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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ABYV - adriamycin-bleomycin-vinblastin

ABVD - adriamycin-bleomycin—vinblastin-dacarbazin
alem — alemtuzumab

allo-SCT — ,,allogeneic stem cell transplantation” (allogén Ossejt-atiiltetés)
ATM — , Ataxia-Teleangiectasia Mutated”

B - bendamustin

BCL2 —,,B-cell lymphoma 2”

BCR — B-sejt receptor

BL — Burkitt-limfoma

BTK — Bruton-féle tirozin-kinaz

ccfDNS — , circulating cell-free” (keringd sejtmentes) DNS
CD — ,,cluster of differentiation”

CDR3 — ,,complementarity determining region 3”

CFU — ,,colony forming unit” (koloniaképzo egység)
cHL — klasszikus Hodgkin-limfoma

Chl — chlorambucil

CHOP - ciklofoszfamid-hidroxidaunorubicin-Oncovin-prednizon
CLL — krénikus limfocitas leukémia

CME — konvergens mutacidevolicio

COPP - ciklofoszfamid-Oncovin-procarbazin-prednison
COSMIC — ,,Catalogue of Somatic Mutations in Cancer”
CR — komplett remisszid

CVP — ciklofoszfamid-vincristin-prednison

Cyc - ciklofoszfamid

D — diverzitas régio

DAG — diacil-glicerol

DC — ,,dendritic cell” (dendritikus sejt)

ddPCR — droplet digitalis polimeraz lancreakciod

del — delécio

DLBCL - diffuz nagy B-sejtes limfoma

DNS — dezoxiribonukleinsav

dNTP — dezoxi-nukleotid-trifoszfat

dup — duplikacio
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duve - duvelisib

EBV — Epstein-Barr-virus

ECOG — ,,Eastern Cooperative Oncology Group”

EDTA — etilén-diamin-tetraecetsav

EMA — ,,European Medicines Agency” (Eurdpai Gyogyszeriigynokség)
ERIC — ,,European Research Initiative on CLL”

ESMO — ,,European Society for Medical Oncology”

F — férfi

FA — frakciondlis abundancia

FC — fludarabin-ciklofoszfamid

FDA — ,,Food and Drug Administration” (Amerikai Elelmiszer- és Gyogyszer-
feliigyelet)

FL — follikuléris limféma

Flu — fludarabin

fs — ,,frameshift” (kereteltolodas)

GC — ,,germinal center” (centrum germinativum, csiracentrum)

HDMP — ,high-dose methylprednisolone” (magas d6zisi metilprednizolon)
HE — hematoxilin-eozin

HEAT — ,,Huntingtin, elongation factor 3, protein phosphatase 2A, TOR1”
HL — Hodgkin-limfoma

HMBA45 — ,,Human Melanoma Black 45”

HSC — ,,hematopoetic stem cell” (vérképzo dssejt)

HSCT - ,,hematopoetic stem cell transplantation” (vérképzo Ossejt-atiiltetés)
IBR - ibrutinib

IFISH — interfazis fluoreszcens in situ hibridizacio

Ig — immunglobulin

IGH — immunglobulin nehézlanc

IGHV — immunglobulin nehézlanc varidbilis régid

IGK — immunglobulin kappa lanc

IGL — immunglobulin lambda lanc

INS — inszercio

IP3 — inozitol-trifoszfat

IPI — ,International Prognostic Index” (CLL nemzetk6zi prognosztikai index)
ITAM — | immunoreceptor tyrosine-based activation motit™

iIWCLL — ,,International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia”
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J —,,joining” (kapcsold) régio
LCA — ,,leukocyte common antigen”
LDH — laktat-dehidrogenaz
M — mutalt
MAPK — mitogén-aktivalt protein-kinaz
MBL — monoklonalis B-sejtes limfocitdzis
MgCl2 — magnézium-klorid
MiRNS — mikroRNS
MLPA — , multiple ligation-dependent probe amplification” (multiplex ligaciofiiggd
szondaamplifikéacio)
MPO — mieloperoxidaz
MRD — ,,measurable residual disease” (mérhetd rezidualis betegség)
MRNS — , messenger” (hirvivg) RNS
MUMU1/IRF4 — , ,Multiple Myeloma 1/ Interferon Regulatory Factor 4 protein”
MY D88 — ,,myeloid differentiation primary response 88”
MZ — marginalis zo6na
N —nd
NCCN — ,,National Comprehensive Cancer Network”
NF-kB — ,,nuclear factor — kB”
NGS — ,,next generation sequencing” ({ij generacios szekvenalas)
NK — ,,natural killer cell” (természetes 616sejt)
non-GC — ,,non-germinal center” (subtype)
NOTCH1 — ,,Notch homolog 1, translocation-associated”
Oct-2 — organikus kation transzporter 2
ofa — ofatumumab
ORR — ,,overall response rate” (teljes valaszadasi rata)
OS — ,,overall survival” (teljes talélés)
p — a kromoszdma rovid karja
pan-CK — pan-citokeratin
PBL — plazmablasztos limfoma
PCR — ,,polymerase chain reaction” (polimeraz lancreakcio)
PEST — prolin (P) — glutaminsav (E) — szerin (S) — treonin (T)
PET/CT — pozitron-emisszids tomografia/computertomografia
PFS — ,,progression-free survival” (progressziomentes tulélés)

PI3K — foszfatidilinozitol-3-kinaz
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PIP2 — foszfatidilinozitol-4,5-bifoszfat

PIP3 — foszfatidilinozitol-3,4,5-trifoszfat

PLCG2 — ,,phospholipase Cy2”

PLL — prolimfocitas leukémia

PTLD — poszttranszplantacios limfoproliferativ betegség

g — a kromoszoma hosszu karja

R — rituximab

RB — rituximab-bendamustin

R-CHOP - rituximab-ciklofoszfamid-hidroxidaunorubicin-Oncovin-prednizon
R-CNOP - rituximab-ciklofoszfamid-mitoxantron-Oncovin-prednizon
R-CVP — rituximab-ciklofoszfamid-vincristin-prednizon
R-DA-EPOCH - rituximab-dozisadaptalt etopozid-prednizon-Oncovin-ciklofoszfamid-
hidroxidaunorubicin

RFC — rituximab-fludarabin-ciklofoszfamid

RM — ribomustin

RNS — ribonukleinsav

R/R — relabald/refrakter

RS — Richter-szindroma

RT — Richter-transzformacio

SF3B1 — ,,splicing factor 3B subunit 1”

SHM — szomatikus hipermutacio

SLL —,,small lymphocytic lymphoma” (kis limfocitas limfoma)
SNV — ,single nucleotide variant” (egypontos nukleotid varians)
SOX10 —,,SRY-related HMG-box 10”

SUV — standard uptake value” (standard felvételi érték)

TAE — Tris-acetat-etilén-diamin-tetraecetsav

TLR —,,Toll-like receptor”

TLS — tumorlizis-szindroma

TNFa — tumor nekrdzis faktor a

TP53 — ,,tumor protein 53”

TRIS — 2-amino-2-hidroximetilpropan-1,3-diol

TTFT — time to first treatment” (az elsd kezelésig eltelt id0)

U — ,,unmutated” (mutaciot nem hordozo)

V — variabilis régio

VAF — varians allélfrekvencia
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VEN - venetoclax

VUS — ,,variant of unknown significance” (ismeretlen jelent0ségli varians)
WHO — ,World Health Organization” (Egészségligyi Vilagszervezet)
XIAP — ,, X-linked inhibitor of apoptosis protein”

XID — X-hez kotott immundeficiencia

XLA -, X-linked agammaglobulinemia” (X-hez kotott agammaglobulinémia)
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l. IRODALMI HATTER

I.1. Bevezetés

Az elmult évtizedben a hematologiai malignitasok genetikai hatterének
pontosabb megismerése, a precizebb diagnosztikai és prognosztikai eszkoztar, valamint
az innovativ, molekuldrisan célzott terapidk egyre bovild tarhaza a teriilet
robbanasszerti fejlédését jelzik. Noha egyes genetikai eltérések ¢és prognosztikai
jelentdséglik mar évtizedek ota ismert kronikus limfocitas leukémidban (CLL), példaul
bizonyos citogenetikai aberraciok és a Dohner-féle rizikobesorolas (1), azonban a
jelenleg rendelkezésilinkre all6 genetikai informacio tulnyomo tobbségét az elmult évek

Uj-generacios szekvenalasi (NGS) tanulmanyainak koszonhetjikk. Ezért dolgozatom

crer

crer

vizsgaltuk az ibrutinib, valamint a BCL2-inhibitor venetoclax kezelés talajan kialakulo,
kedvezdtlen progndzisu Richter-transzformacidé morfologiai és genetikai sajatossagait

is.

L.2. A vérképzés és a vérképzoszervi daganatok kialakulasa

A vorés csontvelében elhelyezkedé pluripotens 6ssejtek (hematopoetic stem
cell, HSC) biztositjdk a vérképzéshez sziikséges folyamatos utdnpotlast, korlatlan
osztodasi képességiik révén. A pluripotens Ossejtek kozos mieloid progenitor és kozos
limfoid progenitor sejtek iranyaba differencialodnak (1. abra). Az elébbiek hozzak 1étre
a mieloid sejtvonalak koloniaképz6 egységeit (,,colony forming unit”, CFU), melyekbdl
tobbszori osztodas és differencidlodas révén az éretlen eldalakokon keresztiil a
periférias vérben megtalalhato végsd, funkcioképes sejtes elemek (eritrocita,
trombocita, granulocita, monocita) alakulnak ki. A k6zos limfoid progenitor sejtekbdl
jonnek létre a B- és T-limfocitak, valamint a természetes Olésejtek (,,natural killer
cells”, NK-sejtek) a csontvelében és a periférias nyirokszervekben zajlé komplex
folyamatok révén (2).

A hematoldgiai malignitdsok a hemopoezis kiillonb6zd érési stadiumu sejtjeinek
oroklott vagy szerzett genetikai eltérései kovetkeztében jonnek Iétre, amelyek
érésgatlashoz, fokozott proliferaciohoz, vagy csokkent apoptoziskészséghez vezetnek.
A genetikai eltérések a legvaltozatosabb jelatviteli itvonalakat érinthetik, transzkripcios

faktorok miikodését, a sejtciklus folyamatat, az apoptdzist és az epigenetikai rendszer
10
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funkcidjat is befolyasolhatjdk. A hematologiai daganatok alapvetéen két részre,
a mieloid és limfoid malignitasok csoportjara oszthatok, dolgozatomban a limfoid

daganatok koz¢é tartozd CLL-re fokuszalok.

CsontvelGi Gssejt

@ Hemopoetikus 6ssejt (HSC)
(‘ Pluripotens Gssejt
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1.4abra. A vérképzés vézlata. A csontveléi hemopoetikus 0Ossejtbdl egy
szigortian szabalyozott, soklépéses differencidlodési folyamat soran jonnek

létre a funkcidképes sejtes elemek.

1.3. A normal B-sejtek fejlédése és a limfoid daganatok eredete, osztalyozasa
[.3.1. A normal B-sejtek fejlodése

A csontvel6ben zajlo, korai differenciacid sordn az immunglobulin (Ig) gének
variabilis (V), diverzitas (D) és kapcsold (,,joining”, J) szegmensei atrendezddnek egy
szigorian szabdlyozott enzimatikus folyamat soran. A pro-B  stddiumban
az immunglobulin nehézlanc (IGH) gén Dn és Ju szegmensei rendezddnek at, majd
ehhez az inkomplett DJy atrendez6déshez rekombinalodik a pre-B-sejtben a Vw
szegmens. A funkcidképes, teljes VDJH rekombinaciot tartalmazo, érett B-sejt felszini
immunglobulin M-et (IgM), azaz B-sejt-receptort (BCR) expresszal (3, 4). A sikeres
IGH atrendezdédést kovetden valosul meg az immunglobulin kdnnytilanc lokuszok
atrendezddése, eloszor a kappa lokusz (IGK), majd annak sikertelensége esetén

a lambda 16kusz (IGL) rekombinalodik(5, 6).

11
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A V(D)] rekombinacion atesett, funkcioképes B-sejt-receptorokat (BCR)

expresszalo naiv B-sejtek a csontvelobdl a masodlagos nyirokszervekbe jutnak, ahol
antigénnel valo talalkozast kovetden csiracentrumokat (centrum germinativum, GC)
képeznek(7). A GC reakcid soran, tobblépcsés, szigoruan szabalyozott folyamatban
alakulnak ki a magas affinitasu antitesteket képzé memoria B-sejtek, valamint

a plazmasejtek. A GC sotét zonajaban szinte kizarélag magas proliferacios aktivitasu B-

s

crcr

torténé random pontmutaciokat jelent, és az immunglobulinok affinitaséréséhez vezet.
A vilagos zondban a B-sejtek mellett follikuldris dendritikus sejtek, T-sejtek és
makrofagok is megtalalhatok, ez adja a B-sejtek aktivacidjanak, klonalis szelekcidjanak
¢és osztalyvaltasanak a helyszinét. Az antigénnel val6 taldlkozast kovetden alacsony
affinitdsu IgM képzddik, majd az osztalyvaltds soran egyéb tipusi immunglobulinok
termelésére is képessé valik a B-sejt. A vilagos zonabdl a sotét zonaba torténd
visszatérés (reentry) révén a szelektalt B-sejtek tjabb SHM-n és proliferacion esnek
keresztiil, ismét athaladnak a vilagos zona szelekcios és érési folyamatain, majd innen
kilépve memoria B-sejtekké vagy plazmasejtekké alakulnak, illetve apoptotizalnak(7).

A GC reakci6 1épéseiben kulcsfontossagu szereppel bird jelatviteli molekulak
a normal B-sejt fejléddésen tul, aberracidik esetén a B-sejtes limfomak patogenezisében
is szerepet jatszanak. A GC reakci inicializalasaban meghatarozé a MYC expresszidja,
amely a GC fejlddés korai szakaszanak transzkripcidos mechanizmusait indukélja, illetve
erOsiti. A sotét zona B-sejtjeiben a BCL6, mint a GC reakcio egyik f0 szabalyozoja
a MYC-et szupprimalja, amely a késobbi fazisban a reentry folyamatan athalado
sejtekben lesz ujra aktiv(8, 9). A PAX5 a plazmasejt iranya differencialodast kivéve
folyamatosan expresszalodik az érett B-sejtekben, mig a BCL6-ot transzaktivald
MEF2B, és a B-sejt érés szamos 1épését regulald BCL6 a GC reakcid idotartama alatt
expresszalodik(7). A hiszton-metiltranszferaz EZH2 a hiszton 3 K27 aminosavat
metilalja (H3K27), és a GC sotét zondjaban a proliferaciot, valamint a differenciaciot
szabalyozza epigenetikus uton(10). A plazmasejt iranyu differenciacio soran a B-sejt
fejlodés transzkripcids programjaban szerepet jatszo faktorok, tobbek kozott a PAXS és
a BCL6 downregulalodnak, ¢és az IRF4, a BLIMPI1 és az XBP1 expresszidja nd
meg(11).

12
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1.3.2. A limfoid daganatok eredete, osztalyozasa

A limfoid daganatok a hematoldgiai malignitasok rendkiviil valtozatos csoportjat
alkotjak, heterogén sejteredettel, genetikai hattérrel, terapias tarhézzal és klinikai
lefolyassal (/. tablazat). Az Egészségiigyi Vilagszervezet 2016-os klasszifikacioja
alapjan csupan az érett B-sejtes neoplazmak k6z¢é tobb mint tven entitas tartozik(12,

13).

1. tablazat: A limfoid malignitasok 2016-as WHO-osztalyozasa

Korkép

B-sejtes limfoblasztos leukémia / limfoma

T-sejtes limfoblasztos leukémia / limfoma

Erett B-sejtes neoplazmak

Erett T- és NK-sejtes neoplazmék

Hodgkin-limfoma

Poszttranszplantacios limfoproliferativ betegségek (PTLD)

Hisztiociter és dendritikus sejtes neoplazmak

WHO: World Health Organization (Egészségiigyi Vilagszervezet)

A B-sejtes non-Hodgkin-limfomak tobbsége (Burkitt-limfoma - BL, follikularis
limféma - FL, diffiz nagy B-sejtes limfoma - DLBCL) a GC B-sejtekbdl indul ki, amint
azt a SHM-n atesett immunglobulin gének jelenléte bizonyitja (2. abra)(14).

CSONTVELS NYIROKCSOMO PERIFERIA

m )
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Meméria

Pro B-sejt Pre B-sejt

naiv B-sej tro B-sejt Myeloma
f Multiplex
@ - O Centrum Germinativum ’

@ -
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2. abra. A B-sejtes daganatok abrazolasa az alkoto sejttipus alapjan. A B-sejt-érés
Osszes fazisaban bekovetkezhet olyan aberraci6, amely a limfémagenezis irdnyaba tolja

el a folyamatot.

Génexpresszios profiljaik alapjan a BL és a centrum germinativum-tipust DLBCL a
sOtét zona B-sejtjeibdl, az FL a vilagos zona B-sejtjeibdl, mig az aktivalt B-sejtes
DLBCL a plazmablaszt iranyu differenciaciot mutatd post-GC B-sejtekbdl
szarmazik(15, 16). A korképek patogenezisében a B-sejt-érésben résztvevo jelatviteli
molekuldk aberracidja jelent0s szereppel bir. BL-ben az aberrans és ektopias MYC
expresszid, FL-ben az ektopids BCL2 expresszio, DLBCL-ben a BCL6 diszregulacio,
aberrans EZH?2 aktivitas, valamint a konstitutiv NFkB jelatvitel bir egyéb 1éziok mellett
patogenetikai szereppel(7). A dolgozatunk targyat képezé CLL feltehetéen memoria B-
sejt-eredetii, a sejteredettel kapcsolatos egyéb allaspontok, valamint a betegség

patogenezisének részletes targyalasa az 1.6. fejezetben taladlhatdé meg.

1.4. A CLL epidemiolégiaja

A CLL a leggyakoribb felndttkori leukémiatipus a fejlett orszagokban,
hazénkban az éves incidencidja 3-5/100 000 lakos/év, ezzel a kronikus leukémiak 90%-
at, az Osszes leukémia 25-30%-at jelenti(2). A betegek median életkora a diagndzis
idején 72 év és kétszer annyi férfit érint a korkép, mint n6t(17). Noha az esetek zome
sporadikusan alakul ki, a csaladi halmozddas kockazata CLL-ben az egyik legmagasabb
az Osszes daganat koziil, nyolcszor gyakrabban érinti a betegség a CLL-es esetek
rokonait(18). A betegség lefolyasat jelentés klinikai heterogenitas jellemzi, a betegek
egy része a diagndzist kovetéen rovid 1don belil kezelésre szorul, €és gyors
progresszioval, kedvezétlen tuléléssel rendelkezik. Az esetek nagy része a diagnozist
kovetden évek mulva igényel eldszor kezelést és heterogén, relabalo/refrakter lefolyast
mutat, illetve egyes, indolens lefolyasu esetek soha nem igényelnek terdpiat, és az

egészségeseket megkozelitd élettartammal rendelkeznek(19).

1.5. A CLL diagnosztikaja

A CLL leggyakrabban tiinetmentes allapotban, véletlenszerien felfedezett
limfocitozis képében keriil felismerésre, kisebb részben nyirokcsomd-megnagyobbodas

klinikai tiineteivel jelentkezik a korkép. A B-tiinetek (faradtsag, laz, sulyvesztés,
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¢jszakai 1zzadas), valamint a csontveldi infiltracid kovetkeztében kialakulo citopéniak
¢s tlineteik az eldrehaladott stadiumti CLL-re jellemzdk, diagnéziskor ritkdn vannak
jelen(17).

A diagnozisalkotas alappillérei a szakmai iranyelvek, amelyeket a nemzetkozi
CLL-munkacsoport (,,International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia”,
iwCLL), az eurdpai onkoldgiai tarsasadg (,,European Society of Medical Oncology”,
ESMO), valamint az Egyesiilt Allamok-beli szakmai szervezet, az NCCN (,,National
Comprehensive Cancer Network™) dolgozott ki(20-22). Noha a diagndzisalkotas 1épései
nagy hasonldsagokat mutatnak az egyes ajanlasokban, dolgozatunkban az iwCLL
iranyelveit vessziik alapul.

A CLL diagnézisa alapvetden a periférids sejtszamokon, a periférias vérkenet
kvalitativ és kvantitativ vizsgalatdn és a daganatsejtek immunfenotipizalasan alapul.
A CLL diagnodzisanak felallitisdhoz a periférias vérben 5000 B-limfocita jelenléte
szlikséges mikroliterenként, illetve ilyen mértéki limfocitozis alljon fenn legalabb
harom hoénapja. A CLL-sejtek CD5, CD19 ¢és CD23 sejtfelszini markereket
expresszalnak, ezek vizsgéalatadval é&ramlédsi citometridval vagy immuncitokémidval
karakterizalhatok. A normal B-sejtekhez képest alacsony mértékli a sejtfelszini
immunglobulin, a CD20 és CD79b expresszidja(23, 24). Mivel monoklonalis B-sejtes
proliferaciorol van szo, a daganatsejtek kappa vagy lambda immunglobulin kénnytilanc
restrikciot mutatnak(25). Morfologiailag a CLL-sejtek kisméretii, érett limfocitak
heterokromatinizalt sejtmaggal, jol elkiiloniild sejtmagvacska nélkiil. A periférias
vérkeneten lathato Gumprecht-rogok jellegzetesek CLL-re, a fragilis sejtek
kenetkészités soran torténé mechanikus karosodasabol szarmaznak. A CLL-sejtek
kornyezetében nagyobb, atipikus limfocitak és prolimfociték is eléfordulhatnak, viszont
ha az utobbiak meghaladjak az dsszes limfocita 55%-at, B-sejtes prolimfocitas leukémia
(B-PLL) jelenléte valoszinii(26) (3. abra).
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3. abra. A CLL morfologidja. A: A csontveldkeneten az elszortan megfigyelhetd egyéb
hemopoetikus sejtek kozott nagy szamban (>80%) lathatok a CLL-re jellemzd Kis
limfoid sejtek (hematoxilin-eozin (HE), 40x); B: A cristabiopszias mintdban az
intertrabekularis terekben intersticialis mintazattal kis érett, heterokromatinizalt magva
limfocitak infiltracioja lathaté (HE, 20x); C: A nyirokcsomoban kis érett megjelenésii
limfocitak  diffaz infiltracidja  lathatd, elszértan egy-egy nagyobb  sejttel,

paraimmunoblaszttal, prolimfocitaval (HE, 20x).

Amennyiben mikroliterenként 5000-nél kevesebb, CLL fenotipusu sejt talalhatd
a periférias vérben, monoklonalis B-sejtes limfocitozisrol (MBL) beszéliink(27).
Az MBL évi 1-2%-os rataval progredial valédi CLL-be, és a CLL-es betegekben
gyakorlatilag minden esetben megelézi az MBL a CLL kialakulasat(28), a CLL-re
jellemz6 genetikai eltéréseket hordozva(27).

A kis limfocitds limfoma (SLL) a CLL-lel egyenértékii entitds a limfoid
daganatok 2016-0s WHO-osztalyozasa alapjan(13). SLL diagndzisa mondhat6 ki CLL
helyett, amennyiben nyirokcsomo6-megnagyobbodas van jelen, klonalis csontveld-
infiltratum okozta citopénidk nélkiil, valamint a periférias vér limfocitaszama nem
haladja meg az 5000/ul-t. Az érintett nyirokcsomé szovettani vizsgalata adja meg a
végs6 diagnozist SLL-ben(26).

1.6. A CLL patogenezise

Mig a B-sejtes malignitdsok tobbségénél a kiinduldsi sejttipus jol ismert, és
az IGHV gén szomatikusan mutalt, vagy nem mutalt annak megfeleléen, hogy a daganat
a B-sejt-fejlodés melyik fazisabol szarmazik, CLL-ben mutalt, illetve nem mutalt IGHV
gén is eldfordul, és a sejteredete is szamos kérdést vet fel(29). CLL-es betegekbdl

izolalt HSC-bdl xenogén transzplantacid soran CLL fenotipusu klonalis B-sejtek
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fejlédtek ki Kikushige és mtsai. tanulmanyaban, amelyek az eredeti CLL sejtklontol
fiiggetlen IGH génatrendezddést mutattak; tovabbd, a CLL-ben gyakran el6forduléd
VH1, VH3 ¢és VH4 géneket azonositottdk a HSC populacioban. A kialakuld
monoklonalis/oligoklonalis B-sejt-populaci6 MBL ekvivalens allapotot jelentett,
amelyb6l onkogén, CLL-re jellemz6 genetikai eltérések megjelenésével alakult ki CLL.
A tanulmany értékes bizonyitékkal szolgal a HSC-nek az érett B-sejtes daganatokban
betdltott szerepével kapcsolatban(30).

