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RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 

 

 

4-EB-P1:   4E-kötő fehérje 1 

ABC:    aktivált B-sejtes eredet 

AIDS:   szerzett immunhiányos tünetegyüttes 

AKT:    „v-akt murine thymoma viral oncogene homolog” 

ASCT:   autológ őssejt transzplantáció 

ASHM:   aberráns szomatikus hipermutáció 

BCR:    B-sejt receptor 

BTK:    Burton tirozin kináz 

CLL:   krónikus lymphocytás leukémia 

CNA:    kópiaszám eltérés 

CR:    komplett remisszió 

CSF:    cerebrospinális folyadék 

DAB:   3,3’-Diaminobenzidin 

DA-EPOCH: „dose-adjusted” etoposide, vincristine, doxorubicin, 

cyclophosphamide és prednisone 

DA-TEDDI-R:  „dose-adjusted” temozolomide, etoposide, doxorubicin, 

dexamethasone, ibrutinib, rituximab 

DEPTOR:   „DEP domain-containing mTOR-interacting protein” 

DLBCL:   diffúz nagy B-sejtes lymphoma 

DNS:    dezoxiribonukleinsav 

EBV:    Epstein-Barr vírus 

ECOG:  „Eastern Cooperative Oncology Group” 

EFS:    eseménymentes túlélés 

EGF1/2/3:   epidermális növekedési faktor 1/2/3 

ERK:    „extracellular signal-regulated kinase” 

ETT TUKEB:  Egészségügyi Tudományos Tanács Tudományos és Kutatásetikai 

Bizottság 

FDA:  Amerikai Élelmiszer- és Gyógyszerbiztonsági Felügyelet 

FFPE:   formalin-fixált paraffinba ágyazott 
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FISH:    fluorescens in situ hibridizáció 

FL:    follikuláris lymphoma 

GCB:    centrum germinatívum B-sejtes eredet 

GEP:    génexpressziós profil 

HD-MTX:   nagydózisú metotrexát 

HER2:   humán epidermális növekedési faktor receptor 2 

HLA:    humán leukocyta antigén 

IGF:    inzulinszerű növekedési faktor 

IELSG:  „International Extranodal Lymphoma Study Group” 

IMDM:  Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium 

IPI:    nemzetközi prognosztikai index 

KIR:    központi idegrendszer 

KPS:   „Karnofsky Performance Status” 

LDH:    laktát-dehidrogenáz 

LPS:   „linear predictor score” 

LST:    lymphoma subtyping test 

MCL:    köpenysejtes lymphoma 

MFI:   átlagos fluoreszcencia intenzitás 

mLST8:   „mammalian lethal with SEC13 protein 8” 

MRI:    mágneses rezonancia képalkotás 

mRNS:   messenger ribonukleinsav 

mSin1:   „mammalian stress-activated protein kinase interacting protein 1” 

mTOR:   „mammalian target of rapamycin” 

mTORC1:   mTOR- komplex 1 

mTORC2:   mTOR- komplex 2 

NHL:    non-Hodgkin lymphoma 

NGS:    új-generációs szekvenálás 

non-GCB:   nem centrum germinatívum B-sejtes eredet 

ORR:    összválasz arány 

OS:    teljes túlélés 

PASK:   „PAS domain-containing serine/threonine-protein kinase” 

PCNSL:   primer központi idegrendszeri lymphoma 
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PCR:    polimeráz láncreakció 

PD1:    programozott sejthalál fehérje 1 

PDGF:   vérlemezke eredetű növekedési faktor 

PFS:    progressziómentes túlélés 

PI3K:    foszfatidil- inozitol 3 kináz 

PIP2:    foszfatitdil-inozitol-biszfoszfát 

PIP3:    foszfatitdil-inozitol-triszfoszfát 

PRAS40:   „proline-rich AKT substrate of 40 kDa” 

R-CHOP:   rituximab, cylophosphamid, doxorubicin, vincristin, prednisone 

Raptor:   „regulatory-associated protein of mTOR” 

Rheb:    „Ras homolog enriched in brain” 

Rictor:   „Rapamycin insensitive companion of mTOR” 

RSK:    p90 riboszomális S6 kináz 

S6K1:    p70 riboszomális S6 kináz 1 

SCNSL:   szekunder központi idegrendszeri lymphoma 

SNP:    egy nukleotid polimorfizmus 

TLR:    Toll-like receptor 

TSC1/2:   „Tuberous Sclerosis Complex1/2”  

VAF:    variáns allél frekvencia 

VEGF:   vaszkuláris növekedési faktor 

WBRT:   teljes agy besugárzás 

WES:    teljes exom szekvenálás 

WGS:    teljes genom szekvenálás  

WHO:   Egészségügyi Világszervezet 
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I. BEVEZETÉS 

 

1. A központi idegrendszeri lymphomák 

 

A központi idegrendszerben (KIR) megjelenő lymphomák kialakulhatnak 

elsődlegesen az idegrendszerben, ezeket primer központi idegrendszeri lymphomáknak 

(PCNSL) nevezzük, melyek szövettanilag döntően (>95%) diffúz nagy B-sejtes 

lymphomák (DLBCL). Emellett a KIR lymphomák lehetnek különböző extracerebrális 

lymphomák agyi manifesztációi, amelyeket szekunder központi idegrendszeri 

lymphomáknak (SCNSL) nevezünk. 

 

1.1. A primer központi idegrendszeri lymphomák 

 

A primer központi idegrendszeri lymphomák olyan ritka, extranodális non-

Hodgkin lymphomák (NHL), melyek a diagnózis idején csak az agyvelőt, a szemet, a 

gerincvelőt és a lágy agyhártyát érintik. Az Egészségügyi Világszervezet (WHO) 

meghatározása szerint PCNSL esetén a szisztémás érintettség kizárható, továbbá nem 

tartoznak a definícióba a kemény agyhártyát érintő lymphomák, az intravasculáris nagy 

B-sejtes lymphoma és az immundeficienciához kötődő lymphomák sem. A dolgozatban 

a PCNSL kifejezés használata a primer központi idegrendszeri diffúz nagy B-sejtes 

lymphomákat jelöli. A PCNSL már a 2008-as WHO lymphoma osztályozásban is külön 

entitásként szerepelt [1], ami a 2017-es reklasszifikációban sem változott, magába 

foglalva a primer intracerebrális és a primer intraocularis lymphomákat [2].  

 

1.1.1. A primer központi idegrendszeri lymphomák előfordulása és etiológiája 

 

A frissen diagnosztizált KIR daganatok mintegy 3-4%-a, míg a NHL-k 1%-a 

primer központi idegrendszeri lymphoma [3]. A betegség incidenciája 0,47/100 000 

lakos, mely az életkor előrehaladtával nő. A férfi: nő arány 3:2, a diagnóziskor a medián 

életkor 66 év [2, 4]. 

 Már több mint húsz éve ismert, hogy a veleszületett vagy szerzett immunhiányos 

állapotokban nagyobb az agyi lymphomák kialakulásának esélye, és azt is tudjuk, hogy 
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immunszupprimált betegekben különböző vírusok, pl. az Epstein-Barr vírus (EBV), 

fontos szerepet játszanak az agyi lymphomák pathogenezisében [5-8]. Ezzel ellentétben 

az immunkompetens betegekben az EBV-nek nincs kóroki szerepe a PCNSL 

kialakulásában, és más etiológiai tényezők sem ismertek [2, 9]. 

 

1.1.2. A primer központi idegrendszeri lymphomák klinikai képe és diagnózisa 

 

 A betegség klinikai megjelenése változatos, függ attól, hogy az agy mely 

területén lokalizálódik az elváltozás, gyakran figyelhető meg kognitív hanyatlás, 

személyiségváltozás, neurológiai góctünetek és az intracraniális nyomásfokozódás 

tünetei. Oculáris érintettség esetén a betegek látásromlásra és úszó homályokra 

panaszkodnak. Ugyanakkor az esetek felében szemészeti panaszt nem okoz a betegség 

[10]. 

 Az agyi lymphomák 60%-ban supratentoriális elhelyezkedésűek, leggyakrabban 

az agyféltekék (38%), a bazális ganglionok, a thalamus (16%), és a corpus callosum 

(14%) érintettek. Az immunkompetens betegekben 20-40%-ban vannak jelen multiplex 

léziók [11], az extracerebrális disszemináció igen ritka [2].    

 A képalkotó eljárások közül a mágneses rezonancia képalkotás (MRI) a 

legalkalmasabb az elváltozás helyének, és kiterjedésének megítélésében. Ugyanakkor, 

az MRI vizsgálattal talált eltérések nem mindig specifikusak, ezért a legfontosabb a 

sztereotaxiás biopsziás mintavétel elvégzése, és a szövettani diagnózis (lásd 1.1.3. 

fejezet). A biopsziát, amennyiben lehetséges, célszerű a szteroidterápia megkezdése 

előtt elvégezni, hiszen a kezelés hatására igen rövid idő alatt a tumor méretének 

csökkenése, akár eltűnése figyelhető meg, ami megnehezíti, vagy akár lehetetlenné 

teheti a pontos diagnózis felállítását [10]. A cerebrospinális folyadék (CSF) citológiai 

vizsgálata során 2-30%-ban detektálhatók lymphoma sejtek [12, 13], de a citológiával 

negatív esetekben az áramlás cytometriai vizsgálat és az immunglobulin nehéz és 

könnyűláncok klonalitás vizsgálata segítheti a malignus sejtek elkülönítését a reaktív 

lymphocytáktól [13, 14]. Az utóbbi években számos CSF-ból kimutatható potenciális 

biomarkert írtak le, melyek elősegíthetik a diagnózis felállítását, például különböző 

mikroRNS-ek (miR21, miR19b, miR363, miR92) [15], a szolubilis CD19 [16], az 

antithrombin III [17], szabad immunglobulin könnyű láncok [14], az interleukin-10 és a 

CXCL13 [18]. Azonban ezek a biomarkerek napjainkban még nem képezik a rutin 
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diagnosztikai algoritmusok részét.  

 A betegség kiterjedésének pontos megítéléséhez szükséges a CSF citológiai 

vizsgálata, mindkét szem réslámpás vizsgálata, és a gerinc MRI felvétele, ezenfelül a 

szisztémás érintettség kizárásához a mellkas, a hasüreg és a kismedence képalkotó 

vizsgálata. A diagnóziskor PCNSL-nek véleményezett eltérések akár 8%-ában a további 

vizsgálatok során kiderülhet, hogy valójában szisztémás DLBCL agyi 

manifesztációjával, azaz szekunder központi idegrendszeri lymphomával állunk 

szemben [19]. 

 

1.1.3. A primer központi idegrendszeri lymphomák szövettani képe és 

immunfenotípusa 
 

Az intraparenchymális lymphomák általában diffúz növekedési mintázatot 

mutatnak. A tumorsejtek leginkább perivasculárisan, gyűrűszerűen helyezkednek el, ami 

legjobban a tumor széli részén figyelhető meg. A tumorsejtek döntően centroblastokra 

emlékeztetnek, körülöttük reaktív T- és B-sejtek, makrofágok, aktivált mikroglia sejtek 

és reaktív astrocyták lehetnek (1. ábra). 

 A frissen felfedezett intracraniális elváltozások esetén gyakran nagy dózisú 

szteroiddal kezdik a kezelést a tünetek enyhítése érdekében. Azonban PCNSL esetén 

szteroidkezelés hatására kiterjedt nekrózis jelenhet meg a tumor területén, amely a 

betegek akár 40-50%-ában lehetetlenné teszi a diagnózist [2]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. ábra. A PCNSL szövettani megjelenése. A diffúz növekedési mintázatot mutató, 

sokszor perivasculárisan (piros nyíl) elhelyezkedő (A. ábra, hematoxilin-eozin festés, 

200x nagyítás) tumorsejtek döntően centroblastokra emlékeztetnek (B. ábra, 

hematoxilin-eozin festés, 600x nagyítás). 
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 A PCNSL tumorsejtjei érett B-sejtek, melyekre a PAX5, CD19, CD20, CD22 és 

CD79a expresszió jellemző. Az IRF4/MUM1 expresszió az esetek közel 90%-ában, 

BCL6 expresszió 60-80%-ában figyelhető meg, tehát a PCNSL esetek jelentős részére 

az aktivált B-sejtes (ABC) fenotípus jellemző, amiről részletesen a 3. fejezetben írunk. 

A központi idegrendszeri lymphomák kevesebb, mint 10%-a expresszálja a CD10 

molekulát, ami főleg a szisztémás DLBCL-re jellemző, ezért a CD10 pozitivitás fel kell, 

hogy vesse extracerebrális DLBCL agyi manifesztációjának a lehetőségét. Gyakori a 

BCL2 expresszió, azonban ez nem mutat összefüggést a t(14;18)(q32;q21) 

transzlokációval [2, 20]. Az esetek mintegy 82%-a fokozott BCL2, erős MYC 

expressziót mutat. Jellemző a nagyfokú mitotikus aktivitás, a Ki67 proliferációs index 

általában >70%, de akár 90%-nál magasabb is lehet. A PCNSL esetek majdnem felében 

a HLA I és II osztály expressziójának hiánya is megfigyelhető [2]. 

 

1.1.4. A primer központi idegrendszeri lymphomák prognózisa és kezelése 

 

 A PCNSL rizikóbecsléséhez két prognosztikai osztályozás áll rendelkezésünkre. 

Az International Extranodal Lymphoma Study Group” (IELSG) 378 immunkompetens 

PCNSL beteggel végzett retrospektív vizsgálata során meghatározott öt független 

prognosztikus faktort, melyek a kor, az ECOG (Eastern Coorperative Oncology Group) 

státusz, a szérum laktát dehidrogenáz (LDH) szint, a CSF fehérje koncentrációja és a 

mélyebb agyi struktúrák érintettsége. Ezek alapján a várható két éves teljes túlélést (OS) 

becsülték meg, az 1. táblázatban foglaltak szerint [21]. A másik prognosztikai 

osztályozás a Memorial Sloan-Kettering Cancer Center modellje, ami a kort és a 

Karnofsky státuszt (KPS) veszi figyelembe, a 2. táblázatban bemutatottaknak 

megfelelően [22]. 
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1. táblázat. Az International Extranodal Lymphoma Study Group 

prognosztikai rendszere [21]  

 
 

 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rövidítések: CSF: cerebro spinal fluid; ECOG PS: Eastern Coorperative 

Oncology Group Performance status; LDH: laktát dehidrogenáz; OS: teljes 

túlélés. 

 

 

 

2. táblázat. A Memorial Sloan-Kettering Cancer Center prognosztikai 

rendszere [22]  

 

Rövidítések: KPS: Karnofsky performance status; OS: teljes túlélés. 

 

 

 

Prognosztikai faktor Kedvező 

tulajdonság (0 

pont) 

Kedvezőtlen 

tulajdonság 

(1 pont)  

Életkor <60 év > 60 év 

ECOG PS 0-1 >1 

Szérum LDH szint Normál Emelkedett 

CSF fehérje koncentráció Normál Emelkedett 

Mélyebb agyi struktúrák érintettsége Nem Igen 

  Pontok 

2 éves OS 

(%) 

  0-1  80 

  2-3 48 

  4-5 15 

Osztály Medián OS 

(év) 

Medián kudarcmentes 

túlélés (év) 

1 (kor ≤ 50 év) 8,5 2,0 

2 (kor > 50 év + KPS ≥ 70) 3,2 1,8 

3 (kor > 50 év + KPS (<70) 1,1 0,6 
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Az utóbbi években intenzív kutatások folytak a PCNSL molekuláris hátterének 

megismerése érdekében. Annak ellenére, hogy egyre bővültek az ismereteink a PCNSL 

pathogeneziséről, a betegség kezeléséről a mai napig nincs konszenzus. Összességében 

a frissen felfedezett PCNSL-ben szenvedő betegek kezelése kemoterápiás indukcióval 

kezdődik, melynek a célja a komplett radiológiai válasz (CR) elérése. Ezt követi a 

konszolidációs terápia, ami a reziduális betegség eliminálását, a hosszabb remissziót és 

a túlélés növelését célozza [23].  

Az 1980-as évek elején a PCNSL első választandó kezelése a teljes agy 

besugárzás (WBRT) volt. Az agyi lymphomák sugárérzékenysége miatt, a WBRT-vel jó 

korai választ értek el, az összválaszarány (ORR) 50% volt, ugyanakkor a kezelést 

követően a betegek hamar relabáltak, a medián OS mindössze 10-18 hónapnak adódott. 

Emellett főleg az idősebb betegekben gyakran figyeltek meg késői neurotoxicitást [10]. 

Ezen szempontok miatt, a frissen diagnosztizált PCNSL kezelésében önmagában a 

WBRT már nem szerepel [23].  

Az WBRT-t háttérbe szorította a nagydózisú (3,5-8 g/m
2
) metotrexát (HD-MTX) 

indukciós kezelés. A HD-MTX monoterápia esetén a medián progressziómentes túlélés 

(PFS) 12,8 hónap, míg az OS 55 hónap [24]. Még kedvezőbb eredmények érhetőek el 

kombinációs kezelésekkel. Számos gyógyszert próbáltak már kombinálni MTX-tal 

különböző klinikai vizsgálatokban, pl. a temozolomidot, a rituximabot, a cytarabint, a 

thiotepát, a vincristint, az etoposidot, és a procarbazinet [25-27]. Egy multicentrikus 

fázis II-es vizsgálatban a HD-MTX és a cytarabin kombinációjával javult a CR (46% vs. 

18%), a 3 éves PFS (38% vs. 21%) és a 3 éves OS (46% vs. 32%), a HD-MTX 

monoterápiához képest [26]. Egy frissebb randomizált fázis II-es vizsgálatban a HD-

MTX-cytarabin kombináció hatékonyságát hasonlították össze a HD-MTX-cytarabin-

thiotepa-rituximab, úgynevezett MATRix protokoll, négyes kombinációval. A MATRix 

protokoll alkalmazásával mind a CR (49% vs. 23%), a 2 éves PFS (61% vs. 36%) és a 2 

éves OS (69% vs. 42%) is javulást mutatott [25].  

Az indukciós kezelést követő konszolidáló kezelésként szóba jön a WBRT, és az 

autológ őssejt transzplantáció (ASCT) [27, 28]. Az ASCT főként fiatalabb (<60 év), jó 

általános állapotú betegek esetén javasolt, alkalmazása során ritkábban figyelhető meg a 

késői neurotoxicitás [23, 29].  

 Az utóbbi években a terápiás modalitások fejlődésének köszönhetően jelentősen 
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javult a PCNSL betegek túlélése, míg a 70-es években az 50 év alatti betegek medián 

összetúlélése 35,5 hónap volt, addig a 2000-es évekre ez 134 hónapra nőtt. Szintén 

javult ebben az időszakban az 50-69 év közötti betegek túlélése (medián OS 8 hónap vs. 

25 hónap), azonban a 70 év feletti betegek túlélése nem változott az elmúlt négy 

évtizedben [30]. Ezen terápiás sikerek ellenére a túlélés még mindig nem éri el a 

rituximabbal kezelt, komplett remissziót elérő szisztémás DLBCL-ben szenvedő 

betegek túlélését (medián OS 15 év) [31].   

 Tekintve, hogy a PCNSL kezelése még napjainkban is jelentős kihívás, számos 

klinikai vizsgálat folyik új, célzott terápiák bevezetésére. Az elmúlt évek során 

különböző klinikai vizsgálatokba vonták be, többek között az immunellenőrzőpont gátló 

pembrolizumabot és nivolumabot, az immunmoduláló lenalidomidot, a Bruton tirozin 

kináz gátló ibrutinibet, az mTOR gátlószer temsirolimust, és a folsav antimetabolit 

pemetrexedet (2. ábra).  

Az utóbbi években az immunonkológia ugrásszerű fejlődését figyelhettük meg. 

Az ún. immun-checkpoint gátlás mára valós terápiás lehetőség számos malignitás esetén. 

