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1. BEVEZETES

Az elmult évtizedben a hematoldgiai malignitasok genetikai
hatterének pontosabb megismerése, a precizebb diagnosztikai és
prognosztikai eszkdztar, valamint az innovativ, molekularisan célzott
terapiak egyre boviilé tarhaza, a teriilet robbanasszer(i fejlodését
jelzik. Noha egyes genetikai eltérések és prognosztikai jelentdségiik
mar évtizedek ota ismert kronikus limfocitas leukémidban (CLL),
példaul Dbizonyos citogenetikai aberraciok és a Ddohner-féle
rizikdbesorolas, azonban a jelenleg rendelkezésiinkre all6 genetikai
informacié tilnyomé tobbségét az elmilt évek 1uj-generacios
szekvenalasi (NGS) tanulmanyainak koszonhetjiik. Ezért dolgozatom

cres

srer

a BCL2-inhibitor venetoclaxkezelés talajan kialakulo, kedvezétlen
prognozisu  Richter-transzformacié morfologiai ¢és  genetikai
sajatossagait is.

A malignusan transzformalt B-limfocitakbol kialakulo CLL
a leggyakoribb felnéttkori leukémiatipus a fejlett orszagokban.
A Dbetegség lefolyasat jelentds klinikai heterogenitas jellemzi, a
betegek egy szamottevd hanyada relabald/refrakter korlefolyassal és
kedvezétlen taléléssel rendelkezik. A heterogén klinikai lefolyas
hatterében dont6 jelentdséggel birnak a genetikai tényezok. A CLL-
ben gyakori citogenetikai eltérések — 13ql4 delécio, 11q22-23
delécid, 12q triszomia, 17p13 delécio és 6q21 delécio — prognosztikai
szerepe régdta ismert, a 17p delécidt hordozd betegek birnak a
legkedvezotlenebb median tuléléssel (32 honap). 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 egyiittesen TP53 defektusnak nevezziik, és a
CLL egyik legerdsebb prognosztikus és prediktiv faktorat jelenti. Mig
intakt TP53 funkci6 mellett a hagyomanyos kemoimmunoterapia altal
karositott DNS-i CLL-sejtek apoptozist szenvednek, ledalt TP53
mellett ez nem kovetkezik be, és a kemorefrakter klon novekedési
elényre tesz szert a kemoszenzitiv klonokkal szemben. A TP53
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defektusnal is jelent6sebb prognosztikai szereppel bir CLL-ben az
IGHV nehézlanc gének mutacids statusza. Amennyiben az IGHV
nukleotidsorrendje legalabb 98%-o0s csiravonali homoldgiat mutat,
mutédciét nem hordozé (IGHV-U) esetrdl beszéliink, amely a SHM
elmaradasa miatt polireaktiv BCR-rel, tulaktivalt jelatviteli utvonallal
¢és CLL sejtproliferacioval, valamint kedvezétlen tuléléssel jar.

Az elmult évtized teljes genom- ¢és exomszekvenalasi
tanulmanyainak kdszonhetden feltarult eléttiink a CLL genom,
amelynek jellemzéje, hogy alacsony mutacios rataju, a leggyakrabban
mutalt génekben (NOTCH1, ATM, SF3B1, TP53) sem azonositottak
mutaciot gyakrabban, mint az esetek 15%-aban. Az emlitetteken tal,
szamos egyéb gén (driver) mutacidja vezethet CLL kialakulasahoz,
tobb cellularis jeluthalozatot (gyulladasos tutvonal, MAPK-ERK
utvonal, BCR-utvonal, WNT-jelut, kromatinmodifikacio,
spliceoszoma, B-sejt-differenciacio, sejtciklus-szabalyozas) érintve.
A CLL genom megismerése révén forradalmi valtozasok indulhattak
el a célzott terapiak fejlesztésében, a hatékonysagukat elérejelz6
prediktiv biomarkerek azonositasaban, valamint a terapias kudarcot
jelentdé rezisztenciamutaciok eldrejelzésében és  elkeriilésének
lehetéségeiben. A B-sejt-receptor jelatviteli utvonalban kulcsszerepet
bet6lté BTK fehérje gatloszere, az ibrutinib alkalmazasa javasolt a
TP53 defektussal bird betegek elsdvonalbeli terapiajaként, valamint a
relabalo-refrakter CLL-es betegekben TP53 statusztol fiiggetlentil. A
kedvez6 eredmények ellenére a klonalis szelekcio ibrutinib mellett is
folytatodik, a terapia soran relabalo betegek
utvonalban téle kozvetleniil downstream elhelyezkedd PLCG2
génben bekovetkezett rezisztenciamutaciok feleldsek.

