. Szomatikus
muticiok figyelhet6k meg az epigenetikai szabdlyozé molekuldkat, a B-sejt receptor (BCR)
jelatviteli dtvonal molekuldit, az mTOR szignalizaci6 fehérjéit, a B-sejt fejlédést szabalyozo
ttvonal molekuldit, az immunreguldciéért felelds fehérjéket, é€s az apoptédzisért felels
molekuldkat kédolé génekben (5. dbra). Az aldbbiakban a teljesség igénye nélkiil, a dolgozat

szempontjabol relevans néhdny mutécids célpont keriil bemutatasra.
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5. abra: Follicularis lymphomaban (FL) mutaciokat hordoz6
gének génfelhd megjelenitésben. Az egyes gének betlimérete
aranyos a mutaciok FL-ben megfigyelhet6 gyakorisagaval.

I1.1.14.1 Az epigenetikai szabdlyozo gépezet mutdcioi FL-ben

A 2010-es években végzett genom-szinti lymphoma tanulmanyok legf6bb
hozadékdnak az epigenetikai szabdlyozasban részt vevd molekuldk mutdcidinak és ezek
hatdsdnak megismerése bizonyult. Fény deriilt arra, hogy az epigenetikai szabédlyozdkat érintd
muticiok szinte valamennyi FL betegben kimutathatok, s6t a betegek mintegy 60-70%-4dban
legaldbb két epigenetikai szabdlyoz6 faktor mutdcidja is megjelenik. Ezen eltérések
kovetkeztében foképp a hisztonfehérjék poszt-transzlaciés mddositdsa szenved zavart, de
jellemzd a hisztonfehérjéket kodold génekben (HISTH1A-D) kialakulé mutdcidok megjelenése
is, amely az epigenetikai egyensuily megbomlédsdhoz vezet [22, 23].

A KMT2D (kordbbi nevén MLL?2) hiszton metil-transzferdz enzim vad tipus esetén a
H3 hiszton 4-es aminosav poziciéji lizin (H3K4) oldalldncanak metildcidjaval aktivalja a
transzkripciét. FL-ben a KMT2D tumorszuppresszor génként viselkedik és az esetek 80%-4dban
megjelend, funkcidvesztéssel jaré mutacioi kovetkeztében csokken a transzkripciét aktivalod

kromatin-jelek mennyisége (6. abra) [22, 24, 25]. A CREBBP és EP300 hiszton acetil-
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transzferdzokat kodold gének, amelyek a H3 hiszton 27-es pozicidji lizinjét (H3K27)
acetilaljak normal esetben, ami fokozza a régidba es6 gének transzkripcidjat. Az FL-ben
szenved6 betegek 60%-dban a CREBBP, mig 15%-éban az EP300 inaktivdlé muticidi
detektédlhatok [22]. A mutélt fehérjék csokkent miikodése dltal a régidba esd tumorszuppresszor
gének, valamint a centrum germinativum reakciébol valé kilépésért felelos gének expresszidja
csokken, elosegitve ezzel az onkogenezist [26].

Kiemelt szerepet jatszik az epigenetikai egyensuly fenntartdsaban az EZH2 gén, mely
terméke hiszton metil-transzferazként a H3K27 oldallanc metildldsaval gatolja a transzkripciot.
A kezdeti tanulmanyok az FL esetek 8%-dban szdmoltak be az EZH2 Y641 kodonjat érint6
muticiokrol, amelyeket funkcidvesztéses eltérésekként jellemeztek [27]. Kutatocsoportunk
késdbb ismertetésre keriil eredményei alapjan mdra vildgossa valt, hogy az EZH2 mutécidk az
FL betegek mintegy negyedében jelennek meg €s funkcidnyeréssel jellemezhetok [28-31] . E
funkcionyer6 mutdciok kovetkeztében a fokozott hiszton-metilaciés 4llapot gétolja a
tumorszuppresszor gének transzkripcidjat (6. dbra), amely hozzdjarul az onkogenezishez [32].
Az EZH?2 mutéiciok jelentségét klinikai szempontbdl noveli, hogy a funkciényer6 mutacidk
kovetkeztében az EZH?2 potencidlis terapids célpont. Az EZH2 inhibitorokat mar II. fazisu
klinikai tanulmdnyokban alkalmazzdk FL kezelésére [33, 34]. Az emlitett epigenetikai
szabalyozdkban 1étrejové mutaciok dltal az egyensily a transzkripcié globélis represszidjanak

irdnyéba billen el, ami tobb terdpids beavatkozasi lehet6séget is magaban rejt (6. abra).

A B

@i: 8-25% HDAC i
i EZH2 i

o H3K27me3 repressziv jel T

CREBBP
EZH2
H3K27AC
FL: 30% H3K4Me3

H3Ka4me3 aktivéciés jel | H3K27Me3

Aktivacio
FL: 80% Represszid A

6. abra: Epigenetikai diszregulacio follicularis lymphomaban. A: Az EZH2 és MLL2 hiszton-
metiltranszferazok funkcionyerd, illetve funkciovesztd mutaciok gyakorisaga és hatasa a H3 hiszton
metilacids jelek mintazatara. B: Az epigenetikai gépezetet érintd funkcionyeréses (sarga jelzés) és
funkciovesztéses mutaciok (piros jelzés) a génexpresszio globalis represszidjahoz vezetnek follicularis
lymphomaban. Az ’EZH2 1’ és "HDAC i’ jelzések az EZH2 és hiszton-deacetilaz gatlok altali lehetséges
terapias beavatkozasi pontokat jelolik.
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11.1.14.2 Az mTOR itvonal mutdcioi FL-ben

Nemrégiben kimutattdk az mTOR jelatviteli dtvonalat érint6 mutdcidkat is FL-ben. Az
MTOR gén kédolja az mTOR fehérjét, amely az mTORC]1 komplex részeként a transzldcid
egyik legf6bb szabdlyozdja az eukaridta sejtekben. A komplex a lizoszomak felszinén 4ll 6ssze
és megfelel6 aminosav ellatottsdg esetén aktivalodik. A komplexnek tobbek kozott része a V-
ATP4z valamint a Ras Related GTP Binding C (RRAGC) is. FL-ben mind a V-ATP4z egyes
részeit kodolé ATP6VIB2 és ATP6API gének, mind a RRAGC gén mutdcioit kimutattdk. A
muticiok fokozzak az mTORCI aktivécidt, illetve fiiggetlenitik azt az aminosav ellatottsagtol.
Fontos tovdbbd, hogy a RRAGC muticié gyakorisdga nem vdltozik a betegség folyaman, és

funkcionyerd mutacio 1évén felmeriil az mTORC1-et gatl6 terdpia lehetdsége [35].

11.1.1.4.3 A B-sejt receptor uitvonal komponenseinek mutdcioja FL-ben
A B-sejt receptor (BCR) jelatvitel szerepe meghatdrozé a centrum germinativum B-

sejtekben, melyek az FL prekurzor sejtjeinek tekinthet6k. A BCR-rdl indulé jeldtvitel tobb
Iépésen keresztiil aktivalja az NF-kB transzkripcids faktort. A jeldtviteli itvonal jelentoségét
tdmasztja ald a betegség patogenezisében az, hogy az utvonalban részt vevo fehérjéket kodold
gének tobbségében szomatikus muticiok jelennek meg a follicularis lymphomadban szenvedd
betegekben. Leggyakrabban az EPHA7 (70%), a TNFAIP3/A20 (2-26%) és a CARDI11 (10-
15%), valamint a FOXOI (5-10%) szenved muticiét [36, 37]. Terdpids szempontbol
kiemelendd, hogy a BCR ttvonal is szdmos célozhaté komponenssel rendelkezik, melyek

gatloszerei koziil mar tobb is a klinikai kiprobélds stddiumaban van FL-ben [38, 39].

11.1.1.5 Az FL kezelése

Bar mara az FL teljes tulélése eléri a 15 évet, a betegséget tovabbra is
gyogyithatatlannak tartjuk, amit féképp a betegségre jellemzo relapszushajlam magyaraz. Az
FL kezelése elsdsorban a betegség stadiumatol fligg. A betegek stddiumanak meghatarozasa az
Ann Arbor stadiumbeosztas alapjan torténik. A terapias stratégia, valamint a kezelési indikacio
mérlegelése soran a betegek 3 nagy csoportba oszthatok: a betegek kevesebb, mint 20%-anal 1.
vagy II. stadiumu, limitélt kiterjedésii betegség jelentkezik. Ezekben az esetekben az érintett
nyirokcsomo régié 24 Gy dozisu besugarzasa kurativ lehet, a sugarkezelést kovetden a 10 éves
relapszus-mentes tulélés 45-60%, mig a 10 éves varhat6 talélés akar a 60-80%-ot is elérheti
[40]. Kiterjedt III., valamint IV.-es stadiumt betegség, tovabbd a 7 cm atmérénél nagyobb

barmilyen stadiumu, illetve besugarzassal nem kezelhet6 tumorok esetén a kezelés indikacidja
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a GELF/BNLI csoportok altali beosztas alapjan allapithaté meg. Aszimptomatikus, nem nagy
tumortomegti follicularis lymphoma esetében a ,,watch and wait”, avagy figyel6 varakozas a
valasztand6 stratégia, mivel a koran megkezdett terapia sem a varhatd talélést, sem a
transzformacio megeldzését illetéen nem bizonyult hatékonynak, és igy a mellékhatasok,
valamint a gyogyszerelés koltsége is elkeriilhetd [41]. Kiterjedt, tiinetes betegség elsddleges
kezelése esetén CD20 elleni antitest — els6sorban rituximab — alapti kombindciés kemoimmuno-
terapia ajanlott, melyet rituximab fenntarté kezelés kovet. A legjobb eredmények R-CHOP
(rituximab-cyclophosphamid-doxorubicin-vincristin-prednisolon), valamint R-B (rituximab-
bendamustin) kombinacidval érhetdk el.

A relapszus kialakuldsa a betegség természetébdl addddan torvényszerli. Gyors
progressziot vagy haroméves remisszidt kovetden ajanlott az tijboli biopszia, €s a szovettani
vizsgalat megismétlése. Limitélt kiterjedésii relapszus, valamint kordbbi radioterdpids kezelés
hidnya esetén sugdrterdpia, mig elérehaladott esetben a mar ismertetett kemoimmuno-terdpids
kombindcidk vélasztdsa javallott. A tobbedvonalbeli kezelések hatékonysaga joval szerényebb,
azonban szdmos Uj terdpids lehetoség all a kezel6orvosok részére. A kozelmultban szdmos
célzott terapids, valamint bioldgiai terdpids készitménnyel folytattak vizsgdlatot a relabalé/
refrakter betegek kezelésére, melynek eredményeként méra térzskonyvezték tobbek kozott a
PI3K gitl¢6 idelalisibet, copanlisibet és duvelisibet, valamint a CD20 elleni radioimmunterdpids
antitest ibritumomab tiuxetant [12, 42, 43]. Kiemelendé a szelektiv EZH2 géatlészer, a
tazemetostat, amely klinikai tanulményokban igéretes eredményeket mutat az EZH2 mutaciot
hordozé relabdlt FL betegek esetében (objektiv vdlasz ardny 71% az EZH2 mutdns
betegcsoportban szemben a 33%-os vdlaszarannyal az EZH?2 vad tipusu betegek kozott) [44].
Szdmos hiszton deacetildz gatlészer is (példaul abexinostat, vorinostat) kiprébdalds alatt all
kiilonb6z6é klinikai tanulmdnyokban [45, 46]. A klinikai vizsgadlatok eredményének
fliggvényében az Uj terdpids lehetdségek szdma varhatéan tovabb fog gyarapodni.

A IIIB gradust, valamint a transzformalt FL kezelése a diffiz nagy B-sejtes lymphoma
(DLBCL) terdpias protokollja alapjan torténik. Els6 vonalban a betegek R-CHOP kezelésben
részesiilnek, médsodik vonalban pedig fiatal betegek esetén magas dozisu terdpidt kdovetéen
autolég hemopoetikus dssejt atiiltetés (HSCT) ajanlott [47]. Klinikai szempontbdl az FL. magas

gradusu transzformadcidja jelenti a legnagyobb kihivast az FL kezelésében.
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11.1.1.6 Az FL transzformacioja

Evente az esetek mintegy 2-3%-aban kedvez6tlen progndzissal bird transzformacio
alakul ki, ami szOvettanilag leggyakrabban diffiz nagy B-sejtes lymphomaba (DLBCL) valo
atalakuldsnak felel meg [48-50]. Szovettanilag a transzforméaci6 soran a follicularis struktura
eltlinik, és magas gradusu lymphomanak, az esetek tobbségében DLBCL-nek megfeleld
szovettani kép alakul ki. Klinikailag a gyors nyirokcsomé ndvekedés, a kiugréan magas LDH,
az ECOG statusz gyors romlésa, 11j ,,B” tiinetek megjelenése, hipercalcemia, és extranodalis
tertiletekre vald disszeminaci6 jelezheti a transzformalt FL (tFL) kialakulasat, melynek gyanuja
esetén minden esetben megerdsitd szovettani vizsgalat javasolt. A tFL-t hagyomanyosan a de
novo DLBCL-nél is rosszabb progndzisu betegségnek tekintették [50], azonban a rituximab-
éraban végzett vizsgalatok mar hasonld tulélési adatokrol szamolnak be a két betegcsoport
esetében [51]. Mara a magas gradusu betegek kevesebb mint 10%-at érinti, ugyanakkor a
leggyakoribb haladloknak tekintheté FL-ben [52].

Az immunglobulin gének mutdcid-analizise alapjan tumor mikro-evolicios

szempontbol feltételezziik, hogy az un. FL kozos progenitor sejtek (CPC) sejtek alkotjak a
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azonban ¢ kedvezdtlen kimenetelii folyamat hatterében allé6 genomi valtozasok nagyfelbontasu

analizise munkacsoportunk ilyen iranya tanulmanyanak megjelenéséig varatott magara.
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I1.1.2 Kroénikus lymphocytas leukémia (CLL)

A CLL a leggyakoribb feln6ttkori leukémia a nyugati orszagokban, Magyarorszagon az
éves incidencidja 3-5/100.000 lakos/év, amely a kronikus leukémidk 90%-at, mig az 0sszes
leukémia mintegy 25-30%-at teszi ki [1]. A CLL jellemz6en az id0s korosztaly megbetegedése,
a betegség manifesztaciojakor a median életkor 65-70 év, emellett férfi talsuly jellemzo6 ra. A
sporadikus megjelenés mellett a CLL olykor csaladi halmozddast is mutat, a betegek 5-10%-
aban a csaladi anamnézisben CLL, vagy egyéb lymphoproliferativ megbetegedés (non-
Hodgkin-lymphoma, Hodgkin-kor) szerepel [57, 58]. A CLL-es paciensek elsé foku
rokonaiban a CLL kialakuldsanak valoszinisége 8,5%, ami a lymphomaék kozott a leger6sebb
oroklodési hajlamnak szamit [57].

A korképet heterogén klinikai megjelenés jellemzi, a betegek dontd tobbségében
indolens, kezelést évekig nem igényl6 korlefolyassal. A betegek kozel egyharmadaban azonban
agressziv lefolyas jelentkezik, melynek soran gyors progresszid, rovid progresszid mentes
tulélés, gyakori relapszusok jellemzéek, mindez terapiarezisztencidhoz vagy egy agresszivabb
koérképbe (példaul diffuz nagy B-sejtes lymphomaba Richter-szindroma esetén) torténd
transzformaciohoz vezet [59]. Az agressziv lefolydsu CLL-ben szenvedd betegek atlagos

tulélése minddssze egy év [60].

11.1.2.1 A CLL diagnozisa

A CLL tiinetei a betegek tobbségében fokozatosan fejlédnek ki, a lymphocytosis és a
nyirokcsomd megnagyobbodds a betegség korai stadiumaban, mig a maj és a 1ép
megnagyobbodasa, valamint a B-tiinetek (laz, éjszakai izzadas, fogyas) az elérehaladottabb
stadiumokban jelennek meg.

A CLL diagnozisara ¢és kezelésére harom f6 szervezet szakmai irdnyelve 4all
rendelkezésre: a nemzetkozi CLL-munkacsoport (iwCLL: ,,International Workshop on CLL”),
az Egyesiilt Allamok irdnyadd szervezete (NCCN: , National Comprehensive Cancer
Network™), illetve az eurdpai onkologiai tarsasag (ESMO: ,,European Society of Medical
Oncology”) [61-63]. Mindhdrom iranyelv megegyezik abban, hogy a CLL diagnosztikai
kritériumai az 5x10°/L-t (5000/uL) meghaladd lymphocytaszam a periférias vérben, illetve a
keringd leukémias B-sejtek aramlési citometridval igazolhato klonalitasa (4). A CLL tobbnyire
egy indolens lefolyasu korkép, melyben érett, klonalis B-sejtek (CD5+CD23+) szaporodnak fel

a csontveldben, a periférids vérben és a lymphoid szervekben (8. abra). Amennyiben egyébként
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egészséges, tiinetmentes emberek vérében a klonalis B-lymphocytaszam abszolut emelkedése
tapasztalhatd, mely nem haladja meg az 5x10°/L-t, és nem kiséri lymphadenopathia,
organomegalia, cytopenia, betegséggel kapcsolatos tiinetek, a diagnozis monoklonalis B-sejtes
lymphocytosis (MBL) lesz. Az elmult években fény deriilt arra, hogy az MBL szinte minden
esetben megel6zi a manifeszt CLL kialakuldsat. Annak ellenére, hogy az MBL 40 év feletti
lakossag 12%-aban el6fordul, évente a betegek csupan 1-3%-aban progredial CLL-be [64].

-..--
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8. abra: A kronikus lymphocytas leukémia morfoldgiaja a A: periférids vérben, B: a csontveldben és
C: a nyirokcsomoban. (Forrds: Marosvari és mtsai, Magyar Onkologia 2016)

11.1.2.2 A CLL prognozisa

A CLL-ben szenved6 betegek prognosztikai felmérésében a klinikai stddiumbeosztas
(Rai, Binet) mellett kiemelt szerepe van a genetikai markerek alapjan torténd osztalyozasnak
is. Dohner és mtsai. 2000-ben egy citogenetikai aberraciokon alapuld prognosztikai modellt
irtak le, melyben az egyes citogenetikai eltérések a progresszio és a tulélés szempontjabol
egymastol jol elkiiloniilo csoportokat definidltak [59]. A teljes talélés (OS: ,,overall survival™)
szempontjabol a 13q delécio bizonyult a legkedvez6bb kromoszémaaberracionak, mig a normal
karyotipus, a 12-es triszomia, a 11q delécio és végiil a 17p delécio (dell7p) egyre rovidebb
tuléléssel jart [S9]. A 2016-ban létrehozott CLL nemzetkozi prognosztikus index (CLL-IPI:
,,CLL International Prognostic Index) a citogenetikai eltéréseken til a betegek klinikai (¢letkor,
stadium), biokémiai (B2-mikroglobulin szint), valamint genetikai paramétereit is integralja. Igy
a 17p régio delécioja mellett a CLL-IPI rendszerben kiemelt sullyal kapnak szerepet a TP53
gén mutacioi, valamint az immunglobulin nehézlanc gén V szegmensének (/GHV) mutacios
statusza is [65] . Ismert, hogy a CLL diagndzisakor a betegek mintegy 5-10%-aban kimutathat6
TP53 mutaciok esetében a 17p deléciot hordozd betegekéhez hasonld kedvezotlen korlefolyas
varhat6 [66, 67]. A TP53 defektust (17p delécio és/vagy TP53 mutacid) hordozd betegeket

hagyomanyos terapias modalitasokkal kezelve alacsony valaszaranyra és rovid talélésre lehet
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szamitani [68]. Az IGHV gén mutacids statusza, amely a hipervaridbilis régioban talalhat6
szomatikus hipermutacié mértékétdl fliggden un. mutalatlan, vagy IGHV mutacié negativ (U:
Lunmutated”) és mutalt, vagy IGHV mutécio pozitiv (M: ,,mutated”) csoportokra bonthato,
szintén fiiggetlen prognosztikus biomarkere a betegségnek. Szamos tanulmany bizonyitotta,
tobbek kozott sajat korabbi megfigyeléseink is [69], hogy az U-CLL betegek esetében
kedvezdtlenebb korlefolyas (tobbek kozott révidebb teljes tulélés) varhato [70], mig M-CLL
esetében a betegek egy részében rendkiviil hosszu remisszid érhetd el a hagyomanyos terapias
modalitasok alkalmazasaval [71]. A TP53 defektus és az IGHV mutacios statusz mara a késébb

ismertetésre keriild célzott terapidk indikéacioja kapcsan is kozponti szerepet tolt be [62].

11.1.2.3 A CLL patogenezise

Bar a CLL patogenezisének és sejteredetének részletei ma még nem ismertek, a
tudomany jelenlegi allaspontja szerint a legkorabbi CLL-hez vezetd elvaltozdsok mar a
pluripotens hemopoetikus dssejtekben 1étrejonnek, azok ugyanis xenotranszplantaciot kovetden
immundeficiens egerekben képesek MBL-hez hasonl6 klonalis B-sejt szaporulatot 1étrehozni
[72]. Ezt az elképzelést tamasztjak el6 azok a megfigyelések is, melyek szerint, bizonyos CLL-
re jellemzo genetikai eltérések a CLL-es betegek HSC sejtjeiben is kimutathatok voltak [73,
74]. Ugyanakkor a manifeszt betegséghez vezetd 1ézidk idobeliségének, az érintett sejttipus
(HSC wvs. érett B-sejt), illetve a csirakdzpontokban zajlé immunologiai folyamatok

relevancidjanak tekintetében a CLL kialakulasanak patomechanizmusa tovabbra sem tisztazott.

11.1.2.4 A CLL genetikai hattere

Az elmult évtizedben a teljes genom- és exomszekvenaldsok (WGS: ,,whole-genome
sequencing, ,,WES: ,, whole-exome sequencing”,) megjelenésével a CLL genetikai allomanya
feltérképezésre keriilt. Mara tobb mint 1000 CLL-es beteg teljes genetikai szekvencidja all
rendelkezésiinkre [75, 76]. Ezen tanulmanyok eredményei alapjan ismert, hogy a CLL mutacios
rataja viszonylag alacsony, Un. csendes genommal rendelkezik (minddssze 0,9
mutacié/megabazis). A genom-szintli tanulmanyok sem azonositottak olyan CLL-re jellemz6
eltérést, amely az esetek tobb mint 15%-aban lenne jelen [77-81]. A mutéaciokat hordozo
jelatviteli palyak (és érintett gének) vonatkozasaban kiemelenddk a B-sejt receptor utvonal
(BIRC3, RIPKI, MYDS&S8), a Notch jelatvitel (NOTCHI, FBXW?7), a kromatinmodifikacid
(CHD2, ZMYM3, SETD?2), az RNS processzalas (SF3BI, XPO), a B-sejt differenciacio
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(BCOR), valamint a DNS karosodas ¢és a sejtciklus szabalyozds (ATM, TP53, POTI)

komponensei (9. abra).
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9. abra: A kronikus lymphocytas leukémiaban leggyakrabban érintett jelatviteli utvonalak és ezek
mutaciokat hordozoé komponensei. (Forrds: Marosvari és mtsai, Magyar Onkologia 2016)

A CLL genetikai komplexitasara és heterogenitasara utal az is, hogy az emlitett gének
koziil alig néhany (NOTCH1 (8—12%), SF3B1 (9-11%), TP53 (5-8%), ATM (5—7%)) mutacios
gyakorisadga éri el az 5%-ot a CLL-es betegpopulacidoban, valamint jelentds kiilonbségek
mutatkoznak a mutécios terhelés tekintetében az U-CLL és M-CLL betegek kozott is [76].
Erdekes médon a mutaciokat hordozd gének egyben gyakran a jol ismert kromoszéma-
elvaltozasok altal érintett gének is, a TP53 gén példaul a 17-es kromoszoma rovid karjan (17p),
mig a BIRC3 ¢és az ATM gének a 11-es kromoszoéma hossza karjan (11q) talalhatoak. Jelentds
eréfeszitések zajlanak tovabba ezen Ujonnan azonositott mutacidk klinikai jelentdségének
feltarasara ¢és azok integralasara a rendelkezésre 4ll6 klinikogenetikai rizikdbecsld

rendszerekbe [76, 82].
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11.1.2.5 A CLL kezelése

A kezelési indikacioval rendelkez6 CLL-es betegeket a terapias stratégia megvalasztasa
elétt az altalanos allapot és kisérd betegségek alapjan tradiciondlisan harom f6 kategéridba
sorolhatjuk [83]. A legjobb prognézisu, kis kockazati csoportot az un. ,,go-go” betegek
képezik, akiknek altalanos allapota jo és tulélésiik idealis esetben alig kiilonbozik az azonos
koru atlagpopulaciotol. Ezen betegek elsdvonalban agresszivan kezelhetok, amely lehetdvé
teszi a komplett remisszid (CR) elérését, igy esetiikben a progressziomentes tulélés (PFS) és az
altalanos talélés (OS) szignifikansan meghosszabbithat6. Az n. ,,slow-go” betegcsoportba mar
a rosszabb altalanos allapoti, maximum két kisérébetegséggel rendelkezd, ezért kozepes
kockazati betegek sorolhatok. Szamukra kevésbé agressziv terapia javasolt, mellyel igy
tobbnyire csupan parcialis remisszid (PR) érhetd el. Ugyanakkor a késobb ismertetésre keriild
célzott terapidk megjelenése 10j tavlatokat nyitott ezen betegcsoportban is. A harmadik
csoportba a magas kockazat, rossz altalanos allapotu, sulyos tarsbetegségekben szenvedo tn.
,N0-go” (un. ,.frail”) betegek tartoznak. Ezeknél a betegeknél legfeljebb cytoreduktiv kezelésre
van lehetdség, a kisérd tiinetek enyhitésére és az életmindség javitasara szolgdld egyéb
tamogato terapiak kiséretében [83, 84].

Szamos B-sejtes NHL-ahoz hasonléan a CLL-es betegek kezelésében is attorést hozott
a monoklondlis antitest rituximabnak hagyomanyos kemoterapids agensekkel valo
kombinacidja (kemoimmuno-terapia). A rituximab hozzdadaséval ndvelhetd volt a korabbi
terapiak hatékonysdga, amit szamos nemzetkdzi tanulmany igazolt [85, 86]. Az RFC
(rituximab, fludarabin, ciklofoszfamid) terapia igy 2009-ben az un. ,,go-go” betegek elso
vonalbeli kezelésévé valt, és megndvekedett OS-sel attord sikert jelentett a CLL kezelésében.
A sikerek ellenére az RFC terapia a betegek egy részében sajnalatos mdédon nem jelentett
megoldast, a sulyos komorbiditdsokkal birdé betegek és a 17p delécidt hordozd, tehat TP53
deficiens betegek rosszul toleraltdk a kemoimmuno-terapiat, elébbi betegcsoportban sulyos
mellékhatasok jelentkeztek, utobbiban a PFS lerovidiilt, mig a CR szinte elérhetetlenné valt. A
komorbid betegek szdmara igy az alternativa a kevésbé agressziv R-CLB (rituximab,
chlorambucil) kombinacid, mig a TP53 defektust hordozo betegcsoport szamara az allogén
HSCT maradt. Az RFC korszakban t6bb 11j kemo- és immunterapias szer is megjelent a kezelési
alternativak kozott, a TP53 deficiens betegcsoport szamara azonban egészen 2014-ig varni
kellett a nagy attorésre. Az elsé generaciés anti-CD20 monoklonalis antitest sikerét a CD20
ellenes antitestek tovabbi generacioi kovették (ofatumumab, obinutuzumab), immaron nagyobb

hatékonysaggal, specifikusabb hatassal és kevesebb mellékhatassal [87].
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11.1.2.5.1 Terdpia-indukdlt klondlis evoliicio CLL-ben

A genomszekvenalasok segitségével az jjonnan azonositott genetikai 1éziok mellett
fény deriilt a CLL komplex genetikai ¢és klinikai megjelenésének hatterében allé klonalis
evolucio folyamatéra is, ami a betegek egy részében megjelend agressziv lefolyds (gyors
progresszio, terapiarezisztencia) pontosabb megértéséhez vezetett [88]. Tovabba, a klonalis
evolucid vizsgalata ravilagitott az alacsony allélfrekvenciaval jelenlévd, szubklonalis mutaciok
jelentdségére is, melyek széleskorii és hatékony kimutatasara csak az ij-generacios szekvenalas
(NGS) megjelenésével nyilt lehetdség [89]. A terapia-indukalt klonalis evolicid tinik a
hagyoméanyos kemoimmuno-terapia kudarcanak hatterében all6 eseménysornak a 7P53
defektust hordoz6 betegek csoportjaban is. A betegség kezdeti fazisaiban a kiilonb6zo genetikai
¢s epigenetikai eltéréseket hordozo sejtek alacsony allélfrekvenciaval vannak jelen, mikozben
szelekcids hatds hidnydban a heterogén szubklonadlis struktira egyensulyi allapotban van. Az
alkalmazott genotoxikus terapiak szelekcios nyomasanak kdszonhetéen a ratermettebb klonok
— kihasznalva szelekcios eldnyiiket — gyorsan dominanssé valnak, ezaltal terdpiarezisztens

betegséget alakitanak ki (10. abra) [90].

Terapia 2

Diagnézis Relapszus 1 Relapszus 2
Kemoszenzitiv klén @ Kemorezisztens szubklén o
(TP53 deficiens szubklon)

10. abra: Terapia-indukalt klonalis evolucidé kronikus lymphocytas leukémiaban. A hagyomanyos
kemoimmuno-terapia szelekcios nyomasanak eredményeképpen a ratermettebb 7P53 deficiens klonok
térnyerésének koszonhetden terapiarezisztens betegség alakul ki.
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I1.1.2.5.2 Célzott terdpidk CLL-ben

Az elmult években a CLL kezelésében is elérhetévé valtak kiilonbozo kis molekulaji
célzott terapias szerek, melyek hatdsmechanizmus alapjan két f6 csoportra oszthatok. A B-sejt
receptor (BCR) jelatvitelében résztvevo fehérjék gatloszerei a Bruton-féle tirozin-kinaz (BTK)
inhibitor ibrutinib és a foszfatidil-inozitol-3-kindz & (PI3KJd) inhibitor idelalisib, illetve az
antiapoptotikus B-sejtes lymphoma 2 (Bcl-2) fehérje gatldoszere a venetoclax (11. abra) [91].
Ezen uj hatdéanyagok — fliggetleniil a betegek 7P53 statuszatol — a klinikai vizsgalatokban
rendkiviil eredményesnek bizonyultak a relabald/terapiarezisztens CLL-es betegekben is, €s

mara a hazai CLL-es betegek kezelési protokolljainak is szerves részét képezik [92].

Venetoclax

1

[ Apoptozis gatlas ] Idelalisib Proliferici,
tulélés (NF-kB)

11. abra: Célzott terapias beavatkozasi pontok kronikus lymphocytas
leukémiaban (CLL). Az elmult években az ibrutinib, az idelalisib és a venetoclax
is megjelentek a CLL terapias palettajan.

Az aldbbiakban a késdbb bemutatdsa keriild6 eredmények szempontjabdl relevans

ibrutinib rovid ismertetésére szoritkozunk.

11.1.2.5.3 Ibrutinib terdpia CLL-ben

Az ibrutinib 2014-es bevezetése a tObbedvonalbeli kezeléssel is kudarcot valld,
terapiarezisztens betegeknél kordbban nem latott eredmények elérésével forradalmasitotta a
refrakter/relabal6 betegek kezelését. A gydgyszer hatdsosnak bizonyult a magas rizikéji CLL-
es (TP53 defektust hordoz6) betegek kezelésében is, akar 70-90%-os teljes valaszadasi ardnyt
(ORR: ,,overall response rate”) elérve elsévonalbeli alkalmazéds sordn [93]. Napjainkra az
ibrutinib a relabélt CLL szinte standard terdpidjava valt, és TP53 defektus esetén elsGvonalban

is alkalmazhaté. Tovabba, néhdny ajanlds mar a fokozott BCR ttvonal aktivitdst mutatd
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muticié-negativ IGHV-val (IGHV-U) rendelkez6 betegek elsdvonalbeli kezeléseként javasolja
az ibrutinibet [83].

Az ibrutinib kovalensen kotddik a BTK aktiv centrumdban elhelyezkedd 481-es
poziciéju ciszteinhez (C481), ezdltal irreverzibilisen meggétolja a BTK foszforildciéjat, és az
onnan kiindul6 jelatviteli dtvonalak aktivaloddsat [94]. Ennek kovetkeztében a BCR-jeldtvitel
gatlodik, ami a B-sejtekben apoptézist indukdl, valamint gatlds ald keriil a B-sejtek migraciéja
és a tumoros mikrokodrnyezethez torténd adhézidja is [95]. Tovabba, a BTK meghatarozo
szerepet jatszik a B-sejtek keringésbeli szallitdsanak és a szovetekbe torténd hazatérésének (un.
homing) koordinalasaban, kiilonb6zé kemokin receptorok (CXCR4, CXCRS) és adhézios
molekuldk (integrinek) altal medidlt jelatviteli utvonalak szabalyozasan keresztiil [96].
Mindezek fényében érthetd, hogy a BTK-gatlasaval nem csak az aberransan mikédé BCR
eredetll aktivalo szignalok hatasat lehet felfiiggeszteni, hanem a leukémids sejtek migracioja és
homingja is gatolhatd, aminek koszonhetden a kezelés kezdeti fazisdban a periférias vérben

atmeneti limfocitozis figyelhetd meg [97].

11.1.2.54 Ibrutinib rezisztencia kialakuldsa CLL-ben

A rendkiviil latvanyos sikerek ellenére az ibrutinib kezelésben részesiil6 betegek egy
részében rezisztencia alakul ki, ami a kezdeti megfigyelések alapjan kedvezétlen klinikai
lefolyéssal tarsul. A szekunder ibrutinib rezisztencia hatterében az esetek dontd tobbségében a
BTK vagy az attol disztalisan elhelyezked6 PLCG2 szomatikus mutacidi allnak. A
leggyakrabban megfigyelhetd genetikai eltérés a BTK tirozin kindz doménjében elhelyezkedd
481-es cisztein szerinre torténd cseréje (C481S), amely kovetkeztében csokken a gyogyszer
BTK iranti affinitdsa. Ezzel szemben a PLCG2 mutaciok (PLCG2 R665W, PLCG2 L845F)
jellemzden funkcionyeré6 mutaciok, melyek BTK-t6l fliggetlen, konstitutivan aktiv BCR
jelatvitelt eredményeznek [98, 99]. A mutaciok kialakuldsa minden bizonnyal a betegség
progresszidja kozben torténik, ugyanis a terapia megkezdése elott még rendkiviil érzékeny 1j-
generacids szekvendldsi modszerekkel sem sikeriilt eddig BTK vagy PLCG2 mutacidkat
kimutatni (12. abra). Ugyancsak érdekes megfigyelés, hogy ezek a mutaciok alacsony
allélfrekvenciaval a klinikai relapszust megel6zéen akar egy évvel is kimutathatok a betegek

keringésében [100].
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Terdpia 2 lbrutinib
—_— —_—
Diagnézis Relapszus 1 Relapszus 2 Relapszus 3

Kemoszenzitiv klén @ Kemorezisztens szubklén o Ibrutinib rezisztens szubklénok o
(TP53 mutdns szubklén) (BTK vagy PLCy 2 mutdns szubkldn)

12. abra: Ibrutinib hatasara bekovetkezo klonalis evolicio folyamata. A klasszikus kemoimmuno-
terapiaval analdg modon, az ibrutinib terapia hatasara is végbemegy a kezeléssel szemben rezisztens
szubklonok szelekciodja, amelyek az esetek tobbségében BTK vagy PLCG2 mutaciokat hordoznak.