A programozott sejthalál 1 fehérje (PD-1) gátlószereket az amerikai Élelmiszer- és 

Gyógyszer Engedélyeztetési Hivatal (FDA) engedélyezte 2014-ben előrehaladott 

melanoma, majd 2015-ben áttétes, a platina alapú kemoterápiára rezisztens nem 

kissejtes tüdő daganatok kezelésére is [32]. Klinikai vizsgálatban a PD-1 gátló 

nivolumabot 4 relabált/refrakter PCNSL-es beteg kapta, a terápia során minden betegnél 

megfigyeltek radiológiai választ, és a PFS 14-17 hónap volt [33]. Jelenleg is folynak 

további fázis II vizsgálatok a PD-1 gátló nivolumabbal és pembrolizumabbal 

(NCT02857426 és NCT02779101) PCNSL-ben. Egy másik ígéretes szer az 

antiproliferatív aktivitású lenalidomide, amely hatására egy fázis I vizsgálatban 

(NCT01542918) 13 beteg közül 8-nál figyeltek meg radiológiai választ, akik közül 4 

beteg volt CR-ben több mint 9 hónapig, és 2 beteg maradt majdnem 2 évig remisszóban 

[34]. Egy fázis I vizsgálatban 20 központi idegrendszeri lymphomás (13 PCNSL, 7 

SCNSL) beteg részeült az irreverzibilis Bruton tirozin kináz (BTK) gátló ibrutinib 

monoterápiában. A PCNSL betegek 77%-ában figyeltek meg klinikai választ, és 5 

betegnél értek el CR-t. A medián PFS 4,5 hónap, míg az OS 15 hónap volt [35]. Egy 

másik fázis I vizsgálatban az ibrutinibet először két hétig monoterápiában, amely során 

a 18 beteg 94%-ának volt radiológiai válasza. Ezt követően az ibrutinibet kiegészítették 
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temozolomiddal, etoposiddal, doxorubicinnal, dexamethasonnal és rituximabbal (DA-

TEDDI-R). A vizsgálatban 13 relabált/refrakter PCNSL beteg és 5 korábban még 

kezelésben nem részesült beteg vett részt. A 13 relabált/refrakter beteg esetén a medián 

PFS 15,3 hónap volt és 1 év alatt a medián OS-t nem érték el, a betegek 51,3%-a volt 

életben [36]. Az mTOR (mammalian target of rapamycin) inhibitor temsirolimus hatását 

egy fázis II vizsgálatban tanulmányozták, ahol az ORR 54% volt. A relatíve magas 

válaszarány alapján feltételezték, hogy az mTOR útvonalnak szerepe lehet a PCNSL 

pathogenezisében, azonban a medián PFS és OS igen rövid, csupán 2,1 hónap és 3,7 

hónap volt, melynek hátterében akár gyógyszer rezisztencia kialakulása is állhat [37]. A 

metotrexáthoz hasonló, folsav antimetabolit hatású pemetrexed alkalmazása esetén egy 

vizsgálatban, relabált betegekben, a radiológiai válaszarány 58,8% volt, míg a medián 

túlélés 7,8 hónap [38]. Emellett idős betegek kezdeti terápiájaként is megfelelőnek 

bizonyult, a betegek a gyógyszert jól tolerálták, és a medián OS 19,5 hónap volt. A 

vizsgálat során neurotoxicitás, vagy kezeléshez köthető halálozás nem volt [39]. A HD-

MTX alapú kezdeti terápiát követően, relabált betegek esetében is hatásos volt a 

pemetrexed-rituximab kombináció egy klinikai vizsgálatban [40]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. ábra. A PCNSL kezelésében alkalmazott új, célzott terápiás 

szerek és az általuk gátolt útvonalak. Rövidítések: BCR: B-sejt 

receptor; TLR: Toll- like receptor; PDL1: programozott sejthalál 

ligand 1. 
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A fenti eredmények jelzik, hogy a különböző célzott terápiák alkalmazásával 

sem történt terápiás áttörés a betegség kezelésében. A PCNSL pontos molekuláris 

hátterének megismerésével esély mutatkozna a személyre szabott terápia bevezetésére, 

mely ebben a ritka és agresszív lymphomában szenvedő betegek túlélését és 

életminőségét jelentősen javíthatná [23]. 

 

1.2. A szekunder központi idegrendszeri lymphoma 

 

Gyakorlatilag bármely nodális vagy extranodális lymphomának lehet másodlagos 

agyi manifesztációja, azonban az egyes lymphoma entitások esetében eltérő 

gyakorisággal. Míg az indolens lymphomák, például a folliculáris lymphoma (FL) vagy 

a köpenysejtes lymphoma (MCL) esetén ritkán alakul ki [41], addig a központi 

idegrendszeri profilaxisban nem részesülő agresszív lymphomában szenvedő betegek 

5%-ában figyelhető meg [42]. Burkitt lymphomában és lymphoblastos lymphomában 

idegrendszeri érintettség akár az esetek 5-10%-ában is kialakulhat [43, 44]. A 

szisztémás diffúz nagy B-sejtes lymphomák agyi manifesztációja a betegség 

diagnózisakor igen ritka, az incidenciája 1% körüli. Azonban a kezelést követően 

relabáló betegek egy részénél már megfigyelhető a központi idegrendszeri érintettség is. 

A DLBCL-ek relapszusa általában a diagnózistól számított első 2 évben következik be, 

míg a KIR manifesztáció kialakulásához kevesebb, mint medián 1 év szükséges. A KIR 

érintettsége esetén a medián OS mindössze 2-5 hónap. Az idegrendszeri manifesztáció 

profliaxisára intratekális vagy intravénás metotrexát alkalmazható, azonban ezt a 

megelőző kezelést csak a magas rizikójú betegek esetében alkalmazzák [45].  
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2. A diffúz nagy B-sejtes lymphomák jellemzése   

 

 A DLBCL közepes vagy nagyméretű B-lymphocyták neopláziája, melyre diffúz 

növekedési mintázat jellemző. A fejlett országokban a DLBCL-ek a NHL-k 25-30%-át 

teszik ki, míg a fejlődő országokban ennél is nagyobb a prevalenciája. Döntően az 

időskor betegsége, a medián életkor 70 év felett van, azonban gyerekekben és 

fiatalokban is előfordulhat.  

A betegség etiológiája nem ismert, általában de novo jelenik meg, azonban 

kevésbé agresszív lymphomák pl. krónikus lymphocytás leukémia (CLL), follikuláris 

lymphoma, vagy köpenysejtes lymphoma transzformációja során is kialakulhat ún. 

szekunder DLBCL formájában. Az immunszupprimált betegek gyakrabban érintettek, 

ezekben az esetekben az EBV-nek fontos szerepe van a kórkép pathogenezisében. Az 

immunkompetens betegekben EBV infekció mindössze 3-10%-ban figyelhető meg.  

A DLBCL lehet nodális (60%) vagy extranodális (40%) lokalizációjú. A 

leggyakoribb extranodális lokalizáció a gasztrointesztinális traktus (gyomor és 

ileocoecalis régió), ezen kívül megjelenhetnek a csontokban, a herékben, a lépben, a 

Waldeyer gyűrűben, a nyálmirigyekben, a pajzsmirigyben, májban, vesékben vagy akár 

a mellékvesékben. A veséket vagy a mellékveséket érintő esetekben gyakrabban 

figyelhető meg másodlagos agyi manifesztáció. A betegek rendszerint tünetmentesek, de 

B tünetek jelentkezhetnek. A klinikai megjelenését általában rapidan növekvő 

tumormassza jellemzi, a tünetek függenek a lymphoma lokalizációjától. Szövettani 

vizsgálattal DLBCL-ben a közepes, vagy nagyméretű lymphoid sejtek diffúz 

proliferációja figyelhető meg. Három gyakori morfológiai variáns ismert: a DLBCL 

centroblastos, immunoblastos és anaplasztikus megjelenésű lehet. Ezen kívül számos 

ritka morfológiai variáns is ismert [2].  

A neoplasztikus sejtek általában pan B-sejt markereket (CD19, CD20, CD22, 

CD79a és PAX5) hordoznak, de egyes markerek vesztése is megfigyelhető. Felszíni 

vagy cytoplazmatikus immunglobilin az esetek 50-75%-ában detektálható. A CD10, a 

BCL6, a MUM1, FOXP1, GCET1 és LMO2 expresszió alapján centrum germinatívum 

(GC) és nem centrum germinatívum eredetű szubtípust különböztethetünk meg, melyről 

részletesebben a 3. fejezetben írunk. Emellett magas Ki67 prolifereációs index jellemző, 
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amely általában több mint 40%, azonban egyes esetekben akár 90%-nál magasabb is 

lehet [2]. 

A DLBCL esetek több mint 50%-ában aberráns szomatikus hipermutáció 

(ASHM) érinti a PIM1, a MYC, a Rho/TTF és a PAX5 géneket [46]. Az új-generációs 

szekvenálás (NGS) megjelenésével a DLBCL mutációanalízise is az érdeklődés 

központjába került. A vizsgálatok során számos jelátviteli útvonal génjeiben 

azonosítottak visszatérő, driver mutációkat, például a tumorszupresszor, TP53; a 

kromatin modifikálásban résztvevő, (ARID1A, MEF2B, MLL2, CREBBP és EP300); a 

BCR, a Toll-like receptor (TLR) és az NF-B útvonal, (CD79B, MYD88, CARD11 és 

TNFAIP3), a RAS útvonal, (KRAS, BRAF; NOTCH2), a WNT jelút (WIF1), és a PI3K 

útvonal (PIK3CD, PIK3R1, MTOR) génjeiben [47-51].   

A várható lefolyás becslésére a különböző klinikai paramétereket vizsgáló 

Nemzetközi Prognosztikus Index (IPI) alkalmas [2]. Napjainkban a DLBCL 

elsővonalbeli kezelésére az úgynevezett R-CHOP protokoll választandó, amely négy 

gyógyszer kombinációjából áll (CHOP- cyclophosphamid, doxorubicin, vincristin, és 

prednison), amelyet kiegészítenek egy CD20 elleni monoklonális antitesttel, a 

rituximabbal. Ezzel a kombinált kemo-immunoterápiával igen jó eredményeket értek el 

DLBCL-ben, az ORR 89%, az 5 éves PFS 72% és az 5 éves OS 80% [52].  
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3. A diffúz nagy B-sejtes lymphomák és a primer központi idegrendszeri 

lymphomák sejteredete 

 

A 2000-es évek elején sikerült azonosítani a DLBCL-ek klinikai 

heterogenitásának hátterében álló molekuláris mechanizmusokat. Alizadeh és 

munkatársai messenger ribodezoxiribonukleinsav (mRNS) mikroarray segítségével 

meghatározták a DLBCL génexpressziós mintázatát (GEP), és ezek alapján két eltérő 

szubtípust különbözettek meg. Az egyik típus a centrum germinatívum B-sejtjeire 

jellemző expressziós mintázatot hordozta, ezeket GC B-sejt szerű DLBCL-nek (GCB) 

nevezzük. A másik csoportban a GC-érésen átesett, plazmablastos differenciáció 

irányába elkötelezett aktivált B-sejtekre jellemző expresszió volt megfigyelhető, melyet 

ABC szerű DLBCL-nek (ABC) hívunk. A GCB típusú DLBCL esetén szignifikánsan 

jobb túlélés volt megfigyelhető, mint az ABC típus esetén. Habár az átlagos öt éves 

túlélés az összes beteg esetén 52% volt, a GCB fenotípusú betegek 76%-a volt életben 

öt év után, míg ABC fenotípus esetén ez csupán 16% volt. [53]. Később további 

vizsgálatok is kedvezőbb túlélést írtak le GCB fenotípus esetén [54, 55].  

Ezen eredmények alapján látható, hogy a prognózis szempontjából fontos a 

sejteredet meghatározása DLBCL-ben. Azonban a mikroarray technika nehezen 

elérhetőnek és költségesnek bizonyult, így az elkövetkező években számos 

immunhisztokémiai (IHC) algoritmust dolgoztak ki különböző munkacsoportok a 

sejteredet egyszerűbb és olcsóbb meghatározásához [56-61]. 

Elsőként Hans és munkatársai mutattak be egy IHC algoritmust 2004-ben, mely 

során a CD10, a BCL6 és a MUM1 fehérjék expresszióját vizsgálták DLBCL-ben (3A. 

ábra). A Hans algoritmus segítségével a rutin diagnosztikában is meghatározhatóvá 

váltak a prognosztikai szempontból fontos szubtípusok [61] Muris és munkatársai a 

CD10 és a MUM1 fehérjék expressziójának meghatározása mellett, az apoptózis 

reguláló BCL2 fehérje expresszója alapján határozták meg a sejteredetet (3B. ábra) [56]. 

A LMO2 fehérjét a normál centrum germitatívum sejtjei és számos GCB eredetű 

lymphoma tumorsejtjei expresszálják [62]. Natkunam és munkatársai úgy találták, hogy 

kizárólag ezen fehérje expresszójának vizsgálatával meghatározható a GCB fenotípus, 

és a LMO2 fehérje expressziója kedvező prognózissal jár együtt (3C. ábra) [57].  

A sejteredet meghatározását Nyman és munkacsoportja az ABC specifikus 
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MUM1 és FOXP1 fehérjék expressziójának vizsgálatával végezték (3D. ábra) [58]. Az 

évek során számos olyan molekulát azonosítottak, melyek specifikusak a centrum 

germinatívum B-sejtjeire, ezért Choi és munkatársai 2009-ben kidolgoztak egy új 

algoritmust, amellyel pontosabban határozható meg a GCB/ABC szubtípus. A GCET1, 

a CD10, a BCL6, a MUM1, és a FOXP1 fehérjék expressziójának vizsgálatával közel 

93%-os egyezés volt megfigyelhető a mikroarray vizsgálatokkal összevetve (3E. ábra) 

[60].  

Átfogó tanulmányukban Meyer és munkatársai 2011-ben összehasonlították a 

korábban ismertetett IHC algoritmusokat, a módosított Hans (3F. ábra) és a Choi 

algoritmusokat (3G. ábra), emellett kidolgoztak egy újabb immunhisztokémiai módszert, 

az úgynevezett Tally algoritmust. A Tally algoritmus a GCB specifikus CD10 és GCET1 

antigéneket, és az ABC specifikus MUM1 és FOXP1 antigéneket vizsgálja (3H. ábra). A 

kiértékelés során minden pozitív festődésre ad egy pontot, majd a fenotípus specifikus 

antigének pontszáma alapján határozza meg a szubtípust. Ha a GCB és az ABC 

specifikus antigének pontszáma egyenlő, akkor vizsgálják az LMO2 antigént: ha a 

tumorsejtek több mint 30%-ában pozitív, akkor GCB a szubtípus, míg ha kevebb mint 

30%, akkor ABC a fenotípus. A különböző IHC algoritmusokkal meghatározott 

fenotípust összevetették a GEP módszerrel azonosítottal. Megállapították, hogy a Tally 

algoritmus eredményei egyeznek meg a legjobban a GEP vizsgálatok eredményeivel 

(93%). Bár a speciális ellenanyagok hozzáférhetőek, a legtöbb immunhisztokémiai 

laboratórium a rutin diagnosztikában nem használja azokat [63].  

Visco és munkatársai leírták a CD10, FOXP1, és BCL6 fehérjék expresszióját 

vizsgáló algoritmusukat (3I. ábra), mely 92,6%-os konkordanciát mutat a GEP vizsgálat 

eredményeivel. ami a legmagasabb egyezés a többi IHC algoritmussal összehasonlítva 

[59].  
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3. ábra. A sejteredet meghatározáshoz használt kilenc leggyakoribb 

immunhisztikémiai algoritmus összefoglalása: Hans (A), Muris (B), Natkunam (C), 

Nyman (D), Choi (E), módosított Hans (F), módosított Choi (G), Tally (H) és Visco (I). 

Minden algoritmus során több fehérje expresszióját vizsgálják, majd a GCB vagy ABC 

specifikus fehérjék expressziójából lehet a sejteredetet meghatározni. Rövidítések: ABC: 

aktivált B-sejtes eredet; GCB: centrum germinítvum B-sejtes eredet; non-GCB: nem 

centrum germinítvum B-sejtes eredet. 

 

Látható, hogy a különböző IHC algoritmusok nem egységesen használják az 

ABC, non-GCB nomenklatúrát, sőt az irodalomban sincs konszenzus ezzel 

kapcsolatban. A dolgozatban általánosságban a centrum germinatívum B-sejtes eredet 

esetén GCB jelölést használjuk a fenotípus meghatározása akár IHC módszerrel, akár 

génexpresszió vizsgálatával történt. Ezzel szemben ABC jelölést használunk, amikor a 

sejteredet génexpressziós vizsgálattal lett meghatározva, míg IHC algoritmus esetén a 

fenotípust non-GCB-nek definiáljuk.  

Coutinho és munkacsoportja összehasonlították a fent ismertetett kilenc IHC 

algoritmust, mely során a különböző módszerekkel meghatározott sejteredet alacsony 

konkordanciát mutatott. Az összes módszer csupán az esetek 4,1%-át sorolta az GCB 

fenotípusba, míg non-GCB fenotípusúnak az esetek 21%-a adódott. A különböző 

algoritmusokat páronként összevetve azt találták, hogy a legrosszabb egyezést a 

többivel a Natkunam algoritmus mutatta. A legerősebb egyezést a Choi és a Visco 

módszerekkel kapott eredmények mutatták. A Hans és a módosított Hans 

algoritmusokkal volt a legmagasabb konkordancia elérhető a többi módszerrel (4. ábra) 

[64].  
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4. ábra. Coutinho és munkacsoportja meghatározták 151 DLBCL esetben a 

sejteredetet kilenc különböző IHC algoritmussal, majd páronként összehasonlították a 

kapott eredményeket. Látható, hogy a Natkunam algoritmussal meghatározott 

sejteredet mutatta a legrosszabb konkordanciát, míg a legkoherensebb eredményeket a 

Visco és a Choi módszerekkel kapták. Összességében a Hans és a módosított Hans 

algoritmussal történő besorolás állt a legközelebb a többi algoritmus eredményeihez 

[64]. Rövidítés: *: módosított.  

 

Ezen eredmények bizonyítják, hogy bár a sejteredet meghatározása igen fontos 

lenne, az IHC módszerek nem bizonyultak megbízhatónak, míg az arany standard GEP 

vizsgálat nehezen elérhető a rutin diagnosztika részére. Ezért nagy szükség volt egy 

olyan módszerre, amely segítségével a GEP vizsgálat pontosságával akár FFPE 

mintákból meghatározható a sejteredet. Scott és munkatársai 2013-ban kidolgoztak egy 

digitális génexpressziós vizsgálatot, az ún. NanoString Lymphoma Subtyping Test-et 

(LST, vagy másnéven Lymph2Cx), ami alkalmas formalin fixált paraffinba ágyazott 

(FFPE) biopsziás minták sejteredetének meghatározására. A NanoString LST assay-vel 

20 gén expressziós profiljának meghatározására van lehetőség. A panelben megtalálható 

gének az 5. ábrán láthatóak. Ezek közül 8 gén overexpressziója figyelhető meg ABC 

fenotípus, és 7 gén overexpressziója jellemző a GCB fenotípus esetén. Ezenkívül a 

génpanelben további 5 gén ún. housekeeping funkciót tölt be. Vizsgálatukba 68 

DLBCL-ben szenvedő beteg mintáját vonták be, majd meghatározták a sejteredetet az 
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arany standard GEP módszerrel friss fagyasztott mintákból [65], valamint FFPE 

mintákból NanoString LST módszerrel és három immunhisztokémiai algoritmussal 

(Hans, Choi és Tally). Az arany standard módszerrel 58 esetben tudták az ABC vagy 

GCB fenotípust biztosan megállapítani, 10 eset úgynevezett „unclassified” (UC) 

csoportba tartozott. A UC csoportba azok az esetek kerültek, ahol a GEP módszerrel 

90%-nál kisebb biztonsággal lehetett az ABC vagy a GCB fenotípust meghatározni [66]. 

A különböző módszerekkel kapott eredményeket összehasonlítva a GEP eredményekkel, 

a NanoString technológia 98%-os, a Tally algoritmus 94%-os, a Hans algoritmus 91%-

os, míg a Choi algoritmus csupán 83%-os konkordanciát mutatott a gold standard GEP 

módszerrel (5. ábra). Összességében, a NanoString technológia segítségével a 

prognosztikailag fontos szubtípusok megbízhatóan meghatározhatók FFPE mintából, 

így ez a módszer akár a rutin diagnosztika részévé is válhat a közeljövőben [67].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. ábra. A NanoString LST assay eredményei (Scott et al.) [67]. A hőtérkép bal szélén 

látható az LST assay-vel vizsgált 20 gén: a felső 8 gén (TNFRSF13B, LIMD1, IRF4, 

CREB3L2, PIM2, CYB5R2, RAB7L1, CCDC50) overexpressziója jellemző ABC 

fenotípusban, míg az alsó 7 gén (MME, SERPINA9, ASB13, MAML3, ITPKB, MYBL1, 

S1PR2) overexpresszióját GCB fenotípus esetén figyelhetjük meg. A középső 5 gén 

(R3HDM1, WDR55, ISY1, UBXN4, TRIM56) housekeeping funkciót tölt be. Az LST 

assay eredményeit összevetették a gold standard génexpressziós vizsgálat, és három 

immunhisztokémiai módszer eredményeivel. A legmagasabb egyezés a gold standard 

módszerhez képest a NanoString LST assay-vel volt megfigyelhető [67]. Rövidítések: 

DLBCL: diffúz nagy B-sejtes lymphoma; IHC: immunhisztokémia; non-GCB: nem 

centrum germinatívum B-sejtes eredet. 
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A két fenotípus között nem csak klinikai lefolyásban van különbség, hanem a 

heterogenitás citogenetikai és molekuláris szinten is megfigyelhető. A GCB fenotípusú 

DLBCL közel 50%-ában detektálható az FL-re is jellemző kromoszóma transzlokáció, a 

t(14;18), mely során a BCL2 és az IGH gének átrendeződése figyelhető meg [68, 69]. 

