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|. BEVEZETES

1. A kozponti idegrendszeri lymphomak

A kozponti idegrendszerben (KIR) megjelend lymphomak kialakulhatnak
elsddlegesen az idegrendszerben, ezeket primer kézponti idegrendszeri lymphomaknak
(PCNSL) nevezziik, melyek szovettanilag dontéen (>95%) diffiz nagy B-sejtes
lymphomak (DLBCL). Emellett a KIR lymphomak lehetnek kiilonb6z6 extracerebralis
lymphomak agyi manifesztacioi, amelyeket szekunder kozponti idegrendszeri
lymphomaknak (SCNSL) neveziink.

1.1. A primer kozponti idegrendszeri lymphomak

A primer kozponti idegrendszeri lymphomak olyan ritka, extranodalis non-
Hodgkin lymphomak (NHL), melyek a diagnoézis idején csak az agyvel6t, a szemet, a
gerincveldt és a lagy agyhartyat érintik. Az Egészségiligyi Vilagszervezet (WHO)
meghatdrozasa szerint PCNSL esetén a szisztémas érintettség kizarhatd, tovabba nem
tartoznak a definicioba a kemény agyhartyat érint6 lymphomak, az intravascularis nagy
B-sejtes lymphoma ¢és az immundeficienciahoz k6t6dé lymphomak sem. A dolgozatban
a PCNSL kifejezés hasznalata a primer kozponti idegrendszeri diffiz nagy B-sejtes
lymphomakat jel6li. A PCNSL mar a 2008-as WHO lymphoma osztalyozasban is kiilon
entitasként szerepelt [1], ami a 2017-es reklasszifikacioban sem valtozott, magaba

foglalva a primer intracerebralis és a primer intraocularis lymphomakat [2].

1.1.1. A primer kozponti idegrendszeri lymphomak eléfordulisa és etiologiaja

A frissen diagnosztizalt KIR daganatok mintegy 3-4%-a, mig a NHL-k 1%-a
primer kozponti idegrendszeri lymphoma [3]. A betegség incidenciaja 0,47/100 000
lakos, mely az életkor elérehaladtaval né. A férfi: n6 arany 3:2, a diagnoziskor a median
életkor 66 év [2, 4].

Mar t6bb mint husz éve ismert, hogy a velesziiletett vagy szerzett immunhianyos

allapotokban nagyobb az agyi lymphomak kialakulasanak esélye, és azt is tudjuk, hogy



immunszupprimalt betegekben kiilonbozé virusok, pl. az Epstein-Barr virus (EBV),
fontos szerepet jatszanak az agyi lymphomak pathogenezisében [5-8]. Ezzel ellentétben
az immunkompetens betegekben az EBV-nek nincs koéroki szerepe a PCNSL

kialakulasaban, és mas etiologiai tényez6k sem ismertek [2, 9].

1.1.2. A primer kozponti idegrendszeri lymphomak klinikai képe és diagnézisa

A betegség Kklinikai megjelenése valtozatos, fiigg attol, hogy az agy mely
teriiletén lokalizalodik az elvéltozas, gyakran figyelheté meg kognitiv hanyatlas,
személyiségvaltozds, neuroldgiai goctiinetek és az intracranidlis nyomasfokozodas
tiinetei. Oculéris érintettség esetén a betegek latdsromlasra és Usz6 homalyokra
panaszkodnak. Ugyanakkor az esetek felében szemészeti panaszt nem okoz a betegség
[10].

Az agyi lymphomak 60%-ban supratentorialis elhelyezkedésiiek, leggyakrabban
az agyféltekék (38%), a bazalis ganglionok, a thalamus (16%), és a corpus callosum
(14%) érintettek. Az immunkompetens betegekben 20-40%-ban vannak jelen multiplex
1ézidk [11], az extracerebralis disszeminacio igen ritka [2].

A képalkoto eljarasok koziil a méagneses rezonancia képalkotds (MRI) a
legalkalmasabb az elvaltozas helyének, és kiterjedésének megitélésében. Ugyanakkor,
az MRI vizsgalattal talalt eltérések nem mindig specifikusak, ezért a legfontosabb a
sztereotaxids biopszids mintavétel elvégzése, és a szovettani diagnozis (lasd 1.1.3.
fejezet). A biopsziat, amennyiben lehetséges, célszerli a szteroidterapia megkezdése
elétt elvégezni, hiszen a kezelés hatisara igen rovid id6 alatt a tumor méretének
csoOkkenése, akar eltlinése figyelhetdé meg, ami megneheziti, vagy akar lehetetlenné
teheti a pontos diagnoézis felallitasat [10]. A cerebrospinalis folyadék (CSF) citologiai
vizsgalata soran 2-30%-ban detektalhatok lymphoma sejtek [12, 13], de a citologiaval
negativ esetekben az aramlds cytometriai vizsgalat és az immunglobulin nehéz és
konnytilancok klonalitas vizsgélata segitheti a malignus sejtek elkiilonitését a reaktiv
lymphocytaktol [13, 14]. Az utobbi években szamos CSF-bol kimutathaté potencialis
biomarkert irtak le, melyek eldsegithetik a diagndzis felallitasat, példaul kiilonb6zo
mikroRNS-ek (miR21, miR19b, miR363, miR92) [15], a szolubilis CD19 [16], az
antithrombin 111 [17], szabad immunglobulin kdnnyt lancok [14], az interleukin-10 és a

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



diagnosztikai algoritmusok részét.

A betegség kiterjedésének pontos megitéléséhez sziikséges a CSF citologiai
vizsgalata, mindkét szem réslampas vizsgalata, és a gerinc MRI felvétele, ezenfeliil a
szisztémads érintettség kizdrasdhoz a mellkas, a hasilireg és a kismedence képalkotd
vizsgalata. A diagnoziskor PCNSL-nek véleményezett eltérések akar 8%-aban a tovabbi
vizsgalatok sordn  kideriilhet, hogy valdjdban szisztémds DLBCL agyi
manifeszticiojaval, azaz szekunder kozponti idegrendszeri lymphoméval allunk

szemben [19].

1.1.3. A primer kozponti idegrendszeri lymphomak szovettani képe és
immunfenotipusa

Az intraparenchymalis lymphomak altalaban diffiz ndvekedési mintazatot
mutatnak. A tumorsejtek leginkabb perivasculdrisan, gytriiszeriien helyezkednek el, ami
legjobban a tumor sz¢li részén figyelhetd meg. A tumorsejtek dontden centroblastokra
emlékeztetnek, korilottiik reaktiv T- és B-sejtek, makrofagok, aktivalt mikroglia sejtek
és reaktiv astrocytak lehetnek (1. abra).

A frissen felfedezett intracranialis elvaltozasok esetén gyakran nagy dozist
szteroiddal kezdik a kezelést a tiinetek enyhitése érdekében. Azonban PCNSL esetén
szteroidkezelés hatasara Kiterjedt nekrozis jelenhet meg a tumor teriiletén, amely a

betegek akar 40-50%-aban lehetetlenné teszi a diagnozist [2].

1. abra. A PCNSL szovettani megjelenése. A diffiz novekedési mintdzatot mutato,

sokszor perivascularisan (piros nyil) elhelyezkedd (A. abra, hematoxilin-eozin festés,
200x nagyitas) tumorsejtek dontden centroblastokra emlékeztetnek (B. dabra,

hematoxilin-eozin festés, 600x nagyitas).



A PCNSL tumorsejtjei érett B-sejtek, melyekre a PAX5, CD19, CD20, CD22 és
CD79a expresszio jellemz6. Az IRF4/MUMI expresszio az esetek kozel 90%-aban,
BCL6 expresszid 60-80%-aban figyelheté meg, tehat a PCNSL esetek jelentOs részére
az aktivalt B-sejtes (ABC) fenotipus jellemzd, amirdl részletesen a 3. fejezetben irunk.
A kozponti idegrendszeri lymphomak kevesebb, mint 10%-a expresszalja a CD10
molekulat, ami féleg a szisztémas DLBCL-re jellemzd, ezért a CD10 pozitivitas fel kell,
BCL2 expresszi6, azonban ez nem mutat Osszefliggést a 1(14;18)(q32;921)
transzlokacioval [2, 20]. Az esetek mintegy 82%-a fokozott BCL2, er6s MYC
expressziot mutat. Jellemz6 a nagyfoku mitotikus aktivitas, a Ki67 proliferacios index
altalaban >70%, de akar 90%-nal magasabb is lehet. A PCNSL esetek majdnem felében
a HLA 1 és II osztaly expresszidjanak hianya is megfigyelhet6 [2].

1.1.4. A primer kozponti idegrendszeri lymphomak progndzisa és kezelése

A PCNSL rizikobecsléséhez két prognosztikai osztalyozas all rendelkezésiinkre.
Az International Extranodal Lymphoma Study Group” (IELSG) 378 immunkompetens
PCNSL beteggel végzett retrospektiv vizsgalata soran meghatarozott 6t fiiggetlen
prognosztikus faktort, melyek a kor, az ECOG (Eastern Coorperative Oncology Group)
statusz, a szérum laktat dehidrogenaz (LDH) szint, a CSF fehérje koncentracidja és a
mélyebb agyi struktarak érintettsége. Ezek alapjan a varhato két éves teljes talélést (OS)
becsiilték meg, az 1. tablazatban foglaltak szerint [21]. A masik prognosztikai
osztalyozas a Memorial Sloan-Kettering Cancer Center modellje, ami a kort és a
Karnofsky statuszt (KPS) veszi figyelembe, a 2. tablazatban bemutatottaknak
megfeleléen [22].
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1. tablazat. Az International Extranodal Lymphoma Study Group
prognosztikai rendszere [21]
Prognosztikai faktor Kedvezd Kedvezétlen
tulajdonsag (0 | tulajdonsag
pont) (1 pont)
Eletkor <60 év > 60 év
ECOG PS 0-1 >1
Szérum LDH szint Normal Emelkedett
CSF fehérje koncentracio Normal Emelkedett
Mélyebb agyi strukturak érintettsége Nem Igen
2 éves OS
Pontok (%)
0-1 80
2-3 48
4-5 15

Roviditések: CSF: cerebro spinal fluid; ECOG PS: Eastern Coorperative
Oncology Group Performance status; LDH: laktat dehidrogenaz, OS: teljes

tulélés.

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

rendszere [22]

Osztaly Median OS Median kudarcmentes
(év) tulélés (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

Roviditések: KPS: Karnofsky performance status; OS: teljes tulélés.
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Az utobbi években intenziv kutatdsok folytak a PCNSL molekularis hatterének
megismerése érdekében. Annak ellenére, hogy egyre bdviiltek az ismereteink a PCNSL
pathogenezisérél, a betegség kezelésérdl a mai napig nincs konszenzus. Osszességében
a frissen felfedezett PCNSL-ben szenved6 betegek kezelése kemoterapias indukcidval
kezdddik, melynek a célja a komplett radiologiai valasz (CR) elérése. Ezt koveti a
konszolidacids terapia, ami a rezidualis betegség eliminalasat, a hosszabb remissziot és
a talélés novelését célozza [23].

Az 1980-as évek elején a PCNSL els6é valasztandd kezelése a teljes agy
besugarzas (WBRT) volt. Az agyi lymphomak sugarérzékenysége miatt, a WBRT-vel jo
korai valaszt értek el, az GOsszvalaszarany (ORR) 50% volt, ugyanakkor a kezelést
kovetden a betegek hamar relabaltak, a median OS mindossze 10-18 honapnak adodott.
Emellett foleg az idésebb betegekben gyakran figyeltek meg késéi neurotoxicitast [10].
Ezen szempontok miatt, a frissen diagnosztizalt PCNSL kezelésében Oonmagaban a
WBRT mar nem szerepel [23].

Az WBRT-t hattérbe szoritotta a nagydozisu (3,5-8 g/m?) metotrexat (HD-MTX)
indukcios kezelés. A HD-MTX monoterdpia esetén a median progressziomentes talélés
(PFS) 12,8 honap, mig az OS 55 honap [24]. Még kedvez6bb eredmények érhetdek el
kombinacios kezelésekkel. Szamos gyodgyszert probaltak mar kombinalni MTX-tal
kiilonboz6 klinikai vizsgalatokban, pl. a temozolomidot, a rituximabot, a cytarabint, a
thiotepat, a vincristint, az etoposidot, és a procarbazinet [25-27]. Egy multicentrikus
fazis Il-es vizsgalatban a HD-MTX és a cytarabin kombinacidjaval javult a CR (46% vs.
18%), a 3 éves PFS (38% vs. 21%) és a 3 éves OS (46% vs. 32%), a HD-MTX
monoterapiahoz képest [26]. Egy frissebb randomizalt fazis Il-es vizsgalatban a HD-
MTX-cytarabin kombinacié hatékonysagat hasonlitottak 6ssze a HD-MTX-cytarabin-
thiotepa-rituximab, ugynevezett MATRix protokoll, négyes kombinaciéval. A MATRix
protokoll alkalmazasdval mind a CR (49% vs. 23%), a 2 éves PFS (61% vs. 36%) és a 2
éves OS (69% vs. 42%) is javulast mutatott [25].

