Valasz Prof. Dr. Timar Jézsef, az MTA Doktora, opponensi véleményére

Nagyon koszondm Professzor Ur értékeses biralati véleményét. A bevezetésre, a
disszertacié tagolasara — szerkesztésére ¢és a referencidkra vonatkozd észrevételeire a
kovetkezdket valaszolom.

A. A klonalis homogenitas vs heterogenitas és klonalis fejlodés kérdéseit azért foglaltam
Ossze viszonylag roviden a bevezetd 1. Témakor fejezetben, mert legalabb 5 nagy és fliggetlen
haematooncologiai teriiletet vizsgaltunk. Ugy véltem, hogy a klonalis evolacié kérdéskorét
ezen elkiiloniilé teriiletek tematikus fejezeteiben és sajat kontextusukban szerencsésebb
bemutatni és — sajat eredményeink tiikrében diszkutalni.

B. A disszertacié szerkesztési elvei és gyakorlata mar egy masik opponensi véleményben is
napirendre keriilt. Az volt a szdndék és az alapelv, hogy konzekutiv numerikus jeldléssel
adjuk meg a f6-, és alcsoportokat. Az elébbiek a kdvetkezok voltak: 1. Témakor megjelolés,
2. Modszertan, 3. Tematikus fejezet - Sajat kutatdsok ( Bevezetés - Eredmények —
Diszkusszié bontasban), 4. Fébb kovetkeztetések - Uj eredmények, 5. Irodalomjegyzék.
Ennek alapjan pl. a tartalomjegyzékben bemutatott ¢s alkalmazott modon:

- A 3.3.1. tematikus alfejezet modszertanat a 2.3.1. fejezet, fobb kovetkeztéseit — Uj
eredményeket a 4.3.1., mig irodalomjegyzékét az 5.3.1. alfejezet tartalmazza. Ez a szamozasi
besorolds minden oldal jobb fels6 sarkaban feltiintetésre kertilt.

- A Moddszertan fejezet azért 4 tagu és nem 5 tagl, mint az Eredmények / Diszkusszi6 illetve
az Irodalomjegyzék, mert a 3.5. fejezet — 6 sajat eredeti kozleményiink tapasztalatait is
figyelembe véve - attekintés / review az iFISH automatizaciojanak kérdéseirdl, eredményeirdl
¢s perspektivairdl. Ebben a targyaldsi modban tehat nincs modszertana. Ezért nincs 2.5.
fejezet, de van 3.5., 4.5. és 5.3.5. fejezet.

- A dolgozat 5 tematikus fejezetbdl (ebbdl a 3.3. fejezet 3 alfejezetbdl), tehat 1ényegében 7
teljesen, vagy nagyrészt elkiiloniild problémakor vizsgalatabol all. Ezeket kozosen
’bevezetni’, a fliggetlen eredményeket egymas mellé rakni és kozosen diszkutalni, nem
tartottam megvaldsithato és ésszerli lehetdségnek. Az nyilvanval6 ugyanakkor, hogy a sokféle
vizsgalati teriilet neheziti az attekinthetdséget.

C. A hivatkozasok évjarat szerinti eloszlasanak kérdése mar ugyancsak eldkeriilt egy masik
opponensi véleményben. Ezzel kapcsolatban tehat csak ismételni tudom a kovetkezoket. A
disszertacid 2015-ben keriilt benyujtasra, tehat legfiatalabbként legfoljebb csak 2014-es
kozlések voltak figyelembe vehetéek a hivatkozasi listaban. A tematikus vizsgalati fejezetek
53.1.,5.3.2.,,5.3.3.,,5.3.4. ¢s 5.3.5. alatti hivatkozasi listdiban az utolso 5 évben (2010 - 2014)
publikalt hivatkozasok szdma 11 + 5 + 9 + 5 +18 = 48-nak, tehat atlagosan ~ 10-nek adodik.
Ugy véltem /vélem, hogy egy — egy sziik, nagyon specialis teriileten kb. 10 meghatarozo
kozlés / 5 év jellemzi a nemzetkozi ismeretanyagot ill. adott esetben nem volt tobb, relevans
kozlés. A Mddszertan referenciak szempontjabol kiilon kategoria.

Professzor Ur egyes tematikus vizsgalati teriiletekkel kapcsolatban feltett kérdéseire a
kovetkezdket valaszolom.

1. A t(12;21) (ETV6-RUNXI1) transzlokacio pozitiv gyermek leukémia esetek kdvetésénél
kombinalt in situ feno- és genotipizalassal azonositott, gén fuziot mutatd sejteket azért



neveztem leukaemia prekurzor sejteknek, mert a transzlokacié monoallelikus volt. Emellett
sem a normal allél vesztése (LOH), sem a kiméra gén amplifikdcidja nem volt azonosithato
(szemben a kezeletlen leukaemia sejtekkel).

A leggyakoribb gyermek leukaemia genetikai csoportok esetén a koldok- illetve
neonatalis vér (Guthrie kartya) vizsgalatok azt mutattak, hogy a leukaemia specifikus
klonotipikus aberraci6 monoallelikusan, 50 — 100 % aranyban mar ezen mintdkban is
kimutathato.