Az ibrutinibrezisztens esetekben a BCR jelatviteli
utvonalhoz nem kapcsolodo, eltéré mechanizmusu target gyogyszeres
blokkolasa nyujt kedvezd terdpids lehetGséget — az antiapoptotikus
BCL2 fehérjét gatldé venetoclax ma az ibrutinibrezisztens CLL
leggyakoribb terapidja. A kedvezd eredmények és toxicitasi profil
ellenére a venetoclax alkalmazasa tovabbi kérdéseket vet fel, ugyanis
az ibrutinibhez hasonloan a gyodgyszer szelekcios nyomasara szintén
rezisztenciamechanizmusok 1épnek fel, amelyek (ijabb kihivasok elé
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allijak mind a gyogyszerfejlesztést, mind pedig a klinikusokat. A
rezisztencia €és a progresszid hatterében foképp a BCL2
rezisztenciamutacioi allnak, a rezisztenciamutaciok preciz és korai
elérejelzése kulcsfontossagu a terapiamodositas szempontjabol.

A dolgozatunk masik témajat jelentd Richter-szindroma
(RS) tagabb értelemben minden low-grade limfoma high-grade,
specifikusan a CLL/SLL-t kovetd, vagy azzal szinkron fellépé RS-ra
hasznaljuk. Noha a CLL progresszidja soran csupan az esetek Kis
hanyadaban kovetkezik be transzformacio, a korkép diagnosztikaja és
kezelése is nagy kihivasokkal jar. Az innovativ, célzott terapidk
mellett kialakulé6 RT eltérd morfologiai, genetikai és terapids
jellemzokkel birhat, ezért is kiilondsen indokolt dolgozatunk
témavalasztasa. Morfologiailag a RS két {6 tipusa kiilonithet6 el, a
diffuz nagy B-sejtes limfoma (DLBCL) teszi ki az esetek 80-90%-at,
mig a fennmaradd esetek hatterében klasszikus Hodgkin-limfoma
figyelheté meg, egyéb, ritka entitasok mellett. A transzformacio
hatterében allo  genetikai mechanizmusok kozott az  egyik
legjelentésebb a TP53 defektus, amely az RS esetek 60%-aban fordul
el6, és agressziv klinikai lefolyashoz, valamint kemorefrakteritashoz
vezet. A MYC ¢és CDKN2A géneket érintd abnormalitdsok
deregulacidhoz vezetnek és szintén a transzformacié idején jelennek
meg a tumorsejtben. Noha a kemoimmunoterapia mellett kialakuldé RS
genetikai hatterérdl szamos ismerettel rendelkeziink, az ibrutinib- €s
venetoclaxterapia talajan  kialakulo  transzformacido  kevéssé
karakterizalt ilyen szempontbol. Munkank soran ezen beteganyag
genetikai vizsgalatat végeztiik el szamos metodika alkalmazéaséaval.



CELKITUZESEK

Az ibrutinib hatasara végbemend szubklonalis evolicio vizsgalata
sajat tervezésii génpanellel CLL-es betegekben.

Az ibrutinibrezisztencia hatterében all6 molekularis
mechanizmusok feltarasa.

Az ibrutinibrezisztencia kialakuldsat eldre jelzo, érzékeny
vizsgélati modszer beallitasa.

Az ibrutinib- vagy venetoclax-kezelt CLL-es betegek Richter-

cres

entitas kozotti klonalis kapcsoltsag feltarasa.

Az ibrutinib- vagy venetoclax-kezelt CLL-es betegek Richter-

s

entitas kozotti klonalis kapcsoltsag feltarasa.

Térbeli heterogenitas szerepének vizsgalata ibrutinibkezelt CLL
rezisztenciajaban €s progresszidjaban.