Az indukcids kezelést kovetd konszolidald kezelésként szoba jon a WBRT, és az
autolog Ossejt transzplantacioé (ASCT) [27, 28]. Az ASCT foként fiatalabb (<60 év), jo
altalanos allapotu betegek esetén javasolt, alkalmazasa soran ritkabban figyelheté meg a
késdi neurotoxicitas [23, 29].

Az utdbbi években a terapias modalitdsok fejlédésének kdszonhetden jelentdsen
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javult a PCNSL betegek tulélése, mig a 70-es években az 50 év alatti betegek median
Osszetulélése 35,5 honap volt, addig a 2000-es évekre ez 134 honapra nétt. Szintén
javult ebben az idészakban az 50-69 év k6zotti betegek talélése (median OS 8 honap vs.
25 hoénap), azonban a 70 év feletti betegek talélése nem valtozott az elmult négy
évtizedben [30]. Ezen terapias sikerek ellenére a talélés még mindig nem éri el a
rituximabbal kezelt, komplett remissziot eléré szisztémas DLBCL-ben szenvedd
betegek tulélését (median OS 15 év) [31].

Tekintve, hogy a PCNSL kezelése még napjainkban is jelent6s kihivas, szamos
klinikai vizsgéalat folyik uj, célzott terapidk bevezetésére. Az elmult évek soran
kiilonbo6z6 klinikai vizsgalatokba vontak be, tobbek kdzott az immunellendrzépont gatld
pembrolizumabot és nivolumabot, az immunmodulalé lenalidomidot, a Bruton tirozin
kinaz gatld ibrutinibet, az mTOR gatloszer temsirolimust, és a folsav antimetabolit
pemetrexedet (2. abra).

Az utobbi években az immunonkoldgia ugrasszert fejlodését figyelhettiik meg.
Az un. immun-checkpoint gatlas mara valos terapias lehet6ség szamos malignitas esetén.
A programozott sejthalal 1 fehérje (PD-1) gatloszereket az amerikai Elelmiszer- és
Gyogyszer Engedélyeztetési Hivatal (FDA) engedélyezte 2014-ben el6rehaladott
melanoma, majd 2015-ben attétes, a platina alapi kemoterapiara rezisztens nem
kissejtes tiidé daganatok kezelésére is [32]. Klinikai vizsgalatban a PD-1 gatlo
nivolumabot 4 relabalt/refrakter PCNSL-es beteg kapta, a terapia soran minden betegnél
megfigyeltek radiologiai valaszt, és a PFS 14-17 honap volt [33]. Jelenleg is folynak
tovabbi fazis II vizsgalatok a PD-1 gatlo nivolumabbal és pembrolizumabbal
(NCT02857426 és NCT02779101) PCNSL-ben. Egy masik igéretes szer az
antiproliferativ aktivitdsi lenalidomide, amely hatisara egy fazis | vizsgalatban
(NCT01542918) 13 beteg koziil 8-nal figyeltek meg radiologiai valaszt, akik koziil 4
beteg volt CR-ben tobb mint 9 honapig, és 2 beteg maradt majdnem 2 évig remisszoban
[34]. Egy fazis I vizsgalatban 20 kozponti idegrendszeri lymphomas (13 PCNSL, 7
SCNSL) beteg részeiilt az irreverzibilis Bruton tirozin kinaz (BTK) gatlo ibrutinib
monoterapiaban. A PCNSL betegek 77%-aban figyeltek meg klinikai valaszt, €s 5
betegnél értek el CR-t. A median PFS 4,5 honap, mig az OS 15 hoénap volt [35]. Egy
masik fazis I vizsgalatban az ibrutinibet eldszor két hétig monoterdpiaban, amely soran

a 18 beteg 94%-anak volt radioldgiai valasza. Ezt kvetden az ibrutinibet kiegészitették
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temozolomiddal, etoposiddal, doxorubicinnal, dexamethasonnal és rituximabbal (DA-
TEDDI-R). A vizsgalatban 13 relabalt/refrakter PCNSL beteg és 5 korabban még
kezelésben nem részesiilt beteg vett részt. A 13 relabalt/refrakter beteg esetén a median
PFS 15,3 hoénap volt és 1 év alatt a median OS-t nem érték el, a betegek 51,3%-a volt
¢életben [36]. Az mTOR (mammalian target of rapamycin) inhibitor temsirolimus hatasat
egy fazis Il vizsgalatban tanulmanyoztak, ahol az ORR 54% volt. A relative magas
valaszarany alapjan feltételezték, hogy az mTOR utvonalnak szerepe lehet a PCNSL
pathogenezisében, azonban a median PFS és OS igen rovid, csupan 2,1 hénap és 3,7
honap volt, melynek hatterében akar gyogyszer rezisztencia kialakulasa is allhat [37]. A
metotrexathoz hasonld, folsav antimetabolit hatast pemetrexed alkalmazasa esetén egy
vizsgalatban, relabalt betegekben, a radiologiai valaszarany 58,8% volt, mig a median
talélés 7,8 honap [38]. Emellett idGs betegek kezdeti terapiajaként is megfelelonek
bizonyult, a betegek a gyogyszert jol toleraltak, és a median OS 19,5 honap volt. A
vizsgalat soran neurotoxicitas, vagy kezeléshez kotheté halalozas nem volt [39]. A HD-
MTX alapt kezdeti terapiat kovetden, relabalt betegek esetében is hatasos volt a
pemetrexed-rituximab kombinacio egy klinikai vizsgalatban [40].

Nivolumab
Pembrolizumab

v

PD
L1

o — -
o — -
b

>

BTK
PI3K I\ Ibrutinib

Lo

&/ NFKB

/\mTOR
Temsirolimus \
Sejtnovekedés
Tulélés
2. abra. A PCNSL kezelésében alkalmazott 10, célzott terdpis
szerek és az altaluk gatolt utvonalak. Réviditések: BCR: B-Sejt

receptor; TLR: Toll- like receptor; PDL1: programozott sejthaldl
ligand 1.
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A fenti eredmények jelzik, hogy a kiilonb6zd célzott terapidk alkalmazéaséaval
sem tortént terapias attorés a betegség kezelésében. A PCNSL pontos molekularis
hatterének megismerésével esély mutatkozna a személyre szabott terapia bevezetésére,
mely ebben a ritka és agressziv lymphomaban szenvedd betegek tulélését ¢és

¢letmindségét jelentdsen javithatna [23].

1.2. Aszekunder kozponti idegrendszeri lymphoma

Gyakorlatilag barmely nodalis vagy extranodalis lymphoménak lehet masodlagos
agyl manifesztacioja, azonban az egyes lymphoma entitasok esetében eltérd
gyakorisaggal. Mig az indolens lymphomak, példaul a follicularis lymphoma (FL) vagy
a kopenysejtes lymphoma (MCL) esetén ritkan alakul ki [41], addig a kozponti
idegrendszeri profilaxisban nem részesiilo agressziv lymphomdban szenvedd betegek
5%-aban figyelheté meg [42]. Burkitt lymphomaban és lymphoblastos lymphomaban
idegrendszeri érintettség akar az esetek 5-10%-aban is kialakulhat [43, 44]. A
szisztémds diffiz nagy B-sejtes lymphomdk agyi manifesztdcidja a betegség
diagndzisakor igen ritka, az incidencidja 1% koriili. Azonban a kezelést kdvetéen
relabalo betegek egy részénél mar megfigyelhetd a kozponti idegrendszeri €rintettség is.
A DLBCL-ek relapszusa altalaban a diagnézistol szamitott elsé 2 évben kovetkezik be,
mig a KIR manifesztacio kialakulasahoz kevesebb, mint median 1 év sziikséges. A KIR
érintettsége esetén a medidn OS mindossze 2-5 honap. Az idegrendszeri manifesztacio
profliaxisara intratekalis vagy intravénas metotrexat alkalmazhatd, azonban ezt a

megel6zo kezelést csak a magas rizikdj betegek esetében alkalmazzak [45].
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2. A diffuz nagy B-sejtes lymphomak jellemzése

A DLBCL kozepes vagy nagyméretii B-lymphocytak neopldzidja, melyre diffiz
novekedési mintazat jellemz6. A fejlett orszagokban a DLBCL-ek a NHL-k 25-30%-at
teszik ki, mig a fejlddoé orszagokban ennél is nagyobb a prevalenciaja. Dontéen az
idéskor betegsége, a median életkor 70 év felett van, azonban gyerckekben és
fiatalokban is el6fordulhat.

A betegség etiologidja nem ismert, altalaban de novo jelenik meg, azonban
kevésbé agressziv lymphomak pl. kronikus lymphocytas leukémia (CLL), follikularis
lymphoma, vagy kopenysejtes lymphoma transzformacidja soran is kialakulhat un.
szekunder DLBCL formajaban. Az immunszupprimalt betegek gyakrabban érintettek,
ezekben az esetekben az EBV-nek fontos szerepe van a koérkép pathogenezisében. Az
immunkompetens betegekben EBV infekcio mindéssze 3-10%-ban figyelheté meg.

A DLBCL lehet nodalis (60%) vagy extranodalis (40%) lokalizacioju. A
leggyakoribb extranodalis lokalizaci®é a gasztrointesztinalis traktus (gyomor és
ileocoecalis régio), ezen kiviil megjelenhetnek a csontokban, a herékben, a Iépben, a
Waldeyer gytiriben, a nyalmirigyekben, a pajzsmirigyben, majban, vesékben vagy akar
a mellékvesékben. A veséket vagy a mellékveséket érintdé esetekben gyakrabban
figyelheté meg masodlagos agyi manifesztacio. A betegek rendszerint tiinetmentesek, de
B tiinetek jelentkezhetnek. A klinikai megjelenését altalaban rapidan névekvo
tumormassza jellemzi, a tiinetek fiiggenck a lymphoma lokalizacidjatol. Szovettani
vizsgalattal DLBCL-ben a koézepes, vagy nagyméretli lymphoid sejtek diffuz
proliferacigja figyelhetdé meg. Harom gyakori morfoldgiai varians ismert: a DLBCL
centroblastos, immunoblastos és anaplasztikus megjelenésti lehet. Ezen kiviil szamos
ritka morfoldgiai varians is ismert [2].

A neoplasztikus sejtek altalaban pan B-sejt markereket (CD19, CD20, CD22,
CD79a ¢és PAXS) hordoznak, de egyes markerek vesztése is megfigyelhetd. Felszini
vagy cytoplazmatikus immunglobilin az esetek 50-75%-aban detektalhato. A CD10, a
BCL6, a MUM1, FOXP1, GCET1 és LMO2 expresszi6 alapjan centrum germinativum
(GC) és nem centrum germinativum eredet(i szubtipust kiilonboztethetiink meg, melyrol

részletesebben a 3. fejezetben irunk. Emellett magas Ki67 prolifereacios index jellemzd,
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amely altalaban tobb mint 40%, azonban egyes esetekben akar 90%-nal magasabb is
lehet [2].

A DLBCL esetek tobb mint 50%-aban aberrans szomatikus hipermutacio
(ASHM) érinti a PIM1, a MYC, a Rho/TTF ¢és a PAX5 géneket [46]. Az Gj-generacios
szekvenalas (NGS) megjelenésével a DLBCL mutacidanalizise is az érdeklodés
kozpontjaba keriilt. A vizsgalatok soran szamos jelatviteli Utvonal génjeiben
azonositottak visszatérd, driver mutaciokat, példaul a tumorszupresszor, TP53; a
kromatin modifikalasban résztvevé, (ARID1A, MEF2B, MLL2, CREBBP és EP300); a
BCR, a Toll-like receptor (TLR) és az NF-xB utvonal, (CD79B, MYD88, CARD11 és
TNFAIP3), a RAS utvonal, (KRAS, BRAF; NOTCH2), a WNT jelat (WIF1), és a PI3K
utvonal (PIK3CD, PIK3R1, MTOR) génjeiben [47-51].

A varhat6 lefolyds becslésére a kiilonbozd klinikai paramétereket vizsgalod
Nemzetkozi Prognosztikus Index (IP1) alkalmas [2]. Napjainkban a DLBCL
elsévonalbeli kezelésére az tgynevezett R-CHOP protokoll valasztando, amely négy
gyogyszer kombinacigjabol all (CHOP- cyclophosphamid, doxorubicin, vincristin, és
prednison), amelyet kiegészitenek egy CD20 elleni monoklonalis antitesttel, a
rituximabbal. Ezzel a kombinalt kemo-immunoterapiaval igen jo eredményeket értek el

DLBCL-ben, az ORR 89%, az 5 éves PFS 72% és az 5 éves OS 80% [52].