Szintén gyakori transzlokáció a MYC gént (8q24) érinti, a GCB fenotípusú esetek 

körülbelül 20%-ában [70]. A DLBCL esetek harmadában a 3q27 kromoszóma-régió 

(BCL6 gén lókusza) transzlokációja figyelhető meg, ez a transzlokáció gyakoribb ABC 

fenotípus esetén [71]. A MYC transzlokációt hordozó DLBCL esetek kb. felében BCL2 

és/vagy BCL6 transzlokáció is megfigyelhető, ezek a high-grade lymphomák egy új 

csoportját, az ún. double hit lymphomákat alkotják [2].  

A kópiaszám eltéréseket vizsgálva is megfigyeltek különbségeket a két fenotípus 

között. A 2p16 és a 12q12 kromoszómanyerések, valamint a 10q23 kromoszóma 

deléciója gyakran láthatóak a GCB szubtípusú DLBCL-ben, ezzel szemben ABC 

fenotípusban a 3-as kromoszóma triszómiája, vagy a 3q és 18q21-q22 nyerések, 

valamint 6q21-q22 és 9p21 vesztések jellemzőek [72, 73]. 

Érdekes módon, ABC és GCB fenotípusban eltérő jelátviteli útvonalak szerepe 

igazolódott, ennek megfelelően számos gén esetén eltérő mutációs frekvencia jellemző 

a két fenotípusban. Míg ABC fenotípus esetén főleg az NFB útvonal aktivációja 

figyelhető meg a BCR és a TLR útvonalakon keresztül, így a MYD88, CD79B, KLHL14, 

SIGLEC10, ETV6, PIM1 és TBL1XR1 gének mutációi gyakoribbak. A GCB fenotípusú 

DLBCL-ben pedig a hiszton modifikáció eltérései jellemzőek; mutációkat az EZH2, 

GNA13, BCL2, SGK1, SOCS1, STAT6 és TNFRSF14 gének esetén írtak le [47, 51].   

A molekuláris heterogenitásnak terápiás relevanciája is lehet a közeljövőben: 

számos új terápiás szer közöttük a lenalidomide, a bortezomib és az ibrutinib 

hatékonyabbnak bizonyult ABC fenotípusú DLBCL-ben [74-76]. A lenalidomidot 

relabált/refrakter DLBCL-ben szenvedő betegek kezelésére próbálták, és azt figyelték 

meg, hogy az ORR 8,7% volt a GCB fenotípusú betegekben, míg 52,9%-nak adódott 

non-GCB fenotípus esetén. Ezenkívül a medián PFS is kedvezőbb volt a non-GCB 

esetekben (1,7 vs. 6,2 hónap) [74]. A proteaszóma inhibitor bortezomibot kombinálva a 

DA-EPOCH (dose-adjusted etoposide, vincristine, doxorubicin, cyclophosphamide és 

prednison) kezeléssel szignifikánsan jobb ORR (83% vs. 13%) és medián OS (10,8 

hónap vs. 3,4 hónap) volt megfigyelhető ABC fenotípus esetén a GCB fenotípusú 
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esetekhez képest. Ezek az eredmények azt mutatják, hogy a bortezomib fokozza ABC 

fenotípus esetén a kemoterápiás szerek hatását, azonban ez GCB fenotípus esetén nem 

jellemző [75]. Az irreverzibilis Bruton tirozin kináz gátló ibrutinib is hatékonyabb volt 

ABC fenotípusú betegekben, a GCB fenotípusúakhoz képest (ORR 37% vs. 5%; medián 

OS 10,32 vs 3,35 hónap) [76]. A két szubtípusban szerepet játszó fontosabb jelutakat, 

terápiás célpontokat és gátlószereket a 6. ábra mutatja be.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. ábra. DLBCL pathogenezisében szerepet játszó fő útvonalak a sejteredet szerint és 

az elérhető célzott terápiás szerek. Rövidítések: ABC: aktivált B-sejtes eredet; GCB: 

centrum germinatívum B-sejtes eredet. Sujobert és mtsai. alapján [77] módosítva. 

 

A primer agyi lymphomákban először Montesinos-Rongen és munkatársai 

végeztek GEP vizsgálatot, mely során megállapították, hogy a PCNSL-ben az 

tumorsejtek főleg késői GC B-sejtekből származnak, és az expressziós mintázata 

alapján a PCNSL nagyon hasonlít a szisztémás DLBCL-hez. A PCNSL késői GC B-sejt 

eredetét megerősítették a normál GC és nem-GC sejtek expressziós profiljának 

összehasonlításával, mi szerint a PCNSL sejtek a memória B-sejtekhez állnak közelebb 

[78].  

Az IHC módszereken alapuló sejteredet vizsgálat PCNSL-ben az esetek több mint 

70%-át non-GCB fenotípusba sorolta [20, 35, 79, 80]. A nodális DLBCL-ben ismert, 
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hogy a non-GCB fenotípus rosszabb OS-sel jár, így a PCNSL-re jellemző non-GCB 

típus részben magyarázhatja a szisztémás DLBCL-hez képest látott rosszabb kimenetelt 

[20].  

 Bár Scott és munkatársai tanulmánya alapján tudjuk, hogy a NanoString LST 

technológia alkalmas a sejteredet meghatározására nodális DLBCL-ben FFPE 

mintákból, PCNSL-ben ezt a módszert korábban még nem alkalmazták. 
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4. A primer központi idegrendszeri lymphomák genetikai háttere 

 

A PCNSL pontos pathogenezise még napjainkig sem teljesen tisztázott. Ennek 

hátterében egyrészt az áll, hogy a betegség viszonylag ritka, másrészt korlátozott a 

genetikai vizsgálatokhoz szükséges tumorminta elérhetősége.  

A 2000-es évek elejére már számos NHL-ban leírtak visszatérő kromoszóma 

eltéréseket, pl. a t(14;18) transzlokációt a folliculáris lymphomában, a t(8;14) 

transzlokációt Burkitt-lymphomában, és nodális DLBCL-ben az IG és a BCL6 

lókuszokat érintő transzlokációkat [81]. Felmerült a kérdés, hogy vannak-e PCNSL-ben 

visszatérő kromoszóma eltérések, és ha vannak, akkor jellemzőek-e a szisztémás 

DLBCL-ben megfigyelhető transzlokációk a PCNSL-re is. Azonban a citogenetikai 

vizsgálatokat PCNSL-ben megnehezítette, hogy a sztereotaxiás biopsziás minták mérete 

általában kicsi, valamint az osztódásra képes sejtek száma alacsony. A fluorescens in 

situ hibridizációs (FISH) vizsgálat elterjedésével lehetőség nyílt a PCNSL-ben is a 

citogenetikai mintázat vizsgálatára. Először Montesinos-Rongen és munkatársai 

végzetek FISH vizsgálatot PCNSL-ben. Az esetek 46%-ában töréspontot azonosítottak 

az IGH lókuszban, ami gyakori az extracerebrális B-sejtes lymphomákban is [82]. Míg a 

folliculáris lymphomában, a Burkitt lymphomában és a köpenysejtes lymphomában az 

IGH transzlokációs partnere lehet a MYC, BCL2, vagy az BLC6 [81], addig a 

transzlokációs partnert PCNSL-ben, a minták kis mérete miatt nem sikerült azonosítani 

[82]. Az IGH lókusz eltérései mellett, az esetek 23-38%-ában a BCL6 génben is 

megfigyeltek töréspontokat [82, 83], hasonlóan a szisztémás DLBCL-hez, ahol 30-40%-

ban lehet a BCL6 transzlokációit azonosítani [81]. Néhány évvel később megállapították, 

hogy az estetek 40%-ában a BCL6 transzlokációs partnere az IGH [84]. További gyakori 

kromoszóma eltérésként írták le a PCNSL esetek 45%-ában megfigyelhető del(6)(q22) 

eltérést. Mind a del(6)(q22), mind a BCL6 transzlokációja rosszabb teljes túléléssel jár 

[84]. A PCNSL-re jellemző citogenetikai eltéréseket a szisztémás DLBCL-ben korábban 

azonosítottakkal összehasonlítva elmondható, hogy míg a BCL6 transzlokáció 

előfordulása hasonló a két lymphomában [85], addig PCNSL-ben a del(6)(q22) 

gyakoribb (45% vs. 25%) [72], és az IGH transzlokáció ritkább (13% vs. 45%) [86], 

mint szisztémás DLBCL-ben. 

A 2000-es évek elején leírták az aberráns szomatikus hipermutációt (ASHM), mint 
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a genom instabilitás egyik formáját, mely feltehetően a normál B-sejt érés során 

bekövetkező szomatikus hipermutáció hibás működése. A szisztémás DLBCL-ek több 

mint 50%-ában ASHM érinti a PIM1, a PAX5, a RhoH/TTF, és a c-MYC 

protoonkogéneket [46]. Később ezen protoonkogének ASHM-ját PCNSL-ben is 

megfigyelték [87]. Ezek a gének részt vesznek a B-sejt fejlődésben és differenciációban, 

a proliferáció és az apoptózis szabályozásában, így a mutációk fontos szerepet 

játszhatnak a lymphomagenezisben [87].  

A genetikai instabilitáshoz számos daganattípusban a különböző kópiaszám 

eltérések (CNA) is hozzájárulnak [88, 89]. PCNSL-ben a leggyakoribb (75%) 

kromoszómanyerés a 17p13.3 lókuszt (TMEM93 és P2RX5), és a 22q13.33 lókuszt 

(IL17REL és MLC1) érinti [90]. Emellett visszatérő kromoszómanyerés figyelhető meg 

a 7q, a 11q, a 12q és a 16p kromoszómarégiókban is [90-93].  Kromoszómavesztés 

jellemző a 6p, a 6q, a 8p, a 9p, a 14q és a 22q kromoszómakarokon [90]. Az esetek több 

mint harmadában a 9p21.3 kromoszóma régió (CDKN2A lókusz) deléciója [90-92], míg 

az esetek mintegy felében a 6p21 (HLA gén lókusz) deléciója is kimutatható [92, 93]. A 

sejtciklus szabályozó ciklin-dependens kináz inhibitort kódoló CDKN2A gén 

homozigóta delécióját összefüggésbe hozták rövidebb PFS-sel, és OS-sel [92]. Szintén 

rövidebb volt azon betegek össz-túlélése, akiknél kimutatták a 6q21 (PRDM1) lókusz 

delécióját [91].  

Hatalmas áttörés volt a genomikában az ezredforduló után megjelenő új-

generációs szekvenálás (NGS), melynek segítségével a hagyományos Sanger 

szekvenáláshoz képest gyorsabban és olcsóbban lehet akár teljes genom (WGS) vagy 

teljes exom (WES) szekvenciát meghatározni [94]. Az elmúlt években az NGS 

megjelenésével és fejlődésével lehetővé vált számos szolid daganat [95-99], és 

hematológiai malignitás [48, 49, 100, 101] molekuláris hátterének pontosabb 

megismerése. A PCNSL-ben visszatérő mutációkat írtak le a B-sejt proliferáció és 

differenciáció, a B-sejt receptor (BCR), a Toll-like receptor (TLR), az NF-B útvonal, a 

kromatin modifikáció, a sejtciklus szabályozás és az immunfelismerés génjei között [91, 

102-104].  

Az első kis esetszámú WES vizsgálattal PCNSL-ben visszatérő mutációkat 

találtak a MYD88 (38%) és a TBL1XR1 (14%) génekben, melyek az NF-B útvonalhoz 

tartoznak [92]. Korábban a CARD11 génben azonosított mutációk alapján már felmerült 
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az NF-B útvonal aktivációjának a szerepe PCNSL-ben [105], melyet az új NGS 

eredmények tovább erősítettek.  

A következő években több NGS tanulmány jelent meg, melyekben az NF-B 

útvonal génjeinek (MYD88, CD79B, TBL1XR) mutációi mellett számos különböző 

biológiai folyamatban részt vevő gén eltéréseit leírták, pl. a transzkripció (ETV6, 

IRF2BP2, EBF1, IRF4), a sejtciklus szabályozás (BTG1) és a sejtadhézió (MUC16, 

ACTG1) génjeit [102]. Visszatérő mutációkat találtak továbbá olyan génekben (OZD4, 

CSMD2, CSMD3 és PTPRD), melyek fiziológiásan is szerepet játszanak az 

idegrendszeri differenciációban, ami talán magyarázhatja a betegség idegrendszeri 

tropizmusát [103]. Nodális DLBCL-lel összehasonlítva keresték a PCNSL-re jellemző 

specifikus mutációkat, mely során a TOX és PRKCD gének visszatérő biallélikus 

inaktiválódását figyelték meg PCNSL-ben, ami az extracerebralis DLBCL-ben nem 

azonosítható [91]. Ismert tumorszupresszor gének (ATM, TP53, PTEN) eltéréseit is 

leírták PCNSL-ben [106]. A mutációk klinikai szerepét vizsgálva, az ATM mutációi 

rosszabb eseménymentes túléléssel (EFS), a PTEN eltérései rosszabb OS-sel jártak 

[106], míg a HLA-C gén mutációi esetén rövidebb PFS volt jellemző [107]. Érdekes 

módon egy kutatócsoport, azt találta, hogy a MYD88 mutációt hordozó esetek közel 

harmadában, ugyanaz a mutáció (MYD88 p.L265P), ugyan kisebb mutációs 

frekvenciával, de kimutatható digitális droplet polimeráz láncreakció (ddPCR) 

segítségével a perifériás vérmintákban is [107]. Ez felveti annak a lehetőségét, hogy a 

MYD88 mutáció pozitív ún. „pre-lymphoma” sejtek először az idegrendszeren kívül 

jelennek meg, majd oda belépve további genetikai és epigenetikai eltérések kialakulása 

által elősegítik a tumorgenezist. Bár ezen megfigyelés bizonyításához további 

vizsgálatok szükségesek, összességében felmerül, hogy a MYD88 aktiváció fontos 

kezdeti genetikai eltérés, amely elősegítheti a lymphocyták túlélését a központi 

idegrendszerben [107]. Ezen eredményeken túl, az NGS vizsgálatok a korábban már 

ismert ASHM protoonkogének mellett számos új potenciális ASHM célpontot (KLHL14, 

OSBP10, SUSD2, ETV6, BTG2, DUSP2 és BTG1) azonosítottak [35, 103].  

A PCNSL-ben eddig azonosított fontos jelútvonalak és folyamatok a 7. ábrán 

láthatóak, míg a különböző NGS tanulmányokat a 3. táblázat foglalja össze.  
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7. ábra. A PCNSL esetekben visszatérő mutációk figyelhetők meg a sejtadhézió, a transzkripció, az NF-B útvonal, a sejtciklus 

szabályozás, az idegrendszeri differenciáció és a B-sejt differenciáció génjeiben. Rövidítések: BCR: B-sejt receptor; DNS: 

dezoxiribonukleinsav; TCR: T-sejt receptor.  
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3. táblázat. Az NGS tanulmányok összefoglalása 
 

 

Rövidítések: mtsai: munkatársai; NGS: új-generációs szekvenálás (next-

generation sequencing) WES: teljes exom szekvenálás (whole exome sequencing). 

 

 

 

Study 
Minta 

szám 
Módszer Legfontosabb gének, eltérések Referencia 

Gonzalez-

Aguilar 

és mtsai. 

2012 

 

4 WES 
MYD88 (38%), TBL1XR1 

(14%), PIM1 (3%) 

[92] 

 

Bruno és 

mtsai. 

2014 

9 WES 

MYD88 (38%), CD79B (30%), 

PIM1 (22%), TBL1XR1 (19%), 

ETV6 (16%), IRF4 (14%), 

IRF2BP2 (11%), EBF1 (11%) 

[102] 

Vater és 

mtsai. 

2014 

9 WES 
CD79B (44%), PIM1 (44%), 

ODZ4 (44%), MUC16 (55%), 

MYD88 (33%) 

[103] 

 

Braggio 

és mtsai. 

2015 

10 WES 

MYD88 (79%), CD79B (40%), 

PIM1 (30%), BTG2 (30%), 

CARD11 (30%), GNA13 (20%), 

TNFAIP3 (20%), BRAF (10%) 

[91] 

 

Balint és 

mtsai. 

2016 

19 

célzott 

szekvenálás 

(48 gén) 

KDR (68%), KIT (58%), 

ERBB4 (53%), EGFR (53%), 

FBXW7 (53%) 

[106] 

 

Fukumura 

és mtsai. 

2016 

41 WES PIM1 (100%), BTG2 (93%), 

MYD88 (85%) 
[107] 

 

Grommes 

és mtsai. 

2017 

177 

célzott 

szekvenálás 

(586 gén) 

MYD88 (58%), CD79B (41%), 

PIM1 (56%), BTG2 (36%), 

PRDM1 (27%), TOX (20%), 

IRF4 (17%), MLL2 (28%), 

MSH3 (27%), TBL1XR1 (23%) 

[35] 

Zhou és 

mtsai. 

2018 

22 

célzott 

szekvenálás 

(64 gén) 

PIM1 (77%), MYD88 (63%), 

CD79B (69%) KMT2D (50%) 
[137] 
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A fentiek alapján látható, hogy a PCNSL-re nagyfokú genetikai komplexitás és 

molekuláris heterogenitás jellemző. Az eddigi genetikai vizsgálatok azt mutatták, hogy a 

PCNSL-ben az NF-B, a BCR és a TLR útvonalak aktivációja figyelhető meg. 

Ugyanakkor a legtöbb tanulmány eredményei kis esetszámon alapulnak és a különböző 

tanulmányokban azonosított mutációs gyakoriságok nagy szórást mutatnak [91, 92, 102, 

103, 106]. A daganatok tumorgenezisének pontos feltérképezése lehetővé teheti a 

közeljövőben az újonnan kifejlesztett célzott terápiák személyre szabott alkalmazását. 

Ehhez, és a PCNSL pathogenezisének pontosabb megértéséhez további nagyobb 

mintaszámon történő genetikai vizsgálatok szükségesek. A szomatikus mutációk és 

bizonyos metabolikus útvonalak kapcsolatát vizsgálva Grommes és munkatársai azt 

figyelték meg, hogy a CD79B mutáció jelenléte esetén az mTOR útvonal fokozott 

aktivitása jellemző PCNSL-ben [35], ugyanakkor az mTOR útvonal szerepét a PCNSL 

pathogenezisében ezidáig alig vizsgálták.  
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5. A diffúz nagy B-sejtes lymphomák és a primer központi idegrendszeri 

lymphomák metabolizmusa és energiaháztartása 

 

5.1. Az mTOR útvonal bemutatása 

 

 Az mTOR útvonal számos kulcsfontosságú biológiai folyamat, többek között a 

fehérjeszintézis, a sejtnövekedés, a proliferáció és a túlélés irányítója, így szabályozza a 

sejtek energiahelyzetét és a stresszre adott válaszát is. Létfontosságú szerepét mutatja, 

hogy állatkísérletekben az mTOR kináz, vagy az mTOR komplex elemeit kódoló gének 

kiütése embrionális letalitáshoz vezetett [108].  

 Az mTOR egy szerin-treonin kináz, amely a PI3K/AKT útvonal downstream 

effektora. Az mTOR két különböző multiprotein komplex alkotásában vesz részt, melyek 

mind felépítésükben, mind funkciójukban eltérnek egymástól. Az mTOR komplex 1 

(mTORC1) az mTOR-ból, a Raptorból, az mLST8-ból és két negatív szabályozóból, a 

PRAS40-ből és a DEPTOR-ból áll (8A. ábra). Az mTORC1-et a PI3K/AKT útvonal 

aktiválja, és a TSC1/TSC2 komplex gátolja. Fontos szerepet játszik a riboszóma 

bioszintézis regulációjában az S6K1 aktivációján és az mRNS transzláció inhibitor 4E-

BP1 gátlásán keresztül [109].  

 Az mTOR komplex 2 (mTORC2) az mTOR mellett a Rictorból, az mLST8-ból, 

az mSIN1-ből, a Protorból, és a DEPTOR-ból áll (8B. ábra). Az mTORC2-t különböző 

növekedési faktorok aktiválják, majd foszforiálja az AKT-ot a Ser473 foszforilációs 

helyen. 