3. MODSZEREK

Ibrutinib-indukalt klonalis evolucio vizsgalata

Betegmintak

Az ibrutinib hatdsara végbemend klonalis evolucio
vizsgalatahoz 20 beteg (8 nd és 12 férfi) ibrutinibkezelés elotti és alatti
mintait hasznaltuk fel, a betegek median életkora 63 ¢év volt
(intervallum: 50-85 év). Az ibrutinibkezelést megel6zéen a betegek
median 2 (intervallum: 1-5) kezelési vonalban részestiltek. A kezelést
megel6z06, valamint ibrutinibkezelés tartama alatt gy(ijtott periférias
vérmintakbol mononuklearis sejtfrakciot szeparaltunk, majd a
szeparalt frakciobol DNS-t izolaltunk. Az IGHV gén mutacios
statuszat a ,,European Research Initiative on CLL” (ERIC) ajanlasai
alapjan hataroztuk meg Sanger-szekvenalassal, mig a CLL-ben
gyakran el6fordulo citogenetikai aberraciok (13q, 11q és 17p delécid,
valamint 12-es triszomia) vizsgalatat interfazis fluoreszcens in situ
hibridizacioval (iFISH) végeztiik. Negativ kontrollként 6t egészséges
onkéntes periférias vérébdl szarmazo mononuklearis sejtekbdl izolalt
DNS-t hasznaltunk.

Uj generdciés szekvendlds

A CLL esetek legalabb 2%-aban mutaciot hordozé harminc
gén relevans régidinak ultramély, célzott Gjraszekvenalasat egyedi
tervezésli génpanel segitségével végeztiik, TruSeq Custom Amplicon
Low Input Kit (Illumina, San Diego, Kalifornia, Egyesiilt Allamok)
konyvtarkészitd reagenssel. A 150 bp paired-end szekvenalast
ekvimolaris poolozast kovetéen HiSeq 4000, valamint MiSeq
(Mumina) késziilékekkel végeztiik. A nyert varians allélfrekvencia
(VAF) adatokat az dramldsi citometria sordn nyert CLL sejtaranyra
normalizaltuk. Az NGS analizis idején a betegek 22,5 honap median
kovetési idovel (intervallum: 3-34 honap) rendelkeztek.

Bioinformatikai analizis

A szekvenalas soran nyert readeket a BaseSpace Sequence
Hub (lllumina) BWA v0.7.13 szoftverével illesztettik a
referenciagenomhoz (Homo sapiens GRCh37).



A BAM kimeneti fajlok valogatasat és indexalasat a SAMtools v1.7
és a GATK v4.0 programokkal végeztink, a szisztematikus
szekvenalasi hibdk felismerése és javitasa céljabol pedig a GATK
Base Quality Score Recalibration-t alkalmaztuk. Az egypontos
nukleotid variansok (,,single nucleotide variant”, SNV), valamint
inzerciok és delécidok (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 utobbi szoftver
naprakész informaciokat szolgaltatott az azonositott mutaciok klinikai
jelentdségérél a COSMIC, avSNP és CLINVAR adatbazisokban
torténd keresés révén. A TP53 gén kddolo €s splice site mutacidinak
annotalasat a TP53-specifikus Seshat és IARC adatbazisokkal
végeztilk. A nyers szekvendldsi adatok megtalalhatok a European
Nucleotide Archive adatbdzisaban (https://www.ebi.ac.uk/ena,
Primary  Accession: PRJEB32120, Secondary  Accession:
ERP114759).

Az azonositott szomatikus mutdciok validalasa

A 20%-ot elérd, vagy meghaladoé varians allélfrekvenciaval
(VAF) azonositott mutaciok mindegyikét sikeresen validaltuk
egyedileg tervezett, jelolt oligonukleotidokkal végzett kétiranyu
Sanger szekvenaldssal. A szekvenciaanalizist ABI 3500 Genetic
Analyzer (Thermo Fisher Scientific) segitségével, a kapott
szekvenciak kiértékelését Sequencing Analysis SeqA6 (Thermo
Fisher Scientific) programmal végeztik. A BTK C481S és PLCG2
D993H mutaciokat droplet digitalis PCR-rel (ddPCR) validaltuk,
lokuszspecifikus mutdns és vad tipusi targetekre tervezett
fluoreszcens probakkal (BTK C481S — dHsaMDS802598840, PLCG2
D993H - dHsaMDS815970714), QX200 ddPCR System (Bio-Rad,
Hercules, Kalifornia, Egyesiilt Allamok) segitségével. Az értékelés
Bio-Rad QuantaSoft szoftverrel tortént, a BTK és PLCG2 mutaciok
VAF-ja a mutans DNS-molekulat hordozé dropletek (a), illetve a
mutans (a) plusz vad tipusu (b) DNS-molekulat hordozé dropletek
hanyadosaként szamithatd ki [VAF=a/(a+b)], a modszer atlagos
szenzitivitasa 0,01%.