A szekunder terapiarezisztencia 1étrejohet hisztologiai transzformacio utjan (pl. Richter-
transzformacio) is, mely jellemzdéen a kezelés korai fazisaiban (<15 honap) alakul ki, és
BTK/PLCG2 mutéciokkal kisérve, de azok megjelenésétol fliggetleniil is manifesztalodhat
[101].

Terjedelmi megfontoldsok miatt a részletes kifejtéstdl eltekintlink, de megemlitendd,
hogy az ibrutinib kudarcot kdvetden sikeresen alkalmazhaté a BCL2 antagonista venetoclax,
de hamarosan elérhetdvé valnak tovabbi, akar a rezisztencia mutaciok jelenlétében is hatasos
alternativ BTK gatloszerek is [102, 103].

A kezdeti eredmények egyértelmiien alatamasztottak azt az elképzelést, hogy a klonalis
szelekcid az ibrutinib szelekcids nyomasanak hatasara is folytatddik, mindazonaltal a
BTK/PLCG2 mutéciok gyakorisaga, azok szubklondlis dinamikéja és az ibrutinib kezelés
hatasara kialakuld szubklonalis evolicié mintazata a CLL ismert mutacids célpontjainak

vonatkozasdban kés6bb bemutatésra keriil tanulméanyainkat megelézéen ismeretlen volt.
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I1.2 Myeloid malignitasok

A myeloid rendszer daganatos megbetegedései valtozatos genetikai hattérrel rendelkez6
entitasok, melyek az érintett sejtvonalak szamatdl fliggden heterogén klinikai tiinetekkel jarnak
[7]. A betegségek molekularis patomechanizmusa az érintett gének széles spektruma és az
elvégzett vizsgalatok korlatozott szama miatt gyakran tisztdzatlan marad, azonban egyre tobb
esetben deriil fény csaladi halmozodast mutatd genetikai 1ézidk jelenlétére is [104]. Bar a
megbetegedések nagyobb hanyada sporadikusan fordul eld, a ritka familiaris esetek az 6rokl6do
genetikai eltérés monitorozasdnak koszonhetéen idedlis modellbetegségként szolgalnak a
leukemogenesis molekularis hatterének részletes feltérképezéséhez.

Az akut myeloid leukémia (AML) a myeloid rendszer daganatos megbetegedése, amely
a csontvel6i eldalakok érésgatlasa kovetkeztében jon létre [105]. Az AML igen heveny
lefolyasu betegség, mely az agressziv kemoterapias protokollok ellenére is rossz progndzissal
tarsul, egyetlen kurativ kezelési modja a remisszioban elvégzett HSCT. A sporadikus AML-
ben leirt visszatérd genetikai abnormalitdsok nem fednek 4t teljes mértékben a familiaris
esetekben megfigyelhetd aberraciok repertoarjaval, amely felhivja a figyelmet az AML-en
beliili eltéré patomechanizmusok és biologiai titvonalak szerepére [106].

A myelodysplasids szindroma (MDS) igen valtozatos klinikai manifeszticidval jaréd
myeloid kérkép, amely az érintett sejtvonalak szamatdl fiiggéen véltozé mértékli cytopenidval
tarsul. Az AML/MDS-ben el6fordulé genetikai 1éziok egymadssal nagy éatfedést mutatnak,
amely egyuttal magyardzatul szolgélhat a két entitdsban megjelend hasonl6 kisérd tiinetekre és
az MDS-es esetek mintegy harmaddnél bekovetkez6 AML-be torténd transzformaciora [7]. Bar
az esetek tulnyom6 része az AML-hez hasonléan herediter genetikai eltérés nélkiil,
sporadikusan alakul ki, az MDS volt az els6 myeloid rendszert érint6 malignitds, amelyben a
betegségre hajlamosité germline genetikai eltérést irtak le, valamint szintén a kérképben jelent
meg el6szor 6ndllo entitdsként a germline genetikai eltérést hordozé MDS alcsoport [107].

A myeloid korképek harmadik nagy csoportja a myeloproliferativ neoplaziak (MPN),
melyekre altalanosan jellemzd a csontveldi myeloid eldalakok fokozott termelddése és a
valtozatos szamu sejtvonalat érint cytosis. A Philadelphia kromoszoma (Ph) jelenlétével
definialt krénikus myeloid leukémia (CML) mellett a betegségcsoport fontos entitasai az Un.
Ph- klasszikus MPN-dk, a polycythaemia vera (PV), az esszencialis thrombocythaemia (ET),
¢s primer myelofibrozis (PMF), amelyek jellemzdje a folyamatos JAK-/STAT aktivacio okozta
fokozott sejtproliferacio [108]. Az értekezés szempontjabol relevans Ph- MPN entitasok (ET és
PMF) bemutatasara a /1.2.3 fejezetben keriil sor.
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II.2.1 Myeloproliferativ neoplaziak

A Philadelphia-kromoszoémat nem hordozé (Gn. Philadelphia kromoszéma negativ:
Ph-) kronikus myeloproliferativ neoplaziak (MPN) hemopoetikus dssejt eredetli neoplasztikus
betegségek, amelyekre egy vagy tobb sejtsoron kiérett funkcionald sejtek szaporulata mellett
fokozott trombozis-riziko és leukémids transzformacid kockazata jellemzd. A klasszikus Ph-
MPN-4k kozé a polycythaemia verat, az esszencialis thrombocythaemiat €s a primer
myelofibrozist soroljuk, amely korképek hatterében allo mutacidkat 2005 és 2013 kozott
azonositottak (13. abra). A Janus-2 kinaz (JAK2), Calreticulin (CALR) és thrombopoetin
receptor (MPL) mutacidk kimutatdsa mara a betegségcsoport diagnosztikdjanak meghatarozo

elemévé valt, egy molekularis alapokon nyugvo betegségcsoportot eredményezve [108].

Philadelphia JAK2 JAK2
kromoszéma V617F exonl2
1) 1 11 I [

1960 2005 2006 2007 2013

13. abra: A myeloproliferativ neoplaziak (MPN) driver genetikai eltéréseinek felfedezése. A kronikus
myeloid leukémiat definialé Philadelphia (Ph) kromoszoma felfedezését kovette a kétezres években a
JAK?2, az MPL ¢és a Calreticulin gének mutacionak felfedezése a Ph kromoszdma negativ MPN-akban.

11.2.1.1 Esszencialis thrombocythaemia (ET)

Az esszencialis thrombocythaemia trilinedris proliferacioval, de fOképp a
megakaryocyta sejtvonal érintettségével, periférids thrombocytosissal €és leukocytosissal jaro
myeloproliferativ. megbetegedés, amelyre a periférids vérben tartosan emelkedett
thrombocytaszam (> 450G/1), mig a csontveldben érett megakaryocytak el6fordulasa jellemzo
[107]. A csontveldi kép dontéen normocellularis, jellegzetesek a diffizan elhelyezkedo,
klaszterekbe rendezett, érett megakaryocytak, melyek nagy méretbeli valtozatossagot mutatnak
(14. abra).

A betegség incidencigja 0,2-2 beteg/100 000 f6, a betegek diagndziskori atlag életkora
megkozelitéleg 50-60 év [107]. A defektiv thrombopoezis kdvetkeztében thrombotikus és
vérzéses szovodmények, mikrocirkulacids zavarok, pruritus jellemzik a korképet. Az ET egy
indolens megbetegedésnek tekinthetd, a median talélés eléri a 20 évet. A betegség ritkan
progredidlhat myelofibrozisba, azonban az akut leukémiaba vald blasztos transzformdciod

extrém ritka [109].
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14. abra: Az esszencialis thrombocythaemia
csontveldi képe. A csontveld kdzel normocellularis
képet mutat, emelkedett megakaryocyta szammal.
(Hematoxylin eozin festés, 20x)

Az ET-ben szenvedd betegek kezelésének alapja az alacsony dozisu aspirin terapia,
mely elsdsorban az artérids trombdzis valdszintiségét csokkenti, de mindemellett kis mértékben
a vénds trombozisok megeldzését is segiti. Ezen kiviil cytoreduktiv terapia, példaul
hydroxyurea kezelés segitheti a betegek trombdzismentes talélését [110].

Genetikai hatterét tekintve az ET esetek mintegy 50-60%-aban kimutathaté JAK2
V617F mutacio, megkdzelitdleg 30%-aban CALR mutacié és mintegy 3%-aban MPL mutacid
figyelhetd meg. Az emlitett driver mutaciokra negativ 10-15%-nyi betegcsoportot Un. tripla-
vad genotipusu betegségként definidljuk [111, 112].

11.2.1.2 Primer myelofibrozis (PMF)

A primer myelofibrozist (PMF) a megakaryopoetikus és granulopoetikus sejtvonal
hiperplaziaja jellemzi, mely csontvel6i fibrozissal, oszteoszklerdzissal, abnormalis citokin
expresszioval, angiogenezissel és extramedullaris vérképzéssel tarsulhat. A progressziv
lefolyasu betegség a korai/prefibrotikus fazissal kezdddik, amit a manifeszt fibrotikus stadium
kovet. A prefibrotikus stddiumban sejtdiis csontveléi kép figyelhet6 meg kétvonalas
hiperplaziaval, melyet az eritrocitozis relativ hattérbe szorulasa kisér. A betegség
progressziojaval a vérképzdsejtek szama csokken, a csontveld fibrotikussa és acellularissa valik
(15. abra). A vérképzo elemek a csontveldn kiviil is megtelepednek, aminek koszonhetden

kialakul az extramedullaris vérképzés [107].

32



dc_1757 20

15. abra: A primer myelofibrézis csontveldi képe. A: A prefibrotikus stadiumban a granulopoetikus
és megakaryocyta vonalakat érinté kétvonalas hiperplazia lathatd, mig a B: manifeszt fibrotikus
szakaszban csokkent cellularitas és fibrozis valamint oszteoszklerézis kialakulasa lathato.

A PMF el6fordulasi gyakorisaga 0,5-1,5 eset szdzezer fore vetitve, €s jellemzoen a 6.-
7. évtizedben jelenik meg. A betegség varhatd 10 éves tulélése a rizikobesorolastol fliggden
széles skalan (13-92%) mozog, a leggyakoribb haldloknak a leukémids transzformacio és a
cytopénidk kovetkeztében kialakul6 infekciokkal szembeni fogékonysag tekinthetd [113].

A PMF kezelésének az alapja a szteroidterapia az anémia mérséklésére, valamint a
hydroxyurea kezelés a splenomegalia mértékének csokkentésére. Magas rizikdji ¢és
terapiarezisztens esetben allogén HSCT és célzott terapiaként a JAK?2 inhibitor kezelés is

elérhetd a PMF-ben szenvedd betegek szamara [113, 114].

11.2.1.3 Driver mutaciok jelentosége

A JAK2 V617, az MPL, majd végiil a CALR mutaciok felfedezésével az elmult két
évtizedben megismertiik a Ph- MPN-dk genetikai hatterét. A felsorolt gének mutéacioi a
betegségcsoport tigynevezett fenotipus meghatarozo driver mutéacioinak bizonyultak, mivel
patogenetikai szerepiik van ezen entitdsok kialakuldsdban [108]. Erdekes modon, mindharom
gén mutacioi fokozott JAK-STAT ttvonal aktivitdshoz vezetnek, ami magyarazatul szolgal
arra, hogy kiilonb6z6 gének mutacidi miképp vezethetnek egyazon korkép kialakulasdhoz (16.
abra). A mutans géntermékek doézisa €s az ugynevezett fenotipus modositd mutaciok jelenléte
nyujthat magyardzatot arra, hogy egy adott gén mutacioja miképp vezethet tobbféle korkép
kialakulasédhoz (példaul CALR mutéaciok ET és PMF esetében is patogén szereppel birnak) [5,
108, 111].

33



dc_1757 20

JAK2 V617F CALR MPL
mutacié mutacié mutacio
V\\\\ P RES —;”//
\\\ T _ \ <~ === s
~ - - ~ — — s
N S~ =< \ T T T -
N <l S=A=T7 == i
Ny e = x r><\ - ~No Ve
A -« - = A X
JAK-STAT jelatvitel aktivacio
NG /)
~
Differenciacio Proliferacio Antiapoptotikus szignalok

16. abra: A A: JAK2 V617F, B: Calreticulin és C: Thrombopoetin receptor (MPL) mutaciok szerepe a
Philadelphia kromoszéma negativ myeloproliferativ neoplazidkban. Mindharom gén mutacioi ligand-
kotodéstol fiiggetlen modon kialakuld konstitutiv JAK-STAT jelatvitel medialasan keresztiil fejtik ki
patogén hatasukat.

11.2.1.3.1 JAK2 V617F mutdcio

(V617F) 2005-ben fedezték fel, ami a Ph- MPN-ak genetikai feltérképezésének elsé jelentds
1épését jelentette [115-118]. A JAK2 non-receptor tirozin kinazként az eritropoetin receptor
(EPO-R), a thrombopoetin-receptor (MPL), valamint a granulocyta-koloniastimulald faktor
receptorbol (G-CSR) érkezo szignalokat is képes tovabbitani és szignaltranszdukciot aktivalni.
A PV esetek mintegy 98%-aban, az ET és PMF esetek 55-65%-aban kimutathaté V617F
mutacié a fehérje JH2 doménjét érinti, aminek kovetkeztében a tirozin kinaz funkcid
autoregulacios képessége karosodik, ami ligand hianyaban is konstitutiv JAK-STAT jelatvitel

aktivaciot, majd kovetkezményes sejtproliferaciot eredményez.
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11.2.1.3.2 MPL mutdciock

A trombopoetin-receptort a myeloproliferativ leukémia virus (MPL) onkogén kodolja.
Fiziologias korlilmények kozott a receptort a trombopoetin aktivalja, a szignaltranszdukcio
pedig a JAK-STAT tutvonalon keresztiil torténik [119]. Az MPL gén mutacidirol eldszor 2006-
ban szamoltak be ET-ben és PMF-ben [120, 121]. A mutaciok tobbsége a 10-es exonban
talalhato, a 505-0s vagy 515-0s pozicidoban 1évé aminosavakat érinti, amelyek a receptor
membran kozeli doménjének felépitésében vesznek részt [122]. A JAK2-t érinté mutdciokkal
analog modon az MPL mutaciok kovetkeztében ligand hianyéaban is konstitutiv JAK-STAT
aktivacio alakul ki, ami abnormalis megakaryocytak megjelenéséhez vezethet. Az MPL

mutaciok az ET esetek 1-3%-aban, mig a PMF betegek mintegy 3-5%-aban fordulnak el6 [120].

11.2.1.3.3 Calreticulin mutdciok

Az ET ¢és PMF patogenezisében driver szerepet betoltd eziddig utolsd azonositott
eltérésekrol a Calreticulin (CALR) Ca®>* homeosztazis szabalyozasaban fontos chaperon fehérjét
kédold génben szamoltak be 2013-ban [123, 124]. Mara tobb, mint 60 kiilonb6z6 CALR
mutaciot azonositottak, amelyek mindegyike a gén 9-es exonjat érinti [125, 126]. A mutaciok
dontden leolvasasi keret-eltolodassal jard inzerciok vagy deléciok, és altalaban heterozigota
formaban jelennek meg. Kiemelend6 az tigynevezett 1-es tipust (in. ,,type 1’) mutacid, amely
CALR mutacid, amely egy 5 Dbazisparnyi szakasz inzercigjat eredményezi
(c.1154 _1155insTTGTC). Az 1-es és 2-es tipusu mutaciok teszik ki a CALR variansok mintegy
65-75%-at. A tovabbi CALR mutéciokat 1-es tipus-szerd, 2-es tipus-szerii €s egyéb csoportokba
soroljak [127, 128].

A mutaciok a fehérje C-termindlisan talalhaté lyzin-aszparaginsav-glutamat-leucin
(KDEL) retencios szignalt érintik, aminek kovetkeztében a mutans CALR fehérje a vad
tipusunadl pozitivabb toltésiivé valik, ami a CALR fehérjét az endoplazmatikus reticulumban
tartd retencids szignal elvesztését eredményezi. Ez a jelenség is hozzajarul ahhoz, hogy a
mutans CALR fehérje képes az MPL extracellularis doménjéhez kotddni (16.B abra) és ezaltal
a JAK?2 és MPL mutaciokkal analdg modon, konstitutiv JAK-STAT szingéltranszdukcié altal
onkogén hatasat kifejteni [129].

A CALR mutaciok a JAK2 és MPL negativ ET és PMF esetek 70-75%-aban keriiltek
azonositasra, a teljes ET/PMF populéacié mintegy harmaddban mutathatok ki [123, 124].
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Az imént ismertetett driver mutaciok DNS-szintli vizsgdlata ma mar a mindennapi
onkohematologiai diagnosztikus algoritmusok részét képezi. Az utébbi években megfigyelheto
kiilonb6zé driver mutaciok fehérje-szintli, immunhisztokémiai kimutatdsat célzo eljarasok
megjelenése. A Ph- MPN-ak esetében ilyen jellegli probalkozasrol szamoltak be Stein és mtsai.,
akik a CAL2 antitest alkalmazasaval magas specificitassal voltak képesek kimutatni a CALR
mutacidkat [130]. Ugyanakkor ezen megfigyelések csak alacsony esetszammal és limitalt

szdmU mutaciotipus esetén keriiltek megerdsitésre [131-133].

11.2.1.4 Driver mutaciok klinikai jelentosége ET-ben és PMF-ben

A JAK2, MPL és CALR mutaciok felfedezését kovetden a kutatok figyelme ezen driver
mutaciok klinikai jelentéségének megismerése felé fordult. Szdmos tanulmany vizsgalta a
driver mutacié tipusanak hatasat a betegség fenotipusara és klinikai lefolyasara [134-136]. Az
alabbiakban a teljesség igénye nélkiil ismertetésre keriil néhany ilyen jellegli 6sszefliggés.

Altaldnossagban elmondhaté, hogy a CALR muticid megjelenése kedvezébb
klinikummal tarsul ET-ben és PMF-ben egyarant. A talélés tekintetében a PMF esetében a
CALR-mutacidval rendelkez6 betegek életkilatasai a legkedvezobbek (17,7 év median talélés),
szemben az intermedier prognoézisu JAK2 és MPL mutacidkat hordozo csoporttal (9,2 és 9,1 év
median tulélés) és a legkedvezotlenebb a tripla vad genotipust csoport medidn 3,2 éves
talélésével [123, 124]. Erdekes modon, ET-ben a tripla vad genotipust csoport esetében
figyelték meg a leghosszabb tulélést, mig a driver mutaciot hordozo betegek kozott ET-ben is
a CALR mutacio jelenléte bizonyult kedvezd prognosztikus tényezonek a talélés szempontjabol
[137]. ET-ben a myelofibrotikus transzformécié rizikdjat vizsgalva a legmagasabb
transzforméacios ratat az MPL mutacid esetében irtdk le, mig a legkisebb transzformacios
gyakorisagot CALR mutécio és a tripla vad genotipus esetében figyelték meg [137, 138].

A tulélési adatokon tal a driver mutaciok tipusa Osszefiiggést mutat kiilonbozo klinikai
¢s laboratériumi paraméterekkel is ET és PMF esetén is. A CALR mutaciot hordozé ET-ben
szenvedd betegek altalaban fiatalabbak a J4K2 mutans betegekkel dsszehasonlitva, valamint
alacsonyabb fehérvérsejtszammal és hemoglobinszinttel rendelkeznek. Erdekes megfigyelés,
hogy bar magasabb thrombocyta-szammal rendelkeznek, paradox mddon a thrombdzis-rizikod
alacsonyabb ebben a betegcsoportban [123, 139, 140]. PMF-ben a CALR mutans betegek
altalaban alacsonyabb fehérvérsejtszammal és magasabb thrombocyta-szammal birnak a JAK?2

mutacidval rendelkez6 betegekhez képest [141].
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A CALR mutacidk esetében a mutacid tipusa is hatassal van a betegség lefolyasara: a
fentebb ismertetett kedvezobb klinikai megjelenés (hosszabb tulélés, magasabb hemoglobin-
szint, alacsonyabb fehérvérsejt-szam) az 1-es tipusu (és az 1-es tipus-szeril) CALR mutaciok
esetében kiemeltebben érvényesiil [142], a 2-es tipusu (és 2-es tipus-szerli) mutaciok
kedvezdtlenebb betegséglefolyassal tarsulnak [143]. Ismert tovabba, hogy az a 1-es tipusu
CALR mutaciét hordozd betegek altalaban fiatalabbak, mint a 2-es tipusu mutacioval

rendelkezo betegtarsaik [127].

11.2.1.5 Driver mutaciok mennyiségi meghatarozasa

Az utobbi években eldtérbe kerlilt a muticiok mennyiségi meghatdrozasanak
jelentsége. Tobb tanulméany eredményei is arra utalnak, hogy JAK2 és CALR mutaciok
esetében az ugynevezett mutacios allélterhelés (vagy varians allélfrekvencia: VAF) mértéke,
amely a malignus klon méretére utal, dsszefiiggést mutat a betegek tulélésével és a klinikai
lefolyast befolydsold szamos egyéb paraméterrel ET-ben ¢és PMF-ben. A mennyiségi
kimutatashoz szlikséges szenzitiv technologidk alkalmazasanak a betegség korai stddiumaban
is jelent6sége lehet, hiszen tipusos klinikum vagy morfologia hianyaban akar egy kezdeti
fazisban 1évé betegség diagndzisanak felallitdsaban is segithet a driver mutacio korai
kimutatdsa. Tovabba, a mutans alléltomeg meghatarozasa a betegség kockazatbecslése ¢€s
nyomonkovetése szempontjabdl is jelentéséggel birhat [ 144].

A JAK2 V617F mutacié mennyiségi viszonyaival kapcsolatban tobb munkacsoport
megfigyelései is rendelkezésiinkre allnak mar. Tobb tanulmany utal arra, hogy a JAK2 V617F
mutans alléltomeg hatdssal van a kialakult betegség fenotipusara [134, 136, 145]. Magas JAK2
V617F alléltomeg esetén PV, alacsonyabb alléltomeg esetén PMF, mig a legalacsonyabb JAK?2
V617F alléltomeg esetén ET kialakulasa a legjellemzobb [108]. A JAK2 mutans
allélgyakorisdgot tobb klinikai paraméterrel is Osszefiiggésbe hoztdk: tobbek kozott a
progresszivebb korlefolyassal [146] és a csontveldi fibrozis mértékével PMF-ben [147],

valamint fokozott trombozis rizikoval ET-ben [148].

A CALR mutéciok alléltomegének klinikumra gyakorolt hatasarol ET-ben és PMF-ben
mindossze néhany tanulmany eredményei ismertek. Ismert, hogy a ET-re alacsonyabb CALR
VAF jellemz6, mint a PMF-re [149-152]. Ugyanakkor a CALR mutaciés terhelés
Osszefiiggéseit kiillonbozé klinikai paraméterekkel ezidaig alig vizsgaltak, a gén- és/vagy
fehérje szinti CALR mutans allélterhelés hatdsa az ET-ben és PMF-ben szenvedd betegek

klinikopatologiai paramétereire még nem teljesen feltart.
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[I.2.2 Familiaris myeloid megbetegedések

A hematologiai malignitdsok csaladon beliili halmozddasa régota ismert jelenség,
azonban az esetek genetikai hatterének feltérképezése csak az elmult évtizedben indult meg. A
familiaris korképek hatterében allo csiravonalbeli genetikai eltérések és az érintett gének

leirasanak kronologiai sorrendje a 17. abran lathato.

ANKRD26 SAMDSL

1 1
|

1998 1999 2001 2004 2011 2012 2014 2015 2016 2019

RPS19 CEBPA SRP72 DDX41 NPM1
ELANE ETV6

RUNX1

tlinetmentes prediszpozicids szindromakban érintett gének
. thrombocyta-diszfunkcidval jard prediszpozicids szindromakban érintett gének
. csontvelGelégtelenséggel jard prediszpozicids szindromdkban érintett gének

. GATA?2 transzkripcids faktor germline mutécidi

17. abra: A myeloid daganatok kialakulasahoz vezet6 prediszpozicids szindromakban azonositott
germline eltérések altal érintett gének felfedezésiik sorrendjében. (Forrds: Kotmayer és mtsai,
Magyar Onkologia 2020)

A myeloid rendszer familidris megbetegedéseiben leirt gének szdma a genetikai
vizsgalati modszerek dinamikus fejlodésének koszonhetéen az elmult években jelentdsen
megugrott, igy a kordbban irodalmi ritkasdgnak vélt, de a kozelmultbeli vizsgalatokkal
felismert familiaris entitdsok gyakorisaga folyamatosan novekszik. Mindazonaltal szamos ilyen
mutacids célpont vizsgalata jelenleg még nem része a rutin diagnosztikai eljarasoknak, ezért
feltételezhetden tovabbra is jelent6sen aladbecsiiljik a germline hajlamositd tényezdk
el6fordulasat, igy az ezeket hordozé betegek kdvetése és kezelése a sporadikus eltérés talajan
kialakul6 betegség terapias protokollja alapjan torténik.

A nagyszdmu leirt eltérés a familidris myeloid kérképek osztdlyozésat is jelentGsen
befolydsolta. A jelenlegi WHO-klasszifikdcié mar a klinikai tiinetek és molekuldris eltérések
egyiittesén alapszik, l1étrehozva a myeloid rendszer megbetegedésein beliil egy 1j kategdriat:
myeloid neopldzidk germline hajlamosité tényezdvel [107]. A csoportba tartozd entitdsok

részletes osztdlyozdsa a 2. tdblazatban keriil bemutatésra.
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2. tablazat: Myeloid neoplaziak germline hajlamosité tényezével (WHO osztalyozas alapjan)

WHO-osztalyozas
(2016)

Prediszpozicios
szindroma

Erintett gének

Oroklés-
menet

Klinikai tiinetek

Prediszpozicios
szindroma elGzetes és
szervi diszfunkci6 nélkiil

DDX41 -érintettség

DDX41

AD

Id6sebb korban (>50 év) megjelend
hematoldgiai malignitas

Prediszpozicios
szindromak elézetes
thrombocyta-
diszfunkcioval

RUNXI -érintettség

RUNXI

AD

Enyhe/kozepes foku
thrombocytopenia, thrombocyta-
diszfunkcio, vérzékenység

Thrombocytopenia 2

ANKRD26

AD

Enyhe thrombocytopenia
macrocytosis nélkiil, thrombocyta-
diszfunkcid, vérzékenység

Thrombocytopenia 5

ETV6

AD

Thrombocytopenia, thrombocyta-
diszfunkcio, vérzékenység

Prediszpozicios
szindromak eldzetes
szervi diszfunkcioval

GATA?2 -érintettség

GATA2

AD

MonoMac-szindroma, Emberger-
szindroma, immundeficienciak,
csontvelGelégtelenség, neutropenia,
monocytopenia, lymphoedema,
atipusos infekciok

Fanconi-anaemia*

FANC -géncsalad

Csontvel6elégtelenség, valtozo
szamu sejtvonalat érintd cytopenia,
café au lait foltok, hypogonadismus,
alacsony termet, csontdeformitisok
(arc, radius), siiketség, congenitalis
sziv és vese rendellenességek,
szolid tumorok

Diamond-Blackfan-
anaemia*

GATAI

RPL -géncsalad

RPS -géncsalad

TSR2

Macrociter anaemia,
reticulocytopenia,
csontveldelégtelenség,
csontdeformitasok, sziv és vese
rendellenességek, alacsony termet,
eADA szérumszint-emelkedés

Shwachman—Diamond-
szindroma*

SBDS,
DNAJC21, EFL1

AR

Izolalt neutropenia, exokrin
pancreasszekrécié zavarai,
csontveldelégtelenség, alacsony
termet, csontdeformitasok,
congenitalis anomaliak

Dyskeratosis
congenita/Telomere
biology disorder

DKCI

TERC

AD

TERT

AD, AR

Csontvel6elelégtelenség,
koromdisztrofia, bor pigmentacios
zavarai, oralis leukoplakia,
immundeficiencia, vaszkularis
rendellenességek, congenitalis
anomaliak, rovid telomerhossz

Roviditések: AD = autoszomdlis domindns oroklésmenet; AR = autoszomdlis recessziv oroklésmenet,

X =

X-kromoszomdhoz

kapcsolt

oroklésmenet;

ES

A prediszpozicios

szindroma a

csontveldelégtelenséghez vezetd szindromdk (BMF: ,,bone marrow failure”) csoportjdba tartozik.
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A genetikai eltérés €s szervi érintettség alapjan a germline genetikai prediszpoziciét
hordozé esetek 3 6 csoportja kiilonboztethetd meg [7]. A CEBPA és DDX41 gének germline
mutacioi altal Iétrehozott AML/MDS elbzetes tiinet €s szervi diszfunkcié nélkiil alakul ki, ezért
a preklinikai stddiumban rendszerint nem keriil felismerésre. A manifeszt AML/MDS-t
megel6zden thrombocyta-diszfunkcidval jard prediszpozicids szindromak esetében sok esetben
azonosithatok a RUNXI, ANKRD26 és ETV6 gének muticidi, mig az eldzetes szervi
diszfunkcid hétterében leggyakrabban a GATA2 és TERC/TERT gének érintettsége igazolodik
[153]. A tovédbbiakban az egyes csoportokon beliil legnagyobb klinikai relevancidval biré és a
kés6bb bemutatésra keriil6 eredményeink szempontjabdl relevans gének (RUNXI, GATA2 és

TERC) és azok eltéréseinek nyoman 1étrejovo prediszpozicids szindromdk leukemogenezisre

gyakorolt hatdsdnak ismertetésére kertiil sor.

11.2.2.1 Germline RUNXI mutaciok talajan kialakulo familiaris myeloid korképek

Az elézetes thrombocyta-diszfunkcidval jardé prediszpozicids szindromak a RUNXI,
ANKRD?26 és ETV6 germline mutacioi kdvetkeztében alakulnak ki, melyek koziil gyakorisag
¢s klinikai relevancia alapjan is kiemelkednek a RUNX1 transzkripcios faktort érintd eltérések.
A RUNXI gén terméke a ,,core binding factor” (CBF) transzkripcids komplex DNS-kot6 eleme,
amely a hemopoezis szabalyozasaban tolt be szerepet [154]. A mutaciok tilnyomo része a
DNS-kotésért és fehérje-fehérje interakcidért felelds, erésen konzervalt RUNT domént érinti.
A régidoban missense €s nonsense mutaciok, frameshift és kopiaszam-eltérésekkel jard
variansok is eléfordulnak, de a myeloid korképekben kongenitalis transzlokaciot is leirtak mar
[155]. A mutéciok a gén altal kodolt transzkripcios faktor miikodését befolyasoljak, melynek
zavara a myeloid sejtképzés €s a normalis thrombocyta-funkcié megvaltozasahoz vezet.

A RUNXI germline muticiéi voltak a legkorabbi, familiaris myeloid
megbetegedésekben leirt eltérések. Negyven évvel ezelott Luddy és mtsai. (1978) szdmoltak be
egy thrombocytopeniaval tarsul6 ,.fatalis kimeneteli myeloproliferativ korképrdl”, melyet
aztan egy ujabb hordozoé csalad €s a betegségben érintett kromoszdémakar azonositasa kovetett
[156-158]. A molekularis vizsgalati modszerek fejlodésének kdszonhetden 20 évvel késdbb
Song ¢s mtsai. (1999) azonositottak elsoként a korképek hatterében allo mutans RUNXI gént
[159].

A germline eltérések altal létrehozott herediter korkép, a familidris vérlemezke
funkciézavar fokozott MDS/AML rizikéval (FPD-AML) autoszomalis dominans

oroklésmenetet mutat és az esetek mintegy 40%-aban progredial AML-be. A részleges
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penetrancia oka nem teljesen ismert, de a manifeszt AML-es esetek nagy hanyadaban
azonosithatd a germline RUNX]I eltérés mellett mas géneket érinté kooperald mutacid, amely
valdszinisiti ezen eltérések fenotipust modositd hatasat. Mindemellett gyakoriak a RUNXI
szerzett mutacioi és a germline varidns amplifikacidja is, melyek szintén novelhetik az eredeti
eltérés penetrancidjat. A klinikai heterogenitas hatterében all6 mechanizmusokrél és a
lehetséges kooperald genetikai eltérésekrdl hidnyosak az ismereteink.

A RUNXI kozponti szerepet tolt be a megakaryocytak érésében, ezért a funkcidovesztd
mutacioi talajan 1étrejovo prediszpozicids szindromaban a vezetd klinikai tiinetek az
enyhe/kozepes thrombocytopenia és a valtozd mértékii vérzékenység, melyek mar az
oroklédé germline RUNXI mutdciok a familidris myeloid korképeken kiviil szdmos mas
hematologiai malignitas prediszponald tényezdi, igy az AML/MDS mellett egyes lymphoid
korképek, mint a T-sejtes akut lymphoblastos leukémia (T-ALL) rizikdjat is novelik [160, 161].

11.2.2.2 Germline GATA2 mutaciok talajan kialakulo familiaris myeloid korképek

Az eldzetes szervi diszfunkcioval jard prediszpozicios szindromak koziil a GATA2-
érintettség talajan 1étrejovo entitdsok birnak a legnagyobb klinikai relevanciaval. A GATA2 a
hemopoezisben résztvevd transzkripcids faktort kodol, amely egyuttal a nyirokrendszer
fejlédésében is fontos szerepet jatszik. A mutdciok altalaban a gén cinkujj-doménjeit érintik,
de egyéb mutacids forropontok is ismertek [162]. A prediszpozicios szindroma kialakulasahoz
vezetd funkciovesztdé mutaciok kozott missense és nonsense aminosaveserék, valamint
koépiaszam-eltérések is elofordulnak [163]. A gént érinté germline eltérések mellett szomatikus
mutaciok is ismertek, amelyek nem mutatnak jellegzetes klinikai képet, megjelenésiik
megegyezik a normal karyotipusu AML-ével [164]. A jellegzetes klinikai képpel jaré germline
GATA?2 eltérésekrol elsdként Hahn és mitsai. szdmoltak be familiaris MDS/AML-ben. Az
altaluk vizsgalt négy csalad Osszesen 28 tagjaban azonositottak olyan germline GATA?2
mutaciot, illetve néhany nukleotidot érintd deléciot, melyek az érintett csaladtagok esetében az
AML megjelenését megeldzéen immundeficienciara utalo korképekkel, bér manifesztaciokkal
¢és hypocellularis csontveléképpel tarsultak [165].

A biallélikus GATA2 mutaciok magas penetranciaval rendelkeznek €s elsdsorban a fiatal
¢letkorban megjelend, autoszomalis dominans oroklésmenetet mutatd familiaris AML/MDS
rizikojat novelik. A monoallélikus muticiok a biallélikus varidnsokhoz képest kisebb

penetranciaval birnak, igy az 4&ltaldban klinikai manifeszticioval jard prediszpoziciods
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szindroma ritkan aszimptomatikus maradhat [166]. A germline GATA?2 eltérések jellegzetes
fenotipusokkal tarsulnak, melyeket egészen a kozelmultig kiilon entitdsokként kezeltek, de a
jelenlegi osztalyozas szerint mar ugyanazon, heterogén megjelenésii prediszpozicids szindréma
részei [7]. A tobbszervi diszfunkcid tiinetei koziil kiemelendd az immunrendszert érintd
MonoMac- és a nyirokereket érintd Emberger-szindroma, melyek a familiaris AML/MDS-
asszocidlt GATA2 mutaciok leggyakoribb manifesztaciéi, de a monocytopenia ¢és
lymphoedema mellett az izolaltan megjelend neutropenia és a csontveldelégtelenség is a
prediszpozicids szindroma szertedgazd hematoldgiai tiinetei koz¢ tartozik [167, 168].