Tobbféle hipotézis ismert a CLL-sejtek eredetével kapcsolatban. A B-sejtek
klondlis expanzidja az (auto)antigénekkel valdo tobbszori taldlkozas eredménye.
Az autoantigének, valamint mikrobialis patogének aktivaljak a BCR-jelatviteli utat, és
tolerogén mechanizmusokat (receptorrevizid, anergia, CD5+ expresszio, SHM)
indukalnak, amelyek a CLL sejtklonok taléléséhez vezetnek(29). Amennyiben az IGHV
mutacios statusz alapjan vizsgaljuk, hogy a B-sejt-fejlédés mely stadiumabol szarmazik
a CLL sejt, a mutaciot nem hordozo variabilis régioval (,unmutated”, IGHV-U)
rendelkezo sejtek feltehetdleg a GC-be torténd belépés elott valtak le a fejlodési sorrol,
mig a mutalt IGHV génnel bird sejtek (,,mutated”, IGHV-M) valdszintileg athaladtak a
GC-n, és ezutan kovetkezett be a végsd, CLL iranyu transzformacio(29). A B-sejtek
harom altipusa vet6dott fel a CLL sejteredeteként, a marginalis zona (MZ) B-sejtek, a
human Bl-sejtek, valamint a tranzicionalis B-sejtek(31, 32). Elképzelhetd, hogy
B-sejtek CLL-sejtekké differencialodnak, viszont a teériat gyengiti a sejtfelszini
markerek kiilonbozosége (a MZ B-sejtek CD5-/CD23-/IgM+ fenotipustiak, mig a CLL-
sejtek CDS5 és CD23 pozitivak, viszont felszini immunglobulint nem, vagy alacsony
mértékben expresszalnak)(31). Tovabba, mig a MZ B-sejtek bakterialis poliszacharid
antigénekkel szemben gyors és hatékony valaszreakciét mutatnak, mar 0. stadiumu
CLL-ben is nagyon gyér valaszreakciot adnak a betegek poliszacharid alapu
vakcindkra(29). A human Bl-sejtek a CLL-sejtekhez hasonlo felszini marker
konstellaciot mutatnak, tobbségik CDS5 pozitiv, illetve ZAP-70 expresszio is
megtalalhat6(32). A tedria ellen szol, hogy a CLL-sejteken 1évé BCR variabilis
szakaszanak  3-as  komplementaritds-meghatarozdé  régioja  (,,complementarity
determining region 3, CDR3) hosszabb, mint a human B1-sejteké, illetve a két sejttipus
altal hasznalt IGHV gének is kiilonbdznek egymast6l(32). A csontveldbdl a masodlagos
nyirokszervekbe tartd tranziciondlis (T1 és T2) B-sejtek szerepe is felvetédott a CLL
sejteredeteként, am ezen sejtek CD10 pozitivitasa gyengiti a teoriat(31). Osszességében,

a HSC stadiumban szerzett genetikai aberraciok, valamint a B-sejtek autoantigének
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indukalta klonalis expanzidja jelentds szereppel bir a CLL patogenezisében, viszont a

korkép sejteredete tovabbra is tudomanyos vita targyat képezi.

L.7. A CLL genetikai hattere és prognosztikai markerei

1.7.1. A B-sejt-jelatvitel szerepe CLL-ben

A BCR komplex membranhoz k6zott IgM-bél, valamint a hozza nem-kovalens
kotésekkel kapcsolodd CD79a (Iga)/CD79b (IgP) heterodimerbdl all(33). Szolubilis
vagy membrankotott antigén kapcsolddasakor a CD79a és CD79b citoplazmatikus
ITAM motivumainak tirozin-foszforilacidja kovetkezik be a Lyn és Syk Src kinazok
révén, majd egyéb kinazok és adapterfehérjék kapcsolddasaval 1étrejon a szignaloszéma
komplex. A szignaloszéma aktivacidjat kovetéen torténik a BCR-t6l downstream
elhelyezked6 harom f6 jelatviteli molekula (Bruton-féle tirozin-kindz - BTK,
foszfolipaz C—gamma 2 - PLCy2 és foszfatidilinozitol-3-kindz - PI3K) aktivacidja. A
BTK autofoszforilalédik, ami PLCy2, valamint NFkB aktivaciohoz vezet. A Syk és Lyn
kinazok a BTK-val kozosen foszforilaljak a PLCy2-t és serkentik a diacilglicerol
(DAG), valamint inozitol-trifoszfat (IP3) képz6dését. A  PI3K  aktivacio
foszfatidilinozitol-4,5-bifoszfat (PIP2) ¢és foszfatidilinozitol-3,4,5-trifoszfat (PIP3)
képzddéséhez vezet. A felsorolt 1épések széleskorli jelatviteli folyamatokat indukalnak,
amelyek a B-sejtek proliferacigjat és talélését biztositjak(33).

A normdl B-sejtekhez képest, a CLL sejtek BCR-jelatvitele szadmos eltérést
mutat. A BCR szignalt elinditdé molekulak koziil a Syk tirozin-kindz nyugalmi
foszforilacioja CLL-ben kifejezettebb, mint a normal B-sejtekben, illetve a Syk
transzkripcionalis, valamint fehérjeszintli overexpressziot mutat(34). A Lyn Kindz
fehérjeszinten ugyancsak overexpresszalt, valamint konstitutivan aktiv, in vitro
tanulmany alapjan(35). A Syk és Lyn kisérletes gatlasa a CLL-sejtek apoptdzisahoz
vezetett, igy felvetddott a BCR jelatvitel komponenseinek terapids célpontként torténd
alkalmazasa(35, 36). Nemcsak a szignalt elinditdé molekulak, hanem az effektor
konstitutiv aktivitdsa kisérletes uton gatolhato, tobb inhibitor is kaszpazfiiggd
apoptozishoz vezetett(37, 38). A PI3K aktivitdas kovetkeztében a téle downstream
elhelyezked6 Akt is konstitutivan aktiv CLL-ben, amely az antiapoptotikus Bax és
XIAP fehérjékkel egyiitt PI3K inhibitorokkal gatolhatonak bizonyult(37, 38). A Btk
jelatviteli utvonal amplifikécioja is talélési szignalokat kozvetit a CLL-sejt fel¢ a PI3K,

PLCy2 ¢és NFkB molekuldkon keresztiil. A Btk gatlasa PCI-32765 (jelenlegi nevén
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ibrutinib) agenssel a CLL sejtek apoptozisat okozta, valamint a downstream jelatvitel

foszforilacios 1épéseit gatolta kisérletes koriilmények kozott(39).

1.7.2. A CLL genetikai hattere, prognosztikus ¢s prediktiv markerek

1.7.2.1. Citogenetikai aberraciok

A CLL rendkiviil heterogén klinikai lefolydsanak hatterében dontd jelentoséggel
birnak a genetikai tényezok. Dohner és mtsai. nagy horderejli tanulményukban interfazis
fluoreszcens in situ hibridizacioval (iFISH) vizsgaltak a CLL-ben el6forduld gyakori
citogenetikai aberraciokat, és az addig hasznalt, klinikai paramétereken alapuld Rai és
Binet-féle rizikobecsld skalak helyett egy precizebb, genetikai alapi kockazatbecslést
irtak le(1). Mig az alacsony mitotikus aktivitasui CLL-sejtekben a hagyomanyos
kariotipizalassal a betegek megkozelitdleg felében volt csupdn azonosithatd
citogenetikai eltérés(40), az interfazisban 1év6 sejtek vizsgalatara is alkalmas iFISH
eljaras a betegek 82%-aban detektalt aberraciot. A Rai/Binet stadiumra, illetve eldzetes
kezelési vonalakra tekintet nélkiil bevont betegpopulacidban a leggyakoribb eltérések a
13q14 delécid (55%), a 11q22-23 delécio (18%), a 12q triszomia (16%), a 17p13
delécio (7%) és a 621 delécio (6%) voltak. A median talélést a citogenetikai eltérések
tilkkrében vizsgéalva, a 13q deletalt betegek mutattdk a legkedvezdbb tulélést, 133
hoénappal, mig a 17p delécidt hordozok a legkedvezdtlenebbet, 32 honappal. A 11q
deletalt esetek 79 honap median taléléssel birtak, mig a 12-es triszOmiat vagy normal
kariotipust hordozok 114, illetve 111 honapos taléléssel intermedier prognoézisunak
bizonyultak(1).

A 13q delécio 80%-a monoallélikus, és IGHV-M CLL-ben gyakoribb, mint
IGHV-U esetekben. Mivel a 13q delécio gyakran egyediili citogenetikai aberracioként
van jelen, a CLL kialakulasanak kezdeti szakaszaban valdsziniisitik a szerepét(1, 41).
A deléciod kiterjedése betegenként valtozd, de a hosszl, nem kodolé RNS-eket kddold
DLEU2 és DLEUL gének, valamint a MIR15A-MIR16-1, microRNS-eket kodold
génklaszter mindig érintett, és klonalis B-sejt proliferaciohoz, valamint a CLL fenotipus
kialakulasahoz vezet. A MIR15A-MIR16-1 a sejtciklus és az apoptdzis szabalyozasaban
jatszik szerepet, a Go/Gi-S atmenet génjeinek, valamint az antiapoptotikus BCL2
génnek az expressziojat csokkentve(42, 43). Amennyiben a 13q delécid nagy
kiterjedési, és a RB1 tumorszuppresszor gént is érinti, az elsd kezelésig eltelt id6 (,,time
to first treatment”, TTFT), valamint a teljes talélés (,,overall survival”, OS) is rovidebb,

mint a kisebb kiterjedésti deléciok esetén(44).
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A 17p deléci6 a citogenetikai aberraciok koziil a legkedvezdtlenebb prognoézissal
tarsul, és gyakorisaga fiigg a vizsgalt betegpopuléaciotol, az eldzetes kezelési vonalak
szamatol. Mig az MBL-esetek 1%-aban fordul csak eld, kemorefrakter esetekben 20%-
0s a gyakorisaga, RT-ben pedig az 50%-ot is elérheti(45, 46). A delécid leggyakrabban
a 17-es kromoszoma teljes rovid karjat érinti, és mindig az itt taldlhatdo TP53
tumorszuppresszor gén elvesztéséhez vezet(47). A 17p delécio az IGHV-U esetekben
dasul fel, és az eleve fokozott genomikus instabilitast a TP53 elvesztése miatt még
tovabb noveli(48). A 17p deletalt esetek nagy részében megtalalhatok az ép allélt érintd
TP53 mutaciok, a TP53 teljes funkciokieséséhez vezetve. A TP53 gént érintd deléciot,
valamint mutaciokat egylittesen TP53 defektusnak nevezziik, és a CLL egyik
legerésebb prognosztikus €s prediktiv faktorat jelenti. Mig intakt TP53 funkcié mellett a
kemoimmunoterapia altal kérositott DNS-i CLL-sejtek apoptozist szenvednek, ledalt
TP53 mellett ez nem kovetkezik be, és a kemorefrakter klon novekedési eldnyre tesz

szert a kemoszenzitiv klonokkal szemben (4. abra)(49).

Kezelés A Kezelés B
pl. RFC pl. RB

Y, Y,
N N

Kemorezisztens klénok
pl. TP53 defektus (NOTCHI, SF3B1,.....)

4. abra. A  klondlis evolicio  vazlatos  4brazolasa.
Immunkemoterapids kezelések hatasdra a kemorezisztens klonok
szelektalodnak, ami relapszushoz vezet. (RFC: rituximab-

fludarabin-ciklofoszfamid, RB: rituximab-bendamustin).

A 17p deletalt eseteknél valamivel kedvezdbb, de tovabbra is kedvezdtlen
prognoézissal bir a 11q delécio jelenléte. Az aberracid altal érintett {6 target az ATM gén,
melynek fehérjeterméke a TP53 regulatora. A delécido tobbnyire monoallélikus,
az IGHV-U esetekben dusul fel, és az esetek egyharmadaban a delécio altal nem érintett
allélon ATM mutacio is talalhat6. Amennyiben a 11q delécié nem érinti az ATM gént,

BIRC3 ‘rintettség figyelheté meg (11g22.2), amely az NF-kB tutvonal szabalyozo
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eleme. A diagndzis idején a betegek 20%-aban figyelheté meg ATM érintettség,
a betegek fiatalabbak és gyakran prezentalédnak nyirokcsomod-megnagyobbodassal(50-
52).

A 12-es triszomia diagnoziskor a CLL esetek 15%-dban, mig az SLL esetek
és onmagaban véve intermedier prognodzissal tarsul(l, 53). Mig a 11q, 13q és 17p
deléciok hatterében all6 molekuldris mechanizmusok jol ismertek, a 12-es triszomia
altal ¢érintett folyamatok nem tisztazottak. Az esetek jelentds része NOTCH1
mutacioval, illetve subset #8 sztereotip BCR-rel tarsul, melyek jelenléte az intermedier
prognézis helyett kedvezdtlen kimenetelt, és magasabb Richter-transzformacios ratat
jelent(54, 55). Tsagiopoulou és mtsai. egy specialis DNS-metilacios profilt
azonositottak, amely a 12-es triszomiat hordozé CLL-esetekre jellemzo, és
a kromoszoma teljes kiterjedésében szdmos gén, tobbek kozott a génexpressziot

Amennyiben harom vagy tobb citogenetikai eltérés van jelen, komplex
kariotipusrol beszélink, amely a betegek 16%-aban van jelen, és kedvezdtlen
prognozissal tarsul(57, 58). A négy f6 citogenetikai aberracion til szamos, ritkabban
eléforduld eltérést azonositottak CLL-ben. A 15q15.1 delécido 4%-ban van jelen,
az MGA gént érinti, klinikai jelentésége nem ismert(59). A 9p21 delécio CDKN2A
vesztéshez vezet és RT-asszocialt modon jelenik meg, mig a 8q24 amplifikacié a MYC
gén overexpressziojahoz és szintén RT-hoz vezet(60). A 6q21 delécid az esetek 8%-ara
jellemzd, gyakran komplex kariotipus részeként figyelhetdé meg, a proapoptotikus

FOXO3 csokkent expresszidjaval, valamint kedvezdtlen korlefolyassal tarsul(61).

1.7.2.2. Az IGHV mutacios statusz szerepe CLL-ben

Az IGHV atrendez6dés a patogenezisben betoltott szerepén til a legfontosabb
prognosztikai faktort jelenti CLL-ben. Amennyiben az IGHV nukleotidsorrendje
legalabb 98%-0s csiravonali homologiat mutat, mutaciot nem hordozé (IGHV-U)
esetrdl beszéliink, amely a SHM elmaraddsa miatt polireaktiv BCR-rel, tulaktivalt
jelatviteli utvonallal és CLL sejtproliferacidval, valamint kedvezdtlen taléléssel jar.
A 97% alatti homoldgia mutalt (IGHV-M) CLL-t, mig 97-97,9%-0s homologia
borderline CLL-t jelent(62). A CLL-betegek harmada szinte azonos, sztereotip BCR
immunglobulinokat hordoz, amelyek az alkalmazott géncsaladdok, illetve a CDR3 régio

hossza alapjan alcsoportokat, Gn. subseteket alkotnak. Az egyes subsetek gyakran
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feliilirjak prognosztikai jelentdségiikben a szélesebb kategoriat jelentdé IGHV-U és
IGHV-M alcsoportokat - az IGHV3-21 gén hasznalataval jellemezhetd subset #2
mutacids statusztol fiiggetleniil nagyon agressziv korlefolyassal tarsul, a subset #4
kiilonosen indolens viselkedést mutat, mig a subset #8 rendkiviil kedvezdtlen lefolyéssal
és gyakori RT-val tarsul(45, 63). Az SHM szintje alapjan elkiiloniilé két csoport
markans kiilonbségeket mutat a kemoimmunoterapiara adott valaszban. Mig az IGHV-
M betegek tobb mint fele kitlinéen reagal intenziv kemoimmunoterdpiara (példaul
rituximab-fludarabin-ciklofoszfamid, RFC), hossz(tavl, akar mérhetd rezidualis
betegség (,,measurable residual disease”, MRD) nélkiili remissziot elérve, az IGHV-U
esetek relabalo-refrakter lefolyast, folyamatos progressziot tapasztalnak(64). A fentiek
tiikrében kiilonosen fontos az IGHV mutacios statuszanak meghatarozasa, amennyiben
kezelési indikacio all fenn, hogy az IGHV-U betegek a szamukra megfeleld, célzott
terapidban részesiilhessenek. Mivel az IGHV statusz a betegség iddtartama alatt nem
valtozik, elegendd azt egyszer megvizsgalni a ,,European Research Initiative on CLL”

(ERIC) ajanlasanak megfeleléen(62).

1.7.2.3. Visszatér genetikai eltérések CLL-ben

Az elmult évtized teljes genom- ¢€s exomszekvenaldsi tanulmanyainak
koszonhetden feltarult eléttink a CLL genom(65-67), amely megabazisonként 0,9
mutéciot tartalmaz, igy genomikus komplexitdsdban egy nagysagrenddel elmarad
a szolid tumoroktdl, és a hematoldgiai malignitasok kozott is alacsony komplexitassal
bir. Tovabba, a leggyakrabban mutalt génekben (NOTCH1, ATM, SF3B1, TP53) sem
azonositottak mutaciot gyakrabban, mint az esetek 15%-aban(65, 67).

Az NGS-tanulményok altal az egyik legkordbban azonositott driver mutacionak
a NOTCH1 mutéacioéi bizonyultak, amelyek az esetek 10%-aban fordulnak eld,
é¢s IGHV-U statusszal, valamint 12-es triszomiaval asszocialtak(66, 68).
A gén fehérjeterméke ligand-aktivalt transzkripcids faktorként a sejtproliferacio szamos
jelatviteli utvonaladt szabdlyozza. A muticiock a gén 34-es exonjat érintik,
megkdozelitéleg 80%-ukat a c.7544 7545delCT kereteltolodéassal jard delécid teszi ki.
A delécio6 kovetkeztében a fehérje PEST (prolin - P, glutaminsav - E, szerin - S, treonin
- T) doménjében korai terminacid kovetkezik be, igy kéarosodik a fehérje ubiquitin-
medialt degradacidja, és felhalmozodik az aktiv izoforma(66, 69, 70).
A NOTCH1 mutéciok kedvezdtlen prognézist, valamint RT-re valdé megndvekedett
hajlamot jelentenek.
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TP53 muticiok a huméan daganatok tobb mint 50%-dban el6fordulnak,
¢s onkogén potencidljukat jelzi, hogy a csiravonali TP53 mutaciok talajan kialakulo
Li-Fraumeni-szindromaban gyakran mar harmincéves kor el6tt megjelennek
a kiillonb6z6 malignus korképek(71, 72). A TP53 gén altal kodolt fehérje a sejtciklus-
szabalyozéas, az apoptozis, valamint a DNS-karosodasra adott valasz kozponti
molekulaja, legfobb tumorszuppresszorunk, a ,,genom 6rzdje”. A valtozatos okokbol,
példaul kemoterapia-indukélt modon létrejové DNS-karosodast kdvetéen a TP5S3
apoptozist indukal, vagy a sejtciklust leallitja Gi fazisban, igy biztositva alkalmat
a kérosodas kijavitasara, ¢és megelézve a karosodott genetikai informécio
tovabbadasat(73). CLL-ben a TP53 defektus két formaja ismert, a 17p delécid, illetve
a TP53 mutacid, amelyek egymassal gyakran tarsulnak, a 17p deletalt esetek 80%-a
hordoz TP53 mutacioét a delécid altal nem érintett allélon(46). Noha a mutaciok
a fehérje DNS-kot6 doménjében (exon 4-8 altal kodolt régid) disulnak fel, a gén teljes
hosszan eléfordulhatnak, tehat a teljes gén szekvenalassal torténd vizsgalata sziikséges
a legujabb ERIC ajanlasnak megfelelden(74). A mutaciok haromnegyede missense
mutacid, de kereteltolodassal jard, vagy in-frame inszerciok/deléciok, nonsense
mutaciok, illetve splice site mutaciok is el6fordulnak(75). Mig diagndzis idején a
betegek minddssze néhany szazaléka hordoz TP53 mutacidt, a tobbszorosen eldkezelt,
Richter-transzformalt esetek felében megtalalhatdo az eltérés(41, 76). Ennek
megfelelden, mivel a kemoterapia altal indukalt klonalis szelekcid sordn az
agresszivebb, TP53 mutéciot hordoz6 és kemorefrakter klonok feldusulnak, a TP53
statusz vizsgalata a kezelés megkezdésekor, illetve minden ujabb kezelési vonalat
megeldzdéen sziikséges(74). A TP53 defektust hordozod betegek a DNS-karosodasra
adott elégtelen valasz miatt a hagyoméanyos kemoimmunoterdpidra kedvezdtleniil
reagalnak. A CLL8 tanulmanyban, amely fludarabin-ciklofoszfamid kombinacio
terapias hatasat vizsgalta az anti-CD20 monoklonalis antitest rituximabbal kiegészitve,
vagy anélkiil, a TP53 defektus bizonyult a legerdsebb prognosztikai tényezdének, és igen
kedvezoétlen PFS-sel és OS-sel tarsult(77). Az alkilalo agens bendamustin, valamint
rituximab kombinacidjat vizsgalva szintén csekély terapias hatast detektaltak a TP53
deficiens esetekben(78). Ezen betegekben tehat mindenképpen innovativ, személyre
szabott terapias megkozelités sziikséges, amely TP53-independens modon valtja ki a
CLL-sejtek pusztulasat(79).

A MYDB88 mutécioi a CLL esetek 3-8%-aban fordulnak eld, kizarolag IGHV-M
eseteket érintenek(66, 67). A gén fehérjeterméke a Toll-like receptor (TLR) komplex

adaptormolekuldja, amely TLR stimulaciét kévetden homodimerként komplexet formal
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az IRAK4 fehérjével, IRAK1 ¢és IRAK2 aktivacidhoz vezetve. TRAF6 aktivaciot

¢s IxBa foszforilaciot kovetden aktivalodik a B-sejtek egyik {6 transzkripcios faktora,
az NF-xB. CLL-ben, illetve egyéb érett B-sejtes limfomdkban (DLBCL, primer
kozponti  idegrendszeri limfoma ¢és limfoplazmocitds limfoma/Waldenstrom-
makroglobulinémia) is az L265P mutacios forropont érintett leggyakrabban, amely
a TLR ligandkotésének hianyaban is folyamatosan aktiv MYDS88-IRAK jelatvitelhez
¢és NF-«B aktivitashoz vezet(41).

Az emlitetteken tal, szadmos egyéb gén (driver) mutacidja vezethet CLL
kialakulasdhoz, tobb cellularis jelut halozatot (gyulladasos utvonal, MAPK-ERK
utvonal, BCR-utvonal, WNT-jelat, kromatinmodifikaci6é, spliceoszoma, B-sejt-

differenciacio, sejtciklus-szabalyozas) érintve (5. dbra).
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5. abra. Az uj-generacios szekvenalasi tanulmanyok soran azonositott, CLL-ben
leggyakrabban mutéciot hordoz6 gének, funkcidjuknak és cellularis lokalizaciojuknak
megfelelden csoportositva. Az édbra forrdsa: Marosvari és mtsai. Magyar Onkologia,

2016(80).

A MYD88 mutacioihoz hasonléan, a BIRC3 mutaciok is konstitutiv NF-xB
aktivacioval jarnak. A BIRC3 a TRAF2 és TRAF3 fehérjékkel egyiitt az NF-kB utvonalat
aktival6  MAP3K14-et regulalja negativan, tehat az utvonal gatldé molekuldjaként

funkcional, ¢és mutaciéi  esetén folyamatosan aktivva valik a  jelut.
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A BIRC3 mutaciok a CLL-es betegek 4%-aban fordulnak eld, IGHV-U esetekben

dusulnak fel, és kemorefrakteritassal, valamint kedvezOtlen progndzissal tarsulnak.
Kemoterapia hatdsara a BIRC3 mutaciot hordozé klonok szelektalddnak, igy az eltérés
gyakorisaga fludarabinrefrakter esetekben a 24%-ot is elérheti(51, 81).

A spliceoszoma-mutaciok, kiilonosen az SF3B1 mutacidi nagy jelentéséggel
birnak a CLL patogenezisében, s6t, mivel mielodiszplézids szindroméban is gyakran
daganatokban is(82, 83). Az SF3B1 a pre-mRNS-b6l az intronok excizidjaért felelés U2
spliceoszoma kozponti eleme, mutacioi a CLL esetek 10-14%-aban fordulnak eld,
zommel IGHV-U statuszhoz tarsulva(67, 70, 84). A mutaciok a fehérje HEAT
doménjének evolucidésan konzervalt régidiban fordulnak eld, aldtdmasztva ezzel patogén
szerepiiket(67). Az SF3B1 mutaciok altal okozott spliceoszéma-karosodas mellett
a DDX3X, valamint az XPO1l mutéacioi is a CLL-ben fontos szerepet betolté RNS
processzalas zavarahoz vezetnek(67). Az SF3B1 mutéciok koziil leggyakrabban a K700E
fordul eld, az SF3B1 mutalt betegek révidebb TTFT-vel, progressziomentes és teljes
tuléléssel rendelkeznek. Az SF3B1 muticiok megjelenése késéi esemény a CLL klonalis

crer

és a relapszus kiindul6 klonjat adja(67, 85).