Ibrutinib/venetoclax-kezelt CLL-es betegek Richter-
transzformaciojanak vizsgalata

Betegmintak

Ibrutinib-  vagy  venetoclaxkezelés  alatt  Richter-
transzformacion atesett hat CLL/SLL-es beteg szekvencidlis mintait
vizsgaltuk, egy kivétellel (B4) az dsszes betegbol rendelkeztiink CLL
¢és RS mintakkal is. A betegpopulacio egy nébol és 6t férfibol allt, a
median életkor a CLL diagnodzisa idején 58 évnek bizonyult
(intervallum: 38-75 év), a median kovetési id6 109,5 honap volt
(intervallum: 53-355 honap). A RT minden esetben célzott terapia
soran alakult ki, négy betegnél ibrutinib alatt, egy-egy betegnél pedig
venetoclax monoterapia, illetve ibrutinib + venetoclax kombinacios
terapia alatt. Az ibrutinibterapia bevezetésétdl a RT-ig median 20
hoénap telt el (intervallum: 2-24 hénap), venetoclax esetén ez az
idétartam 8,5 honapnak (intervallum: 5-12 hénap) adodott. A
transzformaciot kovetd median talélés 1,5 honapnak bizonyult
(intervallum: 0-29 hénap).

Modszerek

A célzott terapiak alkalmazasa soran bekovetkezd Richter-
transzformacié morfologiai és immunhisztokémiai vizsgalatat
formalin-fixalt, paraffinba agyazott (,,formalin-fixed, paraffin-
embedded”, FFPE) szovetmintakon végeztik. A CLL-mintdk
vizsgalatahoz a periférias vérbol vagy csontveld-aspiratumbol CD19+
limfocitdkat szeparaltunk EasySep™ Human CD19 Positive Selection
Kit Il (StemCell Technologies, Vancouver, Kanada) segitségével. A
DNS-izolalass a  szeparalt  CDI9+  sejtekbdl AllPrep
DNA/RNA/mMIRNA Universal Kit (Qiagen), mig az Richter-
transzformalt FFPE mintakbol QlAamp DNA FFPE Tissue Kit
(Qiagen) segitségével tortént. A DNS-koncentracid fluorimetrias
meghatarozasat kovetéen IGHV-IGHD-IGHJ szekvenalast és a TP53
gén 01j generacios szekvenalasat végeztikk el. Tovabba, a CLL-ben
relevans visszatérd citogenetikai aberraciok és egyes pontmutaciok
vizsgalatat multiplex ligacio-dependens szondaamplifikacioval
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(“multiplex ligation-dependent probe amplification”, MLPA)
végeztik, mig az ibrutinib- és venetoclax-rezisztencidt okozo
mutédciokat ddPCR eljarassal azonositottuk. Az IGHV-IGHD-IGHJ
atrendez6dést a ,,European Research Initiative on CLL” (ERIC)
ajanlasai alapjan hataroztuk meg, az immunoinformatikai analizist az
IMGT V-QUEST és az ARResT/AssignSubsets szoftverekkel
szekvenalasahoz a SureMASTR TP53 kittel (Agilent, Santa Clara,
Kalifornia, Egyesiilt Allamok) preparaltunk konyvtarakat, majd
MiSeq (Illumina) késziiléken szekvenaltunk 10000x atlagos
lefedettséggel. A TP53 variansok patogenitisat 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
ligaciot és amplifikaciot kovetden fragmensanalizist végeztiink
ABI3500 Genetic Analyzer szekvenatorral (Thermo Fisher
Scientific). Az eredmények kiértékelése a Coffalyser.Net (MRC-
Holland) szoftverrel tortént. A rezisztenciamutaciok azonositasat
ddPCR modszerrel végeztiik, a BTK C481S, valamint a BCL2 G101V
és DI103Y mutaciokra specifikus, illetve vad tipusi 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.