A germline GATA2 mutacid talajan kialakuld familiaris myeloid korképek koziil az
MDS magas rizikéju, az eltérést hordozo esetekben az atlagosnal nagyobb az AML-be térténd
transzformacio gyakorisdga [169]. A manifeszt AML-re a gyakori kiGjulas és terapia
refrakteritas jellemzd, igy ezen entitas kezelésében megfontolandé a HSCT, azonban a germline
GATA?2 prediszpozicio miatt ezek az esetek nagy koriiltekintést igényelnek. A mutaciot hordozé
csaladtagok még tiinetmentes allapotban sem lehetnek donor kandidansok, hiszen ilyen esetben
a donor 0ssejtekbdl kiindulo, rossz prognodzisu poszt-transzplantaciés AML rizikoja igen magas
[170]. A GATA2 germline mutacidi a familiaris AML/MDS mellett mas myeloid korképben,
igy példaul congenitalis neutropenidban és aplasticus anaemiaban is ismertek, tovabb bovitve

a gén érintettsége nyoman kialakulé entitasok heterogén csoportjat [171, 172] .

11.2.2.3 Germline TERC mutdciok kapcsan kialakulo familiaris myeloid korképek

Az elézetes szervi diszfunkcioval jard prediszpoziciok koziil a GATAZ2-érintettség
mellett a csontveldelégtelenséggel (BMF: ,bone marrow failure”) tarsuld germline
prediszpozicids szindromak birnak nagy klinikai jelentdséggel. A familiaris myeloid
megbetegedést megel6zd csontveldelégtelenség leggyakrabban a telomermiikddésben
résztvevo gének, igy a TERC és TERT germline muticiéi nyoman alakul ki. A TERT a
megfeleld telomerhossz fenntartasaért felelds reverz-transzkriptazt kodolja, melynek RNS
komponense a TERC génrdl irodik at [173]. Az eddig leirt kis szdmu eltérés miatt a gének
szerkezetében nem ismertek kiemelt jelent6ségli mutacidos forropontok. A gyakoribb
pontmutaciok ¢€s kisebb kiterjedésti deléciok/inzerciok mellett a génekben DNS-kopiaszdm
valtozassal jaro, kiegyensulyozatlan eltérések is eléfordulnak, melyek a nukleotidcserékhez
hasonlo klinikai képet hoznak 1étre. A TERC/TERT, valamint DKC1 és NPM1 gének germline

érintettsége nyoman 1étrejovo telomeropathiak egyiittesen a ,,telomere biology disorder” (TBD)
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betegségcsoportot alkotjak, melyek a prediszpozicios szindromak koziil a legdsszetettebb
klinikai képpel tarsulnak [160, 173, 174].

A germline TERC mutaciok és a TBD betegségek herediter formai kozotti kapesolat
régebb ota ismert, de a mutaciok és a myeloid koérképek kozott fennalld Osszefiiggés sokaig
nem keriilt leirasra. Elsoként Yamaguchi és mtsai. szdmoltak be a TERC gént érint6 eltérések
halmozo6dasarél tobb myeloid megbetegedésben, majd ezt kovetéen mar germline eltérést
hordoz6 familiaris esetek is leirasra keriiltek [173, 175-177]. A TERC germline eltéréseihez
hasonloan a TERT gént érintd mutaciok is csontveldelégtelenséggel jard prediszpozicios
szindroma kialakuldsahoz vezetnek. Az elsé ilyen eltérést hordozé betegekrdl is Yamaguchi és
mtsai. szdmoltak be mintegy 15 évvel ezel6tt [178].

A telomerdz komponenseit érinté germline mutaciok a TBD betegségcsoportba tartozé
dyskeratosis congenita (DC) kialakulasahoz vezetnek, amely entitas jellegzetes klinikai képpel
tarsul. A rendszerint gyermekkorban manifesztalodé DC a bort és fiiggelékeit érintd tiinetekkel,
oralis leukoplakiaval, koromdisztrofiaval és pigmentacids zavarokkal (,,café-au-lait” foltok)
jelentkezé korkép, de mas szervi diszfunkciodk, igy tlidéfibrozis, majcirrhosis és fej-nyak
tumorok is kialakulhatnak [179]. A hematoldgiai tiinetek koziil a csontveldelégtelenség
emelendé ki, amely valtoz6 szdmu sejtvonalat érintd cytopenia formajaban nyilvanul meg. A
csontvel6-kimeriilés lassi — és sok esetben tiinetmentes — progresszidja és a cutan
manifesztaciok hidnya miatt a betegség elso tiinete gyakran a mar kialakult MDS/AML, ezért
ezekben az esetekben a TERC/TERT gén érintettsége mar csak az utolag elvégzett genetikai
vizsgalatok soran igazolodik. A DC talajan kialakul6 familidris myeloid korképek rizikoja 2%,
az entitas a lymphoid leukemogenezisben a jelenlegi szakirodalmi adatok alapjan nem tolt be

fontos szerepet [180].

11.2.2.4 Germline eltérések genetikai vizsgdlatanak jelentosége

Az eddig ismertetett gének germline eltérései mind a familiaris MDS/AML
prediszpozicids szindromai kapcsdn azonositott hajlamosité genetikai varidnsok, melyek
kandidans gén vizsgalata ugyanakkor a rutin onkohematoldgiai diagnosztika soran altalaban
nehezen kivitelezhetd, ami indokolja a nagy ateresztoképességli vizsgalati modszerek, példaul
az NGS alkalmazasat. A pontmutaciok és néhany bazispart érinté deléciok/inzerciok mellett az

utobbi idében eldtérbe keriiltek a germline DNS-kdpiaszam valtozasok (CNV: ,,copy number
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variation”) is [181]. Ezen kiegyensulyozatlan genetikai eltérések vizsgalatara alkalmas lehet a
multiplex ligaciofiiggd szondaamplifikacio (MLPA) modszere [182].

Mindezen gének vizsgéalata mellett a familiaris esetek mintegy 40%-aban sikeriil
azonositani a hattérben allé genetikai eltérést, ami indokolja a rutinszerien vizsgalt gének
szamanak novelését ¢€s egy, a klinikai képen alapuld diagnosztikai algoritmus kidolgozasat,
amely a specifikus tiineteket figyelembe véve a germline eltérés azonositasat is segiti [183]. A
familiaris myeloid malignitasok altal érintett betegek azonositasa az eltérd klinikai viselkedés
¢s a csaladban még tiinetmentes hordozok azonositdsa okan is jelentéséggel bir.

Mindazonaltal, kutatécsoportunk munkajat megel6zéen hazankban ezen hajlamositd
eltérések vizsgalatara és igy az érintett csaladok azonositasara nem kertilt sor és az 6rokl6do
variansokkal kooperald szomatikus genetikai eltérésekkel kapcsolatos tuddsunk nemzetkozi

szinten is hianyos volt.
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I CELKITUZES

A doktori tézisek alapjaul szolgéalo kutatomunka specifikus célkitlizései:

2)

3)

4)

S)

6)

7)

8)

9)

ey

allo genetikai eltérések és a klonalis evolucid folyamatanak feltérképezése.

Az EZH2 mutaciok jelentdségének és klonalis architektirajanak feltarasa follicularis

lymphomaban.

Az ibrutinib kezelés hatasara kialakuld szubklonalis evoltcid feltérképezése kronikus

lymphocytas leukémidban szenvedd betegekben.

A BTK ¢és PLCy2 mutaciok szerepének tisztazdsa az ibrutinib rezisztencia

kialakulasaban ¢€s korai eldrejelzésében.

A JAK2 és CALR driver mutaciok mennyiségi meghatarozasanak ¢és klinikai
jelentéségének  feltérképezése Philadelphia kromoszoma negativ  kronikus
myeloproliferativ  neoplazidkban (esszencidlis thrombocythaemia ¢és primer

myelofibrozis).

A CALR mutéciok fehérje-szintli, mennyiségi kimutatasara alkalmas diagnosztikus
eljaras kidolgozasa Philadelphia kromoszoma negativ kronikus myeloproliferativ

neoplazidkban (esszencialis thrombocythaemia és primer myelofibrozis).

Klinikai szempontbol jelentOs csiravonalbeli genetikai eltérések azonositasa familiaris

myeloid onkohematoldgiai korképek esetében.

A klinikai heterogenitas hatterében all6 kooperald genomi valtozasok azonositisa egy
GATA2 mutaciét hordozé magas rizikdji myelodysplasids szindroméaban szenvedd

csalad esetében.

A klinikai heterogenitas hatterében all6 kooperald genomi valtozasok azonositisa egy
RUNXI mutéciot hordozé familiaris vérlemezke zavar — akut myeloid leukémia (FPD-

AML) korképben szenvedd hazai modell csalad esetében.
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IV ANYAG ES MODSZER

A 2009 és 2020 kozott végzett vizsgalatok tobb hazai és nemzetkozi onkohematologiai
¢s patoldgiai centrumban (részletesen a IV.1 fejezetben) gylijtott betegecsoport tobb mint ezer
mintajanak bevondsaval zajlottak. A metodikdk vonatkozasaban az aldbbiakban a felhasznalt
reagensek, miiszerek és technologiak ismertetésre keriilnek, azonban tekintettel az alkalmazott
modszerek nagy szdmara, terjedelmi megfontolasokbdl a jeldlt eltekintett az egyes modszerek
részletes, protokollszeri ismertetésétol, figyelembe véve ezek elérhetéségét a gyartoi

leirasokban.

IV.1 Vizsgalati mintak
IV.1.1 Follicularis lymphoma

Az EZH? Y646 (korabbi terminoldgia alapjan Y641) mutaciok hagyomanyos
szekvenalasi eljarassal torténd vizsgalatahoz 221 FL-ben szenvedd beteg (118 férfi, 113 nd;
median életkor: 47 év (21-86 év)) nyirokcsomo biopszias mintdit vontuk be. A szovettani
gradus alapjan 125 minta Grade I-nek, 61 minta Grade II-nek, 16 minta Grade I1I-nak bizonyult,
mig 19 beteg esetében a gradus ismeretlen volt. A 221 vizsgalati mintabol 56 a diagnozis (29
férfi, 27 n6; median életkor: 53 év (30-86 év)), 165 a kés6bbi relapszus (89 férfi, 76 nd; median
¢letkor: 45 év (21-77)) idopontjaban keriilt begytjtésre. A 20 éves teljes kovetési id6 soran a
teljes betegcsoport 37%-dban (82/221) dokumentaltdk a betegség magas gradusu
Kozpontjanak biobankjabdl szarmaztak.

Az EZH? mutaciok nagy érzékenységli vizsgalatahoz egyrészt a nemzetkdzi

,Lymphoma/Leukemia = Molecular = Profiling  Project”  (LLMPP)  konzorcium

(https:/llmpp.nih.gov/) 181 FL betegbdl allo, klinikai kovetési valamint génexpresszios
adatokkal kiegészitett kohorszat hasznaltuk [184], masrészt a fentebb ismertetett BCI
betegcsoporttal atfedd tovabbi 185 beteg 56 diagnodziskori és 129 relapszuskori mintdjat,
valamint 33 beteg transzformacid el6tti €s a transzformaciot kdvetden gylijtdtt mintaparjait
elemeztiik.

Az FL progresszi6 és transzformacié genom-szinti feltérképezésének céljabol elvégzett
teljes genom- vagy exomszekvenalasi vizsgalatokhoz Osszesen 10 FL-ben szenvedd beteg

szekvencialis mintait (n=24) hasznaltuk a BCI betegcsoportbol a 18. abran feltiintettek alapjan.
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18. abra: A teljes genom- (S1-S6) és exomszekvenalas (S7-S11) vizsgalatokba
bevont follicularis lymphoma (FL) és transzformalt FL esetek sorozatmintai.

IV.1.2 Kronikus lymphocytas leukémia

Az ibrutinib terdpia szelekciés nyomasanak hatasara kialakul6 klonalis evolucio uj-
generacios szekvenaldssal torténd vizsgalatdhoz 20 CLL-ben szenvedd beteg (12 férfi, 8 nd;
median életkor 63 év) szekvencialis mintait (ibrutinib kezelés megkezdése el6tt és az ibrutinib
kezelés soran gyujtott periférias vérbdl szdrmazoé mononuklearis sejtekb6l (PBMC) kivont
DNS) vontuk be tanulméanyainkba. Az ibrutinib monoterapiaban részesiild betegcsoport az
ibrutinib kezelést megel6zden valtozd szamu kezelési vonalban részesiilt (kezelési vonalak
szama: median: 2, tartomany: 1-5). A vizsgalt betegek kezdetben egyedi méltanyossagi kérelem
elbirdlasat kovetden részesiilhettek ibrutinib kezelésben, amely hazankban ilyen forméban
2014. jalius ota elérhetd, igy a betegcsoport a vizsgalat idejében a legnagyobb, klinikai
tanulmanyon kiviili ibrutinib kezelt kohorszot képviselte, amelyben kiterjedt genetikai
vizsgalatokat végeztek. Az IGHV gén mutécios statuszat a ,,European Research Initiative on
CLL” (ERIC) legfrissebb ajanladsa alapjan hataroztuk meg [185]. A 11q, 13q és 17p
kromoszémarégiok delécioinak, valamint a 12-es kromoszéma triszomidjanak analizisét
interfazis fluoreszcens in situ hibridizacioval (FISH) végeztiik Vysis probak alkalmazasaval
(Abbott Molecular). A mintdk CLL-es sejtaranyat aramlasi citometrias mérésekkel hataroztuk
meg CD5/CD19/CD23/CDA45 festés segitségével. A betegcsoport részletesebb jellemzése az
Eredmények V.2 fejezetében taldlhatd. Negativ kontrollként 6t egészséges Onkéntestol

szarmazo, PBMC-b61 izolalt DNS-t alkalmaztunk.

47



dc_1757 20

IV.1.3 Familiaris myeloid korképek

A familiaris MDS/AML esetek azonositasat és genetikai feltérképezését elsésorban a
Semmelweis Egyetem 1. sz. Patoldogiai és Kisérleti Rakkutatd Intézet onkohematologiai
diagnosztikus tevékenysége sordn a latoteriinkbe kertilt myeloid malignitasok halmozodasat
mutatd csalddok esetében végeztiik el, mig egy familiaris MDS/AML eset a BCI biobankjabol
allt rendelkezésiinkre. Az azonositott csaladok koziil

1) az elso egy tipusos FPD-AML esetnek bizonyult, négy testvérgyermekkel, akikben
MDS vagy AML alakult ki 5-14 éves életkorban (19.A abra),

i1) a masodik csalad esetében magas rizikoji MDS alakult ki két elsdfoku unokatestvér
esetében, a 7-es kromoszéma monoszoémidjanak kiséretében, 18 és 23 éves életkorban
(19.B abra),

iii) a harmadik csaladban két vérlemezkeszam-csokkenés miatt kdvetett testvérben alakult
ki szimultdn MDS 10 és 14 éves ¢€letkorban (19.C 4bra),

iv) a negyedik csaladban harom testvér esetében manifesztalodott MDS 12, 18 és 20 éves
¢letkorban (19.D abra),

V) mig az 6todik csalad esetében AML halmozodésat figyeltikk meg tobb generacion

keresztiil, 6sszesen négy beteg esetében, 53-82 éves korban (19.E abra).

MDS>AML MDS>AML MDS MDS>AML
5 év 5 év 10 év 6 év

19. abra: A: Familiaris myeloid malignitasok halmozodéasat mutatd csaladok bemutatasa az érintett
egyének diagnozisdnak és életkoranak feltiintetésével. A fekete nyilak az elsé érintett személyt
(proband) jelolik az egyes csaladokban. (Roviditések: MDS: myelodysplasias szindroma, AML: akut
myeloid leukémia).
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19. abra (folytatds) B-E: Familiaris myeloid malignitasok halmozodasat mutatd
csaladok bemutatasa az érintett egyének diagnozisanak és életkoranak feltiintetésével.
A fekete nyilak az els6 érintett személyt (proband) jeldlik az egyes csaladokban.
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IV.1.4 Philadelphia kromoszoma negativ myeloproliferativ neoplaziak

A JAK2 V617F, CALR és MPL gének mutacios statusz meghatarozasanak céljabol 652
Philadelphia kromoszéma negativ (Ph-) myeloproliferativ neoplazidban (ET és PMF) szenvedd
beteg periférids vér vagy csontveld aspiratum mintdit vizsgaltuk. A betegek diagndzisai a
Semmelweis Egyetem (SE), a Pécsi Tudomanyegyetem (PTE) és a Szegedi Tudomanyegyetem
(SZTE) Patoldgiai Intézeteiben 1976 és 2016 kozott sziilettek. A WHO 2008-as diagnosztikai
kritériumai alapjan a 652 beteg koziil 425 esetben ET (131 férfi, 294 nd; medidn életkor: 59 év,
4-97 év; median kdvetési idd: 62 honap, 13-444 honap) €s 227 esetben PMF (112 férfi, 115 nd;
median életkor: 67 év, 23-93 év; median kovetési id6: 42 honap, 12-276 hoénap) volt a
diagnozis.

A CALR mutaciok fehérje-szintli (immunhisztokémiai) mennyiségi kimutatdsahoz a
fentiek kozil olyan ET és PMF esetek keriiltek bevonasra, amelyek esetében a molekuldris
vizsgalat soran felhasznalt periférias vérmintak mellett rendelkezésre alltak formalinban fixalt,
paraffinba agyazott (FFPE) csontveldi biopszias mintdk is. A kivalasztott 117 esetbdl 69 ET
(28 férfi, 41 nd; medidn ¢€letkor 58,9 év, 4-84 ¢v) és 48 PMF (24 férfi, 24 n6; median életkor
64,5, 31-90 év) megbetegedések kozé tartozott. Kilencvenegy beteg hordozott valamilyen
CALR mutéciot, a fennmaradd 26 mintat, melyekben JAK2 V617F, illetve MPL mutacid
jelenléte igazolddott, valamint a tripla negativ eseteket kontrollként alkalmaztuk. Ezen
csontveldi biopszias mintdk az SE és PTE Patoldgiai Intézeteibdl szarmaztak, az ET és PMF
diagnozisok 2002 és 2016 kozott sziilettek.

A diagnozis idépontjaban mért laboratoriumi paramétereket retrospektiven gytjtottiik,
mig a tovabbi klinikai adatok (tobbek kozott a leukémids vagy myelofibrotikus transzformacio,
cytoreduktiv terapia sziikségessége, thrombotikus epizod) a betegkdvetés idOtartama alatt
keriiltek Osszegyljtésre. Major thrombotikus epizodnak szamitottak az artérias trombozisok
(ischaemids stroke, tranziens ischaemias attack, akut myocardialis infarktus és angina pectoris),
valamint a vénds rendszer trombodzisok (kiilonds tekintettel az agyi sinusok és splanchnikus

vénak érintettségére, pulmonalis emboliara).

IV.2 DNS és RNS izolalas

DNS kivonast végeztiink valamennyi altalunk vizsgalt entitas szovetmintaibol tovabbi
genetikai vizsgalatok kivitelezésének céljabdl hagyomanyos, szilika-oszlop alapu extrakcios
eljarasokat alkalmazva. A DNS-izolalas periférids vérmintabol, nyirokcsomo biopszias

mintakbol vagy csontveld-aspiratumbol a High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche)
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segitségével tortént a gyartd utasitdsai szerint. A DNS-koncentracido fotometrids mérését
MaestroNano Micro-Volume Spectrophotometer (Maestrogen) ¢és NanoDrop 2000
(ThermoFisher Scientific) fotométerek segitségével végeztiik 260 nm hulldmhosszon. Az NGS

crer

Scientific) segitségével végeztiik. A DNS-mintdkat a tovabbi vizsgalatokig 4 °C-on taroltuk.

1™ reagens (ThermoFisher

Teljes RNS kivonast végeztiik 16 FL biopszias minta esetében Trizo
Scientific) felhasznaladsaval a gyartd utasitasainak megfeleléen. Az RNS mintdkat tovabbi

felhasznalasig -70 °C-on taroltuk.

IV.3 Teljes genomszekvenalas

“ ey

jatszé genetikai eltérések feltérképezésére dsszesen hat beteg szekvencialis mintainak (8 FL és
6 tFL minta) esetében 100 bazisparos ,,paired-end” szekvendlasi eljarassal a HiSeq 2000
genetikai analizator alkalmazasaval a gyarto utasitdsainak megfeleléen (Illumina). Valamennyi
vizsgalt beteg esetében rendelkezésiinkre allt germline kontroll (periférids vér) minta is,

amelyeket szintén alavetettiink WGS vizsgalatnak.

IV.4 Teljes exomszekvenalas

Teljes exomszekvenalassal (WES) tartuk fel tovabbi négy FL-ben szenvedd beteg

Osszesen 6 FL ¢és 4 tFL mint4janak (hozzajuk tartoz6 csiravonalbeli kontrollokkal egyetemben)

bazispar ,paired-end” szekvenalds HiSeq 2500 késziiléken (Illumina) zajlott a gyartd
utasitasainak megfelelden.

WES alkalmazésaval azonositottuk tovabba a kooperald szomatikus pontmutaciokat és
kopiaszam-eltéréseket egy RUNXI mutaciot hordozo familidris vérlemezke zavar — akut
myeloid leukémia korképben szenvedd hazai modell csalad esetében (4 gyermek és a két sziild
mintait vizsgalva) a SureSelect All Exon V5 kit (Agilent) felhasznalasaval. A szekvenalas a
HiSeq 2000 szekvenalod késziilék (Illumina) alkalmazéasaval zajlott a gyartd utasitasainak

megfelelden.
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IV.5 Célzott uj-generacios szekvenalas

Célzott NGS vizsgalatot, tin. panel-szekvenalasi vizsgalatot tobb entitds (FL és CLL)

esetében is végeztiink az alabbiak alapjan, valamennyi platform esetében a gyartoi

utasitdsoknak megfelelden.

iii)

52

Az EZH?2 gén NGS analiziséhez a Titanium amplikon rendszert (454 Life Sciences)
alkalmaztuk az 6sszesen 432 FL mintan. Negyvenhat esetben keriilt sor a teljes kodold
régi6d vizsgalatara (n=19 exon), a fennmarad6 320 esetben, valamint a 33 FL-tFL
mintaparon a 16-os (Y646 kodon) és 18-as exonok (A682 és A692 kodonok)

vizsgalatat végeztiik el.

A WGS ¢és WES kisérletek soran azonositott 28 kandidans gén (BCL10, CARDI1,
CD79a, CD79b, CREBBP, EBFI, EZH2, HISTIHIB, HISTIHIC, HISTIHID,
HISTIHIE, HISTIH2AC, HISTIH2AG, HISTIH2BC, HISTIH2BD, HISTIH2BG,
IKZF3, KLHL6, MEF2B, MLL2, MYDS8S8, PLCG2, PRKCB, SOCS1, STAT3, STAT®,
TNFAIP3 ¢és TNFRSF14) NGS analizisét az Access Array platform (Fluidigm)
alkalmazasaval végeztiikk el 100 FL minta és 32 FL-tFL mintapar esetében MiSeq

szekvenald berendezés (Illumina) segitségével.

Az ibrutinib kezelés szelekcids nyomasara lezajlé klonalis evolucids folyamatat CLL-
ben az esetek legalabb 2%-aban mutaciokat hordozé 30 célgén (4TM, BCOR, BIRCS3,
BRAF, BTK, CHD2, DDX3X, EGR2, EIF24, EP300, FBXW7, HISTIHIE, IGLLS,
KLHL6, MLL2, LRPIB, MED12, MGA, MYDS88, NFKBIE, NOTCHI, PLCG2, POTI,
RIPKI, RPS15, SAMHDI, SF3BI, TP53, XPOIl és ZMYM3) ultramély célzott
ujraszekvenalasaval vizsgaltuk 20 CLL-es beteg ibrutinib kezelés eldtt €s a kezelés
soran gyljtdtt mintaparjainak analizisével. Az NGS vizsgéalatot a TruSeq Custom
Amplicon rendszerrel (Illumina) végeztiik, amely soran a 150 bazisparos ,,paired-end”

szekvenalas MiSeq szekvenalod berendezésen (Illumina) zajlott.
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IV.6 Sanger szekvenalas

Sanger szekvenalassal valamennyi, az értekezésben vizsgalt entitas esetében végeztiink
mutacidanalizist. FL-ben az EZH2? gén mutécios forropontjait (16-os €és 18-as exonok),
familiaris myeloid kérképek esetében a CEBPA, NPM1, FLT3, RUNXI, ASXL1, c-CBL, TET2,
GATA2, ANKRD?26, ETV6, DDX41, TERC, TERT, SRP72 géneket, valamint a Ph- MPN-ak
esetében az MPL gén mutacios statuszanak meghatarozasat, valamint a CALR mutaciok pontos
tipusanak meghatarozasat végeztilk el ¢ modszerrel. A mutacidanalizis valamennyi esetben

crer

alkalmazott oligonukleotidok szekvenciaja a 3. és 4. tablazatban lathato.

3. tablazat: Az EZH2, MPL ¢é CALR gének
Sanger szekvenalashoz hasznalt oligonukleotidok szekvenciaja.

Gén Primer Szekvencia (5'-3')

EZH2 E 16F GTGTGCCCAATTACTGCCTT

EZH2 E 16R AGCATGCAAATCCACAAAC

EZH2 E 18F AGGCAAACCCTGAAGAACTG
EZH2 E 18R GGACTGAAAAGGGAGTTCCA
MPL E 10F CCGAAGTCTGACCCTTTTTG

MPL E. 10R ACAGAGCGAACCAAGAATGC
CALR E 9F AGTTTGGCAACGAGACGTG

CALR E 9R GAGTCTCACAGAGACATTATTTGG

A polimeraz-lancreakci6 (PCR) valamennyi amplikon esetében a standard
protokolloknak megfeleléen zajlott. A Sanger szekvenalast a BigDye terminator 3.1 kit
(ThermoFisher Scientific) alkalmazasaval hajtottuk végre, mig a kapillaris elektroforézis
valamennyi esetben ABI 310 vagy ABI 3500 genetikai analizatorral (ThermoFisher Scientific)
tortént. Az elektroferogramok manudlis elemzését a BioEdit [186] és Sequence Scanner
(ThermoFisher Scientific) szoftverekkel végeztilk. A mutaciok jelenlétét valamennyi esetben
mindkét DNS szalrol torténd kimutatassal erdsitettiilk meg. Sanger szekvenalast alkalmaztunk
tovabba szamos validacios kisérlet kapcsan is, amelyek soran a kiillonb6zé NGS vizsgalatok

talalatait kivantuk megerdsiteni egyedi oligonukleotidok alkalmazésaval.
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4. tablazat: A familiaris AML/MDS esetek genetikai karakterizalasahoz alkalmazott primerek

szekvenciai

Gén Primer Szekvencia (5'-3') Gén Primer Szekvencia (5'-3')

CEBPA E1F TCGCCATGCCGGGAGAACTCTAAC TERT E12F GGCAGGAGGCTCTTTGGAGC
CEBPA E1R AGCTGCTTGGCTTCATCCTCCT TERT E12R CTGCAAATCCAGAAACAGGCTGT
CEBPA E2F GCTGGTGATCAAGCAGGAGC TERT E13F GTTCCTCTTTCTTGTTCCATCTG
CEBPA E2R CCGCCACTCGCGCGGAGGTCG TERT E13R GGGTCAGAGGTGAGCAGAGC
CEBPA E3F GGCAGCGCGCTCAAGGGGCTG TERT E14F GCCCATGCCCACACCCACGA
CEBPA E3R CACGGCTCGGGCAAGCCTCGAGAT TERT E14R TTCACTCAGTCTCCTGACACAC
RUNX1 E1F GGAAAGGGGAACAGTTAAATTT TERT E15F GAGGGGAGCTGGGCTGGGC
RUNX1 E1R TTGGCTGTGGGTTGGTGAT TERT E15R AGGGCTGCTGGTGTCTGCTCTC
RUNX1 E3F GCCTGTCCTCCCACCACCCTCTC TERT E16F CTAGGAGGGTTGGAGGATGC
RUNX1 E3R AGCTGCTTGCTGAAGATCCG TERT E16R AGGGCTGCTGGTGTCTGCTCTC
RUNX1 E4F GTGGGTTTGTTGCCATGAAACG TERC 1F TCATGGCCGGAAATGGAACT
RUNX1 E4R CATCCCTGATGTCTGCATTTGTCC TERC 1R GGGTGACGGATGCGCACGAT
RUNX1 ESF CCCAAGGAATCTGAGACATGGTCC GATA2 E2F ACACCTCGTGGTGGGACTT
RUNX1 E5R TGTTCAGGCCACCAACCTCATTC GATA2 E2R CGCCTGGGTTCTCATCAC
RUNX1 E6F GGGGGCCCATTCTGCTGAGAGG GATA2 E3F CTGGTTCTGGGAGTCGTGAT
RUNX1 E6R GAGCATCAAGGGGAAACCCC GATA2 E3R ATCTGGGAAACCAACACTGC
RUNX1 E7F AATCCCACCCCACTTTACAT GATA2 E4F GACTCCCTCCCGAGAACTTG
RUNX1 E7R CTCAGCTGCAAAGAATGTGT GATA2 E4R GCGTCTGCATTTGAAGGAGT
RUNX1 E8F TCCGCTCCGTTCTCTTGC GATA2 ESF TTAGCCCTCCTTGACTGAGC
RUNX1 E8R GCTTGTCGCGAACAGGAG GATA2 E5SR AGCCAAGCTGGATATTGTGG
ETV6 E1F GGGAGAGGAAAGGAAAGTGG GATA2 E6F TGTTGCTGGAGGAAGGAACT
ETV6 E1R AACAGAGCAACTGCAACAGC GATA2 E6R GTCCTCGACGTCCATCTGTT
ETV6 E2F CCATTCCAAGCTTTCATTGTC ANKRD26 E1+5'UTRF CGGGGCTGACTTGTTATGTT
ETV6 E2R AAAACCACCTCAGAGCTTGC ANKRD26 E1+5'UTRR GCCTACTCCAGTGGCACTCA
ETV6 E3F TTCCAGCTGTCTAACTGACAAGA DDX41 E1F CTTCACATCGGATTGGGTCT
ETV6 E3R GGGGTGTTAAAGACCAACCA DDX41 E1R TCCTCGTCGTCCTCATCTTC
ETV6 E4F TCCCTTTCCTTTTTCTTTCCA DDX41 E2F GCGTGAAGAGGGGAGCAG
ETV6 E4R CACGAAGAAGACCAGCTTATCA DDX41 E2R GCCCTGGTGTACTGAAGCTC
ETV6 ESF GTCTTTCCCTCTGCTCCACA DDX41 E3F GATCCTGACGCTGACCTTGT
ETV6 ESR GATCAGAGGGTGCATGATGG DDX41 E3R CCAGGCTCAGCTTCTTCTTT
ETV6 E6F GCAGAAGCAGTTGCTGGATT DDX41 E4F GGCGAGAAAGAAGAAGCTGA
ETV6 E6R GGGCAGACGTAAAAAGCAGA DDX41 E4R ATCCCTGCATGTACCATCCT
ETV6 E7F GCAGTGCCTTTTCTGAGGTT DDX41 ESF GCAAAGAGTCTGCCAAGGAG
ETV6 E7R GGGTATCCGATAGGCAGGTA DDX41 E5R ATCCTAAGCAAGGGCAACTG
ETV6 E8F TGGAATCTCTTACCTCCTCCA DDX41 E6F ATGGTACATGCAGGGATGCT
ETV6 E8R CCTTTTCCACTCTCCTCAGC DDX41 E6R CGTACAGCTGAGGCAACAAG
TERT E1F TTCCTTTCCGCGGCCC DDX41 E7F TGGGGCTCTGAGAAAGTACC
TERT E1R CGAAGGCCAGCACGTTC DDX41 E7R GGGCCAATTTCAACAGAAGA
TERT E2/1F GTGTCCTGCCTGAAGGAGCTG DDX41 ES8F GCAATGGCTAGGTGTCCTTC
TERT E2/1R CGGATGGGTGGGAGTGGCGC DDX41 E8R ACAAAGGCTGGCACCAGAT
TERT E2/2F GCGCTGCCACTCAGGCCCGG DDX41 E9F GAGGGCAGGCCAGAGATT
TERT E2/2R GTAGGGGCACTGCGCGTGGTTC DDX41 E9R TTCCACAGACTCGCAGGTG
TERT E2/3F GTTTCTGGAGCTGCTTGGGA DDX41 E10F TGCCTGCTTGCCTCTAGATA
TERT E2/3R AGCCCCTACTGCATTCAGCT DDX41 E10R GTCCCTGCAGTCTGATGTGG
TERT E3F GGGTTGGCTGTGTTCCGGCC DDX41 E11F CCCTGTGTGCCCTTGGTC
TERT E3R TGGAGACAGGCGCATGCTGA DDX41 E11R CCAATCAGCTTCAGGGAGAC
TERT E4F CTTGTGGCTTCCCGTGAGCT DDX41 E12F GTGGCGGGTAAGCCTAATCT
TERT E4R CCCTTCATCTAAGCTGATACCA DDX41 E12R CAACTCCAGTCAGGGGCTAA
TERT ESF TATGGTGGGGTGGGCACTTGG DDX41 E13F ACAGAGTGCCAGGGGAGGT
TERT ESR CTTGACAAAGTACAGCTCAGGCG DDX41 E13R CTACTGCAGCAGGGTCCAAG
TERT E6F TGAGGGCAGAGGTGATGTCTG DDX41 E14F CCATGGTGGCTCTGACAGT
TERT E6R AGACACGACTGCATTCTAGACAC DDX41 E14R GCCTAACCCATGCCCTTG
TERT E7F CAGGTCCACACGTCCTGATCG DDX41 E15F ATGGGTTAGGCCGGAAAAG
TERT E7R ATGAGCCCAGTGATTGCCCAG DDX41 E15R ACCCAGGGAACAGCTAAGGT
TERT E8F GAGGGTCTTGGCCACGTGGT DDX41 E16F CCAGGTTCTGGCCACAGAG
TERT E8R GCAGGAGAGAGGTGAGCAGAAG DDX41 E16R ACCGGTTTCACGTTTCTGAC
TERT E9F GTCCTACGTCCAGTGCCAGGG DDX41 E17F TGCTGGAAGTCAGAAACGTG
TERT E9R TCTTCAAGACAGAGCAGTCATG DDX41 E17R GCAGTCTTGGGGACTGAGG
TERT E10F GTTTGACATTCAGTCCCTCGTAG SRP72 E6R TITTCTTTCTGGTCATTTAGTGTTT
TERT E10R GCAGGACACGGGGGGCTCAA SRP72 E7F AAACAAAGCTGCAAATGTCTGA
TERT E11F AGCATTTAACAAGGGTGTCAGGT SRP72 E10F TGAAAGAAATGGGATTTACCC
TERT E11R GCAGAGGTGGACGCAACGGC SRP72 E10R CAATGAAGCCTCAGTAATCTATCA
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IV.7 Droplet digitalis PCR (ddPCR)

Droplet digitalis PCR-t (ddPCR) alkalmaztunk az ibrutinib rezisztencia kapcsan
kialakul6 BTK Cys481Ser és PLCG2 Asp993His mutéaciok szenzitiv kimutatasanak és nyomon
kovetésének céljabol CLL-ben, a vad és a mutdns lokuszokra specifikus, kereskedelmi
forgalomban elérhetd probak (dsHsaMDS802598840 azonositojii assay a BTK mutécio,
dHsaMDS815970714 azonositoju assay a PLCG2 mutacié esetében) alkalmazasaval a gyarto
utasitasainak megfeleléen. A dropletek 1étrehozasara a QX200 Automated Droplet Generator
eszkozt, a leolvasasra a QX200 ddPCR rendszert (Bio-Rad) alkalmaztuk. Az eredmények
kiértékelését a Bio-Rad QuantaSoft szoftverrel végeztik. A BTK™" és PLCy2™" allélikus
terhelést (fractional abundance, FA) a detektalt mutans DNS molekulak (a), valamint a mutans
(a) és vad (b) molekuldk 0sszegének hanyadosaként hataroztuk meg: [FA = a/(a + b)]. A

késébbiekben az FA szinonimajaként a VAF fogalmat is hasznaljuk.