17



3. A diffuz nagy B-sejtes lymphomak és a primer kozponti idegrendszeri

lymphomak sejteredete

A 2000-es évek elején sikeriilt azonositani a DLBCL-ek Klinikai
heterogenitdsdnak hatterében 4all6 molekularis mechanizmusokat. Alizadeh ¢és
munkatarsai messenger ribodezoxiribonukleinsav (MRNS) mikroarray segitségével
meghataroztdk a DLBCL génexpresszios mintazatat (GEP), €s ezek alapjan két eltérd
szubtipust kiilonbozettek meg. Az egyik tipus a centrum germinativum B-sejtjeire
jellemz6 expresszids mintazatot hordozta, ezeket GC B-sejt szerlt DLBCL-nek (GCB)
nevezzilk. A masik csoportban a GC-érésen atesett, plazmablastos differenciacio
iranyaba elkotelezett aktivalt B-sejtekre jellemz6 expresszio volt megfigyelhetd, melyet
ABC szerit DLBCL-nek (ABC) hivunk. A GCB tipusu DLBCL esetén szignifikansan
jobb tulélés volt megfigyelhetd, mint az ABC tipus esetén. Habar az atlagos ot éves
tulélés az dsszes beteg esetén 52% volt, a GCB fenotipusu betegek 76%-a volt életben
6t év utan, mig ABC fenotipus esetén ez csupan 16% volt. [53]. Kés6bb tovabbi
vizsgalatok is kedvezdbb talélést irtak le GCB fenotipus esetén [54, 55].

Ezen eredmények alapjan lathatd, hogy a progndzis szempontjabdl fontos a
sejteredet meghatarozasa DLBCL-ben. Azonban a mikroarray technika nehezen
elérhetének ¢és koltségesnek bizonyult, igy az elkovetkezd években szdmos
immunhisztokémiai (IHC) algoritmust dolgoztak ki kiilonb6z6 munkacsoportok a
sejteredet egyszeriibb és olcsobb meghatarozasahoz [56-61].

Elséként Hans és munkatarsai mutattak be egy IHC algoritmust 2004-ben, mely
soran a CD10, a BCL6 és a MUMI fehérjék expressziojat vizsgaltak DLBCL-ben (3A.
abra). A Hans algoritmus segitségével a rutin diagnosztikdban is meghatarozhatova
valtak a prognosztikai szempontbol fontos szubtipusok [61] Muris és munkatarsai a
CDI10 ¢és a MUMI1 fehérjék expresszidjanak meghatdrozdsa mellett, az apoptdzis
regulalo BCL2 fehérje expresszdja alapjan hataroztak meg a sejteredetet (3B. abra) [56].
A LMO?2 fehérjét a normal centrum germitativum sejtjei és szamos GCB eredetli
lymphoma tumorsejtjei expresszaljak [62]. Natkunam és munkatarsai ugy talaltak, hogy
kizarolag ezen fehérje expresszdjanak vizsgalataval meghatarozhaté a GCB fenotipus,
¢s a LMO2 fehérje expresszidja kedvezo prognoézissal jar egyiitt (3C. abra) [57].

A sejteredet meghatarozasat Nyman és munkacsoportja az ABC specifikus
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MUMI és FOXP1 fehérjék expresszidjanak vizsgalataval végezték (3D. abra) [58]. Az
évek soran szamos olyan molekulat azonositottak, melyek specifikusak a centrum
germinativum B-sejtjeire, ezért Choi és munkatarsai 2009-ben kidolgoztak egy uj
algoritmust, amellyel pontosabban hatarozhaté6 meg a GCB/ABC szubtipus. A GCET1,
a CD10, a BCL6, a MUML1, ¢s a FOXP1 fehérjék expressziojanak vizsgalataval kozel
93%-o0s egyezés volt megfigyelhetd a mikroarray vizsgalatokkal Gsszevetve (3E. abra)
[60].

Atfogd tanulmanyukban Meyer és munkatarsai 2011-ben Osszehasonlitottak a
korabban ismertetett IHC algoritmusokat, a modositott Hans (3F. abra) és a Choi
algoritmusokat (3G. abra), emellett kidolgoztak egy Gjabb immunhisztokémiai modszert,
az ugynevezett Tally algoritmust. A Tally algoritmus a GCB specifikus CD10 és GCET1
antigéneket, és az ABC specifikus MUM1 és FOXP1 antigéneket vizsgalja (3H. abra). A
kiértékelés soran minden pozitiv festédésre ad egy pontot, majd a fenotipus specifikus
antigének pontszama alapjan hatarozza meg a szubtipust. Ha a GCB és az ABC
specifikus antigének pontszama egyenld, akkor vizsgaljak az LMO2 antigént: ha a
tumorsejtek tobb mint 30%-aban pozitiv, akkor GCB a szubtipus, mig ha kevebb mint
30%, akkor ABC a fenotipus. A kiilonbozé IHC algoritmusokkal meghatarozott
fenotipust Osszevetették a GEP modszerrel azonositottal. Megallapitottak, hogy a Tally
algoritmus eredményei egyeznek meg a legjobban a GEP vizsgalatok eredményeivel
(93%). Bar a specialis ellenanyagok hozzaférhetéek, a legtobb immunhisztokémiai
laboratorium a rutin diagnosztikaban nem hasznalja azokat [63].

Visco és munkatarsai leirtak a CD10, FOXP1, ¢és BCL6 fehérjék expresszidjat
vizsgalo algoritmusukat (31. abra), mely 92,6%-os konkordanciat mutat a GEP vizsgalat
eredményeivel. ami a legmagasabb egyezés a tobbi IHC algoritmussal dsszehasonlitva
[59].
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3. abra. A sejteredet meghatdrozdshoz hasznalt kilenc leggyakoribb
immunhisztikémiai algoritmus Osszefoglalasa: Hans (A), Muris (B), Natkunam (C),
Nyman (D), Choi (E), médositott Hans (F), modositott Choi (G), Tally (H) és Visco (1).
Minden algoritmus soran tobb fehérje expresszidjat vizsgaljak, majd a GCB vagy ABC
aktivalt B-sejtes eredet; GCB: centrum germinitvum B-Sejtes eredet; non-GCB: nem

centrum germinitvum B-sejtes eredet.

Lathat6, hogy a kiilonb6zé IHC algoritmusok nem egységesen haszndljak az
ABC, non-GCB nomenklatirat, s6t az irodalomban sincs konszenzus ezzel
kapcsolatban. A dolgozatban altalanossagban a centrum germinativum B-sejtes eredet
esetén GCB jelolést hasznaljuk a fenotipus meghatarozasa akar IHC modszerrel, akar
génexpresszio vizsgalataval tortént. Ezzel szemben ABC jel6lést hasznalunk, amikor a
sejteredet génexpresszios vizsgalattal lett meghatarozva, mig IHC algoritmus esetén a
fenotipust non-GCB-nek definialjuk.

Coutinho és munkacsoportja Gsszehasonlitottak a fent ismertetett kilenc IHC
algoritmust, mely soran a kiilonb6z6 modszerekkel meghatarozott sejteredet alacsony
konkordanciat mutatott. Az 6sszes modszer csupan az esetek 4,1%-at sorolta az GCB
fenotipusba, mig non-GCB fenotipusunak az esetek 21%-a adddott. A kiilonb6zo
algoritmusokat paronként Osszevetve azt taldltdk, hogy a legrosszabb egyezést a
tobbivel a Natkunam algoritmus mutatta. A leger6sebb egyezést a Choi és a Visco
modszerekkel kapott eredmények mutattdk. A Hans ¢és a modositott Hans
algoritmusokkal volt a legmagasabb konkordancia elérhet6 a tobbi modszerrel (4. abra)
[64].
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4. abra. Coutinho ¢és munkacsoportja meghataroztdk 151 DLBCL esetben a

sejteredetet kilenc kiilonb6z6 THC algoritmussal, majd paronként dsszehasonlitottak a
kapott eredményeket. Lathat6, hogy a Natkunam algoritmussal meghatarozott
sejteredet mutatta a legrosszabb konkordanciat, mig a legkoherensebb eredményeket a
Visco és a Choi modszerekkel kaptak. Osszességében a Hans és a modositott Hans
algoritmussal torténé besorolas allt a legkozelebb a tobbi algoritmus eredményeihez

[64]. Rovidités: *: modositott.

Ezen eredmények bizonyitjak, hogy bar a sejteredet meghatarozasa igen fontos
lenne, az IHC modszerek nem bizonyultak megbizhaténak, mig az arany standard GEP
vizsgalat nehezen elérhetd a rutin diagnosztika részére. Ezért nagy sziikség volt egy
olyan moddszerre, amely segitségével a GEP vizsgalat pontossagaval akar FFPE
mintakbol meghatarozhat6 a sejteredet. Scott és munkatarsai 2013-ban kidolgoztak egy
digitalis génexpresszios vizsgalatot, az tn. NanoString Lymphoma Subtyping Test-et
(LST, vagy masnéven Lymph2Cx), ami alkalmas formalin fixalt paraffinba agyazott
(FFPE) biopszias mintak sejteredetének meghatarozasara. A NanoString LST assay-vel
20 geén expresszios profiljanak meghatarozéasara van lehetdség. A panelben megtalalhato
gének az 5. dbran lathatoak. Ezek koziil 8 gén overexpresszidja figyelheté meg ABC
fenotipus, és 7 gén overexpresszidja jellemzd a GCB fenotipus esetén. Ezenkiviil a
génpanelben tovabbi 5 gén Un. housekeeping funkcidt tolt be. Vizsgalatukba 68

DLBCL-ben szenvedd beteg mintajat vontak be, majd meghataroztak a sejteredetet az
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arany standard GEP modszerrel friss fagyasztott mintakbol [65], valamint FFPE
mintdkbol NanoString LST modszerrel és harom immunhisztokémiai algoritmussal
(Hans, Choi ¢és Tally). Az arany standard modszerrel 58 esetben tudtdk az ABC vagy
GCB fenotipust biztosan megallapitani, 10 eset Ugynevezett ,,unclassified” (UC)
csoportba tartozott. A UC csoportba azok az esetek keriiltek, ahol a GEP moddszerrel
90%-nal kisebb biztonsaggal lehetett az ABC vagy a GCB fenotipust meghatarozni [66].
A kiilonb6z6 modszerekkel kapott eredményeket 6sszehasonlitva a GEP eredményekkel,
a NanoString technoldgia 98%-0s, a Tally algoritmus 94%-o0s, a Hans algoritmus 91%-
0s, mig a Choi algoritmus csupan 83%-0s konkordanciat mutatott a gold standard GEP
modszerrel (5. 4bra). Osszességében, a NanoString technoldgia segitségével a
prognosztikailag fontos szubtipusok megbizhatéan meghatarozhatok FFPE mintabdl,

igy ez a modszer akar a rutin diagnosztika részévé is valhat a kozeljovoben [67].
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5. abra. A NanoString LST assay eredményei (Scott et al.) [67]. A hétérkép bal szélén
lathatd az LST assay-vel vizsgalt 20 gén: a felsé 8 gén (TNFRSF13B, LIMD1, IRF4,
CREB3L2, PIM2, CYB5R2, RAB7L1, CCDC50) overexpresszidja jellemzé ABC
fenotipusban, mig az als6 7 gén (MME, SERPINA9, ASB13, MAML3, ITPKB, MYBL1,
S1PR2) overexpressziojat GCB fenotipus esetén figyelhetjilk meg. A kozépsd 5 gén
(R3HDM1, WDRS55, 1SY1, UBXN4, TRIM56) housekeeping funkciot tolt be. Az LST
assay eredményeit Osszevetették a gold standard génexpresszids vizsgalat, és harom
immunhisztokémiai mddszer eredményeivel. A legmagasabb egyezés a gold standard
modszerhez képest a NanoString LST assay-vel volt megfigyelhetd [67]. Roviditések:
DLBCL: diffuz nagy B-sejtes lymphoma; IHC: immunhisztokémia; non-GCB: nem

centrum germinativum B-sejtes eredet.
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A két fenotipus kozott nem csak klinikai lefolyasban van kiilonbség, hanem a
heterogenitas citogenetikai és molekularis szinten is megfigyelhetd. A GCB fenotipusu
DLBCL kozel 50%-aban detektalhaté az FL-re is jellemz6 kromoszoéma transzlokacio, a
t(14;18), mely soran a BCL2 ¢és az IGH gének atrendez6dése figyelhetdé meg [68, 69].
Szintén gyakori transzlokaci6 a MYC gént (8q24) érinti, a GCB fenotipusu esetek
koriilbelil 20%-aban [70]. A DLBCL esetek harmadaban a 3q27 kromoszoéma-régio
(BCL6 gén lokusza) transzlokacioja figyelheté meg, ez a transzlokacio gyakoribb ABC
fenotipus esetén [71]. A MYC transzlokaciot hordozo DLBCL esetek kb. felében BCL2
¢és/vagy BCL6 transzlokacio is megfigyelhetd, ezek a high-grade lymphomak egy 4j
csoportjat, az Gn. double hit lymphomakat alkotjak [2].