Etikai vonatkozasok

Kutatasainkat a résztvevd betegek irdsos, tajékozott
beleegyezését kovetden, a Helsinki Nyilatkozattal dsszhangban, a
Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsag etikai engedélyei (45371-
2/2016/EKU és 14383-2/2017/EKU) birtokaban végeztiik.


https://p53.fr/tp53-database/seshat

4. EREDMENYEK

Ibrutinib-indukalt klonalis evolicio vizsgalata

Az ultramély NGS soran a husz beteg parositott mintaiban
Osszesen 211 szomatikus varianst azonositottunk, atlagosan 7500x
lefedettséggel, amelyek betegenként eltérd, egyedi mutacios
mintazatot mutattak. A leggyakrabban mutaciot hordozé gének a
TP53 (65%), az ATM (70%), valamint a NOTCH1 (70%) voltak. Az
azonositott variansok tobbsége szubklonalisnak bizonyult, 10% alatti
varidns allélfrekvenciaval. Jelentds szubklonalis heterogenitas volt
megfigyelhetd a vizsgalt betegcsoportban, betegenként atlagosan 6t
mutéciot (intervallum: 0-19) azonositottunk, amelyek atlagosan négy
gént (intervallum: 0-18) érintettek. Konvergens mutacidevolucio
(,,convergent mutation evolution”, CME), azaz egy génben tobbszoros
mutacio jelenléte volt megfigyelheté a betegek felében és a vizsgalt
gének 40%-aban, génenként 2-4 mutacioval. Ibrutinibrezisztenciaért
bizonyitottan  feleléss = BTK  vagy PLCG2  mutacidkat
az esetek 40%-aban (8/20), illetve 5%-aban (1/20) azonositottunk,
tovabba, kizardlag a kezelés soran vett mintakban mutattunk ki
rezisztenciamutaciot. BTK ¢s PLCG2 mutacio6 egyiittes eléfordulasat
két betegben figyeltik meg. A kanonikus BTK C481S és PLCG2
D993H mutacids forropontokon kiviil négy, korabban le nem irt BTK
mutacidt (az érintett aminosavak: R28, G164, R490, Q516) és harom
PLCG2 mutaciot (az érintett aminosavak: F82, R694, S1192)
azonositottunk 0sszesen négy betegben.

A nagy szamban jelenlévé TP53 mutaciok eltéré klonalis
dinamikaval fordultak elé a vizsgalt betegcsoportban. Tovabba, a
TP53 és BTK mutaciok alternaldé dinamikaja a mindkét eltérést
hordoz6 esetek tilnyomo tobbségében eléfordult, azaz mikdzben az
ibrutinib evollicios nyomasara kialakult a rezisztenciaért felelés BTK
mutacio, a kezelés el6tt jelenlévé TP53 mutacioé eliminalodott, illetve
VAF-ja lecsokkent. A kanonikus BTK mutaciot nem hordozo
esetekben vizsgalva a TP53 mutaciok klonalis dinamikajat, az
idetartozo Osszes beteg (8/20) TP53 mutacidja perzisztalt, vagy
expandalt az ibrutinibkezelés soran.
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A BTK, valamint PLCG2 rezisztenciamutaciokat hordozo
betegek  sorozatmintait retrospektiven vizsgilva a 0,01%
érzékenységii ddPCR-rel, a rezisztenciamutaciok atlagosan 10,5
hénappal (intervallum: 7-15 hénap) a klinikai relapszust megel6zéen
jelentek meg, alacsony, de kimutathat6 VAF-fal.
A BTK mutacidk korai megjelenése tehat progressziv korlefolyast
vetit elére, és a korai detektalas alkalmat biztosit az idében torténd
terapiamodositasra.