IV.8 Valés-idejii kvantitativ PCR (RQ-PCR)

A JAK2 V617F mutacios statuszt és a mutans allél terhelést (masképpen: VAF) a Larsen
¢s mtsai. [134] altal kordbban leirt médon, TagMan-alapu valos-idejii kvantitativ PCR (RQ-
PCR) vizsgalattal hataroztuk meg 652 Ph- MPN esetben. A reakciokat a Quantstudio 3 Real-
Time PCR System (ThermoFisher Scientific) hasznélataval végeztiik el. A mintak JAK2 V617F
mutacids terhelését AC; modszerrel hataroztuk meg [187], az alabbi képlet alkalmazasaval:
VAF = AC; — V617F/(AC; — WT + AC; — V617F) x 100.

RQ-PCR-rel hataroztuk meg tovabba az EZH2 mRNS szintjét 16 FL. mintdban, gyarilag

elérhetd TagMan assay (Hs00544830 m1) alkalmazasaval, a gyart6 utasitasainak megfeleléen.

IV.9 Fragmenshossz-analizis

A CALR gén 9-es exonjanak mutécioit nagy felbontasu fragmenshossz-analizissel
oligonukleotidok alkalmazasaval végeztiik el, a forward primer 5’-végén valé 6-FAM
fluoreszcens jelolést kovetéen. A PCR sordan keletkezett fluoreszcensen jelolt DNS-
fragmentumok hossz alapjan torténd szeparalasat kapillaris elektroforézissel végeztiik
ABI3500 szekvenator (ThermoFisher Scientific) segitségével. A CALR mutacios terhelést

(CALR™'Y), azaz a mutacid mennyiségi meghatarozasat a fragmenshossz-analizis soran
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azonositott csucsok amplitidojanak relativ aranyabol hataroztuk meg az aldbbi képlet alapjan:
CALR™Ut/(CALR™ + CALR"4). A CALR muticié pontos tipusanak meghatdrozasat

kétiranyu Sanger-szekvenaléassal végeztiik (lasd IV.6 rész).

IV.10 Immunhisztokémiai analizis: CALR mutaciok fehérje-szintii kimutatasa

Kilencvenegy, kiilonb6z6 CALR mutéaciot hordozd beteg FFPE csontveld-biopszias
mintdjan végeztikk el az immunhisztokémiai (IHC) CALR mutacidanalizist a mutans CALR
fehérjére specifikus CAL2 antitest hasznalatdval. Kontrollként az igazoltan JAK2 V617F és
MPL mutéciokat hordozo 26 beteg, valamint a tripla negativ genotipussal rendelkezé betegek
csontveldi mintait alkalmaztuk.

Az THC reakcidt a kereskedelmi forgalomban elérhetd, mutalt calreticulinra specifikus
monoklonalis anitesttel (CAL2 klon, DIA-CAL-250; Dianova) végeztiik deparaffinizalt
metszeteken. Az endogén peroxidaz-miikddés blokkolasat kovetden a metszeteket biotinmentes
anti-egér IgG polimer-peroxidaz konjugatummal (Dako Cytomation) festettiik meg. Az
immunreakcidkat diaminobenzidinnel (DAB) ¢s kromogén hidrogén-peroxidaz szubsztrattal
tettiik lathatova, majd a megfestett metszeteket Pannoramic 250 Flash III szkenner segitségével
digitalizaltuk (3DHISTECH). A digitalizalt metszeteket Caseviewer szoftvert (3DHISTECH)
alkalmazva vizsgaltuk.

Az THC reakcidval detektalt mutans calreticulin fehérje expresszids szintjét manualisan
¢s automatizalt képanalizis alkalmazéasaval is meghataroztuk. A mutans calreticulin expresszio
jelintenzitasat két, egymastol fiiggetlen patologus vizsgald végezte manualisan. A jelerdsséget
0, 1, 2 és 3 értékekben hataroztuk meg, melyek megfeleltethetok a mutans calreticulin fehérjét
nem expresszald, enyhén, kdzepesen és erOsen expresszald csoportoknak (20. abra). Az egyes
metszeteken 100 megakaryocyta expresszios szintjét értékeltiik, melyek szamértékeit
Osszeadva képeztiik a manualis H-értéket (un. Hman-€rték), amely az egyes mintak esetében 0
és 300 kozott valtozott. A vizsgalat sordn a mutdns calreticulin expresszidt mutatd nem-

megakaryocyta sejtek aranyat is meghataroztuk.
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20. abra: Kiilonbozé CAL2 intenzitassal jel616d6 megakaryocytak. (Forras: Mozes Réka doktori
ertekezés 2019, sajat felvételek)

A CAL2 jelolés szoftveres kiértékeléséhez automatizalt képanalizist alkalmaztunk
(DensitoQuant modul; 3DHISTECH), melyhez vizsgalandd régidoként metszetenként 100
megakaryocyta citoplazmat annotaltunk manualisan a 21. dbran szemléltetett modon. A vizsgalt
régidokban az immunfestés intenzitasinak meghatarozasa pixelenként tortént, amely sordn a
szoftver a manualis kiértékeléshez hasonl6an minden vizsgalt pixelhez egy szamértéket rendelt
(0-3; nem expresszald, enyhén, kdzepesen €s erdsen expresszald). A Hauo-€rtéket az alabbi
képlettel hataroztuk meg: (enyhén pozitiv pixelek aranya) + (k6zepesen pozitiv pixelek aranya)
x 2 + (er6sen pozitiv pixelek aranya) x 3 = Hauro-érték. A Hauo-€rték az egyes mintak kézott 0

¢és 300 kozott valtozott és ezaltal dsszevethetd volt a Hman-értékekkel.

CAL2 IHC 20x B

7 e

Annotation 100
Perimeter: 233.3 uym
Area: 550.8 ym?

megakaryocyta citoplazmajanak annotacidja manualisan tortént
caseviewer szoftverrel (3D HISTECH). (Forrds: Mozes Réka
doktori értekezés 2019, sajat felvételek)
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IV.11 Multiplex ligaciofiiggé szondaamplifikacié (MLPA)

MLPA alkalmazasara a familiaris MDS/AML esetek genetikai hatterének feltérképezése
soran, valamint a CLL klonalis evolucidjanak vizsgalata kapcsan keriilt sor. A familiaris
MDS/AML vizsgalatira a SALSA P437-B1 azonosit6ji szondakeveréket (MRC-Holland)
hasznaltuk, amely 5 célgén 42 16kuszanak kopiaszam-eltéréseit, valamint harom klinikailag
relevans pontmutaciot képes analizalni (5. tablazat). CLL esetében két szondakeverék
alkalmazasaval végeztiink vizsgalatokat (SALSA MLPA P037 CLL-1 és SALSA MLPA CLL-
2; MRC-Holland), amelyek 76 régioban tették lehetové a kopiaszam-eltérések analizisét. A
vizsgalt régiok pontos ismertetése a 6. tablazatban talalhato.

A genomialis DNS-bdl kiindul6 reakcio kivitelezése a gyartd utasitasanak megfeleléen
tortént, a PCR termékek elvalasztasa kapilléris elektroforézissel zajlott ABI 3500 genetikai
analizator (ThermoFisher Scientific) segitségével. Az adatok értékelése a Coffalyser.Net

(www.mlpa.com) szoftverrel tortént. A vizsgalt régiok relativ kopiaszamat két 1épésben

(egyrészt a mintan beliili referenciaszondékhoz viszonyitva, masrészt a referencia mintakkal
szembeni normalizacié altal) hatdroztuk meg. Amplifikacidét 1,3-nél magasabb relativ
koépiaszam esetében, mig deléciét 0,7-nél alacsonyabb relativ kopiaszam érték esetén

dokumentaltunk.

5. tablazat: A familiaris MDS/AML jellemzéséhez hasznalt SALSA P437-B1 probamix dsszetétele

o Vizsgalt Kromoszéma Szondahossz ... ., Vizsgdlt Kromoszéma Szondahossz
Vizsgalt gén ) " Vizsgalt gén ) )
exon régio (nukleotid) exon régio (nukleotid)

GATA2 8 3021.3 246 TERT 8 5p15.33 475
8 TERT 7 5p15.33 195
GATA2 c.1192C>T 3921.3 168 TERT 6 5p15.33 207
(p.R398W) @ TERT 5 5p15.33 454
GATA2 7 3921.3 276 TERT 4 5p15.33 258
7 TERT 3 5p15.33 296
GATA2 c.1061C>T 3g21.3 190 TERT 2 5p15.33 161
(p.T354M) & TERT 1 5p15.33 178
GATA2 int 6 3921.3 445 RUNX1 9 (10) 21922.12 324
GATA2 6 3g21.3 142 RUNX1 8(9) 21g22.12 301
GATA2 5 3021.3 409 RUNX1 int 7 (ex 8) 21922.12 157
GATA2 4 3g21.3 355 RUNX1 7 21g22.12 388
GATA2 3 3921.3 219 RUNX1 6 21922.12 439
GATA2 2 3g21.3 346 RUNX1 5 21g22.12 425
GATA2 1 3921.3 316 RUNX1 4 (4b) 21922.12 241
TERC 1 3026.2 270 RUNX1 3 21g22.12 360
TERC 1 3026.2 130 RUNX1 2 21922.12 283

* referenciaszonda
@ pontmutdcio
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5. tablazat (folytatas): A familiaris MDS/AML jellemzéséhez hasznalt SALSA P437-B1 probamix

Osszetétele
S Vizsgdlt Kromoszéma Szondahossz ... .. , Vizsgalt Kromoszéma Szondahossz
Vizsgalt gén . ~ Vizsgalt gén . ]
exon régio (nukleotid) exon régio (nukleotid)
TERC 1 3926.2 373 RUNX1 1 21g22.12 212
TERC 1 3026.2 489 FAF1* 1p32 288
CEBPA 1 19q13.11 265 CACNA1S* 1932 173
CEBPA 1 19q13.11 136 DYSF* 2p13 497
CEBPA 1 19g13.11 309 ACVR2A* 2023 431
TERT 16 5p15.33 395 ATP8A1* 4p13 124
TERT 15 5p15.33 148 PKHD1* 6p12 253
15 PCSK5* 9921 184
TERT c.3184G>A 5p15.33 200 STXBP1* 9q34 381
(p.A1062) @ UPF2* 10p14 402
TERT 14 5p15.33 469 SMPD1* 11p15 505
TERT 13 5p15.33 366 PSEN1* 14924 337
TERT 12 5p15.33 229 SPG11* 1521 481
TERT 11 5p15.33 331 MC4R* 1821 233
TERT 10 5p15.33 418 SAMHD1* 20911 460
TERT 9 5p15.33 224

* referenciaszonda

@ pontmutdcio

Forras: MRC-Holland, www.mrcholland.com

6. tablazat: A CLL klonalis evoluciojanak vizsgalatahoz hasznalt SALSA MLPA P037 CLL-1
és SALSA MLPA CLL-2 szondakeverékek Osszetétele.

SALSA MLPA P037 CLL-1 szondakeverék

SALSA MLPA P038 CLL-2 szondakeverék

N Vizsgalt Kromoszéma Szondahossz ... ., Vizsgalt Kromoszéma Szondahossz
Vizsgalt gén ) ~ " Vizsgalt gén ) )
exon régio (nukleotid) exon régio (nukleotid)
REL 7 2pl6.1 223 PTEN 5 10g23.31 368
REL 11 2pl6.2 292 PTEN 9 10g23.31 472
ALK 4 2p23.2 418 ATM 1 11g22.3 184
ALK 27 2p23.3 481 ATM 55 11g22.3 226
MYCN 2 2p24.3 178 RDX 11 11g22.3 281
MYCN 3 2p24.3 205 ATM 63 11g22.3 288
MYCN 2 2p24.3 247 ATM 13 11g22.3 373
MYCN 3 2p24.3 365 ATM 44 11g22.3 463
AlM1 2 6021 436 PPP2R1B 4 11g23.1 338
SEC63 16 6021 445 CADM1 1 11g23.3 361
TNFAIP3 9 6023.3 211 cD27 3 12p13.31 142
TNFAIP3 2 6023.3 493 STAT6 4 12g13.3 136
LATS1 4 6025.1 457 HMGA2 2 12q14.3 418
IGF2R 3 6025.3 235 PAH 4 12g23.2 240
PARK2 10 6026 352 IGF1 4 12qg23.2 310
TNFRSF10B Sb 8p21.3 241 RB1 17 13qg14.2 160
TNFRSF10A 1 8p21.3 312 DLEU2 11 13q14.2 178
EIF3H 2 8g24.11 142 KCNRG 1 13q14.2 221
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6. tablazat (folytatas): A CLL klonalis evolucidjanak vizsgalatahoz hasznalt SALSA MLPA P037
CLL-1 és SALSA MLPA CLL-2 probamix Osszetétele.

SALSA MLPA P037 CLL-1 szondakeverék SALSA MLPA P038 CLL-2 szondakeverék
e Vizsgalt Kromoszéma Szondahossz ... ..., Vizsgdlt Kromoszéma Szondahossz
Vizsgalt gén ) ~ " Vizsgalt gén ) )
exon régio (nukleotid) exon régio (nukleotid)

MycC 3 8qg24.21 160 DLEU1 downstream  13qg14.2 381
myc 3 8g24.21 281 DLEU1 2 13q14.2 402
CDKN2B 2 9p21.3 228 RB1 27 13qg14.2 480
CDKN2A 3 9p21.3 256 ATP7B 4 13q14.3 245
ATM 14 11g22.3 173 AKT1 4 14932.33 148
ATM 22 11g22.3 337 KIA0125 upstream 14932.33 203
LRMP 21 12p12.1 321 MTA1 3 14932.33 445
CCND2 5 12p13.32 358 TP53 1 17p13.1 166
CDK4 8 12q14.1 274 TP53 2a 17p13.1 198
IFNG 4 12q15 217 TP53 6 17p13.1 274
CHFR 4 13q14.2 400 TP53 5 17p13.1 319
KCNRG 3 13g14.2 148 TP53 10 17p13.1 346
MIR15A 1 13qg14.2 166 CDKN2D 2 19p13.2 265
FNDC3A 6 13q14.2 190 LDLR 7 19p13.2 301
DLEU2 2 13g14.2 195 CCNE1 12 19qg12 391
RB1 21 13q14.2 382 AKT2 6 19q13.2 328
ATP7B 6 13g14.3 306 MIR498 1 19913.42 427
DLEU7 1 13g14.3 373 COL11A1* 15 1p21.1 454
DLEU7 2 13q14.3 466 SERPINCI1* 5 1g25.1 172
TP53 4b 17p13.1 263 ZNF638* 2 2pl13.2 355
TP53 7 17p13.1 286 SCN1A* 12 2024.3 211
TP53 3 17p13.1 299 GBE1* 7 3pl2.2 500
TP53 1 17p13.1 409 L4* 1 5¢31.1 130
COL11A1* 29 1p21.1 136 GARS* 5 7pl4.3 258
USH2A* 60 1941 154 STX1A* 8 7q911.23 294
EDAR* 3 2912.3 267 OPTN* 11 10p13 192
COL3A1* 32 2932.2 451 RPGRIP1* 20 14911.2 490
GBE1* 7 3pl2.2 500 SEMA7A* 15 15g24.1 436
SCN5A* 9 3p22.2 391 ABAT* 2 16p13.2 409
KLKB1* 3 4935.2 184 CACNG2* 4 22912.3 154
NIPBL* 5 5p13.2 200

I4* 1 5g31.1 130

KIAA0319* 22 6p22.3 427

COL5A1* 24 9g34.3 344

ABCC8* 14 11p15.1 328

SPG11* 36 15g21.1 472

* referenciaszonda

Forras: MRC-Holland, www.mrcholland.com
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1V.12 Bioinformatikai analizisek

A IV.3-1V.5 fejezetekben ismertetett eljarasokkal 2009 és 2019 kozott generalt NGS
adatokat részletes bioinformatikai analizisnek vettiik ald, amely sordn a Homo Sapiens
referencia-genomhoz valo illesztést kdvetden a vizsgélatunk idején legkorszeriibbnek szamitod
hiba-korrekcios algoritmusok és varians-hivasi eljarasok alkalmazasa utan végeztik el a

A WGS adatok esetében a human referencia genomhoz (hg19) vald illesztés az Illumina

ELANDV?2 aligner program segitségével tortént. A PCR duplikatumok eltavolitasa a CAVASA

v18 (http://support.illumina.com/sequencing/sequencing_software/casava.ilmn)
programcsomag segitségével zajlott. A tumor- és a hozzajuk tartozd csiravonalbeli kontroll-
mintakbol az Gigynevezett egypontos nukleotid varidnsok (SNV: ,,single nukleotid variant”) és
az inzerciok-deléciok (indel) azonositasara a Strelka algoritmust hasznaltuk [188]. Az SNV-k
esetében a >15, az indel eltérések esetében a >30 sszesitett szomatikus mindségi értékkel (un.
Q-score) bir6 variansokat tekintettiik valos eltéréseknek.

A WES nyers adatok illesztése a Homo Sapiens referencia genom hgl9 verzidjahoz a

Burrows-Wheeler Aligner (BWA) 0.6.21 verzidjaval (http://bio-bwa.sourceforge.net/) tortént

[189], amit a SAM (Sequence Alignment Map) > BAM (Binary format of Sequence Alignment

Map) konverzié és a PCR duplikatumok eltavolitasa kovetett a Picard v1.86 szoftver

(http://broadinstitute.github.io/picard/)  segitségével. Az SNV-k ¢és indel eltérések
meghatdrozasahoz a Strelka (FL esetében), valamint a MuTect és GATK (familidris myeloid
korképek esetében) algoritmusokat hasznaltuk [190, 191].

A WGS és WES analizissel azonositott variansok annotalasa az SNPnexus tool [192]
segitségével tortént. A  dbSNP137 ¢és HapMap adatbazisokban megtalalhat6d
polimorfizmusokat, valamint a germline kontroll mintdkban megtalalhaté variansokat kizartuk
az analizisb6l. A transzkriptumok azonositasahoz és az aminosavcseréket eredményezd
eltérések annotalasdhoz az Ensembl adatbazist hasznaltuk. A varians allélfrekvencidk (VAF) a
mutaciot hordozé read-ek és az dsszes read hanyadosaként keriiltek meghatarozasra.

A kopiaszam eltérések (CNV) azonositasa a WGS és WES adatokbdl a VarScan2 [193]
algoritmus segitségével tortént, amit alléspecifikus szegmentacids analizis kovetett a
Copynumber R programcsomag alkalmazasaval [194]. Ez az analizis a heterozigotasag
elvesztésének (LOH: ,,loss of heterozigosity) és a szerzett uniparentalis diszomia jelenlétének

(aUPD: ,,acquired uniparental disomy”) vizsgalatat is lehetdvé tette.
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A WGS ¢és WES adatokat felhaszndlva filogenetikai analiziseket végeztiink a
,heighbour  joining” algoritmus [195] és a PHYLIP  programcsomag

(http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html) alkalmazéséval az FL transzformacio

evolucios 1épéseinek tisztazasanak céljabol.
A szomatikus mutaciok klonalitdsanak megitéléséhez sziikséges tumorsejt arany és
ploiditas (,,purity and ploidy™) meghatarozasadhoz az ABSOLUTE

(https://software.broadinstitute.org/cancer/cga/absolute) és ASCAT [196] algoritmusokat

alkalmaztuk.

A célzott Gjraszekvenalassal nyert NGS adatok elézetes feldolgozéasa soran a read-eket
a Homo sapiens GRCh37 referenciagenomhoz illesztettiik a BaseSpace Sequence Hub BWA
v0.7.13 aligner szoftver alkalmazasaval. A BAM fajlok valogatasat ¢s indexelését a SAMtools
v1.7 és a GATK v4.0 modulokkal végeztiik. A szisztémas szekvenalasi hibak a Base Quality
Score Recalibration szoftver segitségével keriiltek kijavitasra. Az SNV-k ¢és indel eltérések
azonositasara a LoFreq v2.1 varidnskereso szoftvert alkalmaztuk [197]. Az elemzés sordn a
szoftver minden azonositott varidnshoz adott p értéket rendelt, amely lehetové tette az alpozitiv
esetek pontos és egyértelmii kisziirését. A LoFreq v2.1 altal detektalt nyers variansok
funkcionalis annotaciojat az SnpEff v4.3 és az ANNOVAR v2017Jull7 eszkozokkel végeztiik,
melyek koziil az utébbi a COSMIC, avSNP és CLINVAR adatbazisok frissitett adatait is

........

TP53-specifikus Seshat és IARC adatbazisok alapjan is elvégeztiik [200, 201].

IV.13 Statisztikai analizisek

A statisztikai elemzéseket a GraphPad Prism szoftverrel végeztik A komparativ
analizisekhez két valtozo esetén normal eloszlast mutatd folytonos valtozo esetében t probat,
nem Gauss-eloszlast mutatd folytonos valtozd esetén Mann-Whitney U-probat hasznaltunk.
Kettonél tobb valtozo esetén ANOVA analizist alkalmaztunk. ANOVA analizis esetén post-
hoc tesztként Tukey- vagy Bonferroni-teszt alkalmazésa tortént. Korrelacid szamitasahoz

Pearson-probat hasznaltunk. A talélési analizishez Kaplan-Meier eljarast alkalmaztunk.
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1V.14 Etikai vonatkozasok

Valamennyi tanulmanyunk a Helsinki Nyilatkozattal 6sszhangban, a résztvevo betegek
mintavételt megel6zo irasos belegyezésével valosult meg, az alabbi relevans etikai engedélyek
birtokdban: London Research Ethical Committee (05/Q0605/140); Semmelweis Egyetem,
Regionalis, Intézményi Tudoményos ¢és Kutatasetikai Bizottsdg (TUKEB 155/2012);
Egészségiigyi Tudomanyos Tanécs, Tudomanyos ¢és Kutatasetikai Bizottsag (ETT-TUKEB:
14383-2/2017/EKU ¢és 45371-2/2016/EKU).

IV.15 Palyazati tamogatasok

Az értekezésben bemutatott eredmények az alabbi palyazati tiamogatasok segitségével
valésultak meg: i) Eurdpai Hematologus Tarsasag posztdoktori Osztondija (EHA Partner
Fellowship, 2010-2012), ii) Nemzeti Kivalésag Program Szent-Gyorgyi Albert posztdoktori
Osztondija (2013-2014), iii) Orszagos Tudomanyos Kutatdsi Alap posztdoktori palyazata
(OTKA-PD_108805 palyazat, 2013-2015), iv) Magyar Tudoméanyos Akadémia Lendiilet
palyazata (LP95021, 2015-2020), v) Nemzeti Kutatasi Fejlesztési és Innovacios Hivatal K16
palyazata (NKFIH K16 119950 palyazat, 2016-2020) és KH17 palyazata (NKFIH
KH17 126718 palyazat, 2017-2019), valamint vi) az Europai Bizottsag és az NKFIH altal
finanszirozott ERA-PerMed konzorcidlis palyazata (ERA-PerMed palyazat, 2019-2022).
Kutatésainkat részben tamogatta az NKFIH Nemzeti Versenyképességi ¢és Kivalosagi

Programjanak palyazata is (NVKP_16-1-2016-0004, 2017-2020).
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V EREDMENYEK

Az aldbb bemutatasra keriilé eredmények a jelolt elmult évtizedben kozolt tiz
idegennyelvii és harom magyar nyelvii els6- vagy utolsdszerzds eredeti kozleményeinek fobb
megfigyeléseit foglaljak magukban kiilonb6zé onkohematoldgiai korképek szomatikus és

csiravonalbeli genetikai jellemzésének témakorében.

V.1 Follicularis lymphoma transzformacidjanak feltérképezése és uj mutacios célpontok

azonositasa

Teljes genom- és exomszekvenalas (WGS és WES) alkalmazasaval tiz, FL-ben szenvedd

beteg transzformacio eldtti (FL) és azt kovetd (tFL) szOvetminta parjait vizsgalva

crer

crer

,European Genome-phenome Archive (EGA)” adatbazisba keriiltek feltoltésre az alabbi egyedi
azonositoval: EGAS00001000399.

V.1.1 Az FL transzformacidojanak genom-szintii mutacios profilja

A WGS-sel vizsgalt hat mintapar esetében osszesen 1000, fehérje-szerkezetet modosito
mutaciot azonositottunk 584 génben. A WES-sel analizalt négy FL-tFL mintapar esetében 560
fehérje-eltérést okozd mutacidt azonositottunk 359 génben. A mintankénti non-szinonim
mutaciok szdma 21 és 143 kozott valtozott, az esetek tobbségében magasabb mutacios terhelést
detektaltunk a tFL mintdkban (22. dbra).

Az azonositott varidnsok teljes listdja a relevans publikacio [202] fiiggelékében
talalhat6, terjedelmi okokbol a tovabbiakban a fobb jelpalyak és érintett komponenseik
ismertetésére szoritkozunk.

A genom-szintli analizisek soran gyakori mutacidkat azonositottunk a linker hiszton
génekben (HISTIHIC, HISTIHIE, HISTIH2AC, HISTIH2BC, HISTIH2BD, HISTIH2BG), az
epigenetikai gépezet enzimeit kddold génekben (CREBBP, EZH2, MEF2B, MLL2 a JAK-
STAT- (SOCS1, STAT3, STAT6) és az NFkB -jelatviteli utak (CARDI11, CD79a, CD79b,
MYDS88, PLCG2, TNFAIP3) komponenseiben, valamint a B-sejt fejlodésért felelds gének egy
csoportjaban (EBF 1, IKZF3, KLHLG6).

64



dc_1757 20

Non-szinonim mutacidk szama az FL-tFL mintaparokban
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22. abra: A teljes genom- és exomszekvenalas soran azonositott non-szinonim mutaciok
szamanak alakulasa a follicularis lymphoma (FL) és transzformalt FL (tFL) mintaparok,
illetve sorozatmintak esetében.

A WGS és WES aéltal tjonnan azonositott, mutacios célpontokat érintd szomatikus
mutaciok gyakorisagat és a betegség progresszidja soran betdltott szerepiiket célzott
ujraszekvenalassal hataroztuk meg tovabbi 100 FL minta és 33 FL-tFL mintapar vizsgalataval.
A relevansnak vélt 28 gén (BCLI10, CARDI11, CD79a, CD79b, CREBBP, EBFI, EZH2,
HISTIHIC, HISTIHIE, HISTIH2AC, HISTIH2BC, HISTIH2BD, HISTIH2BG, IKZF3,
KLHL6, MEF2B, MLL2, MYDS88, PLCG2, PRKCB, SOCSI, STAT3, STAT6, TNFAIP3,
TNFRSF14, HISTIHID, HISTIH2AG, HISTIHIB) nagy érzé¢kenységii NGS analizise soran
megfigyeltiik, hogy a betegek tobb mint 70%-a hordoz visszatéré mutaciokat legalabb két
epigenetikai szabalyozast kodolo génben az MLL2, CREBBP, EP300, EZH?2 gének koziil. A
betegek 28%-aban mutattunk ki mutaciokat legaldbb egy H1 linker génben, mig a JAK-STAT
utvonalhoz tartozd STAT6 és SOCSI mutacidok gyakorisaga 12% illetve 8%-nak adddott.
Gyakori mutaciokat hordozott tovabba a B-sejt fejlodésben kiemelt szerepelt betolté EBF1 gén
(17%), valamint az NFkB tutvonal negativ szabalyozoi koziil a CARDI1 (11%) és TNFAIP3
(11%) gének. A 100 FL minta esetében végzett analizis attekintd eredményei az alabbi

hétérképen lathatok (23. dbra).
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FOLLICULARIS LYMPHOMA
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23. abra: Huszonnyolc célgén célzott ij-generacios szekvenalassal végzett analizisének hotérképszer( attekintése 100 follicularis lymphoma minta
esetében az érintett gének mutacioinak és a mutacids gyakorisagok feltlintetésével.
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V.1.2 FL transzformacio evolucios mintazatai

erer

A korai (klonalis) és kés6i szubklonalis genetikai események elkiilonitésének céljabol
33 FL-tFL mintapar esetében elemeztiik a 28 fentebb ismertetett génben detektalt mutacioknak
a tumorsejtarannyal korrigalt allélfrekvenciajat az ABSOLUTE algoritmus segitségével. Az
(korai) eseménynek tekintettiik a hiszton modifikacidban részt vevo gének (MLL2, EZH?,
CREBBP), a B-sejt fejlodésben szerepet jatszo (EBF1, KLHL6), valamint a STAT6 és TNFRS14
gének mutaciot (24. abra).
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24, abra: A 28 vizsgalt gént érintd szomatikus mutaciok
klonalitasanak rekonstrukcioja a célzott ujraszekvenalassal nyert
adatokbol bioinformatikai algoritmusok segitségével. A kék savok
jelzik az adott gént érintd mutaciok kozott a klonalis varidnsok
aranyat.

Erdekes modon ezen gének esetében gyakran figyeltiink meg kopiaszam-eltérést is
(delécio vagy aUPD), ami az adott mutacié homozigotava valasanak hatterében allé esemény.
Tovabba ezen gének mutacidi az esetek tobbségében a kezelés ellenére perzisztalo, a betegség
transzforméacioja soran is stabil eltérésnek bizonyultak (25. dbra), ami arra utal, hogy a betegség
egyes relapszusainak rezervoarjaként szolgalo CPC populdcidban megjelend tgynevezett

alapitd genetikai eltéréseknek tekinthetok.
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25. abra: Klonalis és a betegség progresszidja soran dontéen klonalis stabilitdst mutato
genetikai eltérések szemléltetése két beteg esetében 28 célgén Uj-generacios szekvenalasi adatai
alapjan. Roviditések: VAF: varians allélfrekvencia, tFL: transzformalt follicularis lymphoma

A transzformdcioval legszorosabb kapcsolatot mutatd genetikai eltérésként a B-sejt

fejlédésben (EBFI) és az NFkB jelatvitelben szerepld gének (MYDSS, CD79B, CARDII,

TNFAIP3) mutacidit azonositottuk, amelyek szdmos esetben a tFL mintadkban jelentek meg és

nagy érzékenységli NGS vizsgalattal sem voltak kimutathatok a transzformaciot megel6zo

mintadkban. A 26. dbra ezen ugynevezett ,progresszor”

illusztralja néhany beteg példajan.
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26. abra: A B-sejt fejlodésben szerepet jatszo EBF1, valamint az NF«B jelatvitel
komponensek CARD11, TNFAIP3 és MYD&S8 progresszor mutacionak megjelenése a
transzformalt FL mintakban. Roviditések: tFL. transzformalt follicularis lymphoma;

VAF': varians allélfrekvencia.

68

genetikai eltérések megjelenését



dc_1757 20

A kopiaszam-eltérések (CNV) genom-szintli vizsgélata soran a tFL. mintadkban nagyobb
szamu CNV-t detektaltunk, melyek koziil kiemelenddk az EZH2, MDM?2, MYC és REL géneket

érintd kromoszomarégio-nyerések (27. abra).
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27. abra: Visszatéré kopiaszam-eltérések (deléciok és amplifikaciok) azonositdsa FL-tFL
mintaparokban ugynevezett Gistic plot megjelenitéssel. A szignifikans (szaggatott vonalon tulnyulo)
eltéréseket reprezentald csucsok mellett az érintett lokuszok lathatéak. A tFL mintakban gyakran
figyeltiik meg a EZH2, MDM?2, MYC és REL géneket (pirossal kiemelve) érinté amplifikaciokat.
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crer

Az NGS analizisek 4altal azonositott nem-szinonim mutaciokat felhasznalva

filogenetikai fakat szerkesztettiink valamennyi FL-tFL mintapar és sorozatminta esetében,

crer

crer

kozponti szerepet tolt be a CPC, amely mintegy rezervoarjaként szolgal a betegség ujabb
epizodjait majd a transzformaciot kialakité daganatsejteknek.

A CPC-k gyakran hordoztak mutacidkat az epigenetikai gépezet enzimeiben (MLL?2,
CREBBP, EP300, EZH?2), valamint a JAK-STAT jelatvitel (SOCS1, STAT6) és az NFkB
jelatvitel komponenseiben (BCL10, CARD11, CD79b). A filogenetikai analizis eredményei arra
is utaltak, hogy mig az MLL2, CREBBP és EZH?2 eltérések korai eseménynek szamitanak a
tumor evolucids folyamatdban, addig az EBFI, MYD88 és TNFAIP3 gének eltérései a
transzforméacio soran alakulnak ki.

Az FL transzformacidja soran a CPC vonatkozasaban kétféle mintdzatot definidltunk: a
gyakoribb forgatokonyv, az tgynevezett ,rich-CPC” modell esetében a CPC populécio
genetikai eltérésekben gazdag, szamos olyan driver mutaciot hordoz, amelyek az FL és tFL
betegség epizodokban is kimutathatdk (28. abra, #S2, #S7, S#1 és #S3 szamu beteg). A ritkabb
forgatokonyv soran (8sszesen két beteg esetében dokumentalva), az ugynevezett ,,sparse-CPC”
modell esetében a CPC populacié kevés genetikai eltérést tartalmaz azonban érdekes modon
ezen esetekben gyakran figyeltik meg a konvergens evolicid jelenségét, amely soran
egymastol fiiggetleniil, az FL és tFL kialakuldsa sordn is megjelentek ugyanazon gének driver
mutacidi, utalva ezen eltérések kritikus szerepére a betegség patogenezisében ¢&s

progressziojaban (28. abra, #S5 és #S9 szamu beteg).
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28. abra: A teljes genom- és exomszekvenalas soran azonositott non-szinonim mutaciok alapjan
rekonstrualt filogenetikai fak, amelyek a betegség evolucidjat szemléltetik négy beteg esetében. Az
egyes agak mentén szereplé szamok az adott mintaban kimutatott mutaciok szamat jelolik. A savozott
korok a hipotetikus kozds progenitor sejt/klont jelolik, amely a betegség progresszidjanak és
transzformacidjanak rezervoarjat szolgaltatja. Az #S2, #S7, #S1 és #S3 szamu betegek esetében Un.
,ich-CPC” mintdzatot azonositottunk, amely esetében a betegség progresszioja szempontjabol kritikus
genetikai eltérések mar a CPC szintjén megjelennek. Az #S5 és #S9 szamu betegek esetében (,,sparse-
CPC” forgatokonyv) a CPC kevés mutaciot tartalmaz, azonban a kritikus jelentdségii genetikai eltérések
egymastdl fiiggetleniil, konvergens evolucié Utjan alakulnak ki a betegség egyes epizddjaiban.
Roviditések: CPC: kozds progenitor klon, GL.: germline
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V.2 Az EZH? mutiaciok feltérképezése és Kklinikai jelentdségiik meghatarozasa
follicularis lymphomaban

Az EZH2 hiszton-metiltranszferazt vizsgalo tanulmanyaink soran meghataroztuk a gént
érintd mutaciok gyakorisagat €s klinikai relevancidjat nagyszamu FL betegcsoportok esetében,
valamint funkcionalis vizsgalatokat is végeztiink a mutaciok kdvetkeztében megvaltozott
H3K27 trimetilacio (H3K27Me3) vonatkozasaban [30]. Kés6bb lehetdségiink nyilt az EZH2
mutaciok nagy-érzékenységli vizsgdlatara ¢s az FL szubklonalis architektirajaban betoltott

szerepiik meghatarozasara is [31].