1.7.2.4. Prognosztikai tényezdk CLL-ben

A prognosztikai, azaz a betegség kimenetelét becslé faktorok kozott genetikai,
illetve klinikai tényezdk is megtalalhatok. Az IGHV gén muticios statusza a CLL
lefolydsa soran nem valtozik, és az egyik legfontosabb prognosztikai tényez6t jelenti
CLL-ben. Az esetek 40%-a IGHV-U statuszu, koriikben sokkal gyakoribbak a tarsuld,
magas kockazatot jelenté genetikai eltérések, ami indokolja a kedvezé6tlenebb
prognozisukat mind a PFS, mind az OS szempontjabol, az IGHV-M esetekhez
képest(65). A sztereotip BCR-t (subsetet) hordozo betegek progndzisa a subset tipusatol
fligg, el6fordulnak nagyon kedvezd (példaul subset #4), illetve agressziv (példaul subset
#2) Kkorlefolyassal tarsuld tipusok is(86). Az IGHV jelentds prognosztikai ereje
kemoimmunoterdpiaval kezelt betegekben érvényesiil elsdsorban, ezért az 10j, célzott
terapiak alkalmazasakor 1j kockazatbecsld skalak kidolgozasa sziikséges(48). A Rossi
és mtsai. altal kidolgozott kockazatbecsld skala genetikai alapokon nyugszik, és nagy
érdeme, hogy a FISH-sel detektalhatdé aberraciok mellett a molekularis eltérések
vizsgélataval az alacsony rizikoju betegek 20%-a atkeriilt

a pontosabb karakterizalas révén a magas kockazatu csoportba(87). Magas kockazatot
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jelent a TP53 defektus és/vagy BIRC3 mutaciok jelenléte, intermedier prognozissal
tarsul a NOTCH1 mutécio, SF3B1 mutécio, vagy 11q delécid, alacsony kockazattal
birnak a 12-es triszomiat hordozo, vagy normal kariotipusu esetek, mig a 13q deletalt
esetek nagyon alacsony kockazatuak(87). A CLL International Prognostic Index (CLL
nemzetkdzi prognosztikus index, CLL-IPI) a terapias dontéshozatalt segiti az OS
elorejelzésével, akar mar a diagnodzis pillanataban. A CLL-IPI alkotoelemei, melyek
egyenként kedvezétlen prognozist jelentenek, a TP53 defektus, az IGHV-U statusz,
a 3,5 mg/1 feletti B2-mikroglobulinszint, a B vagy C Binet-stadium, illetve a 65 év feletti
életkor(88). Jeromin és mtsai. az SF3B1 mutaciok, az IGHV-U statusz, valamint a 11q
delécio rovid TTFT-vel valo asszociacigjat irtak le. Az elso két eltérés, valamint a TP53
defektus, a férfi nem ¢és az életkor pozitivan korrelaltak a rovid idejii OS-sel(89). Nadeu
és mtsai. komplex genetikai vizsgalatokon alapulo, elsdsorban korai stadiumu betegekre
alkalmazhaté kockazatbecsld rendszeriikben leirtak, hogy a CLL-IPI megallapitasaval
ellentétben a rovid TTFT nem korrelal a TP53 defektus jelenlétével(90). Mivel szamos,
mas prognosztikus rendszerben nem szereplé gén (BRAF, ATM, FBXW7, MGA)

vizsgalatat is igényli a modszer, alkalmazhatosaga egyel6re limitalt.

1.8. A CLL terapiaja
1.8.1. Kemo(immuno)terapia CLL-ben

crer

amely ezt megeldzéen kemoterdpian, illetve késébb az immunkemoterapian alapult.
Az alkilalo agensek kozé tartozd chlorambucil jelentette hosszu idon keresztiil a CLL
esélyeit nem javitotta(91). A purinanaldog fludarabin kedvezébb median talélést
biztositott a chlorambucilndl, illetve a fludarabint is feliilmulta a teljes valaszadasi
arany, illetve a progressziomentes tulélés tekintetében a fludarabinnak az alkilalo
hatasmechanizmust ciklofoszfamiddal térténé kombinacidja (FC)(92). Az anti-CD20
monoklonalis antitest rituximabot a fazis III CLL8 vizsgalatban FC-vel kombinalva
(RFC) korabban nem kezelt betegekben 90%-0s objektiv valaszadasi ratat és 44%-0s
komplett remissziot idézett eld, az FC altal biztositott 80%-os valaszadasi rataval és
22%-0s komplett remisszids rataval szemben. Tovabba, a rituximab hozzaadasa a PFS-t,
valamint az OS-t is jelentds mértékben ndvelte 65 évnél fiatalabb betegekben(93).
Az RFC kezelésre adott hossz tava PFS erds prediktora az IGHV mutacioés statusz.
Az IGHV-M statusza betegek 54%-a 12,8 éves kovetési 1d6 utan is remisszidban volt, €s
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10,4 éves kovetési idot elérve, 42 beteget vizsgalva, tovabbi relapszusok nélkiili
platofazis alakult ki. Ezen adatoknak megfeleléen, az IGHV-M statuszu, kedvezd
altalanos allapoti betegekben az RFC kezelés a hossztavii remisszid lehetdségét
nytjtja(94). Mivel az RFC protokoll alkalmazasa soran mély neutropénia, infekciok,
mieloszuppresszid, masodlagos malignitdsok (ideértve tobbek kozdtt a terapia-
asszocialt mielodiszpldzids szindromat, illetve akut mieloid leukémiat) meglehetdsen
gyakran fordulnak eld, idds, illetve komorbiditasokkal bird, elesett allapotii betegek
részére kedvezObb alternativat nyujt a rituximabnak az alkiladloszer bendamustinnal vald
kombinacioja (RB). Mig fiatal, j6 altalanos allapotti, TP53 defektust nem hordozo
betegekben az RB elsévonalbeli kezelésként rovidebb PFS-t biztosit, mint az RFC (57,6
hoénap vs. 42,3 honap), hatvandt éves életkor felett ez a kiilonbség eltlinik, mikozben
az RB lényegesen kedvezébb mellékhatasprofillal bir(95, 96). Amennyiben idés, elesett
allapotu betegekben a rituximab helyett a méasodik generacios anti-CD20 monoklonalis
antitest obinutuzumabot kombinaljuk chlorambucillal, a median PFS a kétszeresére nétt
(29,9 honap vs. 15,7 honap), mikdzben az OS is szignifikansan javult(97). Az uj, célzott
terdpias gyogyszerek ellenére a hagyoméanyos kemoimmunoterapia tovabbra is része a
CLL terapias protokolljanak, ugyanis jol megvalasztott beteganyagon kedvezd terapids

hatast biztosit.

1.8.2. Célzott terapia CLL-ben

Az elmult években részletesen megismertiik a CLL genomjat, ezaltal forradalmi
valtozasok indulhattak el a célzott terapiak fejlesztésében, a hatékonysagukat eldrejelz6
prediktiv biomarkerek azonositdsdban, valamint a terdpids kudarcot jelentd
rezisztenciamutaciok eldrejelzésében és elkeriilésének lehetdségeiben. Dolgozatomban
a BCR jelatviteli ut komponenseként lényeges BTK, valamint az antiapoptotikus BCL2
gatlasa, ¢és az inhibitorok 4&ltal indukalt rezisztenciamuticidk keriilnek részletes

ismertetésre.

1.8.2.1. BTK-gatlas CLL-ben

A BCR szignal felerdsitésében kritikus szerepet jatszik a BTK. A fehérje
a tirozin-protein-kinazok (Tec) egyik képviseldje, defektusat, az X-hez kotott
agammaglobulinémiat (,,X-linked agammaglobulinemia”, XLA) 1952-ben irta le
Bruton(98), akir6l késébb az enzimet elnevezték. A BTK pontmutaciok altal okozott
XLA-ban a B-sejt-érés pro-B-sejt szintli korai terminacidja kovetkezik be, és a keringd
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immunglobulinok hianya stlyos zavarokat okoz a humoralis immunitasban(99, 100).
Az XLA korkép megfeleldje egérben az X-hez kotott immundeficiencia (,,X-linked
immunodeficiency”, XID), amely az XLLA-nak megfelel6 B-sejt-érési blokaddal, viszont
enyhébb tlinetekkel tarsul(101). A kisérletesen 1étrehozott BTK mutans, illetve BTK
knock-out egérmodellek szintén pro-B-sejt-szintii érési blokadot, az antigénstimulaciora
adott elégtelen proliferacios valaszt, valamint a B-sejt-jelatvitel zavarat mutatjak, igy
felvet6dott a BTK terapias célpontként torténd vizsgalata(33, 101, 102).

Mig a Tec csaladba tartozo tirozin-kinazok a hematopoetikus sejtek tobbségében
expresszalodnak, a Btk elsésorban a B-sejtekben fejezédik ki, T-limfocitakon és
plazmasejteken nem(103). Mivel a Btk szerepe elengedhetetlen a BCR-jelatvitelben és
ugy a normal B-sejtek, mint a CLL tumorsejtek fejlédésében, tovabba, expresszidja
CLL-ben kifejezettebb, mint a normal B-sejtekben, célzott terdpiak idedlis targetjét
jelenti(104).

1.8.2.1.1. Az ibrutinib

A PCI-32765 (késébbi nevén, illetve a dolgozatban a tovabbiakban: ibrutinib)
a Btk szelektiv inhibitora, az eredetileg rheumatoid arthritis kezelésére szant molekulat
az Egyesiilt Allamokban szintetizaltdk és 2007-ben irtadk le(105). Az ibrutinib egy
amino-pirazolo[3,4-d]-pirimidinszarmazék (6. dbra), amely a Btk fehérje szamos
aminosavaval létesit masodlagos kotéseket (példaul az M477, az E475, a T474
aminosavakkal), mikdzben a masodlagos kotéseken tul, kovalensen és irreverzibilisen is
kotédik a fehérje aD-hélixe el6tt elhelyezked6 481-es cisztein (C481) szulfhidril
csoportjahoz(106).

6. abra. Az ibrutinib kémiai szerkezete.
(Forras: Wikimedia Commons).
Preklinikai vizsgalatok alapjan az ibrutinibbel torténd kisérletes Btk-gatlas

kaszpazfiiggd apoptozist indukalt, és a BCR ligandkotését kovetden a Btk, valamint a
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downstream jelkozvetitésben szerepet jatsz6 Erk, NFxB ¢és Akt molekulak
foszforilacigjat is gatolta(39). Tovabba, az ibrutinib a CLL-sejtek CpG oligonukleotidok
indukalta in vitro sejtproliferaciojat hatékonyan gatolta, valamint Csontveldi
stromasejtekkel kokultiraban tenyésztve a CLL-sejteket, az ibrutinib a sejtek talélését
csokkentette a mikrokornyezetbdl érkezd tulélési szignalok (TNF-a ¢és BAFF)
ellenstlyozasa révén(39, 107). CLL fenotipust transzgén egérmodellben a genetikailag

inaktiv Btk, valamint az ibrutinibbel torténd Btk gatlas egyarant a CLL-sejtek fejlodését

/ L BTK B /\
/ / l » acalabrutinib
idelalisib DAG ‘4 IP3

Ailapoutizls Proliferacio, tulélés
pop (NF-kB)

venetoclax

7. é4bra. A CLL-ben alkalmazott legfobb, molekuldrisan célzott terdpidk
hatasmechanizmusa. A B-sejt-receptor jelatviteli Utvonalan hat az ibrutinib
a BTK, mig az idelalisib a PI3Ko gatldsa révén. A BCL2-gatld venetoclax az

elobbiektdl fiiggetlen utvonalon keresztiil fokozza a CLL-sejtek apoptozisat.

A preklinikai vizsgalatok, valamint a kis beteganyagon végzett, dozist beallitd
fazis I vizsgalatok sikerességét és az ibrutinib hatékonysdgat latva megkezdddtek
a szélesebb korii klinikai vizsgalatok. Az ibrutinib monoterapia a relabalo-refrakter
(R/R) CLL-es betegek korében jo tolerabilitas mellett 71%-os teljes valaszadasi ratahoz
(,,overall response rate”, ORR) vezetett, amelyet a kedvezdtlen prognozisu 17p deletélt
betegek figyelemre méltd 68%-os ORR értéke szorosan megkozelitett. A valasz
tartosnak bizonyult mind a teljes, mind a 17p deletalt populacidban. A 26 hdénapos
kovetési 1d6 alatt 75%-os becsiilt PFS és 83%-0s OS értékeket értek el a teljes, mig

57%-o0s PFS és 70%-os OS értékeket a kedvezdtlen prognodzist csoportban(109).
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Egy fazis Il vizsgalatban 51, TP53 defektust hordozo beteget vizsgaltak, kétharmaduk

kordbban nem részesiilt kezelésben, egyharmaduk R/R lefolyast mutatott. Ebben a
magas rizikdju betegcsoportban az ibrutinib 24 hoénapos kovetési id6 alatt 82%-0s
becsiilt PFS-t és 80%-0s OS-t biztositott(110). Az igen kedvez6 eredményeket latva az
FDA (,,Food and Drug Administration”, Amerikai Elelmiszer- és Gyogyszerfeliigyelet)
2014 februarjaban megadta az engedélyt az ibrutinib monoterapia hasznalatara R/R
CLL-ben, majd 2014 juliusaban az elsévonalbeli alkalmazasra TP53 defektussal bird
betegekben, amelyet az EMA (,,European Medicines Agency”, Eurdpai
Gyogyszeriigynokség) engedélye 2014 oktoberében kovetett(104). Mivel az ibrutinib
monoterapia kedvezd toxicitasi profillal bir (zémmel alacsony gradust mellékhatasok -
hanyas, hasmenés, faradékonysag, 14z, neutropenia, pitvarfibrillacid, vérzés, infekciok
fordulnak eld), a monoterapia sikerét latva a monoklonalis antitestekkel, illetve
kemoterapiaval tortén6 kombinaciok vizsgalata is elkezd6dott(104). A HELIOS
placebo-kontroll, fazis Il vizsgalatban az el6zetesen mar kezelt, de TP53 defektust nem
hordozo6 betegekben hasonlitottak 0ssze az RB, illetve az ibrutinib + RB kombinaciok
hatékonysagat, megengedve az RB karon progredialdé betegek szamara az ibrutinibet
tartalmazé masik karra torténd atkeriilést. Az ibrutinib hozzaadaséval a betegek 79%-a
ért el 18 honapos PFS-t, mig ibrutinib nélkiil csupan 24%-uk. Tovabba, haromszor
annyi beteg ért el komplett remissziot ibrutinib mellett, mint anélkiil, illetve az MRD-
negativitast elért betegek szadma is szignifikdnsan magasabbnak bizonyult az
ibrutinibkezeltek korében(111). Hosszabb, 34,8 honapos median kovetési id6 alatt az
RB kar 14,3 honapos median PFS-t mutatott, mig az ibrutinibet is tartalmazo karon 1évo
betegek még nem érték el a PFS-t, valamint az utobbi csoportba tartozo betegek 26,3%-
a ért el MRD-negativitast az ibrutinibkezelésben nem részesiild betegek 6,2%-0S
értékével szemben(112). Noha tobb kezelési iranyelv 1étezik CLL-ben, egyetértés
mutatkozik abban, hogy ibrutinib alkalmazasa javasolt a TP53 defektussal bird betegek
elsdvonalbeli terpidjaként, valamint R/R CLL-es betegekben TP53 statusztol
fiiggetleniil (20, 22).

1.8.2.1.1. A BTK gatlokkal szembeni rezisztencia molekularis hattere

Ibrutinibterapia mellett relabalé betegekben teljes exomszekvenalassal
azonositottak Woyach és mtsai. a relapszus hatterében allo rezisztenciamutaciokat a
BTK, valamint a BCR-jelatviteli Gitvonalban téle kozvetleniil downstream elhelyezkedd
PLCG2 génben. A mutaciok kizarolag a relapszuskori mintdban voltak azonosithatok,
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¢és a BTK génben az ibrutinibkotd aminosavat érintették cisztein — Szerin aminosavcsere
révén (C481S). Ennek kovetkeztében az ibrutinib affinitdsa a gydgyszerkotd helyhez
szamottevOen csokken, és irreverzibilis helyett csupdn reverzibilis kotddés valik
lehet6vé(113). A leggyakoribb C481S mutacion kiviil C481R, C481F, C481Y és C481T
szereppel bird 474-es treonin aminosav mutacioi (T4741 és T474S) az ibrutinib irdnti
affinitas és szelektivitas szamottevé csokkenéséhez vezetnek(114). PLCG2 mutaciok
eléfordultak BTK mutacid kisérdjeként, illetve oOnalléan is, a leggyakoribb
aminosavcserék a kovetkezok voltak: R665W, L845F, S707Y. Amig a BTK mutaciok
az ibrutinib BTK-gatldo hatasanak elvesztéséhez vezetnek, a PLCG2 funkcionyerd
mutacioi a BTK aktivitastol fiiggetleniil fenntartjdk a folyamatosan aktiv BCR
jelatvitelt(113). A BTK mutaciok esetleges, ibrutinibkezeléstél fliggetlen megjelenését
lényegesen tobb (613) ibrutinib-naiv betegen vizsgalva, egy esetben sem azonositottak
mutaciot, megerdsitve azt a feltételezést, hogy a BTK mutaciok az ibrutinib klonalis
szelekcios nyomasara alakulnak ki, és vezetnek relapszushoz(115).

Tobbféle megoldas vetddott fel az ibrutinibrezisztens CLL kezelésére.
Noha a masodik generacids acalabrutinib aktivabb és szelektivebb az ibrutinibnél,
ahhoz hasonld rezisztenciamechanizmust (C481S) indukal, ennélfogva tehat
az ibrutinibkezelés talajan kialakult rezisztens esetekben nem bizonyul hatékonynak.
fgéretes fejlesztési iranynak bizonyultak a nonkovalens BTK-inhibitorok, amelyek
az el6z6 molekuldktdl eltérd aminosavakkal I[étesitenek kapcsolatot masodlagos
kotéerdk réveén, igy C481S mutins BTK-val szemben is hatékonyak. A CGI1746 az
M477 ¢és K430 aminosavakhoz kapcsolodik hidrogénkotésekkel, és 1000x-es
szelektivitast mutat a BTK-val szemben, a tobbi Tec és Src kinazzal 6sszehasonlitva.
A BMS-986142 nemkovalens inhibitor az M477 és E475 aminosavakhoz kotédik
hidrogénhidakkal, ¢és szintén aktiv C481S mutans BTK-val szemben(114).
A nemkovalens BTK-gatlokon kiviil a BTK-t6l downstream elhelyezkedé fehérjék
gatlasaval is megvalosulhat a BCR jelatviteli utvonal gatlasa. Mivel a BTK-t6l upstream
elhelyezkedd Lyn és Syk a BTK megkeriilésével is aktivalhatjdk a PLCy2-t,
gatloszereik (a Lyn-gatlo dasatinib és a Syk-gatld fostamatinib, illetve cerdulatinib)
képesek BTK mutéans esetben is gatolni a BCR jelatvitelt(114). A harmadik lehet6ség,
amely a klinikai gyakorlatban is meghonosodott, a BCR jelatviteli Gtvonalhoz nem
kapcsolodo, eltéré mechanizmusi target gyogyszeres blokkolasat jelenti — a BCL2 gatld

venetoclax ma az ibrutinibrezisztens CLL leggyakoribb terapiaja.
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1.8.2.2. BCL2-gétlas CLL-ben

A daganatok egyik f6 ismérve az apoptozis elkeriilése(116). Az apoptozis
(programozott sejthalal) kulcsmolekulai és végrehajtoi a kaszpazok (cisztein-proteazok),
amelyeket az extrinsic Ut soran a halalreceptorok feldl érkezo jelek, az intrinsic Gt soran
pedig a cellularis stressz aktivalnak. Mindkét utvonalban szerepet jatszanak a BCL2
(,,B-cell lymphoma 2”) csalad tagjai, a mitokondrium kiilsé membranja integritdsanak
szabalyozasaval. A csalad egyes tagjai antiapoptotikus, mig masok proapoptotikus
szereppel birnak, bonyolult egyensulyuk hatarozza meg, hogy az extracellularis jelek,
illetve a sejtstressz milyen kovetkezménnyel jarnak a sejt tulélésére nézve. A BCL2
csalad antiapoptotikus funciéval bir6 tagjai a BCL2, a BCL-X., a BCL-W, az MCL-1 és
a BFL-1/Al, mig proapoptotikusak az un. ,,BH3-only” fehérjék (példaul BIM és
PUMA), illetve a multidomén BAX ¢és BAK fehérjék, amelyek a mitokondrialis
membran permeabilitasat szabalyozzak(117).

A BCL2 onkogenitasa régota ismert, a follikularis limfémaban (FL) eléforduld
leggyakoribb transzlokacio — t(14;18) — a BCL2 emelkedett expresszidjahoz és
az apoptozis elkeriiléséhez vezet. A BCL2 overexpressziot kromoszomalis
transzlokaciokon kiviil génamplifikacio, illetve a szabalyozé miRNS-ek zavara is
eldidézheti. A BCL2 onkogenitasat FL-en kiviil egyéb hematologiai malignitadsokban
(példaul DLBCL, kopenysejtes limfoma, akut mieloid leukémia), valamint szolid
daganatokban is leirtak(117). CLL-ben a BCL2 overexpresszio gyakori jelenség, és
az érett limfocitak apoptozisgatlasaért és felhalmozodasaért felelés(l). A folyamat
hatterében transzlokaciés mechanizmus helyett a 13q14 delécioval egyiittjaré miR-15 és
miR-16 clusterek delécidja és downregulacioja all. Egészséges B-sejtekben ezen
miRNS-ek a BCL2-t downregulaljak, ezzel szemben a malignusan transzformalt B-
sejtekben az alacsony miR-15 és miR-16 expresszid6 a BCL2 overexpresszidjahoz
vezet(42). Mivel a BCL2 overexpressziot mutatd daganatsejtekben az apoptdzis
stlyosan karosodott, felvetddott az antiapoptotikus BCL2 gyogyszeres gatlasa, illetve a
proapoptotikus fehérjék expresszigjanak ndvelése, hogy a sejtek az apoptotikus

szignalokra érzé¢kenny¢ valhassanak(117).

1.8.2.2.1. A venetoclax

A BCL2 gatloszerek fejlesztése az 1990-es években kezdddott, az antiszenz
oligonukleotid oblimersen viszont csekély hatékonysdggal birt igy monoterapiaban,

mind kombindcios kezelés részeként. A fejlesztés kovetkezo allomasat jelentették az un.
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BH3-mimetikumok, amelyek az antiapoptotikus fehérjék (példaul BCL2) hidrofob

arkaval létesitenek kotést, igy azok nem képesek gatolni a proapoptotikus fehérjéket, és
bekovetkezik az apoptodzis. Az ABT-737, valamint az ABT-263 (navitoclax) a BCL2
csalad tobb tagjat is gatoljak megfeleld hatékonysaggal, viszont a mellékhatasként
jelentkez0, gyakran sulyos foku trombocitopénia miatt a fazis III klinikai vizsgalatokig
egyik gydgyszer sem jutott el(118).

A venetoclax (ABT-199) szelektiv, hatékony ¢és szajon at szedhet6 BCL2
inhibitor, amelynek BH3-kotOhelyérél hianyzik a navitoclaxhoz képest egy
tiofenilcsoport (8. dbra)(118).

N

00 o

8. abra. A venetoclax kémiai szerkezete.
(Forras: Wikimedia Commons).

Noha a venetoclax alacsony mértékben gatolja a BCL-X., valamint a BCL-W
molekulékat is, a BCL2 irant kiemelked6 szelektivitassal bir. Ex vivo koriilmények
kozott a venetoclax a BCL2 expressziotol fiiggd mértékben indukalt apoptozist, és a
klinikai vizsgalatokat kdvetden az egyediili BCL2-inhibitorként keriilhetett forgalomba
magas szelektivitasanak és kedvezd toxicitasi profiljanak koszonhetéen(118, 119).
A venetoclax monoterapiaként 116 R/R CLL/SLL beteg fazis I vizsgalata soran 79%-0s
ORR-t és 20%-0s CR-t biztositott, a betegek 5%-aban mérhetetlen MRD-vel. Mig
a kedvezdtlen prognosztikaji 17p delécioval, IGHV-U statusszal, illetve fludarabin-
refrakteritassal jellemezhetd betegek is elérték az emlitett ORR-t, a PFS a 17p
delécioval birdo betegekben alacsonyabbnak bizonyult, mint az ezt a citogenetikai
eltérést nélkiilozo alcsoportban(120). R/R, 17p deletalt betegek fazis II vizsgalata soran
12 hénapos median kdvetési id6 alatt 79%-os ORR ¢és 8%-o0s CR volt megfigyelhetd,
leggyakoribb adverz eseményeknek a hasmenés és neutropénia bizonyultak. Az egyéb

BCL-inhibitorokra jellemzé stlyos foku (grade 3/4) trombocitopénia csupan 14%-ban
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fordult el6, és a korai vizsgalatokban jellemzd tumorlizis-szindréma (TLS) a venetoclax
dozis fokozatos bedllitasanak koszonhetéen csupan laboratoriumi szinti, de nem
Klinikai TLS-t jelentett(121, 122). Ibrutinibre refrakter vagy intolerans betegekben
a venetoclax monoterapia 65%-0S ORR-t és 23,5 honapos median PFS-t
biztositott(123). A kedvez6 eredmények hatasara az FDA 2016 aprilisaban befogadta a
gyogyszert olyan 17p deletalt CLL-es betegek kezelésére, akik mar legaldbb egy
megel6zé kezelési vonalban részesiiltek, mig az EMA 2017-ben adta meg az
engedélyt(117). Kombinacios terapidk részeként is bizonyitotta hatasossagat a
venetoclax, a fazis III MURANO vizsgalatban R/R CLL-es betegekben a
kemoterapiamentes venetoclax-rituximab kombinacié 92%-0s ORR-t biztositott a
standard RB karon tapasztalt 72%-0s ORR-rel szemben. Huszonharom hénapos median
kovetési 1d6 alatt a RB karon kezelt betegek median PFS-e 18,1 honapnak bizonyult,
mig a venetoclax-rituximab karon kezeltek (ideértve a kedvezdtlen prognozisit 17p
deletalt eseteket is) nem érték el a median PFS-t(124). A vizsgalatot kdvetden az FDA
megadta az engedélyt a venetoclax-rituximab kombinacioés kezelésre R/R CLL-
ben(117).