A kopiaszam eltéréseket vizsgalva is megfigyeltek kiilonbségeket a két fenotipus
kozott. A 2pl6 és a 12q12 kromoszémanyerések, valamint a 10q23 kromoszéma
delécidja gyakran lathatoak a GCB szubtipusi DLBCL-ben, ezzel szemben ABC
fenotipusban a 3-as kromoszoma triszomidja, vagy a 3q és 18q21-q22 nyerések,
valamint 6q21-q22 és 9p21 vesztések jellemzoek [72, 73].

Erdekes médon, ABC és GCB fenotipusban eltéré jelatviteli utvonalak szerepe
igazolodott, ennek megfelelden szdmos gén esetén eltérd mutécios frekvencia jellemz6
a két fenotipusban. Mig ABC fenotipus esetén féleg az NF«xB utvonal aktivacidja
figyelheté meg a BCR és a TLR tutvonalakon keresztiil, igy a MYD88, CD79B, KLHL14,
SIGLEC10, ETV6, PIM1 és TBL1XR1 gének mutacidi gyakoribbak. A GCB fenotipusu
DLBCL-ben pedig a hiszton modifikacio eltérései jellemzoek; mutaciokat az EZH2,
GNA13, BCL2, SGK1, SOCS1, STAT6 és TNFRSF14 gének esetén irtak le [47, 51].

A molekularis heterogenitasnak terapids relevancidja is lehet a kozeljovében:
szamos Uj terapias szer kozottik a lenalidomide, a bortezomib és az ibrutinib
hatékonyabbnak bizonyult ABC fenotipusi DLBCL-ben [74-76]. A lenalidomidot
relabélt/refrakter DLBCL-ben szenvedd betegek kezelésére probaltak, és azt figyelték
meg, hogy az ORR 8,7% volt a GCB fenotipusu betegekben, mig 52,9%-nak adodott
non-GCB fenotipus esetén. Ezenkiviil a median PFS is kedvezdbb volt a non-GCB
esetekben (1,7 vs. 6,2 honap) [74]. A proteaszoma inhibitor bortezomibot kombinalva a
DA-EPOCH (dose-adjusted etoposide, vincristine, doxorubicin, cyclophosphamide és
prednison) kezeléssel szignifikansan jobb ORR (83% vs. 13%) és median OS (10,8
honap vs. 3,4 honap) volt megfigyelheté6 ABC fenotipus esetén a GCB fenotipusu
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esetekhez képest. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a bortezomib fokozza ABC
fenotipus esetén a kemoterapids szerek hatdsat, azonban ez GCB fenotipus esetén nem
jellemz6 [75]. Az irreverzibilis Bruton tirozin kinaz gatld ibrutinib is hatékonyabb volt
ABC fenotipusu betegekben, a GCB fenotipusuakhoz képest (ORR 37% vs. 5%; median
OS 10,32 vs 3,35 honap) [76]. A két szubtipusban szerepet jatszo fontosabb jelutakat,

terapids célpontokat és gatloszereket a 6. abra mutatja be.
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6. abra. DLBCL pathogenezisében szerepet jatszo f6 utvonalak a sejteredet szerint és

az elérhet6 célzott terapias szerek. Roviditések: ABC: aktivalt B-sejtes eredet; GCB:

centrum germinativum B-sejtes eredet. Sujobert és mtsai. alapjan [77] modositva.

A primer agyi lymphomakban eldszor Montesinos-Rongen és munkatarsai
végeztek GEP vizsgalatot, mely soran megallapitottak, hogy a PCNSL-ben az
tumorsejtek féleg késéi GC B-sejtekbdl szarmaznak, és az expresszids mintazata
alapjan a PCNSL nagyon hasonlit a szisztémas DLBCL-hez. A PCNSL kés6i GC B-sejt
eredetét megerdsitették a normal GC és nem-GC sejtek expresszids profiljanak
Osszehasonlitasaval, mi szerint a PCNSL sejtek a memoria B-sejtekhez allnak kozelebb
[78].

Az IHC moédszereken alapuld sejteredet vizsgalat PCNSL-ben az esetek tobb mint
70%-at non-GCB fenotipusba sorolta [20, 35, 79, 80]. A nodalis DLBCL-ben ismert,
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hogy a non-GCB fenotipus rosszabb OS-sel jar, igy a PCNSL-re jellemzé non-GCB
tipus részben magyarazhatja a szisztémas DLBCL-hez képest latott rosszabb kimenetelt
[20].

Bar Scott és munkatarsai tanulmanya alapjan tudjuk, hogy a NanoString LST
technologia alkalmas a sejteredet meghatarozasara nodalis DLBCL-ben FFPE

mintakbo6l, PCNSL-ben ezt a mdodszert korabban még nem alkalmaztak.
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4. A primer kozponti idegrendszeri lymphomak genetikai hattere

A PCNSL pontos pathogenezise még napjainkig sem teljesen tisztazott. Ennek
hatterében egyrészt az all, hogy a betegség viszonylag ritka, masrészt korlatozott a
genetikai vizsgalatokhoz sziikséges tumorminta elérhetdsége.

A 2000-es évek elejére mar szdmos NHL-ban leirtak visszatéré kromoszoma
eltéréseket, pl. a t(14;18) transzlokacioét a follicularis lymphomaban, a t(8;14)
transzlokaciét Burkitt-lymphomaban, és nodalis DLBCL-ben az IG ¢és a BCL6
16kuszokat érint6 transzlokaciokat [81]. Felmeriilt a kérdés, hogy vannak-e PCNSL-ben
visszatér0 kromoszéma eltérések, és ha vannak, akkor jellemzdek-e a szisztémas
DLBCL-ben megfigyelhet6 transzlokaciok a PCNSL-re is. Azonban a citogenetikai
vizsgalatokat PCNSL-ben megnehezitette, hogy a sztereotaxias biopszias mintak mérete
altalaban Kicsi, valamint az osztodasra képes sejtek szama alacsony. A fluorescens in
situ hibridizacios (FISH) vizsgalat elterjedésével lehetdség nyilt a PCNSL-ben is a
citogenetikai mintazat vizsgalatara. Elészor Montesinos-Rongen és munkatarsai
végzetek FISH vizsgalatot PCNSL-ben. Az esetek 46%-aban toréspontot azonositottak
az IGH l6kuszban, ami gyakori az extracerebralis B-sejtes lymphomakban is [82]. Mig a
follicularis lymphomaban, a Burkitt lymphomaban és a kopenysejtes lymphomaban az
IGH transzlokacios partnere lehet a MYC, BCL2, vagy az BLC6 [81], addig a
transzlokacios partnert PCNSL-ben, a mintak kis mérete miatt nem sikeriilt azonositani
[82]. Az IGH l1o6kusz eltérései mellett, az esetek 23-38%-aban a BCL6 génben is
megfigyeltek toréspontokat [82, 83], hasonldan a szisztémas DLBCL-hez, ahol 30-40%-
ban lehet a BCL6 transzlokacioit azonositani [81]. Néhany évvel késdbb megallapitottak,
hogy az estetek 40%-aban a BCL6 transzlokacios partnere az IGH [84]. Tovabbi gyakori
kromoszoma eltérésként irtak le a PCNSL esetek 45%-aban megfigyelhet6 del(6)(q22)
eltérést. Mind a del(6)(g22), mind a BCL6 transzlokacioja rosszabb teljes taléléssel jar
[84]. APCNSL-re jellemz06 citogenetikai eltéréseket a szisztémas DLBCL-ben korabban
azonositottakkal Osszehasonlitva elmondhato, hogy mig a BCL6 transzlokacid
eléfordulasa hasonlé a két lymphomaban [85], addig PCNSL-ben a del(6)(q22)
gyakoribb (45% vs. 25%) [72], és az IGH transzlokacio ritkabb (13% vs. 45%) [86],
mint szisztémas DLBCL-ben.

A 2000-es évek elején leirtdk az aberrans szomatikus hipermutaciot (ASHM), mint
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a genom instabilitds egyik formajat, mely feltehetden a normal B-sejt érés soran
bekovetkezd szomatikus hipermutacié hibas miikodése. A szisztémas DLBCL-ek tobb
mint 50%-aban ASHM ¢érinti a PIM1, a PAX5, a RhoH/TTF, és a c-MYC
protoonkogéneket [46]. KésObb ezen protoonkogének ASHM-jat PCNSL-ben is
megfigyelték [87]. Ezek a gének részt vesznek a B-sejt fejlédésben és differenciacioban,
a proliferacio és az apoptdzis szabalyozasaban, igy a mutaciok fontos szerepet
jatszhatnak a lymphomagenezisben [87].

A genetikai instabilitdshoz szamos daganattipusban a kiilonb6z6 kopiaszam
eltérések (CNA) is hozzajarulnak [88, 89]. PCNSL-ben a leggyakoribb (75%)
kromoszomanyerés a 17p13.3 1okuszt (TMEM93 és P2RX5), és a 22q13.33 lokuszt
(ILL7REL és MLC1) érinti [90]. Emellett visszatéré kromoszomanyerés figyelheté meg
a 7q, a 11q, a 12q és a 16p kromoszomarégiokban is [90-93]. Kromoszomavesztés
jellemz6 a 6p, a 6q, a 8p, a 9p, a 14q és a 22q kromoszomakarokon [90]. Az esetek tobb
mint harmadéaban a 9p21.3 kromoszoma régi6 (CDKN2A lokusz) delécioja [90-92], mig
az esetek mintegy felében a 6p21 (HLA gén lokusz) delécidja is kimutathato [92, 93]. A
sejtciklus  szabalyozd ciklin-dependens kindz inhibitort kodold6 CDKN2A gén
homozigota deléciojat osszefiiggésbe hoztak rovidebb PFS-sel, és OS-sel [92]. Szintén
rovidebb volt azon betegek Ossz-tulélése, akiknél kimutattak a 6q21 (PRDM1) 16kusz
delécigjat [91].

Hatalmas attérés volt a genomikdban az ezredforduld utdn megjelend uj-
generacios szekvenalas (NGS), melynek segitségével a hagyomanyos Sanger
szekvenalashoz képest gyorsabban és olcsobban lehet akar teljes genom (WGS) vagy
teljes exom (WES) szekvenciat meghatarozni [94]. Az elmult években az NGS
megjelenésével és fejlodésével lehetové valt szamos szolid daganat [95-99], és
hematologiai malignitas [48, 49, 100, 101] molekularis hatterének pontosabb
megismerése. A PCNSL-ben visszatéré mutaciokat irtak le a B-sejt proliferacio és
differenciacio, a B-sejt receptor (BCR), a Toll-like receptor (TLR), az NF-«B utvonal, a
kromatin modifikacio, a sejtciklus szabalyozas és az immunfelismerés génjei kozott [91,
102-104].

Az els6é kis esetszamu WES vizsgalattal PCNSL-ben visszatérd mutaciokat
talaltak a MYD88 (38%) és a TBL1XR1 (14%) génekben, melyek az NF-kB utvonalhoz

tartoznak [92]. Korabban a CARD11 génben azonositott mutaciok alapjan mar felmertilt

28



az NF-xB tutvonal aktivacidjanak a szerepe PCNSL-ben [105], melyet az 4j NGS
eredmények tovabb erdsitettek.