 A két mTOR komplex amellett, hogy felépítésükben és funkciójukban 

különböznek, eltérő érzékenységet mutatnak az antifungális és antiproliferatív hatású 

gátlószerre, a rapamycinre, míg az mTORC1 érzékeny, addig az mTORC2 rezisztensnek 

bizonyul [110, 111]. 
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8. ábra. A két mTOR komplex szerkezete [112]. A. Az mTORC1-et az mTOR, 

a Raptor, a PRAS40, a Deptor és az mLST8 alkotja. B. Az mTORC2 

felépítésében az mTOR, a Protor, a Rictor, a Deptor, az mLST8 és a mSin1 

vesz részt. 

 

 

Az mTORC1 jelátviteli út foszforilációs kaszkádot az aktivált AKT indítja be. 

Különböző növekedési faktorok, pl. inzulinszerű növekedési faktor (IGF), az epidermális 

növekedési faktorok (EGF1, EGF2/HER2, EGF3), a vaszkuláris növekedési faktor 

(VEGF), és a vérlemezke eredetű növekedési faktor (PDGF) hatására a 

foszfatidilinozitol-3 kináz (PI3K) átalakítja a foszfatidilinozitol-biszfoszfátot (PIP2) 

foszfatidilinozitol-triszfoszfáttá (PIP3) (9. ábra). A PIP3 hatására az AKT a 

sejtmembránhoz kötődik, ez a kötődés lehetővé teszi, hogy a PDK1 és az mTORC2 az 

AKT-ot a Thr308-as és a Ser473-as foszforilációs helyeken foszforilálja. Ezt követően az 

AKT foszforilálja a TSC2-t, amely így nem tud komplexet formálni a TSC1-gyel. A 

TSC1/TSC2 komplex gátlás alatt tartja a GTPáz Rheb-et, amely a gátlás alól 

felszabadulva aktiválja az mTORC1-et a Ser2448 helyen történő foszforilációval. Az 

aktivált mTORC1 foszforiálája az S6K1-et a T389-es pozícióban és a 4E-BP1-et, 

melyhez a komplex Raptor komponensének, illetve az S6K1 és a 4E-BP1 úgynevezett 

TOR signaling motívumának interakciója szükséges. Az aktivált S6K1 az S6 fehérjét 

foszforilálja, amely mRNS transzlációhoz vezet. A foszforilálatlan 4E-BP1 megköti és 

inaktiválja az eIF4E-t, ezzel gátolva a fehérje transzlációt, azonban miután foszforilálja 

az mTORC1, leválik az eIF4E-ről, amely felszabadul a gátlás alól, így beindul az mRNS 

transzláció. Növekedési faktorok jelenlétében, ha megfelelő a sejtek energia és tápanyag 

ellátottsága az mTORC1 hatására fokozódik a fehérjeszintézis és a sejtek növekedése, 
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proliferációja jön létre. Az mTOR továbbá az autofágia egyik fontos negatív regulátora. 

Amennyiben kedvezőtlenné válnak a sejt körülményei, az mTOR útvonal aktivitása 

csökken, felfüggesztődnek az energiaigényes makromolekula szintézis folyamatai, 

fokozódik az autofágia, mely során az intracelluláris tápanyagforrás mobilizálódik, így 

lehetővé válik a sejtek túlélése [112].  

Ismerve az mTOR útvonal központi szerepét a proliferációban és az autofágia 

gátlásában, nem meglepő, hogy számos malignitásban leírták az mTOR útvonal 

aktiválódását. Megfigyelték az AKT amplifikációját emlő és petefészek daganatokban 

[113], az S6K1 overexpresszióját emlő daganatokban [114], és magas PI3K aktivitást 

petefészek, gasztrointesztinális, emlő és prosztata daganatokban [113].  

Emellett az mTOR útvonal diszfunkciója számos hematológiai daganat, köztük a 

nodális DLBCL kialakulásában is szerepet játszhat. Sebestyén és munkatársai 68 nodális 

DLBCL-en az mTOR útvonal legszenzitívebb markerének, a p-S6 fehérjének az 

expressziója mellett, több mTOR-ral kapcsolatos foszfo-fehérje jelenlétét vizsgálták 

immunhisztokémiával. Az esetek 30%-ában GCB fenotípust találtak, és ezekben az 

esetekben gyakorlatilag nem volt mTOR aktivitás. Ezzel szemben az non-GCB fenotípus 

esetén 80%-ban figyelték meg valamelyik mTOR-ral kapcsolatos fehérje expresszióját 

[115]. Meglepő módon, egy másik munkacsoport ettől eltérő eredményeket kapott: A 

magas mTOR aktivitást mutató esetek 92%-a GCB fenotípusú volt, és ezekben az 

esetekben rosszabb prognózis volt megfigyelhető [116]. Az eltérő eredményeket részben 

magyarázhatja, hogy a két munkacsoport más fehérjék expresszióját vizsgálta. Míg az 

első vizsgálatban a p-S6, a p-mTOR, p-EB-P1 és p-S6K1 fehérjék expresszióját 

határozták meg [115], addig a másik munkacsoport a mTOR teljes endogén szintjét 

detektálták [116]. További kutatások is alátámasztották a PI3K/AKT/mTOR útvonal 

aktivációját DLBCL-ben, az esetek közel 50%-ban a p-AKT, a p-p70-S6K1 és a p-4E-

BP1 pozitivitása volt kimutatható. Ebben a vizsgálatban azonban nem találtak 

szignifikáns összefüggést a sejteredet és az mTOR aktivitás között [117]. A különböző 

munkacsoportok eltérő eredményei abból adódhatnak, hogy nincs egységes konszenzus 

az mTOR aktivitás meghatározására. Számos munkacsoport a p-S6 fehérje expresszióját 

méri legfontosabb markerként, azonban az S6 riboszómális fehérje foszforilációja mTOR 

független módon is bekövetkezhet [118-120]. 

Az S6 fehérje C terminális részén öt foszforilációs hely található, ezek a Ser235, a 
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Ser236, a Ser240, a Ser244 és a Ser247 [121]. In vitro a p70-S6K1 mellett a RAS/ERK 

útvonal részeként a p90-S6K (RSK) is foszforiálhatja az S6 fehérjét. Roux és munkatársai 

azt figyelték meg, hogy míg a p70-S6K1 az összes, addig az RSK csak a Ser235/236-os 

foszforilációs helyen foszforilál. Eredményeik felhívják a figyelmet arra a gyakori hibára, 

hogy az mTOR útvonal aktivitásának vizsgálatához sok munkacsoport a p-S6 Ser235/236 

ellenanyagot használja, azonban az esetek egy részében ez téves eredményt adhat, hiszen 

a pozitivitás akár a RAS/ERK/RSK útvonal aktivációját is jelezheti [118]. Az mTORC1 

hatására az S6K1 a T389-es pozícióban foszforilálódik, azonban a PDK1 foszforilálhatja 

a T229-es helyen [120]. A PI3K/AKT/mTOR útvonal mellett fontos szerepet játszik a 

metabolizmus szabályozásában a Per-Arnt-Sim kináz (PASK) is. A PASK élesztőkben, 

egérben és az emberben is a glükóz homeosztázis szabályozásában vesz részt. Schlafli és 

munkatársai kimutatták, hogy a PASK in vitro és in vivo is foszforiálhatja az S6 fehérjét a 

Ser235/236-os pozícióban [119].  
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9. ábra. A PI3K/AKT/mTOR és Ras/ERK útvonalak összefoglalása. Különböző. 

növekedési faktorok hatására a foszfatidilinozitol-3 kináz (PI3K) átalakítja a 

foszfatidilinozitol-biszfoszfátot (PIP2) foszfatidilinozitol-triszfoszfáttá (PIP3), majd a 

PIP3 hatására az AKT a sejtmembránhoz kötődik, ez a kötődés lehetővé teszi, hogy az 

AKT-t foszforilációját. Az AKT aktivációját követően az mTORC1 is foszforilálódik, 

amely hatására az S6K1 és a 4E-BP1 foszforilációja következik be. Az aktivált S6K1 

az S6 fehérjét foszforilálja, amely mRNS transzlációhoz vezet. A foszforilálatlan 4E-

BP1 megköti és inaktiválja az eIF4E-t, azonban foszforiált állapotban leválik az eIF4E-

ről, amely felszabadul a gátlás alól, így beindul az mRNS transzláció. Ezen kaszkádon 

keresztül, ha megfelelő a sejtek energia és tápanyag ellátottsága fokozódik a 

fehérjeszintézis és a sejtek növekedése, proliferációja jön létre. Ugyanakkor az S6 

foszforilációja a Ras-ERK útvonalon keresztül is bekövetkezhet. Rövidítések: P: 

foszforiláció, p: foszforilált. 
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5.2. Az mTOR inhibitorok terápiás alkalmazása 

 

Az mTOR útvonal kóros aktiválódása számos daganatban megfigyelhető, hiszen 

több olyan folyamatot szabályoz, melyek kedvezőek a tumor növekedésnek. Éppen ezért 

a 2000-es években felmerült az mTOR gátlók kifejlesztése és bevezetése különböző 

tumorok terápiás eszköztárába. Az első mTOR gátló a rapamycin volt, amelyet először 

immunszuppresszív szerként használták vesetranszplantált betegekben, a kilökődés 

megelőzésére [122]. Azonban a rapamycinnek rossz a vízoldékonysága és kémiailag 

instabil vegyület, így számos kedvezőbb farmakológiai tulajdonsággal bíró rapamycin 

analóg, ún. rapalóg jelent meg. Az első generációs inhibitorok közül, a temsirolimust 

2007-ben engedélyezte az FDA előrehaladott vesesejtes karcinóma [123], majd 2008-ban 

MCL kezelésében, az everolimust pedig előrehaladott veserák mellett neuroendokrin 

tumorok és a HER2 pozitív emlőrák terápiájában törzskönyvezték [122]. A rapamycin és 

az első generációs rapalógok hátránya az, hogy az mTOR katalitikus, kináz aktivitását 

indirekt módon gátolják, így az mTORC1 funkciók csak egy részét befolyásolják [122, 

124]. Ezen felül az mTORC1 gátlásával megszűnik az S6K függő negatív visszacsatolás 

a PI3K/AKT felé, ami fokozott PI3K/AKT aktivitást eredményez, elősegítve ezzel a 

proliferációt és a túlélést [125], ami a kezelés sikertelenségéhez vezet. Fázis I/II 

vizsgálatokban különböző kettős-inhibitorokat tesztelnek, melyek a PI3K-t és mindkét 

mTOR komplexet hatékonyan tudják gátolni, ezzel kedvezőbb tumorellenes hatás 

elérésére képesek [126-128]. Az első generációs gátlószerekhez képest a második 

generációs inhibitorok már az mTOR katalitikus aktivitását gátolták, így az mTORC1 

általi összes foszforilációs esemény gátlása mellett az mTORC2-re is negatív hatással 

vannak. Ezen gátlószerek hatékonyságát jelenleg is fázis I/II vizsgálatokban tesztelik 

[122].  

Bár már régóta ismert az mTORC1 szerepe különböző daganatok 

tumorgenezisében, PCNSL-ben sokáig nem vizsgálták az útvonal aktivitását. Nitta és 

munkatársai IHC-val vizsgálták 24 PCNSL mintán a Rheb, a p-4E-BP1 és a p-S6 fehérjék 

expresszióját. Mindhárom fehérje fokozott expresszióját figyelték meg, az esetek 

legalább 70%-ában. Eredményeik alapján felmerül az mTOR útvonal lehetséges szerepe a 

PCNSL pathogenezisében [129].  
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Átfogó klinikai és genetikai vizsgálatukban, Grommes és munkatársai összefüggést 

találtak az mTOR útvonal aktivitása és a CD79B mutációk jelenléte között. PCNSL 

eseteken IHC módszerrel a p-4E-BP1 és a p-S6 fehérjék expresszóját vizsgálták. Azt 

tapasztalták, hogy szignifikánsan több CD79B mutációt hordozó esetben azonosítottak 

pozitivitást mindkét mTOR downstream fehérje esetében, mint a CD79B mutáció negatív 

mintákban. Ez felveti a lehetőséget annak, hogy a CD79B mutációt hordozó PCNSL 

esetekben a PI3K/AKT/mTOR útvonal konstitutív aktivációja van jelen [35].  

Annak ellenére, hogy nodális DLBCL-ben már rég óta folynak klinikai 

vizsgálatok mTOR gátlókkal, igen kevés irodalmi adat áll rendelkezésünkre az mTOR 

aktivitására PCNSL-ben.  

A PCNSL pathogeneziséről, valamint pontos molekuláris és metabolikus 

hátteréről heterogén irodalmi adatok állnak a rendelkezésünkre. Napjainkban egyre 

nagyobb szerepük van a személyre szabott terápiáknak az onkológiai kezelésben, ehhez 

azonban szükséges az adott betegség minél pontosabb megismerése. PCNSL-ben a 

célzott terápiás lehetőségek megalapozásához szükségesnek gondoltuk egy nagyobb 

betegcsoporton a mutációs profil és a sejteredet meghatározását, majd ezek korrelációját 

a klinikummal. Az utóbbi években felmerült az mTOR útvonal aktivációjának szerepe is 

PCNSL-ben, azonban napjainkig kevés kutatócsoport vizsgálata a pontos 

mechanizmusokat, így fontosnak tartottuk az mTOR útvonal aktivitásának tisztázását is 

PCNSL-ben.    
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II. CÉLKITŰZÉSEK 

 

 

 A primer és szekunder központi idegrendszeri lymphomák sejteredetének 

meghatározása NanoString LST technológia segítségével. 

 

 A NanoString LST technológia és a hagyományos IHC módszerek 

összehasonlítása primer és szekunder központi idegrendszeri lymphomák esetén. 

 

 A CARD11, CCND3, CD79B, C-MYC, CSMD2, CSMD3, IRF4, KMT2D, MYD88, 

PAX5, PIM1, PRDM1, PTPRD és TP53 gének nagy érzékenységű célzott 

újraszekvenálása új-generációs szekvenálás segítségével, primer és szekunder 

központi idegrendszeri lymphomák esetén. 

 

 Összefüggések keresése a sejteredet, a genom szintű eltérések és a betegek 

túlélése között primer és szekunder központi idegrendszeri lymphomákban.  

 

 Az mTOR útvonal aktivitásának meghatározása primer központi idegrendszeri 

lymphomákban. 

 

 Az S6 riboszómális fehérje mTOR független foszforilációjának vizsgálata. 
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III. MÓDSZEREK 

 

1. RNS és DNS alapú vizsgálatok 

 

1.1. Beteganyag 

 

 Tanulmányunkban összesen 81 primer és 18 szekunder központi idegrendszeri 

lymphomában szenvedő beteg FFPE mintáit vizsgáltuk. Az FFPE minták három 

centrumból álltak a rendelkezésünkre, a Semmelweis Egyetem I.sz. Patológiai és 

Kísérleti Rákkutató Intézetéből, a Pécsi Tudományegyetem Patológiai Intézetéből és a 

University College London (UCL) Neurológiai Intézetének Neuropatológiai osztályáról. 

RNS alapú vizsgálatainkhoz 77 PCNSL, és 17 SCNSL mintát használtunk, míg a DNS 

alapú vizsgálatok során 64 PCNSL és 12 SCNSL mintával dolgoztunk. Az RNS és DNS 

kohortban vizsgált minták átfedést mutattak. Az összes PCNSL eset közül 60 mintát, míg 

az SCNSL esetek közül 11 mintát mind RNS alapú, mind DNS alapú vizsgálatba is 

bevontuk. A lymphomák sejteredete 2 PCNSL és 1 SCNSL eset kivételével a Hans 

algoritmussal lett meghatározva. A betegek klinikai adatai a 4. táblázatban láthatóak. 

Túlélési adatok 65 PCNSL-ben és 17 SCNSL-ben szenvedő beteg esetén álltak a 

rendelkezésünkre, a medián követési idő 10 hónap (1-127) volt. A kezelési adatok 46 

PCNSL és 12 SCNSL esetben állt rendelkezésünkre.  

 Kutatásaink során mindenben a hatályos jogszabályoknak megfelelően, az 

Egészségügyi Tudományos Tanács Tudományos és Kutatásetikai Bizottság (ETT TUKEB: 

14383-2/2017/EKU) és a Semmelweis Egyetem Tudományos és Kutatásetikai Bizottság 

(TUKEB-1552012) engedélyeinek birtokában, valamint a Helsinki Deklarációban 

foglaltak szerint jártunk el. 

 

4. táblázat. A DNS és RNS alapú vizsgálatba bevont betegek klinikai adatai 

 

Eset szám 
PCNSL/ 

SCNSL 
Nem 

 
Diagnóziskori 

életkor (év) 
OS 

(hónap) 
Esemény 

Sejteredet 

(IHC) 

P1 PCNSL férfi 75 4.6 elhunyt non-GCB 

P2 PCNSL nő 64 3.9 elhunyt non-GCB 

P3 PCNSL nő 60 9.0 él GCB 
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P4 PCNSL nő 73 2.7 elhunyt non-GCB 

P5 PCNSL nő 77 7.5 elhunyt non-GCB 

P6 PCNSL férfi 53 19.0 elhunyt NA 

P7 PCNSL nő 66 7.8 elhunyt non-GCB 

P8 PCNSL nő 59 2.1 elhunyt non-GCB 

P9 PCNSL nő 72 NA NA non-GCB 

P10 PCNSL nő 80 NA NA non-GCB 

P11 PCNSL nő 51 NA NA non-GCB 

P12 PCNSL férfi 67 56.0 él non-GCB 

P13 PCNSL nő 77 3.0 elhunyt non-GCB 

P14 PCNSL férfi 64 4.1 elhunyt non-GCB 

P15 PCNSL férfi 73 16.5 elhunyt non-GCB 

P16 PCNSL férfi 59 11.0 elhunyt non-GCB 

P17 PCNSL férfi 56 3.5 él non-GCB 

P18 PCNSL nő 55 17.2 elhunyt non-GCB 

P19 PCNSL nő 92 1.8 elhunyt non-GCB 

P20 PCNSL férfi 77 5.3 elhunyt non-GCB 

P21 PCNSL nő 54 NA NA non-GCB 

P22 PCNSL férfi 67 39.5 él non-GCB 

P23 PCNSL nő 78 NA NA non-GCB 

P24 PCNSL férfi 72 5.7 elhunyt non-GCB 

P25 PCNSL nő 47 NA NA non-GCB 

P26 PCNSL nő 43 11.5 elhunyt GCB 

P27 PCNSL nő 78 23.0 él non-GCB 

P28 PCNSL nő 78 22.7 él non-GCB 

P29 PCNSL nő 62 7.9 él non-GCB 

P30 PCNSL nő 70 15.5 él non-GCB 

P31 PCNSL nő 59 NA NA non-GCB 

P32 PCNSL nő 70 13.7 él non-GCB 

P33 PCNSL nő 43 12.0 elhunyt non-GCB 

P34 PCNSL férfi 46 68.0 elhunyt non-GCB 

P35 PCNSL nő 68 6.9 él non-GCB 

P36 PCNSL férfi 72 NA NA non-GCB 

P37 PCNSL férfi 71 0.5 elhunyt non-GCB 

P38 PCNSL férfi 76 0.9 elhunyt non-GCB 

P39 PCNSL férfi 70 34.6 elhunyt non-GCB 

P40 PCNSL nő 51 52.1 él non-GCB 

P41 PCNSL férfi 59 88.2 él non-GCB 

P42 PCNSL férfi 70 NA NA non-GCB 

P43 PCNSL nő 59 14.0 elhunyt non-GCB 

P44 PCNSL nő 70 0.5 elhunyt non-GCB 

P45 PCNSL nő 51 27.0 él non-GCB 

P46 PCNSL férfi 66 2.2 elhunyt non-GCB 

P47 PCNSL nő 81 0.01 elhunyt non-GCB 

P48 PCNSL nő 65 2.1 elhunyt non-GCB 
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P49 PCNSL férfi 35 NA NA non-GCB 

P50 PCNSL férfi 68 8.9 elhunyt NA 

P51 PCNSL férfi 73 27.3 él GCB 

P52 PCNSL férfi 61 NA NA non-GCB 

P53 PCNSL nő 77 NA NA non-GCB 

P54 PCNSL férfi 58 NA NA non-GCB 

P55 PCNSL férfi 76 1.0 elhunyt non-GCB 

P56 PCNSL nő 63 30.8 elhunyt non-GCB 

P57 PCNSL férfi 63 54.9 elhunyt non-GCB 

P58 PCNSL nő 64 0.5 elhunyt non-GCB 

P59 PCNSL férfi 66 13.9 elhunyt non-GCB 

P60 PCNSL nő 82 3.5 elhunyt non-GCB 

P61 PCNSL nő 64 2.1 elhunyt non-GCB 

P62 PCNSL férfi 71 6.3 elhunyt non-GCB 

P63 PCNSL férfi 56 NA NA non-GCB 

P64 PCNSL nő 66 NA NA non-GCB 

P65 PCNSL nő 85 0.9 elhunyt non-GCB 

P66 PCNSL férfi 75 0.5 elhunyt non-GCB 

P67 PCNSL nő 68 86.4 él non-GCB 

P68 PCNSL férfi 70 0.5 elhunyt non-GCB 

P69 PCNSL nő 70 34.1 elhunyt non-GCB 

P70 PCNSL nő 57 48.2 elhunyt non-GCB 

P71 PCNSL nő 75 59.1 él non-GCB 

P72 PCNSL férfi 69 39.4 él non-GCB 

P73 PCNSL férfi 50 13.8 elhunyt non-GCB 

P74 PCNSL nő 68 43.1 elhunyt non-GCB 

P75 PCNSL nő 67 NA NA non-GCB 

P76 PCNSL nő 20 116.4 él GCB 

P77 PCNSL férfi 70 0.5 elhunyt non-GCB 

P78 PCNSL nő 63 14.3 elhunyt non-GCB 

P79 PCNSL férfi 68 0.1 elhunyt non-GCB 

P80 PCNSL férfi 75 13.8 elhunyt non-GCB 

P81 PCNSL férfi 65 2.3 elhunyt non-GCB 

S1 SCNSL nő 78 NA NA NA 

S2 SCNSL férfi 72 0.6 elhunyt GCB 

S3 SCNSL férfi 63 127.3 elhunyt non-GCB 

S4 SCNSL férfi 61 33.0 él GCB 

S5 SCNSL nő 65 84.6 elhunyt GCB 

S6 SCNSL nő 25 5.0 elhunyt GCB 

S7 SCNSL nő 67 61.6 él GCB 

S8 SCNSL férfi 56 0.5 elhunyt GCB 

S9 SCNSL nő 55 82.6 él non-GCB 

S10 SCNSL férfi 21 13.9 él GCB 

S11 SCNSL nő 37 84.5 él GCB 

S12 SCNSL nő 69 7.2 elhunyt GCB 
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S13 SCNSL nő 75 3.7 elhunyt non-GCB 

S14 SCNSL nő 55 0.5 elhunyt non-GCB 

S15 SCNSL nő 59 24.8 elhunyt non-GCB 

S16 SCNSL férfi 45 3.8 elhunyt non-GCB 

S17 SCNSL nő 71 3.9 elhunyt non-GCB 

S18 SCNSL férfi 19 86.4 él non-GCB 

 

Rövidítések: GCB: centrum germinatívum B-sejtes eredet; IHC: 

immunhisztokémia; NA: nincs adat; non-GCB: nem centrum germinatívum B-

sejtes eredet; OS: össztúlélés; PCNSL: primer központi idegrendszeri 

lymphoma; SCNSL: szekunder központi idegrendszeri lymphoma. 