A kedvez6é eredmények és toxicitasi profil ellenére a venetoclax alkalmazasa
tovabbi kérdéseket vet fel, ugyanis az ibrutinibhez hasonloan a gyogyszer szelekcios
nyomasara rezisztenciamechanizmusok Iépnek fel, amelyek jabb kihivasok elé allitjak

mind a gydgyszerfejlesztést, mind pedig a klinikusokat.

1.8.2.2.1.1. A BCL2 gatlokkal szembeni rezisztencia molekuldris hattere

A CLL-es betegek egy részében a venetoclaxra adott kedvezd terapias valaszt
kovetden gyogyszerindukalt rezisztenciamutacié és klinikai progresszid alakul ki.
Venetoclax monoterapia mellett TP53 defektussal bird betegek felében Iépett fel
relapszus kétéves kezelési id6tartam alatt(125). A relapszus hatterében foképp a BCL2
rezisztenciamutaciodl allnak, a leggyakoribb, G101V mutaciot 15, venetoclaxkezelés
alatt progredialt R/R CLL-es beteg koziil heten hordoztdk. A mutans fehérje affinitasa
a szerkezeti valtozdsok miatt 180-szor alacsonyabb a venetoclax irant, és a BCL2
a gatlas ellenére kifejtheti antiapoptotikus mitkodését(126). A D103Y mutacio a G101V
mutacional ritkabban, és eltéré szubklonként fordul el6(127). Az emlitetteken kiviil
a kovetkezd mutacidkat irtdk le ibrutinibrezisztenciat kovetden venetoclax mellett
progredialt betegekben, gyakran egylittesen el6fordulva, zOmmel alacsony
allélarannyal: A2T, GI101A, F104S, F104L, R107_R110dup, Al113G, L119V.
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Mig a venetoclax mellett progredialdé CLL-es esetek nagy részében megtalalhato BCL2
mutacioé, RT hatterében eddig mindossze egy alkalommal kozoltek ilyen mutaciot
(R107_R110dup)(128). Mivel alacsony allélfrekvenciaval az ibrutinibrezisztenciat
okozd mutaciokhoz hasonléan a BCLZ mutacidk is kimutathatok mar a klinikai
relapszust megel6zOen, vizsgalatuk a relapszus elOrejelzésében €s a terapiavaltas
mérlegelésében, elokészitésében nagy jelentdséggel bir(129, 130).

A rezisztenciamutaciokon kiviil ritkdbban a proapoptotikus BCL-Xp
overexpresszidja, valamint MCL1 amplifikacio, illetve CDKN2A/B delécio és BTG

mutacio is el6fordulhat a szerzett venetoclax-rezisztencia hatterében CLL-ben(129).

1.9. Richter-transzformacié (RT) CLL-ben

A Richter-szindroma (RS) tagabb értelemben minden low-grade limféma high-
a CLL/SLL-t kovet6, vagy azzal szinkron fellépd RS-ra hasznaljuk(131). Az entitast
Maurice N. Richter irta le retikularis sejtes szarkémaként 1928-ban egy limfoid
leukémias beteg rovid id6 alatt haldlhoz vezetd nyirokcsomod-, maj-, és
Iépmegnagyobbodasanak hatterében(132), az ¢ tiszteletére javasoltak a RS elnevezést
1964-ben(133). Noha a CLL progresszidja soran csupan az esetek kis hanyadaban
kovetkezik be RT, a korkép diagnosztikdja és kezelése is nagy kihivasokkal jar.
Az innovativ, célzott terdpidk mellett kialakulé RT eltér6 morfologiai, genetikai és

terapias jellemzokkel birhat, ezért is kiilonosen indokolt dolgozatunk témavalasztasa.

1.9.1. A RT morfoldgiai sajatossagali

A CLL-es betegek 2-5%-a transzformal az igen agressziv klinikai lefolyast
mutatd RS-ba, évente 0,5-1%-os incidenciaval(134, 135). Morfologiailag a RS két {6
tipusa kiilonithet6 el, a diffuz nagy B-sejtes limfoma (DLBCL) teszi ki az esetek 80-
90%-at, mig a fennmarad6 esetek hatterében klasszikus Hodgkin-limféma figyelhetd
meg(131). Ritka tipusként eléfordulhat plazmablasztos limfoma (PBL), limfoblasztos
limfoma, hisztiocitas szarkoma, vagy interdigitald dendritikus sejtes szarkoma(136),
ezért a szovettani vizsgalat is elengedhetetlen a diagndzis felallitasahoz.

A DLBCL tipusi transzformaciot széles mezOkbe  rendezddo,
CD19+/CD20+/CD22+/PAX5+ neoplasztikus B-sejtek alkotjak, amelyek a CLL-

sejteknél 1ényegesen nagyobbak, fellazult kromatinszerkezettel ¢€s prominens
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sejtmagvacskaval rendelkeznek, és nyirokcsomdoban megjelenve az eredeti strukturat
elmossak. A nagysejtek leggyakrabban centroblasztos morfologiajuak, mitotikus
alakok, apoptotikus testek, csillagos égbolt mintdzat és koagulacids nekrdzis gyakran
eléfordul a szoveti képben. A megel6z6 CLL-re jellemzd CDS5 és CD23 pozitivitas
a nagysejteken 30, illetve 15%-ban van jelen(137, 138). Az esetek 90-95%-a non-
centrum germinativum fenotipust, amelyet a MUMI1/IRF4 pozitivitas jelez(45, 138,

139). A p53 overexpresszio és a 70% feletti Ki67 proliferacios index gyakran jellemzi
az RS-DLBCL-t(137) (9. dbra).

9. abra. A DLBCL tipusu RS morfoldgiaja. A csontveldben elhelyezkedd gdcos limfoid
infiltratumok nagy, holyagos magvii, centroblast karakterti CD20+ sejtekbdl, valamint
az eredeti CLL kis, érett limfocitaibol allnak (A, hematoxilin-eozin, 20x; B, CD20,
20x).

A cHL tipusu transzforméacio két, morfologia és immunfenotipus szempontjabol
kiilonb6z6 alcsoportra oszlik. Az 1-es tipusban a CD30+/CD15+/CD20- Hodgkin- és
Sternberg-Reed-sejtek Hodgkin-limfomara jellemz6 kevertsejtes hattérben talalhatok
meg, amelyet T-sejtek, hisztiocitak, eozinofil granulocitak és plazmasejtek alkotnak (10.
dbra). A 2-es tipusu varians daganatsejtjei CD30+/CD20+/CD15- immunfenotipustiak
és kis CLL-sejtes hattérben helyezkednek el(140, 141). A Sternberg-Reed-sejtek eredete
kérdéses, IGH szekvenciaanalizis segitségével egyes szerzok a CLL-sejtekkel vald
azonos klonalis eredetet mutattak ki(142, 143), mig masok ezt az elméletet clvetve

a fludarabin, illetve az EBV-pozitivitas szerepét valoszinisitik(144). A morfologiailag
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eltér6é két alcsoport szintén utalhat a Sternberg-Reed-sejtek eredetére, eszerint a CLL-
sejtes hattérben megjelenve valddi hisztologiai transzformacié all fenn, ezt erdsiti a B-
sejtes markerek gyakori expresszidja is. Ezzel szemben a polimorf, gyulladasos
hattérben megjelend, a CLL-es hattértél elkiiloniilten mutatkoz6 tumorsejtek eltérd
klonalis eredetet bizonyithatnak(142). A cHL-be transzformalt esetek tobbsége
kevertsejtes (44%) vagy nodularis szklerozis (27%) altipusba tartozik, és
kétharmadukban mutathat6 ki EBV pozitivitas(140).
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10. abra. A klasszikus HL tipust RS morfoldgiaja.
A nyirokcsomo alapszerkezete elmosddott. Fibrotikus, reaktiv hattérben szamos
atipusos nagysejt lathatdo eozinofil magvacskaval, laza kromatinszerkezettel, elvétve
tobbmagvu sejtek is eléfordulnak (A, hematoxilin-eozin, 20x és B, hematoxilin-eozin,
60x). A nagysejtek intenziv CD30 pozitivitast mutatnak (C, CD30, 20x).

A PBL egy ritka, kiilonosen agressziv B-sejtes malignitas, amely legtobbszor
extranodalisan jelentkezik, immundeficienciaval, illetve EBV-fert6zéssel tarsultan, és
csupan néhany honapos taléléssel jar(145). A daganatsejtek CD38, CD138, BLIMP1,
MUMI1/IRF4 és XBP1 markereket expresszalnak, kappa vagy lambda immunglobulin
konnytlanc restrikcid, valamint CD5, CD20 és PAXS5 negativitas mellett(137).
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1.9.2. A RT genetikai hattere

A CLL genetikai hatterérdl alkotott ismereteink, valamint a terapias eszkoztar
boviilésével egyre fontosabbd valik a CLL  progresszidjahoz, valamint
jelenlétében 4x gyakrabban alakul ki RT, amelyet tovabb fokoz, ha IGHV4-39 gént
hordoz a beteg dnmagaban, vagy subset #8 sztereotip BCR részeként(139). A sztereotip
BCR-t hordoz6é betegek 3,3x rizikoval rendelkeznek RT tekintetében. Azon betegek,
akik ezen beliil a subset #8 alcsoportba tartoznak, 6t éven beliil 70%-o0s eséllyel esnek at
RT-n(139). A jelenség oka, hogy a subset #8 a tobbi sztereotip BCR-hez képest
rendkiviil reaktiv a mikrokornyezet antigénstimulusaival szemben, és az agresszivan
novekvo klonok gyors szelekciojahoz vezet(86, 146). Az RS legfontosabb prognosztikai
tényezdje a klonalis kapcsoltsag, amely a megel6z6 CLL, valamint az RS stadium
IGHV-D-J génatrendezddésének vizsgalatdn alapul. Amennyiben az RS ugyanazon
IGHV-D-J géneket hordozza, mint a megeldz6 CLL, bizonyitékot jelent a klonalis
kapcsoltsagra, és valodi transzformaciot jelent a klonalisan nem kapcsolt, CLL-t6l
fiiggetlen modon kialakulé high-grade limfomaval szemben(147). Utdbbi entitast
a klonalis Osszefliggés hianya ellenére gyakran klonalisan nem kapcsolt RT-nek
nevezik.

Bizonyos 6roklodd SNP-k mérsékelt kockazatot jelentenek RS kialakulésara,
pontosan nem ismert mechanizmusok révén (BCL2 rs4987852, Fcd38 rs6449182 és
LRP4 rs2306029)(148-150). NOTCH1 mutacid jelenlétében tizszeres a RT kockazata
a vad tipust NOTCH1 gént hordozokéhoz képest(151-153). TP53 defektus (TP53
mutaciok és/vagy 17p delécid) az RS esetek 60%-aban fordul eld, tobbnyire a RT idején
akviralt, kozvetleniil a transzformaciohoz vezetd molekuldris eltérésként, és agressziv
klinikai lefolyashoz, valamint kemorefrakteritashoz vezet(45). A MYC és CDKN2A
géneket érintd abnormalitdsok deregulacidhoz vezetnek €s szintén a RT idején jelennek
meg a tumorsejtben(45, 154-156).

Annak ellenére, hogy a DLBCL tipust RS morfoldgiailag jelentds
hasonlosagokat mutat a de novo DLBCL-lel, patogenezisiikben markans eltérések
figyelheték meg. Mig ez utobbi entitisban nagyon gyakoriak a CREBBP/EP300
hiszton-acetiltranszferaz gének, vagy a B2M inaktivalé mutacioi, illetve a BCL2 vagy
BCL6 géneket érintd transzlokaciok(155), az RS-DLBCL mutacids mintazata az egyéb
indolens limfomak transzformacidjaéhoz hasonlit, a TP53, NOTCH1, MYC ¢s CDKN2A
gének érintettségével. Tovabba, a RS-DLBCL ¢és a de novo DLBCL metilacios profilja
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is jelentds eltéréseket mutat, amely az epigenetikai rendszerek kiilonbozdségével tovabb
erdsiti a két entitas eltéré patogenetikai hatterét(157). Két tanulmanyban az RT harom,
egymastol jol elkiiloniilé genetikai mintazatat azonositottak, amelyek eltérnek a CLL,
valamint a de novo DLBCL mutaciés mintazatatol(154, 155). A betegek felében
megtalalhatd TP53 defektus, CDKN2A vesztés, vagy c-myc aktivacio. Ezen esetek
magas, 70% feletti Ki67 proliferaciés indexszel birnak, és teljes talélésiik
kedvez6tlenebb, mint a TP53 vagy CDKN2A aberraciét nem hordozoké. A CDKN2A
tumorszuppresszor gén elvesztéséhez a 9p21 kromoszomarégio delécidja vezet, €s
gyakran egyiittesen fordul eld TP53 defektussal, vagy c-myc aktivaciéval. Masodik
mintazatként, a betegek 30%-a hordoz 12-es triszomiat és/vagy NOTCHL1 aktivald
mutaciot, ezen esetekben TP53/CDKN2A aberraci6 nem jellemz6é. A harmadik
mintazatra heterogén genetikai Osszetétel jellemz6(154, 155). A fentiek alapjan, az RS
patogenezisében a sejtciklus-szabalyozas zavara (CDKN2A, c-myc), valamint a DNS-
karosodasra adott valasz zavara (TP53, CDKN2A) jatszik elsésorban szerepet, a BCR
jelatvitel zavarat nem valoszintsitik a transzformacio folyamataban.

A transzformdacié hatterében miRNS-medialt mechanizmus szerepét is leirtak.
A miR-21, miR-146b ¢és miR-181b overexpressziojaval, valamint a miR-150
soran nem fordul el6, viszont RT soran megjelenik(158). Az azonositott miRNS-ek
célpontjai kozott szamos, a daganatképzOdésben, immunitisban ¢és gyulladasos
valaszreakcioban érintett komponens szerepel, igy felvetddik anti-miRNS terapia

célpontjaként valo vizsgalatuk a nagy terapias kihivast jelenté RS-ben(159).

1.9.3. A RT klinikai jellegzetességei €s terapidja

Altaldnos vélekedés szerint az RT a CLL kés6i szovédménye, ezzel szemben
a DLBCL-RS median 1,8-1,9 évvel a CLL diagnoézist kovetden alakul ki(134, 160), mig
a HL-RS median 4-5 év elteltével jelentkezik(140, 141). Tovabba, a RS az esetek 47%-
aban azel6tt alakul ki, miel6tt a beteg CLL-specifikus kezelésben részesiilt volna(161).
A korabban emlitett genetikai rizikofaktorokon tal néhany klinikai tényezd is hajlamosit
a RS kialakuldsara, igy az eldrehaladott Rai-stddium, a 3 cm-nél nagyobb
nyirokcsomok, az emelkedett B2-mikroglobulin, valamint emelkedett laktat-
dehidrogenaz-(LDH)-szint(134, 160).
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A RT gyanujat révid idé alatt progredialdé nyirokcsomo-megnagyobbodas,
B-tiinetek (laz, fogyas, ¢jszakai izzadas) fellépte és markdns LDH-emelkedés veti fel.
Extranodalis RS is eléfordul az esetek egy részében, amely leggyakrabban
a gasztrointesztinalis traktust, a kozponti idegrendszert, a tiidot, a vesét és a bort érinti.
Mivel a progredialdé CLL ¢és az RT klinikailag nem kiilonithetd el minden esetben
egymastol, a diagndzist szovettani vizsgalat alapjan sziikséges felallitani(162).
A pozitron-emisszidos tomografia/computertomografia (PET/CT) a szdvettani
vizsgalatot megelézéen az RS gyantjat erdsiti, illetve meghatarozza az érintett
anatomiai lokalizaciot, amelynek a mintavételezése sziikséges. Amennyiben a standard
felvételi érték (,,standard uptake value”, SUV) meghaladja a 10-et, az RS diagnézisa
valdszinli 91%-o0s szenzitivitassal és 95%-os specificitassal. Ezen SUV érték mentén
kettéosztva a betegeket, az ezt meghaladd esetekben median 6,9 honap a teljes tilélés,
mig a 10 alatti érték 56,9 honapos teljes talélést vetit elére(163).

A RS esetek rizikdbecslése tobbféle modszerrel lehetséges, a 2006-ban a MD
Anderson Cancer Center altal kidolgozott Richter-score 0t tényezd alapjan hatarozza
meg a prognozist (ECOG teljesitménystatusz, LDH-szint, trombocitaszam, tumorméret,
megel6z6 terapiak szama)(164). A Rossi és mtsai. altal modositott skala
a teljesitménystatusz mellett a TP53 statuszt, valamint az indukcids terdpiara adott
valaszt is figyelembe veszi. A genetikai hattér figyelembe vétele miatt precizebb
rizikobecslést tesz lehetévé, de mivel a terdpids valaszt is magaban foglalja, igy
a diagnozis pillanatdban nem hasznalhat6. A Rossi-féle skéla alapjan a magas, valamint
intermedier rizikoju betegek 8 és 24 honapos medidn tulélésre szamithatnak, mig az
alacsony kockazati csoport Gtéves tulélése 70%(45). A kockazati csoportokon tul,
a klonalis kapcsoltsag megléte vagy hianya nagyban befolyasolja a terapids valaszt és
a betegség kimenetelét. A klonalisan nem kapcsolt RS a de novo DLBCL-hez hasonlo
taléléssel bir, és annak hagyomdnyos immunkemoterapids kezelési protokolljara
megfelelden reagilnak a betegek. Ezzel szemben a klonalisan kapcsolt (valddi) RS
esetek igen kedvezdtlen terdpids valaszt adnak, és a tartds remisszid csak allogén
hemopoetikus Jssejt-atiiltetés, vagy innovativ, célzott gydgyszerek alkalmazasaval
képzelhet6 el(161). A DLBCL-RS-ben hagyomanyos, antraciklin- vagy platinabazisu
kemoterapidk alkalmazasaval 40%-os teljes valaszadéasi arany, €és csupan 5-15%-0s
komplett remisszio érhetd el(164, 165), amely hagyomanyos, vagy uj tipust anti-CD20
agensek (rituximab, ofatumumab) hozzaadasaval sem valt kedvezObbé(161), ezért
kiilonosen siirgetd az innovativ, célzott szerek hasznalata. A HL-RS standard terapidja a

de novo HL-ban alkalmazott adriamycin-bleomycin-vinblastin-dacarbazin (ABVD)
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protokoll, CD20 pozitivitas esetén rituximab hozzaadéasaval. A betegek median talélése
37,8 honap, amely elmarad a de novo HL talélésétol, de kedvezobb, mint a DLBCL-RS
tulélése(140, 166). Az anti-CD30 brentuximab vedotin elényeirél kevés adat all
rendelkezésre HL-RS-ben, de eldrehaladott stddiuma de novo HL-ben szerzett
tapasztalatok alapjan javithatja a kimenetelt(167).

Az indukciés terapidra kedvezOen reagdlo RS eseteknél megfontolandd
a transzplanticioval torténd konszolidacids kezelés, bar az életkor, tarsbetegségek és
a kedvezétlen terapias valasz miatt a betegeknek csak a toredéke alkalmas ra(164).
Amennyiben a beteg mély remissziot ér el az indukcidés kemoterapia soran, az allogén
HSCT kedvezdbb talélési esélyt nyuajt. Otvenkilenc, autolog vagy allogén HSCT-n
atesett beteg vizsgalata soran az eldbbi csoport 59%-0s, mig az utdbbi 36%-o0s 3 éves
teljes talélést mutatott, bar az RS és a megel6z6 CLL kozotti klondlis viszonyt nem
vették figyelembe(168).

Az innovativ, kismolekulaju gyogyszerek kozil a BTK-inhibitor ibrutinib
relabald/refrakter CLL-ben, valamint a non-centrum germinativum (non-GC) altipusu
DLBCL-ben is jelentés terapias sikereket hozott(169, 170), igy RS-ben is nagy
reményekkel kecsegtetett az alkalmazésa. Kisszdmu betegen, tobb esettanulméanyban
vizsgaltdk az ibrutinib hatékonysagat. Noha rovid ideig tartdé komplett remisszid is
elérhetdvé valt, jellemzden parcidlis remissziot kdvetden néhany honapon beliill CLL
vagy DLBCL progresszidja kovetkezett be(171-173). Acalabrutinib monoterapiaval
kezelt 29 beteg koziil 3-an értek el komplett remissziot, a valaszt (komplett vagy
parcialis remissziot) mutatd betegek median 5,7 honapig reagaltak a terapiara(174).
A proapoptotikus BH3-mimetikum venetoclax egy fazis I tanulmanyban 3/7 RS
betegben hozott létre parcialis remissziot, viszont a de novo DLBCL esetekkel egyiitt
vizsgalva Oket csupan 1 honapos median progresszidomentes tulélést biztositott(175).
Tobb klinikai vizsgalat is zajlik jelenleg, a CRC043 fazis II vizsgalat (NCT03054896) a
venetoclax ¢és a rituximab — doézisadaptalt etopozid, prednizolon, vinkrisztin,

ciklofoszfamid, doxorubicin (R-DA-EPOCH) kombinacidjat vizsgalja RS-ben.
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1.9.4. A célzott terapidk talajan kialakulo RT

A CLL, valamint a RS genetikai heterogenitisat alatamasztva, mig egyes RS
betegek remisszioba keriilnek célzott terdpiak hatdsara, mdas esetekben éppen
az innovativ agensek indukaljak a CLL transzformaciojat(176). Egy 2015-6s
tanulmanyban 20 honapos kovetési id6 (intervallum: 2-47 hdnap) alatt az ibrutinibkezelt
CLL-es betegek 10%-a progredialt (31/308), ezen esetek koziil 18-an transzformaltak
RS-be. A RT esetek haromnegyede DLBCL fenotipust mutatott, 1-1 esetben alakult Ki
HL, PBL, kompozit B- és T-sejtes limfoma, valamint periférias T-sejtes limfoma.
Az ibrutinibkezelés hatdsara kordbban kovetkezett be a RT, mint a CLL progresszidja,
12 hénapos kezelési idotartam alatt a RT becsiilt kumulativ incidencidja 4,5%-nak, mig
a progresszioé 0,3%-nak adodott(169). A kis esetszamok miatt a RT és a CLL
progresszi6d rizikofaktorait egyiittesen vizsgalva, a BCL6 aberraciok, valamint
a komplex kariotipus bizonyult a progresszio fiiggetlen kockazati tényezdjének, mig
az ibrutinibkezelés kezdetén mért emelkedett LDH-szint kizardlag az RT-vel mutatott
Osszefliggést, a progresszidval nem. Az RT-n atesett betegek median talélése 3,5
hoénapnak (intervallum: 10 nap — 6 honap) bizonyult a valtozatos immunkemoterapis
protokollok, illetve célzott terapiak alkalmazasa ellenére. Megjegyzendé ugyanakkor,
hogy egyik beteg sem részesiilt BCL2-gatld terapiaban az ibrutinibkezelés kudarcat
kovetden. Tovabba, mig a progresszid idején vett mintdk mindegyikében azonosithato
volt lonTorrent nagy mélységii szekvenalassal az ibrutinibrezisztenciaért felelés BTK
¢és/vagy PLCG2 mutacio, a vizsgalt nyolc RT eset koziil mindossze két esetben
detektaltak ilyen mutaciokat. Ezen betegek a RT mellett is egyre romld, CLL fenotipust
limfocitozist mutattak, tehat elképzelhetd, hogy a RT mellett CLL progresszio is
fennallt az esetiikben, és ehhez asszocialtan jelentkeztek a rezisztenciamutaciok(169).

Maddocks és mtsai. eredményeivel szemben, egy masik munkacsoport a vizsgalt
hat, ibrutinibkezelés alatt transzformalt beteg felében (3/6) azonositott BTK mutaciot a
RT mintaban. Egy esetben a progressziv CLL-ben azonositott BTK T316A mutécio a
RT mintaban nem volt detektalhat6. Hasonld jelenséget tapasztaltak mas genetikai
eltérések vizsgalata soran is, 5/6 esetben a relabald beteg keringé CLL-sejtjeiben
kimutatott aberraciok egy része, példaul a 12-es triszomia, nem volt detektalhaté az RS
mintdban. Ez alapjan feltételezhetd, hogy a ratermettebb CLL klon mutat RS irdnya
klonalis evolucidt és transzformaciot a kevésbé ratermett klonokkal szemben(177).

Egy ausztral munkacsoport 2017-es tanulmanyaban a BCL2-gatld venetoclax
talajan kialakult progresszio klinikopatologiai jellemzoit vizsgalta,
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kemoimmunoterapiaval tobbszordsen eldkezelt, am BTK-gatlo kezelésben nem
részesiilt betegek korében(178). Huszonharom honapos kovetési id6 (intervallum: 2-46
honap) alatt 25/67 beteg mutatott progressziot, amely 17 esetben RT-t, 8 esetben
progressziv CLL-t jelentett. A transzformacid, az ibrutinibbel kezelt esetekhez
hasonloan, sokkal korabban kovetkezett be (median 7,9 hoénap), mint a CLL
progresszidja (median 23,4 honap). A RT esetek 82%-a mutatott DLBCL, 18%-uk
pedig HL fenotipust. A RT esetek 47%-a hordozott komplex kariotipust, akar a CLL
fazisban, akar az RT idején akviraltan. Altalanossagban a RT kockazati tényezdje a
TP53 defektus jelenléte(45). A venetoclax-kezelt betegek progresszidjat és a RT-t
egyiittesen vizsgalva, a fludarabin-refrakteritds és a komplex kariotipus progressziv
betegség kialakulasara hajlamosit, mig a TP53 defektus nem. A betegek median talélése
a progresszidt vagy RT-t kovetéen 13 honapnak (<1-49,9 honap) bizonyult, a BTK
inhibitorral kordbban nem kezelt betegekben kedvezd hatds érheté el ibrutinib

alkalmazasaval(178).
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I1. CELKITUZESEK

. Az ibrutinib hatasara végbemend szubklonalis evolucid vizsgalata sajat

tervezést génpanellel CLL-es betegekben.