A kovetkez6 években tobb NGS tanulmany jelent meg, melyekben az NF-kB
utvonal génjeinek (MYD88, CD79B, TBL1XR) mutéiciéi mellett szamos kiilonb6zd
bioldgiai folyamatban részt vevd gén eltéréseit leirtdk, pl. a transzkripcio (ETVG,
IRF2BP2, EBF1, IRF4), a sejtciklus szabalyozas (BTG1) és a sejtadhézié (MUCL6,
ACTG1) génjeit [102]. Visszatér6 mutaciokat talaltak tovabba olyan génekben (OZD4,
CSMD2, CSMD3 ¢s PTPRD), melyek fiziologidsan is szerepet jatszanak az
idegrendszeri differenciacioban, ami talan magyarazhatja a betegség idegrendszeri
tropizmusat [103]. Nodalis DLBCL-lel 6sszehasonlitva keresték a PCNSL-re jellemz6
specifikus mutaciokat, mely soran a TOX és PRKCD gének visszatéré biallélikus
inaktivalodasat figyelték meg PCNSL-ben, ami az extracerebralis DLBCL-ben nem
azonosithatd [91]. Ismert tumorszupresszor gének (ATM, TP53, PTEN) eltéréseit is
leirtak PCNSL-ben [106]. A mutaciok klinikai szerepét vizsgalva, az ATM mutacioi
rosszabb eseménymentes tuléléssel (EFS), a PTEN eltérései rosszabb OS-sel jartak
[106], mig a HLA-C gén mutécioi esetén rovidebb PFS volt jellemzd [107]. Erdekes
moédon egy kutatocsoport, azt talalta, hogy a MYD88 mutaciot hordozo esetek kozel
harmadaban, ugyanaz a mutacio6 (MYD88 p.L265P), ugyan kisebb mutacios
frekvenciaval, de kimutathato digitalis droplet polimeraz lancreakcio (ddPCR)
segitségével a periférias vérmintakban is [107]. Ez felveti annak a lehetdségét, hogy a
MYD88 mutécio pozitiv un. ,,pre-lymphoma” sejtek eldszor az idegrendszeren kiviil
jelennek meg, majd oda belépve tovabbi genetikai €s epigenetikai eltérések kialakulasa
altal eldsegitik a tumorgenezist. Bar ezen megfigyelés bizonyitdsdhoz tovabbi
vizsgalatok sziikségesek, Osszességében felmeriil, hogy a MYD88 aktivacié fontos
kezdeti genetikai eltérés, amely eldsegitheti a lymphocytdk tulélését a kdzponti
idegrendszerben [107]. Ezen eredményeken tal, az NGS vizsgalatok a korabban mar
ismert ASHM protoonkogének mellett szamos 0j potencialis ASHM célpontot (KLHL14,
OSBP10, SUSD2, ETV6, BTG2, DUSP?2 és BTG1) azonositottak [35, 103].

A PCNSL-ben eddig azonositott fontos jelitvonalak és folyamatok a 7. abran
lathatoak, mig a kiilonb6zé NGS tanulmanyokat a 3. tablazat foglalja 6ssze.
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3. tablazat. Az NGS tanulmanyok 6sszefoglalasa

Minta
Study . Moédszer | Legfontosabb gének, eltérések | Referencia
Szam
Gonzalez-
Aguilar
ssmtsai. | 4 WES MYD88 (38%), TBL1XR1 [92]
2012 (14%), PIM1 (3%)
. MYDB88 (38%), CD79B (30%),
runo és
PIM1 (22%), TBL1XR1 (19%),
mtsai. 9 WES ( 0)0 (0 ) [102]
2014 ETV6 (16%), IRF4 (14%),
IRF2BP2 (11%), EBF1 (11%)
Vater és CD79B (44%), PIM1 (44%), 03]
mtsai. 9 WES ODZ4 (44%), MUC16 (55%),
2014 MYD88 (33%)
_ MYDB88 (79%), CD79B (40%),
Braggio 10 WES PIM1 (30%), BTG2 (30%), [91]
€s mtsai. 0 o
2015 CARD11 (30%), GNAL3 (20%),
TNFAIP3 (20%), BRAF (10%)
Balint és celzott KDR (68%), KIT (58%), 06
mtsai. 19 | szekvendlds | ERBB4 (53%), EGFR (53%),
2016 (48 gén) FBXW?7 (53%)
':e‘gk;rt‘;glr a4 WES PIM1 (100%), BTG2 (93%), | [107]
2016 MYDB88 (85%)
oy | MYDBB (58%), CD79B (41%)
Grommes ceizo PIM1 (56%), BTG2 (36%),
és mtsai. 177 | szekvenalds |  PRDM1 (27%), TOX (20%), [35]
2017 (586 gén) IRF4 (17%), MLL2 (28%),
MSH3 (27%), TBLLXR1 (23%)
Thou & célzott
ou €S
mtsai. 22 | szekvenalss | TIM1 (77%), MYDBS (63%), [137]
2018 CD79B (69%) KMT2D (50%)
(64 gén)
Roviditések: mtsai: munkatarsai; NGS: uj-generacios szekvendlas (next-

generation sequencing) WES: teljes exom szekvenalds (whole exome sequencing).
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A fentiek alapjan lathatd, hogy a PCNSL-re nagyfoku genetikai komplexitas és
molekularis heterogenitas jellemzd. Az eddigi genetikai vizsgalatok azt mutattak, hogy a
PCNSL-ben az NF-xB, a BCR és a TLR utvonalak aktivacioja figyelhetd meg.
Ugyanakkor a legtobb tanulméany eredményei kis esetszamon alapulnak és a kiilonb6z6
tanulmanyokban azonositott mutacids gyakorisagok nagy szoérast mutatnak [91, 92, 102,
103, 106]. A daganatok tumorgenezisének pontos feltérképezése lehetévé teheti a
kozeljovében az tjonnan Kifejlesztett célzott terapiak személyre szabott alkalmazasat.
Ehhez, és a PCNSL pathogenezisének pontosabb megértéséhez tovabbi nagyobb
mintaszamon torténd genetikai vizsgalatok szilikségesek. A szomatikus mutaciok és
bizonyos metabolikus Utvonalak kapcsolatat vizsgalva Grommes és munkatarsai azt
figyelték meg, hogy a CD79B mutéci6 jelenléte esetén az mTOR ttvonal fokozott
aktivitasa jellemz6 PCNSL-ben [35], ugyanakkor az mTOR ttvonal szerepét a PCNSL

pathogenezisében ezidaig alig vizsgaltak.
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5. A diffiz nagy B-sejtes lymphomak és a primer kozponti idegrendszeri

lymphomak metabolizmusa és energiahaztartasa

5.1. Az mTOR utvonal bemutatasa

Az mTOR utvonal szdmos kulcsfontossagu bioldgiai folyamat, tobbek kozott a
fehérjeszintézis, a sejtnovekedés, a proliferacid €s a tulélés iranyitoja, igy szabalyozza a
sejtek energiahelyzetét és a stresszre adott valaszat is. Létfontossagu szerepét mutatja,
hogy éllatkisérletekben az mTOR kinaz, vagy az mTOR komplex elemeit kodolo gének
kititése embrionalis letalitashoz vezetett [108].

Az mTOR egy szerin-treonin kinaz, amely a PI3K/AKT utvonal downstream
effektora. Az mTOR két kiilonb6z6 multiprotein komplex alkotasaban vesz részt, melyek
mind felépitésiikben, mind funkcidjukban eltérnek egymastol. Az mTOR komplex 1
(MTORC1) az mTOR-bol, a Raptorbol, az mLST8-bol és két negativ szabalyozobol, a
PRAS40-b6l és a DEPTOR-bol all (8A. abra). Az mTORC1-et a PI3K/AKT utvonal
aktivalja, és a TSCI/TSC2 komplex gatolja. Fontos szerepet jatszik a riboszéma
BP1 gatlasan keresztiil [109].

Az mTOR komplex 2 (MTORC2) az mTOR mellett a Rictorbol, az mLST8-bdl,
az mSIN1-bél, a Protorbol, és a DEPTOR-bol all (8B. abra). Az mTORC2-t kiilonbozo
novekedési faktorok aktivaljak, majd foszforialja az AKT-ot a Serd73 foszforilacids
helyen.

A két mTOR komplex amellett, hogy felépitésiikben és funkcidjukban
kiilonboznek, eltérd érzékenységet mutatnak az antifungalis és antiproliferativ hatisa
gatloszerre, a rapamycinre, mig az mTORCI érzékeny, addig az mTORC2 rezisztensnek

bizonyul [110, 111].
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A. mTORC1

PRAS40

DEPTOR @

8. abra. A két mTOR komplex szerkezete [112]. A. Az mTORC1-et az mTOR,
a Raptor, a PRAS40, a Deptor és az mLST8 alkotja. B. Az mTORC?2

felépitésében az mTOR, a Protor, a Rictor, a Deptor, az mLST8 és a mSinl

Vesz részt.

Az mTORCI jelatviteli ut foszforilacios kaszkadot az aktivalt AKT inditja be.
Kiilonb6z6 novekedési faktorok, pl. inzulinszeri novekedési faktor (IGF), az epidermalis
novekedési faktorok (EGF1, EGF2/HER2, EGF3), a vaszkularis novekedési faktor
(VEGF), ¢és a vérlemezke eredeti novekedési faktor (PDGF) hatasara a
foszfatidilinozitol-3 kinaz (PI3K) atalakitja a foszfatidilinozitol-biszfoszfatot (PIP2)
foszfatidilinozitol-triszfoszfatta (PIP3) (9. abra). A PIP3 hatasara az AKT a
sejtmembranhoz kotddik, ez a kotddés lehetové teszi, hogy a PDK1 és az mTORC2 az
AKT-ot a Thr308-as és a Ser473-as foszforilacios helyeken foszforilalja. Ezt kovetden az
AKT foszforilalja a TSC2-t, amely igy nem tud komplexet formalni a TSC1-gyel. A
TSCI/TSC2 komplex gatlas alatt tartja a GTPaz Rheb-et, amely a gatlas aldl
felszabadulva aktivalja az mTORCI1-et a Ser2448 helyen torténd foszforilacioval. Az
aktivalt mTORC1 foszforidlaja az S6Kl1-et a T389-es pozicidban és a 4E-BP1-et,
melyhez a komplex Raptor komponensének, illetve az S6K1 és a 4E-BP1 tigynevezett
TOR signaling motivumanak interakcioja sziikséges. Az aktivalt S6K1 az S6 fehérjét
foszforilalja, amely mRNS transzlacidhoz vezet. A foszforilalatlan 4E-BP1 megkdti és
inaktivalja az elF4E-t, ezzel gatolva a fehérje transzlaciot, azonban miutan foszforilalja
az mTORCI, levalik az elF4E-rdl, amely felszabadul a gatlas aldl, igy beindul az mRNS
transzlacio. Novekedési faktorok jelenlétében, ha megfeleld a sejtek energia és tapanyag

ellatottsaga az mTORCI1 hatasara fokozdodik a fehérjeszintézis és a sejtek novekedése,
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proliferacidja jon 1étre. Az mTOR tovabba az autofagia egyik fontos negativ regulétora.
Amennyiben kedvezdtlenné valnak a sejt koriilményei, az mTOR utvonal aktivitasa
csokken, felfiiggesztédnek az energiaigényes makromolekula szintézis folyamatai,
fokozodik az autofagia, mely sordn az intracellularis tapanyagforras mobilizalodik, igy
lehet6vé valik a sejtek tulélése [112].

Ismerve az mTOR 1utvonal kdzponti szerepét a proliferacioban és az autofagia
gatlasaban, nem meglepd, hogy szdmos malignitasban leirtdk az mTOR ttvonal
[113], az S6K1 overexpresszidjat emlé daganatokban [114], és magas PI3K aktivitast
petefészek, gasztrointesztinalis, eml6 és prosztata daganatokban [113].

Emellett az mTOR ttvonal diszfunkcidja szamos hematologiai daganat, koztiikk a
nodalis DLBCL kialakulasaban is szerepet jatszhat. Sebestyén és munkatarsai 68 nodalis
DLBCL-en az mTOR utvonal legszenzitivebb markerének, a p-S6 fehérjének az
expresszidja mellett, tobb mMTOR-ral kapcsolatos foszfo-fehérje jelenlétét vizsgaltak
immunhisztokémiaval. Az esetek 30%-aban GCB fenotipust taldltak, és ezekben az
esetekben gyakorlatilag nem volt mTOR aktivitas. Ezzel szemben az non-GCB fenotipus
esetén 80%-ban figyelték meg valamelyik mTOR-ral kapcsolatos fehérje expresszidjat
[115]. Meglep6 modon, egy masik munkacsoport ettél eltérd eredményeket kapott: A
magas mTOR aktivitdst mutatd esetek 92%-a GCB fenotipusu volt, és ezekben az
esetekben rosszabb prognozis volt megfigyelhetd [116]. Az eltéré eredményeket részben
magyarazhatja, hogy a két munkacsoport mas fehérjék expresszidjat vizsgalta. Mig az
elsd vizsgalatban a p-S6, a p-mTOR, p-EB-P1 és p-S6K1 fehérjék expresszidjat
hataroztak meg [115], addig a masik munkacsoport a mTOR teljes endogén szintjét
detektaltak [116]. Tovabbi kutatasok is alatamasztottak a PI3K/AKT/mTOR ttvonal
aktivaciojat DLBCL-ben, az esetek kozel 50%-ban a p-AKT, a p-p70-S6K1 és a p-4E-
BP1 pozitivitasa volt kimutathat6. Ebben a vizsgalatban azonban nem talaltak
szignifikans Osszefiiggést a sejteredet és az mTOR aktivitas kozott [117]. A kiilonbozo
munkacsoportok eltéré eredményei abbol adédhatnak, hogy nincs egységes konszenzus
az mTOR aktivitas meghatarozasara. Szamos munkacsoport a p-S6 fehérje expresszidjat
méri legfontosabb markerként, azonban az S6 riboszomalis fehérje foszforilacioja mTOR
fiiggetlen modon is bekdvetkezhet [118-120].