 

1.2. RNS alapú vizsgálatok 

 

1.2.1. RNS izolálás  

 

A biopsziás mintákból 10 m vastagságú metszeteket készítettünk, majd a 

mintákhoz mértünk 320 l deparaffinizáló oldatot (Qiagen deparaffinisation solution), ezt 

követően a mintákat 3 percig 56
 o
C-on inkubáltuk. Az RNS izolálást a Recover all kit-tel 

(Ambion/ Life Technology) végeztük. A Proteináz K hozzáadását követően 50 
o
C-on 

inkubáltuk, 1 óráig (vagy amíg a szövet teljesen feloldódott), ezt követte 15 perc 

inkubáció 80
 o

C-on. Fontos volt, hogy a 80 
o
C-os inkubáció nem haladhatta meg a 15 

percet, mert az az RNS-ek degradálódásához vezethet. Amikor az inkubációs idő letelt, a 

csövekből az alsó fázist új csövekbe mértük át. Összeállítottuk az Izolációs mixet, 

mintánkét 240 l Isolation Additive-ből és 550 l 100%-os etanolból, majd 790 l-t 

mértünk a mintákhoz. Vortexelést követően ebből a keverékből 700 l-t pipettáztunk a 

filteres tisztítóoszlopokra, majd 30 másodpercig 10000g-n centrifugáltuk őket. Ezt 

követte két mosás, először 700 l Wash1 oldatot, majd 500 l Wash2/3 oldatot mértünk a 

csövekbe. Mindkettő mosóoldat hozzáadását követően 10000g-n 30 másodpercig 

centrifugáltuk a csöveket. Következő lépésként készítettünk egy DNáz mixet, mintánként 

6 l DNáz puffer, 4 l DNáz, és 50 l nukleázmentes víz összemérésével, amely lépésre 

a minták DNS mentesítése miatt volt szükség. Ebből 60 l-t a filterekre pipettáztunk, és 

szobahőmérsékelten 30 percig inkubáltuk, melyet háromszori mosás követett. Először 

Wash1 oldatból 700 l-t, majd a Wash2/3 oldatból 500 l-t mértünk a csövekbe, melyet 
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mindkét esetben centrifugálás követett, 30 másodperc, 10000g-n. Végül a Wash 2/3 

oldatból ismét 500 l-t pipettáztunk a csövekre, és 1 percig centrifugáltuk 10000g-n. A 

filtereket új, mintaszámmal ellátott csövekbe helyzetük át, és 40 l elúciós oldatot 

mértünk a filterek közepére. Szobahőmérsékleten 5 percig inkubáltuk őket, ezzel növelve 

a végső RNS koncentrációt. Az utolsó centrifugálást maximális sebességen 1 percig 

végeztük. Az RNS koncentrációkat Nanodrop készülékkel mértük le, majd felhasználásig 

a mintákat -80 
o
C-on tároltuk. 

 

1.2.2. A sejteredet meghatározása NanoString LST-vel 

 

 A mintánkból izolált RNS-ek sejteredetének meghatározására a NanoString LST 

assay alkalmazásával, az nCounter® Analysis System (NanoString Technologies, Inc., 

Seattle, USA) segítségével került sor. Az RNS mintákhoz először egyedi színkóddal 

ellátott target-specifikus reporter és capture próbákat adunk, amit egy hybridizáló, 

komplexképző lépés követ. További lépésként a komplexek speciális felületre való 

rögzítése, és egy irányba való orientálása történik. Végül a génexpresszió 

meghatározásához a fluoreszcens színkódok leolvasása szükséges. Az assay segítségével 

20 gén expresszióját határozhatjuk meg, ebből 15 gén az ABC vagy a GCB fenotípusra 

specifikus, míg 5 gén ún. housekeeping funkciót tölt be. A génexpressziós adatokat a 

housekeeping génekhez normalizáltuk. A housekeeping gének ezenfelül a kiindulási RNS 

minták minőségellenőrzéséhez is szükségesek. A szubtípus meghatározásához minden 

gén esetén meghatározható egy úgynevezett „linear predictor score” (LPS), amely a 10. 

ábrán látható képlettel számolható ki. Az LPS az egyes gének expressziós értékének és 

egy génenként eltérő súlytényezőnek a szummázásával adható meg, majd az előre 

definiált küszöbértékek alapján határozható meg a szubtípus (ABC, ha az LPS ≥ 2433.5; 

GCB, ha az LPS ≤ 1907.8; a kettő érték között UC). A módszer összefoglalása a 11. 

ábrán látható.  

 

 

10. ábra. Linear predictor score (LPS) meghatározásának 

képlete, ahol a Xj az adott, j gén expressziójának értéke, az aj az 

adott, j génre meghatározottfaktor/súlytényező.  
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11. ábra. A NanoString LST módszer. Az RNS mintákhoz 

először egyedi színkóddal ellátott target-specifikus reporter és 

capture próbákat adunk, majd egy hybridizáló, komplexképző 

lépés következik. Ezt követően a komplexeket egy speciális 

felületre rögzítjük, majd egy irányba orientáljuk őket. Végül a 

génexpresszió meghatározása a fluoreszcens színkódok 

leolvasásával történik. Fortina és munkatársai [130] munkája 

alapján módosítva.  Rövidítés: mRNS: messenger ribonukleinsav.  



 

47 

 

1.3. DNS alapú vizsgálatok 

 

1.3.1. DNS izolálás  

 

Az FFPE mintákat először deparaffinizáltuk az 1.2.1. fejezetben ismertetettek 

szerint. A DNS minták izolálásához az FFPE Tissue Kit-et (Qiagen) használtuk a gyártó 

utasításainak megfelelően. Az inkubációt követően a csövekbe mértünk 180 l ATL 

puffert, majd a csöveket 1 percig 10000 rpm-en centrifugáltuk. A centrifugálást követően 

az alsó víztiszta rétegben gyűlt össze a paraffinmentes szövetminta. Az alsó fázisba 20 l 

proteináz K-t mértünk és a mintákat először 1 órán át (vagy amíg a teljesen lízis 

bekövetkezett) 56 
o
C-on, majd 1 órán át 90 

o
C-on inkubáltuk. Az inkubációs idő leteltével 

200 l AL puffert mértünk a mintákhoz, vortexelés után pedig 200 l etanolt mértünk a 

csövekbe. A teljes mennyiségű lizátumot QIAamp MinElute oszlopkra mértük, és 6000g-

n 1 percig centrifugáltuk az oszlopokat. Ezt követően két lépésben tisztítottuk a mintákat, 

először 500 l AW1 puffert, majd 500 l AW2 puffert mértünk az oszlopokra, mindkét 

puffer hozzáadását 6000g-n 1 perc centrifugálás követte. A tisztítási lépések után az 

oszlopokat 20000g-n 3 percig centrifugáltuk, ezzel a membránokat teljesen etanol 

mentesítettük. Ezt követően az oszlopokat új Eppendorf csövekbe helyzetünk, és 50 l 

ATE puffert mértünk a membránok közepére. A megfelelő DNS koncentrációhoz az ATE 

puffer hozzáadása után 5 percig szobahőn inkubáltuk az oszlopokat, végül 1 perc 

maximális sebességű centrifugálást végeztünk. Az izolált DNS koncentrációkat Qubit 

dsDNA HS AssayKit–tel, Qubit fluorométerrel (Invitrogen) határoztuk meg. Mérendő 

mintánként 199 l Buffer-t és 1 l reagenst összemértünk, majd ebből az elegyből 198 

l–t 2 l DNS mintához adtunk. A gép kalibrálása után lemértük a DNS koncentrációkat, 

amelyeket ng/l mértékegységben kaptunk meg.  A mintákat a további felhasználásig 4 

o
C-on tároltuk.   

 

1.3.2. Nagy érzékenységű, célzott, új-generációs újraszekvenálás és a 

bioinformatikai analízis  

 

 A PCNSL-ben gyakori visszatérő mutációt hordozó 14 gén (CARD11, CCND3, 

CD79B, C-MYC, CSMD2, CSMD3, IRF4, KMT2D, MYD88, PAX5, PIM1, PRDM1, 
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PTPRD és TP53) ismert mutációs forrópontokat hordozó exonjaira új-generációs 

szekvenálási génpanelt terveztünk az Illumina cég Truseq Custom Amplicon eljárását 

alkalmazva (5. táblázat).   

 

5. táblázat. Az új-generációs szekvenálás során vizsgált gén régiók 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A szekvenálási könyvtárak elkészítéséhez TruSeq Custom Amplicon Libary Kit 

(Illumina), úgynevezett dual-strand protokollját használtunk. Ezzel a módszerrel 

lehetőség van mindkét DNS szál egymástól függetlenül történő szekvenálásához, mely 

során a két szál külön A és B könyvtárba kerül, így FFPE minták esetén is megbízható 

eredményt kapunk. A minőség kontrollt követően a mintákat HiSeq4000 új-generációs 

szekvenáló készülék (Illumina) segítségével szekvenáltuk meg.  

Az adatok elemzése során először a keletkezett szekvenciákat a Homo sapiens 

GRCh37 referenciagenomhoz illesztettük a BaseSpace Sequence felületen a BWA 

v0.7.13 aligner használatával. A BAM fájlok válogatása és indexelése a SAMtools v1.7 

modullal történt, és a szekvenálás során keletkezett hibák kiszűréséhez minden egyes 

könyvtáron lefuttattuk a GATK v4.0 Base Quality Score Recalibration eljárást. Az egy-

nukleotid polimorfizmusok (SNP) és az inzerció-deléciók azonosítása LoFreq v2.1 

variáns azonosító segítségével történt. Az elsődlegesen azonosított variánsok annotációját 

mind az SnpEff v4.3i-val, mind az ANNOVAR v2017Jul17-vel elvégeztük. A TP53 gén 

kódoló régiójában azonosított variánsok annotációja a TP53 specifikus Seshat és IARC 

Gén 

 

Vizsgált régió 

 
Transzkriptum 

azonosító 

CARD11 Exon 4, 6, 8, 9 ENST00000396946 

CCND3 Exon 2, 5 ENST00000372991 

CD79B Exon 3, 4, 5 ENST00000006750 

CSMD2 Exon 15, 41, 45, 69 ENST00000373388 

CSMD3 Exon 16, 22, 37 ENST00000297405 

IRF4  Exon 2, 3 ENST00000380956 

KMT2D Exon 10, 15, 19, 32, 34, 39, 40, 47, 48, 49, 52 ENST00000301067 

MYC Exon 2, 3 ENST00000621592 

MYD88 Exon 2, 3, 4, 5 ENST00000396334 

PAX5 Exon 1, 2, 5 ENST00000358127 

PIM1 Exon 2, 3, 4 ENST00000373509 

PRDM1  Exon 2, 5, 7 ENST00000369096 

PTPRD Exon 29, 35 ENST00000381196 

TP53 Exon 5, 6, 7, 8 ENST00000269305 
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adatbázisokban is megtörtént. Végül csak azokat a szomatikus variánsokat tekintettük 

valódi eltérésnek, amelyek mindkét összetartozó könyvtárban (A és B) jelen voltak.  

 

1.3.3. Validálás Sanger szekvenálással 

 

A 20%-nál magasabb variáns allél frekvenciájú (VAF) szomatikus variánsok egy 

részét Sanger szekvenálással validáltuk. A 6. táblázatban a validáláshoz használt forward 

és reverse primerek szekvenciája látható.   

 

6. táblázat. Az NGS-sel azonosított mutációk Sanger szekvenálással történő 

validálása során használt primerek szekvenciái 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Gén Forward primer Reverse primer 

CARD11 TGGAGGAGGAATGTAAGCTGG GCAGCTCCTGGTTTTTGGTC 

CCND3 CACTCAGGGAGAGCCTCAG GCCCCTCCTCTGCTTAGTG 

CD79B TCTGATCTCCATCCCTCTCC CCAACCACACCAGCAGATAG 

IRF4 CGGAGAGTTCGGCATGAG TTCTCCTCGTTCTCCCACAC 

MYD88 TGGAACAGACAAACTATCGACTG AGGAGGAGATGCCCAGTATC 

PAX5 TGGAAACTTTTCCCTGTCCA CGGAGTTTGCACATCTGGAG 

PIM1 TTCATCACGGAAAGGGGAGC ACCCGAAGTCGATGAGCTTG 

PRDM1 TGGGATTCTGGTGCTGATGG CCTCAAGGGCAAGTAGGGAG 

TP53 CTTGGGCCTGTGTTATCTCC GTGTGCAGGGTGGCAAGT 
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2. Fehérje alapú vizsgálatok és sejttenyésztés 

 

2.1. Anyagok 

 

 Immunhisztokémiai vizsgálatunk során 31 PCNSL-ben és 51 nodális DLBCL-ben 

szenvedő beteg formalinban fixált paraffinba ágyazott biopsziás mintáit elemeztük. 

Valamennyi esetet a Semmelweis Egyetem I. sz. Patológiai és Kísérleti Rákkutató 

Intézetében diagnosztizálták 1992 és 2014 között. A lymphomák sejteredetét a diagnózis 

során 29 PCNSL és 47 DLBCL esetben Hans algoritmussal határozták meg a rutin 

diagnosztikus munkafolyamat során (7. táblázat).   

 A fehérje alapú vizsgálatok és a DNS/RNS alapú vizsgálatok során használt 

minták között átfedés nem volt, mivel a PCNSL biopsziás minták mérete általában kicsi, 

így nem állt rendelkezésünkre elegendő FFPE anyag valamennyi vizsgálat elvégzéséhez. 

 

 

7. táblázat. A fehérje alapú vizsgálatunkban szereplő PCNSL-ben és DLBCL-ben 

szenvedő betegek adatai 

Beteg Nem 
Életkor a 

diagnóziskor 

Sejteredet 

(IHC) 
Beteg Nem 

Életkor a 

diagnóziskor 

Sejteredet 

(IHC) 

PCNSL1 férfi 68 non-GCB PCNSL17 nő 66 non-GCB 

PCNSL2 férfi 55 non-GCB PCNSL18 férfi 54 non-GCB 

PCNSL3 férfi 63 non-GCB PCNSL19 nő 57 non-GCB 

PCNSL4 nő 57 non-GCB PCNSL20 férfi 53 non-GCB 

PCNSL5 férfi 79 NA PCNSL21 nő 63 non-GCB 

PCNSL6 férfi 76 non-GCB PCNSL22 férfi 68 non-GCB 

PCNSL7 nő 66 non-GCB PCNSL23 nő 61 non-GCB 

PCNSL8 nő 62 non-GCB PCNSL24 nő 82 non-GCB 

PCNSL9 férfi 61 non-GCB PCNSL25 nő 80 non-GCB 

PCNSL10 nő 46 NA PCNSL26 nő 65 non-GCB 

PCNSL11 férfi 51 non-GCB PCNSL27 nő 68 non-GCB 

PCNSL12 férfi 37 non-GCB PCNSL28 férfi 42 non-GCB 

PCNSL13 férfi 80 non-GCB PCNSL29 nő 27 non-GCB 

PCNSL14 nő 63 non-GCB PCNSL30 nő 70 non-GCB 

PCNSL15 nő 70 non-GCB PCNSL31 nő 76 non-GCB 

PCNSL16 férfi 69 non-GCB     
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Beteg Nem 
Életkor a 

diagnóziskor 

Sejteredet 

(IHC) 
Beteg Nem 

Életkor a 

diagnóziskor 

Sejteredet 

(IHC) 

 

DLBCL1 nő  NA non-GCB DLBCL27 

 

nő 13 GCB 

DLBCL2 férfi 83 non-GCB DLBCL28 férfi 74 non-GCB 

DLBCL3 nő 64 NA DLBCL29 férfi 82 GCB 

DLBCL4 nő 34 non-GCB DLBCL30 nő 79 non-GCB 

DLBCL5 férfi 68 NA DLBCL31 férfi 62 non-GCB 

DLBCL6 férfi 86 non-GCB DLBCL32 nő 48 GCB 

DLBCL7 férfi 63 NA DLBCL33 férfi 79 non-GCB 

DLBCL8 nő 62 non-GCB DLBCL34 nő 85 non-GCB 

DLBCL9 nő 54 non-GCB DLBCL35 nő 66 non-GCB 

DLBCL10 nő 79 non-GCB DLBCL36 nő 76 NA 

DLBCL11 férfi 59 non-GCB DLBCL37 nő 82 non-GCB 

DLBCL12 nő 73 non-GCB DLBCL38 nő 42 GCB 

DLBCL13 nő 75 GCB DLBCL39 férfi 70 GCB 

DLBCL14 férfi 78 non-GCB DLBCL40 nő 84 non-GCB 

DLBCL15 férfi 20 GCB DLBCL41 férfi 68 GCB 

DLBCL16 nő 77 non-GCB DLBCL42 nő 76 non-GCB 

DLBCL17 férfi 30 non-GCB DLBCL43 nő 29 non-GCB 

DLBCL18 nő 48 non-GCB DLBCL44 nő 49 non-GCB 

DLBCL19 férfi 16 non-GCB DLBCL45 férfi 66 non-GCB 

DLBCL20 férfi 84 non-GCB DLBCL46 férfi 66 non-GCB 

DLBCL21 nő 20 non-GCB DLBCL47 férfi 69 non-GCB 

DLBCL22 férfi 69 non-GCB DLBCL48 férfi 85 non-GCB 

DLBCL23 nő 63 non-GCB DLBCL49 férfi 73 GCB 

DLBCL24 férfi 72 non-GCB DLBCL50 nő 15 non-GCB 

DLBCL25 férfi 58 non-GCB DLBCL51 férfi 65 non-GCB 

DLBCL26 nő 54 GCB     

 

Rövidítések: DLBCL: diffúz nagy B-sejtes lymphoma; GCB: centrum germinatívum B-

sejtes eredet; IHC: immunhisztokémia; NA: nincs adat; non-GCB: nem centrum 

germinatívum B-sejtes eredet; PCNSL: primer központi idegrendszeri lymphoma. 