. Az ibrutinibrezisztencia hatterében allo molekularis mechanizmusok

feltarasa.

. Az ibrutinibrezisztencia kialakulasat elérejelz6, érzékeny vizsgalati modszer
beallitasa.

. Az ibrutinib- vagy venetoclax-kezelt CLL-es betegek Richter-
klonalis kapcsoltsag feltarasa.

. Az ibrutinib- vagy venetoclax-kezelt CLL-es betegek Richter-
klonalis kapcsoltsag feltarasa.

Térbeli  heterogenitds szerepének vizsgalata ibrutinibkezelt CLL

rezisztenciajaban és progressziojaban.
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111. MODSZEREK

I11.1. Ibrutinib-indukalt klonalis evolucié vizsgalata
111.1.1. Beteganyag

Az ibrutinib hatasara végbemend klonalis evolucio vizsgalatdhoz 20 beteg
(8 n6 és 12 férfi) ibrutinibkezelés elotti €s alatti mintait hasznaltuk fel, a betegek median
¢letkora 63 év volt (intervallum: 50-85 év). Az ibrutinibkezelést megel6zden a betegek
median 2 (intervallum: 1-5) kezelési vonalban részesiiltek, részletes klinikai adataik
a 2. tablazatban lathatok. A betegek kezdetben egyedi méltanyossagi kérelem alapjan
részesiiltek ibrutinibkezelésben, igy hazdnkban 2014 jaliusa Ota érhetd el
a BTK inhibitor. A vizsgalat idején a huszfos beteganyagunk jelentette a legnagyobb
populaciot, amely fazis 11T klinikai vizsgalat keretein kiviil részesiilt ibrutinibterapiaban.
A kezelést megeldzd, valamint ibrutinibkezelés tartama alatt gyiijtott periférias
vérmintakbol mononukledris sejtfrakciot szepardltunk denzitas alapt gradiens
centrifugalassal, Histopaque®-1077 (Merck, Darmstadt, Németorszag) alkalmazasaval.
Az ibrutinibkezelés idOtartama betegenként eltérd volt, az egyéni mintavételi idépontok
a 20. abran lathatok. A CLL sejtardnyt 4ramlési citometridval hataroztuk meg,
CD5/CD19/CD23/CD45 immunreakciokkal. A szeparalt mononuklearis sejtfrakciobol
DNS-t izolaltunk High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche, Basel, Svajc)
segitségével, a gyartd utasitisai szerint. A keringd sejtmentes DNS (,,circulating cell-
free DNA”, ccfDNA) izoldldsa QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit (Qiagen, Hilden,
Németorszag) felhasznalasaval tortént, PAXgene Blood ccfDNA Tubes (Qiagen)
mintavételi csovekbe levett periférids vérmintabol. Az IGHV gén mutacids statuszat a
,European Research Initiative on CLL” (ERIC) ajanlasai alapjan hataroztuk meg(62),
mig a CLL-ben gyakran el6forduld citogenetikai aberraciok (13q, 11q és 17p delécio,
valamint 12-es triszomia) vizsgalatat interfazis fluoreszcens in situ hibridizacioval
(iFISH) végeztiik, Vysis probak alkalmazasaval (Abbott Molecular, Lake Bluff, Illinois,
Egyesiilt Allamok). Negativ kontrollként &t egészséges Onkéntes periférids vérébsl
szarmaz6 mononuklearis sejtekbdl izolalt DNS-t hasznaltunk. Az ibrutinib-indukalt
klonalis evoluci6, valamint a célzott terapiak talajan kialakulé6 RT kutatasat is a
résztvevd betegek irasos, tajékozott beleegyezését kovetden, a Helsinki Nyilatkozattal
Osszhangban, a Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsag etikai engedélyei (45371-
2/2016/EKU és 14383-2/2017/EKU) birtokaban végeztiik (2. tablazat).
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2. tablazat. A betegcsoport fobb klinikai és biologiai jellemzdi.

Diagnoziskori Pre-ibrutinib Megel6z6 TTET Diagnézistél az  Ibrutinibkezelés Az NGS analizist
Beteg dletkor (év) Nem Megeléz6 terapias vonalak FISH IGHV (M/U)  terapias (hénap) ibrutinibkezelésig idétartama kovetd addicionalis
citogenetika vonalak szama eltelt id6 (honap) (honap) kovetési ido (honap)
1 60 N FC, ofatumumab, RFC, R-CHOP, RB  12+/IgHdel U 5 48 126 34 6
2 65 F RFC, R-CVP, RB 17p-/130- U 3 60 115 24 2
3 64 F FC, alemtuzumab, allo-SCT 119-/130- U 2 13 117 18 28
4 58 N RFC, RB 11g-/69-/139- M 2 3 39 12 28
5 63 F FC, R-CVP, RFC, RB normal U 4 6 103 32 12
6 85 F FC, RB, R-CVP, HDMP+R+RM 13g- M 4 51 119 29 0
7 48 F RFC 11q-/13g- U 1 36 58 27 13
8 50 N RFC, RB 13g-/17p- U 2 72 149 8 28
9 63 N RFC, R-CHOP, R-CNOP 12+ U 3 10 67 3 0
10 51 F RFC, R-CVP, RB 13g- U 3 1 41 21 0
11 65 N CVP, R-CVP, RB 12+ U 3 6 96 24 13
12 63 F RFC, R-CVP, RB 13g- U 3 50 99 26 12
13 69 N Chl, Cyc, RB 17p-/12+ U 2 15 86 8 27
14 66 N RFC, R-Chl normal ] 2 20 53 28 13
15 63 F FCM, RB 12+ U 2 36 137 24 15
16 51 F FC, RB 13g- ] 2 0,5 82 30 13
17 73 N RFC, RB, R-Chl, R-CVP, R-CHOP 17p-/12+ M 5 19 75 18 0
18 65 F RFC, RB 17p- U 2 0 19 3 29
19 64 F RFC, HDMP 17p- U 2 34 36 8 0
20 56 F RFC 17p-/13¢- U 1 83 132 17 15
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II1.1.2. Uj generacios szekvenalas

A CLL esetek legalabb 2%-aban mutaciot hordozo harminc gén(65-67, 84, 179)
(ATM, BCOR, BIRC3, BRAF, BTK, CHD2, DDX3X, EGR2, EIF2A, EP300, FBXW?7,
HISTIH1E, IGLL5, KLHL6, KMT2D, LRP1B, MED12, MGA, MYD88, NFKBIE,
NOTCH1, PLCG2, POT1, RIPK1, RPS15, SAMHD1, SF3B1, TP53, XPO1 és ZMYM3)
relevans régidinak ultramély, célzott ujraszekvenalasat egyedi tervezésii génpanel

segitségével végeztiik, TruSeq Custom Amplicon Low Input Kit (Illumina, San Diego,

Kalifornia, Egyesiilt Allamok) konyvtarkészitd reagenssel (3. tabldzat).

3. tablazat. Az Uj generacios szekvenalas soran vizsgalt gének és régioik.

Gén Vizsgalt régié Transzkriptum (Ensembl)
ATM teljes kodolo régid ENST00000278616
BCOR 4, 8-10, 12, 13 exonok ENST00000378444
BIRC3 2, 6-9 exonok ENST00000615299
BRAF 11-15 exonok ENST00000288602
BTK teljes kodolo régid ENST00000308731
CHD?2 2-3, 8,10, 13, 16, 17, 20-21, 25-27, 29-32, 35, 36 exonok ENST00000394196
DDX3X 2,3,6,7,9-13 exonok ENST00000399959
EGR2 1, 2 exonok ENST00000242480
EIF2A exon 10 ENST00000460851
EP300 20, 28 exonok ENST00000263253
FBXW7 5,7,9, 10, 11 exonok ENST00000281708
HISTIHIE exonl ENST00000304218
IGLL5 teljes kodolo régid ENST00000532223
KLHL6 1, 2 exonok ENST00000341319
KMT2D exon 39 ENST00000301067
LRP1B 7,13, 32, 41 exonok ENST00000389484
MED12 1, 2, 21 exonok ENST00000374080
MGA 2,3,8,11, 13, 15 exonok ENST00000219905
MYD88 teljes kodolo régid ENST00000396334
NFKBIE 1, 2 exonok ENST00000275015
NOTCH1 2,4,6,7,10, 13, 15, 17, 21, 22, 26, 31, 34 exonok ENST00000277541
PLCG2 teljes kodolo régid ENST00000564138
POT1 5-10, 18 exonok ENST00000357628
RIPK1 8, 10 exonok ENST00000380409
RPS15 teljes kodolo régid ENST00000592588
SAMHD1  2-4, 6-13 exonok ENST00000262878
SF3B1 14-18 exonok ENST00000335508
TP53 teljes kodolo régid ENST00000269305
XPO1 2, 16, 20 exonok ENST00000401558
ZMYM3 6, 15, 16, 20, 23, 24 exonok ENST00000314425
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crcr

Fluorometer (Thermo Fisher Scientific) késziilékkel és reagensekkel végeztiik a gyartd
utasitasai szerint, majd 80 ng DNS-templatot mértiink be az egyes reakciokba. A target
régiokra specifikus forward ¢€s reverz oligonukleotidok hibridizacidjat kdvetden,
magnesgyongyos tisztitassal eltavolitottuk a be nem kotddott oligonukleotidokat.
Kovetkezd 1épésként extenziot és ligaciot végeztiink a bekdtddott oligonukleotidok altal
kijelolt relevans génszakaszokon, DNS-polimerazt ¢és DNS-ligazt tartalmazo
reakcidban, amelyet az egyes mintdk egyedi azonositasat szolgald, néhany bazisparos
adapter szekvenciak jelenlétében végzett amplifikacio kovetett. Ujboli magnesgyongyos
tisztitast kovetéen a konyvtarak mindségét 4200 TapeStation (Agilent, Santa Clara,
Kalifornia, Egyesiilt Allamok) automata kapillaris elektroforetikus rendszerrel
ellendriztiik, majd ekvimolaris poolozast kovetéen HiSeq 4000, valamint MiSeq
(Tllumina) késziilékekkel végeztiik a 150 bp paired-end szekvenalast. A nyert varians
allélfrekvencia (VAF) adatokat az aramlési citometria soran nyert CLL sejtaranyra
normalizaltuk. Az NGS analizis idején a betegek 22,5 honap median kovetési idovel

(intervallum: 3-34 honap) rendelkeztek.

111.1.3. Bioinformatikai analizis

A szekvenalas soran nyert readeket a BaseSpace Sequence Hub (Illumina) BWA
v0.7.13 szoftverével illesztettiik a referenciagenomhoz (Homo sapiens GRCh37).
A BAM kimeneti fajlok valogatasat és indexalasat a SAMtools v1.7 és a GATK v4.0
programokkal végeztiink, a szisztematikus szekvenaldsi hibak felismerése és javitasa
céljabol pedig a GATK Base Quality Score Recalibration-t alkalmaztuk. Az egypontos
nukleotid variansok (,,single nucleotide variant”, SNV), valamint inzerciok és deléciok
(egyiittvéve: indelek) detektalasa (un. varianshivas) a LoFreq v2.1 programmal tortént.
A variansok funkcionalis jelentéségének meghatarozasa az SnpEff v4.31, valamint az
ANNOVAR v2017Jull7 programokkal tortént, az wutobbi szoftver naprakész
informaciokat szolgaltatott az azonositott mutaciok klinikai jelentéségérél a COSMIC,
avSNP és CLINVAR adatbazisokban torténd keresés révén. A TP53 gén kodolo és
splice site mutacidinak annotalasat a TP53-specifikus Seshat és IARC adatbazisokkal
végeztiik. A nyers szekvendlasi adatok megtaldlhatok a European Nucleotide Archive
adatbazisaban (https://www.ebi.ac.uk/ena, Primary Accession: PRJEB32120, Secondary
Accession: ERP114759).
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111.1.4. Az azonositott szomatikus mutaciok validalasa

A 20%-ot elérd, vagy meghalad6 varians allélfrekvenciaval (VAF) azonositott
mutaciok mindegyikét sikeresen validaltuk kétirany Sanger szekvenalassal. A validalas
elsd 1épéseként az azonositott mutdciot tartalmazod génszakaszt amplifikaltuk
AmpliTagGold™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Egyesiilt
Allamok) DNS-polimerazt tartalmazé PCR mixszel és a Primer3Plus online tervezével
(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi/) tervezett

primerekkel (4. tabldzat).
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4. tablazat. A Sanger szekvenalashoz hasznalt primerek szekvenciai.

Gén c¢DNS pozicio Forward primer Reverz primer

ATM €.6067G>A TTGTTGTTTCCATGTTTTCAGG GCTTTGGGTTTTACACACACAT
ATM c.7177T>G AATTTGTGTTGGGCCACATT AAAGACCAAGTCACTCTTTCTATGC
ATM C.8187A>T GAGGTGCACAGATGCTCAGA CCACTTCACCCAACCAAATG
BRAF c.1801A>G TGCTTGCTCTGATAGGAAAATG  AGTAACTCAGCAGCATCTCAGG
BTK €.1442G>C CCCAGCCCCTTTATTGCTA AAATTGAAATGATGGCACCAG
CHD2 €.3349A>G TTGCCTCGATCTTTCTCAGG CGCACTTTCAAACAAGCTCA
DDX3X ¢.669_670dupTG ATACTCGCCCAACTCCAGTG GCAAAACTGCATGACCCATA
EGR2 c.1066G>A CACCACCTCCACCTCTTCCT TTCGGCCACAGTAGTCACAG
EGR2 c.1150C>A GCATAAGCCCTTCCAGTGTC TGCTTTTCCGCTCTTTCTGT
KMT2D c¢.12144 12145insGGGGCCG TAGACCCAGCCGTTTCTTCA TTGGACAAGCAGGAGTTGTG
MED12 c.97G>A CTTTTCGGCTCCCTCTCC TTCGGGACTTTTGCTCTCAC
NOTCH1 c¢.7225C>T GAGTCACCCCATGGCTACCT GCCCACAGTGAAATTCAGG
NOTCHL1 c¢.7516G>T, ¢.7541_7542delCT ACAGCTACTCCTCGCCTGTG TACTTGAAGGCCTCCGGAAT
POT1 c.185T>C GGTTTGGTGTTTTGAAGTAAGCA TGCTAACTAGTTTCAGTGAACAATACA
POT1 C.284G>A GGTTGTGCATCAGTAAGCTATTTT TGCTGAAACATAAGCTCTTTACA
SAMHD1 ¢.1015C>T GCCAGGTATGCACTGAACACT TCCTCTGGCACAGCTTACCT
SF3B1  ¢.2098A>G TGCTGACAGGCTATGGTTCA GAGTTGCTGCTTCAGCCAAG
TP53 c.314G>T TGCTCTTTTCACCCATCTAC ATACGGCCAGGCATTGAAGT
TP53 €.376-2dupA TTCAACTCTGTCTCCTTCCT CAGCCCTGTCGTCTCTCCAG
TP53 C.742C>T AGGCGCACTGGCCTCATCTT TGTGCAGGGTGGCAAGTGGC
TP53 €.803A>T, c.841G>A TTGGGAGTAGATGGAGCCT AGTGTTAGACTGGAAACTTT
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A PCR mix végtérfogata 25 ul, a templat DNS mennyisége csévenként 100 ng volt.
Az AmpliTaqGold™ kittel (10x PCR puffer, 10 mM dNTP mix, 25 mM MgCly, és
AmpliTagGold™ DNA Polymerase, 5 U/ul) készitett PCR mix Osszetételét az 5.
tablazat, a reakcido hdprofiljat a 6. tablazat foglalja Ossze. A reakcid 35 cikluson
keresztiil zajlott a ProFlex™ 3 x 32-well PCR System PCR-késziilékben (Thermo

Fisher Scientific).

5. tablazat. A PCR mix Osszetétele.

Komponens Bemérés
AmpliTag Gold™ 12,5 ul
Forward primer (10 uM) Il
Reverz primer (10 pM) 1l
PCR grade viz 25 ukig
DNS-templat 100 ng

6. tablazat. A PCR héprofilja.

Lépés Hémérséklet / 1d6

Kezdeti denaturacio 95°C 5 perc

Denaturacio 95°C 30s

Anelléc.:i(’) 58 °C 30s } 35 Giklus
Extenzio 72 °C 30s

Végs6 extenzio 72 °C 5 perc

Az amplifikaciot kovetéen a PCR-termék jelenlétét agardz gélelektroforézissel
detektaltuk 2 v%-os agardz gélben (2,6 g agardz, 125 ml 1x TAE puffer), GelRed™
(Biotium) fluoreszcens jeloléssel. Futtatashoz a 10x-es TAE torzsoldatbol (0,4 M TRIS,
0,2 M ecetsav, 0,01 M EDTA) higitott I1x-es TAE puffert hasznaltuk.
A mintdkat a gélelektroforézist kdvetden tisztitottuk: a termék mellett szennyezdként
jelenlévd, fel nem hasznalt dezoxinukleotid-trifoszfatokat (dANTP) ¢és primereket
Ex0SAP-IT™ PCR Product Cleanup Reagent (Thermo Fisher Scientific) segitségével
tavolitottuk el a gyartd utasitdsai szerint, 37 °C-on 15 percig emésztve
a szennyezddéseket, majd pedig 80 °C-on 15 percig inaktivalva az enzimeket.

A tisztitott termék bazissorrendjét kétiranyu direkt szekvendlassal hataroztuk
meg Big Dye™ Terminator Kit v3.1 (Thermo Fisher Scientific) segitségével. A reakcio
25 cikluson keresztiil zajlott a ProFlex™ 3 x 32-well PCR System PCR-késziilékben.

A reakcidelegy Osszetétele a 7. tablazatban, a reakcio héprofilja a 8. tablazatban lathato.
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7. tablazat. A szekvenalo reakcid Osszetétele.

Komponens Bemérés
BigDye' ™ Terminator v3.1 0,25 pl
BigDye' ™ 5X Sequencing Buffer 1,875 pl
Primer (10 M) 0,5 ul
PCR grade viz 10 pl-ig
Tisztitott PCR termék 1 ul

8. tablazat. A szekvendlo reakcié hdprofilja.

Lépés Hoémérséklet / 1do6

Kezdeti denaturacid 95°C 2 perc

Denaturacio 95 °C 30s

Anellacio 51°C 15s } .
Extenzié 60 °C 4 perc 25 ciklus

A szekvenalast kovetéen a terméket Performa® Spin Columns (Edge
Biosystems, San José, Kalifornia, Egyesiilt Allamok) géloszlopon tisztitottuk a gyéart6
utasitasai szerint. A tisztitott termékhez 10 pl molekularis biologiai tisztasagu vizet
adtunk, majd 20 pl Hi-Di Formamide™-dal (Thermo Fisher Scientific) egészitettiik ki
az elegyet 40 pl végtérfogatra. A denaturédlast 95 °C-on végeztiikk 3 percen keresztiil.
A szekvenciaanalizist ABI 3500 Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific)
segitségével, a kapott szekvencidk kiértékelését Sequencing Analysis SeqA6 (Thermo
Fisher Scientific) programmal végeztiik.

A BTK C481S és PLCG2 D993H mutacidkat az igen szenzitiv droplet digitalis
PCR-rel (ddPCR) validaltuk, 50 ng DNS templatbol kiindulva, l6kuszspecifikus mutans
és vad tipusu targetekre tervezett fluoreszcens probakkal (BTK C481S -
dHsaMDS802598840, PLCG2 D993H - dHsaMDS815970714), a gyartd utasitasainak
megfeleléen. A reakcid soran az amplifikacid elkiiloniilt reakcioterekben, olaj-viz
emulzios cseppekben megy végbe, igy kiilondsen hatékony amplifikacio valik lehetéveé
(9. és 10. tabldzat). A cseppképzést a QX200 Automated Droplet Generatorral, az
amplifikaciot a C1000 Touch™ Thermal Cycler késziilékkel, mig a reakciot kdvetd
leolvasast QX200 Droplet Readerrel végeztik (QX200 ddPCR System, Bio-Rad,
Hercules, Kalifornia, Egyesiilt Allamok).
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9. tablazat. A ddPCR mix Osszetétele.

Komponens Bemérés
ddPCR Supermix for Probes 11l
ddPCR Assay 1 ul
PCR grade viz 22 pl-ig
DNS-templat 100 ng

10. tablazat. A ddPCR hdprofilja.

Lépés Homérséklet / Ido

Kezdeti denaturacio 95°C 10 perc

Denaturacio 94 °C 30s .
Aneliacio 55°C 1 perc }40 Ciklus
Extenzio 98 °C 10 perc

A leolvasast koveto értékelés Bio-Rad QuantaSoft szoftverrel tortént. A BTK és
PLCG2 mutaciok VAF-ja a mutans DNS-molekulat hordoz6 dropletek (a), illetve
a mutans (a) plusz vad tipust (b) DNS-molekulat hordozé dropletek hanyadosaként

szamithato ki [VAF=a/(a+b)], a modszer atlagos szenzitivitasa 0,01%.

111.2. Ibrutinib/venetoclax-kezelt CLL-es betegek Richter-transzformaciéjanak
vizsgalata
111.2.1. Beteganyag

Ibrutinib- vagy venetoclaxkezelés alatt Richter-transzformacion atesett hat
CLL/SLL-es beteg szekvencialis mintait vizsgaltuk, egy kivétellel (B4) az 0Osszes
betegbdl rendelkeztiink CLL és RS mintakkal is. Mivel B4 betegbdl a CLL diagnozisa
idején elvégzett FISH vizsgélaton kiviil DNS-tarolas nem tortént, igy csak az RS minta
vizsgalatara nyilt lehetdségiink. A betegpopulacio egy nébdl és 6t férfibdl allt, a median
¢letkor a CLL diagnozisa idején 58 évnek bizonyult (intervallum: 38-75 év), a median
kovetési id6 109,5 honap volt (intervallum: 53-355 honap). A tanulmanyban vizsgalt B2
beteg megegyezik a klondlis evolucioval foglalkoz6 tanulményunkban szerepld Bl
beteggel, a fennmaradd o6t beteg a kordbbi tanulmanyunkban nem szerepel. A RT
minden esetben célzott terdpia soran alakult ki, négy betegnél ibrutinib alatt, egy-egy
betegnél pedig venetoclax monoterapia, illetve ibrutinib + venetoclax kombindcios
terapia alatt. Az ibrutinibterdpia bevezetésétdl a RT-ig median 20 honap telt el

(intervallum: 2-24 hénap), venetoclax esetén ez az idotartam 8,5 honapnak (intervallum:
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5-12 honap) adodott. A transzforméciot kovetd median talélés 1,5 honapnak bizonyult

(intervallum: 0-29 honap) (11. dbra és 11. tablazat).
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11. abra. A betegcsoport fobb klinikai jellemzdit és a vizsgalt mintdkat bemutato
idévonal. A grafikon bal oldala a CLL diagndzisatol az ibrutinibterapia bevezetéséig
eltelt idoszakot mutatja, az alkalmazott kezelési vonalak feltiintetésével. A vonal
feletti szamok a diagndzistol az elsd kezelésig eltelt id6t (TTFT), mig a vonal alatti
szamok a diagnézistdl az ibrutinibterapia bevezetéséig eltelt idot mutatjak. A B2 beteg
a transzformaciot megel6zéen 12 honapig részesiilt parhuzamosan ibrutinib- és
venetoclaxterdpiaban. A tartos ibrutinibterdpiat megelézden a B3 beteg harom héten
keresztiil részesiilt ibrutinibkezelésben, amely intolerancia miatt felfiiggesztésre keriilt,
majd a kezelés késébbi szakaszaban ismét bevezették. Mivel a B3 beteghen a CLL
kezelése soran klasszikus Hodgkin-limfoma is kialakult, erre specifikus

kemoterapidban is részesiilt.
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11. tablazat. A betegcsoport alapvetd klinikai jellemzdi.

Fletkor a diagnozs Eletkor a RT A CLL diagnézstol a RT-ig Teljes kovetési

Beteg Nem " dején (ev) idején (év) eltelt idé (honap) idé (hénap) A RT-t megel6z6 terapiis vonalak
BL F 38 67 355 355 Chl, Flu, R-B, R-B, R-CVP, IBR, VEN-R
B2 N 48 62 178 180 FC, ofa, R-FC, R-CHOP, R-B, IBR, R-IBR-VEN
B3 F 49 59 123 126 FC, R-CHOP, B, B, Chl, ofa, duve, IBR (3 hétig), CHOP, COPP/ABYV + irradiacio (cHL kezelésére), IBR
B4 F 67 74 92 93 R-FC, R-B, IBR
B5 F 75 78 41 70 IBR
B6 F 75 79 52 53 R-CVP, CHOP, R, alem, R-B, IBR
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111.2.2. Modszerek

A célzott terapidk alkalmazédsa soran bekdvetkezd Richter-transzformécio
morfologiai és immunhisztokémiai vizsgalatat formalin-fixalt, paraffinba agyazott
(formalin-fixed, paraffin-embedded”, FFPE) szovetmintakon végeztiik. A CLL-mintak
vizsgalatahoz a periférids vérbol vagy csontvel§-aspirdtumbol CD19+ limfocitakat
szeparaltunk FEasySep™ Human CD19 Positive Selection Kit [l (StemCell
Technologies, Vancouver, Kanada) segitségével. A DNS-izolalas a szeparalt CD19+
sejtekbol  AllPrep  DNA/RNA/miRNA Universal Kit (Qiagen), mig az Richter-
transzformalt FFPE mintakbol QlAamp DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen) segitségével
tortént. A DNS-koncentracid fluorimetrids meghatarozasat kovetéen IGHV-IGHD-IGHJ
szekvenalast és a TP53 gén 0 generacios szekvenalasat végeztiik el. Tovabba, a CLL-
ben relevans visszatérd citogenetikai aberraciok és egyes pontmuticiok vizsgalatat
multiplex ligacio-dependens szondaamplifikacioval (“multiplex ligation-dependent
probe amplification”, MLPA) végeztiikk, mig az ibrutinib- és venetoclax-rezisztenciat
okozo6 mutaciokat ddPCR eljarassal azonositottuk. Az IGHV-IGHD-IGHJ atrendezédést
a ,,European Research Initiative on CLL” (ERIC) ajanlasai alapjan hataroztuk meg(62),
az immunoinformatikai analizist az IMGT V-QUEST és az ARResT/AssignSubsets
szekvenalasahoz a SureMASTR TP53 kittel (Agilent, Santa Clara, Kalifornia, Egyesiilt
Allamok) preparaltunk konyvtarakat, majd MiSeq (Illumina) késziiléken szekvenaltunk
10000x atlagos lefedettséggel. A TP53 variansok patogenitasat a TP53-specifikus
Seshat adatbazis alapjan (https://p53.fr/tp53-database/seshat) hataroztuk meg.