Az NGS-tanulmany soran vizsgalt B10-es beteg részletes
korlefolyasat és a célzott terapiak hatasara kialakuld térbeli
heterogenitast ¢és klonalis evoliciét munkacsoportunk kiilon
kozleményben ismertette. A relabald/refrakter korlefolyasu, majd
Richter-transzformalt CLL-es betegnek az ibrutinibkezelés 21.
hénapjaban, a relapszus idején vett periférias vérmintajabol Sanger-
szekvenalassal BTK C481S mutdcié igazolddott, mikdzben a
nyirokcsoméo-mintaban a PLCG2 D993H rezisztenciamutaciot
azonositottuk, BTK negativitas mellett. Az azonositott térbeli
heterogenitis pontosabb vizsgalatat elvégeztiik NGS-sel, amely a
Sanger szekvenalassal kapott eredményeket megerdsitette, illetve
minor klonként, 5,8%-0s VAF-fal a nyirokcsomo-mintdban is igazolt
BTK C481S mutaciot, és 0,2%-0s VAF-fal a periférias vérben PLCG2
D993H mutaciodt. A betegtdl a relapszus idején vett ccfDNS mintaban
ddPCR modszerrel vizsgaltuk a periférids vérben, valamint a
nyirokcsomoéban azonositott ibrutinibrezisztencia-mutaciok jelenlétét,
¢és 1%-0s VAF-fal azonositottuk mindkét anatomiai lokalizacioban.

ABTK és PLCG2 mutaciok idébeli dinamikajanak vizsgalata
céljabol a Bl0-es beteg Osszesen tiz, a kezelés kiilonb6zo
idépontjaiban vett periférias vérmintait vizsgaltuk ddPCR-rel. Mig az
ibrutinibkezelést megel6zden nem detektaltunk rezisztenciamutaciot,
a klinikai progresszid el6tt 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 mutans klonok mérete
folyamatosan novekedett. A relapszust kovetd venetoclaxterapiara a
BTK és PLCG2 mutans klon eltéréen reagalt — mig az elobbi mérete
jelentdsen csokkent, az utobbi expandalt, és a nyirokcsomoban latott
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jelenséghez hasonldan, a vérben is a PLCG2 mutans klon valt a
rezisztencia meghatdrozo6java, és vezetett tovabbi progresszidhoz.

Ibrutinib/venetoclax-kezelt CLL-es betegek Richter-
transzformaciojanak vizsgalata

Az RS diagnozisanak felallitasdhoz kotelezd az érintett
lokalizaciobol —szarmazé minta szovettani vizsgalata, ennek
megfeleléen tanulmanyunkban az Osszes diagnozist két fliggetlen,
tapasztalt hematopatologus allitotta fel. Az esetek fele (3/6, B2, B3 és
B4) DLBCL fenotipustinak bizonyult, neoplasztikus, nagy
proliferacios aktivitassal (az eseteket a DLBCL fenotipus gyakorisaga
miatt nem részletezziik). A DLBCL esetek mellett, harom ritka
morfolégiaju limfémat is azonositottunk, a Bl-es betegben ,,null
fenotipust” high-grade limfomaként, a B5-6s betegben klasszikus
Hodgkin-limféma/non-GC DLBCL atmeneti entitasként, a B6-0s
betegben plazmablasztos limfomaként prezentalédott a Richter-
szindroma.

A CLL ¢és RS mintaparok kozotti klonalis kapcsoltsag
(azonos atrendezdédést mutatdo IGHV-D-J gének), az IGHV mutacios
statusz, valamint a sztereotip BCR jelenléte kiemelkedd
prognosztikus jelentéséggel bir RS-ben, ezért betegcsoportunkban
elvégeztik ezek vizsgalatat, valamint Osszevetettiik a klinikai
adatokkal. Az IGHV-D-J génatrendez6dés vizsgalata 4/6 mintapar
mindkét tagjaban sikeres eredménnyel zarult, két betegnél csak az
egyik fazisu minta adott értékelhetd eredményt (B4 betegb6l csak RS
mintaval rendelkeztliink, mig a B6 betegbdl csupan a CLL minta
analizise bizonyult sikeresnek). A sikeres eredményt adé mintaparok
mindegyike klondlisan kapcsoltnak bizonyult, azonos atrendezddést
mutaté génekkel, valamint azonos IGHV mutacios 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 mintdk egy kivétellel IGHV-U statuszinak
bizonyultak.
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A TP53 gént érintd aberraciok az Osszes betegben
el6fordultak, noha az egyes esetek kiilonbdztek egymastol az eltérés
tipusaban (17p deléci6 és/vagy TP53 mutacio), valamint abban, hogy
a defektus CLL, vagy RS fazisban volt-e jelen. A masodik és
harmadik leggyakoribb kromoszdéma-aberracioknak a 13q delécid
(3/6 beteg), valamint a 12-es triszomia (2/6 beteg) bizonyult. A
citogenetikai eltérések a B2 beteg biallélikus 2p ¢és 13q nyerése
kivételével monoallélikusak voltak. A legtobb aberraciot
a B2 beteg hordozta (hat eltérést a CLL, mig tizet az RS fazisban), a
kimutatott komplex kariotipus és genomikai instabilitas hozzajarult a
leukémidhoz hasonld klinikai képpel és korlefolyassal jart. A
transzformaciora hajlamosito 9p21.3 deléciot (CDKN2A/B vesztés) is
egyedil a B2 beteg hordozta, az eltérést mindkét mintajaban
azonositottuk.