 

2.2. Immunhisztokémiai vizsgálatok 

 

 A 4 m-es FFPE metszeteket először deparaffináltuk xilol és alkohol segítségével, 

majd az endogén peroxidáz blokkolását végeztük 10 percig perjódsav oldattal (2,3mg/ml), 

majd 10 percig Na-borohydrid oldattal (0,1mg/ml) 10-10 percig, és 30%-os hidrogén-

peroxid és metanol 1:9 arányú keverékével 20 percig. Az antigén feltárást magas 
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nyomású elektromos kuktában 27 percig, citrát pufferben (pH=6) végeztük. Az 

aspecifikus antigéneket 3%-os lószérummal blokkoltuk 20 percen keresztül, majd a 

metszeteket egész éjszaka nedves kamrában inkubáltuk az elsődleges ellenanyagokkal 4 

o
C-on (8. táblázat). Másnap reggel TBST (Tris, NaCl és Polysorbat 20 oldata) mosást 

követően, másodlagos előhívó rendszerként a Novolink Polymert (Leica-Novocastra) 

használtuk. Először a metszetekre 1-1 cseppet mértünk a Novocastra Post-primary block-

ból, és 30 percig nedves kamrában inkubáltuk. TSBT mosást követően, 1-1 csepp 

Novolink polimert adtunk a metszetekre, így is 30 percig inkubáltuk a mintáinkat, melyet 

mosás követett. Majd a reakciókat 3,3’-diaminobenzidin (DAB- DAKO) kromogénnel 

tettük láthatóvá, a reakciót PBS-ben (phosphat buffered salin) állítottuk le, a háttérfestést 

hematoxylinnal végeztük, végül lefedtük a metszeteket.  

 

8. táblázat. Vizsgálatunkban használt elsődleges ellenanyagok és 

hígításaik 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rövidítés: p: foszforilált. 

 

Az IHC festéseket két patológus értékelte, egymástól függetlenül. Az mTOR 

útvonalhoz kapcsolódó fehérjék expressziójának kiértékelése során a festődés erősségét 0, 

1, vagy 2-es pontszámmal jellemeztük, (0 a hiányzó, 1 a gyenge, míg 2 a mérsékelt vagy 

erős festődést jelentette). A pozitív tumorsejtek arányát 1-3-ig pontoztuk (1: <10%, 2: 10-

50%, 3: 50%<) [116].  

Az egyes fehérjék expresszióját a festődés intenzitásra és a pozitív tumorsejtek 

arányára kapott pontjaik összeszorzásával határoztuk meg. A fehérje expressziót 

negatívnak tartottuk, ha az összpont 0, gyengének, ha 1-2, közepesnek, ha 3-4 és erősnek, 

ha 6 volt. Összességében az expressziót 3 pont felett tekintettük pozitívnak. Az mTOR 

Elsődleges 

ellenanyag 
Hígítás Gyártó 

Katalógus 

szám 

p-mTOR 1:100 Cell Signaling Technology #2976 

p-S6 1:100 Cell Signaling Technology #2211 

p-4EBP1 1:1600 Cell Signaling Technology #2855 

p(T389)-p70S6K1 1:1000 Abcam ab59208 

p(T229)-p70S6K1 1:50 Abcam ab126818 

p-RSK 1:50 Santa Cruz Biotechnology sc-12445 

PASK 1:100 Abcam ab154053 



 

53 

 

útvonalat aktiváltnak véleményeztük, ha a p-mTOR vagy a három downstream 

fehérjéiből (p(T389)-p70S6K1, p-S6, p-4E-BP1) legalább kettő pozitív volt. 

 

2.3. Sejttenyésztés és in vitro kezelések 

 

 In vitro kísérleteinkhez egy DLBCL sejtvonalat (MedB-1/BHD1) használtunk, 

melyet Prof. Dr. Peter Möller (Patológiai Intézet, Universität Ulm, Németország) 

bocsátott rendelkezésünkre. A sejteket Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM) 

(Sigma) és HyClone RPMI-1640 (GE Lifescience) 4:1 arányú tenyésztőmédiumban 37 

o
C-on, 5%-os CO2 koncentráció mellett tenyésztettük. A médiumhoz 20%-os fötális borjú 

savót (FCS-Biosera), 0,4% gentamicint (Sandoz) és L-glutamint (Gibco) adtunk. A 

kísérleteket 4x10
5
/ml sejtszámmal végeztük. A sejteket mTOR inhibitor rapamycinnel 

(50ng/l, Sigma), PASK inhibitorral (1ioE-1115, Calbiochem), és a kettő 

kombinációjával kezeltük, majd 12 és 24 óráig inkubáltuk őket.  

 

2.4. A p-S6 expresszió mérése  

 

2.4.1. Western blot  

 

 A kezelést követően a sejteket lízis pufferben (50 mM Tris, 10% glycerol, 150 

mM NaCl, 1% Nonidet-P40, 10 mM NaF, 1mM PMSF, 0,5 mM NaVO3, 10 mM proteáz 

koktél (Sigma) pH=7,5) vettük fel. A fehérje koncentrációkat Qubit Fluorométerrel, 

Quant-IT protein assay (Invitrogen) segítségével mértük meg. Az egyenlő mennyiségű 

fehérjéket tartalmazó lizátumokat 1:1 arányban összekevertük Laemmli puffer (BioRad) 

és 2-merkaptoetanol (20:1) keverékével, majd a mintákat 3 percig forraltuk. Ezt követően 

a fehérjéket 12,5%-os SDS-PAGE gélen elektroforézissel elválasztottuk, majd félszáraz 

módszerrel (BioRad) 0,22 m pórusú PVDF membránra blottoltuk. A membránokat 5%-

os tejporban blokkoltuk, majd p-S6 ellenanyaggal (1:1000, Cell Singaling Technologies) 

egy éjszakán át 4 
o
C-on inkubáltuk. Másodlagos ellenanyagként Vectastain Elite 

Universal ABC másodlagos előhívő kitet (Vector) használtunk. Először 60 percig 

inkubáltuk a membránokat az 5%-os tejporban hígított biotinizált másodlagos 

ellenanyaggal (1:3000), majd a kithez tartozó A és B reagensből mixet készítettünk, és 30 
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perc mosást követően 45 percig inkubáltuk a membránokat az AB mixel. Végül a 

membránokat kemilumineszcens előhívás után (ECL- Advansta Inc.) KODAK Image 

Station 4000 MM géldokumentációs rendszerrel (Eastman Kodak) fényképeztük. Ezt 

követően a bemért fehérjék mennyiségének ellenőrzésére a minták -aktin (Sigma) 

expresszióját vizsgáltuk 1:5000 hígításban, melyhez HRP konjugált anti-egér IgG (1:2000, 

Cell Signaling) másodlagos ellenanyagot adtunk, amit szintén ECL segítségével hívtunk 

elő. A p-S6 expressziót az ImageJ 1.46r szoftver segítségével mértük meg 

(https://imagej.nih.gov).  

 

2.4.2. Flow cytometria 

 

A BHD1 sejtek endogén p-S6 expresszióját flow cytometriával is vizsgáltuk. Ehhez a 

PerFix-nc Kitet (Beckman Coulter) használtuk, amely lehetővé tette a sejtek 

intracelluláris festődését. A kezelést követően a sejtek médiumát eltávolítottuk és 5 l 

fixáló reagens mellett, 15 percig jégen inkubáltuk a mintákat. Vortexelést követően 300 

l permeabilizáló reagenst adtunk, majd a sejteket phycoerythrinnel (PE) konjugált p-S6 

ellenanyaggal (Cell Signaling Technology; #5316S) inkubáltuk, 30 percig, jégen, sötétben. 

Az inkubáció letelte után mosás és centrifugálást követően, a p-S6 expressziót Navios 

flow cytométerrel (Beckman Coulter) határoztuk meg. Az eredményeket a Kaluza 

szoftverrel (Beckman Coulter) elemeztük, mintánként minimum 10000 eseményt 

vizsgáltunk, az eredményeket pedig átlagos fluoreszcencia intenzitás (mean fluorescence 

intensity; MFI) értékben adtuk meg.  

 

 

 

 

 

 

https://imagej.nih.gov/
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3. Statisztikai analízis 

 

  A túlélési idők összehasonlításához Kaplan-Meier túlélési görbéket és log-rank 

tesztet használtunk a GraphPad PRISM v. 5.0 software segítségével. A kategoriális 

változókat Pearson-féle Khi négyzet próbával vagy a kis elemszám miatt Fisher féle 

egzakt próbával analizáltuk, az adatokat SPSS version 20.0 szoftverrel (IBM Corp.) 

elemeztük. Az eredményeket statisztikailag szignifikánsnak p≤0,05 esetén tekintettük.  
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IV. EREDMÉNYEK 

 

1. RNS alapú vizsgálatok 

 

1.1. Sejteredet meghatározása NanoString LST assay-vel és immunhisztokémiával 

 

 A PCNSL és az SCNSL esetek sejteredet meghatározását NanoString LST assay 

vizsgálattal végeztük, majd ezeket az eredményeket összehasonlítottuk a Hans-féle 

algoritmus szerinti immunhisztokémiával kapott eredményekkel. A PCNSL esetében a 

betegek 80,5%-ában (62/77) ABC fenotípust, 13%-ában (10/77) GCB fenotípust, míg 

6,5%-ban (5/77) UC fenotípust találtunk NanoString LST assay-vel. Ezzel szemben a 

Hans algoritmussal 95%-ban (73/77) non-GCB fenotípust, míg a maradék 5%-ban (4/77) 

GCB fenotípust határoztunk meg (12. ábra).  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

12. ábra. PCNSL-ben a Hans algoritmussal (IHC) és 

a NanoString LST-vel (LST) meghatározott sejteredet 

összehasonlítása. Rövidítések: ABC: aktivált B-sejtes 

eredet; GCB: centrum germinatívum B-sejtes eredet; 

IHC: immunhisztokémia; LST: lymphoma subtyping 

test; non-GCB: nem centrum germiatívum B-sejtes 

eredet; PCNSL: primer központi idegrendszeri 

lymphoma; UC: „unclassified”. 
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A SCNSL esetekben NanoString LST assay-el meghatározva 47% (8/17) ABC 

fenotípusú, míg 53% (9/17) GCB fenotípusú volt. A szuptípust Hans algoritmussal 

vizsgálva ugyanezt az eredményt kaptuk (non-GCB: 47%, GCB: 53%) (13. ábra).  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

13. ábra. SCNSL-ben a Hans algoritmussal (IHC) 

és a NanoString LST-vel (LST) meghatározott 

sejteredet összehasonlítása. Rövidítés: ABC: aktivált 

B-sejtes eredet; GCB: centrum germinatívum B-

sejtes eredet; IHC: immunhisztokémia; LST: 

lymphoma subtyping test; non-GCB: nem centrum 

germiatívum B-sejtes eredet; SCNSL: szekunder 

központi idegrendszeri lymphoma. 

 

Összességében az agyi lymphomák 16%-ában (15/94) kaptunk eltérő eredményt a 

sejteredet meghatározásban a NanoString LST assay és a hagyományos IHC módszerrel: 

a PCNSL esetek 17%-ában (13/77), míg SCNSL-ben 11,5%-ában (2/17). A PCNSL 

esetekben IHC-val non-GCB fenotípusként meghatározott minták 15,6%-ában (12/77) 

kaptunk eltérő eredményt NanoString LST assay-vel, 7 eset GCB fenotípusú lett, míg 5 

esetben UC fenotípust azonosítottunk. Egyetlen (1,3%) IHC-GCB esetet találtunk ABC 

fenotípusúnak NanoString LST assay-vel (14A. ábra). Az SCNSL csoportban csupán 1-1 

eset volt, ahol az IHC és a NanoString LST assay különböző fenotípust határozott meg 

(14B. ábra).  
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14. ábra. A Hans algoritmussal (IHC) és a NanoString LST-vel (LST) 

meghatározott sejteredet a PCNSL és a SCNSL esetekben. Míg PCNSL 

esetén 17%-ban különbözött a két módszerrel meghatározott fenotípus 

(14A. ábra), addig SCNSL esetén 11,5% volt különbség (14B. ábra). 

Rövidítések: ABC: aktivált B-sejtes eredet; GCB: centrum germinatívum 

B-sejtes eredet; IHC: immunhisztokémia; LST: lymphoma subtyping test; 

non-GCB: nem centrum germinatívum B-sejtes eredet; PCNSL: primer 

központi idegrendszeri lymphoma; SCNSL: szekunder központi 

idegrendszeri lymphoma; UC: „unclassified”. 

 

 

Eredményeink alapján látható, hogy a PCNSL esetek kisebb hányada bizonyult 

ABC fenotípusúnak a NanoString LST alkalmazásával, szemben a hagyományos Hans 

algoritmushoz képest (80,5% vs. 95%, p=0,022). A 94 agyi lymphomában kétféle 

módszerrel meghatározott sejteredet és a génexpresszió mérés eredményei a 15. ábrán 

láthatóak.  
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15. ábra. A NanoString LST assay eredményei. A hőtérképen 15 gén expresszió vizsgálata látható a 94 agyi lymphoma esetben. A felső 

7 gén overexpressziója GCB fenotípusban, míg az alsó 8 gén overexpressziója ABC fenotípus esetén jellemző. A relatív mRNS 

expressziót színskálán jelöltük, világoszöld színnel a leggyengébb expresszió, míg világospiros színnel a legerősebb expresszió látható. 

Az LST assay eredményeit összehasonlítottuk a Hans féle IHC algoritmussal meghatározott sejteredet eredményeivel. Rövidítések: ABC: 

aktivált B-sejtes eredet; GCB: centrum germinatívum B-sejtes eredet; IHC: immunhisztokémia; LST: lymphoma subtyping test; non.-

GCB: nem centrum germinatívum B-sejtes eredet; PCNSL: primer központi idegrendszeri lymphoma; SCNSL: szekunder központi 

idegrendszeri lymphoma.  
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2. DNS alapú vizsgálatok 

 

2.1. Az NGS vizsgálat eredményei 

 

 A 14 gén célzott NGS analízise során a 76 központi idegrendszeri lymphoma 

mintában összesen 239 mutációt azonosítottuk. Az átlagos variáns allél frekvencia (VAF) 

41,4% (1,8%-96,2%) volt. A mutációk 81%-ában (194/239) a VAF >20%-nak bizonyult. 

A VAF-ok eloszlása az érintett gének esetében a 16. ábrán látható. A vizsgálatunkban 

azonosított összes mutáció a Függelék 1. táblázatában található.  

 

16. ábra. Az azonosított szomatikus mutációk génenkénti variáns allélfrekvencia 

eloszlása. Egy pont, egy mutációt jelöl. Kékkel a PCNSL, míg pirossal a SCNSL 

esetekben azonosított mutációkat ábrázoltuk. A PTPRD génben egy mutációt sem 

detektáltunk, az ábrán ezt a gént nem jelöltük. 

 

 

A vizsgálatba bevont 64 PCNSL esetünkben összesen 210 szomatikus mutációt 

detektáltunk a 14 vizsgált génben. Átlagosan betegenként 3,3 mutáció (0-10) volt 

megfigyelhető. A mutációk típus szerinti megoszlása a következőképp alakult: missense 

mutáció: 75,2% (158/210), az 5 vagy a 3 prime UTR régió mutációi: 11,4% (24/210), 

splice régió mutációi: 7.6% (16/210), in frame deléció: 3,3% (7/210), frameshift 

mutáció: 1,9% (4/210) és nonsense mutáció: 0,5% (1/210). Esetenként a mutációk 

átlagosan 2,6 gént (0-5) érintettek. Vizsgálatunk során a leggyakoribb mutációs 
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célpontokat a MYD88 (66%) (17. ábra), a PIM1 (41%), a KMT2D (31%) és a PRDM1 

(30%) génekben azonosítottunk. A további génekben a következőképpen alakultak a 

mutációs gyakoriságok: C-MYC (19%), IRF4 (19%), CD79B (17%), TP53 (11%), 

CCND3 (9%), CARD11 (8%), PAX5 (3%), CSMD2 (3%) és CSMD3 (3%). A PTPRD 

génben nem detektáltunk mutációt.  

 

 

17. ábra. PCNSL-ben a leggyakoribb mutáció a MYD88 gént érintette, az esetek 

66%-ában. Az ábrán a MYD88 gén vázlatos domén szerkezete és a detektált missense 

mutációk láthatóak. Az ábrán minden zöld háromszög egy eltérést jelöl. Rövidítések: 

aa: aminosav; C: cisztein; F: fenilalanin; I: izoleucin; L: leucin; N: aszparagin; P: 

prolin; S: szerin; TIR: Toll/interleukin-1 receptor; V: valin; Y: tirozin.  

 

 

A 12 SCNSL esetben összesen 29 szomatikus mutációt találtunk, átlagosan 2,4 

mutáció/eset (0-5) gyakorisággal. A mutációk típus szerinti megoszlása a következő volt: 

missense mutáció: 72,4% (21/29), az 5 vagy a 3 prime UTR régió mutációi: 20,7% 

(6/29), frameshift mutációk: 3,5% (1/29) és a splice régió mutációi: 3,5% (1/29). 

Esetenként átlagosan 1,8 génben (0-4) azonosítottunk mutációt. A leggyakoribb 

mutációkat a PRDM1 (50%), a MYD88 (42%) és a PIM1 (25%) génekben azonosítottuk. 

A többi génben alacsonyabb mutációs gyakoriság volt megfigyelhető: KMT2D (17%), 

CD79B (8%), IRF4 (8%), CCND3 (8%), C-MYC (8%), TP53 (8%) és PAX5 (8%). A 

CARD11, a CSMD2, a CSMD3 és a PTPRD génekben nem azonosítottunk mutációkat 

(18. ábra). 
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18. ábra. A vizsgált génekben azonosított mutációk 

gyakorisága PCNSL és SCNSL esetekben. A PCNSL és 

SCNSL esetekben egyaránt a MYD88, a PIM1, a KMT2D 

és a PRDM1 génekben azonosítottunk leggyakrabban 

mutációkat.  Rövidítések: PCNSL: primer központi 

idegrendszeri lymphoma; SCNSL: szekunder központi 

idegrendszeri lymphoma.  
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2.2. A mutációs profil és a sejteredet korrelációja 

 

Az összes agyi lymphoma esetben a mutációk előfordulását a sejteredettel 

összevetve, azt tapasztaltuk, hogy az ABC fenotípusú esetekben a MYD88 (67% vs 

46%), a PIM1 (39% vs 23%), az IRF4 (20% vs 8%) és a C-MYC (19% vs 8%) gének 

gyakrabban hordoztak mutációkat szemben a GCB esetekkel. Kizárólag az ABC 

fenotípusú esetekben figyeltük meg a CD79B (19%), a CARD11 (9%), a CSMD2 (4%) 

és a CSMD3 (4%) gének mutációit. Ezzel szemben a TP53 (15% vs 6%) és a PAX5 (15% 

vs 2%) génekben gyakrabban detektáltunk mutációkat GCB fenotípusú esetekben az 

ABC fenotípushoz képest. Míg a PRDM1, a KMT2D és a CCND3 gének gyakorisága 

közel egyező volt a különböző molekuláris szubtípusú esetekben.   

A PCNSL eseteket külön elemezve, az ABC fenotípus esetén a gyakrabban 

fordult elő a PIM1 (41% vs 20%) mutációja. Kizárólag az ABC fenotípusú esetekben 

azonosítottuk az IRF4 (22%), a CD79B (20%), a C-MYC (20%), a CARD11 (10%), a 

CSMD2 (4%) és a CSMD3 (4%) gének mutációit.  A GCB szubtípusú PCNSL esetekben 

a TP53 (20% vs 6%), a PAX5 (20% vs 2%), és a CCND3 (20% vs 8%) gének mutációi 

voltak gyakoribbak (19. ábra). Bár a mutációs frekvenciák közötti különbség a két 

molekuláris alcsoportban nem érte el a szignifikáns szintet, több gén esetén figyeltük 

meg egy-egy gén gyakoribb mutációit, illetve kizárólagos eltéréseit ABC vagy GCB 

fenotípus esetén (19. ábra). A mutációs profil és a sejteredet vizsgálat eredményeinek 

eset-szintű összefoglalása a 20. ábrán látható. 
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19. ábra. A mutációs frekvencia a NanoString LST assay-vel meghatározott sejteredet szerinti megoszlása az 

összes agyi lymphoma és a PCNSL esetekben. Rövidítések: ABC: aktivált B-sejtes eredet; GCB: centrum 

germinatívum B-sejtes eredet; PCNSL: primer központi idegrendszeri lymphoma. 
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20. ábra. A hőtérképen a 64 PCNSL és a 12 SCNSL eset mutációs mintázata, és a kétféle módszerrel (NanoString LST és Hans- féle 

immunhisztokémia) meghatározott sejteredet hőtérképszerű megjelenítése. Egy függőleges oszlop, egy beteget jelöl. Rövidítések: ABC: 

aktivált B-sejtes eredet; ASHM: aberráns szomatikus hipermutáció; BCR: B-sejt receptor; GCB: centrum germinatívum B-sejtes eredet; 

IHC: immunhisztokémia; non-GCB: nem centrum germinatívm B-sejtes eredet; P/PCNSL: primer központi idegrendszeri lymphoma 

esetek; S/SCNSL: szekunder központi idegrendszeri lymphoma esetek. 
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3. A sejteredet és a mutációs profil összefüggéseinek vizsgálata a túléléssel 

 

 A PCNSL és SCNSL betegek túlélése között nem figyeltünk meg szignifikáns 

különbséget (p=0,1970) (21. ábra).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

21. ábra. A túlélő betegek aránya az összes agyi 

lymphoma esetben. Nem találtunk szignifikáns 

különbséget a túlélésben primer és szekunder központi 

idegrendszeri lymphomák esetén. Rövidítés: PCNSL: 

primer központi idegrendszeri lymphoma; SCNSL: 

szekunder központi idegrendszeri lymphoma. 