Az MLPA eljaras soran a SALSA P037 ¢és P038 CLL-specifikus
szondakeverékek (MRC-Holland, Amszterdam, Hollandia) segitségével vizsgaltuk a
CLL-ben leggyakrabban el6forduld citogenetikai eltéréseket és klinikailag relevans
pontmutaciokat. A vizsgalt régiok a 12. tablazatban lathatok, csillaggal jeldltiik a bels
kontrollként szolgéald referenciaszondékat. A reakcid sordn 50 ng DNS-templatbol
indultunk ki, majd a DNS-t PCR-késziilékben denaturaltuk és a CLL-specifikus
szonddkat a DNS-hez hibridizaltattuk. A hibridizalt probak ligacidjat kdvetden
fluoreszcensen jeldlt primerparral PCR amplifik4ciot, majd fragmensanalizist végeztiink
ABI3500 Genetic Analyzer szekvenatorral (Thermo Fisher Scientific). Az eredmények
kiértékelése a Coffalyser.Net (MRC-Holland) szoftverrel tortént.
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12. tablazat. A CLL-specifikus MLPA-val vizsgalt régiok.

CLL i Kromoszoma- CLL ; Kromoszoma-
szondakeverék Gén-Exon régio szondakeverék Gén-Exon régio
P037-CLL-1 MYCN-2 2p24.3 P038-CLL-2 SF3B1-16 (MUT) 2q33.1
P037-CLL-1 MYCN-2 2p24.3 P038-CLL-2 MYD88-5(MUT) 3p22.2
P037-CLL-1 MYCN-3 2p24.3 P038-CLL-2 NOTCH1-34 (MUT)9q34.3
P037-CLL-1 MYCN-3 2p24.3 P038-CLL-2 PTEN-5 10g23.31
P037-CLL-1 ALK-27 2p23.2 P038-CLL-2 PTEN-9 10923.31
P037-CLL-1 ALK-4 2p23.2 P038-CLL-2 ATM-1 11922.3
P037-CLL-1 REL-7 2pl6.1 P038-CLL-2 ATM-13 11922.3
P037-CLL-1 REL-11 2p16.1 P038-CLL-2 ATM-44 11922.3
P037-CLL-1 AIM1-2 6021 P038-CLL-2 ATM-55 11922.3
P037-CLL-1 SEC63-16 6021 P038-CLL-2 ATM-63 11922.3
P037-CLL-1 TNFAIP3-2 6023.3 P038-CLL-2 RDX-11 11922.3
P037-CLL-1 TNFAIP3-9 6023.3 P038-CLL-2 PPP2R1B-4 11g23.1
P037-CLL-1 LATS1-4 6025.1 P038-CLL-2 CADM1-1 11923.2
P037-CLL-1 IGF2R-3 6025.3 P038-CLL-2 CD27-3 12p13.31
P037-CLL-1 PARK2-10 6026 P038-CLL-2 STAT6-4 12g13.3
P037-CLL-1 TNFRSF10B-5 8p21.3 P038-CLL-2 HMGA2-2 12914.3
P037-CLL-1 TNFRSF10A-1 8p21.3 P038-CLL-2 IGF1-3 12g23.2
P037-CLL-1 EIF3H-1 8024.11 P038-CLL-2 PAH-4 12923.2
P037-CLL-1 MYC-3 8024.21 P038-CLL-2 RB1-17 13914.2
P037-CLL-1 MYC-3 8024.21 P038-CLL-2 RB1-27 13914.2
P037-CLL-1 CDKN2A-3  9p21.3 P038-CLL-2 DLEU2-11 13914.3
P037-CLL-1 CDKNZ2B-2 9p21.3 P038-CLL-2 KCNRG-1 13914.3
P037-CLL-1 ATM-14 11922.3 P038-CLL-2 DLEU1-3 13914.3
P037-CLL-1 ATM-22 11g22.3 P038-CLL-2 DLEU1-down 13914.3
P037-CLL-1 CCND2-5 12p13.32 P038-CLL-2 ATP7B-4 13914.3
P037-CLL-1 LRMP-21 12p12.1 P038-CLL-2 AKT1-4 14932.33
P037-CLL-1 CDK4-8 12q14.1 P038-CLL-2 MTA1L-3 14932.33
P037-CLL-1 IFNG-4 12915 P038-CLL-2 KIAAQ0125-up 14932.33
P037-CLL-1 CHFR-4 12g24.33 P038-CLL-2 TP53-10 17p13.1
P037-CLL-1 RB1-21 13q14.2 P038-CLL-2 TP53-6 17p13.1
P037-CLL-1 FNDC3A-6 13g14.2 P038-CLL-2 TP53-5 17p13.1
P037-CLL-1 KCNRG-3 13g14.3 P038-CLL-2 TP53-2a 17p13.1
P037-CLL-1 MIR15A-1 13914.3 P038-CLL-2 TP53-1 17p13.1
P037-CLL-1 DLEU2-intr1  13q14.3 P038-CLL-2 CDKNZ2D-2 19p13.2
P037-CLL-1 DLEU7-2 13g14.3 P038-CLL-2 LDLR-7 19p13.2
P037-CLL-1 DLEU7-1 13914.3 P038-CLL-2 CCNE1-12 19912
P037-CLL-1 ATP7B-6 13g14.3 P038-CLL-2 AKT2-6 19913.2
P037-CLL-1 TP53-7 17p13.1 P038-CLL-2 MIR498-1 19g13.41
P037-CLL-1 TP53-4b 17p13.1 P038-CLL-2 COL11A1* 1p21.1
P037-CLL-1 TP53-3 17p13.1 P038-CLL-2 SERPINC1* 1g25.1
P037-CLL-1 TP53-1 17p13.1 P038-CLL-2 ZNF638* 2p13.3
P037-CLL-1 COL11A1* 1p21.1 P038-CLL-2 SCN1A* 2024.3
P037-CLL-1 USH2A* 1941 P038-CLL-2 GBE1* 3p12.3
P037-CLL-1 EDAR* 2913 P038-CLL-2 IL4* 5g31.1
P037-CLL-1 COL3A1* 2032.2 P038-CLL-2 GARS* 7p15.1
P037-CLL-1 SCN5A* 3p22.2 P038-CLL-2 STX1A* 7911.23
P037-CLL-1 GBE1* 3p12.3 P038-CLL-2 OPTN* 10p13
P037-CLL-1 KLKB1* 4935.2 P038-CLL-2 RPGRIP1* 14911.2
P037-CLL-1 NIPBL* 5p13.2 P038-CLL-2 SEMAT7A* 15g24.1
P037-CLL-1 IL4* 5031.1 P038-CLL-2 ABAT* 16p13.2
P037-CLL-1 KIAAQ0319*  6p22.2 P038-CLL-2 CACNG2* 22912.3
P037-CLL-1 COL5A1* 9934.3
P037-CLL-1 ABCC8* 11p15.1
P037-CLL-1 SPG11* 15915.3
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A rezisztenciamutaciok azonositdsat a III.1.4. fejezetben leirt moédon, ddPCR
modszerrel végeztik, a BTK C481S, valamint a BCL2 G101V ¢és D103Y mutaciokra
specifikus, illetve vad tipusu probak alkalmazasaval. A probak azonositoi: BTK C481S
mutans + vad tipus - dHsaMDS802598840, BCL2 G101V vad tipus -
dHsaADS52164188, BCL2 G101V mutans tipus — dHsaADS26433961, BCL2 D103Y
vad tipus — dHsaADS13624642, BCL2 D103Y mutans tipus — dHsaADS77894415.
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IV. EREDMENYEK

IV.1. Ibrutinib-indukalt klonalis evolucid vizsgalata

1V.1.1. Mutacios 0sszetétel

Az ultramély NGS sordan a husz beteg parositott mintdiban Osszesen 211

szomatikus varianst azonositottunk, atlagosan 7500x lefedettséggel (/2. dbra).

Ibrutinibkezelt betegek parositott mintai L.
Mutacids frekvencia

m m m- 0% 20% 40% 60% 80%
L I I I

5 . - - - - - - - - - - 5 :
P53 AR N B [ [ [ | B[ i B ER _En 6%
DNS repair ATM =Il .lll=. l.l Il B R | | =I 70%
POT1
B-sejt PLCG2 [ ] | | [ |
receptor BTK . . . . . . .
NOTCH FBXW7 E B [ |
jelatvitel NOTCHI | | A 0 BN BN HBEEEEEE NEER [ [ | ] 70%
st s EN HE_EE_ N HEE I N
jelatvitel EGR2 . .. ..
IGLLS B [ | [ |
WNT MED12 [ [ |
jelatvitel LRP1B [ | [ | [ | [ |
MAPK-ERK BRAF 0N 0N | [ | [ | |
| |
[ | lll.=l | | 5 | | 5
.| boxax
Cvaladisos|  pmes
Jeldtvitel —“ ARaBEanaN -
| sammwpr | N | [ | ... [ |
| wexBE
I -7 > R | | | ..
| HsTiHIE
Kromat
gl aams | | [ | | |
NZoasEEE BEE N E EE [ |
| eps0
5 N i BN RN
ruses  [INMNRESEENNNE B [ | |
riboszéma _. . . .l. . . l .
processzilss [INMMMMEIEZAN
| xpo1 [ |
* post-ibrutinib Szomatikus mutacié IGHV mutacié negativ (U) | normal 110- 12+
Tobb szomatikus mutacié [lliGHV mutacio pozitiv (M) | 130 17p- komplex

12. abra. A betegpopulacié mutacios Osszetételét bemutaté hoétérkép. Az abran a
mutaciok mellett a betegek IGHV és citogenetikai statusza is lathato, a leggyakrabban
mutaciot hordozo gének a TP53 (65%), az ATM (70%), valamint a NOTCH1 (70%).
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azonositott variansok tobbsége szubklonalisnak bizonyult, 10% alatti VAF-fal
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13. abra. Az azonositott varians allélfrekvencidk megoszldsa. A mutaciok tobbsége

szubklondlisnak bizonyult, a KLHL6 génben nem azonositottunk mutaciot.

Jelent6s szubklonalis heterogenitas volt megfigyelhetd a vizsgalt betegcsoportban,

betegenként atlagosan 6t mutacidt (intervallum: 0-19) azonositottunk, amelyek

atlagosan négy gént (intervallum: 0-18) érintettek (/4. abra).

Mutdciok szama

Mutdciok szama

20

=
uw

=
=1

w

20

Mutaciék szima a pre-ibrutinib és poszt-ibrutinib mintdkban
13
15 16
13

1
10

5 55 5
33

B-1 B2 B3 B4 B5S B6 B7 B8 B9 B-10 B-11 B-12 B-13 B-14 B-15 B-16 B-17 B-18 B-19 B-20

mKezeléseltt mKezelésutan

Mutaciékat hordozé gének szima a pre-ibrutinib és poszt-ibrutinib mintdkban

18

B-1

B2 B3 B4 B5 B6 B7 BS BS B-10 B-11 B-12 B-13 B-14 B-15 B-16 B-17 B-18 B-19 B-20

mKezelés eldtt g Kezelés utéan
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14. abra. Az azonositott mutaciok szama (A), valamint a mutaciot
hordoz6 gének szama (B) az ibrutinibkezelés el6tti, valamint a kezelés

alatti mintakban.

A leggyakrabban mutaciot hordoz6 géneknek a NOTCHL (70%, 14/20), az ATM (70%,
14/20), a TP53 (65%, 13/20) és a BCOR (55%, 11/20) bizonyultak. Az 6sszes, 20%
feletti VAF-fal bird varianst sikeresen validaltuk kétirany(i Sanger-szekvenalassal

(15. dbra).

KMT20
CHD2 ¢.3349A>G ¢.12144_12145ins TP53 ¢.376-2dup TP53 ¢.7420T TPS3 c.841G>A ATM ¢.8187A>T
| | i i | 13
P1 MO P1 MO P2 MO P2 MO P2 M24 P3 MO
DOX3X
¢.669_670dup ATM ¢.6067G>A ATM ¢.8187A>T POT1¢.284G>A POT1 ¢.284G>A EGR2 ¢.1066G>A
| | | | 1 | !
P3I MO PIMI18 P3IMI8 P4 MO PaM12 P7 MO
POTI ¢.185T>C MED12 ¢.97G>A ATM ¢.7177T>G NOTCHI ¢.7225C>T ATM c.7177T>G BTK ¢.1442G>C
| | | | | !
P7 MO PO M3 P10 MO P10 MO P10 M21 P10 M21
NOTCHI SAMHD1 NOTCHI1
NOTCHI ¢.7225C>T EGR2 c.11500>A SF381 c.2098A>G €.7541_7542 delCT €.1015CT €.7541_7542 delCT
| ! 3 ! | i
P10 M21 P13 MO P13 M8 P14 MO P14 MO P14 M28
SAMHOD1 NOTCHI
€.1015C>T BRAF ¢, 1801A>G TP53 ¢.803A>T TP53 ¢.803A>T €.7516G>T TP53 ¢.314G>T
| | | i | |
P14 M28 P15 MO P18 MO P18 M3 P20 MO P20 MO
NOTCHI
¢.7516G>T
4
P20 M17
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15. abra. Kétiranya Sanger-szekvenaldssal validalt mutaciok elektroferogramjai.
A 20% feletti varians allélfrekvencidju mutaciok mindegyikét sikeresen validaltuk.
Piros nyil jeloli a kis abrak felett feltiintetett varidns pozicidjat,
az elektroferogramok alatt a beteg sorszdma, és az ibrutinibkezelés honapokban mért

id6tartama (mintavétel idopontja) lathato.

IV.1.2. A mutécids 0sszetétel idobeli megoszlasa

A poszt-ibrutinib mintakban enyhén magasabb szamban (Osszesen 118)
azonositottunk mutacidkat a pre-ibrutinib mintdkhoz (0sszesen 91) képest, ez
mintanként 5,9 (intervallum: 1-16), valamint 4,7 (intervallum: 0-19) mutaciét jelent
kezelés alatt, illetve azt megel6zden. Ugy kezelés elott, mind az alatt a NOTCH1, ATM,
TP53 és BCOR gének hordoztak leggyakrabban mutaciot. Amig az IGLL5, EIF2A és
EP300 gének mutaciéi nem voltak jelen a poszt-ibrutinib mintakban, feldusultak a
kezelés hatasara az SF3B1 (5% vs. 40%), az MGA (5% vs. 30%) és a BIRC3 (10% vs.
30%) gének mutacioi a pre-ibrutinib mintakhoz képest. A MYD88 ¢s az LRP1B gének
mutacidiban haromszoros novekedés volt megfigyelhetd az ibrutinibkezelés hatasara.
A BTK, PLCG2, RIPK1, NFKBIE ¢s XPO1l mutaciok kizarélag a kezelés sordn vett

mintakban jelentek meg, 35, 15, 10, 5 és 5%-ban a fenti sorrend szerint (16. dbra).
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A SZOMATIKUS MUTACIOK IDGBELI MEGJELENESE

M Pre-treatment  Post-treatment

INEETA NoTcH1 IS0
IEsTE P53 ST
T ATv M5

IEEF scor DN
IEoZ «kMmT2D N25%

I20% BrRAF 120%1
0% ccr2 20%N
6% roTi F10%
B IGLL5 0%
5% ppx3x 125%MW
1588 SAMHD1 5%
105 BIRC3 E0%N
1088 zmyYMm3 FT0%
108 Rrsis 5%

10%8 cHD2 5%

sodl SF3B1 0%
sofl MGA  130%
sofl LRP1B 5%

59l myDss 5%

sofl FBXW7 D%
S9lHISTIH1ERS %

5ol MED12 5%

sofl EIF2A 0%

sofl EP300 0%

0% BTk 355N
0% PLCG2 [5%

0% RIPK1 D%

0% NFKBIE 5%

0% Xro1 5%

0% KLHL6 0%

16. abra. A szomatikus muticiok eléforduldsat mutatdé diagram. Egyes mutdciok az
ibrutinibkezelés soran feldusulnak (SF3B1, MGA, BIRC3), masok kizardlag a kezelés
alatt jelennek meg, igy példaul a BTK és PLCG2 rezisztenciamutaciok.

Betegenként  kiilonboz6, egyedi mutdciés mintdzatokat azonositottunk.
Konvergens mutacidevolucié (,,convergent mutation evolution”, CME), azaz egy
génben tobbszords mutacid jelenléte(180) volt megfigyelhetd a vizsgalt gének 40%-
aban (12/30), génenként 2-4 mutacioval. A betegek felében fordult el6 CME, amely
a mintaparok mindkét tagjat négy betegben, mig a pre-ibrutinib, illetve poszt-ibrutinib

mintat harom-harom betegben érintette.

IV.1.3. ATP53, BTK és PLCG2 mutaciok szubklonalis dinamikéja

Ibrutinibrezisztencidért bizonyitottan felelés BTK vagy PLCG2 mutéciokat

az esetek 40%-aban (8/20), illetve 5%-aban (1/20) azonositottunk, tovabba, kizarolag
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a kezelés soran vett mintdkban mutattunk ki rezisztenciamutaciot. BTK és PLCG2
mutacio egylittes el6fordulasat két betegben figyeltilk meg. A kanonikus BTK C481S és
PLCG2 D993H mutacids forrépontokon kiviil négy, kordbban le nem irt BTK mutaciot
(az ¢érintett aminosavak: R28, G164, R490, Q516) és harom PLCGZ2 mutéciot
(az érintett aminosavak: F82, R694, S1192) azonositottunk Osszesen négy betegben
(17. és 18. abra).

Richter transzformacio

BTK (Ch r. Xq22.1) CLL progresszio
v
A tanulmanyunkban azonositott mutacidk ;
v
v v vyv v
>
=) AT
vy < - O (-1
g 2 22 3
o [G] 3 g
1] PH [ ™ | sH3 sH2 | T« |659 aa
I T IT
g g g 3= z
w P T == o~
- > E = n
<
Korabbi tanulmanyokban kézélt mutaciok = E
[e2]
=y
Q

17. abra. A BTK fehérje vazlatos strukturdja a tanulmanyunkban, illetve korabbi
kozleményekben azonositott variansok feltiintetésével. A fehérje PH, TH és TK
doménjeiben azonositottunk mutéacidkat. (PH: ,,Pleckstrin homology”, TH: ,,Tec
homology”, SH3/2: ,,Src homology 3/2, TK: tirozin-kindz). A pirossal jelolt
variansok CLL-ben, mig a lilaval jelolt variansok Richter-transzformaciéban
fordultak eld. A BTK R28S, G164D, R490H és Q516K variansok a COSMIC

adatbazis alapjan tanulmanyunkat megel6zéen nem keriiltek leirasra.
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PLCG2 (Chr. 16q23.3) Richter transzformacidé

CLL progresszid

A tanulmanyunkban azonositott mutacidk

<

— F82S <«
—R694H <«
— $1192G 4

—D993H

1| PH [ kF | | X f[PH[] sH2 || sH2

SH3 |

o
T
=<

2 1265 aa

N—|

)

A708P—]
R742Pp—]
D1144N/G

D334H—
P664S —1
R665W—
S707Y/F/P,
L845F/fs/V—]
D993H/Y —
M1141R
F114

Kordhbi tanulmanyokban kdzdlt mutacidk

D1140G/E/Y/

18. abra. A PLCG2 fehérje vézlatos strukturaja a tanulmdnyunkban, illetve korabbi
kozleményekben azonositott variansok feltiintetésével. (EF: ,,EF-hand motifs”, X: X
domén, SH2/3: ,Src homology 2/3”, Y: Y domén, C2: kalciumkdétd domén).
A pirossal jelolt variansok CLL-ben, mig a lilaval jeldlt variansok Richter-
transzformacioban fordultak el6. A PLCG2 F82S és S1192G variansok a COSMIC
adatbazis alapjan tanulmanyunkat megelézéen nem keriiltek leirdsra. Az R694H
varianst CLL-ben korabban nem irtak le, viszont vastagbélradkban mar azonositottak
(COSM2693625).

A nagy szamban jelenlévé TP53 mutaciok eltérd klonalis dinamikaval fordultak
elé a vizsgalt betegcsoportban (19. dbra, A-D). Egyes esetekben a TP53 mutaciok
a kezelés hatasara eliminalodtak, a B20-as beteg két TP53 mutacidja koziil az egyik
az ibrutinibkezelés sordn mar nem volt azonosithatd, mig a masik VAF-ja jelentdsen
csokkent (A). A B17-es beteg TP53 mutacidja szintén eliminalddott, az ibrutinibkezelt
mintdban mar nem volt azonosithatd (B). Mas esetekben az eredetileg TP53 mutaciot
hordozd betegben kezelés hatasara expandalt a mutans klon, amelyet a VAF ndvekedése
jelez (B8-as beteg) (C), vagy pedig az eredetileg jelenlévé négy TP53 mutacio koziil
harom eliminalodott, mik6zben a negyedik klon VAF-ja a haromszorosara nott (B2-es

beteg), (D).
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19. abra. A TP53 mutaciok klonalis dinamikaja néhany reprezentativ esetben.

crer

crer

A TP53 és BTK mutaciok alternalo dinamikaja a mindkét eltérést hordozo esetek
tulnyomo tobbségében eléfordult. Mikozben az ibrutinib evoliicids nyomasara kialakult
a rezisztencidért felelés BTK mutacid, a kezelés elétt jelenlévé TP53 mutacio
eliminalodott, illetve VAF-ja lecsokkent. A BTK C481S mutaciot hordozd hat beteg
(B1, B5, B6, B10, B11, B20) koziil négyen hordoztak a kezelés el6tt TP53 mutaciot
(B1, B5, B11, B20), amelyek mindegyike eliminalodott, illetve a TP53 mutans klon
mérete lecsokkent ibrutinib hatasara. A B17-es beteg altal hordozott nem kanonikus
BTK R490H mutacié megjelenésével szintén eliminalddott az eredetileg jelenlévo TP53
mutacié. A kanonikus BTK mutaciot nem hordozo esetekben vizsgalva a TP53 mutaciok
klonalis dinamikajat, az idetartozo Gsszes beteg (8/20) TP53 mutacioja perzisztalt, vagy
expandalt az ibrutinibkezelés soran (B2, B3, B7, B8, B12, B13, B15, B18). Koziilik
egy beteg (B3) hordozott két, korabban le nem irt, ismeretlen klinikai jelent6ségii BTK
mutaciot (R28S, G164D), viszont kanonikus BTK mutaci6 jelenlétében egy esetben sem

azonositottunk TP53 mutaciot.
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IV.1.4. A betegcsoport kdvetése és korlefolyasa

Kiterjesztett, 36,5 honapos kovetési id6 utan (intervallum: 3-43 honap) a betegek
65%-a (13/20) tovabbra is ibrutinibkezelésben részesiil, és parcidlis vagy komplett
remisszioban van. Harom beteg (B9, B10, B17) RT-n esett at és elhunyt 4, 30, illetve 18
honappal az ibrutinibterapia kezdetét kovetden. Mig a B10-es beteg progresszidjaban a
BTK C481S ¢s PLCG2 D993H rezisztenciamutaciok szerepét irtuk le egy korabbi
esettanulmanyunkban(180), a B9 és B17 progresszidjaban a korabban le nem irt BTK
Q516K és R490H mutaciok jatszhattak szerepet. A B1-es beteg ibrutinibkezelésének 34.
honapjaban egyiittesen el6forduldé BTK C481S és C481Y mutaciokat azonositottunk
NGS-sel, amelyek az ibrutinibterapiat kiegészitd venetoclax hatasara eliminalddtak, és a
beteg remisszidba keriilt. A B2-es beteg masodlagos daganatban (vastagbélrak) hunyt el
expandalé TP53 mutans klon mellett az ibrutinibterapia kezdetétdl szamitott 27 honap
utan. A BTK C481S mutacioval rendelkezd B6-0s beteg szepszisben hunyt el az
ibrutinibkezelés 30. honapjaban, stabil CLL mellett. A Bll-es beteg BTK C481S
még nem progredialt, de a limfocita-kett6z6dési id6 mar egyre rovidiilt. A B3-as beteg
18. havi mintdjanak vizsgélata soran két, kordbban le nem irt BTK mutaciot (R28S és
G164D), valamint két, szintén ismeretlen PLCG2 mutaciot (F82S és S1192G)
azonositottunk, a beteg a 40. honapban is klinikai remisszioban van. A B19-es beteg 8.
havi mint4jdban egy kordbban le nem irt PLCG2 R694H varianst detektaltunk, a beteg
stabil betegség mellett szekunder malignitds (melanoma malignum) kdvetkeztében

hunyt el két honappal a mintavételt kovetden (20. dbra).
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20. abra. A betegcsoport mintavételi idpontjait és alapvetd genetikai, valamint
klinikai jellemzdit bemutatd idévonal. A z6ld korok jeldlik az ibrutinibkezelés 0.
napjan vett mintakat, a sarga, illetve piros korok pedig az ibrutinibkezelés soran
vett mintakat. A piros szinnel jelzett esetek mutattak CLL progressziot BTK és/vagy

PLCGZ2 mutacid jelenlétében.