V.2.1 EZH?2 mutaciok vizsgalata hagyomanyos Sanger szekvenalassal

Az EZH?2 gén Y646 (korabbi terminoldgia alapjan Y641) kodonjat vizsgalva az esetek
12%-aban (26/221) azonositottunk Gsszesen négyféle (Y646F, Y646N, Y646H ¢és Y646S)
szomatikus EZH2 mutaciot (29.A abra). A 31 FL-tFL mintapar esetében a betegek 29%-aban
(9/31) mutattunk ki EZH2 Y646 mutdciot. Az EZH2? mutdcidés stdtusz nem mutatott

Osszefiiggést a betegek teljes tulélésével €s a transzformacio kialakulasaval (29.B éabra).
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29. abra: A: A kiilonboz6 tipustt EZH2 Y646 mutaciok reprezentativ elektroferogramjai. A korabbi
terminoldgia alapjan, az eredeti publikacioval megegyezOen az abran Y641-ként szerepelnek a
variansok. Az EZH2? mutaciok nem mutattak szignifikans Osszefiiggést a betegek B: teljes tulélésével
és C: a transzformacio kialakulasaval sem.
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V.2.2 EZH?2 mutaciok funkcionalis vizsgalata

Az EZH? mutaciok hatdsat az EZH2 expressziora mRNS- ¢s fehérje-szinten is
megvizsgaltuk. EZH2 mutéciot hordozd primer FL szdvetmintdkon és kiilonbozd centrum
germinativum eredetli B-sejtes lymphoma sejtvonalakat vizsgdlva nem mutattunk ki
kiilonbséget az EZH2 mRNS vagy fehérje expresszidjaban az EZH2 mutans és EZH?2 vad tipusu
esetek kozott (30. és 31. abrak).
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30. abra: EZH2 mRNS expresszi6 vizsgalata EZH2 mutans és vad tipusu A: primer FL mintakban és
B: B-sejtes sejtvonalakban. Kontrollként egészséges egyénekbdl gyiijtott tonzillaris B-sejteket, valamint
a HRC57 és Nc-Nc¢ benignus B-lymphoblastoid sejtvonalakat hasznaltuk.

Az EZH2 mutaciok funkcionalis hatasat vizsgalva, az addigi egyetlen irodalmi adattal
szemben eredményeink nem tamasztottak ald a mutacid lehetséges funkciovesztéses jellegét:
valamennyi esetben, az EZH? mutaciés statusztol fliggetleniil, H3K27me3 expressziot
mutattunk ki, amely az EZH2 mutans SU-DHL4 és SU-DHLG6 sejtvonalakban fokozottabbnak
bizonyult (31. abra).

A Primer FL mintak B Sejtvonalak
N 1 > I © L
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o o ((\:5 ((\;u < 5 ((\,,Q: @‘“ \LO(\‘ ‘LO(\& S\YO 80,0 \@‘Q% 60’\, 00\8\ \?\Q‘C V\(,V\
EZH2 — e G — —— S - .2 R s

H3K27ME3 | o s s o o . s

== EZH2 mutans = EZH2 vad tipus
31. abra: EZH?2 fehérje expresszio H3K27me3 expresszido meghatarozasa FZH2 mutans és vad tipusi

A: primer FL mintakban és B: sejtvonalakban. Az SU-DHL-4 ¢s SU-DHL-6 sejtekben fokozott H3K27
trimetilaciot detektaltunk.
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V.2.3 EZH?2 mutaciok vizsgalata uj-generacios szekvenalassal

Az EZH?2 mutaciok komplexebb vizsgalatara nagy érzékenységii NGS vizsgalattal nyilt
lehetdséglink. A korabbinal 1ényegesen magasabb aranyban, a vizsgalt betegek 27,5%-aban
(101/366) azonositottunk EZH2 mutacidt. Az azonositott mutaciok dontd tobbsége az Y646
kodont érint0 eltérés, amelyet az A682 és A692 kodonok mutaciéi kdvettek. Hairom, korabban
nem azonositott, 4j EZH?2 varianst (K634E, V637A és V679M) is felfedeztiink. A mutaciok
VAF-ja 2% és 61% kozott valtozott. A 101 betegben azonositott 106 EZH2 mutacio tipusanak

¢s allélfrekvencidjanak eloszlasa a 32. abran lathato.
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32. abra: A 101 betegben azonositott 106 EZH2 mutacio allélfrekvencidjanak (VAF) és tipusanak
eloszlasa 366 follicularis lymphomas beteg nyirokcsomo6 mintajanak vizsgalata alapjan. A kanonikus
Y646, A682 és A692 eltérések mellett ij mutaciokat (K634E, V637A és V6T79M) is azonositottunk.

A szenzitivebb analizissel nyert adatokat megvizsgalva sem mutattunk ki 6sszefiiggést

az EZH?2 mutécios statusz €s a betegek teljes tulélése kozott (33. abra).
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33. abra: Az EZH2 mutacios statusz és a teljes talélés
Osszefiiggése 366 follicularis lymphomas beteg esetében.
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Az EZH?2 mutaciok klonalitasat tisztdzando, a széles tartomanyban (2-61%) megjelend
EZH?2 VAF értékeket tovabbi driver gének (CREBBP, MLL2, TNFRS14 és MEF2B) NGS-sel
meghatarozott VAF értékeivel vetettiik 0ssze 43 FL minta esetében. Ily modon képesek voltunk
a valéban klondlis EZH2? mutaciok azonositdsara alacsony tumorsejtarany mellett is. A
valamennyi driver gén esetében alacsony VAF-fal megjelend mutacidokat alacsony
tumorsejtarany melletti klonalis eltérésként kategorizaltuk, mig amikor az EZH?2 esetében mért
alacsony VAF a tovabbi driver gén mutacidinak magas értékével tarsult, az EZH2 mutaciot
szubklonalisnak tekintettilk. Eredményeink alapjan az esetek tobbségében (81%, 35/43) az
EZH?2 mutaciok klonalis genetikai eltéréseket képviselnek (34. abra).

Klonalis EZH2 mutacié Klonalis EZH2 mutacio szubklonalis EZH2 muticié
(magas tumorsejtarany) (alacsony tumorsejtarany)
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34. abra: Klonalitas vizsgalata Uj-generacios szekvenalasi adatok varians allélfrekvenciajanak
értékelésével néhany reprezentativ eseten szemléltetve. Az EZH2 mutaciok klonalitasat a CREBBP,
MLL2, TNFRSF14 és MEF2B gének VAF értékeinek Osszevetésével hataroztuk meg. Ezzel a
modszerrel az egyértelmiien klonalis EZH2 variansok (A és B) mellett sikeriilt elkiiloniteni az alacsony
tumorsejtarany okan szubklonalisnak tiind, de klonalis (C és D) és a tovabbi driver gének magasabb
VAF értékébol kdvetkezden valdban szubklonalis EZH2 mutaciokat (E és F).
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Vizsgaltuk tovabba az EZH2 mutéaciok szerepét az FL progresszidja és transzformacioja
soran. A betegség diagndzisakor és relapszusakor meghatarozott mutacios gyakorisagok kozott
nem talaltunk kiilonbséget (diagnoziskor: 29%, n=70/23; relapszuskor 24%, n=31/129). A
magas gradusu transzformacidt vizsgalva a 33 FL-tFL mintapar 24,2%-adban (8/33)
azonositottunk £ZH2 mutaciot. Hat esetben az FL és tFL mintaban is kimutathat6 volt az EZH2
mutacid, mig egy esetben a mutacid elvesztését figyeltilk meg a tFL mintdban, illetve egy
esetben a transzformdci6 soran jelent meg az EZH2 mutécid (35. dbra). Osszességében az EZH2
mutaciokat korai, a progresszid soran stabil biomarkerként azonositottuk, ami ideélis célzott

terapids jeloltté teszi ezt az elérést.

EZH2 mutdcidk az FL transzformdacidja soran
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35. abra: Az EZH2 mutaciok tumorsejt arannyal normalizalt varians allél
frekvenciaja a transzformacidé soran. Hat beteg esetén a follicularis
lymphoma, valamint az azt kdvetden kialakult transzformalt follicularis
lymphoma vizsgalata megegyez0, klonalis EZH2 mutacidt mutatott, mig
egy-egy esetben a mutacido megjelent, valamint eltiint a transzformacio
soran (13-as és 18-as beteg).

Follicularis lymphoma kapcsan tett kiemelt megfigyeléseink:

= Elsoként végeztik el az FL transzformacidjanak genom-szintii
feltérkepézését, amely soran 0j mutacidés célpontokat és evolicios
mechanizmusokat azonositottunk.

= Genom szinten bizonyitottuk a k6zds progenitor klon elmélet relevanciajat

crer

= FElséként hataroztuk meg az EZH2 mutéaciok valddi gyakorisagat, klinikai
jelent6ségét €s a betegség klonalis architektirajaban elfoglalt helyét, ami
idedlis terapias célpontként definialta a gént FL-ben.
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V.3 Célzott terapia szelekcios nyomasara kialakulé evolicios folyamatok feltérképezése

kronikus lymphocytas leukémiaban

A CLL-t érintd tanulmanyaink soran elsdsorban a betegség kezelésében az elmult
é¢vekben megjelent innovativ terapia, az ibrutinib hatdsat vizsgaltuk a betegség szubklonalis
architektirajara idébeli és térbeli mutacids profilozas alkalmazasaval, amely sordn jelentds

szubklonalis heterogenitast és dinamikus klonalis szelekciot figyeltiink meg [203, 204].

V.3.1 Ibrutinib indukalta klonalis evolicio mintazatai CLL-ben

Husz CLL-ben szenvedd beteg ibrutinib kezelés elotti €s a kezelés sordn gyljtott
mintainak NGS-sel torténd analizise soran az ATM, BCOR, BIRC3, BRAF, BTK, CHD2,
DDX3X, EGR2, EIF2A4, EP300, FBXW7, HISTIHIE, IGLLS5, KLHL6, MLL2, LRPIB, MEDI2,
MGA, MYDS8S, NFKBIE, NOTCHI, PLCy2, POTI, RIPKI, RPS15, SAMHDI, SF3B1, TP53,
XPOI és ZMYM3 gének mutacidinak idébeli alakuldsat vizsgalva az ibrutinib kezelés hatasara
kialakul6 heterogén mutaciés mintdzatot azonositottunk. A kovetési id6 az NGS analizis
idejében 22,5 honap (tartomany: 3-34 honap) volt.

Az NGS analizis 6sszesen 211 szomatikus varidnst azonositott a 20 mintapar esetében,
atlagosan 7500x szekvenalasi mélység elérése mellett. A muticiok tobbsége (157/211)
szubklonalisnak (VAF < 10%) bizonyult (36. abra). Jelent6s szubklonalis heterogenitast
¢észleltiink az egyes esetekben, esetenként atlagosan 5 (tartomany 0-19) mutaciét detektalva,
amelyek atlagosan 4 (0-18) gént érintettek (37. és 38. abrak). A leggyakrabban mutacidkat
hordoz6 gének az aldbbiak voltak: NOTCH1 (70%, 14/20), ATM (70%, 14/20), TP53 (65%,
13/20) és BCOR (55%, 11/20) (37. abra).

Varians allélfrekvencia megoszlasa a 30 vizsgalt gén esetében
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36. abra: Az 0ij-generacios szekvenalassal azonositott mutaciok varians allélfrekvenciainak eloszlasa.
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Ibrutinib kezelt beteg parositott mintai

Mutdcids frekvencia
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37. abra: A 20 ibrutinibbel kezelt beteg 0j-generacids szekvenalassal torténd analizisének attekintd
megjelenitése mutacios hotérkép formajaban. Az abra a betegek IGHV mutacios statuszardl, valamint a
legfontosabb citogenetikai eltérések statuszardl is attekintést nyujt, a 30 vizsgalt célgén mutacios
profilja, valamint az egyes gének mutacidinak eléfordulasi gyakorisaga mellett.

Mutaciok szama a pre-ibrutinib és poszt-ibrutinib mintakban

20 - 19

Mutacidk szama

B-1 B2 B3 B4 B5 B6 B-7 B8 B9 B-10 B-11 B-12 B-13 B-14 B-15 B-16 B-17 B-18 B-19 B-20

m Kezelés el6tt  m Kezelés utan

Mutaciokat hordozé gének szama a pre-ibrutinib és poszt-ibrutinib mintakban
20 1~ 18

Mutacidk szama

B-1 B2 B3 B4 B-5 B-6 B7 B-8 B9 B-10 B-11 B-12 B-13 B-14 B-15 B-16 B-17 B-18 B-19 B-20
H Kezelés el6tt  m Kezelés utdn

38. abra: A: A detektalt szomatikus mutaciok szama, valamint B: a mutaciok
altal érintett gének szama esetenként a kezelés el6tti és a kezelés soran gytjtott
mintakban.
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Ugyanazon gént érintd tobbszOrds mutacidkat, azaz konvergens mutacids evoluciot
(CME: ,,convergent mutation evolution™) [205] az analizalt gének 40%-aban (12/30) mutattunk
ki, 2-4 mutaciot azonositva az egyes gének esetében. Osszességében CME-t a betegek 50%-
aban (10/20) azonositottuk, négy beteg esetében a pre- és poszt-ibrutinib mintdkban egyarant,
harom-harom beteg esetében pedig a pre- vagy poszt-ibrutinib mintaban dokumentaltuk ezt az
eseményt.

A szomatikus mutaciok idébeli alakuldsat elemezve megfigyeltiik, hogy a poszt-
ibrutinib mintdk enyhén magasabb mutéacids terhelést mutattak (118 vs. 93 mutacio), atlagosan
5,9 mutaciot (1-16) azonositva a kezelés elotti (pre-ibrutinib) mintdkban, szemben a poszt-
ibrutinib mintdkban dokumentalt atlagos 4,7 (0-19) mutacié-szammal (38.abra). A
NOTCHI, ATM, TP53 és BCOR voltak a pre- ¢és poszt-ibrutinib mintdkban egyarant
leggyakrabban mutaciot hordozé gének (39. abra). Az IGLLS, EIF2A4 és EP300 mutéaciok
eliminacigjat figyeltiik meg a poszt-ibrutinib mintak esetében, az alabbi gének esetében
ugyanakkor a mutaciok dusuldsat figyeltilk meg a kezelés soran gylijtott mintdk esetében:
SF3B1 (5% Vs. 40%), MGA (5% vs. 30%), BIRC3 (10% vs. 30%). A
BTK, PLCy2, RIPK1, NFKBIE ¢s XPOI mutaciok kizarolag a poszt-ibrutinib mintakban
keriiltek kimutatasra 35, 15, 10, 5 ¢és 5%-os mutaciés frekvenciaval az egyes gének
vonatkozasaban (39. abra).

A TP53 mutaciok magas gyakorisaga a kezelés el6tti és azt kovetd mintakban (45%)
megfelel annak a ténynek, hogy az altalunk vizsgalt kohorsz tobb kezelésen atesett relabalod
betegekbdl 4lld6 csoport. Kordbban 196 CLL-es beteg 7P53 mutacid-analizise soran
demonstraltuk, hogy a betegség progresszidjaval a TP53 mutaciok gyakorisaganak folyamatos,

akar 50%-ot is eléré emelkedése figyelheté meg [206].
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A SZOMATIKUS MUTACIOK IDOBELI MEGJELENESE
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39. abra: A vizsgalt 30 célgén el6fordulasi
gyakorisaganak Osszehasonlitasa a kezelés elotti
és kezelés utani mintak esetén.

V.3.1.1 A BTK, PLCG?2 és TP53 mutaciok szubklonalis dinamikdja

Az ibrutinib rezisztencidval kapcsolatba hozhaté BTK vagy PLCy2 mutacidkat a
betegek 40%-aban (8/20), illetve 5%-aban (1/20) azonositottunk, két esetben a BTK és PLCy2
mutaciok egyiittes eléfordulasat figyeltik meg. A kanonikus BTK C481 és PLCy2 D993
mutacios forropontokon kiviil korabban nem ismert mutaciokat is azonositottunk a két génben:
R28, G164, R490 és Q516 aminosavakat érint0 variansok a BTK génben, mig a F82, R694 ¢s
S1192 kodonokat érintd mutaciok a PLCy2 génben felfedezett 11j varidnsok voltak (40. és 41.
abrak). Az ujonnan azonositott mutaciok dsszesen négy betegben jelentek meg (betegenként 1-

4 mutacio).
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Richter transzformacio
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40. abra: A BTK fehérje alegységeiben eddig leirt mutaciok kiegészitve az altalunk Gjonnan azonositott
variansokkal. A piros szinnel jelolt variansokat a betegek CLL mintaiban azonositottuk, mig lila szinnel
jeloltiik a Richter transzformacid soran vett mintakbdl kimutatott mutaciokat. A BTK R28S, G164D,
R490H és Q516K mutaciokat korabban nem azonositottak a COSMIC adatbazis szerint.

PLCG2 (Chr 16q233) Richter transzformacio

CLL progresszi

A tanulményunkban azonositott mutaciok

v v v M
I I N
| | | |
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41. abra: A PLCG2 fehérje alegységeiben eddig leirt mutaciok kiegészitve az altalunk ujonnan
azonositott variansokkal. A piros szinnel jeldlt variansokat a betegek CLL mintaiban azonositottuk, mig
lila szinnel jeldltiik a Richter transzformacio soran vett mintakbol kimutatott mutaciokat. A PLCy2 F82S
és S1192G mutacidt korabban nem azonositottak a COSMIC adatbazis szerint. A PLCy2 R694H
varianst korabban két vastagbélrak mintaban azonositottak (COSM2693625), azonban CLL-ben
tanulmanyunk idején még nem irtak le.
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A TP53 mutacidk vonatkozasaban a klonalis evolicid kiillonb6z6 mintazatait figyeltiik
meg; bizonyos esetekben a 7P53 mutans szubklon eltiinését azonositottuk az ibrutinib terapia
hatdsara, mas esetekben a 7P53 mutans szubklon térnyerését dokumentaltuk a gyogyszer
szelekcios nyomasanak hatasara. Erdekes modon néhany esetben az eredeti TP53 mutéci6
eliminaciojaval parhuzamosan ujabb fiiggetlen 7P53 mutans szubklon(ok) megjelenését
figyeltik meg. A 42. abran ezen mintdzatokat mutatd esetekben megfigyelt klonalis
architektira valtozasai lathatéak négy beteg példajan szemléltetve.

A TP53 és BTK mutaciok alternald klonalis dinamikdjat irtuk le szinte valamennyi
esetben, amely mindkét gén mutéaciojat hordozta: a BTK mutaciok megjelenését az ibrutinib
kezelés soran a TP53 mutans szubklon eliminacidja kisérte valamennyi esetben (42. abra, #B7
beteg). Ugyanakkor a TP53 mutans szubklonok expanzidja kizardlag egy esetben volt
megfigyelhetd valamely BTK mutacio jelenlétében, és a kanonikus BTK C481 mutaciot egyszer

sem mutattuk ki 7P53 mutaci6 jelenlétében a poszt-ibrutinib mintakban.

T =2 e T22
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§ 404 . i_i 154
g g
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0 -4 TP53 p.M246T 0 -# TP53 p.D281N
* ' |
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42. abra: A szubklondlis architektira valtozasanak abrazolasa négy beteg esetében. Konvergens
mutacios evoluciot figyelhetiink meg a 2-es €s 20-as szamu betegek esetében, akiknél tobbszoros TPS53
mutaciok megjelenése volt kimutathato. A TP53 mutaciok varians allél frekvenciajanak expanzioja és
eliminacidja egyarant megfigyelhetd volt az ibrutinib kezelés soran.

A nyers szekvenalasi adatok elérhetok a European Nucleotide Archive honlapjan
(https://www.ebi.ac.uk/ena, PRJEB32120, Secondary Accession:

ERP114759).

Primary Accession:
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V.3.2 A betegcsoport klinikai kovetése

A betegcsoport kovetési ideje a fentebb ismertetett NGS analizis idejében 22,5 honap
(tartomany: 3-34 honap) volt. A mutacio-analizist kovetden eltelt idovel 6sszesen median 36,5
hénap (3-43 honap) elteltével a betegek 65%-a (13/20) parcialis vagy komplett remisszidoban
még ibrutinib kezelés alatt allt. Harom beteg (#9, #10 és #17) esetében, akik BTK mutéciot
hordoztak, Richter transzforméacio alakult ki és a kovetés 4., 30., valamint 18. honapjaban
elhunytak. A #9 és #17-es szamu betegben az Ujonnan felfedezett BTK mutaciok kapcsolatat
mutattuk ki a betegség progressziojaval (43. abra). Két beteg (#2 és #19) esetében szekunder
daganat kovetkeztében tortént az elhaldlozds. Az NGS analizishez torténd mintagyiijtést
kovetden 12, illetve 15 honappal késobb az #5 és #20 betegekben is kimutattuk az ibrutinib
rezisztenciaval tarsuldé BTK C481S mutaciot digitalis droplet PCR alkalmazasaval. A
betegcsoportunkban valamennyi BTK és/vagy PLCy2 mutaciot hordozé beteg laboratoriumi
(folyamatosan emelkedd fehérvérsejtszam) vagy klinikai progresszio jeleit mutatta. BTK

¢s/vagy PLCG2 mutaciok hianyaban nem figyeltiink meg terdpias kudarcot és betegség

e
progressziot.
mer
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43. abra: A 20 ibrutinibbel kezelt betegen végzett molekularis és citogenetikai vizsgalatok eredményét
abrazold idévonal. Piros korrel jeloltiik a progresszio idopontjaban uj-generacios szekvenalassal
azonositott BTK, valamint PLCy2 mutaciokat. Roviditések: +12: 12-es kromoszoma triszomidaja, 13q-:
del(13q); 17p-: del(17p); IGHV M: IGHV mutdcio pozitiv, IGHV U: IGHV mutdcio negativ, komplex:
komplex karyotipus.
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V.3.3 BTK rezisztencia mutaciok szenzitiv nyomonkovetése CLL-ben

Sorozatmintdk nagy szenzitivitasi (0,01%) ddPCR-rel valé vizsgalata altal
lehetdséglink nyilt a BTK ¢és PLCy2 mutaciok megjelenésének legkorabbi idOpontjat
azonositani a betegség klonalis fejlédése soran. A 44. abran bemutatott 6t beteg esetében
meghatédroztuk a legkorabbi idépontot, amikor a BTK/PLCy2 mutaciok szelektiv elonyre tettek
szert. Ezen mutaciok a klinikai relapszust atlagosan 10,5 honappal (7-15 honap) megel6zéen
jelentek meg alacsony allélfrekvencidval. Az #1 és #10 szamu beteg esetében az ibrutinib
rezisztencia kialakuldsat kdvetden alkalmazott BCL2 gatldszer venetoclax hatdsara megfigyelt
BTK mutans szubklon redukcidjat is dokumentaltuk (44. abra). A #10 szamu beteg esetében

fedeztiik fel a térbeli konvergens evolucio jelentoségét a betegség evolucidja soran (lasd V.3.4.

fejezet).
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44. abra: A BTK Cys481Ser és PLCG2 Asp993His mutaciok kovetése digitalis droplet PCR
modszerével 6t beteg esetében. A BTK vagy PLCy2 gének mutacioi atlagosan a klinikai relapszus el6tt
10,5 honappal (tartomany 7-15) jelentek meg a betegek keringésében. Az #1 és #10 szamu betegek
esetén a venetoclax kezelés hatasara bekovetkez6 varians allél frekvencia valtozast is abrazoltuk a BTK
és PLCy2 mutaciok esetében. Roviditések: FA: frakcionalis abundancia.
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V.3.4 Térbeli szubklonalis heterogenitas és konvergens evolicié azonositasa CLL-ben

Atfogd genetikai vizsgalatokat végeztiink egy a betegség diagnozisakor 47 éves férfi
beteg tobb mint tiz kiilonbdzd iddpontban és anatomiai lokalizdcidban gyiijtott mintdjanak
esetében. A harom vonalbeli kemoimmuno-terapia kudarcat kovetd ibrutinib-, majd azt koveto
venetoclax kezelés alatt lezajlo klonalis valtozasokat dokumentéltuk a beteg periférias vér-,
csontvel6- és folyadék biopszias mintaiban (45. abra). Az ibrutinib-kezelés 21. honapjaban
kialakul6d rezisztencia kapcsan végzett szovettani vizsgalat DLBCL-be torténd Richter
transzformaciot igazolt, amely klonalis kapcsoltsagat a kezdeti CLL betegséggel az IGHV gén
mutacid-analizisével igazoltuk, identikus IGHV1-69 génszakaszt ¢s kedvezotlen prognézist
elérevetitd [69] negativ mutacids statuszt felfedve. Az ibrutinib kudarcot kovetden alkalmazott
venetoclax kezelésre adott rovid valasz utan a beteg ismét progredialt, majd az intenziv mentd
kemoterapia €s autolog HSCT-t kdvetden hét honappal elhunyt.

Az ibrutinib rezisztencia dokumentalasanak idejében a periférias vérben a kanonikus BTK
C481S mutacidt azonositottuk Sanger szekvenalassal, mig érdekes modon a nyirokcsomo
mintaban az ugyancsak ibrutinib rezisztenciaval tarsulé PLCy2 D993H mutaciét mutattuk ki
vad tipusu BTK génszekvencia mellett, a térbeli konvergens evolicio elsé esetét leirva CLL-
ben [204]. Nagy érzékenységli NGS eljarassal vizsgalva a nyirokcsom6 mintaban domindns
PLCy2 D993H mutécié mellett minor szubklonként a BTK C481S mutacidt is kimutattuk, mig
a periférias vérben a PLCy2 mutaci6 e vizsgalattal sem volt kimutathat6 (45. abra). A térbeli
heterogenitast vizsgalva, mindkét széban forgd mutéciot sikeresen mutattuk ki a beteg folyadék
biopszias, keringd sejtmentes DNS (ccfDNS) mintdjabol ddPCR vizsgalat segitségével.

A periférias vér és nyirokcsom6 kozott megfigyelt heterogenitas tovabbi analizise soran
az ATM, BCOR, BIRC3, EGR2, NOTCHI1, NFKBIE, MYDS&8, SF3B1 és TP53 gének mutacios
statuszat tartuk fel NGS vizsgalattal. A mindkét kompartmentumban kimutatott
ATM F2393V, NOTCHI Q2409* ¢és SF3B1 L840W mutaciok mellett a BIRC3 S566fs és
az EGR2 A132T mutacidk kizarolag a periférias vérben jelentek meg (45. édbra). A tovabbi
gének vad tipustnak bizonyultak.

A betegség progresszidja soran MLPA segitségével a kopiaszam-eltérések tekintetében
is klonalis evoluciot figyeltiink meg: a kezdeti CLL-ben kimutathat6 del(13q) mellett a Richter

........

(45. abra).
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45, abra: Az ibrutinib rezisztencia kialakulasat kiséro klinikai események és genetikai valtozasok, a genetikai eltérések térbeli heterogenitasanak kiemelésével.
Roviditések: ddPCR: digitalis droplet PCR,; FISH: fluoreszcens in situ hibridizacio; MLPA: multiplex ligaciofiiggd szondaamplifikacio;, RFC: rituximab-
fludarabin-ciklofoszfamid; RCVP: rituximab-ciklofoszfamid-vinkrisztin-prednizolon; RB: rituximab-bendamustin; SCT: hematopoietikus 0ssejt transzplantdcio.
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A BTK és PLCy2 mutans szubklonok iddbeli és térbeli klonalis dinamikajat tovabb
vizsgalva, tiz kiilonb6z6 periférias vérminta, valamint a nyirokcsomdi minta esetében kovettiik
nyomon ddPCR eljarassal a két gén kordbban azonositott variansait. Az ibrutinib kezelés
megkezdése elétt a BTK és PLCy2 mutaciok nem voltak kimutathatok, mindazonaltal a klinikai
relapszust 15 honappal megeldzden alacsony allélfrekvenciaval (BTK C481S: 0,03% és PLCy2
D993H: 0,003%) megjelentek a beteg keringésében a kezelés 6. honapjaban (46. abra). Az
ibrutinib szelekcioés nyomasanak hatasara a két szubklon fokozatos expanzidjat figyeltiik meg.
Az ibrutinib terapias kudarc idejében a periférias vérben a BTK C481S, mig a nyirokcsomoban
a PLCy2 D993H szubklén volt dominans (46. abra). Erdekes modon a BTK és PLCy2 muténs
szubklonok kiilonb6zd szenzitivitast mutattak az alkalmazott venetoclax kezelésre: a vérben
dominans BTK C481S szubklon eliminacidjaval parhuzamosan a korabban a nyirokcsomoban
dominans PLCy2 D993H szubklon expanzidjat figyeltik meg a periférids vérben, ami a
betegség progresszidjahoz és a beteg haldldhoz vezetett, felhivva a figyelmet a nagy

érzékenységli, tobb anatomiai lokalizacidt is magaba foglalod genetikai analizis jelentéségére a
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46. abra: A kimutatott BTK és PLCy2 mutaciok varians allél frekvencidjanak valtozasa a korlefolyas
soran. (A) A BTK p.C481S és PLCG2 p.D993H mutaciok nyomonkdvetése digitalis droplet PCR-rel a
periférias vér, nyirokcsomo, valamint keringé sejtmentes DNS (ccfDNS) mintakban ibrutinib, majd
venetoclax kezelés mellett. A mutacios terhet a varians allél frekvencia (frakcionalis abundancia) jeleniti

meg, mely a mutans DNS molekulak aranyat fejezi ki a mutans €s vad-tipusi molekulak 6sszegéhez
viszonyitva. A varians allél frekvenciat a CLL sejt aranyra normalizalva adtuk meg az aramlasi
citometrias mérés eredménye alapjan. Roviditések: ccfDNA: keringd sejtmentes DNS,; ddPCR: digitalis
droplet PCR.

Kronikus lymphocytas leukémia kapcsan tett kiemelt megfigyeléseink:
= Elsoként végeztiik el klinikai tanulmanyon kiviili beteganyag esetében az
ibrutinib kezelés hatasara kialakuld klonalis evolucio feltérképezését

valamennyi CLL-ben ismert célgén kontextusaban.

= Uj, az ibrutinib rezisztenciaval kapcsolatba hozhaté BTK és PLCy2
mutaciokat fedeztiink fel.

= Elsoként irtuk le a térbeli konvergens evoluci6 jelenségét CLL-ben.
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V.4 Driver muticik mennyiségi feltérképezése ¢és fehérje-szintii Kkimutatasa

Philadelphia kromoszéma negativ kronikus myeloproliferativ neoplaziakban

A Philadelphia kromoszdéma negativ kronikus myeloproliferativ neoplaziakban végzett
vizsgalataink soran nagyszamu hazai betegcsoport esetében végeztik el a JAK2, CALR és MPL
gének mutacio-analizisét, amely soran 0j 0sszefliggéseket azonositottunk a mutans allélterhelés
¢s kiilonbozoé klinikai paraméterek kozott, uj CALR mutacidkat fedeztiink fel, valamint

kidolgoztunk egy eljarast a CALR mutéciok fehérje-szintli mennyiségi kimutatasara [207, 208].
V.4.1 A vizsgalt Ph- MPN betegcsoport driver mutacios profilja

A JAK2 V617F, CALR és MPL driver mutaciok analizisét 425 ET és 227 PMF esetben
végeztiik el. ET-ben a driver mutaciok megoszlasa a kovetkezdképpen alakult: JAK2 V617F
mutacid az esetek 55,8%-aban, CALR mutécio a betegek 24,5%-aban igazolodott, mig MPL
mutaciot (W515A/K/L/R) a betegek 1,6%-hordozott. Egy esetben (0,2%) figyeltiikk meg a JAK2
V617F és CALR mutéciok egylittes eléfordulasat, mig a betegek 17,9%-aban egyetlen driver
gén mutacidt sem figyeltiink meg (47.A abra). PMF-ben a driver mutaciok tekintetében az
alabbi megfigyeléseket tettiik: az esetek 58,6%-aban JAK2 V617F mutéacio volt azonosithato,
CALR mutacidé az esetek 21,6%-aban volt kimutathatd, mig MPL gént érintd eltéréseket a
betegek 7%-aban detektaltunk (47.B abra). A PMF esetek 11,9%-a bizonyult tripla negativnak
(47.B abra).

A B

Esszencialis Thrombocythaemia Primer Myelofibroézis

0.9%
w JAK2 V617F \
= CALR 7.0%

MPL

m JAK2 V617F
= CALR
MPL
m JAK2 V617F+ CALR+

. , m CALR+ MPL+
= tripla negativ

= tripla negativ

47. abra: A 652 Philadelphia kromoszéma negativ myeoloproliferativ neoplaziaban szenvedd beteg
mutacios profilja A: esszencialis thrombocythaemia (n=425) és B: primer myelofibrozis (n=227)
esetében. (Forras: Gango és mtsai., Leukemia Research 2018)
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V.4.1.1 Calreticulin mutdciok megoszlasa

Osszesen 24-féle CALR mutaciét mutattunk ki a betegcsoportban, amelyek koziil 12 1;j,
korabban még nem azonositott eltérésnek bizonyult. A korabban mar ismert mutaciok mellett
un. l-es tipus-szerli, 2-es tipus-szerd, ritka in-frame deléciés mutaciokat és egyéb ritka
mutaciokat is azonositottunk (7. tablazat).

Az ET ¢és PMF eseteket 6sszehasonlitva a CALR mutacié-tipusok megoszlasa eltéronek
bizonyult. PMF-ben az l-es és 2-es tipusu CALR mutaciok gyakorisdga szignifikansan
magasabbnak adodott az ET esetekhez képest (66% és 12% PMF-ben vs. 49% ¢és 34% ET-ben,
p=0,007) (48. dbra). Az l-es tipus-szerl és 2-es tipus-szerii mutaciok megoszlasa hasonlonak
bizonyult a két entitas kozott: PMF-ben 75% vs. 18% az 1-es tipus-szerti mutaciok tekintetében,

mig ET-ben 60% vs. 37% a 2-es tipus-szerti mutaciok tekintetében (p=0,020).

CALR mutaciék megoszlasa ET-ben CALR mutaciék megoszlasa PMF-ben
. \\"‘ 1% ’ “"
1%
po2 22% > 4
'/ 1% ' ‘
2%
% 6 ay
= typel = type2
type7 type 8 = typel = type2
" type24 " type33 ¢.1099_1150del ¢.1103A>T, ¢.1104_1137del
m c.1099_1150del m .1100_1145del « ¢.1103_1136del u ¢.1110_1141del
= .1103_1136del = ¢.1102A>G, c.1103_1136del
m c.1116_1146del = c.1125_1146del
= ¢.1105_1156del = c.1112_1142del
= ¢.1128_1154delinsGTGTC €.1129_1135AAAGAGG>CTTTGCTTA = ¢.1135_1138del = ¢1155_1158GGAG>TTGTCAGAA
c.1142_1144del c.1149_1152GGAC>TTGTCA = 1158 1159insAGGACAAGGAG = c.1191_1199del

48. abra: Az azonositott Calreticulin mutaciok tipusonkénti megoszlasa A: esszencidlis
thrombocythaemia (n=105) és B: primer myelofibrozis (n=51) esetében. Roviditések: ET: esszencidlis
thrombocythaemia;, PMF: primer myelofibrozis. (Forras: Gango és mtsai., Leukemia Research 2018)

90



dc 1757 20

7. tablazat: A 156 betegben azonositott 24-féle Calreticulin mutacio tipusa és hatasuk a fehérjeszerkezetre.