 

 

Vizsgálatunkban, meglepően, a sejteredetnek nem volt hatása a túlélésre: nem 

volt szignifikáns különbség sem az összes agyi lymphoma esetben (p=0,3981) (22A. 

ábra), sem a PCNSL eseteket nézve (p=0,8727) (22B. ábra). Ennek hátterében az 

alacsony esetszám mellet az állhat, hogy a vizsgálatunkba bevont betegek esetében 

heterogén terápiás protokollokat alkalmaztak. 
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22. ábra. A túlélő betegek aránya a NanoSting LST-

vel meghatározott sejteredet szerint. Nem találtunk 

szignifikáns eltérést a túlélésben az ABC és GCB 

fenotípusú esetekben sem az összes agyi lymphomát 

vizsgálva (22A. ábra), sem a PCNSL eseteket külön 

nézve (22B. ábra). Rövidítések: ABC: aktivált B sejtes 

eredet; GCB: centrum germinatívum B-sejtes eredet; 

PCNSL: primer központi idegrendszeri lymphoma.  

 

 

A CD79B mutációt hordozó esetekben szignifikánsan rövidebb OS volt 

megfigyelhető az összes agyi lymphomában (p=0,0126) (23A. ábra), az összes ABC 

fenotípusú lymphomában (p=0,0072) (23B. ábra), a PCNSL esetekben (p=0,0268) (23C. 

ábra) és az ABC fenotípusú PCNSL esetekben is (p=0,0189) (23D. ábra).  
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23. ábra. Túlélő betegek aránya a CD79B mutáció szerint. Szignifikánsan rosszabb 

túlélést figyeltünk meg a CD79B mutációt hordozó betegek között, mind az összes 

agyi lymphoma (23A. ábra) és az összes primer központi idegrendszeri lymphoma 

(23C. ábra) tekintetében. Sejteredet szerint az ABC fenotípus esetén járt a CD79B 

mutáció rosszabb túléléssel az összes agyi lymphoma (23B. ábra) és a primer 

központi idegrendszeri lymphoma (23D. ábra) esetekben. Rövidítések: ABC: aktivált 

B-sejtes eredet; mut: mutáció; PCNSL: primer központi idegrendszeri lymphoma; wt: 

vad típus.  

 

 

Ezzel szemben a MYD88 mutáció esetén hosszabb OS-t dokumentáltunk az ABC 

fenotípusú PCNSL esetekben (p=0,0576) (24A. ábra) és az összes ABC fenotípusú agyi 

lymphomában (p=0,0835) (24B. ábra). A CCND3 mutáció esetén kedvezőbb OS volt 

jellemző, az összes agyi lymphomában (p=0,0262) és a PCNSL esetekben (p=0,0528).  
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24. ábra. A túlélő betegek aránya a MYD88 mutáció 

szerint. Az összes ABC fenotípusú agyi lymphoma 

(24A. ábra) és az ABC fenotípusú primer központi 

idegrendszeri lymphomák (24B. ábra) esetén is 

szignifikánsan jobb túlélést figyeltünk meg a 

MYD88 mutációt hordozó esetekben. Rövidítések: 

ABC: aktivált B-sejtes eredet; mut: mutáció; PCNSL: 

primer központi idegrendszeri lymphoma; wt: vad 

típus. 

 

 

Bár csak két PCNSL esetben azonosítottuk CSMD3 mutációt, szignifikánsan 

rosszabb túlélést figyeltünk meg az összes agyi lymphoma (p=0,0038), az összes ABC 

fenotípusú lymphoma (p=0,0034), a PCNSL (p=0,0047) és az ABC fenotípusú PCNSL 

esetén (p=0,0057) is.  

 Tanulmányunkban kis esetszámú szekunder központi idegrendszeri lymphoma 
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esetet vizsgáltunk, így néha a mutációt hordozó esetek száma is alacsony. Tisztában 

vagyunk a leírt összefüggések limitációjával, ugyanakkor mivel korábban az SCNSL-ák 

mutációs profilját nem vizsgálták, fontosnak tartottuk ezen eredmények bemutatását is. 
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4. Fehérje alapú vizsgálatok 

 

4.1. Az mTOR útvonal fehérjéinek expressziós vizsgálata 

 

 Immunhisztokémiai módszerrel a p-S6 expresszióját figyeltük meg a PCNSL 

esetek 83,9%-ában (26/31) és a DLBCL esetek 62,75%-ában (32/51). Ugyanakkor, míg 

a DLBCL esetén 54,9%-ban (28/51) detektáltunk p-mTOR expressziót, addig ezt 

PCNSL-ben csupán 12,9%-ban (4/31) tapasztaltuk. A p(T389)-p70S6K1 PCNSL-ben 

6,5%-ban (2/31), DLBCL-ben 31,4%-ban (16/51) bizonyult pozitívnak. A p-4E-BP1 

pozitív festődést mutatott a PCNSL esetek 12,9%-ban (4/31), DLBCL-ben pedig 29,4%-

ban (15/51) (25. ábra). 

25. ábra. A PCNSL mTOR aktivitásának IHC vizsgálata. A PCNSL esetek 83,9%-ában 

erős p-S6 pozitivitást láttunk (A). Azonban az esetek nagyrészében a p-mTOR, a 

p(T389)-p70S6K és a p-4E-BP1 (B-D) expresszió nem jellemző a tumorsejtekre, 

ugyanakkor pozitív festődést láttunk a reaktív astrocytákban, mitotikus alakokban vagy 

a reaktív lymphocytákban (400x nagyítás). Rövidítés: 4-EB-P1: 4E-kötő fehérje 1; 

mTOR: mammalian target of rapamycin; p: foszforilált; p70S6K1: p70 riboszomális S6 

kináz1. 
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A dolgozat 4.2. fejezetében (Módszerek rész) ismertetett kritériumok szerint, az 

mTOR útvonal aktivitásában szignifikáns (p<0.001) különbséget találtunk a PCNSL és 

DLBCL esetek között. Míg PCNSL-ben az esetek 25,8%-ában (8/31), addig DLBCL-

ben 66,7%-ban (34/51) volt megfigyelhető aktív mTOR útvonal. PCNSL-ben az összes 

(100%, 8/8) mTOR aktív esetet p-S6 pozitivitás jellemezte, DLBCL-ben viszont 15,7%-

ban (8/51) aktív mTOR útvonal mellett nem találtunk p-S6 expressziót. Érdekes módon 

az mTOR inaktív PCNSL esetek 78,3%-ában (18/23) erős p-S6 expressziót láttunk, míg 

DLBCL-ben az mTOR inaktív esetekben csak 35,3%-ában (6/17) találtunk p-S6 

expressziót (26. ábra). Ezek alapján felmerült, hogy PCNSL-ben a p-S6 pozitivitás nem 

feltétlenül az mTOR útvonal aktivitásának köszönhető, és az S6 fehérje foszforilációja 

mTOR független módon történik.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

26. ábra. A PCNSL és DLBCL esetek eloszlása az mTOR aktivitás és a p-S6 

expresszió függvényében. Látható, hogy mind a DLBCL, mind a PCNSL 

esetek nagyrészében p-S6 expressziót detektáltunk. Azonban míg DLBCL-ben 

ez az esetek közel felében aktív mTOR útvonal mellett jellemző, addig 

PCNSL-ben a p-S6 expressziót döntően mTOR inaktív esetekben találtunk. 

Rövidítések: DLBCL: diffúz nagy B-sejtes lymphoma; mTOR: mammalian 

target of rapamycin; p: foszforilált; PCNSL: primer központi idegrendszeri 

lymphoma.  
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4.2. Az mTOR útvonal aktivitásának és a sejteredet összefüggésének vizsgálata 

 

 A fehérje szintű tanulmányainkban vizsgált DLBCL esetek 78,7%-a (37/47) non-

GCB fenotípusú volt, amelyek 70,3%-a (26/37) mTOR útvonal aktívnak bizonyult. A 

GCB fenotípusú (21,3%, 10/47) DLBCL-ek 60%-át találtuk mTOR aktívnak. Az összes 

vizsgált PCNSL-ben (29/29) az non-GCB fenotípusra jellemző expressziót láttuk, tehát 

valamennyi mTOR aktív PCNSL eset non-GCB szubtípusba tartozott (24,1%, 7/29). Az 

mTOR útvonal aktivitása akkor is szignifikánsan (p<0,001) gyakoribb volt DLBCL-ben, 

mint PCNSL-ben, ha csak az non-GCB-DLBCL eseteket vizsgálatuk (27. ábra).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

27. ábra. Az mTOR útvonal aktivitás és a sejteredet összefüggése PCNSL-

ben és DLBCL-ben. A legtöbb DLBCL eset (külső kör) non-GCB fenotípusú 

volt, aktív mTOR útvonal mellett. Az összes PCNSL eset (belső kör) non-

GCB fenotípusú volt, csupán 24,1%-ban figyeltünk meg mTOR aktivitást. 

Rövidítések: GCB: centrum germinatívum B-sejtes eredet; mTOR: 

mammalian target of rapamycin; non-GCB: nem centrum germinatív B-sejtes 

eredet. 
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4.3. Az mTOR független kinázok vizsgálata PCNSL-ben 

 

 A PCNSL esetek 3%-a (1/31) bizonyult p-RSK pozitívnak, míg a p(T229)-

p70S6K1 expresszióját vizsgálva egy esetben sem (0%, 0/31) láttunk pozitív reakciót, 

ami arra utal, hogy az mTOR független kinázok valószínűleg nem játszanak szerepet a 

S6 foszforilációjában PCNSL-ben.  

 

4.4. A PASK expresszió vizsgálata PCNSL-ben és DLBCL-ben 

 

 Irodalmi adatok alapján tudjuk, hogy a PASK in vitro és in vivo is 

foszforilálhatja az S6 fehérjét [119], ezért FFPE mintákon vizsgáltuk a PASK 

expressziót is. Valamennyi PCNSL eset (100%, 26/26), amelyből elegendő minta állt a 

rendelkezésünkre, erős PASK pozitivitást mutatott. Hasonló erős PASK expressziót 

azonosítottunk DLBCL esetében is (100%, 51/51). (28. ábra). 

 

 

 

28. ábra. A PCNSL PASK expressziójának IHC vizsgálata. Erős PASK 

festődést mutat gyakorlatilag a tumorsejtek 100%-a PCNSL-ben (400x 

nagyítás) Rövidítés: PASK: „PAS domain-containing serine/threonine-

protein kinase”. 
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Ezt követően azt vizsgáltuk, hogy a PASK szerepet játszhat-e az S6 fehérje 

foszforilálásában PCNSL-ben és DLBCL-ben. Ezekhez a vizsgálatokhoz egy olyan 

DLBCL sejtvonalat (BHD1) használtunk, melyben az S6 foszforilációja mTOR függő 

módon történik. A sejteket PASK inhibitorral kezeltük, majd mértük a p-S6 expresszió 

változását Western blottal és flow cytometriával. Pozitív kontrollként mTOR inhibitor 

rapamycint használtunk. A PASK inhibitor kezelés hatására jelentősen csökkent a p-S6 

szint Western blottal és flow cytometriával mérve. Denzitometriával vizsgálva a 

blottokat a p-S6 expresszió 61%-ra csökkent a kezelés hatására a negatív kontrollhoz 

képest. Hasonló eredményt kaptunk flow cytometriával is, a p-S6 X-középértéke 57%-

ra csökkent a PASK inhibitorral kezelt sejtekben. Ahogy vártuk, a rapamycin is 

szignifikánsan csökkentette a p-S6 szintet, denzitometriával mérve 13%-ra, míg flow 

cytometriával 28%-ra. A legkifejezettebb p-S6 szint változást a két gátlószer 

kombinációjakor láttuk: míg denzitometriával 4%-ra, addig flow cytometriával 23%-ra 

csökkent az expresszió mértéke a negatív kontrollhoz viszonyítva. A bemutatott 

eredmények két független vizsgálat értékeinek átlagát szemléltetik (29. ábra). 
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29. ábra. A különböző kezelések hatása a p-S6 expresszióra. Látható, 

hogy a rapamycin (mTOR gátoló), a PASK inhibitor és a kettő 

kombinációja is csökkentette a p-S6 expressziót a BHD1 

sejtvonalban, mind western blottal (29A. ábra), mind flow 

cytometriával (29B. ábra) vizsgálva. A 29C. ábrán a különböző 

gátlószerek a p-S6 expresszióra kifejtett hatása látható a két 

módszerrel mérve. Az eredmények két független vizsgálat értékeinek 

átlagát mutatják. Rövidítések: Co: kontroll; kDa: kilodalton; p: 

foszforilált; PI: Pask inhibitor; R: rapamycin. 
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V. MEGBESZÉLÉS 

 

 

A primer központi idegrendszeri lymphomák kezelése még napjainkban is 

kihívásokkal terhelt, a betegség kimenetele kedvezőtlenebb, mint a szisztémás 

lymphomáké, ezért nagy szükség van új biomarkerek és új terápiás célpontok 

azonosítására. Ehhez nagymértékben hozzájárulhat a betegség genomikai hátterének 

pontosabb megismerése, aminek a mutációs profilon túl a génexpressziós sajátságokon 

alapuló sejteredet meghatározása is szerves része. 

Jelen tanulmányunkban elsőként határoztuk meg primer és szekunder központi 

idegrendszeri lymphomák (PCNSL és SCNSL) sejteredetét NanoString LST assay 

segítségével. Ezenfelül vizsgáltuk a primer és szekunder agyi lymphomák genomikus 

profilját, mely során 14 potenciális, prognosztikus jelentőségű vagy terápiásan 

célozható gén új-generációs szekvenálását végeztük el. Továbbá, átfogó 

immunhisztokémiai vizsgálatunk során, az mTOR útvonal aktivitását demonstráltuk 

PCNSL-ben és DLBCL-ben, valamint felvetettük a PASK szerepét az S6 fehérje mTOR 

független foszforilálásában. 

Már Alizadeh és munkatársai megfigyelése óta tudjuk, hogy szisztémás DLBCL 

esetén a molekuláris szubklasszifikációnak fontos prognosztikai szerepe van [53]. Az 

utóbbi években egyre több adat áll a rendelkezésünkre arra vonatkozóan, hogy 

szisztémás DLBCL-ben a terápia megválasztásában is jelentősége lehet a molekuláris 

szubtípusnak [77, 131, 132]. A fenotípus meghatározására az évek során számos 

módszert kidolgoztak: az arany standard GEP vizsgálat mellett, FFPE mintából is 

elvégezhetó IHC algoritmusokat. Sajnos a különböző IHC vizsgálatokkal meghatározott 

sejteredet nem mutat 100%-os konkordanciát sem egymással [64], sem az arany 

standard GEP vizsgálatokkal [63, 133]. A korábbi közlemények szerint a legtöbb 

PCNSL esetnek immunhisztokémiai módszerekkel vizsgálva, aktivált B-sejtes eredete 

van [20, 79, 80]. Ezzel szemben Montesinos-Rongen megfigyelései alapján, GEP 

vizsgálattal PCNSL-ben közel egyenlő eloszlás tapasztalható az ABC, a GCB és az 

unclassified szubtípusok között [78]. A közelmúltban bemutatott digitális 

génexpressziós vizsgálaton alapuló NanoString LST technológia segítségével FFPE 

mintákból is pontosan meghatározható a molekuláris szubtípus. A szisztémás DLBCL 
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esetén kiváló korrelációt mutatott az arany standard GEP vizsgálattal és a NanoString 

LST módszerrel meghatározott molekuláris szubcsoport [67]. 

Jelen tanulmányunkban, elsőként vizsgáltuk PCNSL és SCNSL esetekben a 

sejteredetet NanoString LST segítségével. Meglepő módon, NanoString LST-vel  

vizsgálva az esetek nagyobb hányada bizonyult GCB fenotípusúnak , összehasonlítva a 

hagyományos IHC módszerrel meghatározott eredményekkel (13% vs 5%), ami a 

korábbi irodalmi adatokhoz képest is magasabb arány [20, 79, 80, 134, 135]. Tekintve, 

hogy a NanoString LST assay megbízhatónak és pontosnak bizonyult a molekuláris 

szubtípus meghatározására [67], azt gondoljuk, hogy az ezzel a módszerrel 

megállapított szubtípus tükrözheti leghűbben a betegség valós biológiai hátterét. 

Érdekes módon, vizsgálatunkban a molekuláris fenotípus és a betegek túlélése között 

nem figyeltünk meg összefüggést. A szisztémás DLBCL-ek esetén több gyógyszer 

ismert, amelyek hatékonysága függ a molekuláris szubtípustól. ABC fenotípus esetén a 

proteoszoma inhibitor bortezomib, az immunmodulátor lenalidomid és a BTK gátló 

ibrutinib esetén figyeltek jobb terápiás eredményeket, míg GCB fenotípusú esetekben 

hiszton metiltanszferáz gátlás és a bcl2 gátlás tűnik vonzó terápiás célpontnak [77, 131, 

132]. Ezzel szemben PCNSL-ben nem állnak rendelkezésünkre adatok a különböző 

terápiás modalitások és a molekuláris szubtípus közötti összefüggésekről.  

Az utóbbi években az új-generációs szekvenálás elterjedésével, egyre több 

vizsgálatban tanulmányozták a PCNSL mutációs profilját is. Ezek a döntően kis 

esetszámú vizsgálatok megállapították, hogy a PCNSL mutációs aránya és profilja 

hasonlít a szisztémás DLBCL-hez, és a legtöbb eltérés a BCR/NFB útvonalat érinti [87, 

91, 92, 102-104, 107, 136, 137]. Jelen tanulmányunkban 14 potenciális gén mutációs 

profilját vizsgálatuk 64 PCNSL és 12 SCNSL esetben. Mind a primer, mind a szekunder 

lymphomában a leggyakoribb mutációkat a MYD88, a PIM1, a KMT2D és a PRDM1 

génekben figyeltünk meg. Ezek a mutációs frekvenciák hasonlóak az irodalmi 

adatokhoz, bár a korábbi tanulmányokban is heterogenitás figyelhető meg a mutációs 

gyakoriságokban [91, 102-104, 107, 136-139]. Ennek hátterében több tényező állhat: 

egyrészt a PCNSL-re jellemző nagyfokú molekuláris heterogenitás, másrészt az, hogy 

sok esetben különbözik a vizsgált minta típusa, a szekvenálási módszer és az 

alkalmazott bioinformatikai analízis. Vizsgálatunk során, az új-generációs 

szekvenáláshoz olyan módszert választottunk, amellyel lehetőség nyílt mindkét DNS 
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szál egymástól független szekvenálására. Csak azokat a szomatikus variánsokat 

tekintettük valódi eltérésnek, amelyek mindkét DNS szálon jelen voltak, mely precízebb 

és megbízhatóbb mutációanalízist tesz lehetővé. 