IV.1.5. ABTK C481S és PLCG2 D993H rezisztenciamutaciok droplet digitalis PCR
alapt kovetése

Tizenkét €s tizendt honappal az NGS analizisre szant, ibrutinibkezelt mintak
gyljtését kovetéen ddPCR modszerrel azonositottuk a B5-6s és B20-as betegek BTK
C481S mutacioit, a kezelés 44. és 32. honapjaban, 0,03% és 10,1% VAF-fal (21. dbra).
A betegek ekkor klinikailag nem mutattak progressziot, viszont a limfocita-kett6z6dési
id6 rovidiilése elbrevetitette azt. E két beteg, valamint a B1, B10 és B11 esetek BTK és
PLCG2 mutacidit retrospektiven megvizsgalva a 0,01% érzékenységii ddPCR-rel,
a rezisztenciamutaciok atlagosan 10,5 honappal (intervallum: 7-15 hénap) a klinikai
relapszust megeldzden jelentek meg, alacsony, de kimutathaté VAF-fal. A B11-es beteg
tiz honappal a BTK C481S mutacio els észlelését kovetden laboratoriumi progresszid
jeleit mutatta. Az ibrutinibterapiat kovetéen venetoclax kezelésben részesiilt a Bl és
B10 eset, a BTK mutans szubklénok a BCL2 inhibitor hatasara eliminalddtak (22. és 24.

abra).
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21. abra. A BTK C481S (Cys481Ser) és PLCG2 D993H (Asp993His)
ibrutinibrezisztencia-mutaciok  azonositasa ~ddPCR-rel. A pontdiagramokon
az amplifikalt DNS-molekulékat tartalmazo6 dropletek négy populacidja kiilonithetd el:
a bal als6 kvadrdnshoz az un. iires, fekete szinnel jel616d6 dropletek tartoznak,
amelyek DNS-t nem tartalmaznak a DNS-molekulak cseppekben torténé véletlenszerti
megoszlasanak kovetkeztében. A jobb alsoé kvadransban talalhatok a negativ, azaz vad
tipusu DNS-t hordozo dropletek (zdld). A bal felsé kvadransban lathatok a pozitiv,
azaz a mutans allélt tartalmaz6 dropletek (kék), mig a jobb felsé kvadransban
lokalizalodnak a muténs, és vad tipusu allélt egyarant tartalmazd (narancssarga)

dropletek.
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22. abra. A BTK C481S rezisztenciamutaciok kovetése droplet digitalis PCR
technikaval. A rezisztenciamutaciok atlagosan 10,5 honappal a klinikai relapszust
megelézéen mar azonosithatok voltak. (FA: frakciondlis abundancia, amely
a varians allélfrekvencia megfeleldje a droplet digitalis PCR eredmények leolvaséasa

soran).

Osszességében a BTK mutaciot hordozo 9 beteg koziil 7 mutatott laboratériumi
vagy klinikai progressziot, amely el6tt tobb honappal mar azonosithatok voltak
a rezisztenciamutaciok. BTK mutécio jelenléte nélkiil nem fordult elé progresszid
a vizsgalt betegcsoportunkban. A RT-n atesett harom betegben a BTK mutacidok az
ibrutinibterapia elsé két évében (4-18 honap) jelentek meg, mig a CLL progressziot
mutatd betegekben hosszabb kezelési iddtartamra (21-28 honap) volt ehhez sziikség.
A BTK mutéiciok korai megjelenése tehat gyorsan progredidld korlefolyast vetithet

elore.
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IV.1.6. Térbeli heterogenitds szerepének vizsgalata ibrutinibkezelt CLL
progresszidjaban

Az NGS-tanulmany soran vizsgalt B10-es beteg részletes korlefolyasat és a
célzott terapidk hatasara kialakuld térbeli heterogenitast és klonalis evoluciot
munkacsoportunk kiilon kézleményben ismertette(180). Az IGHV-U mutécios statuszi,
13q delécidval bird, kemoimmunoterapiaval tobbszorosen el6kezelt beteg (2. tablazat)
R/R CLL-je ibrutinib hatasara 21 honapig tartd részleges remisszioba keriilt, majd az
ibrutinibrezisztencia és relapszus gyanGjat nyirokcsomo-megnagyobbodas — és
limfocitaszam-emelkedés vetette fel. A nyirokcsomo-biopszids mintabél DLBCL
fenotipust, IGHV analizis alapjan klonalisan kapcsolt RT igazolodott, majd a beteg
venetoclaxterapiat, mentd immunkemoterdpiat és autolég Ossejt-transzplantaciot
kdvetden exitalt.

Sanger szekvenalassal az ibrutinibkezelés 21. honapjaban, a relapszus idején vett
periférids vérmintdbol kanonikus BTK C481S mutéacié igazolodott, mikozben a
nyirokcsomé-mintaban a PLCG2 D993H rezisztenciamutaciot azonositottuk, BTK
negativitds mellett. Az azonositott térbeli heterogenitds pontosabb vizsgalatat
elvégeztiik NGS-sel, amely a Sanger szekvenalassal kapott eredményeket megerdsitette,
illetve minor klonként, 5,8%-0s VAF-fal a nyirokcsomé-mintaban is igazolt BTK
C481S mutacidt, és 0,2%-0s VAF-fal a periférias vérben PLCG2 D993H mutéciot.
A betegtdl a relapszus idején vett ccfDNS mintaban ddPCR moédszerrel vizsgaltuk a
periférids vérben, valamint a nyirokcsomoban azonositott ibrutinibrezisztencia-
mutéciok jelenlétét, és 1%-0s VAF-fal azonositottuk mindkét anatomiai lokalizacioban.

A rezisztenciamutacidkon tal, NGS analizissel vizsgaltuk a CLL-ben
leggyakrabban mutacidt hordozo géneket is mindkét kompartmentben. Mig az ATM
F2393V, NOTCH1 Q2409* és SF3B1 L840W mutéaciok mind a periférias vérben, mind
a nyirokcsomoban jelen voltak, a BIRC3 S566fs és EGR2 A132T mutaciokat csupéan az

elébbi lokalizacioban azonositottuk (23. dbra).
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Mig a periférias vérben major klonként a BTK C481S rezisztenciamutaciot, a Richter-
transzformaciot mutaté nyirokcsomoban a PLCG2 D993H mutécidt azonositottuk.
A kering6 sejtmentes DNS alacsony VAF-fal mindkét mutaciot tartalmazta. A CLL-
ben leggyakrabban mutaciot hordoz6 gének koziil az ATM, NOTCH1, SF3B1, BIRC3
¢s EGR2 génekben azonositottunk mutéciokat a két kompartmentben, a mutans klont

reprezentald korok mérete a klon méretével aranyos.

A BTK és PLCG2 mutaciok iddbeli dinamikajanak vizsgalata céljabol a B10-es beteg
Osszesen tiz, a kezelés kiilonbozd idOpontjaiban vett periférias vérmintait vizsgaltuk
ddPCR-rel.  Mig az  ibrutinibkezelést  megel6zéen  nem  detektaltunk
rezisztenciamutaciot, a klinikai progresszio elétt 15 honappal, a kezelés 6. honapjaban
mar kimutattuk a BTK mutaciot 0,03%-0s, a PLCG2 mutaciot 0,003%-0s VAF-fal.
Az ibrutinibkezelés folyaman a mutdns klonok mérete folyamatosan ndvekedett.
A relapszust kovetd venetoclaxterapiara a BTK és PLCG2 mutéans klon eltérden reagalt
— mig az el6bbi mérete jelentdsen csokkent, az utdbbi expandalt, és a nyirokcsomoban
latott jelenséghez hasonloan, a vérben is a PLCG2 mutdns klon valt a rezisztencia

meghatarozojava, és vezetett tovabbi progresszidhoz (24. dbra).
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24. abra. A BTK és PLCG2 rezisztenciamutaciok idébeli és térbeli klonalis
dinamikaja a B10-es beteg sorozatmintdin kdvetve. Az ibrutinibkezelés soran a
mutans klonok mérete a periférids vérben folyamatosan ndvekedett, majd a
venetoclaxterapia alatt a BTK mutans klon méretcsokkenésével parhuzamosan a
PLCG2 mutins klon expandalt. A szenzitivn. ddPCR moddszerrel a
rezisztenciamutaciok mar 15 honappal a klinikai progressziot megelézéen

kimutathatok voltak.

crer

vizsgalata

IV.2.1. A transzformacié immunmorfolégiai jellemzdi

Az RS diagnozisanak felallitasdhoz kotelezd az érintett lokalizacidbol szarmazo
minta szovettani vizsgalata(181), ennek megfeleléen tanulmanyunkban az &sszes
diagnozist két fiiggetlen, tapasztalt hematopatologus allitotta fel. Az esetek fele (3/6,
B2, B3 ¢és B4) DLBCL fenotipusinak bizonyult, neoplasztikus, nagy
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crer

aktivitassal (az eseteket a DLBCL fenotipus gyakorisdga miatt nem részletezziik).

A Bl-es beteg 0t honappal a venetoclaxterapia kezdetét kvetden mutatta a RT
klinikai gyanujeleit, képalkotd vizsgalattal dbrazolédd paravertebralis terime és hati
fajdalom képében. A terimébdl vett vastagtii-biopszias minta szovettani vizsgalata
polimorf nagysejtekbdl allo, diffiz megjelenésti tumort igazolt. A nagysejtek részben
anaplasztikus morfologiajuak, részben Sternberg-Reed-(SR)-sejtekre emlékeztetnek,
eozinofil sejtplazmaval ¢€s prominens sejtmagvacskdval biré lobulalt sejtmaggal.
Széleskorti immunhisztokémiai vizsgalatokat kdvetden, a tumorsejtek részleges LCA-,
Oct-2- és Fascin-1-, valamint MUML1-, p53-, S100- és CD4-pozitivitast mutattak, 60%-
os Ki67 proliferacids aktivitassal. A kovetkezd markerekre nézve negativnak bizonyult
a minta: CD20, PAX5, CD79a, CD21, CD23, Bcl-6, CD10, CD138, CD30, CD3, CD5,
CD7, PD-L1, CD68, ALK1, kappa, lambda, CD15 és melanoma markerek (MelanA,
HMB45 ¢és SOX10). A részleges LCA- és Oct-2-expresszio, a kifejezett Ki67-
pozitivitas, valamint a sejteredetre specifikus markerek (B-sejt- és T-sejt-markerek,
CD30) hidnya miatt “null fenotipus” high-grade limféma diagnézisa kertilt felallitasra,
Hodgkin-limféomara, vagy anaplasztikus nagysejtes limfomara emlékeztetd
morfologiaval (25. dbra). A B-sejtes eredetet tanulmanyunk soran a monoklonalis IGH
génatrendezddés kimutatasaval bizonyitottuk.
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25. abra. A Bl-es beteg paravertebralis terime képében prezentalédd Richter-
részben Sternberg-Reed-sejtekre emlékeztetnek, lobulalt sejtmaggal és prominens
sejtmagvacskaval (hematoxilin-eozin, A). Az LCA-pozitivitdas a hemopoetikus
eredetet tamasztja ala (B). A tumorsejtek CD20 (D) és CD30 (E) negativak,
a nagysejtek kozott elszortan az eredeti CLL kis CD5+ limfocitai jelennek meg (C).
A Ki67 proliferacios index 60% (F). Objektiv nagyitas: 20x.

A Bb5-6s beteg Richter-szindromaja jobboldali lagyéki nyirokcsomo-
megnagyobbodas klinikai képében jelentkezett két honappal az ibrutinibterapia
bevezetését kovetden, mikozben az egyéb anatomiai lokalizacidban talalhato
megnagyobbodott nyirokcsomok regredidltak. A nyirokcsomo-biopszia szdvettani
vizsgélata az eredeti strukturdt elmoso diffuz limfoid infiltrdtumot tart fel, amely
¢s CD30 pozitiv nagysejtekbdl allt, a CLL-re jellemzé CD5+ kis limfocitdk mellett.
A nagysejtek egy része tobbmagvl oOridssejtnek bizonyult. A neoplasztikus nagysejtek
részleges C-MYC expressziot és 100%-os MUMI1 expressziot mutattak, 60%-0s Ki67
proliferacios aktivitds és Bcl-6 negativitds mellett. A morfologia és immunfenotipus
alapjan a daganat a klasszikus Hodgkin-limfoma és a non-GC fenotipusi DLBCL

kozotti atmeneti entitasnak bizonyult (26. dbra).
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26. abra. A BS5 beteg lagyéki nyirokcsomdjaban azonositott Richter-szindroma, amely
kevert fenotipusi B-sejtes limfoma jegyeit mutatja, klasszikus Hodgkin-limfoma és
DLBCL ko6z6tti atmeneti tulajdonsagokkal. A diffaz limfoid infiltratum a nyirokcsomo
alapszerkezetét elmossa (hematoxilin-eozin, A). Az eredeti CLL maradvany CD5
pozitiv limfocitaival (B) keverten megjelend anaplasztikus nagysejtek CD20 (C),
CD30 (D) és C-MYC (E) pozitivitast mutatnak, 60%-os proliferacids aktivitassal
(Ki67, F). Objektiv nagyitas: 20x.

A B6 beteg 18 honapos ibrutinibterapiat kovetéen multiplex gingivalis
proliferaciokkal jelentkezett, amelyekbdl excizio tortént. A szovettani vizsgalat soran
a szdjnyalkahartya el nem szarusodd laphdmboritasa alatt széles mezdkbe rendezddd
daganatsejtek proliferacidja volt lathatd, amelyek prominens kdzponti sejtmagvacskdval
és nagy nagyitasu latoterenként legalabb tiz mitotikus alakkal rendelkeztek. A Ki67
proliferacios aktivitas 90%-nak bizonyult. A tumorsejtek kifejezett LCA, CD79a,
CD138 ¢és kappa konnytilanc pozitivitast mutattak, CD20, CD3, CD30, MPO ¢és pan-CK
negativitds mellett. A gyenge lambda festddést a hattér reaktiv sejtjei adjak. Az
immunfenotipus alapjan a plazmablasztos limfoma diagnozisa kertilt felallitasra, amely

anamnesztikus adatok alapjan megel6z6 immundeficiencia nélkiil alakult ki (27. dbra).
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e ey

sz4jnyalkahartyaban. A neoplasztikus sejtek immunoblasztos morfologiajiak, szamos
mitotikus alak lathaté (A, hematoxilin-eozin, 20x és B, hematoxilin-eozin, 60x).
A plazmablasztos/plazmasejtes differenciaci6 CD20 negativitassal (C) és CDI138
pozitivitassal (D) karakterizalhato. A monoklonalis daganatsejtek kappa konnytilanc
pozitivitast (E) és lambda negativitast (F) hordoznak, a Ki67 proliferacios aktivitas

90% (G). Objektiv nagyitas (C-G): 20x.

IV.2.2. A transzformacié genetikai hattere

IV.2.2.1. A klonalis kapcsoltsag meghatarozasa

A CLL ¢és RS mintaparok kozotti klondlis kapcsoltsag (azonos atrendezddést
mutaté IGHV-D-J gének), az IGHV mutacios statusz, valamint a sztereotip BCR
jelenléte kiemelkedd prognosztikus jelentoséggel bir RS-ben, ezért betegcsoportunkban
elvégeztiik ezek vizsgalatat, valamint 6sszevetettiik a klinikai adatokkal. Az IGHV-D-J
génatrendezddés vizsgalata 4/6 mintapar mindkét tagjaban sikeres eredménnyel zarult,
két betegnél csak az egyik fazisti minta adott értékelhetd eredményt (B4 betegbdl csak
RS mintéval rendelkeztiink, mig a B6 betegbdl csupan a CLL minta analizise bizonyult
sikeresnek). A sikeres eredményt adé mintaparok mindegyike klonalisan kapcsoltnak
bizonyult, azonos atrendezddést mutatdé génekkel, valamint azonos IGHV muticios
statusszal, kivéve a B1 beteg klonalisan nem kapcsolt RS mintajat. Két beteg hordozott
sztereotip BCR-t (B5 beteg — subset #6, B6 beteg — subset #1). A sikeresen vizsgalt
mintak mindegyike IGHV-U statusziunak bizonyult, kivéve a B1 beteg mindkét mintajat
(13. tablazat).
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13. tablazat. Az IGHV-D-J génatrendezddés és a klonalis kapcsoltsag vizsgalata.
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Immunglobulin nehézlanc gének (CLL)

Beteg Entitas RS Kklonalitas RS morfolégia
M/U V D J CDR3 Subset
CLL M IGHV4-34*01 F IGHD6-13*01 F IGHI6*02 F 14 nem meghatarozott ) - .,
Bl Rs M IGHV1-18*01 F IGHD2-2*01 F IGHI6*02F 20 nem meghatirozott o <aPeo0lt “null fenotipusi” high-grade fimfSma
CLL U IGHV/3-74*01 F IGHD5-12%01 F IGHI6*02 F 16  nem meghatarozott
B2 kapcsolt DLBCL
RS U IGHV3-74%01 F IGHD5-12*01 F IGHJ6*02 F 16 nemmeghatdrozott P " ¢
gs CLL U IGHV3-33°0LF, IGHV3-33*06 F IGHD6-13*01 F IGHI6*02F 23 nemmeghatirozott oLBCL
RS U IGHV3-33*01F, IGHV3-33*06 F IGHD6-13*01 F IGHI6*02F 23 nemmeghathrozott v
B4 CLL nincs adat ’ ) DLBCL
RS U IGHV3-23*01 F, IGHV3-23D*0L F IGHD1-26*01 F IGHJ4*02F 22  nem meghatérozott
CLL U IGHV1-69%01 F, IGHV1-69*01D F IGHD3-16*02 F IGHI3*02 F 21 CLL#6
BS ! kapcsolt DLBCL/cHL
RS U IGHV1-69*01 F, IGHV1-69*01D F IGHD3-16*02 F IGHI3*02 F 21 CLL#6 peso ¢
-%* ~-10%* *
5 CLL U IGHV1-3*01 F IGHDG-19*01 F IGHI4*02F 13 cLL#L ] amablasstos mfoma
RS nincs adat
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1V.2.2.2. 17p deléciok és TP53 mutaciok

A TP53 gént ¢érinté aberraciok az dsszes betegben eléfordultak, noha az egyes
esetek kiilonboztek egymastol az eltérés tipusaban (17p delécio és/vagy TP53 mutacio),
valamint abban, hogy a defektus CLL, vagy RS fazisban volt-e jelen. A CLL mintak
mindegyikét, valamint 4/6 RS mintat érintettek a TP53 aberraciok, a B2, B4, B5 és B6
betegek egyarant hordoztak 17p deléciot, valamint TP53 mutéciot. Az Osszes detektalt
citogenetikai aberracid koziil a 17p delécio fordult el leggyakrabban (4/6 beteg), és
harom betegben (B2, B4, B5) stabilnak bizonyult a korlefolyas soran, azaz mind a CLL,
mind az RS fazisban kimutathato volt. A TP53 mutaciok valtozatos dinamikat mutattak,
mig a B1 beteg CLL fazisti mintajaban detektalt mutaciok koziil egy sem jelent meg RS
fazisban, a B2 és B3 betegek TP53 mutacidi eliminaldédtak és 0j szubklonok jelentek
meg helyettiik az RS fazisban. A B5 beteg CLL mintaja TP53 mutacidt nem hordozott,
viszont a RT-hoz vezetd eltérésként a késébbi fazisban mar azonosithatova valt

(28. dbra és 14. tabldzat).
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Mintaparok
(CLL és RS)

Bl B2 B3 B4 B5 B6

v HE -0 -
trss HEHEEE - BEEEE
17p13 delécio HEN - HEEN -
13q14 delécio
13q14 nyerés
11q22 delécio
12-es triszomia
9p21 delécio
4q35 delécio
2p24 nyerés
NOTCH1
SF3B1
MYD88
BTK
BCL2

B st IGHY

" nem mutalt IGHV

. genetikai eltéreés

1 vad tipusti gén/régid

* diagnoziskori FISH vizsgalaton alapul6 eltérés
- nem elérheté/nem vizsgalt minta

28. abra. Az IGHV mutaciés statuszt, a
citogenetikai eltéréseket, valamint
pontmutaciokat bemutaté hotérkép. Minden
beteg hordoz kedvezdtlen progndzissal tarsulo
TP53 defektust, valamint az esetek zome nem
mutalt IGHV génnel rendelkezik (IGHV-U).
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14. tablazat. A mintaparokban azonositott TP53 mutaciok

TP53 mutacié (CLL) TP53 mutacié (RS)
Beteg
cDNS csere Aminosavcsere  VAF (%) COSMIC Funkciondlis hatdés  cDNScsere ~ Aminosavcsere VAF (%) COSMIC Funkciondlis hatas
c.533delA p.H178Pfs*69 1,8% COSM6960219 karos
c.533delinsCC p.H178Pfs*3 1,3% Uj mutdcio valdszindleg karos
B1 ¢.536A>G p.H179R 3,2%  COSM10889 patogén negativ
c.713G>A p.C238Y 1,6%  COSM11059 patogén
¢.814G>A p.V272M 22% COSM10891 patogén
82 . A25CST 0.P142L " COSMA3583 VUS ¢.595G>T p.G199* 2.9% COSM44537 karos
c.611A>C p.E204A 1.1% COSM46223 VUS
c.472C>G p.R158G 4,6%  COSM11087 karos
B3 C.203A>G p-H168R 2% COSM43545 karos C.517G>T p.V173L 1.6% COSMA43559 patogén
€.652_654delGTG p.V218del 3,7% COSM6496 VUS
c.747G>T p.R249S 12% COSM10817 patogén
B4 nincs adat c.466C>G p.R156G * COSMA45154  valészintleg karos
B5 negativ €.584T>C p.1195T * COSM11089 patogén
B6 c.771_777del GGAAGAC p.E258Pfs*85 8.5% Uj mutdcio valdszinlleg karos negativ

*. Kétirdnyl Sanger szekvendlassal, jelen tanulmany keretein kivil vizsgalt mintdk. Szemikvantitativ modszerrdl 1évén sz, az azonositott variansok pontos VAF-ja nem ismert, de a
moddszer érzékenységét (20%) meghaladja. A COSMIC azonositok az adatbazis aktualis verziéjan (v91) alapulnak. A TP53 mutdcidk funkcionalis hatasat a Seshat adatbazis alapjan
hataroztuk meg (verzié: 2020.05.07.).
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IV.2.2.3. Tovébbi genetikai eltérések €s klinikai asszociacidok

A masodik és harmadik leggyakoribb kromoszdéma-aberracionak a 13q delécio
(3/6 beteg), valamint a 12-es triszoémia (2/6 beteg) bizonyult. A citogenetikai eltérések
a B2 beteg biallélikus 2p és 13q nyerése kivételével monoallélikusak voltak. A SALSA
P038 CLL-2 (MRC-Holland) MLPA szondakeverék a citogenetikai eltérések
vizsgalatan kiviil harom, CLL-ben gyakran eléforduld pontmutacid vizsgalatara is
alkalmas. Két-két betegben azonositottuk az SF3B1 ¢.2098A>G (p.K700E), valamint
a NOTCH1 c.7541 7542delCT (p.P2514fs*4) mutaciokat, mig a MYD88 ¢.794T>C
(p.L265P) mutéacio egy betegben sem fordult el6. Az SF3B1 és NOTCH1 mutaciok
egyiittesen fordultak elé a B3 beteg RS mint4jaban. Noha a NOTCH1 mutacidk a 12-es
triszomiaval rendelkezd esetekben dusulnak fel, betegcsoportunkban ez a két, RT-re
hajlamositd genetikai eltérés egymastol fiiggetleniil fordult eld. A legtdbb aberraciot
a B2 beteg hordozta (hat eltérést a CLL, mig tizet az RS fazisban), a kimutatott komplex

kariotipus és genomikai instabilitds hozzjarult a beteg rendkiviil agressziv nagysejtes

crer

jart. Az RT-re hajlamosité 9p21.3 deléciot (CDKN2A/B vesztés) is egyediil a B2 beteg
hordozta, az eltérést mindkét mintajaban azonositottuk (28. dbra).