Referencia szekvencia
Negativan toltott szakaszok

AAEKQMKDKQDEEQRLKEEEEDKKRKEEEEAEDKEDDEDKDEDEEDEEDKEEDEEEDVPGQAKDEL-
| 1l 1]

Nukleotid valtozas Tipus Aminosav valtozds Fehérje Kategoria Mely MPN|
c.1092_1143del 1-es tipus L367fs*46 AAEKQMKDKQDEEQRTRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLQGWTEA- l-es tipus-szeri ET, PMF
€.1099_1150del Uj L367fs*46 AAEKQMKDKQDEEQRTRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLOGWTEA- l-es tipus-szeri ET, PMF
€.1100_1145del COSM2270995 L367fs*48 AAEKQMKDKQDEEQRQRTRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLOGWTEA- l-es tipus-szer(i  ET
€.1102_1153del 7-es tipus K368fs*48 AAEKQMKDKQDEEQRLRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLOQGWTEA- l-es tipus-szeri  ET
¢.1103_1136del COSM3355755 K368fs*51 AAEKQMKDKQDEEQRLRRRQRTRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLOGWTEA- l-es tipus-szer(i  ET, PMF
c.1102A>G, C1103_1136del Uuj K368E+K368fs*51  AAEKQMKDKQDEEQRLGRRQRTRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLOGWTEA- l-es tipus-szer(§ ET
c.1103A>T, c1104_1137del j K368M+ E369fs*50 AAEKQMKDKQDEEQRLMRRQRTRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLQGWTEA- 1-es tipus-szerli PMF
€.1105_1156del Uj E369fs*45 AAEKQMKDKQDEEQRLKRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLQGWTEA- l-estipus-szerd ET
€.1104_1137del 8-as tipus E369fs*50 AAEKQMKDKQDEEQRLKRRQRTRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLQGWTEA- l-estipus-szeri ET
€.1110 _1141del Uj E371sf*6 AAEKQMKDKQDEEQRLKEEGRGQGG- egyéb PMF
€.1112_1142del COSM5703407 E371fs*49 AAEKQMKDKQDEEQRLKEEGQRTRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLQGWTEA- egyéb ET
c.1116_1146del COSM3733222 D373fs*47 AAEKQMKDKQDEEQRLKEEEERTRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLOGWTEA- egyéb PMF
€.1120 1138del 24-es tipus K374fs*50 AAEKQMKDKQDEEQRLKEEEEDRRQRTRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLOQGWTEA- egyéb ET
€.1128 1154delinsGTGTC  yj K375fs*46 AAEKQMKDKQDEEQRLKEEEEDKKCRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLOQGWTEA- egyéb ET
c.1125 1146del COSM3734993 K375fs*48 AAEKQMKDKQDEEQRLKEEEEDKKRTRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLQGWTEA- egyéb PMF
€.1129 1135AAAGAGG>CTTT uj K377fs*54 AAEKQMKDKQDEEQRLKEEEEDKKRLCLRRRQRTRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLQGWTEA- egyéb ET
€.1135_1138del Uj E379fs*50 AAEKQMKDKQDEEQRLKEEEEDKKRKERRQRTRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLOGWTEA- egyéb PMF
€.1149 1152GGACTTGTCA (j E383fs*45 AAEKQMKDKQDEEQRLKEEEEDKKRKEEEEADCQRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLOQGWTEA- 2-es tipus-szer§  ET
€.1154_1155insTTGTC 2-es tipus K385fs*47 AAEKQMKDKQDEEQRLKEEEEDKKRKEEEEAEDNCRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLQGWTEA- 2-es tipus-szer(i  ET, PMF
€.1155_1158GGAG>TTGTCAG uj K385fs*47 AAEKQMKDKQDEEQRLKEEEEDKKRKEEEEAEDNCQKRRRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLOGWTEA- 2-es tipus-szeri  PMF
c.1154_1155insATGTC 33-as tipus E385fs*46 AAEKQMKDKQDEEQRLKEEEEDKKRKEEEEAEDKCRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLOQGWTEA- 2-es tipus-szer  ET
€.1185 1159insAGGACAAGG; Uj D387fs*44 AAEKQMKDKQDEEQRLKEEEEDKKRKEEEEAEDKERTRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLQGWTEA-  2-es tipus-szer(i  PMF
c.1142_1144del Uj E381del AAEKQMKDKQDEEQRLKEEEEDKKRKEEEAEDKEDDEDKDEDEEDEEDKEEDEEEDV PGQAKDEL- in-frame ET
¢.1191 1199del COSM5715390 E398 D400del AAEKQMKDKQDEEQRLKEEEEDKKRKEEEEAEDKEDDEDKDEDEEDKEEDEEEDVPGQAKDEL- in-frame PMF

Magyarazat: A negativ toltéssel rendelkezé aminosavakat piros, a pozitiv toltéssel rendelkezoket kék szinekkel jeloltiik. A negativ toltésii aminosav-szekvenciak
a calreticulin fehérje I-es, Il-es és Ill-as régioit jelolik, melyek delécioi alapjan osztalyozhatok a CALR gént érintdé mutaciok. A deletalt szakaszok szamatol
fliggben 1-es tipus-szeri (Il-es és Ill-as szakasz deletalt), 2-es tipus-szerli (mindharom szakasz deletalt) és egyéb (Ill-as szakasz deletalt) mutaciokat
kiilonithetiink el. A mutalt C-terminalis végén elhelyezked6é 36 bazisparnyi konszenzus szekvenciat alahtizassal jeloltik. Roviditések: ET: esszencidlis
thrombocythaemia, PMF: primer myelofibrozis. (Forras: Gango és mtsai., Leukemia Research 2018)
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V4.2 JAK2 V617F és CALR mutaciok mennyiségi meghatarozasa ET-ben és PMF-ben

A JAK2 V617F és CALR mutaciok DNS-szintli mennyiségi analizisét 425 ET és 227
PMF esetében végeztiik el, allélspecifikus RQ-PCR, illetve fragmenshossz-analizis
alkalmazasaval. Az alacsony mutacidés gyakorisdg, valamint a kimutatdshoz alkalmazott
moddszer limitacidja miatt az MPL mutaciok esetében volt lehetdségiink kvantitativ analizis
elvégzésére. A JAK2 VO617F és CALR mutans alléltomeg is szignifikdnsan magasabbnak
bizonyult PMF-ben, mint ET-ben (JAK2 V617F: 31,4% vs. 9,7%, p <0,001; CALR: 49,6% vs.
42,5%, p <0,001) (49. abra).

A B

JAK2 V617F varians alléltomeg (%) CALR varians alléltomeg (%)

100+ 100-

80+ 80-

60+ 60

—
40 40
0 T T 0

ET (n=233) PMF (n=233) ET (n=104) PMF (n=49)

49. abra: A: A JAK2 V617F és B: CALR mutaciok varians allélfrekvenciajanak megoszlasa esszencialis
thrombocythaemia és primer myelofibrozis esetében. Roviditések: ET: esszencidlis thrombocythaemia;
PMF': primer myelofibrozis. (Forras: Gango és mtsai., Leukemia Research 2018)

V.4.2.1 JAK2 V617F VAF ésszefiiggése a klinikai paraméterekkel

A klinikai adatokkal vald Osszehasonlitas céljabol az ET és PMF betegcsoportokat a
JAK2 V617F VAF median értéke mentén alacsony és magas alléltomeggel bird csoportokra
osztottuk. A klinikai és laboratoriumi paraméterenként valtoz6 VAF median érték magyarazata
az, hogy nem minden beteg esetében allt rendelkezésiinkre valamennyi klinikai paraméter.

A JAK2 V617F mutans alléltomeg szignifikansabban magasabbnak bizonyult azon ET-
s betegek esetében, akik thrombotikus eseményeken estek at, szemben a thrombotikus
eseményeken at nem esett tarsaiknal (32% vs. 14%, p=0,02). Tovabba, a magasabb JAK2
mutans alléltémeg ET-ben szignifikdns Osszefliggést mutatott a magasabb szérum LDH-val
(403 vs. 360 NE/I, p =0,03), magasabb fehérvérsejt-szammal (10,8 vs. 9,6 G/1, p =0,04) és
magasabb thrombocyta-szdmmal (814 vs. 695,5 G/1, p =0,004). Valamennyi vizsgalt paraméter
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a 8. tablazatban lathaté Osszefoglalva. A PMF esetében nem figyeltiink meg szignifikans

Osszefiiggést a klinikai/laboratoriumi paraméterek, valamint a JAK2 mutans alléltomeg kozott.

8. tablazat: A JAK2 V617F mutans alléltomeg 0sszefliggése a legfontosabb laboratoriumi és klinikai
paraméterekkel esszencialis thrombocythaemia és primer myelofibrozis esetében

ET PMF
JAK2 V617F mutansalléltomeg n=233 n=133
<medidn >median medidnérték (%) <medidn >medidn medidnérték (%)

Eletkor diagndziskor, év medidan (tartomany) 60,5 (23-88) 63 (18-89) 9,7 66 (40-87) 68 (25-85) 31,4
P=0,21 P=0,45

Hemoglobin, g/dl, median (tartomany) 13,8(7,3-18,8) 13,7 (6,2-19,2) 9,2 11,6 (4,2-16) 10,6 (7,1-19,7) 264
P=0,51 P=0,58

Fehérvérsejtszam, G/L, median (tartomany) 9,6 (3,7-25,5) 10,8 (6,1-22,2) 9,2 13,4 (0,5-86) 12,9 (6,5-54) 26,2
P=0,04 P=0,58

TCT szém, G/L, median (tartomany) 695,5 (405-1839) 814 (312-2224) 9,2 368 (27-1776) 324 (53-1750) 26,4
P=0,004 P=0,59

Szérum LDH, IU/L, median (tartomany) 360 (205-1310) 403 (126-1314) 9,6 685 (280-2344)685,5 (257-2384) 26,5
P=0,03 P=0,79

Thrombotikus események - diagnozis el 5tt (esetszam, 11/62 (18%) 15/62 (24%) 9,7 Nem tértént adatgy(jtés
%) P=0,51

Thrombotikus események - diagnézist kovetGen 9/65 (14%) 21/65 (32%) 9,6 3/26 (12%) 5/27 (19%) 26,2
(esetszam, %) P=0,02 P=0,70

AML-transzformdcio (esetszam, %) 0/82 (0%) 2/83 (2%) 93 3/27 (11%) 1/27 (4%) 326
P=0,50 P=0,61

MF-transzformécio (esetszam, %) 2/64 (3%) 4/64 (6%) 96
P=0,68 ’

Cytoreductiv therépia (esetszam, %) 48/59 (81%) 51/60 (85%) 9,3 20/23 (87%) 21/23 (91%) 293

P=0,63 P=1,00

Megjegyzés: A median értékek kiillonbozosége abbdl adodik, hogy nem minden beteg esetében volt
minden paraméter elérhetd, igy ezen betegek varians allélfrekvencia adatait nem vettiik szamitasba a
median érték meghatarozasa soran. (Forrds: Gango és mtsai., Leukemia Research 2018)

V.4.2.2 CALR varians allélfrekvencia és a klinikai paraméterek osszefiiggése

A JAK2 VG617F esetében leirtakkal analég modon, a klinikai adatokkal valo
Osszehasonlitds céljabol az ET és PMF betegcsoportokat a CALR mutans alléltomeg
medianértéke mentén alacsony és magas alléltomeggel bird csoportokra osztottuk. A median
értéknél magasabb CALR VAF értékek szignifikans osszefiiggést mutattak a magasabb szérum
LDH értékekkel ET-ben (510 vs. 351 NE/I, p=0,01). Bar a szignifikancia szintjét nem érte el
ez az Osszefliggés, a medidnnal magasabb CALR VAF ¢értékek esetében magasabb
myelofibrotikus ratat figyeltiink meg (19% vs 5%, p=0,08), illetve a thrombotikus események
gyakoribb megjelenését (14% vs 6%, p=0,43). PMF esetében, a JAK2 mutacidhoz hasonldan,
a CALR mutans alléltomeg nem mutatott szignifikdns Osszefiiggést egyetlen klinikai

paraméterrel sem. Valamennyi vizsgalt paraméter a 9. tablazatban lathato 6sszefoglalva.

9. tablazat: A CALR mutans alléltomeg Osszefiiggése a legfontosabb laboratériumi és klinikai
paraméterekkel esszencialis thrombocythaemia és primer myelofibrozis esetében

93



dc_1757 20

ET PMF
CALR mutansalléltomeg n=104 n=49
<median >medidn medianérték (%) <median >median medidnérték (%)

Eletkor diagnéziskor, év median (tartomany) 58(24-89) 55 (4-82) 42,7 64,5 (37-81) 61(29-79) 19,6
P=0,65 P=0,71

Hemoglobin, g/dl, median (tartomany) 13,6 (8,3-15,7) 12,0(6,1-17,5) 24 11,4 (2,1-15,4) 11,2 (5,6-14,9) 49,9
P=0,07 P=0,47

Fehérvérsejtszam, G/L, medidn (tartomdny) 8,4 (4,5-19,6) 8,7 (3,8-25) 24 10,9(3,8-18,9) 9,6 (2,8-20) 49,9
P=0,94 P=0,89

TCT szém, G/L, median (tartomany) 970,5 (524-2248) 916 (540-2605) 5 625(97-1791) 598 (112-1998) e
P=0,83 P=0,84

Szérum LDH, IU/L, medidn (tartomény) 351 (185-632) 510(137-999) 43,8 576,5(202-1774) 874,5 (414-1475) F 50,0
P=0,01 P=0,52

Thrombotikus esemérl\yek—diagnézis el6tt 2/36 (6%) 5/37 (14%) 32,9 Nemn tortént adateyijtés
(esetszam, %) P=0,43

Thrombotikus események - diagndzist kovetGen 5/39 (13%) 11/44 (25%) 426 1/14 (7%) 4/18 (22%) 49,6
(esetszam, %) P=0,18 P=0,36

AML-transzformacio (esetszam, %) 1/47 (2%) 2/48 (4%) 431 0/22 (0%) 1/22 (5%) L7 50,0
P=1,00 P=1,00

MF-transzformécié (esetszam, %) 2/39 (5%) 7/37 (19%) a4 .
P=0,08

Cytoreductiv therdpia (esetszéam, %) 30/42 (71%) 35/41 (85%) 445 9/13 (69%) 12/14 (85%) L 50,0

P=0,18 P=0,38

Megjegyzés: A median értékek kiillonbozosége abbol adodik, hogy nem minden beteg esetében volt
minden paraméter elérhetd. (Forrds: Gango és mtsai., Leukemia Research 2018)
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V.43 CALR mutaciok fehérje-szintii mennyiségi meghatarozasa ET-ben és PMF-ben

V.4.3.1 CALR mutdcios statusz meghatarozasa CAL2 IHC eljaras alkalmazasaval

A CALR mutacid-specifikus CAL2 antitest alkalmazasaval 26, korabban a molekularis
vizsgalat alapjan CALR vad tipust és 91 CALR mutans (55 ET és 36 PMF) esetben végeztiik el
a CALR mutacidk fehérje-szintli mennyiségi analizisét. A CALR vad tipusu esetek egyetlen
esetben sem mutattak specifikus CAL?2 jelol6dést, mig a molekularis vizsgalattal CALR mutans
esetek mindegyike pozitivnak bizonyult az immunhisztokémiai vizsgalattal is. A CALR mutans
¢s vad tipusu esetek a manudlis ¢és automatizalt analizissel nyert intenzitasi pontértékek
(,,score™) alapjan is elkiiloniiltek egymastol. A vad tipusu betegek esetében a manudlis
analizissel meghatarozott Hman (ldsd IV fejezetben) értékek tekintetében atlagértéke 8,6-nak
adodott (tartomany: 0-54), mig az automatizalt analizis altal meghatarozott Hauo (ldsd IV
fejezetben) értékek atlaga 10,0 (tartomany: 0-91) volt. A CALR mutaciét hordozo betegek
esetében az intenzitas értékek az aldbbiak szerint alakultak: Hman score: 144,5 (62-276), Hauto
score: 186,5 (98-287). (50. abra). A kidolgozott IHC algoritmus 58-as Hman és 95-0s H**©
vagoérték mellett 100%-os specificitassal és szenzitivitassal bizonyult alkalmasnak a CALR

mutacids statusz nagy biztonsaggal torténd meghatarozasara.
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50. abra: A CAL2 immunhisztokémiai festés értékelése soran létrehozott manualis
H pontértékek (Hman) €s automatizalt analizis pontértékeinek (Hauo) megoszlasa A:
esszencialis thrombocythaemia (n=55) és B: primer myelofibrdzis (n=36) esetében.
(Forras: Mozes Réka, doktori értekezés 2019)

A CALR mutaciok fehérje-szintli mennyiségi analizisét sszesen 18 féle CALR mutacid
esetében végeztik el (10. tablazat), melyek kozott a kanonikus 1-es és 2-es tipusu CALR
mutaciok mellett 16 kiillonboz6 1-es tipus-szerd, 2-es tipus-szerti s szamos egy¢éb ritka mutaciod

is fellelheté volt. Ez utobbi 16 kiilonbozo tipusu CALR mutacid esetében elsoként
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demonstraltuk a CAL2 IHC analizis alkalmazhatésagait a CALR muticios statusz
meghatarozasaban. Harom esetben tobbszoros CALR vagy egylittes CALR és JAK2 V617F
mutaciot figyeltiink meg (10. tablazat).

10. tablazat: A fehérje-szintli analizis soran vizsgalt CALR mutaciok tipusa és megoszlasuk

CALR mutacié Leiras Kategoria ossz (n) ET (n) PMF (n) CAL2 IHC+
Type 1 ¢.1092_1143del Type 1-szer(i 47 26 21 47/47
Type 2 ¢.1154_1155insTTGTC Type 2-szer(i 23 19 4 23/23
Type 7 €.1102_1153del Type 1-szerdi 2 2 0 2/2
Type 8 €.1104_1137del Type 1-szer(i 1 1 0 1/1
Type 24 €.1120_1138del Egyéb 1 1 0 1/1
Type 33 c.1154_1155insATGTC Type 2-szer(i 1 1 0 1/1
"egyéb" €.1099_1150del52 Type 1-szeri 2 0 2 2/2
"egyéb" ¢.1100_1145del46 Type 1-szer(i 1 1 0 1/1
"egyéb" [c.1102A>G, ¢.1103_1136del34] Type 1-szerii 1 1 0 1/1
"egyéb" c.1103_1136del34 Type 1-szeri 1 1 0 1/1
"egyéb" [c.1103A>T, ¢.1104_1137del34] Type 1-szerii 1 0 1 1/1
"egyéb" ¢.1105_1156del52 Type 1-szer(i 1 1 0 1/1
"egyéb" c.1110_1141del32 Type 1-szer(i 1 0 1 1/1
"egyéb" c.1116_1146del31 Type 1-szeri 1 0 1 1/1
"egyéb" c.1125_1146del22 Egyéb 1 0 1 1/1
"egyéb" c.1135_1138del4 Egyéb 1 0 1 1/1
"egyéb" ¢.1155_1158GGAG>TTGTCAGAA Type 2-szer(i 1 0 1 1/1
"egyéb" ¢.1158_1159insAGGACAAGGAG Type 2-szer(i 1 0 1 1/1
Kombinalt mutaciok
Type 1 + Type 2 ¢.1092_1143del + ¢.1154_1155insTTGTC n.a. 1 0 1 1/1
Typel + egyéb ¢.1092_1143del + c.1149_1152GGAC>TTGTCA n.a. 1 0 1 1/1
JAK2 V617F + Typel ¢.1092_1143del n.a. 1 1 0 1/1
Negativ kontrollok

Genotipus ossz(n) ET (n) PMF (n) CAL2 IHC+

Tripla negativ 14 8 6 0/14
JAK2 V617F mut 7 4 3 0/7
MPL W515K/L mut 4 2 2 0/4
MPL W515K/L mut 1 0 1 0/1

Roviditések: ET: esszencidlis thrombocythaemia, PMF: primer myelofibrozis, IHC:
immunhisztokémia, N.A.: nem alkalmazhato, Mut: mutans. (Forras: Mozes és mitsai.,
Pathology 2019)

Az ET és PMF esetek kozott nem figyeltiink meg kiillonbséget a CAL2 jelolodés
intenzitasaban, valamennyi esetben diffuz citoplazmatikus jel616dést dokumentaltunk. Az 51.
abran valamennyi altalunk vizsgalt CALR mutécidtipus, valamint negativ kontrollok
reprezentativ CAL2 THC felvétele lathat6. Kiemelendé megfigyelés, hogy a JAK2 V6I17F és
CALR mutéciot is hordozd esetben teljesen pozitiv és teljesen negativ megakaryocytakat is
megfigyeltiink a vizsgalati mintaban (51. abra). A CALR mutans esetek mintegy felében (46%,
42/91) a non-megakaryocyta sejtekben is megfigyeltiink CAL2 jelolodést. A CAL2+ non-
megakaryocyta sejteket granulopoetikus prekurzoroknak tekintettiik, aranyuk 0-65%-o0s

tartomanyban mozgott (52. abra).
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51. abra: CAL2 monoklonalis antitesttel pozitivan festddo, kiillonb6zé CALR mutéaciokat hordozd
sejtek reprezentativ felvételei. A CALR negativ kontroll esetek (utolsd6 sor) nem mutatnak
specifikus jelolodést a CAL2 antitesttel. A CALR és JAK2 V617F dupla mutans esetben a piros
nyil pozitiv (CALR mutans) megakaryocytat, mig a sarga nyil egy negativ (CALR vad tipusu)
megakaryocytat jelol. (Forras: Mozes és mtsai., Pathology 2019)
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52. abra: A CAL2 pozitivitast mutatd non-megakaryocyta szemléltetése (sarga nyilakkal jeldlve)
A: CAL2 pozitiv non-megakaryocyta sejtek hianyaban, B: alacsony szamu és gyenge CAL2
jelolodést mutatd granulopoetikus prekurzor sejttel; és C: nagyszamu, intenziv CAL2 festodést
mutaté non-megakaryocyta sejtek jelenlétében. (Forrds: Mozes és mtsai., Pathology 2019)

V.4.3.2 CALR mutans alléltomeg osszefiiggese a klinikummal

A CAL2 IHC-val meghatdrozott mutdns alléltomeg (H,., és H.. score-ok),
Osszefiiggéseit vizsgdltuk a betegek kiilonboz6 klinikai paramétereivel. A fehérje-szintii CALR
adatok nem mutattak Osszefiiggést a betegek LDH-szintjével, thrombocyta szamaval,
vorosvértest szamaval, fehérvérsejt-szamaval vagy hematokrit-értékeivel. Mindazonaltal a
major thrombotikus eseményeken (artérids trombozisok: a. poplitea occlusio, acut myocardialis
infarctus, ischaemias stroke, €s vénas trombozisok: pulmonalis embodlia, v. femoralis
trombdzis, v. hepatica trombodzis, €s v. portac trombodzis) atesett betegek esetében
szignifikansan magasabb Hman értékeket (p=0,03) dokumentaltunk, szemben az ilyen

eseményekre negativ betegekkel (53. dbra).
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Mutans CALR protein expresszié a
thrombotikus események fliggvényében
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53. abra: A major thrombotikus eseményeken
atesett  betegekben  (n=9), szignifikansan
magasabb Hman score-t dokumentaltunk a
thrombotikus  eseményeken 4t nem esett
betegekhez (n=43) képest.

V4.3.3 Fehérje-szintii és molekularis adatok osszefiiggése

A fehérje-szintli vizsgalatokba bevont 55 ET és 36 PMF eset DNS szintlii CALR VAF
értékeit fragmensanalizissel hataroztuk meg (lasd IV.9 fejezet). Ezen VAF értékek 13% és 94%
kozott mozogtak, 49,9%-os atlagértékkel az ET betegek és 41,1%-os atlagértékkel a PMF
betegek csoportjadban. A molekularis vizsgalattal meghatarozott VAF értékek nem mutattak
szoros Osszefiiggést a CAL2 THC vizsgalat soran meghatarozott fehérje-szintii CALR mutans
alléltomeggel (Hman €s Hauo értékek). A kozepes (2+) és erds (3+) CAL2 jelolodést mutatd
sejtek ardnya Osszefiiggést mutatott a magasabb CALR varians allélfrekvenciaval, az
Osszefiiggés ugyanakkor nem bizonyult szignifikansnak. Az 54. dbra a kozepes €s er6s CAL2
pozitivitast mutatd sejtek aranyanak és a molekuldris vizsgalattal meghatarozott CALR VAF

értékeknek az Osszefliggését demonstralja.
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54. abra: A molekularis vizsgalattal mért CALR varians allélfrekvencia és a kdzepes
(2+) valamint erés (3+) CAL2 jelolédést mutatd megakaryocytak aranyanak
Osszefiiggése A-D: reprezentativ eseteket bemutatasaval. (A piros csillagok az a
mutans CALR allélt jelolik az elektroferogramokon.) (Forrds: Mozes és mtsai.,
Pathology 2019)

Ph™ myeloproliferativ neoplaziak kapcsan tett kiemelt megfigyeléseink:

= Nagyszamu  beteganyag  felhasznalasaval 1)  Osszefliggéseket
azonositottunk a JAK2 és CALR muténs allélterhelés és a betegek klinikai
paraméterei kozott.

= Uj, korabban nem azonositott CALR mutaciokat fedeztiink fel.
= A legtdobb eddig azonositott CALR mutacié esetében miikodoképes, a

mutaciok automatizalt, fehérje-szinti mennyiségi meghatarozasara
alkalmas modszert dolgoztunk ki.
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V.5 Csiravonalbeli genetikai eltérések azonositasa familiaris myeloid onkohematologiai
korképekben

A familidris myeloid korképeket érintd vizsgalataink sordn 6rokldédo genetikai eltéréseket
kerestiink a dokumentalt csaladi halmozddas hatterében, valamint a csiravonalbeli hajlamosito
genetikai eltérésekkel kooperald tovabbi genomi valtozasokat térképeztiikk fel [209, 210].
Munkénk soran azonositottuk és genetikailag is jellemeztiik az elsé hazai familiaris myeloid

kérképekben szenvedo csaladokat [211, 212].

V.5.1 JAK-STAT utvonal kooperalo mutacidinak azonositisa RUNXI mutans FPD-
AML-ben teljes exomszekvenalassal

Egy hazai, malignus myeloid korképek halmozodasat mutatd csaladd vizsgélata soran
azonositottuk az eddigi ismert legtobb elséfokti rokont tartalmaz6 FPD-AML csaladot,
valamint a csalad részletes vizsgalata soran a JAK-STAT tutvonal komponenseinek kooperalod
genetikai eltéréseit fedeztiik fel a klinikai heterogenitas hatterében.

A vizsgalt csalad esetében dsszesen négy testvér esetében jelent meg MDS vagy AML
(55.A abra). A gyermekek koziil a dizigéta ikerpar (I1.1 és I1.2) betegsége 2002-ben szinte
egyidében, a gyermekek 5 éves koraban keriilt felismerésre. Mindkét gyermek esetében MDS
talajan kialakulé heveny lefolyasu szekunder AML manifesztalodott, amely egy éven beliil
mindkét gyermek haldldhoz vezetett. A csalad sziiletése 6ta thrombocytopenia miatt kdvetett
legfiatalabb gyermekénél (I1.4) tiz évvel késébb (2012-ben) M4 altipusi AML-t
diagnosztizaltak a gyermek 5 éves életkoraban. A csalad torténetének e fazisaban nyilt eldszor
lehetdségilink genetikai vizsgalatokat végezni. A HSCT donorforrasaként felmeriild testvér
(I1.3) esetében ekkor elvégzett csontveld vizsgalat enyhe diszplasztikus jeleket mutatott, igy
ideges donoros transzplantaciot végeztek a I1.4 gyermek esetében. A sikeres transzplantaciot
kovetden két évvel a betegség relabalt, amit egy masodik, idegendonoros transzplantacid
kovetett. A beteg a mai napig teljes csontvel6i donor kimérizmus mellett komplett remisszidoban
van. A II.3 testvér jelen pillanatban ,figyeld varakozas” stratégia mellett klinikailag
tlinetmentes. Az édesanya (I.1) 40 éves koraban klinikailag tiinet- és panaszmentes.

A csalad genetikai vizsgalata soran mind a négy gyermek és édesanyjuk (I.1) esetében
formaban, ezaltal az eddig kozolt legtdbb elséfokt rokont tartalmazd RUNXI mutans FPD-
AML csaladot fedeztiik fel (55.B abra).
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55. abra: A germline RUNXI pontmutaciot hordozo csalad csaladfaja. A: A fekete korok azokat a
személyeket (II.1, 11.2, I1.3 és 11.4) jelolik, akiknél manifesztalédott az MDS/AML. A sziirke kor a
germline RUNXI variansra nézve tlinetmentes hordozot (I.1) jeloli. B: Az elektroferogramok az
azonositott RUNXI p.R201* stop kodont eredményezd mutaciot abrazoljak. Az édesanya (I.1)
tiinetmentes hordozod, az édesapa (1.2) nem hordozza a RUNX1 p.201* mutaciot.

A csalad esetében megfigyelt nagyfoku klinikai heterogenitas hatterében all6 masodlagos
genetikai eltérések azonositasanak céljabol a csaldd valamennyi tagjaban elvégzett WES
segitségével a JAK-STAT utvonal kooperaldé mutéaciot fedeztiikk fel. A WES-sel azonositott
variansok listdja a 11. tablazatban talalhato. A gyermekekben azonositott eltéréseket a sziilok
exom szekvencidjahoz hasonlitottuk, kizarva ezéltal az 6roklédé polimorfizmusokat az
analizisbdl.

A heveny betegséglefolyast mutatd gyermekek (I1.1, I1.2 és 11.4) esetében a JAK-STAT
jelatviteli ut komponenseinek mutacidit azonositottuk. Az ikerpar egyik tagjaban (I11.2) és a I1.4
gyermek esetében a JAK2 gén V617F mutaciot mutattuk ki, mig a II.1 gyermek esetében a
JAK-STAT jelatvitel negativ szabalyozdja, az SH2B3 (vagy LNK) R392Q funkciovesztéses

crer

crer

a I1.4 gyermekben.

A WES adatokbol elvégzett kopiaszameltérés-analizis soran a JAK2 V617F mutéciot
hordoz6 11.2 gyermek esetében a 9-es kromoszoma rovid karjan (9p) a JAK2 16kusz mitotikus
rekombinacidja kapcsan kialakult szerzett uniparentalis diszémia (aUPD) a JAK2 V617F
mutacid homozigotava valasahoz vezetett, amit a mutacié magas VAF értéke is alatamaszt (57.
abra). Rendkiviil érdekes modon az ikerpar masik tagjaban, ugyancsak aUPD kovetkeztében

homozigotasag alakult ki a kooperald SH2B3 R392Q mutacid esetében is a 12q
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kromoszémakaron (57. abra). A kopiaszam analizis tovabba a I1.1 beteg esetében 21q nyerést,

mig a I1.2 beteg esetében a 7-es kromoszoma monoszomidjat, valamint 9q delécidt azonositott.

RUNX1 p.R201*
1-1 >
RUNX1 p.R201*
II-l ———— @ SH2B3 12qaUPD +21q
-
7]
%‘ RUNX1 p.R201*
€ -2 — @ JAK2 9p aUPD -7,-9q9 CDC27
o
A —> Kovetési ids
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56. abra: A germline RUNXI mutaciot hordoz6 FPD-AML modell csaladban
azonositott masodlagos kooperald genetikai eltérések és a f6 klinikai események

megjelenitése.
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57. abra: A JAK2 és SH2B3 géneket érintd szerzett uniparentalis diszomia (aUPD)
kialakulasanak szemléltetése az exomszekvenaldssal nyert B-allél frekvenciak (BAF)
alapjan. Az aUPD a J4K2 V617F és SH2B3 R392Q mutaciok homozigotava valasat
eredményezte a chrl2:102,468,734-133,810,703 ¢és a chr9:154,795-16,277,713
kromoszoma régiokban. A II.2 betegben a 9q kromoszoma régiot érinté deléciot is
azonositottunk, amely a LogR hanyados csokkenéséhez vezetett.
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11. tablazat: A teljes exomszekvenalassal azonositott variansok listaja a RUNXI mutaciot hordozo csalad négy tagjaban

Ensembl gén Enserj'\bl p . Genomikus Nukleotid csere cDNS aminosav |aminosav C il s
Beteg ! transzkriptum Gén Kromoszéma ., X L, . Mutadcié6 tipusa VAF
azonosito - pozicié (ref/variant) pozicié pozicié csere
azonositd
11.1 | ENSG00000111252 [ ENST00000341259 SH2B3 chr12 111885287 G/A 1532 392 R>Q missense- non-syn 0,672
11.1 | ENSG00000182704 | ENST0O0000333090 TSKU chril 76507435 C/G 949 259 L>V missense- non-syn| 0,523
11.1 | ENSG00000198911 | ENST00000361204| SREBF2 chr22 42300883 C/A 3276 1037 A>D missense- non-syn 0,422
11.1 | ENSG00000179044 | ENSTO0000314586| EXOC3L1 chrl6 67218676 A/G 2184 648 L>P missense- non-syn| 0,389
11.1 | ENSG00000168959 [ ENST00000305432 GRMS5 chrll 88337977 G/A 1453 435 R>W missense- non-syn 0,364
1.1 [ ENSG00000006283 | ENST00000359106 CACNA1G chr17 48697116 G/A 5854 1952 E>K missense- non-syn| 0,354
11.1 | ENSG00000241935| ENST00000370646| HOGA1 chr10 99371366 G/A 1295 312 A>T missense- non-syn 0,352
11.1 | ENSG00000177689 | ENST00000356790| MAGEB10 chrX 27839737 G/T 559 105 S>| missense- non-syn 0,331
11.1 | ENSG00000134222 [ ENST00000369903 PSRC1 chrl 109824633 G/C 267 43 R>G missense- non-syn 0,200
11.1 | ENSG00000111642 [ ENST00000309577 CHD4 chr12 6697051 Cc/T 3694 1177 R>H missense- non-syn 0,056
1.2 | ENSG00000096968 [ ENST00000381652 JAK2 chr9 5073770 G/T 2343 617 V>F missense- non-syn 0,682
1.2 [ ENSG00000015475 | ENST00000342111 BID chr22 18222879 AC/A 377 96 S>V|[S frameshift 0,375
1.2 [ ENSG00000007171 | ENST00000313735 NOS2 chr17 26093566 G/T 2450 739 S>Y missense- non-syn| 0,336
1.2 | ENSG00000143889 | ENST00000410076| HNRPLL chr2 38809018 C/A 886 275 C>F missense- non-syn 0,333
1.2 [ ENSG00000101773 | ENSTO0000327155( RBBP8 chr18 20572749 A/G 1295 320 E>G missense- non-syn| 0,323
1.2 | ENSG00000151012 [ ENST00000280612| SLC7A11 chrd 139104402 G/A 1253 325 L>F missense- non-syn 0,288
1.2 | ENSG00000005884 | ENST00000320031 ITGA3 chr17 48165611 G/A 3398 1023 R>H missense- non-syn| 0,244
1.2 | ENSG00000004897 | ENST00000531206 cbc27 chrl7 45214548 A/G 1905 634 I>T missense- non-syn 0,167
1.2 | ENSG00000197689| ENSTO0000329040| TBC1D29 chrl7 28890301 G/A 460 104 S>N missense- non-syn| 0,093
11.2 | ENSG00000103365 [ ENST00000309859 GGA2 chrl6 23481460 C/A 1560 493 D>Y missense- non-syn 0,081
11.3 | ENSG00000132196 | ENST00000254521| HSD17B7 chrl 162762514 C/T 156 34 A>V missense- non-syn 0,495
1.3 [ ENSG00000253873 | ENST0O0000398587| PCDHGA11 chr5 140801000 C/T 239 69 S>F missense- non-syn 0,477
11.3 | ENSG00000222036 | ENST00000409832 POTEG chrl4 19574214 G/C 1323 424 S>T missense- non-syn 0,200
1.3 | ENSG00000244482 | ENST00000245621| LILRA6 chr19 54745550 G/T 697 187 T>N missense- non-syn 0,103
1.3 [ ENSG00000004897 | ENST00000531206 cDC27 chrl7 45219311 T/C 1481 493 1>V missense- non-syn 0,075
1.3 [ ENSG00000072736| ENSTO0000329524| NFATC3 chrl6 68156512 C/A 750 242 C>* nonsense 0,049
1.3 [ ENSG00000079432 | ENST00000160740 CIC chr19 42796978 C/A 3476 1146 P>T missense- non-syn 0,048
1.3 [ ENSG00000124103 | ENST00000371328| C200rf106 chr20 55100084 C/A 543 74 Q>K missense- non-syn 0,045
11.3 | ENSG00000138823 [ ENST00000511045 MTTP chrd 100532602 G/A 2075 688 G>S missense- hon-syn 0,042
11.4 | ENSG00000169783 [ ENST00000355300| LINGO1 chrl5 77906780 T/C 1521 490 Q>R missense- non-syn 0,535
11.4 | ENSG00000063244 | ENST00000308924| U2AF2 chr19 56172508 C/G 1494 147 Q>E missense- non-syn 0,412
11.4 | ENSG00000236669| ENST00000444154 | AC006372.1 chr7 157318686 G/A 210 47 R>H missense- non-syn 0,358
11.4 | ENSG00000105655 [ ENST00000338128( [/SYNAI chr19 18547585 C/T 736 173 R>Q missense- non-syn 0,349
11.4 | ENSG00000130758 | ENST00000253055| MAP3K10 chr19 40710439 G/A 1199 304 R>H missense- non-syn| 0,286
11.4 | ENSG00000173040 [ ENST00000344408 EvC2 chrd 5682988 G/A 923 290 ™>M missense- non-syn 0,241
1.4 [ ENSG00000101343| ENSTO0000377340| CRNKL1 chr20 20024164 C/T 1459 476 R>Q missense- non-syn| 0,210
11.4 | ENSG00000096968 | ENST00000381652 JAK2 chr9 5073770 G/T 2343 617 V>F missense- non-syn 0,200
11.4 | ENSG00000028203 | ENST0O0000397796 VEZT chr12 95668655 C/T 986 329 P>L missense- non-syn| 0,193
11.4 | ENSG00000011454 | ENST00000373647| RABGAP1 chr9 125772742 G/C 1618 495 R>P missense- non-syn 0,136
1.4 [ ENSG00000124103 | ENST00000371328| C200rf106 chr20 55100084 C/A 543 74 Q>K missense- non-syn| 0,102
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Az egyes mutaciokhoz tartozd6 VAF adatok, valamint a tumorsejt frakciok (CCF:
,cancer cell fraction”) alapjan lehetdséglink nyilt a I1.1 és I1.2 betegek esetében a genetikai
szerzett kooperald genetikai eltérésnek az SH2B3 muticid adddott, amit ezen muticio
homozigotava valasa kovetett aUPD miatt, majd végiil a 21q régi6 amplifikacidja jelent meg
szubklonalis eltérésként. A 11.2 gyermek esetében a JA4K2 mutacid kialakuldsat és annak
homozigotava valasat megelézte a 7-es kromoszéma monoszomidja, majd szubklonalis

eltérésként 9q delécio és CDC27 mutacid jelent meg (58. abra).