Az S6 fehérje C terminalis részén 6t foszforilacios hely talalhato, 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
utvonal részeként a p90-S6K (RSK) is foszforidlhatja az S6 fehérjét. Roux és munkatarsai
azt figyelték meg, hogy mig a p70-S6K1 az osszes, addig az RSK csak a Ser235/236-0s
foszforilacids helyen foszforilal. Eredményeik felhivjak a figyelmet arra a gyakori hibara,
hogy az mTOR utvonal aktivitasanak vizsgalatahoz sok munkacsoport a p-S6 Ser235/236
ellenanyagot hasznalja, azonban az esetek egy részében ez téves eredményt adhat, hiszen
a pozitivitas akar a RAS/ERK/RSK utvonal aktivaciojat is jelezheti [118]. Az mTORC1
hatasara az S6K 1 a T389-es pozicioban foszforilalodik, azonban a PDK1 foszforilalhatja
a T229-es helyen [120]. A PIBK/AKT/mTOR utvonal mellett fontos szerepet jatszik a
metabolizmus szabalyozasaban a Per-Arnt-Sim kindz (PASK) is. A PASK ¢lesztokben,
egérben és az emberben is a gliikoz homeosztazis szabalyozasaban vesz részt. Schlafli és
munkatarsai kimutattak, hogy a PASK in vitro és in vivo is foszforialhatja az S6 fehérjét a
Ser235/236-o0s pozicidban [119].
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Novekedési faktorok
(EGF, IGF, VEGF, PDGF)
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Fehérje szintézis, sejt proliferacio,
novekedés, tulélés

9. abra. A PIBK/AKT/mTOR ¢és Ras/ERK utvonalak 6sszefoglaldsa. Kiilonb6zo.
novekedési faktorok hatdsdra a foszfatidilinozitol-3 kindz (PI3K) 4talakitja a
foszfatidilinozitol-biszfoszfatot (PIP2) foszfatidilinozitol-triszfoszfatta (PIP3), majd a
PIP3 hat4sara az AKT a sejtmembranhoz kotddik, ez a kotddés lehetdve teszi, hogy az
AKT-t foszforilaciojat. Az AKT aktivaciojat kovetden az mTORCI is foszforilalodik,
amely hatasara az S6K1 és a 4E-BP1 foszforilacidja kovetkezik be. Az aktivalt S6K1
az S6 fehérjét foszforilalja, amely mRNS transzlacidhoz vezet. A foszforilalatlan 4E-
BP1 megkéti és inaktivalja az eIF4E-t, azonban foszforialt allapotban levalik az eIF4E-
rdl, amely felszabadul a gatlas aldl, igy beindul az mRNS transzlaci6. Ezen kaszkddon
keresztiil, ha megfeleld a sejtek energia és tapanyag ellatottsdga fokozodik a
fehérjeszintézis és a sejtek ndvekedése, proliferacidja jon létre. Ugyanakkor az S6
foszforilacioja a Ras-ERK tutvonalon keresztiil is bekovetkezhet. Roviditések: P:

foszforilacio, p: foszforilalt.
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5.2. Az mTOR inhibitorok terapias alkalmazasa

Az mTOR utvonal koros aktivalédasa szamos daganatban megfigyelhetd, hiszen
tobb olyan folyamatot szabalyoz, melyek kedvezdek a tumor novekedésnek. Eppen ezért
a 2000-es években felmeriilt az mTOR gatlok kifejlesztése és bevezetése kiilonbozod
tumorok terapias eszkoztaraba. Az els6 mTOR gatlé a rapamycin volt, amelyet elGszor
immunszuppressziv szerként hasznaltak vesetranszplantalt betegekben, a kilokddés
megelézésére [122]. Azonban a rapamycinnek rossz a vizoldékonysaga és kémiailag
instabil vegylilet, igy szamos kedvezébb farmakologiai tulajdonsaggal bird rapamycin
analdg, Un. rapalog jelent meg. Az elsé generaciés inhibitorok koziil, a temsirolimust
2007-ben engedélyezte az FDA eldrehaladott vesesejtes karcinoma [123], majd 2008-ban
MCL kezelésében, az everolimust pedig el6rehaladott veserak mellett neuroendokrin
az elsd generacids rapaldogok hatranya az, hogy az mTOR katalitikus, kindz aktivitasat
indirekt modon gatoljak, igy az mTORCI funkciok csak egy részét befolyasoljak [122,
124]. Ezen feliil az mTORCI1 gatlasaval megsziinik az S6K fliggd negativ visszacsatolas
a PI3BK/AKT felé, ami fokozott PI3K/AKT aktivitdst eredményez, eldsegitve ezzel a
proliferaciot és a talélést [125], ami a kezelés sikertelenségéhez vezet. Fazis I/1I
vizsgalatokban kiilonbozé kettés-inhibitorokat tesztelnek, melyek a PI3K-t és mindkét
mTOR komplexet hatékonyan tudjdk gatolni, ezzel kedvezébb tumorellenes hatas
elérésére képesek [126-128]. Az elsd generacios gatloszerekhez képest a masodik
generacios inhibitorok mar az mTOR katalitikus aktivitasat gatoltak, igy az mTORCI1
altali 6sszes foszforilaciés esemény gatldsa mellett az mTORC2-re is negativ hatassal
vannak. Ezen gatloszerek hatékonysagat jelenleg is fazis /Il vizsgalatokban tesztelik
[122].

Bar mar régota ismert az mTORCI1 szerepe kiilonb6zé daganatok
tumorgenezisében, PCNSL-ben sokaig nem vizsgaltak az Gtvonal aktivitdsat. Nitta és
munkatarsai [HC-val vizsgaltdk 24 PCNSL mintan a Rheb, a p-4E-BP1 és a p-S6 fehérjék
expresszidjat. Mindharom fehérje fokozott expresszidjat figyelték meg, az esetek
legalabb 70%-aban. Eredményeik alapjan felmeriil az mTOR ttvonal lehetséges Szerepe a
PCNSL pathogenezisében [129].
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Atfog6 klinikai és genetikai vizsgalatukban, Grommes és munkatarsai osszefiiggést
taldltak az mTOR 1tvonal aktivitdsa és a CD79B mutaciok jelenléte kozott. PCNSL
eseteken IHC modszerrel a p-4E-BP1 és a p-S6 fehérjék expresszojat vizsgaltak. Azt
tapasztaltak, hogy szignifikansan t6bb CD79B mutaciot hordozéd esetben azonositottak
pozitivitast mindkét mTOR downstream fehérje esetében, mint a CD79B mutacid negativ
mintakban. Ez felveti a lehetéséget annak, hogy a CD79B mutacioét hordozé6 PCNSL
esetekben a PI3BK/AKT/MTOR utvonal konstitutiv aktivacidja van jelen [35].

Annak ellenére, hogy nodalis DLBCL-ben mar rég ota folynak klinikai
vizsgalatok mTOR gatlokkal, igen kevés irodalmi adat all rendelkezésiinkre az mTOR
aktivitasara PCNSL-ben.

A PCNSL pathogenezisérél, valamint pontos molekuldris és metabolikus
hatterérdél heterogén irodalmi adatok allnak a rendelkezésiinkre. Napjainkban egyre
nagyobb szerepiik van a személyre szabott terapiaknak az onkologiai kezelésben, ehhez
azonban sziikséges az adott betegség minél pontosabb megismerése. PCNSL-ben a
célzott terapias lehet6ségek megalapozasahoz sziikségesnek gondoltuk egy nagyobb
a klinikummal. Az utdbbi években felmeriilt az mTOR ttvonal aktivacidjanak szerepe is
PCNSL-ben, azonban napjainkig kevés kutatocsoport vizsgalata a pontos
mechanizmusokat, igy fontosnak tartottuk az mTOR utvonal aktivitasanak tisztazasat is
PCNSL-ben.
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Il. CELKITUZESEK

A primer ¢és szekunder kozponti idegrendszeri lymphomak sejteredetének

meghatarozasa NanoString LST technoldgia segitségével.

A NanoString LST technologia ¢és a hagyomanyos IHC moddszerek

Osszehasonlitdsa primer és szekunder kdzponti idegrendszeri lymphomak esetén.

A CARD11, CCND3, CD79B, C-MYC, CSMD2, CSMD3, IRF4, KMT2D, MYD88,
PAX5, PIM1, PRDM1, PTPRD ¢és TP53 gének nagy érzékenységli célzott
ujraszekvenaldsa 10j-generacids szekvendalds segitségével, primer és szekunder

kozponti idegrendszeri lymphomak esetén.

Osszefiiggések keresése a sejteredet, a genom szintli eltérések és a betegek

tulélése kozott primer és szekunder kozponti idegrendszeri lymphomakban.

Az mTOR utvonal aktivitdsanak meghatdrozasa primer kozponti idegrendszeri

lymphomékban.

Az S6 riboszémalis fehérje mTOR fiiggetlen foszforilacidjanak vizsgalata.
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111. MODSZEREK

1. RNS és DNS alapu vizsgalatok

1.1. Beteganyag

Tanulméanyunkban Osszesen 81 primer €s 18 szekunder kozponti idegrendszeri
lymphomaban szenvedd beteg FFPE mintdit vizsgaltuk. Az FFPE mintdk harom
centrumbol alltak a rendelkezésiinkre, a Semmelweis Egyetem ILsz. Patologiai és
Kisérleti Rakkutatd Intézetébdl, a Pécsi Tudoméanyegyetem Patoldgiai Intézetébdl és a
University College London (UCL) Neurologiai Intézetének Neuropatoldgiai osztalyarol.
RNS alapu vizsgalatainkhoz 77 PCNSL, és 17 SCNSL mintat hasznaltunk, mig a DNS
alapu vizsgalatok soran 64 PCNSL ¢s 12 SCNSL mintaval dolgoztunk. Az RNS és DNS
kohortban vizsgalt mintak atfedést mutattak. Az 6sszes PCNSL eset koziil 60 mintat, mig
az SCNSL esetek koziil 11 mintat mind RNS alapi, mind DNS alapt vizsgalatba is
bevontuk. A lymphomak sejteredete 2 PCNSL és 1 SCNSL eset kivételével a Hans
algoritmussal lett meghatarozva. A betegek klinikai adatai a 4. tablazatban lathatoak.
Tualélési adatok 65 PCNSL-ben és 17 SCNSL-ben szenvedd beteg esetén alltak a
rendelkezésiinkre, a median kovetési id6 10 honap (1-127) volt. A kezelési adatok 46
PCNSL és 12 SCNSL esetben allt rendelkezésiinkre.

Kutatasaink soran mindenben a hatalyos jogszabalyoknak megfeleléen, az
Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsag (ETT TUKEB:
14383-2/2017/EKU) és a Semmelweis Egyetem Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsag
(TUKEB-1552012) engedélyeinek birtokaban, valamint a Helsinki Deklaracioban
foglaltak szerint jartunk el.