A betegek korlefolyasdban markans kiilonbségeket tapasztaltunk, amelyek
Osszefliggésben allnak a genetikai hattérrel. A B1, B5 és B6 betegek CLL mintéiban
a TP53 defektuson kiviil csupan egy genetikai eltérést azonositottunk (13q delécio,
SF3B1 mutacid és 12-es triszémia, a fenti sorrendben). Mig a B1 és B6 betegek 355,
illetve 53 honapos teljes kovetési id6t kovetden RS-ben exitaltak, a B5 beteg 70
hoénapos teljes kovetési iddvel, 29 honappal a transzformaciot kovetden remisszidban
van. A B6 beteg rendelkezett betegcsoportunkban a legrovidebb teljes tuléléssel (53
hénap), a beteg a CLL diagnozisat kovetden azonnal kezelésre szorult, és
az ibrutinibterapia bevezetését kovetéen 18 honappal transzformalt PBL-be. Noha
a betegben kimutatott 12-es triszomia intermedier progndzissal tarsul, az IGHV-U
kiilonosen kedvezoétlen kimenetelt eredményeztek. A Bl beteg kedvezd progndzist
jelentd 13q delécioval, valamint IGHV-M (csiravonali homolégia: 96,14%) mutéciods
statusszal rendelkezett, és a CLL diagnozisat kdvetden 12 évig nem igényelt kezelést.
A kialakult RS klonalis kapcsoltsdgot nem, viszont IGHV-M (csiravonali homologia:
93,51%) mutacids statuszt mutatott. A B5 beteg CLL mintdjdban IGHV-U mutacids
statuszt, valamint egy RT-re hajlamosit6 SF3B1 K700E mutaciot azonositottunk
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alacsony VAF-fal (3%). Noha a sztereotip BCR-ek jelenléte altalanossagban még
kedvezodtlenebb prognozist hordoz az IGHV-U alcsoporton beliill, a B5 betegnél
Kimutatott subset #6 a subset #1-hez képest kevésbé jelent kedvezdtlen kimenetelt.
A Kklonalisan kapcsolt RT-t kovetéen a beteg hat ciklus RB terapidban részesiilt

az ibrutinib folyamatos szedése mellett, és 29 honappal a RT utan remisszidban van.

1V.2.2.4. Ibrutinib/venetoclax-indukalt rezisztenciamutacidok

A rezisztenciamutaciok elsésorban a CLL progresszidjaban, és nem a RT-ban
birnak patogenetikai szereppel. A BTK C481S mutaci6 jelenlétét az ibrutinibkezelt
betegek mintaparjaiban, mig a BCL2 G101V és D103Y rezisztenciamutaciok jelenlétét
a venetoclaxkezelt betegek korében vizsgaltuk. A Bl betegbdl nem rendelkeztiink
megfelelé mennyiségii RS mintaval a ddPCR elvégzéséhez, valamint a B4 beteg CLL
mintaja nem volt elérhetd. Rezisztenciamutaciokat egy betegnél sem azonositottunk
a célzott terapia bevezetése elott. A B3, BS és B6 ibrutinibkezelt betegek kezelés alatti
(RS) mintaiban nem detektaltunk BTK mutaciot. A B4 beteg BTK C481S mutaciojat 22
honappal az ibrutinibkezelés bevezetését kovetéen mutattuk ki, 0,21%-0s VAF-fal.
A B2 beteg negyven honappal az ibrutinibterapia bevezetését kovetden progredialt,
ekkor 11,9%-0s VAF-fal detektaltuk BTK C481S mutacidjat. A progressziot kovetéen
12 hoénappal Iépett fel RT, ezt megelézden rituximab-ibrutinib-venetoclax harmas
kombinacios kezelésben részesiilt. A RT idején a BTK C481S VAF-ja 0,95%-ra
csokkent, mig a venetoclaxterapia altal indukalt BCL2 G101V rezisztenciamutaciot

4,6%-0s VAF-fal azonositottuk.
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V. UJ MEGFIGYELESEK

CLL-ben a BTK és TP53 mutaciok alternald klonalis dinamikaval jellemezhetok,
ibrutinibkezelés hatasdra a rezisztenciamutaciok megjelenésével parhuzamosan

eliminaldédnak a TP53 mutacidi.

. A rezisztenciamutaciok térbeli heterogenitdst mutathatnak, ¢s akar egy évvel a
klinikai relapszust megel6zéen mar kimutathatok szenzitiv modszerekkel, igy
tobbféle lokalizacidban torténd tesztelésiik kritikus a terapiavaltasra valo felkésziilés

Szempontjabol.

. A kanonikus mutaci6s forropontokon kiviil négy, korabban le nem irt BTK mutéciot
(R28, G164, R490, Q516) ¢s harom PLCG2 mutaciot
(F82, R694, S1192) azonositottunk, amelyek ibrutinibkezelés hatasara jelentek meg.

. A célzott terapidk talajan kialakuld Richter-szindromas (RS) esetek mindegyikében
igazoltunk egy vagy tobb, transzformaciora hajlamosité genetikai eltérést.
Venetoclax-kezelés talajan kialakult RS-ben tudomasunk szerint els6ként irtunk le

klasszikus BCL2 G101V rezisztenciamutaciot.

. A célzott terapidk mellett kialakuld6 RS morfologiailag sokszinii, plazmablasztos
limfoémat, ,,null fenotipust” high-grade limfomat és DLBCL/cHL kevert fenotipust

limfémat is azonositottunk.
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V1. MEGBESZELES

VI.1. Ibrutinib-indukalt klonalis evolicio6 vizsgalata

A BTK inhibitor ibrutinib forradalmasitotta a CLL kezelését, legfoképp a R/R,
illetve a TP53 defektussal bird betegekben(182). Mivel az ibrutinibkezelés hatasara
1étrejovo klondlis dinamikardl és az atalakuld mutacids Osszetételrdl kevés adat allt
rendelkezésre a szakirodalomban, munkank sordn célul tiztik ki ezek vizsgalatat
ultramély NGS-sel, klinikai tanulmany keretein kiviil kezelt huszfos betegpopuléacioban.

Az ibrutinibkezelés hatdsara betegenként eltérd, egyedi mutacids mintdzatokat és
szubklondlis dinamikat figyeltink meg. Mig a kemoimmunoterapia hatasara a CLL
patogenezisében szerepet jatszo f6 driver gének mutacioi (TP53, SF3B1, NOTCH1)
dasulnak fel, az ibrutinibkezelt betegek korében hasonld jelenség nem volt
azonosithat6. A BTK inhibitorral kezeltek korében detektalt mutaciok haromnegyede
szubklonalis variansnak bizonyult, ami egybecseng masok eredményeivel, miszerint a
szubklonalis mutaciok CLL-ben a klonalisaknal gyakoribbak, ¢s a nagyfoka
szubklonalis heterogenitas rontja a betegek prognézisat(90). Kemorefrakter esetekben
szintén Osszetettebb szubklonalis heterogenitast és kedvezotlenebb kimenetelt figyeltek
meg, a korabban nem kezelt betegekkel 6sszehasonlitva(183).

Noha az ibrutinib a TP53 defektust hordoz6 betegekben is nagyon jo terapias
valaszt hoz 1étre(110), amely a TP53 aberraciot nem hordozd esetekét megkozeliti,
az elébbi csoportba tartozok mégis gyakrabban relabalnak, amely a TP53 deregulacio
hatterében komplex bioldgiai mechanizmust sejtet. Tanulmanyunkban a TP53 mutaciok
sokszinli klondlis dinamikajat figyelhettiik meg, amely magéaban foglalta egyes
mutaciok redukcidjat vagy eliminacigjat, expanzigjat, illetve az eliminalt szubklon
helyében egy, a korabbitol eltérd mutacid expanzidjat. A megfigyelés az egyes TP53
mutaciok eltéré ibrutinibérzékenységére ¢€s nagy evolicidés potencidljara utal.
A szubklonalis Osszetétel vizsgalata soran a BTK és TP53 mutaciok uj, ellentétes iranyu
mintazatat azonositottuk. A BTK mutaciok tobbsége a TP53 mutdns szubklonok
redukcidjat vagy eliminaciojat kdvetden jelent meg, illetve perzisztald vagy expandalod
TP53 mutans szubklon mellett nem figyeltink meg BTK mutaciét. Noha ezen
megfigyelés kiterjedtebb betegpopulacion valdo megerdsitése sziikséges, feltételezésiink
alapjan egyrészt a TP53 mutans szubklonok eliminacidja a BTK mutans szubklonok
expanzidjanak elofeltétele lehet, masrészt a hosszu ideig tartd ibrutinibterapia

(betegcsoportunkban 2,5-3 év) soran a TP53 mutans szubklonok fokozatosan
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elimindlodnak az ibrutinib hatdsara, mikdzben a BTK muténs szubklonok egyre inkabb
teret nyernek.

Betegeink 35%-a (7/20) relabalt BTK vagy PLCG2 mutacidéval 36,5 honapos
median kovetési 1d6 alatt. Tanulmanyunkban megerdsitettiik a BTK ¢s PLCG2 mutaciok
kozponti szerepét az ibrutinibrezisztencidban, valamint két ibrutinibrezisztens ¢€s
gyorsan progrediald betegben két 1ij, kordbban le nem irt BTK mutéaciot (R490H ¢és
Q516K) azonositottunk. Igazoltuk, hogy a rezisztenciamutaciok a klinikai relapszus
elott tobb honappal, akar egy évvel is mar kimutathatok, ezért kiemelt jelentéséggel bir
a korai és érzékeny modszerrel (példaul ddPCR-rel) torténé detektalasuk. A BTK és
PLCG2 gének mutacids forropontjainak teljes exomszekvenaladson alapuld els6 leirasat
kovetden(113, 184) szamos, un. nem kanonikus mutaciot is azonositottak a két génben,
zommel alacsony allélarannyal(169, 185). Mivel a késobbi tanulmanyok gyakran csak a
mutacids forropontok vizsgélatara szoritkoztak, illetve alacsony mélységli NGS-t
hasznaltak, az ibrutinibrezisztencia hatterében all6 komplex mutacidos 0Osszetétel
alabecsiilhet6. A tanulmanyunkban azonositott két uj, feltehetdleg a rezisztenciaban
szerepet jatszo6 BTK muticiéo mutatja, hogy a mutacids forrépontok vizsgalata helyett a
relevans informaciot nytjthat. Tovabba, mivel az eltéré kompartmentek (periférids vér,
nyirokcsomod, csontveld) gyakran térbeli heterogenitast mutatnak genetikai
szempontbol, részletes vizsgalatuk a CLL-es betegek még precizebb jellemzését teheti
lehet6vé(180). Az altalunk ko6zolt betegben azonositott térbeli heterogenitas a CLL
periférids véren kiviili egyéb érintett lokalizaciok vizsgélatanak és igy a rezisztencia
pontosabb eldrejelzésének.

A betegcsoport korlefolydsat a tanulményban szerepld, bovitett kovetési idon tal
is vizsgaltuk. Otvenegy honapos median kdvetési id6 (intervallum: 3-63 honap) alatt
a betegek fele hunyt el. Négyen a CLL progresszidjaként fellépé RT miatt, hatan pedig
a stabil CLL mellett fellépd egyéb halalok (szepszis, baleset, illetve masodlagos
malignitas) miatt veszitették életiiket. Ibrutinibrezisztencia-mutaciot kilenc betegben
azonositottunk. A mutacié kimutatasat kovetden az alapbetegségtol fiiggetlentil
bekovetkezett elhaldlozasok, valamint a B5 beteg kivételével klinikai relapszus 1épett
fel, és megtortént, illetve hamarosan megtorténik a venetoclaxterapidra valod valtas.
Rezisztenciamutaciot nem hordozd betegekben nem tapasztaltunk CLL progressziot,

illetve RT-t (29. dbra).
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29. abra.

A betegcsoport mintavételi id6pontjait és alapvetd genetikai, valamint klinikai jellemzdit bemutatd, bdvitett iddvonal.

A z0ld korok jelolik az ibrutinibkezelés 0. napjan vett mintdkat, a sarga, illetve piros korok pedig az ibrutinibkezelés sordn vett mintdkat.

A piros korok jelolik az ibrutinib- és/vagy venetoclaxrezisztencia-mutaciokat.
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VI.2. Ibrutinib/venetoclax-kezelt CLL-es betegek Richter-transzformacidjanak

vizsgalata

A BTK inhibitor ibrutinibbel, valamint a BCL2 gatl6 venetoclaxszal elért kimagaslo
eredmények ellenére ezen terdpidk szelekciés nyomadsara is bekovetkezik a
daganatsejtek klonalis evolucidja, a hagyomanyos kemoimmunoterapiahoz hasonloan.
Ez a klondlis evolucido progresszio, relapszus, valamint transzformacid képében
nyilvanulhat meg. A kemoimmunoterdpia alatt kialakuld6 RS genetikai hattere
széleskorti irodalommal bir, viszont az ibrutinib- és venetoclax-indukalt RS hatterében
allo genetikai valtozasok kevéssé ismertek.

Noha a RS molekularis ¢és radiologiai jellemz6irdl egyre tobb ismerettel
rendelkeziink, a szdvettani elemzés elengedhetetlen az RS diagndzisanak felallitasahoz.
Tovabba, az immunmorfologia gyakran Osszefiigg az RS molekularis és Klinikai
tulajdonsagaival. A citotoxikus terdpidk korszakdban a PBL irdnyu transzformdcio
kiilonosen ritkan fordult el6 CLL-ben(186). Ezzel szemben négy, ibrutinibkezelés alatt
RT-n atesett beteg fele mutatott PBL morfologiat(187), valamint egy tovabbi esetet
masok is leirtak)(169). Az ibrutinibkezelt CLL-es betegek PBL iranyu
A PBL esetek nagy része extranodalis megjelenésti, és de novo alakulnak Ki
immundeficiencia, illetve EBV-pozitivitas talajan. A szekunder modon kialakuld esetek
monoklonalis IGH(145), valamint MYC(188) atrendez6dést mutatnak, illetve 12-es
triszomia is el6fordul(189), az altalunk bemutatott B6 beteghez hasonloan. Mivel a
BTK expresszi6 plazmasejtekben downregulalt(190), az ibrutinibkezelt CLL-ben
megfigyelhetd plazmablasztos transzformacido a BTK gatlas alol torténd menekiilést
jelenthet, rezisztenciamutdcio kialakulasa nélkiil. Ezen feltételezésnek megfelelden,
a B6 beteg, valamint egyéb, kozolt esetek sem hordoznak BTK C481S mutaciot(187).

A BTK ¢és PLCG2 génekben kialakulé rezisztenciamutaciok allnak
leggyakrabban a CLL progressziojanak a hatterében(130, 169). Az ibrutinibterapia alatt
a betegek 5-7,3%-aban alakul ki RS, altalaban 17-24 hoénappal a terapia kezdetét
kovetden(191). Az altalunk vizsgalt betegpopulacioban az irodalmi adatokkal egyezéen
ez az id6tartam median 20 hoénapnak bizonyult. Mig a CLL progresszidjanak
a hatterében az esetek 80%-aban allnak rezisztenciamutaciok, a RT betegek kozott
csupan 40%-ban fordulnak el6(177, 192). A jelenség magyarazataul szolgalhat, hogy
a transzformaciot mutatd szovetek (nyirokcsomo, illetve extranodalis szervek)

mintavétel céljabol a periférids vérnél nehezebben hozzaférhetok, tovabba az, hogy
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a CLL progresszio és RT hatterében eltér6 bioldgiai mechanizmusok is allnak.
Betegcsoportunkban az ibrutinibkezelés alatt transzformalt betegek 40%-éban (2/5)
azonositottunk BTK C481S mutacidt, amely gyakorisdg a szakirodalomnak megfelel.
Nem kizarhatdé azonban a gyakorisadg alulbecslése, ugyanis tanulményunkban egyéb
BTK, valamint PLCG2 mutaciok jelenlétét nem vizsgaltuk.

Venetoclaxkezelt betegeink korében a terapia bevezetésétdl szamitott median 8,5
hoénap alatt alakult ki RT. Ehhez hasonldéan 41, tobbszordsen eldkezelt és progressziv
CLL-es beteg koziil 18-an transzformaltak venetoclaxterapia alatt, koziilik 11-en a
kezelés elsé évében(120). A magas transzformacidés rata kevésbé eldkezelt
betegcsoportban viszont nem volt megfigyelhet6(124). A venetoclaxkezelt betegek
korai progresszidjanak kockazati tényez6i a fludarabin-refrakteritds, valamint a
komplex kariotipus. Az altalunk vizsgalt B2 betegnél szintén a komplex kariotipus
jérulhatott hozzé4 a korai transzformacidohoz és az agressziv korlefolydshoz. Tovabba,
venetoclaxterapia alatti CLL progresszio ¢€s RT hatterében szamos aberraciot
azonositottak, amelyek a BTG1l, TP53, CDKN2A/B, SF3B1 ¢és BRAF génekben
fordulnak el6(193). Legjobb tudasunk szerint napjainkig minddssze egy RS eset
hatterében azonositottak rezisztenciat okoz6 BCL2 mutaciot (R107_R110dup),
az altalunk azonositott G101V mutacio a szakirodalomban RS-ben nem, csupan CLL
progresszio hatterében keriilt leirasra(128).

Tobb eltérés, amelyet CLL mintdinkban azonositottunk, nem volt jelen
a kapcsolodo RS mintakban, melynek oka az lehet, hogy a transzformacios potenciallal
bir6 szubklonok ndvekedési elonyre tettek szert az egyéb szubklonokkal szemben.
Mig a B3 betegben CLL fazisban azonositott, kedvezd progndzissal tarsuld 13q deletalt
szubklon eliminalddott, a transzformaciora hajlamosito SF3B1 K700E mutéciot hordozo
szubklon megjelent az RS fazisban. Tovabba, a jelen tanulmanyunkban szerepld 0sszes
beteg (6/6) hordozott TP53 defektust (17p delécid és/vagy TP53 mutacié formajaban),
koriikben a TP53 mutaciok valtozé szubklonalis dinamikajat azonositottuk,
ibrutinibkezelt  CLL-es  betegcsoportban  tett  korabbi  megfigyeléseinkhez
hasonléan(130). Ibrutinibkezelt betegekben a TP53 mutaciok gyakoriak, de nem
elengedhetetlenek a CLL progresszidjanak ¢€s transzformdaciojanak hatterében,
kiilondsen akkor, amikor rezisztenciamutacio is azonosithato(177).

Tanulmanyunk aldtdmasztja a célzott terapiak talajan kialakuld RS morfologiai
¢s molekularis vizsgalatanak jelentdségét. Betegeink mindegyike hordozott legalabb
egy, RT-re hajlamositd eltérést, amelyek megegyeztek a kemoimmunoterapia soran

kialakul6 RS kockazati tényezdivel (IGHV-U, sztereotip BCR, TP53 defektus,
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12-es triszomia, CDKN2A/B vesztés, MYC aberraciok, NOTCH1 és SF3B1 mutaciok).
A BTK és PLCG2 génekben kialakulo rezisztenciamutaciok RT-hez vezethetnek,

soran. Legjobb tudasunk szerint jelen tanulményban azonositottuk az elsé BCL2 G101V

mutaciot venetoclaxkezelt betegben kialakulo RS hatterében(194).
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VII. KOVETKEZTETESEK

ey

betegenként eltéré klonalis dinamikajat azonositottuk, a detektalt varidnsok
haromnegyede szubklonalisnak bizonyult.

A leggyakrabban mutaciot hordozo gének a NOTCHL, az ATM és a TP53 voltak.
Ibrutinibkezelés hatdsara feldusultak a BIRC3 és SF3B1 gének mutacioi, mig
a BTK és PLCG2 gének rezisztenciamutacidi kizardlag a poszt-ibrutinib
mintékban jelentek meg, és a CLL progressziojaval jartak egyiitt.

A BTK ¢és TP53 mutaciok alterndld klondlis dinamikaval jellemezhetok,
ibrutinibkezelés hatasara a rezisztenciamutaciok megjelenésével parhuzamosan
eliminaldédnak a TP53 mutacioi.

A rezisztenciamutaciok térbeli heterogenitast mutathatnak, és akar egy évvel a
klinikai relapszust megel6z6en mar kimutathatok szenzitiv mddszerekkel, igy
tobbféle lokalizacidoban torténd, rendszeres vizsgalatuk kritikus fontossagu a
késobbi terapiavaltasra vald felkésziilés szempontjabol.

Az ibrutinib/venetoclax-kezelt CLL-es betegekben kialakul6 Richter-szindroma
tobbségében klonalisan kapcsolt az IGHV-D-J atrendezddés alapjan.

A célzott terapidk talajan kialakuld Richter-szindroma esetek mindegyike
hordozott egy vagy tobb, transzformaciora hajlamositd genetikai eltérést.

A rezisztenciamutaciok szerepe kevésbé jelentds a Richter-transzformécioban,
mint a CLL progresszidjaban.

Venetoclaxkezelt CLL talajan kialakuld Richter-szindroméaban azonositottuk
tudomasunk szerint elsdként a klasszikus BCL2 G101V rezisztenciamutaciot.

A célzott terapidk mellett kialakuld Richter-szindroma morfolédgiailag sokszinti,
plazmablasztos limfomat, ,null fenotipusi” high-grade limfomat és

DLBCL/cHL kevert fenotipusu limfomat is azonositottunk.
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V1. OSSZEFOGLALAS

A kronikus limfocitas leukémia (CLL) a fejlett vilag leggyakoribb felndttkori
leukémidja, amely rendkiviil heterogén klinikai lefolyassal bir. Az elmult évek
Uj generacios szekvenalasi (NGS) tanulmanyainak koszonhetéen a CLL genetikai
hatterét nagyrészt megismertiik, viszont az innovativ, célzott terapidk (ibrutinib,
venetoclax) altal indukalt genetikai valtozasok felderitése tovabbi vizsgalatokat igényel.

Tanulmanyunkban husz, klinikai vizsgalat keretein kiviill a BTK inhibitor
ibrutinibbel kezelt beteg kezelés el6tti és alatti mintait vizsgaltuk NGS-sel. Kifejezett
szubklonalis heterogenitast ¢s betegenként eltérd mutacids Osszetételt azonositottunk.
A mutaciok tobbsége szubklonalisnak bizonyult, a leggyakrabban mutéaciot hordozo
gének az ATM, a TP53 és a NOTCH1 voltak. A CLL progresszidjanak hatterében a BTK
¢s PLCG2 gének rezisztenciamutacidit azonositottuk, két betegben irtunk le 1j,
kordbban nem  publikdlt BTK  mutaciét. Az  ibrutinibkezelés  hatdsara
a rezisztenciamutaciok feldusultak, mikdzben az eredetileg jelenlévé TP53 mutaciok
redukcigjat, illetve eliminacidjat figyeltiik meg. A rezisztenciamutacioknak az igen
szenzitiv droplet digitalis PCR moédszerrel torténd korai kimutatasa eldrejelzi a késébbi
klinikai relapszust, és lehetdséget nyujt a célzott terapiavaltas el6készitésére.

A CLL-es betegek egy részében agressziv lefolyasu, nagysejtes transzformacid
(Richter-szindroma, RS) 1ép fel, amely nagy terapias kihivassal és kedvezOtlen
kimenetellel jar. A kemoimmunoterdpia mellett kialakulé RS kockazati tényezdi kozott
tobb genetikai eltérés ismert, viszont a célzott terapiadk talajan kialakulo RS genetikai
Osszetétele szamos megvalaszolatlan kérdést hordoz. Tanulményunkban genetikai,
valamint morfologiai szempontbol vizsgaltuk az ibrutinib- és a BCL2-gatlo
venetoclaxterapia mellett fellépd RS-t hat beteg alapjan. Az 0Osszes esetben
azonositottunk  legalabb egy, RS-re  hajlamositd  genetikai  eltérést.
progresszidja soran. A vizsgalt négy esetbdl harom klonalis kapcsoltsagot mutatott,
a kedvezétlen prognodzissal jaro IGHV-U mutacids statusz mellett. A transzformdaciot
morfologiailag elemezve, az esetek felében a leggyakrabban el6forduld diffiz nagy B-
sejtes limfoma (DLBCL) morfologiatol eltérd szovettani tipusokat azonositottunk,
valamint tudomasunk szerint elséként irtuk le RS-ben a BCL2 G101V venetoclax-

rezisztenciamutaciot.
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IX. SUMMARY

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is the most frequent adulthood leukemia in
the developed countries, characterized by a highly heterogeneous clinical course.
The genetic background of CLL has been revealed by the next-generation sequencing
studies of recent years, however, genetic changes induced by new, targeted therapies
(e.g. ibrutinib and venetoclax) should be further elucidated.

In our study we analyzed the pre-treatment and post-treatment samples of twenty
patients treated with the BTK inhibitor ibrutinib outside the setting of a clinical trial.
Marked subclonal heterogeneity and individual patterns of mutational composition were
identified. The majority of detected variants proved to be subclonal, with ATM, TP53 and
NOTCH1 genes being the most frequently mutated. We strengthened the role of ibrutinib
resistance mutations in BTK and PLCG2 genes in CLL progression, and described two
novel, previously unreported BTK mutations associated with progression. During ibrutinib
therapy, TP53 mutations were reduced or eliminated simultaneously with the emergence of
resistance mutations. The early and sensitive detection of BTK and PLCG2 mutations by
droplet digital PCR predates the following clinical relapse and gives an opportunity to
switch therapeutic modalities in time.

Richter syndrome (RS) means the large cell transformation of CLL, occurring only
in a small fraction of patients, but leading to aggressive clinical course, therapeutic
challenges and unfavourable outcome. The genetic risk factors of RS development under
chemoimmunotherapy is well-known, but the molecular background of RS developing
during targeted therapies needs to be clarified. We analyzed the genetic and morphologic
patterns of Richter transformation in six patients treated with ibrutinib or with the BCL2-
inhibitor venetoclax. Genetic lesions predisposing to RS were identified in every case,
resistance mutations occurred less frequently in transformation compared to CLL
progression. Three out of four cases with successful analysis of IGHV-D-J rearrangement
proved to be clonally related and IGHV unmutated, meaning an unfavorable prognosis. We
detected non-DLBCL morphologic subtypes in 3/6 cases. To our best knowledge, we

identified the BCL2 G101V venetoclax resistance mutation in RS for the first time.
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