A rezisztenciamutaciok elsésorban a CLL progresszidjaban,
és nem a transzformacio soran birnak patogenetikai szereppel. A BTK
C481S mutacio jelenlétét az ibrutinibkezelt betegek mintaparjaiban,
mig a BCL2 G101V és DI103Y rezisztenciamutaciok jelenlétét a
venetoclaxkezelt betegek kdrében vizsgaltuk. Rezisztenciamutaciokat
egy betegnél sem azonositottunk a célzott terapia bevezetése el6tt. A
B4 beteg BTK C481S mutaciojat 22 honappal az ibrutinibkezelés
bevezetését  kovetben  mutattuk ki, 0,21%-0s  VAF-fal.
A B2 beteg negyven hdnappal az ibrutinibterapia bevezetését
kovetden progredialt, ekkor 11,9%-0s VAF-fal detektaltuk BTK
C481S mutacigjat. A  progressziot kovetéen 12  hénappal
transzformalt, ezt megel6zden rituximab-ibrutinib-venetoclax harmas
kombindcids kezelésben részesiilt. A transzformacié 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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KOVETKEZTETESEK

s

a mutaciok Dbetegenként eltér6 klonalis  dinamikajat
azonositottuk, a  detektalt  varidnsok  haromnegyede
szubklonalisnak bizonyult.

A leggyakrabban mutaciot hordozé gének a NOTCHL, az ATM
és a TP53 voltak.

Ibrutinibkezelés hatasara feldusultak a BIRC3 és SF3B1 gének
mutécioi, mig a BTK és PLCG2 gének rezisztenciamutacioi
kizarélag a poszt-ibrutinib mintdkban jelentek meg, és a CLL
progresszidjaval jartak egyiitt.

A BTK ¢és TP53 mutaciok alternalo klonalis dinamikaval
jellemezhetdk, ibrutinibkezelés hatasara a rezisztenciamutaciok
megjelenésével parhuzamosan eliminalddnak a TP53 mutacioi.

A rezisztenciamutaciok térbeli heterogenitast mutathatnak, és
akar egy évvel a klinikai relapszust megel6z6en mar
kimutathatok  szenzitiv =~ moddszerekkel, igy  tobbféle
lokalizacioban  torténd, rendszeres vizsgalatuk  kritikus
fontossagh a késobbi terdpiavaltdsra valdo felkésziilés
szempontjabol.

Az ibrutinib/venetoclax-kezelt CLL-es betegekben kialakuld
Richter-szindroma tobbségében klonalisan kapcsolt az IGHV-D-
J atrendez6dés alapjan.

A célzott terapiak talajan kialakuld Richter-szindroma esetek

mindegyike hordozott egy vagy tobb, transzformaciora
hajlamosito genetikai eltérést.
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A rezisztenciamutaciok szerepe kevésbé jelentds a Richter-
transzformacioban, mint a CLL progresszidjaban.

Venetoclaxkezelt CLL talajan kialakuldé Richter-szindréméban
azonositottuk tudomasunk szerint elséként a klasszikus BCL2
G101V rezisztenciamutaciot.

A célzott terapiak mellett kialakulé Richter-szindroma
morfologiailag sokszin{i, plazmablasztos limfomat, ,null
fenotipust” high-grade limféomat és DLBCL/cHL kevert
fenotipusu limfomat is azonositottunk.
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