4. tablazat. A DNS ¢és RNS alapu vizsgalatba bevont betegek klinikai adatai

Eset szim PCNSL/ Nem Diagnéziskori (O] Esemén Sejteredet
SCNSL életkor (év)  (hénap) Y (HC)

P1 PCNSL férfi 75 4.6 elhunyt non-GCB

P2 PCNSL nd 64 3.9 elhunyt non-GCB
P3 PCNSL noé 60 9.0 él GCB

41



P4
P5
P6
P7
P8
P9

P10

P11

P12

P13

P14

P15

P16

P17

P18

P19

P20

P21

P22

P23

P24

P25

P26

P27

P28

P29

P30

P31

P32

P33

P34

P35

P36

P37

P38

P39

P40

P41

P42

P43

P44

P45

P46

P47

P48

PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL

no
no
férfi
né
né
né
né
né
férfi
no
férfi
férfi
férfi
férfi
no
ndé
férfi
ndé
férfi
né
férfi
no
no
no
no
no
no
no
no
no
férfi
no
férfi
férfi
férfi
férfi
no
férfi
férfi
no
no
no
férfi
no

no

73
77
53
66
59
72
80
51
67
77
64
73
59
56
55
92
77
54
67
78
72
47
43
78
78
62
70
59
70
43
46
68
72
71
76
70
51
59
70
59
70
51
66
81
65
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2.7
7.5
19.0
7.8
2.1
NA
NA
NA
56.0
3.0
4.1
16.5
11.0
3.5
17.2
1.8
53
NA
39.5
NA
5.7
NA
11.5
23.0
22.7
7.9
155
NA
13.7
12.0
68.0
6.9
NA
0.5
0.9
34.6
521
88.2
NA
14.0
0.5
27.0
2.2
0.01
2.1

elhunyt
elhunyt
elhunyt
elhunyt
elhunyt
NA
NA
NA
él
elhunyt
elhunyt
elhunyt
elhunyt
él
elhunyt
elhunyt
elhunyt
NA
él
NA
elhunyt
NA
elhunyt
él
él
él
él
NA
él
elhunyt
elhunyt
él
NA
elhunyt
elhunyt
elhunyt
él
él
NA
elhunyt
elhunyt
él
elhunyt
elhunyt
elhunyt

non-GCB
non-GCB
NA
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB



P49
P50
P51
P52
P53
P54
P55
P56
P57
P58
P59
P60
P61
P62
P63
P64
P65
P66
P67
P68
P69
P70
P71
P72
P73
P74
P75
P76
P77
P78
P79
P80
P81
s1
S2
S3
sS4
S5
S6
S7
S8
S9
510
s11
512

PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
PCNSL
SCNSL
SCNSL
SCNSL
SCNSL
SCNSL
SCNSL
SCNSL
SCNSL
SCNSL
SCNSL
SCNSL
SCNSL

férfi
férfi
férfi
férfi
né
férfi
férfi
né
férfi
no
férfi
no
no
férfi
férfi
ndé
ndé
férfi
né
férfi
né
no
no
férfi
férfi
no
no
no
férfi
no
férfi
férfi
férfi
no
férfi
férfi
férfi
no
no
no
férfi
no
férfi
no

no

35
68
73
61
77
58
76
63
63
64
66
82
64
71
56
66
85
75
68
70
70
57
75
69
50
68
67
20
70
63
68
75
65
78
72
63
61
65
25
67
56
55
21
37
69

43

NA
8.9
27.3
NA
NA
NA
1.0
30.8
54.9
0.5
13.9
3.5
2.1
6.3
NA
NA
0.9
0.5
86.4
0.5
34.1
48.2
59.1
39.4
13.8
431
NA
116.4
0.5
14.3
0.1
13.8
2.3
NA
0.6
127.3
33.0
84.6
5.0
61.6
0.5
82.6
13.9
84.5
7.2

NA
elhunyt
él
NA
NA
NA
elhunyt
elhunyt
elhunyt
elhunyt
elhunyt
elhunyt
elhunyt
elhunyt
NA
NA
elhunyt
elhunyt
él
elhunyt
elhunyt
elhunyt
él
él
elhunyt
elhunyt
NA
él
elhunyt
elhunyt
elhunyt
elhunyt
elhunyt
NA
elhunyt
elhunyt
él
elhunyt
elhunyt
él
elhunyt
él
él
él

elhunyt

non-GCB
NA
GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
non-GCB
NA
GCB
non-GCB
GCB
GCB
GCB
GCB
GCB
non-GCB
GCB
GCB
GCB



S13 SCNSL nb 75 3.7 elhunyt non-GCB

S14 SCNSL nd 55 0.5 elhunyt  non-GCB
S15 SCNSL nb 59 24.8 elhunyt non-GCB
S16 SCNSL férfi 45 3.8 elhunyt  non-GCB
S17 SCNSL nd 71 3.9 elhunyt  non-GCB
S18 SCNSL férfi 19 86.4 él non-GCB

Roviditések: GCB: centrum  germinativum  B-sejtes  eredet; IHC:
immunhisztokémia;, NA: nincs adat; non-GCB: nem centrum germinativum B-
sejtes eredet; OS: ossztulélés;, PCNSL: primer kozponti idegrendszeri

lymphoma; SCNSL: szekunder kozponti idegrendszeri lymphoma.

1.2. RNS alapu vizsgalatok

1.2.1. RNS izolalas

A biopszias mintakbol 10 um vastagsagi metszeteket készitettiink, majd a
mintakhoz mértiink 320 ul deparaffinizal6 oldatot (Qiagen deparaffinisation solution), ezt
kdvetden a mintakat 3 percig 56 °C-on inkubaltuk. Az RNS izolalast a Recover all kit-tel
(Ambion/ Life Technology) végeztiik. A Proteindz K hozzaadasat kovetéen 50 °C-on
inkubaltuk, 1 oraig (vagy amig a szovet teljesen feloldddott), ezt kovette 15 perc
inkubaci6é 80 °C-on. Fontos volt, hogy a 80 °C-os inkubicié nem haladhatta meg a 15
percet, mert az az RNS-ek degradalodasahoz vezethet. Amikor az inkubécios id6 letelt, a
csdvekbdl az alsé fazist 1j csdvekbe mértiik at. Osszeallitottuk az Izolacids mixet,
mintankét 240 ul Isolation Additive-bdl és 550 pl 100%-o0s etanolbol, majd 790 pl-t
mértiink a mintakhoz. Vortexelést kovetéen ebbdl a keverékb6l 700 pl-t pipettaztunk a
filteres tisztitooszlopokra, majd 30 masodpercig 10000g-n centrifugaltuk oket. Ezt
kovette két mosas, eldszor 700 ul Washl oldatot, majd 500 ul Wash2/3 oldatot mértiink a
csovekbe. Mindkettd mosodoldat hozziadasat kovetéen 10000g-n 30 masodpercig
centrifugaltuk a csoveket. Kovetkezd 1épésként készitettiink egy DNaz mixet, mintanként
6 ul DNaz pufter, 4 ul DNaz, és 50 ul nukledzmentes viz sszemérésével, amely 1épésre
a mintak DNS mentesitése miatt volt sziikség. Ebbdl 60 pl-t a filterekre pipettaztunk, és
szobahémérsékelten 30 percig inkubaltuk, melyet haromszori mosas kovetett. Eloszor

Washl oldatbol 700 pl-t, majd a Wash2/3 oldatbol 500 pl-t mértiink a csdvekbe, melyet
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mindkét esetben centrifugalas kovetett, 30 masodperc, 10000g-n. Végiil a Wash 2/3
oldatbol ismét 500 pl-t pipettaztunk a csovekre, és 1 percig centrifugaltuk 10000g-n. A
filtereket 0j, mintaszammal ellatott csovekbe helyzetiikk at, és 40 ul elacios oldatot
mértiink a filterek kozepére. Szobahdmérsékleten 5 percig inkubaltuk dket, ezzel novelve
a végsd RNS koncentraciot. Az utolsd centrifugalast maximalis sebességen 1 percig
végeztiik. Az RNS koncentraciokat Nanodrop késziilékkel mértiik le, majd felhasznalasig

a mintakat -80 °C-on taroltuk.
1.2.2. A sejteredet meghatarozasa NanoString LST-vel

A mintankbol izolalt RNS-ek sejteredetének meghatarozasara a NanoString LST
assay alkalmazasaval, az nCounter® Analysis System (NanoString Technologies, Inc.,
Seattle, USA) segitségével keriilt sor. Az RNS mintadkhoz el6szor egyedi szinkoddal
ellatott target-specifikus reporter és capture probakat adunk, amit egy hybridizalo,
komplexképzd 1épés kovet. Tovabbi Iépésként a komplexek specidlis feliiletre vald
rogzitése, ¢és egy iranyba vald orientdlasa torténik. Végil a génexpresszid
meghatarozasadhoz a fluoreszcens szinkddok leolvasasa sziikséges. Az assay segitségével
20 gén expresszigjat hatarozhatjuk meg, ebbdl 15 gén az ABC vagy a GCB fenotipusra
specifikus, mig 5 gén Un. housekeeping funkciot tolt be. A génexpresszids adatokat a
housekeeping génekhez normalizaltuk. A housekeeping gének ezenfeliil a kiindulasi RNS
mintak mindségellenérzéséhez is sziikségesek. A szubtipus meghatarozasahoz minden
gén esetén meghatarozhatd egy ugynevezett ,linear predictor score” (LPS), amely a 10.
abran lathato képlettel szamolhato ki. Az LPS az egyes gének expresszios értékének és
egy génenként eltérd sulytényezének a szummazasaval adhaté meg, majd az eldre

definialt kiiszobértékek alapjan hatarozhatéo meg a szubtipus (ABC, ha az LPS = 2433.5;
GCB, ha az LPS < 1907.8; a kettd értek kozott UC). A modszer osszefoglalasa a 11.

LPS = Z a;X;

J

10. abra. Linear predictor score (LPS) meghatarozdsanak

abran lathato.

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

adott, j génre meghatarozottfaktor/sulytényezd.
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11. abra. A NanoString LST moédszer. Az RNS mintédkhoz
elészor egyedi szinkoddal ellatott target-specifikus reporter és
capture probakat adunk, majd egy hybridizalo, komplexképzo
lépés kovetkezik. Ezt kdvetden a komplexeket egy specialis
feliiletre rogzitjiik, majd egy iranyba orientaljuk oket. Végiil a
génexpresszid meghatdrozasa a fluoreszcens szinkddok
leolvasasaval torténik. Fortina és munkatarsai [130] munkaja

alapjan modositva. Rovidités: mRNS: messenger ribonukleinsav.
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1.3. DNS alapu vizsgalatok

1.3.1. DNS izolalas

Az FFPE mintékat eldszor deparaffinizaltuk az 1.2.1. fejezetben ismertetettek
szerint. A DNS mintak izolalasahoz az FFPE Tissue Kit-et (Qiagen) hasznaltuk a gyartd
utasitasainak megfelelden. Az inkubaciot kdvetéen a csdévekbe mértiink 180 pl ATL
puffert, majd a csoveket 1 percig 10000 rpm-en centrifugaltuk. A centrifugalast kdvetden
az alsé viztiszta rétegben gylilt 6ssze a paraffinmentes szovetminta. Az alsé fazisba 20 pl
proteinaz K-t mértiink és a mintakat eldszor 1 oran at (vagy amig a teljesen lizis
bekodvetkezett) 56 °C-on, majd 1 6ran 4t 90 °C-on inkubaltuk. Az inkubacids idé leteltével
200 pl AL puffert mértiink a mintakhoz, vortexelés utan pedig 200 pl etanolt mértiink a
csovekbe. A teljes mennyiségii lizatumot QIAamp MinElute oszlopkra mértiik, és 6000g-
n 1 percig centrifugéaltuk az oszlopokat. Ezt kovetden két 1épésben tisztitottuk a mintékat,
elészor 500 wl AW1 puffert, majd 500 pul AW2 puffert mértiink az oszlopokra, mindkét
puffer hozzaadasat 6000g-n 1 perc centrifugalads kovette. A tisztitasi 1épések utdn az
oszlopokat 20000g-n 3 percig centrifugaltuk, ezzel a membranokat teljesen etanol
mentesitettiik. Ezt kovetden az oszlopokat j Eppendorf csovekbe helyzetiink, és 50 pl
ATE puffert mértiink a membranok kdzepére. A megfelelé DNS koncentracidhoz az ATE
puffer hozzaadasa utan 5 percig szobah6n inkubaltuk az oszlopokat, végiil 1 perc
maximalis sebességli centrifugalast végeztink. Az izolalt DNS koncentraciokat Qubit
dsDNA HS AssayKit—tel, Qubit fluorométerrel (Invitrogen) hataroztuk meg. Mérendd
mintanként 199 ul Buffer-t és 1 ul reagenst 6sszemértiink, majd ebbdl az elegybdl 198
pl-t 2 pul DNS mintahoz adtunk. A gép kalibralasa utan lemértiikk a DNS koncentraciokat,
amelyeket ng/ul mértékegységben kaptunk meg. A mintakat a tovabbi felhasznalasig 4

°C-on taroltuk.

1.3.2. Nagy érzékenységii, célzott, 1j-generaciés ujraszekvenilds és a
bioinformatikai analizis

A PCNSL-ben gyakori visszatéré mutaciot hordozoé 14 gén (CARD11, CCND3,
CD79B, C-MYC, CSMD2, CSMD3, IRF4, KMT2D, MYD88, PAX5, PIM1, PRDM1,
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PTPRD ¢és TP53) ismert mutacios forropontokat hordozd exonjaira 0j-generacios
szekvenalasi génpanelt terveztiink az Illumina cég Truseq Custom Amplicon eljarasat

alkalmazva (5. tablazat).

5. tablazat. Az Uj-generacios szekvenalas soran vizsgalt gén régiok

Gén Vizsgalt régio Transzkriptum
azonosito
CARD11 Exon4,6,8,9 ENST00000396946
CCND3 Exon2,5 ENSTO00000372991
CD79B  Exon3, 4,5 ENST00000006750
CSMD2  Exon 15, 41, 45, 69 ENSTO00000373388
CSMD3  Exon 16, 22, 37 ENST00000297405
IRF4 Exon 2, 3 ENSTO00000380956
KMT2D  Exon 10, 15, 19, 32, 34, 39, 40, 47, 48, 49,52  ENST00000301067
MYC Exon 2, 3 ENSTO00000621592
MYD88 Exon2,3,4,5 ENST00000396334
PAX5 Exonl,2,5 ENSTO00000358127
PIM1 Exon 2,3, 4 ENST00000373509
PRDM1 Exon2,5,7 ENSTO00000369096
PTPRD  Exon 29, 35 ENST00000381196
TP53 Exon5,6,7,8 ENST00000269305

A szekvenalasi konyvtarak elkészitéséhez TruSeq Custom Amplicon Libary Kit
(Illumina), ugynevezett dual-strand protokolljat hasznaltunk. Ezzel a moddszerrel
lehetéség van mindkét DNS szal egymastol fliggetleniil torténd szekvenalasahoz, mely
soran a két szal kiillon A és B konyvtarba kertil, igy FFPE mintdk esetén is megbizhato
eredményt kapunk. A mindség kontrollt kdvetéen a mintakat HiSeq4000 uj-generacios
szekvenalod késziilék (Illumina) segitségével szekvenaltuk meg.