Korábbi közleményekkel összhangban [91, 92, 102-104, 107, 136, 137, 139], 

leggyakrabban PCNSL esetén a MYD88 (66%) génben detektáltunk mutációkat, míg 

SCNSL-ben az esetek 42%-ban azonosítottunk MYD88 mutációt. Vizsgálatunkban nem 

találtunk eltérését a mutációk gyakorisága között a különböző molekuláris 

szubtípusokat tekintve. Ezzel szemben irodalmi adatok szisztémás DLBCL-ben MYD88 

mutációt az esetek mintegy 20-30%-ában írtak le, döntően ABC fenotípusú esetekben 

[140, 141]. További érdekes megfigyelés, hogy a szisztémás ABC-DLBCL-ben a BTK 

inhibitor, ibrutinib kezelés 37%-ban volt klinikailag hatásos, különösen a MYD88 és 

CD79B együttes mutációját hordozó esetekben [142]. Ugyanakkor, Grommes és 

munkatársai, fázis I. klinikai vizsgálatukban, ibrutinibbel kezelt, relabált PCNSL 

betegek 77%-ában tapasztaltak klinikai választ, döntően a MYD88 mutációt hordozó 

esetekben. Érdekes módon, a MYD88 és a CD79B együttes mutáció esetén csak 

parciális választ figyeltek meg. Továbbá, progresszív lefolyást az ismert ibrutinib 

rezisztenciát okozó CARD11 mutáció esetén láttak [35]. Jelen tanulmányunkban 

CARD11 mutációt 11%-os gyakorisággal detektáltunk. Eredményeink alapján, 

Grommes és munkacsoportja megfigyeléseit figyelembe véve, az ibrutinib terápia 

hatékony lehetne, sejteredettől függetlenül, a betegek közel felében (46%, 35/76), azon 

esetekben, ahol a MYD88 mutáció mellett sem CARD11, sem CD79B mutáció nem 

detektálható. Ezenfelül, Grommes és munkatársai azt is megfigyelték, hogy a CD79B 

mutációt hordozó PCNSL esetekben fokozott mTOR útvonal aktivitás jellemző, és in 

vitro kísérleteik alapján a BTK és a PI3K/mTOR útvonalak együttes gátlása javíthatja 

az ibrutinib terápia hatékonyságát a CD79B mutáció esetén [35].   

A PIM1 egy szerin/threonin kináz, melynek fontos szerepe van sejtproliferáció 

és a túlélés szabályozásában. Fokozott PIM1 expressziót figyeltek meg számos 

daganatban, főként hematológiai malignitásokban [143]. Brault és munkatársai 

megállapították, hogy a fokozott PIM1 expresszió gyakori előrehaladott, non-GCB 

DLBCL-ben [144]. Egy további tanulmány megerősítette a PIM1 potenciális szerepét 

ABC-DLBCL-ben, sőt az ibrutinib rezisztenciával is kapcsolatba hozták a PIM1 

expresszió növekedést. Elméletüket alátámasztotta in vitro kísérleteik során tett 
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megfigyelésük, ahol ibrutinib rezisztens sejtvonalakon a pan-PIM inhibitor és az 

ibrutinib kombinációjával a tumorsejt-növekedés csökkenése figyelhető meg [145].  

Az elmúlt években világossá vált, hogy a tumorgenezishez az epigenetikai 

szabályozás károsodása is hozzájárulhat. Jelenleg is számos klinikai vizsgálat folyik az 

epigenetikai folyamatokat befolyásoló inhibitorokkal, így a célzott daganat terápiában 

fontos szerepe lehet a jövőben az epigenetikai terápiának is [146]. Morin és munkatársai 

megfigyelték, hogy a KMT2D génben, ami egy hiszton metiltranszferázt kódol, az FL 

esetek 89%-ában, míg DLBCL esetek 32% mutáció detektálható. Továbbá az 

azonosított szomatikus mutációk nagyrésze inaktiváló volt, ez alapján feltételezték, 

hogy a KMT2D gén tumorszuppresszor szerepet tölt be NHL-ban [49]. Vizsgálatunkban, 

a PCNSL esetek harmadában, míg az SCNSL esetek 17%-ban azonosítottunk 

mutációkat a KMT2D génben. Eredményünk összhangban van egy korábbi 

közleménnyel, ahol a PCNSL esetek 50%-ában mutattak ki mutációkat a KMT2D 

génben [137]. Ezen megfigyelések alapján a PCNSL-ben azonosítható epigenetikai 

eltérések akár új, potenciális terápiás lehetőséget jelenthetnek a közeljövőben.  

A PRDM1 fehérje egy transzkripciós represszor, ami szükséges a normál B-sejt 

differenciációhoz [147]. Pasqualucci és munkacsoportja az ABC fenotípusú DLBCL 

esetén a PRDM1 gén inaktivációját figyelték meg az esetek negyedében. 

Megfigyeléseik arra utalnak, hogy a PRDM1 gén tumorszupresszor szerepet tölt be 

szisztémás DLBCL-ben, és inaktivációja hozzájárulhat a lymphomagenezishez is [148]. 

Ezekre az eredményekre alapozva, Courts és munkatársai tanulmányukban PCNSL-ben 

vizsgálták a PRDM1 gén eltéréseit. A PCNSL esetek 19%-ában találták a PRDM1 gén 

mutációit, amely felveti a lehetőséget, hogy a PRDM1 gén PCNSL-ben is 

tumorszuppresszorként funkcionál és károsodása elősegíti a lymphoma kialakulását 

[138]. Ezekkel a közleményekkel összhangban, tanulmányunkban a PCNSL esetek 

30%-ában, míg az SCNSL esetek 50%-ában detektáltuk a PRDM1 gén mutációit.  

A központi idegrendszeri fejlődésben szerepet játszó gének mutációit kizárólag 

PCNSL esetekben figyeltük meg: 3%-ban a CSMD2 és CSMD3 gének esetén, míg a 

PTPRD génben nem detektálunk mutációt. Bár a vizsgálatunkban kisebb arányban 

azonosítottunk mutációt ezekben a génekben, mint korábban leírták [103], de annak a 

lehetőségét nem lehet kizárni, hogy ezen mutációk hozzájárulhatnak a lymphoma 

primer idegrendszeri kialakulásához.  
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Tanulmányunk eredményei alapján a primer agyi lymphomákban, az ABC és 

GCB fenotípusonként megfigyelhető mutációs mintázat különbözik a nodális DLBCL-

ben ismerttől [145, 149, 150]. Kizárólag ABC fenotípusban azonosítottunk mutációkat a 

CD79B, a CARD11, a CSMD2 és a CSMD3 génekben, azonban a MYD88, a PIM1 és a 

KMT2D gének esetén nem volt szignifikáns a mutációs frekvenciák között a különbség 

a két szubtípusban. Ez alátámaszthatja Fukumura és munkatársai hipotézisét, miszerint a 

PCNSL sejteredettől független, önálló klinikai entitást képez [107]. 

Jelen tanulmányunkban, nem figyeltünk meg különbséget az össztúlélésben a 

primer és a szekunder lymphomák között. Ismert, hogy szisztémás DLBCL-ben a GCB 

fenotípus jobb prognózissal jár [53, 66], érdekes módon, azonban vizsgálatunkban az 

agyi lymphomák esetén a sejteredet nem befolyásolta a túlélést. Ezzel szemben, a 

mutációk összefüggését a túléléssel vizsgálva, rosszabb túlélést figyeltünk meg a 

CD79B és a CSMD3 mutációkat hordozó esetekben. Korábbi vizsgálatokban a CD79B 

mutációk jelenlétét már összefüggésbe hozták a rövidebb PFS-sel [137, 139], azonban a 

CSMD3 mutációk prognosztikus szerepét PCNSL-ben korábban még nem írták le. A 

CSMD3 az immunválasz folyamataiban és az agyfejlődésben vesz részt, habár a pontos 

funkciója és a potenciális terápiás szerepe még nem tisztázott. 

Tanulmányunkban, az ABC fenotípusú PCNSL esetekben a MYD88 mutáció 

jobb túléléssel járt együtt. Ezzel szemben, több vizsgálatban is a MYD88 mutáció 

jelenlétét rossz prognózissal hozták összefüggésbe [137, 151], míg Zheng és 

munkatársai nem találtak kapcsolatot a MYD88 mutáció és a túlélés között [139]. 

Kedvezőbb túlélést figyeltünk meg a CCND3 mutációt hordozó agyi lymphomákban, 

elsőként felvetve ezen mutációk potenciális prognosztikai szerepét. A CCND3 mutációi 

elősegítik a proliferációt Burkitt lymphomában és DLBCL-ben [152, 153], és 

kapcsolatba hozhatók az FLT3 inhibitorokkal szembeni rezisztenciával akut myeloid 

leukémiában [154]. Tisztában vagyunk azzal, hogy a betegek túlélésével kapcsolatos 

eredményeinket limitálja az alacsony esetszám, azonban tekintettel az ilyen típusú adat 

hiányára a szakirodalomban, ezen megfigyeléseinket is szerettük volna bemutatni. 

Annak érdekében, hogy jobban megismerjük az mTOR útvonal aktivitását 

PCNSL-ben, átfogó immunhisztokémiai vizsgálatokat végeztünk. Eredményeink 

alapján felmerül, hogy a PCNSL csak mintegy negyedében aktív az mTOR útvonal. 

Grommes és munkatársai korábban már említett vizsgálatukban azt találták, hogy a 
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CD79B mutáció fokozott mTOR aktivitással jár [35]. Tanulmányunkban CD79B 

mutációt a PCNSL esetek 17%-ában detektáltunk, míg mTOR aktivitást az esetek 

25,8%-ában. Bár a DNS szintű és fehérje szintű vizsgálatinkban nem ugyanazokat a 

mintákat használtuk, ez magyarázhatja az arányokban az eltérést, eredményeink 

hasonlóak Grommes és munkatársai megfigyeléséhez. Egy korábbi tanulmányban az 

mTORC1 útvonal aktivitását találták PCNSL esetek 80%-ában [129]. Ezen vizsgálat és 

saját tanulmányunk eltérő eredményének hátterében állhat az, hogy nincs egységes 

konszenzus arra vonatkozóan, hogy az mTOR útvonal aktivitásának meghatározásához, 

mely fehérjék expresszióját kell vizsgálni. Az említett közleményben az mTOR 

upstream szabályozójának, a Rheb-nek, illetve a downstream molekuláinak, a p-S6 és a 

p-4E-BP1 expresszióját határozták meg [129], azonban ezek a fehérjék mTOR 

független útvonalak aktivációját is jelezhetik [118, 119, 155-157]. Jelen 

tanulmányunkban számos fehérje expresszióját vizsgáltuk, köztük a p-mTOR és direkt 

downstream fehérjéjét, a p-p70S6K1-et. Azt is megfigyeltük, hogy PCNSL-ben gyakori, 

hogy p-S6 pozitivitás van, mTOR inaktívitás mellett. Ez arra utalhat, hogy az S6 fehérje 

szerepet játszik a PCNSL pathogenezisében, ugyanakkor felmerül, hogy mTOR 

független módon is történhet az aktivációja. Éppen ezért mTOR független fehérjék 

expresszióját is vizsgáltuk [112, 118-120, 158], melyek közül a PASK fehérje 

expresszióját az összes PCNSL esetben megfigyeltük. Összehasonlításképpen 

szisztémás DLBCL-ben is megvizsgáltuk a PASK expressziót, és hasonlóan a PCNSL 

esetekhez itt is erős pozitivitást detektáltunk. In vitro kísérletek alapján ismert, hogy a 

PASK foszforilálhatja az S6-ot egér embrionális fibroblastokon[119]. Felmerült a kérdés, 

vajon lymphomákban is szerepet játszhat-e a PASK az S6 fehérje foszforilálásában. A 

kérdés megválaszolásának érdekében PASK inhibitor kezelést végeztünk, egy DLBCL 

sejtvonalon (BHD1), melynek ismert tulajdonsága, hogy erős p-S6 expressziója mTOR 

függő módon történik [159]. A PASK gátlása szignifikáns p-S6 expresszió csökkenéshez 

vezetett, mely utalhat arra, hogy a PASK részt vesz lymphomákban a S6 

foszforilációjában. A PASK egy tápanyag ellátottságot érzékelő szerin/treonin kináz 

[160, 161], amely fontos szerepet játszik emlősökben a glükóz homeosztázisban [162, 

163], a lipid metabolizmusban [164, 165], és a fehérje transzlációban [119, 166]. 

Tekintve, hogy a PASK számos biológiai folyamatot irányíthat, ezért vonzó terápiás 

célpont lehet DLBCL-ben és PCNSL-ben is. 
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A primer központi idegrendszeri lymphomákban szenvedő betegek életkilátásai 

napjainkban is rosszabbak, mint a szisztémás DLBCL-es betegtársaiké. Az agyi 

lymphomák kezelésében a mai napig nincs konszenzus, ezért nagy szükség van új 

biomarkerek és potenciális terápiás célpontok azonosítására. Jelen tanulmányunkban, 

elsőként határoztuk meg PCNSL-ben és SCNSL-ben a sejteredetet NanoString LST 

assay segítségével. Megállapítottuk, hogy a korábban ismertekkel szemben, nagyobb 

arányban fordulnak elő GCB fenotípusú PCNSL esetek. Ezenfelül vizsgáltuk a primer 

és szekunder agyi lymphomák genomikus profilját, új-generációs szekvenálással. 

Megállapítottuk, hogy a MYD88, a PIM1, a KMT2D és a PRDM1 gének mutációi 

gyakoriak agyi lymphomákban. Továbbá kimutattuk, hogy PCNSL-ben a fokozott p-S6 

expresszió csak részben magyarázható az mTOR aktivitással, és felvetettük, hogy a 

PASK is szerepet játszhat az S6 foszforilálásában, mely a későbbiek során akár terápiás 

célpontként is szolgálhat.  

Az elmúlt években ugrásszerűen nőttek az ismereteink a primer központi 

idegrendszeri lymphomák genetikai heterogenitásáról, és pathogeneziséről. Az új-

generációs szekvenálás elterjedésével számos új prognosztikai markert és potenciális 

terápiás célpontot azonosítottak, amelyek megismerése elősegítheti a betegek személyre 

szabott terápiáját. Azonban ahhoz, hogy a PCNSL kezelésére hatékony terápiás 

protokollok születhessenek, és a betegség jobb megértése mellett a betegek kezelésében 

is előrelépést érjünk el, a közeljövőben nagy beteg anyag bevonásával megvalósuló, 

racionálisan tervezett klinikai vizsgálatok szükségesek.  
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VI. KÖVETKEZTETÉSEK 

 

 

 A primer központi idegrendszeri lymphomák molekuláris szubtípusa magasabb 

arányban bizonyult centrum germinatívum eredetűnek, mint korábban ismert volt.  

 

 Meghatároztuk a primer és szekunder központi idegrendszeri lymphomák mutációs 

profilját. A PCNSL esetén a leggyakrabban mutált génnek a MYD88 (66%) 

bizonyult, melyet a PIM1 (41%), a KMT2D (31%) és a PRDM1 (30%) gének 

eltérései követtek. A leggyakrabban mutáció SCNSL esetén a PRDM1 (50%) gént 

érintette, a MYD88 (42%), a PIM1 (25%) és a KMT2D (17%) mutációi mellett.  

 

 A primer központi idegrendszeri lymphomák közül kizárólag az ABC fenotípus 

esetén fordult elő az IRF4, a CD79B, a C-MYC, a CARD11, a CSMD2 és a CSMD3 

gének mutációja, míg GCB fenotípus esetén gyakoribbak a TP53, a PAX5, és a 

CCND3 gének eltérései. 

 

 Agyi lymphomák sejteredete nem mutatott összefüggést a túléléssel. 

 

 A CD79B mutációk jelenléte kedvezőtlen kimenetellel társult agyi lymphomákban. 

 

 A MYD88 és a CCND3 mutációk jelenléte kedvezőbb túléléssel járt együtt az 

összes agyi lymphoma és a primer központi idegrendszeri lymphoma esetekben is.  

 

 PCNSL-ben az mTOR útvonal aktivitása nem jellemző, ugyanakkor fokozott p-S6 

expresszió gyakran figyelhető meg, ami valószínűleg mTOR független módon 

történik.  

 

 A PAS domain-containing serine/threonine-protein kinase (PASK) feltehetően részt 

vesz az S6 fehérje foszforilálásában.  
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VII. ÖSSZEFOGLALÁS 

 

A primer központi idegrendszeri lymphomák (PCNSL), ritka, agresszív 

extranodális non-Hodgkin lymphomák. Évek óta ismert, hogy szisztémás diffúz nagy B-

sejtes lymphoma (DLBCL) esetén a tumorsejtek eredete alapján meghatározható 

molekuláris szubtípusnak prognosztikai és terápiás jelentősége is van. Ezzel szemben 

PCNSL sejteredetével kapcsolatosan ellentmondásos irodalmi adatok születtek. Az 

utóbbi években a PCNSL mutációs profiljának feltérképezése is megkezdődött, mely 

során a szisztémás DLBCL-hez hasonló mutációs mintázatot azonosítottak. Számos 

daganat típusban ismert, hogy a proliferációt, túlélést és növekedést szabályozó mTOR 

útvonal konstitutívan aktív. Az mTOR aktivitást PCNSL esetén korábban kevés 

kutatócsoport vizsgálata.  

 Jelen tanulmányunkban elsőként vizsgáltuk a PCNSL sejteredetét a digitális 

génexpresszió meghatározáson alapuló NanoString Lymphoma Subtyping Test (LST) 

technológia alkalmazásával. Emellett 14 visszatérő mutációt hordozó gén célzott új-

generációs újraszekvenálását végeztük el. Végül vizsgáltuk az mTOR útvonal 

aktivitását és foszforilációs viszonyait is PCNSL-ben 

A PCNSL molekuláris szubtípusát vizsgálva, az esetek nagyobb hányadát 

találtuk GCB fenotípusúnak, mint korábban ismert volt. A PCNSL és SCNSL esetek 

mutációs profil meghatározása során megállapítottuk, hogy a leggyakrabban mutált 

géneknek a MYD88, a PIM1, a KMT2D és a PRDM1 bizonyultak Megfigyeltük, hogy 

az ABC fenotípusú PCNSL-ben gyakoribbak az IRF4, a CD79B, a C-MYC, a CARD11, 

a CSMD2 és a CSMD3 gének mutácói, míg a GCB fenotípus esetén a TP53, a PAX5, és 

a CCND3 gének eltéréseit detektáltuk többször. Végezetül eredményeink szerint 

PCNSL-t az mTOR útvonal konstitutív aktivitása nem jellemzi, ugyanakkor fokozott p-

S6 expressziót gyakran figyeltünk meg, ami valószínűleg a PAS domain-containing 

serine/threonine-protein kinase (PASK) által, mTOR független módon történik. 

Tanulmányunkban elsőként határoztuk meg NanoString LST módszerrel a 

sejteredetet PCNSL-ben, mely során magasabb arányban találtunk GCB fenotípusú 

esteket, mint korábban ismert volt. Továbbá, kimutattuk, hogy PCNSL-ben az mTOR 

aktivitás nem jellemző, ugyanakkor a fokozott p-S6 expresszió hátterében, mTOR 

független módon, akár a PASK is állhat. 
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VIII. SUMMARY 

 

Primary central nervous system lymphomas (PCNSLs) are rare, aggressive non-

Hodgkin lymphomas. It is well-known, that sub-classifying diffuse large B-cell 

lymphomas (DLBCLs) into cell of origin (COO) categories has prognostic and potential 

therapeutic implications. In contrast, there are conflicting conclusions about the COO of 

PCNSL. The genomic profile of PCNSL has been analysed in the last few years, by 

various next-generation sequencing technologies. These studies revealed a similar 

mutational profile to that of the systemic DLBCL. In many cancer types, the 

constitutive activation of the mTOR pathway, which is a regulator of proliferation, 

survival and cell growth, can be observed. However, there is very limited data on 

mTOR pathway activity in PCNSL.  

In this study, we applied, for the first time, the NanoString Lymphoma 

Subtyping Test (LST), a digital gene expression-based test to determine COO profiles of 

PCNSL patients. Furthermore, we performed targeted mutation profiling using of 14 

genes using ultradeep next-generation sequencing. Finally, we aimed to determine the 

mTOR pathway activity in PCNSL.  

The COO profiling of PCNSL revealed a higher proportion of cases with a GCB 

subtype compared to previously published data in the literature. In both primary and 

secondary brain lymphoma cohorts, the most frequently mutated genes included MYD88, 

PIM1, KMT2D and PRMD1. In PCNSL, mutations of IRF4, CD79B, MYC, CARD11, 

CSMD2 and CSMD3 were observed exclusively in ABC cases, with mutations of TP53, 

PAX5 and CCND3 appearing more frequently in GCB subtype cases compared to the 

ABC cases. Based on our results, mTOR pathway is probably inactive in the majority of 

PCNSLs, while p-S6 expression is high. We demonstrated that PAS domain-containing 

serine/threonine-protein kinase (PASK) may contribute to the mTOR independent 

phosphorylation of S6. 

In summary, we successfully applied the NanoSting LST-assay for molecular 

classification of PCNSL, reporting higher proportion of cases with GCB phenotype. 

Furthermore, we demonstrated, for the first time, an mTOR independent p-S6 activity in 

PCNSL and PASK may contribute to the phosphorylation of S6.  
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