-1 — RUNX1——SH2B3- 124 aUPD } +21q > - }/

szubklonalis ‘

II2 — RUNX1—Monoszémia 7— JAK2 H9p aUPD —{-9q }—cDC27}——> - Il

szubklonalis  szubklonalis

Hajlamosité genetikai eltérés Kooperal6 genetikai eltérések

58. abra: A II.1 és I1.2 gyermekek (ikerpar) esetében megjelend genetikai eltérések
kronologidja az exomszekvenaldsi adatok varians allélfrekvenciaja valamint a tumorse;jt
frakciok alapjan. Rovidités: sSAML: szekunder AML.

A 11.4 gyermek esetében az elsd transzplanticiot kovetd relapszuskori mintdban
exomszekvenalast végeztiink, ami arra utalt, hogy a kordbban dominans U24F2 mutécio
mennyisége csokkent, €s a betegség ismételt megjelenését feltehetden a JAK2 V617F mutéciot
hordoz6 klon expanzidja triggerelte (59. abra).

A JAK-STAT utvonal komponensek (JAK2 és SH2B3) szerzett mutacidinak akviralasara
hajlamosité 6roklodo genotipus vizsgélata soran a JAK2+ MPN-ak kialakulasara prediszponal6
JAK2 46/1 haplotipust vizsgaltuk. A haplotipussal szoros kapcsoltsagot mutatd rs12340895
marker polimorfizmus szekvendldsa soran valamennyi gyermek esetében heterozigota 46/1
allélt (GC) detektaltunk (60. abra). Erdekes modon a IL.2 gyermek esetében a 9p régioban
utal, hogy a JAK2 V617F mutacio a 46/1 allélon (G) alakult ki. Az édesanya (I.1)
homozigo6tanak bizonyult (GG) a JAK?2 46/1 allélra, mig az édesapa homozigota non-46/1 allélt
(CC) hordozott (60. abra).
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59. abra: A 11.4 egyén transzplantacio el6tti (T1) és azt koveto relapszuskori
mintak (T2) exomszekvenalasa a JAK2 V617F mutans klon expanziojanak
szerepére utal a betegség relapszusa soran. Réviditések: HSCT: hemopoetikus
ossejttranszplantacio.
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60. abra: A JAK2 46/1 haplotipus azonositasa az édesanya és a gyermekek
mintaiban. A 46/1 haplotipussal kapcsoltan 06roklodo rs12340895 marker
polimorfizmust az édesanya (I.1) homozigéta (GG) formaban, a gyermekek koziil
valamennyien heterozigota (CG) formaban hordoztak. A I1.2 gyermek esetében a 9p
kromoszémarégiot érinté uniparentalis diszomia miatt bekdvetkezett non-46/1 allél
elvesztése is lathato az elektroferogramon. Az édesapa (1.2) homozigéta (CC) non-
46/1 allélt hordozott.
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V.5.2 ASXLI kooperalé mutaciok azonositasa GATA2 mutans familiaris MDS-ben

A germline GATAZ2 mutéciok felfedezését kovetden roviddel vizsgaltunk egy familiaris
myeloid kérképek (MDS és AML) tobb generacion keresztiili halmozodasat mutatd csaladot,
amelyben a proband (IV.6) 23 éves koraban jelentkezett cytopenids panaszokkal, megel6z6
hematologiai tiinetek nélkiil. A csontveldi biopszia MDS diagndzisat erdsitette meg a 7-es
kromoszéma monoszoémiajanak kiséretében. Az intenziv kemoterapias kezelést kovetd elso
remisszioban a beteg haploidentikus HSCT-ben részesiilt az édesanyjatol (I11.6), azonban akut
graft vs. host betegségben (GHVD) a transzplantaciot kdvetd negyedik honapban elhunyt.
Elséfokt unokatestvére (IV.1) 18 éves koraban megel6zo rekurrens fertézések anamnézisével,
a IV.6 beteggel szinte egyidében, diagnosztizaltdk az MDS-t, ugyancsak 7-es monoszomia
kiséretében. Az idegendonoros HSCT-t kovetéen két évvel, a betegség relapszusanak
kovetkeztében a beteg elhunyt. Harmadik unokatestvériik (IV.10) 31 éves kordban minor
rekurrens infekciok anamnézisével, monocytopeniaval és neutropeniaval keriilt kivizsgalasra.
A csontvel6i vizsgalat normocellularis mintazatot mutatott dysplasia jelei nélkiil, a
karyotipizalas sem azonositott kromoszéma-eltérést (61. abra).

A csaladban harom generacioban dokumentaltak malignus myeloid megbetegedést
(AML I.1, I1.2 és I1.3 egyének esetében). A csaladd nyolc tagjaban nyilt lehetdségiink genetikai
vizsgalatot végezni, amely sordn a GATA2 T354M (c.1061C>T) germline mutacidjat
azonositottuk az érintett IV.1, IV.6 és IV.10 egyénekben, mig a IV.7,1V.8 és IV.9 egyének vad
tipust gént hordoztak. A harmadik generacidban tiinetmentes hordozonak bizonyultak a III. 5
¢és II1.7 egyének. Bar nem allt rendelkezésiinkre vizsgalati minta, a III.1 egyén bizonyosan
obligat hordozé (61. ébra). A III.1, IIL.5, I1.7, IV.7, IV.8 és IV.9 egyének esetében a
hajlamositd csiravonalbeli GATA2 mutécio ellenére nem alakult ki hematoldgiai malignitas.

A megfigyelt inkomplett penetrancia hatterében 4ll6 kooperald genetikai
mechanizmusok keresése soran az agressziv korlefolyast mutatd és a betegség kovetkeztében
elhunyt IV.1 és IV.6 unokatestvérek esetében a RUNXI, CEBPA, NPM1, FLT3, ASXLI, TET?
¢s CBL gének vizsgalata soran meglepé mdédon azonos szomatikus mutaciot azonositottunk az
ASXLI génben (ASXLI Gly646TrpfsX12 frameshift mutacid) (62. dbra). Az ASXLI mutacid
kizardlag ezen betegekben jelent meg, valamennyi tovabbi GATA2 mutacidt hordozo6 egyén vad
tipusu ASXLI gént hordozott. Az ASXLI p.Gly646TrpfsX12 frameshift mutacio jelenléte a 7-
es monoszomiaval kombinaciéban az MDS/AML gyors progressziojahoz és rovid tuléléshez

vezetett.
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Tanulmanyunkban elséként fedeztiik fel a 7-es kromoszéma monoszomidjaval kisért

MDS-ben a GATA?2 és szomatikus ASXL 1 mutaciok tarsulasat.

.

1 2 3

Il —_] iq:]

o e

T354M T354M
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
v [ O
T354M T354M  wt wt wt T354M

61. abra: A germline GATA2-mutaciot hordozé csalad csaladfaja. A négyzetek a férfiakat, a
korok a néket jelolik. A fekete négyzetek és korok azokat a személyeket jelolik (1.2, 11.2, 11.3,
IV.1 és 1V.6), akik esetében manifesztalodott az MDS/AML. Az MDS/AML-ben szenvedd
csaladtagok koziil a IV.1 és IV.6 személyek mintdiban a GATA?2 transzkripcios faktor génjét
érinté missense mutaciot (p.Thr354Met) azonositottunk, azonban a tobbi érintett csaladtag
esetében nem allt rendelkezésiinkre DNS. A sziirke négyzetek és a kor (I1L.5, I11.7 és IV.10)
azokat a csaladtagokat jelolik, akik szintén hordoztak a kérdéses mutaciot, de esetiikben nem
jelentkezett myeloid malignitas. A racsozott kor (I11.1) a GATA2 p.Thr354Met eltérésre nézve
obligat hordozot jelol, esetében a DNS-minta hianyaban nem tudtuk igazolni a patogén GATA2
mutacio jelenlétét. A IV.7, IV.8 és IV.9 személyek a GATA2 génre nézve vad genotipusiak,
mintaikban nem volt azonosithato a kérdéses mutacio. A tobbi csaladtag vizsgalatat a DNS-

mintak hidnyaban nem tudtuk elvégezni. Roviditések: wt: vad genotipus (,, wild type”).

A B

TOST - ToST——
¢ T ¢ a 6 A Y G a c© a A C G 6 6 6 G 6 T N G C C C N 6 G T G G A & G T

GATA2 p.Thr354Met (c.1061C>T) ASXL1 p.Gly646TrpfsX12 (c.1934dupG)

62. abra: A: A heterozigota germline GATA2 p.T354M (c.1061C>T) mutacio ¢s
B: a szomatikus ASXLI p.Gly646TrpfsX12 frameshift mutacio szemléltetése.
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V.5.3 Tovabbi hazai familiaris MDS/AML csaladok azonositasa

A familidris myeloid malignitdsok halmozodasat mutaté csaladok vizsgalata soran
tovabbi harom csalddot azonositottunk, amelyek esetében a CEBPA, GATA2, RUNXI,
ANKRD?26, ETV6, TERC/TERT és SRP72 gének szekvencia-analizis nem vezetett hajlamosito
csiravonalbeli eltérés azonositdsdhoz. Ezen csalddok esetében MLPA segitéségével vizsgaltuk
42 célrégio kopiaszam-eltéréseit (lasd V.11 fejezet, 5. tablazat), és egy esetben sikeriilt feltarni

a csaladi halmozo6das hatterében allo 6roklodo genetikai eltérést.

V.5.3.1 TERC delécio azonositasa familiaris MDS/AML hatterében

A kopiaszam-eltérések analizise soran az egyik csalad esetében, ahol két testvérben (I1.1
¢s I1.2) 10 és 14 éves korban alakult ki hypocellularis familiaris MDS, sikeresen azonositottuk
gyermekek 40 éves kordban tiinetmentes édesapja (I.1) hordozta ugyanezt az eltérést, mig
¢desanyjuk (I.2) vad tipusa TERC gént hordozott (63. és 64. abrak). Az édesapa csaladi

anamnézisében nem talaltunk daganatos megbetegedést a felmendk korében.

1 2

O

TERC
exon 1 delécid

/ TERC / TERC

exon 1 delécié, exon 1 delécié

63. abra: A TERC 1-es exon deléciot hordozo csalad
csaladfaja. A négyzetek a férfiakat, a korok a néket, a
fekete nyilak az index eseteket jelolik. Az apa (I.1) és
a gyermekek (II.1 és I1.2) esetében a TERC gén
tiinetmentes hordozonak bizonyult, a két gyermek
esetében hypocellularis MDS alakult ki. Az édesanya
(1.2) esetében vad tipusu TERC gént detektaltunk.

109



dc_1757 20

1.1 . 1.2

383 ’ g
8

3q21.3:262

5p15.33
19q13.11
21q22.12

mmmmmmmmmmmmmmmmm

i ‘f%Hiéé$égiaﬂﬁﬂé§éii£ﬁi@;§3i§?$?§ggﬁéé§éifﬁ

i Monoallélikus ’
delécié —Hvad tipus (wt) vad tipus (wt)

jaszam

referencialskuszok

GATA2
ERC
TERT
CEBPA {
RUNX1
GATA2
R
GATA2
ERC
TERT
[
CEBPA |
RUNX
GATA2
RT

313262

5p15.33

mmmmmmmmmmmmmmmmm

3q21.3:262

s2am
:

i
1913.11

Ly

2
1
1

L
e
CE—]
—

H e
i
et
[

i i s HDD%C 4 @‘:‘LL Bea %‘%L@.:? i EJ? el
] LU LT (R T Sk
I @Monoallélikus

delécié vad tipus (wt)

([

gggggggggggggggg

g
=
&

£

TERC 1
CEBPA
RUNX1
GATAZ,
TERT

64. abra: P437-B1 szondakeverékkel kimutatott DNS kdpiaszam-eltérések abrazolasa a TERC deléciot
hordozo csaladnal, az MLPA szondaknak (vizszintes tengely) a relativ kopiaszam (fiiggdleges tengely)
fliggvényében vald abrazolasaval. A piros vonal alatti kopiaszam értékek deléciot, mig a kék vonal
feletti kopiaszam értékek amplifikaciot jeleznek. A GATA2 ¢.1192C>T ¢és ¢.1061C>T, valamint a TERT
c.3184G<A mutacidok vizsgalatara alkalmas szondak esetében detektalt kopiaszam érték (0) vad
genotipusra utal az adott pontmutaciok esetében. Az édesanya (1.2) esetében nem lathatod
kopiaszameltérés, az édesapa (I.1) és a két testvér (I1.1 és 11.2) esetében azonosithatd volt ugyanaz a
TERC gén l-es exonjat érintd monoallélikus delécio, amit alatamasztott a régiot lefedé négy szonda
mindegyikének relativ kopiaszama (piros jelzés a profilokon). A betegek sorrendje a fentebb bemutatott
csaladfan prezentalt sorrenddel megegyezo.

Az azonositott TERC eltérés alapjan a fentebb bemutatott csalad a TBD prediszpozicios
szindromat hordozok kozé tartozik. Hazadnkban elsdként szamoltunk be TBD prediszpozicid
talajan kialakult familiaris myeloid megbetegedésrdl, melynek hatterében germline TERC

koépiaszam-eltérést azonositottunk [213].

V.5.3.2 Familiaris MDS/AML csaladok ismeretlen genetikai hattérrel

A myeloid malignitdsok halmozodasat mutatdé hazai csaladok vizsgalata soran
azonositott két utolséd csalad esetében CEBPA, GATA2, RUNXI, ANKRD26, ETV6, DDX41,
TERC/TERT és SRP72 gének mutacid-analizise és a 48 célrégido kopiaszam-eltéréseinek
vizsgalatara alkalmas MLPA vizsgélat segitségével sem azonositottunk hajlamositd germline

genetikai eltérést.
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Az egyik csaladban harom gyermek esetében alakult ki hypocellularis MDS (12, 18 és
20 éves ¢életkorban), a sziilok esetében nem volt megfigyelheté hematologiai vagy egyéb
malignus megbetegedés (65.A abra). A masik ismeretlen genetikai hatteri csalad esetében
AML csaladi halmozodasat figyeltiik meg négy egyén esetében, késobbi életkorban (53-82 év)
(65.B abra). Ezen csalddoknal feltehetéen genom-szintli mutacio- €s kopiaszam-analizis

szlikséges a csaladi halmozo6das hatterében allo hajlamosité varians azonositdsahoz.

A B

. O . /‘

AML

64 év
|

" oemm 'OTHE O H
p /' AMmL AML AML
MDS MDS MDS 82 év 53 év 57 év

18 év 20 év 12 év

“ 00 O

65. abra: Két hazai, myeloid malignitas halmozodasat mutato csalad csaladfaja, amelyekben a CEBPA,
GATA2, RUNXI, ANKRD26, ETV6, DDX41, TERC/TERT ¢és SRP72 gének egyikében sem
azonositottunk eltérést, és az alkalmazott MLPA vizsgalat sem vezetett 6roklodo kopiaszam-eltérés
azonositasahoz, amely magyarazatul szolgalt volna az MDS/AML csaladi halmozodasara. A: Az els6
csalad esetében harom fiatal testvérben alakult ki hypocellularis MDS a sziilok érintettsége nélkiil, mig
B: a masik csalad esetében két generacio négy tagjaban jelent akut myeloid leukémia. A négyzetek a

férfiakat, a korok a ndket, az 4thizds az elhunyt személyeket jeloli.

Familiaris myeloid korképek kapcsan tett kiemelt megfigyeléseink:

= Elsoként térképeztiik fel tobb hazai myeloid malignitds halmozodasat
mutatd csalad genetikai hatterét, melyek egy részében sikeresen
azonositottuk a hajlamosité csiravonalbeli genetikai eltérést.

= Elsoként azonositottuk a JAK-STAT addikcio jelenségét és progressziv
fenotipussal val6 tarsuldsat a RUNXT mutans FPD-AML esetében.

=  FlsOként azonositottuk a 7-es monoszomiaval bir6 MDS esetében a

csiravonalbeli GATA2 mutaciok és a szomatikus ASXL I mutacidk egyiittes
el6fordulasat és progressziv fenotipussal valé tarsulasat.
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VI MEGBESZELES

Az értekezésben bemutatott eredmények a jeldlt és munkacsoportjdnak az elmult
évtizedben az onkohematoldgiai korképek genetikai jellemzése terén tett legfobb
megfigyeléseit foglaljak 0ssze. A legkorszertibb teljes genom-, exom- €s panel-szekvenalasokat
is magaba foglald 0j-generaciés szekvenalasi technoldgiak mellett hagyomanyos patoldgiai
eljarasokkal is végzett kisérletek négy vizsgalt onkohematoldgiai entitds mindegyikében Uj
eredményeket szolgaltattak az 6roklodo és szerzett genetikai eltérések vonatkozasaban. Ezen
eredmények 0j biomarkerek azonositasat, a klonalis evolucié mechanizmusainak genom-szintii
megismerését, terapia-rezisztenciaval kapcsolatba hozhatd mutaciok felfedezését, hajlamosito
genetikai variansok és kooperdlod genetikai mechanizmusok azonositasat, valamint a gén- €s
fehérje-szintii mutacios allélterhelés klinikai jelentdségének feltarasat is magukban foglaljak.
Az eredmények tarsadalmi hasznosulasat jelzi, hogy a nagyszamu hazai onkohematoldgiai
beteg genetikai jellemzése mellett szamos, a jelolt kutatocsoportja altal meghonositott és ma
mar a mindennapi molekularis onkohematologiai diagnosztikaban alkalmazott eljaras, valamint
egy uj kezelési lehetdség hazankban vald megjelenésének is alapjaul szolgaltak az értekezésben
bemutatott megfigyelések.

Az egyik leggyakoribb B-sejtes lymphoma, az FL varhat6 talélése az anti-CD20 terapia
korabbi 30%-r6l megkozelitéleg 10%-ra csokkent [214]. Mindazonaltal a tovabbra is
gyogyithatatlan betegségként szamon tartott FL esetében a korai relapszusok mellett a betegség
transzformacioja jelenti a legkomolyabb klinikai kihivast. Az NGS érat megel6z6en tobb
tanulmany is probalta azonositani a transzformacié hatterében allé genetikai eltéréseket egyedi
gének, illetve kromoszoma-régiok szintjén, melynek koszonhetden szamos eltérés (tobbek
kozott a pl5, pl6, TP53 és C-MYC gének mutacidéi, valamint 6p, 16p, 12q ¢és 1p36
kromoszoma-régiok kdpiaszam-valtozasai) lehetséges szerepe mertilt fel [55, 56, 215-220].
Kutatésaink soran elsdként térképeztink fel e kedvezdtlen kimenetellel jard esemény
hatterében all6 genetikai eltéréseket teljes genom-szinten, korszeri NGS vizsgalatok
alkalmazaséaval [202]. Az epigenetikai gépezet bizonyos komponenseinek mutacioit (MLL2,
CREBBP, EZH2), a BCR és NF«B jelatvitelben (TNFAIP3, CARDI11, MYDS&S8), valamint a B-
sejt fejlédésben (EBF1) szereppel birod faktorok eltéréseit tanulmanyunkat kdvetéen tovabbi
kutatocsoportok is igazoltak [221, 222]. A transzformdcid jelenségét vizsgald tanulmanyok

legfontosabb megallapitasa, hogy egyetlen kritikus genetikai 1ézi6 helyett a folyamat hattérében
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a fentebb emlitett mechanizmusok és tUtvonalak komponenseit érintd pontmutaciok és
kopiaszam-¢ltérések gyakorisaganak emelkedése, valamint a BCR jelatvitelben és B-sejt
fejlédésben szereppel biré molekuldk genetikai eltéréseinek megjelenése jellemzi az FL

Evoluciés szempontbdl eredményeink megerdsitették a korabban elséként Matolcsy és
mtsai. altal felvetett [223], majd masok altal is tdmogatott [224] kozds progenitor klon
koncepcid relevancidjat, valamint a genom-szintii adatok segitségével definidltuk a CPC
populédciobol indulo divergens evolucid mintdzatait €s a CPC populdciok genetikai 0sszetételét.
Ezen eredmények alapjan a CPC populacié szamos célozhatd genetikai eltérést (epigenetikai
gépezet, B-sejt jelatvitel, JAK-STAT jelatvitel, NFKB jelatvitel) hordoz az esetek tulnyomo
tobbségében, amelyek szdmos célzott terapias lehetdséget rejtenck. Mindehhez azonban
racionalisan tervezett, molekularis biomarkerekre €piil6 klinikai tanulmanyok sziikségesek a
kozeljovoben.

Ennek elsé kivald példajat szolgaltatja az EZH2 hiszton-metiltranszferdz, amely
mutacidinak 2010-ben tortént felfedezését kovetden ma mar klinikai tanulmanyokban
vizsgaljak az els6 szelektiv EZH2 gatloszerek hatékonysagat FL-ben [225]. Az EZH2
mutaciokrol szo16 elso tanulmany jelentdsen alabecsiilte a mutaciok gyakorisagat FL-ben (7%),
¢s funkciovesztéses mechanizmust sugallt az elvégzett funkcionalis tanulmanyok eredményei
alapjan [27]. Munkank soran elséként mutattunk ra arra, hogy az EZH2 Y646 mutaciok
esetében nem valdszinli a funkcidvesztéses mechanizmus [30], amit a fokozott H3K27
trimetilacioval jar6 funkcionyeréses mechanizmus bizonyitdsa kovetett két munkacsoport altal
[28, 29]. Az EZH?2 mutaciok felfedezésérol beszamolo kozleményben szerepld 7%-o0s mutacids
gyakorisdggal szemben a nagy érzékenységli NGS-sel végzett sajat vizsgalataink alapjan az
EZH2 mutacidk gyakorisaga 27%-nak adddott [31]. Tovabba, az NGS adatok klonalités
vizsgalataval bizonyitottuk, hogy az EZH2 mutaciok az esetek dontd tobbségében korai,
klonalis és a betegség lefolyasa soran stabil biomarkernek tekintheték [31]. Green és mitsai.
hasonlo kdvetkeztetésre jutottak tovabbi epigenetikai szabalyozok mutacioi kapcsan is [226].
Ezen megfigyeléseinknek koszonhetéen a DLBCL mellett az FL is idedlis entitasként jelent
meg az elsO szelektiv EZH2 gatloszerek klinikai kiprobalasara [227, 228]. Ezek kozil a
tazemetostat mar eldrehaladott II-es fazisu klinikai tanulményokban mutat igéretes
eredményeket tobbszorosen relabalt, EZH2 mutans FL betegekben (objektiv vélasz arany 71%
az EZH2 mutdns betegcsoportban szemben a 33%-os vdlaszardnnyal az EZH2 vad tipusu
betegekkel) [44]. Az értekezésben bemutatott eredményeken til egy multicentrikus hazai

betegcsoport (n=340) esetében is elvégeztik az EZH2 muticidk gyakorisdganak

113



dc_1757 20

meghatdrozasat, ami 20%-nak adédott [33]. Ezen adataink tovabbi harom nemzetkozi centrum
(Barts Cancer Institute, London; Institute Gustave Roussy, Parizs; Memorial Sloan Kettering
Cancer Center, New York) adataival kiegészitve egy kozel 1000 {f6s kohorszban 21%-0s EZH?2

mutaciés gyakorisagot mutattak, valamint demonstraltak, hogy az EZH2 mutacid pozitivitas

nem hozhatd kapcsolatba kedvezébb klinikai lefolydssal (Bodor és mtsai, EHA 2019).
Eredményeink hasznosuldsat jelzi, hogy elérelathatdban még az idei évben tobb hazai
centrumban is lehetdség nyilik a tazemetostat hatdsossaganak tesztelésére klinikai tanulmany
keretein beliil, igy a hazai FL betegek is varhatdan profitalhatnak ebbdl az j célzott terapids
lehetdségbdl. Késobbi vizsgalataink kiterjedtek a betegség egyik ritka variansara, a cutan FL-
re is, amely sordn azonban az EZH?2 gén érintettségével szemben az 1p36 régi6 és a TNFRSF14
gén eltéréseit azonositottuk [229]. Az epigenetikai gépezetet érintd mutaciokon tul,
kollaboracio formdjaban részt vettiink az mTOR tutvonal komponenseit (RRAGC, ATP6V1B2
¢s ATP6API) érintd mutaciok felfedezésében is, amelyek az FL kozel 20%-aban fordulnak el6
[35] és felvetik a B-sejtes lymphomak esetében kordbban mar tesztelt kiilonb6z6 mTOR

gatldszerek ujrapozicionalasat a betegek mutécios statuszanak fényében [230].

Az elmult években megjelent 0j terdpias lehetdségek alapvetden valtoztattdk meg a
masik altalunk vizsgalt B-sejtes entitds, a kronikus lymphocytas leukémia kezelési
paradigmajat: a hagyomdnyos kemoimmuno-terdpiara refrakter vagy rezisztens betegek
esetében ma mar akar elsGvonalban is rendelkezésre allnak jelatviteli gatloszerek. Munkank
soran a CLL kezelésében els6ként megjelend ilyen molekula, a BTK gatlo ibrutinibnek a
betegség szubklonalis architekturajara kifejtett hatasat vizsgaltuk, a kozlés idejében a
legnagyobb esetszamu és leghosszabb kovetési idovel bird, klinikai tanulmanyon kiviili n.
,real-world” betegcsoport esetében [203]. Eredményeink alapjan a kemoimmuno-terapia
hatasara korabban mar dokumentalt klonalis szelekcio folyamata az ibrutinib kezelés hatasara
is fennall és tovabbi klonalis diverzifikaciot eredményez. A gyogyszer szelektiv nyomdsanak
hatasara kialakulé dinamikus klonalis szelekciot irtunk le az eldkezelt betegcsoportban
megfigyelhetd jelentds szubklondlis heterogenitds talajan, egyedi mutdcidés mintazatokat
azonositva szinte valamennyi betegben. Ugyanakkor a klasszikus kemoimmuno-terapiaval
szemben egyetlen, a CLL patogenezisében eddig ismert célgén mutacioi sem mutattak szelektiv
ratermettséget a gyogyszer szelekcids nyomasanak hatasara. A szinte valamennyi vizsgalt
génben megjelend szubklonalis mutaciok magas aranya megegyezik Nadeu és mtsai. [205],
valamint Leeksma és mtsai. [231] megfigyeléseivel is, amelyek a szubklonalis heterogenitas

mértékének fokozodasarol szamoltak be kezelésen atesett CLL-es betegek esetében.
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Bar az ibrutinib hatdsa fliggetlen a 7P53 aberraciok jelenlététol, a TP53 eltéréseket
hordoz6 betegek esetében gyakrabban figyeltek meg relapszust ibrutinib kezelés soran [232].
Kutatasaink sordan rendkiviil valtozatos klondlis dinamikat tartunk fel a 7P53 mutaciok
tekintetében. Mig bizonyos esetekben klonalis expanziot vagy eliminaciot figyeltiink meg, mas
esetekben az eredeti 7P53 mutans szubklon eliminacidja mellett az eredetitdl fiiggetlen Gijabb
TP53 mutans szubklon megjelenését dokumentaltuk. Egy j mechanizmust azonositottunk a
TP53 és BTK mutaciok vonatkozasadban, amely sordn a két gént érintd mutaciok alternald
klonalis dinamikajat figyeltiik meg: a BTK mutaciok dontd tobbsége a TP53 mutans szubklon
redukcigjat vagy eliminacidjat kdvetden jelent meg, egyetlen esetben sem figyeltiik meg BTK
mutaciok kialakulasat perzisztalo vagy klondlis expanziét mutaté 7P53 mutans szubklon
esetében. Bar ezen megfigyeléseink masok altali megerdsitése még varat magara, elképzelheto,
hogy a BTK mutans szubklonok expanzidjanak eldfeltétele a 7P53 mutans szubklon
elmininacidja azokban az esetekben, ahol a két gén mutacioi egyiittesen fordulnak eld.
Alternativ forgatokonyv szerint az is elképzelhetd, hogy a hosszu ideig fennalld ibrutinib
kezelés (eseteinkben 2,5-3 év) egyszerlien 1j ,,niche”-t hoz létre a BTK mutaciok szamara a
TP53 mutans szubklonok gradualis eliminacioja altal [203].

A latvanyos kezelési eredmények ellenére a kiilonbozo klinikai tanulményokban a
betegek mintegy 20%-anal szekunder ibrutinib rezisztencia kialakulasardl szamoltak be, amely
hatterében az esetek dontd tobbségében a BTK vagy PLCy2 gének mutéciodit azonositottak [98-
100]. Sajat, ,real-world” adataink arra utalnak, hogy szemben a klinikai tanulmanyok jol
valogatott beteganyagaval, a valos klinikai gyakorlatban az eldzetes kezelésben részesiilo
betegek esetében gyakrabban alakulhat ki ibrutinib rezisztencia a szerzett BTK vagy PLCy2
mutaciok kovetkeztében. Az altalunk vizsgalt betegcsoportban 36,5 honapos median kovetési
id6 alatt a betegek 35%-aban (7/20) alakult ki relapszus. Hasonlé megfigyeléseket tett két
tovabbi munkacsoport is klinikai tanulmanyon kiviili betegek mintait vizsgalva [233, 234].

A BTK és PLCy2 mutaciok idobeli dinamikajat vizsgalva kimutattuk, hogy a
rezisztenciaval kapcsolatba hozhaté mutaciok a klinikai relapszus kialakulasa el6tt atlagosan
10,5 honappal megjelennek a betegek keringésében ¢s az esetek tilnyomd tobbségében
prediktiv markerei a késobb bekdvetkezo terapids kudarcnak. Ezen megfigyelések alapjat
képezik egy a mindennapi diagnosztikaban is alkalmazhaté monitorozasi algoritmusnak, amely
soran az ibrutinib kezelés alatt all6 betegek rendszeres monitorozasat végezziik érzékeny NGS
¢s ddPCR technologiakkal, keresve az optimalis mintavételi idépontokat, valamint a klinikum

szamadra is relevanciaval bir6 mutdns allélfrekvencia hatarértékeket, amelyek informalhatjak a
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jovoben a klinikusokat a kezelési stratégia modositasanak sziikségességérol. Az értekezésben
bemutatott eredményeken tal, mara tobb mint 200 ibrutinibbel kezelt beteg sorozatmintdin
végziink vizsgalatokat, és a legalabb 18 honapja kezelés alatt all6 betegek esetében kozel 40%-
os BTK mutacios gyakorisagot figyeltiink meg (kozles alatt allo megfigyelés).

Az altalunk dokumentalt térbeli konvergens evolucio jelensége felhivja a figyelmet a
kiilonb6z6 €rintett anatdmiai lokalizaciok esetében elvégzendd mutacid-analizis jelentOségére,
amit aldtdmaszt Nadeu és mtsai. késobbi megfigyelése is [235], miszerint bar a CLL
diagnézisakor minimalis térbeli heterogenitas figyelhetd meg, a kezelések hatasara jelentds
térbeli klonalis diverzifikacid zajlik, aminek feltérképezése kiemelt jelentdséggel birhat a
kialakul6 rezisztencia hatterében 4ll6 molekuldris mechanizmusok megértése ¢&s
kdvetkezményesen a tovabbi terdpias stratégia tervezésének szempontjabdl is.

A daganatok molekularis szintl feltérképezésének 01j dimenziodjat jelentik az egysejt-
szintli analizisek, amelyek segitségével korabban nem latott felbontassal lehetséges a genetikai
¢s epigenetikai folyamatok vizsgalata. Az ibrutinib kezelés hatdsara kialakulé molekularis
valtozasok vizsgalatat (az értekezésben bemutatott eredményeken tilmutatéan) egy nemzetkozi
kollaboraci6 formajaban nagyszamu egyedi sejt teljes génexpresszids analizisével és teljes
genomra kiterjedd kromatinszerkezet-térképezéssel, valamint komplex bioinformatikai
elemzést €s mesterséges intelligenciat is magaban foglalo eljarasokkal vizsgaltuk tovabb, amely
soran azonositottuk az ibrutinib kezelés hatasara kialakuld korai molekularis valtozasokat
egyedi sejtek szintjén [236].

A CLL-t érint6 kutatdsaink fontos eleme volt a betegséghez kapcsolddd molekularis
diagnosztika fejlesztése is, amely a sajat tervezési multigénes NGS panel és a BTK mutaciok
monitorozasara alkalmas ddPCR kidolgozasan tal tobb szdz hazai beteg TP53 és IGHV
mutacids statuszanak feltérképezésében is megnyilvanult [69, 206]. Ezen erdfeszitések

eredményeképpen hazank teljes jogi tagjava valt az Eurdpai CLL kutatohaldzat (ERIC:

,European Research Initiative on CLL”) TP53 ¢és IGHV munkacsoportjainak, és az elmult két

évben tobb szaz hazai CLL-es beteg szamara nyilt lehetéség eurdpai akkreditacid birtokaban
az ibrutinib elsévonalbeli alkalmazasahoz sziikséges biomarker-vizsgalatok elvégzésére

laboratoriumunkban.