Leukaemias gyermek egészséges egypetéji ikertestvére keringésében is kimutathato a
klonotipikus, de monoallelikus aberracio. Genetikai tipustol fiiggden 10 - 100 % kozotti
leukaemia korkondancia is dokumentalt egypetéjii ikerparokban. Ekozben familiaritas
nem mutathatdé ki. A jelenség elfogadott magyardzata az egypetéji ikrek
monochoriondlis, kiméra keringésén alapszik, azaz, az ikerpar egyik tagjaban kialakulo
monoallelikus aberraciét hordozé prekurzor sejtpopulacié kvazi ,,metasztatizal”
(valdjaban inkabb atterjed) a par masik tagjaba.

Ugyanolyan aberraciot hordozo felnétt akut leukaemidkban a monozigota ikerpar
konkordans leukaemidja nem ismert vagy elhanyagolhato jelenség.

Ezen tények ered6je az az allaspont, hogy a gyermek leukaemiak (ETV6-RUNX1 —
t/12;21/; MLL-11g23, ETO-AML1 — 1/8;21/; HHD-ALL) kialakulasahoz vezet6 LOH
els6 1épését képez6 monoallelikus aberracié nem transzgenikus, hanem in utero szerzett
genetikai karosodas.

A monoallelikus aberraciot hordozo prekurzor sejtek reprodukcios képességgel
rendelkeznek (xenograftolhatok), apoptosis rezisztencia fokozodast mutatnak, de kiméra
transzkriptumot nem expresszalnak (Ref. 71, 72, 75, 76, 111; 5.3.2.fejezet).

2. A Ph+ acut lymphoblastos leukaemia (ALL) képében jelentkezé betegség vizsgalatanal az
volt a kérdés, hogy 2 formajat, a de novo (primér) Ph+ ALL-t illetve a fel nem ismert (Ph+)
CML lymphoblastos crisis-t (CML-LBC) el tudjuk-e kiiloniteni gyorsan és hatdsosan a
kezeletlen betegség fazisaban. Amennyiben igen, a két csoport ber-abl expressziot illetve
elkotelezett lymphoid 6ssejt (CLSC) vs el nem kotelezett 6ssejt (UCSC) eredetet illetden
homogén vagy heterogén?

3.

- A morfologia és a transzlokacio IFISH jelol6désének konzekutiv ¢és korrelalt

vizsgalataval, a Ph+ blast / PH+ egyéb sejt aranydnak meghatdrozasaval a vizsgalt
kohorsz 18 %-ban igazoltuk, hogy CML-LBC-r6l van sz6, melyet a klinikai kép,
remissiot kovetden a kronikus fazis kialakulasa bizonyitott. Ez egyben azt is jelenti, hogy
ezekben az esetekben a betegség UCSC eredetii.

Az Osszes tobbi esetben a betegség CLSC eredeti volt, ezt a CML kronikus fazis
kialakulasanak hianya is alatamasztotta. Ez a csoport tehat de novo Ph+ ALL-nek felelt
meg. Ezek alapjan kovetkeztetéseink:

a. A de novo Ph+ ALL CLSC eredetii, UCSC eredetére nem talaltunk bizonyitékot.

b. Az UCSC eredetli PH+ CML-LBC valamint a CLSC eredetii Ph+ de novo ALL
egyarant heterogén a m-bcr-abl vs M-bcr-abl expresszié vonatkozasaban.

c. A fenti modszerrel torténo elkiilonités azért lehet értékes, mert ezt modern molekularis
platformokkal (aCGH) sem lehet megtenni.

A ber+ ET illetve Ph+ ET vizsgalatok soran arra kivantunk ramutatni, hogy van sziirke

z6na a legijabb WHO osztalyozas szerint is ber-/Ph- ET és a Ph+ CML kozott. Erre utald
kozlések ismétlédéen voltak, de a myeloproliferativ neoplasiak (MPN) WHO klasszifikacioja



nyilvan homogén betegség entitasokat kivant azonositani (szemben, pl. a WHO Lymphoma

klasszifikacidval).

- A molekularis, citogenetikai és kvantitativ morfoldgiai adatok korrelalt vizsgalata nyoman
azt allapitottuk meg, hogy a csontveléi morfologia és az ET illetve CML tipust - nagyon
eltérd - betegség lefolyas, a Ph+ klon expanzidjanak fiiggvénye. Azt is megallapitottuk,
hogy a klinikailag / laboratériumilag ET tipusu betegség 9.3 %-aban Ph+ klont hordoz a
beteg. Ebbol 3 %-ban a Ph aberracié nem ’driver’, maximum ’co-driver’ mutacio (Ph+-ET
betegség; lehet mono-klonalis vagy bi-klonalis is), mig 6.3 %-ban *passanger’ mutacioként
viselkedik (bcr+-ET betegség, nyilvanvaldan bi-klonalis betegség).