A Philadelphia kromoszéma negativ myeloproliferativ neoplaziak kialakulasanak
hatterében all6 driver mutaciok megismerésére az elmult tizenot évben kertilt sor. Mara a JAK 2,
MPL és CALR mutaciok kimutatdsa a betegségcsoport major diagnosztikus kritériumava valt

¢s hazankban is évek ota a mindennapi molekularis diagnosztikai algoritmusok részét képezi
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[237-239]. Szamos tanulmany foglalkozott azota ezen driver gének mutacios statusza és a
betegek korlefolyasa, valamint kiilonb6z6 klinikai és laboratdriumi paraméterei kozotti
Osszefiiggések meghatarozasaval [136, 149]. Az elmult években a mutacids statusz ismeretén
tul a mutacidt hordozé klon méretére utalé mutans alléltomeg (vagy varians allélfrekvencia)
klinikai relevanciaja is ismertté valt [134, 144]. (Ennek jelentdségét az FL-lel és CLL-lel
foglalkoz6 tanulmanyaink esetében is demonstraltuk fentebb.) Munkank soran 652 Ph- MPN
beteg (425 ET és 227 PMF) esetében végeztik el a JAK2 V617F és CALR driver mutaciok
mennyiségi mutacio-analizisét. Az altalunk vizsgalt betegcsoport diagndzisai harom hazai
patoldgiai centrumban sziilettek, a betegek ugyanakkor tiz kiilonboz6 hazai klinikai centrumbol
szarmaztak. Dr. Andrikovics Hajnalka kutatécsoportjanak hasonld jellegli munkdjat is
figyelembe véve [149, 237] szinte a teljes hazai Ph- MPN populacié genetikai profilja ismert.

Mig a mutacios statusz és a JAK2 V617F alléltomeg klinikai jelentdségének
vonatkozasdban megfigyeléseink dontden a nemzetkdzi adatok hazai betegcsoportban torténd
meger6sitését jelentik [140, 240], a CALR mutacidk tekintetében szamos 0j megfigyelést
tettiink [207, 208]. Tizenkét, korabban még nem azonositott ij CALR mutaciot fedeztiink fel,
¢s a magas CALR mutéans allélterhelést egy proliferativabb betegség-fenotipussal (magasabb
LDH-szint, gyakoribb myelofibrotikus transzformaciés rata és gyakoribb thrombotikus
események) hoztuk 0Osszefiiggésbe ET esetében [207]. Bar a mutans allélterhelés
meghatdrozasahoz alkalmazott metodikadk esetében nemzetkdzi standardizacio sziikséges, a
JAK2 V617F ¢és CALR muticiok mennyiségi meghatdrozdsa fontos prognosztikus
biomarkerévé valhat a Ph- MPN korképek kovetésének akar a JAK2 gatld célzott terapiak
hatasanak nyomonkovetésében, vagy a HSCT-t kovetd rezidualis betegség kimutatdsaban is
[241, 242]

Munkénk sordn elsdként terjesztettik ki a CALR mutans allélterhelés vizsgalatat
fehérje-szintre: a CAL2 monoklonalis antitest [130] segitségével lehetdségiink nyilt a CALR
mutaciok fehérje-szintli mennyiségi meghatarozasara az eziddig vizsgalt legnagyobb
betegcsoport, 0sszesen 91 CALR mutaciot hordozé ET vagy PMF beteg esetében. Tizennyolc
kiilonb6z6 tipusu CALR mutacid esetében demonstraltuk az IHC eljaras alkalmazhatosagat a
mutacios statusz meghatarozasaban, amelyek koziil 16 mutacio-tipus esetében tanulmanyunkat
megel6ézéen még nem torténtek vizsgalatok. A CAL2 IHC analizis 100%-o0s konkordanciat
mutatott a molekularis vizsgalattal meghatarozott CALR mutécios statusz adatokkal. A fehérje-
szintli allélterhelés meghatarozasahoz manualis és automatizalt eljarasokat is kidolgoztunk,
amelyek 100%-os specificitassal és szenzitivitassal voltak képesek elkiiloniteni a CALR mutans

¢s vad tipust eseteket. Bar a specifikus CAL2 jelolodés dontéen a megakaryocytakra
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lokalizalodott, az esetek mintegy felében non-megakaryocyta sejtekben is megfigyeltiink
specifikus festédést, amire magyardzatul szolgalhat az a jelenség, hogy a CALR mutaciok
gyakran jelennek meg olyan korai progenitor sejtekben, amelyek erythroid és myeloid irdnyba
is képesek differencialédni [123]. A fehérje-szinti CALR mutans allélterhelés csak a
thrombotikus események gyakoribb kialakuldsaval mutatott szignifikdns (p=0,03)
Osszefiiggést, ami azonban egy klinikailag relevans megfigyelés lehet, mivel kordbban
ugyanezt az 0sszefliggést azonositottuk magasabb DNS-szintii CALR mutacids allélfrekvencia
esetében is [207]. Kiemelendd, hogy a CALR mutaciok mennyiségi meghatarozasara altalunk
kidolgozott IHC eljards hasznos eszkdz lehet az ET és PMF betegek mindennapi
diagnosztikdjaban is, olyan esetekben amikor nincs lehetdéség molekularis szintii analizisre,

vagy annak eredménye valamilyen okbol kifolyolag nem egyértelmii.

Bar az elmult évtizedben végzett kutatasaink dontden a kiilonbdz6 onkohematologiai
korképek kialakuldsa és progresszidja soran szerzett, azaz szomatikus genetikai eltérések
megismerésére fokuszaltak, a myeloid korképek esetében tanulmanyaink az o6roklédo
hajlamosité genetikai varidnsok vizsgalatdra is kiterjedtek. Annak ellenére, hogy az
onkohematologiai korképek csaladon beliili halmozddéasa tobb évtized ota ismert jelenség, a
hajlamositd genetikai hattér feltérképezése ezidaig a tudomanyos megfigyelések és anekdotikus
beszamoldokon talmutatd részletességgel csak a myeloid koérképek csoportjdban tortént meg.
Ennek megfeleléen az elmult évtizedben robbanasszerti fejlédés szemtanui lehettiink ezen a
téren, ami egy Uj entitdscsoport, a ,,myeloid neoplazidk germline hajlamositd tényezdvel”
megjelenéséhez vezetett a myeloid daganatok 2016-os megujult osztalyozasaban.

E kérképcsoportban végzett munkédnk legfontosabb gyakorlati hozadéka, hogy els6ként
azonositottuk és genetikai vizsgélatokat végeztiink hazai familidris myeloid kérképek altal
érintett csalddok esetében, valamint a ma ismert legfontosabb hajlamosité varidnsokat hordoz6
gének pontmuticidinak és kopiaszdm-eltéréseinek vizsgalatira alkalmas eljarasokat
dolgoztunk ki és honositottunk meg a mindennapi molekuldris diagnosztikai gyakorlatban.
Négy hazai és egy angol csaldd vizsgdlata sordn hdrom csaldd esetében sikeriilt azonositani a
hajlamosité genetikai varidnst a RUNXI, GATA2 és TERC gének germline pontmutdcidi vagy
kopiaszam-eltéréseinek formajaban.

Az eddig azonositott legtobb elsdfoku érintett rokont tartalmazé FPD-AML csalad
esetében, ahol négy ledny testvérnél alakult ki megel6z6 MDS talajan szekunder AML, a
RUNXI gén p.R201* stop kodont eredményezd muticidjit azonositottuk mind a négy érintett

gyermekben és tiinetmentes hordozé édesanyjukban is. Uj kooperald genetikai mechanizmust
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fedeztiink fel e csaldd exom-szintli genetikai vizsgdlata sordn a JAK-STAT addikci6
forméjdban, amely sordn valamennyi, agressziv korlefolyast mutatd érintett esetében e jeldtvitel
komponenseinek (JAK2 vagy SH2B3) mutécidit és azok aUPD kovetkeztében homozigdtdva
valasat dokumentéltuk, ami a germline héttér megismerésének fontossdgin til a szerzett
kooperal6 genetikai eltérések azonositdsdnak jelent6ségére is felhivja a figyelmet. A masik
altalunk azonositott gyakori genetikai konstellaici6 a germline GATA2 mutédns, 7-es
kromoszoma monoszomidjaval kisért magas rizik6ji MDS esetében a szomatikus ASXLI
mutdcidk megjelenése. A csiravonalbeli GATA2 mutécidk €s agressziv korlefolydssal tarsuld
szerzett ASXLI muticiok gyakori egyiittdllasit West és mtsai. is meger0sitették
tanulmanyunkat kovetéen [243]. A dolgozatban bemutatott eredményeken tilmutatéan a
szoban forgd GATA2-deficiens csaldd esetében megfigyelt varidbilis penetrancia hatterében
nemzetkozi kollaboracié sordn a mutdns GATAZ2 allélspecifikus csendesitését és a vad tipusu
allél szelektiv kifejezddését figyeltiik meg a GATA2 mutéciét hordoz6, &m myeloid betegség
jeleit nem mutaté csaladtagokban [244].

A genetikai héttér folyamatos megismerésével a korabban irodalmi ritkasagnak vélt, de
a mai vizsgalatokkal felismert familiaris esetek gyakorisaga folyamatosan novekszik. Az ilyen
esetek azonositasanak egyik jelentOs gyakorlati aspektusa a tiinetmentes hordozo6 csaladtagok
azonositasa a csontvelddonor keresés soran [153]. Az altalunk vizsgalt csaladok koziil kettd
esetében is az azonositott csiravonalbeli eltérés szlirése zarta ki vagy tette lehetové egy els6foku
rokon donorként valé azonositdsat a HSCT-re vald eldkésziilet soran. Az eddig azonositott
csiravonalbeli hajlamositd genetikai variansok klinikai tesztelésére az elmult években tobb
nemzetkozi ajanlas is sziiletett, amelyek a specifikus tiineteket is figyelembe véve, a klinikai
képen alapul6 diagnosztikai algoritmus kidolgozasat céloztak [245-248]. Kutatocsoportunk is
kozolt egy hazai algoritmus javaslatot a kozlés idépontjaban ismert genetikai eltérések
kontextusaban [183]. Ugyanakkor az elmult néhany évben tovabbi génekben megtalalhatod
hajlamosito genetikai variansok azonositasanak lehettlink tantii, ami a genetikai vizsgalatokhoz
szlikséges metodikai eszkoztar bovitését is sziikségessé teszi. Kutatdocsoportunk fejlesztésének
kdszonhetden napjainkban a kopiaszam-eltérések vizsgalatara alkalmas MLPA eljarason tal
egy sajat fejlesztésli, 52 gén mutéaciodinak és kisméreti kopiaszam-eltéréseinek vizsgalatara
alkalmas NGS eljaras all rendelkezésre a myeloid korképek halmozodasat mutatd csaladok
genetikai vizsgalatahoz.

A ma ismert prediszpozicids gének vizsgalataval az esetek mintegy felében sikeriil
azonositani a hajlamosité genetikai varianst, igy jelentés nemzetkozi szintli eréfeszités zajlik

tovabbi kandidans gének azonositasanak céljabol. A jelen pillanatban legnagyobb ilyen tipusu
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nemzetkodzi 6sszefogasra épilild tanulmanyban kollaboracids partnerként vettiink részt, amely
86 csalad exom-szintii vizsgalataval 65 ujabb prediszpozicios 16kuszt azonositott [249]. A
familiaris myeloid koérképek teriiletén végzett kutatomunkank tovabbi nemzetkozi folyomanya
a Runx1 kutatoi haldzatban, a GATA2 deficiencidhoz kotheté malignitasokat vizsgaldo ERA-
PerMed GATA2-konzorciumban, valamint a gyermekkori MDS és AML-lel foglalkoz6

szakembereket tomorit6 EWOG-MDS csoport molekularis diagnosztikai paneljében vald

tagsag is. Ezen aktivitdsoknak kdszonhetden, nemzetkozi Osszefogas keretén beliill még
hatékonyabban vizsgalhatok a ritka, am klinikailag is jelent6s és modellértékti familiaris

myeloid korképek.

Az elmult évek eredményeinek tudomanyos kozlésén tal fontosnak tartottuk a
tudomanyos megfigyelések magyar nyelvii, a posztgradualis is képzésben is hasznosuld
formaban torténd disszemindcidjat is. Ennek megfelelden az Aaltalunk vizsgalt
onkohematologiai entitadsok témadjaban, sajat eredményeinket is a mindennapi gyakorlat
kontextusaba helyezve szamos 0Osszefoglald kozlemény késziilt az onkohematoldgia
szakteriiletének miiveldi szdmara a teriileten alkalmazott molekularis vizsgalomodszerekrdl
[182, 212, 250], az FL és DLBCL genetikai hatterérdl és 0j kezelési lehetdségeirdl [33, 251-
253], a CLL genetikai hatterérdl az 0j genomszekvenalasi eredmények fényében [75], a CLL
korszerl kezelésérdl és molekularis diagnosztikai algoritmusarél [92], az ibrutinib rezisztencia
mechanizmusairdl és klinikai jelentdségérol [103], a driver gének mutacidi mellett megjelend
fenotipus médositd genetikai eltérések szerepérdl Ph- MPN-akban [254], valamint a familiaris

onkohematologiai korképek diagnosztikus aspektusair6l [104, 183].
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VII UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

A doktori tézisek alapjaul szolgalo tudomanyos publikacidkban a jel6lt és munkacsoportja

szamos, a mindennapi klinikai és diagnosztikai gyakorlatban is relevanciaval bird 1j

megallapitast tett.

A tézisek legfontosabb 1) megallapitasai:

crer

komponenseinek, a JAK-STAT és NFkB ttvonalak, valamint a B-sejt fejlddésben szerepet

jatszé fehérjék gyakori mutacioit azonositottuk (Nature Genetics 2014).

Célozhato genetikai 1ézidkat azonositottunk az FL 1jabb relapszusainak és

crer

Genetics 2014).

Korai, klonalis eseményként, igy idealis terapias célpontként azonositottuk az EZH2

mutaciokat az FL betegek mintegy negyedében (Leukemia 2011, Blood 2013).

Ibrutinib kezelés hatasara kialakuldo heterogén klondlis evoluciés mintdzatokat és
folyamatos klonalis szelekcios folyamatot azonositottunk ezen tipusu kezelés alatt allo
kronikus lymphocytas leukémidban (CLL) szenvedd betegek esetében (International

Journal of Cancer 2020).

Az ibrutinib rezisztencia hatterében tobb ujonnan felfedezett BTK ¢és PLCy2 mutaciot
azonositottunk és kimutattuk, hogy a BTK rezisztencia mutaciok a klinikai relapszus el6tt
akar 12 honappal is megjelenhetnek a betegek keringésében (International Journal of

Cancer 2020).

Ibrutinib hatéséra kialakul6 térbeli konvergens evolucios folyamatot azonositottunk CLL-

ben (Haematologica 2019).

12 1j, korabban még nem ko6z61lt CALR mutéciot azonositottunk Philadelphia kromoszéma

negativ myeloproliferativ neopldziakban (Ph- MPN) (Leukemia Research 2018).
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A magas CALR mutans alléltomeg Osszefiiggését mutattuk ki egy proliferativabb betegség
fenotipussal, fokozott thrombotikus ¢s myelofibrotikus transzformacios rizikdval

esszencialis thrombocythaemia esetében (Leukemia Research 2018).

A CALR mutaciok fehérje-szintli mennyiségi kimutatasara alkalmas eljarast dolgoztunk ki
¢s Osszefliggést mutattunk ki a magas CALR alléltomeg és a major thrombotikus

események eléfordulasa kozott (Pathology 2019).

Elséként azonositottunk olyan hazai csaladokat, amelyek myeloid hematoldgiai korképek
halmozddéasat mutattak. Kidolgoztuk és elérhetové tettiik a betegségcsoport mindennapi
diagnosztikdjahoz sziikséges molekularis eljarasokat (Pathology Oncology Research 2018,
Hematologia Transzfuziologia 2019).

A familidris vérlemezke zavar — akut myeloid leukémia (FPD-AML) kérképre hajlamosito
germline RUNXI mutéaciokkal kooperald genomi valtozasokat azonositottunk a JAK-
STAT 1tvonal komponenseiben (JAK-STAT addikcid) egy FPD-AML modell csalad

esetében (European Journal of Human Genetics 2017).

Felfedeztiikk a csiravonalbeli GATA2 mutacidk, valamint a szerzett 7-es kromoszoéma

monoszomia ¢€s ASXLI muticiok kooperacidjat a magas rizikoju familidris

myelodysplasias szindroma hatterében (Haematologica 2012).
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VIII AZ ERTEKEZES ALAPJAUL SZOLGALO KOZLEMENYEK

VIIL.1 A jelolt elso- vagy utolsoszerzés kozleményei az értekezés témajaban

Bodor C, O’Riain C, Wrench D, Matthews J, Iyengar S, Tayyib H, Calaminici M, Clear
A, Igbal S, Quentmeier H, Drexler HG, Montoto S, Lister AT, Gribben JG, Matolcsy A,
Fitzgibbon J. EZH2 Y641 mutations in follicular lymphoma. LEUKEMIA 25:(4), 726-
729. (2011). IF: 9,561

Bodor C, Grossmann V, Popov N, Okosun J, O'Riain C, Tan K, Marzec J, Araf S, Wang
J, Lee AM, Clear A, Montoto S, Matthews J, Igbal S, Rajnai H, Rosenwald A, Ott G,
Campo E, Rimsza LM, Smeland EB, Chan WC, Braziel RM, Staudt LM, Wright G, Lister
TA, Elemento O, Hills R, Gribben JG, Chelala C, Matolcsy A, Kohlmann A, Haferlach T,
Gascoyne RD, Fitzgibbon J. EZH2 mutations are frequent and represent an early event in
follicular lymphoma. BLOOD 122:(18), 3165-3168. (2013). IF: 9,775

Okosun J*§, Bodor C*§, Wang J*, Araf S, Yang C-Y, Pan C, Boller S, Cittaro D, Bozek
M, Igbal S, Matthews J, Wrench D, Marzec J, Tawana K, Popov N, O'Riain C, O'Shea D,
Carlotti E, Davies A, Lawrie CH, Matolcsy A, Calaminici M, Norton A, Byers RJ, Mein
C, Stupka E, Lister TA, Lenz G, Montoto S, Gribben JG, Fan Y, Grosschedl R, Chelala C,
Fitzgibbon J. Integrated genomic analysis identifies recurrent mutations and evolution
patterns driving the initiation and progression of follicular lymphoma. NATURE
GENETICS 46:(2), 176-181. (2014). * megosztott elso szerzok, § megosztott levelezo
szerzok. 1F: 29,352

Kiss R, Alpar D, Gangé A, Nagy N, Eyiipoglu E, Aczél D, Matolcsy A, Csomor J, Matrai
Z,Bodor C. Spatial clonal evolution leading to ibrutinib resistance and disease progression
in chronic lymphocytic leukemia. HAEMATOLOGICA 104:(1), E38-E41. (2019).
IF: 7,570

Gang6 A, Alpar D, Galik B, Marosvari D, Kiss R, Fésiis V, Aczél D, Eyiipoglu E, Nagy
N, Nagy A, Krizsan S, Reiniger L, Farkas P, Kozma A, Adam E, Tasnady S, Réti M,
Matolcsy A, Gyenesei A, Matrai Z, Bodor C. Dissection of subclonal evolution by
temporal mutation profiling in chronic lymphocytic leukemia patients treated with
ibrutinib. INTERNATIONAL JOURNAL OF CANCER 146:(1), 85-93. (2020). IF: 4,982

Bodor C, Renneville A, Smith M, Charazac A, Igbal S, Etancelin P, Cavenagh J, Barnett
MJ, Kramarzova K, Krishnan B, Matolcsy A, Preudhomme C, Fitzgibbon J, Owen C.
Germ-line GATA2 p.THR354MET mutation in familial myelodysplastic syndrome with
acquired monosomy 7 and ASXL1 mutation demonstrating rapid onset and poor survival.
HAEMATOLOGICA 97:(6), 890-894. (2012). IF: 5,935
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7. Tawana K, Wang J, Kirdly P, Kallay K, Benyé G, Zombori M, Csomor J, Al Seraihi A,
Rio-Machin A, Matolcsy A, Chelala C, Cavenagh J, Fitzgibbon J, Bédor C. Recurrent
somatic JAK-STAT pathway variants within a RUNX1-mutated pedigree. EUROPEAN
JOURNAL OF HUMAN GENETICS 25:(8), 1020-1024. (2017). IF: 3,636

8. Kirdly AP, Kallay K, Gangé A, Kellner A, Egyed M, Széke A, Kiss R, Valyi-Nagy
I, Csomor J, Matolcsy A, Bodor C. Familial Acute Myeloid Leukemia and Myelodysplasia
in Hungary. PATHOLOGY AND ONCOLOGY RESEARCH 24: (1), 83-88. (2018). IF:
2,433

9. Gangd A, Mdzes R, Boha Z, Kajtar B, Timar B, Kiraly PA, Kiss R, Fésiis V, Nagy N,
Demeter J, Korosmezey G, Borbényi Z, Marton I, Szoke A, Masszi T, Farkas P, Varkonyi
J, Plander M, Pésfai E, Egyed M, Pal K, Radvanyi G, Hamed A, Csomor J, Matolcsy A,
Alpar D, Bodor C. Quantitative assessment of JAK2 V617F and CALR mutations in
Philadelphia negative myeloproliferative neoplasms. LEUKEMIA RESEARCH 65, 42-
48.(2018). IF: 2,066

10. Mozes R, Gang6 A, Suldk A, Vida L, Reiniger L, Timar B, Krenécs T, Alizadeh H, Masszi
T, Gaal-Weisinger J, Demeter J, Csomor J, Matolcsy A, Kajtar B, Bodor C. Calreticulin
mutation specific CAL2 immunohistochemistry accurately identifies rare calreticulin
mutations in myeloproliferative neoplasms. PATHOLOGY 51:(3), 301-307. (2019). IF:
3,163

Magyar nyelvii kézlemények az értekezés témdjaban

11. Fésiis V, Marosvari D, Kajtar B, Kirdly PA, Demeter J, Gurbity-Palfi T, Egyed
M, Plander M, Farkas P, Matrai Z, Bodor C. A TP53-mutdcio-analizis jelentdsége

kronikus lymphocytas leukaemidban [TP53 mutation analysis in chronic lymphocytic
leukaemia] ORVOSI HETILAP 158(6), 220-228. (2017). IF: 0,322

12. Kotmayer L, Kiss R, Kirdly PA, Csomor J, Kéllay K, Alpar D, Bodor C. Familiaris
myelodysplasids szindroémaban szenvedd csaldd genomikus kopiaszam-valtozasainak
vizsgalata multiplex ligatiofliggd szondaamplifikaciéval. Hematologia—Transzfuziologia
51:(4), 214-220. (2018).

13. Fésiis V, Eyiipoglu E, Kiss R, Adam E, Kozma A, Matrai Z, Bodor C. Az IGHV

mutacidanalizis jelentésége kronikus lymphocytds leukémidban. HEMATOLOGIA—
TRANSZFUZIOLOGIA 51:(1), 22-29. (2018).

A fenti kdzlemények 6sszessitett impakt faktora: 78,795. Osszesitett idézettsége: 628, fiiggetlen
idézettsége: 550.
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Osszefoglalo kozlemények az értekezés témajaban

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Bodor C, Reiniger L. Catalog of genetic progression of human cancers: non-Hodgkin
lymphoma. Cancer and Metastasis Reviews 35:(1), 109-127. (2016). IF: 4,697

Bodor C, Schneider T. Follicularis lymphoma— utban a személyre szabott és célzott
kezelés felé. KLINIKAT ONKOLOGIA 3:(1), 30-38. (2016).

Bodor C, Gangé A, Schneider T. Diffaz nagy B-sejtes lymphoma: Uton a személyre
szabott terapia felé. KLINIKAI ONKOLOGIA 4:(1), 33-41. (2017).

Kirdly AP, Alpar D, Fésiis V, Marosvari D, Matolcsy A, Bodor C. Az onkohematologia
molekularis diagnosztikai vizsgalomodszereinek alapjai. MAGYAR
ONKOLOGIA 60:(2), 88-98. (2016).

Marosvari D, Alpar D, Kiraly AP, Rajnai H, Reiniger L, Bodor C. A kronikus limfocitas
leukémia genetikai hattere az ujgeneraciés szekvenalds korszakaban. MAGYAR
ONKOLOGIA 60:(2), 118-125. (2016).

Kiraly PA, Kallay K, Marosvari D, Beny6 G, Széke A, Csomor J, Bédor C. Familiaris
myelodysplasids szindroma és akut myeloid leukaemia klinikai és genetikai hattere.
ORVOSI HETILAP 157:(8), 283-289. (2016).

Mobzes R, Gang6d A, Boha Z, Csomor J, Bodor C. A driver és szubklonalis mutaciok
szerepe a primer mielofibrozis patogenezisében. MAGYAR ONKOLOGIA 61:(1), 36-45.
(2017).

Fésiis V, Nagy A, Alpar D, Bodor C. Az adoptiv sejttranszfer sikere a hematoldgiaban: a
kiméra antigénreceptorral felruhazott T-sejtek. HEMATOLOGIA-
TRANSZFUZIOLOGIA 52:(3), 178-187. (2019).

Kotmayer L, Kallay K, Bodér C. Orokletes hematolégiai malignitisok. MAGYAR
ONKOLOGIA 64:(1), 43-55. (2020).

Angol nyelvii konyvfejezet az értekezés témajaban

23.

Strefford JC, Fitzgibbon J, Rose-Zerilli MJJ, Bodor C. The genetics of mature B-cell
malignancies, 265-311. In: The Genetic Basis of Haematological Cancers, Eds: S Tosi and
AG Reid, Wiley 2016.
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VIIL.2 Az értekezés témajahoz kapcsolodo kollaboracios kozlemények

Eredeti kozlemények:

126

Okosun J, Wolfson RL, Wang J, Araf S, Wilkins L, Castellano BM, Escudero-Ibarz L, Al
Seraihi A, Richter J, Bernhart SH, Efeyan A, Igbal S, Matthews J, Clear A, Guerra-
Assuncao J, Bodor C, Quentmeier H, Mansbridge C, Johnson P, Davies A, Strefford JC,
Packham D, Barrans S, Jack A, Du M, Calaminici M, Lister TA, Auer R, Montoto S,
Gribben JG, Siebert R, Chelala C, Zoncu R, Sabatini DM, Fitzgibbon J. Recurrent
mTORCl1-activating RRAGC mutations in follicular lymphoma. NATURE
GENETICS 48:(2), 183-188. (2016). IF: 27,125

Gang6 A, Batai B, Varga M, Kapczar D, Papp G, Marschalko M, Kuroli E, Schneider
T, Csomor J, Matolecsy A, Bodor C, Szepesi A. Concomitant 1p36 deletion and
TNFRSF14 mutations in primary cutaneous follicle center lymphoma frequently
expressing high levels of EZH2 protein. VIRCHOWS ARCHIV 473:(4), 453-462. (2018).
IF: 2,585

Rendeiro AF, Krausgruber T, Fortelny N, Zhao F, Penz T, Farlik M, Schuster LC, Nemc
A, Tasnady Sz, Réti M, Matrai Z, Alpar D*, Bodor C*, Schmidl C*, Bock C*. Chromatin
mapping and single-cell immune profiling define the temporal dynamics of ibrutinib
response in CLL. NATURE COMMUNICATIONS 11:(1), 577.
https://doi.org/10.1038/s41467-019-14081-6. (2020). IF: 11,880

*megosztott szenior szerzok

Al Seraihi A, Rio-Machin A, Tawana K, Bédor C, Wang J, Nagano A, Heward JA, Igbal
S, Best S, Lea N, McLornan D, Kozyra E, Wlodarski M, Niemeyer C, Scott H, Hahn C,
Ellison A, Tummala H, Romualdo Cardoso S, Vulliamy T, Dokal I, Butler T, Smith M,
Cavenagh J, Fitzgibbon J. GATA2 monoallelic expression underlies reduced penetrance in
inherited GATA2-mutated MDS/AML. LEUKEMIA 32:(11), 2502-2507. (2018). IF:
9,944

Rio-Machin A, Vulliamy T, Hug N, Walne A, Tawana K, Cardoso S, Ellison A, Pontikos
N, Wang J, Tummala H, Al Seraihi AFH, Alnajar J, Bewicke-Copley F, Armes H, Barnett
M, Bloor A, Bodor C, Bowen D, Fenaux P, Green A, Hallahan A, Hjorth-Hansen H,
Hossain U, Killick S, Lawson S, Layton M, Male AM, Marsh J, Mehta P, Mous R,
Nomdedéu JF, Owen C, Pavlu J, Payne EM, Protheroe RE, Preudhomme C, Pujol-Moix
N, Renneville A, Russell N, Saggar A, Sciuccati G, Taussig D, Toze CL, Uyttebroeck A,
Vandenberghe P, Schlegelberger B, Ripperger T, Steinemann D, Wu J, Mason J, Page P,
Akiki S, Reay K, Cavenagh JD, Plagnol V, Caceres JF, Fitzgibbon J, Dokal 1. The complex
genetic landscape of familial MDS and AML reveals pathogenic germline variants.
NATURE COMMUNICATIONS 11(1):1044. doi: 10.1038/s41467-020-14829-5 (2020).
IF: 11,878
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10.

Kiss R, Papp G, Krizsan S, Kotmayer L, Gangé A, Nagy N, Batai B, Matrai Z, Bodor
C, Alpar D. Genomikus képiaszam-eltérések szlirése kronikus limfoid leukémidban
multiplex ligaciofiggd szondaamplifikécioval. HEMATOLOGIA-
TRANSZFUZIOLOGIA 51:(1), 31-40. (2018).

Osszefoglalo kozlemények:

Batai B, Lévai D, Gaal-Weisinger J, Balogh A, Gangé A, Bodor C, Nagy N. A személyre
szabott terapia 0j lehetdsége follicularis lymphoméban — Az EZH2 hiszton metil-
transzferaz gatlasa. HEMATOLOGIA-TRANSZFUZIOLOGIA 51:(2), 61-70. (2018).

Kiss R, Kosztolanyi S, Gangd A, Szuhai K, Bodor C, Alpar D. Multiplex ligatiofiiggd
szondaamplifikdcié az onkohematologiai kutatdsban és diagnosztikdban. ORVOSI
HETILAP 159:(15), 583-592. (2018). IF: 0,564

Acz¢l D, Matrai Z, Kiss R, Balogh A, Illés S, Bodor C, Alpar D. Ibrutinibrezisztencia
kronikus limfocitas leukémisban. HEMATOLOGIA-TRANSZFUZIOLOGIA 52:(2),
136-148. (2019).

Gurbity Palfi T, Fésiis V, Bodor C, Borbényi Z. A kronikus lymphocytds leukaemia
korszeri molekularis diagnosztikdja ¢és kezelése az 0j célzott terapidk korszakaban.
ORVOSI HETILAP 158:(41), 1620-1629. (2017). IF: 0,322

Szerkesztoségi hozzaszolas

24.

Mutsaers PGNJ, van de Loosdrecht, AA, Tawana K, Bodor C, Fitzgibbon J, Menko FH.
Highly variable clinical manifestations in a large family with a novel GATA2 mutation.
LEUKEMIA 27:(11), 2247-2248. (2013).

Tovabbi szenior szerzos kozlemények:

1.

Bodor C, Alpar D; Marosvéri D, Galik B, Rajnai H, Batai B, Nagy A, Kajtar B, Burjan A,
Deak B, Schneider T, Alizadeh H, Matolcsy A, Brandner S, Storhoff J, Chen N, Liu M,
Ghali N, Csala I, Bagd AG, Gyenesei A, Reiniger L. Molecular Subtypes and Genomic
Profile of Primary Central Nervous System Lymphoma. JOURNAL OF
NEUROPATHOLOGY AND EXPERIMENTAL NEUROLOGY 79:(2), 176-183. (2020).
IF: 3,460

Kiss R, Gangé A, Benard-Slagter A, Egyed B, Haltrich I, Hegyi L, de Groot K, Kiraly
PA, Krizsan S, Kajtar, B, Piké H, Pajor L, Vojcek A, Matolcsy A, Kovacs G, Szuhai
K, Savola S, Béodor C*, Alpar D*. Comprehensive profiling of disease-relevant copy
number aberrations for advanced clinical diagnostics of pediatric acute lymphoblastic
leukemia. MODERN PATHOLOGY, doi: 10.1038/s41379-019-0423-5. (2019). IF: 6,365
*megosztott utolso szerzok
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IX TUDOMANYMETRIAI ADATOK AZ MTMT2 ALAPJAN

Bddor Csaba tudoméanyos és oktatasi kozleményeinek ésszefoglalasa
MTA V. Orvostudomanyi Osztaly (2020.05.20)

Tudomanyos és oktatasi kozlemények

Szama

Hivatkozasok'!

Osszesen

Részletezve

Fiiggetlen Osszes

I. Folyéiratcikk?

82

szakcikk nemzetkozi folyoiratban, idegen nyelvi

38

szakcikk, hazai idegen nyelvi

0

szakcikk, magyar nyelvi

14

szakcikk, sokszerzés, érdemi szerzoként®

5

osszefoglalé kézlemény

rovid kézlemény

Il. Kényv

a) Szakkonyv, kézikonyv, tankonyv szerzoként

idegen nyelvi

magyar nyelvi

aa) Felsboktatasi tankonyv

b) Szakkonyv, kézikonyv, konferenciakétet, tankonyv
szerkesztoként

idegen nyelvi

magyar nyelvi

bb) Felsdoktatasi tankonyv

o|o|o

Konyrészlet

idegen nyelvi

magyar nyelvi

cc) Felsdoktatasi tankonyvfejezet

NEILNE

V.

Konferenciaktizlemény4

Oktatasi k6zlemények o6sszesen (ll.aa,bb-lll.cc)

o|o|lo|o
o|lo|o|lo|o]||

Tudomanyos kozlemények 6sszesen (I-1V.)

1204 1382

Tudomanyos és oktatasi kozlemények 6sszesen (I-1V.)

1204 1382

V. Tovabbi tudomanyos mivek

Tovabbi tudomanyos mivek, ide értve a nem teljes
folyoiratcikkeket és a nem ismert lektoraltsagu folyoiratokban
megjelent teljes folyodiratcikkeket is

Szerkesztoségi levelezés, hozzaszolasok, valaszok

Oltalmak, szabadalmak

VI.

Hivatkozott absztraktok®

Osszes hivatkozas!

Hirsch index®

17

g index®

37

Specialis tudomanymetriai adatok

Szama

Osszes hivatkozas

Elsé szerzés teljes folyoiratcikkek szama

2

15

655

Utolso szerzés teljes folyoiratcikkek szama

2

20

23

A tudomanyos fokozat (PhD) elnyerése utani (2008) teljes
tudomanyos folyoiratcikkek szama

70

1184

Az utolso 10 év (2010 - 2020) tudomanyos, teljes, lektoralt
tudomayos folyoiratcikkeinek szama

67

1183

A legmagasabb hivatkozottsagu kozlemény hivatkozasainak
szama (az osszes hivatkozas szazalékaban)

354

25,18%

Hivatkozasok szama, amelyek nem szerepelnek a WoS/Scopus
rendszerben

6

Jelentés, guideline

0

Csoportos (multicentrikus) kézleményben kollaboracios
kézremikods’
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Megjegyzések:

. a disszertacio és egyéb tipusu hivatkozas nélkli, a WoS és/vagy Scopus rendszerben nyilvantartott adatok

_ lektoralt, tudomanyos folyoiratban

a szerz6 irasban nyilatkozik, hogy érdemi szerz6i hozzajarulasaval készultek szerzoként jegyzett kozleményei, és az érdemi hozzajarulast
dokumentalni tudja

. konferenciak6zlemény folyodiratban, konyvben vagy egyéb konferenciakétetben

. nem-hivatkozott absztrakt itt nem kerul az 6sszesitésbe

. a disszertacio és egyéb tipusu hivatkozas nélkuli 6sszes hivakozassal szamolva. A Hirsch és a g index definicidja

kozremiikodés esetén a csoportos szerz6ségu kozlemények hivatkozottsaga kulon értékelendd, és nem szamithato be az 6sszesitett
hivatkozasok k6zé
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