- Ezen vizsgalataink a MPN-kat genetikailag stratifikalo, meghatarozo aberraciok (JAK2
2005, MPL — 2006, CALR — 2013) felfedezése elott torténtek. Azota tudjuk metilcelluloz
kolonia analizisek nyoman, hogy — bar ez a 3 kolesonosen kizaré6 - , de Ph
transzlokacioval egyiitt el6fordulhatnak (mono-klonként vagy bi-klonalis jelleggel).

- Teljes joggal feltételezhetd, hogy a ber+ ET ill. Ph+ ET betegségben Ph mutacio mellett -
Osszességében az ET betegség 90 — 95 %-ban kimutathato - JAK2 / CALR / MPL
mutaciok valamelyike is jelen van mono- vagy biklonalis jelleggel.

- Azilyen, ET és CML tipusu mutacidkat is hordozo, hibrid haemopoesisben a Ph+ klén
dominancidjanak, ’driver’ jellegének hidnya, vagy a bcr-abl kiméra transzkripciondlis,
valtozatos mértékii szilenciuma vezethet ET klinikopathologiat és lefolyast mutato ber+-
ET kialakulasahoz.

- Nem vilagos, hogy mi a Ph transzlokacié ’passenger’ jellegének az oka. De az pl.
dokumentalt, hogy Ph+ CML TKI (Dasatinib) kezelést kovetéen ET tipust betegséggé
alakult, mert a jelenlevo, korabbi "passanger’ JAK2+ klonok dominanssa valtak.

- Az ET ¢és a CML nem rendelkezik kozos Ossel, de az ET tipusu betegség 6 -7 %-ban
valamelyik ET-re jellegzetes aberracio mellett *passanger’ Ph+ klon is jelen van.

- A MPN-kra jellegzetes Ph kromoszoéma, JAK2, MPL, CALR mutaciok nem képezik az
elsé somatikus mutacidt, hanem — specifikus haematologiai fenotipust nem eldidézo, de
mar - klonalis haemopoesis talajan alakulnak ki. A ’first hit> mutaciok koziil
leggyakrabban a TET2 TSG (4q24), érintett, mely 5-hmC képz6dést katalizal, igy
differencialodast indukalé promoter metilaciot csokkent. Ezek és a 2. mutaciok is szinte
kizardlag szerzettek, a specifikus okokat nem ismerjiik, a betegségek is az idésebb
felndttkorban fordulnak eld. Leirtak, azonban ’germ-line’ mutaciokat is, ez pl. familidris
(gyermekkori) thrombocythaemiahoz vezet.

4. Amikor a Ph+ betegségek vizsgalatat elkezdtiik, nyilvanvalova valt, hogy az iFISH-el
meghatarozott tumortomeg illetve a kiméra gén expresszidjat reprezentald bcr-abl
mennyiség jelentds ardnyban nem lineérisan véltoznak.
- Ez valdjaban nem is volt meglepd, hiszen a CML in vitro kolonidinak vizsgalata soran
mar 1994-ben megéllapitottdk, hogy a Ph+ kolonidk 25 %-a 10 érzékenységii PCR-rel
bcr-abl negativak voltak. Ha a koloniakat IFN-a jelenlétében generaltak, ez az érték 95
%-ra emelkedett (Ref. 130, 5.3.3. fejezet).
- A betegséget manifesztalo, a TKI célpontjat képezd kiméra expresszid nyilvanvaldan
fontos, de minden onkologiai kezelés alapvonalai kozé tartozik a tumortdmeg
meghatarozasa, csokkentése, lehet6leg eradikalasa. Ezért foglalkoztunk a bcr-abl
atrendez6dést a legmegbizhatobban kimutatd iFISH vizsgalattal vs. gRT-PCR
meghatarozasokkal, az iFISH eljaras automatizaciojaval. Ezeket 2006-ban lezartuk.



- Nem mi mondtuk, hanem 2014-ben a terapias protokollokat meghataroz6 nemzetkozi
szervezetek, hogy a CML monitorizalasaban a DNS alapu vizsgalatok felértékelddnek.

- Ennek alapja, hogy a 6. és 12. honapos, negativ periférias (!) iFISH stabil, komplett
citogenetikai valaszt (CCyR) jelez. Tehat a monitorizalas periférias iFISH alapjan
lehetséges.

- Tovabba, a CCyR-ban levé major molekularis valaszt (MMR; < 107 ber-abl) mutato és
az azt el nem ér6 betegek tulélési adatai nem kiilonboztek (Ref.101, 5.3.3. fejezet). Tehat
a ber-abl expresszio mértéke prognosztikailag nem prediktiv.

- Forditva: MMR-ben levé CML betegek 90 %-aban 2 — 14 % gyakorisaggal talaltak
Pht+ éssejteket (CD34+, CD38-) illetve progenitor sejteket (CD34+, CD38+) (Ref. 100,
5.3.3. fejezet).

- Osszességében: CML-ben a betegség allapot meghatarozas (és menedzsment) CCyR
¢s MMR mellett még varat magéara.

Tisztelettel kérem az opponensi véleményre adott valaszaim elfogadasat.
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