Az adatok elemzése soran el6szor a keletkezett szekvenciakat a Homo sapiens
GRCh37 referenciagenomhoz illesztettiik a BaseSpace Sequence felilleten a BWA
v0.7.13 aligner hasznalataval. A BAM fajlok valogatasa és indexelése a SAMtools v1.7
modullal tortént, és a szekvenalas soran keletkezett hibak kisziiréséhez minden egyes
konyvtaron lefuttattuk a GATK v4.0 Base Quality Score Recalibration eljarast. Az egy-

nukleotid polimorfizmusok (SNP) és az inzercid-deléciok azonositasa LoFreq v2.1

crer

crcr
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adatbazisokban is megtortént. Végiil csak azokat a szomatikus varidnsokat tekintettiik

valddi eltérésnek, amelyek mindkét Osszetartozo konyvtarban (A és B) jelen voltak.

1.3.3. Validalas Sanger szekvenalassal

A 20%-nal magasabb varians allél frekvenciaji (VAF) szomatikus variansok egy
részét Sanger szekvenalassal validaltuk. A 6. tablazatban a validalashoz hasznalt forward

¢és reverse primerek szekvencidja lathato.

6. tablazat. Az NGS-sel azonositott mutaciok Sanger szekvenaldssal torténd

validalasa soran hasznalt primerek szekvenciai

Gén Forward primer Reverse primer
CARD11 TGGAGGAGGAATGTAAGCTGG GCAGCTCCTGGTTTTTGGTC

CCND3 CACTCAGGGAGAGCCTCAG GCCCCTCCTCTGCTTAGTG
CD79B TCTGATCTCCATCCCTCTCC CCAACCACACCAGCAGATAG

IRF4 CGGAGAGTTCGGCATGAG TTCTCCTCGTTCTCCCACAC
MYD88 TGGAACAGACAAACTATCGACTG AGGAGGAGATGCCCAGTATC
PAXS5 TGGAAACTTTTCCCTGTCCA CGGAGTTTGCACATCTGGAG

PIM1 TTCATCACGGAAAGGGGAGC ACCCGAAGTCGATGAGCTTG
PRDM1 TGGGATTCTGGTGCTGATGG CCTCAAGGGCAAGTAGGGAG
TP53 CTTGGGCCTGTGTTATCTCC GTGTGCAGGGTGGCAAGT
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2. Fehérje alapu vizsgalatok és sejttenyésztés

2.1. Anyagok

Immunhisztokémiai vizsgalatunk soran 31 PCNSL-ben és 51 nodalis DLBCL-ben
szenvedd beteg formalinban fixalt paraffinba agyazott biopszids mintait elemeztiik.
Valamennyi esetet a Semmelweis Egyetem |. sz. Patologiai és Kisérleti Rakkutatd
Intézetében diagnosztizaltdk 1992 és 2014 kozott. A lymphomak sejteredetét a diagnodzis
soran 29 PCNSL és 47 DLBCL esetben Hans algoritmussal hataroztak meg a rutin
diagnosztikus munkafolyamat soran (7. tablazat).

A fehérje alapt vizsgéalatok és a DNS/RNS alaptl vizsgéalatok sordn hasznalt
mintak kozott atfedés nem volt, mivel a PCNSL biopszias mintak mérete altalaban Kicsi,

igy nem allt rendelkezésiinkre elegendé FFPE anyag valamennyi vizsgalat elvégzéséhez.

7. tablazat. A fehérje alapu vizsgalatunkban szereplé PCNSL-ben és DLBCL-ben

szenvedo betegek adatai

Eletkor a  Sejteredet Eletkor a  Sejteredet
Beteg Nem Beteg Nem
diagnoziskor (IHC) diagnoziskor (IHC)

PCNSL1  férfi 68 non-GCB PCNSL17 né 66 non-GCB
PCNSL2  férfi 55 non-GCB PCNSL18 férfi 54 non-GCB
PCNSL3  férfi 63 non-GCB PCNSL19 né 57 non-GCB
PCNSL4 né 57 non-GCB PCNSL20 férfi 53 non-GCB
PCNSL5  férfi 79 NA PCNSL21 né 63 non-GCB
PCNSL6  férfi 76 non-GCB PCNSL22 férfi 68 non-GCB
PCNSL7 nd 66 non-GCB PCNSL23 nd 61 non-GCB
PCNSL8 né 62 non-GCB PCNSL24 né 82 non-GCB
PCNSL9  férfi 61 non-GCB PCNSL25 né 80 non-GCB
PCNSL10 nd 46 NA PCNSL26 né 65 non-GCB
PCNSL11 férfi 51 non-GCB PCNSL27 né 68 non-GCB
PCNSL12 férfi 37 non-GCB PCNSL28 férfi 42 non-GCB
PCNSL13  férfi 80 non-GCB PCNSL29 né 27 non-GCB
PCNSL14 nd 63 non-GCB PCNSL30 né 70 non-GCB
PCNSL15 nd 70 non-GCB PCNSL31 né 76 non-GCB
PCNSL16  férfi 69 non-GCB
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Eletkora  Sejteredet Eletkor a  Sejteredet

Beteg Nem Beteg Nem
diagnoziskor  (IHC) diagnoziskor (IHC)

DLBCL1 né NA non-GCB DLBCL27  né 13 GCB
DLBCL2  férfi 83 non-GCB DLBCL28  férfi 74 non-GCB
DLBCL3  né 64 NA DLBCL29  férfi 82 GCB
DLBCL4 né 34 non-GCB DLBCL30 nd 79 non-GCB
DLBCL5  férfi 68 NA DLBCL31  férfi 62 non-GCB
DLBCL6  férfi 86 non-GCB DLBCL32 nd 48 GCB
DLBCL7  férfi 63 NA DLBCL33  férfi 79 non-GCB
DLBCL8 né 62 non-GCB DLBCL34  nd 85 non-GCB
DLBCL9 nd 54 non-GCB DLBCL35 nd 66 non-GCB
DLBCL10 né 79 non-GCB DLBCL36  nd 76 NA
DLBCL11 férfi 59 non-GCB DLBCL37 né 82 non-GCB
DLBCL12 nbé 73 non-GCB DLBCL38 nd 42 GCB
DLBCL13  nb 75 GCB  DLBCL39 ferfi 70 GCB
DLBCL14 férfi 78 non-GCB DLBCL40 né 84 non-GCB
DLBCL15 férfi 20 GCB DLBCL41  ferfi 68 GCB
DLBCL16 né 77 non-GCB DLBCL42 nd 76 non-GCB
DLBCL17 férfi 30 non-GCB DLBCL43  nd 29 non-GCB
DLBCL18 né 48 non-GCB DLBCL44  nd 49 non-GCB
DLBCL19 férfi 16 non-GCB DLBCL45  férfi 66 non-GCB
DLBCL20 férfi 84 non-GCB DLBCL46  férfi 66 non-GCB
DLBCL21 n§ 20 non-GCB DLBCL47  férfi 69 non-GCB
DLBCL22 férfi 69 non-GCB DLBCL48  férfi 85 non-GCB
DLBCL23 n§ 63 non-GCB DLBCL49  férfi 73 GCB
DLBCL24 férfi 72 non-GCB DLBCL50 né 15 non-GCB
DLBCL25 férfi 58 non-GCB DLBCL51  férfi 65 non-GCB
DLBCL26 nd 54 GCB

Roviditések: DLBCL: diffuiz nagy B-sejtes lymphoma; GCB: centrum germinativum B-
sejtes eredet; IHC: immunhisztokémia, NA: nincs adat; non-GCB: nem centrum

germinativum B-sejtes eredet; PCNSL: primer kézponti idegrendszeri lymphoma.
2.2. Immunhisztokémiai vizsgalatok

A 4 um-es FFPE metszeteket el6szor deparaffinaltuk xilol és alkohol segitségével,
majd az endogén peroxidaz blokkolasat végeztiik 10 percig perjodsav oldattal (2,3mg/ml),

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

peroxid és metanol 1:9 aranyt keverékével 20 percig. Az antigén feltdrast magas
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nyomast elektromos kuktdban 27 percig, citrat pufferben (pH=6) végeztik. Az
aspecifikus antigéneket 3%-os l6szérummal blokkoltuk 20 percen keresztiil, majd a
metszeteket egész éjszaka nedves kamraban inkubaltuk az elsddleges ellenanyagokkal 4
°C-on (8. tablazat). Masnap reggel TBST (Tris, NaCl és Polysorbat 20 oldata) mosést
kovetden, masodlagos eléhivo rendszerként a Novolink Polymert (Leica-Novocastra)
hasznaltuk. El8szor a metszetekre 1-1 cseppet mértiink a Novocastra Post-primary block-
bol, és 30 percig nedves kamrdban inkubaltuk. TSBT mosast kdvetden, 1-1 csepp
Novolink polimert adtunk a metszetekre, igy is 30 percig inkubaltuk a mintainkat, melyet
mosas kovetett. Majd a reakciokat 3,3’-diaminobenzidin (DAB- DAKO) kromogénnel
tettiik lathatova, a reakciét PBS-ben (phosphat buffered salin) allitottuk le, a hattérfestést

hematoxylinnal végeztiik, végiil lefedtiik a metszeteket.

8. tablazat. Vizsgalatunkban hasznalt els6dleges ellenanyagok ¢és

higitasaik
5}2‘[’1‘;':5;; Higités Gyarto Kataldgus
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

Rovidités: p: foszforilalt.

Az THC festéseket két patologus értékelte, egymastol fliggetleniil. Az mTOR
utvonalhoz kapcsolddo fehérjék expressziojanak kiértékelése soran a festddés erdsségét 0,
1, vagy 2-es pontszammal jellemeztiik, (0 a hidnyzo, 1 a gyenge, mig 2 a mérsékelt vagy
erds festddést jelentette). A pozitiv tumorsejtek aranyat 1-3-ig pontoztuk (1: <10%, 2: 10-
50%, 3: 50%<) [116].

Az egyes fehérjék expresszidjat a festddés intenzitasra és a pozitiv tumorsejtek
aranyara kapott pontjaik Osszeszorzasaval hatdroztuk meg. A fehérje expressziot
negativnak tartottuk, ha az 6sszpont 0, gyengének, ha 1-2, kézepesnek, ha 3-4 és erdsnek,

ha 6 volt. Osszességében az expressziot 3 pont felett tekintettiik pozitivnak. Az mTOR
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utvonalat aktivaltnak véleményeztik, ha a p-mTOR vagy a harom downstream
fehérjéibol (p(T389)-p70S6K1, p-S6, p-4E-BP1) legalabb kettd pozitiv volt.

2.3. Sejttenyésztés és in vitro kezelések

In vitro kisérleteinkhez egy DLBCL sejtvonalat (MedB-1/BHD1) hasznaltunk,
melyet Prof. Dr. Peter Moller (Patoldgiai Intézet, Universitit Ulm, Németorszag)
bocsatott rendelkezésiinkre. A sejteket Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM)
(Sigma) és HyClone RPMI-1640 (GE Lifescience) 4:1 aranyu tenyésztémédiumban 37
°C-on, 5%-0s CO; koncentracié mellett tenyésztettiik. A médiumhoz 20%-os fotalis borjl
savot (FCS-Biosera), 0,4% gentamicint (Sandoz) és L-glutamint (Gibco) adtunk. A
kisérleteket 4x10°/ml sejtszammal végeztiik. A sejteket mTOR inhibitor rapamycinnel
(50ng/ul, Sigma), PASK inhibitorral (1uM, BioE-1115, Calbiochem), és a Kkettd

kombinéciojaval kezeltiik, majd 12 és 24 6raig inkubaltuk dket.

2.4. Ap-S6 expresszio mérése

2.4.1. Western blot

A kezelést kovetben a sejteket lizis pufferben (50 mM Tris, 10% glycerol, 150
mM NaCl, 1% Nonidet-P40, 10 mM NaF, 1ImM PMSF, 0,5 mM NaVOs; 10 mM proteaz
koktél (Sigma) pH=7,5) vettik fel. A fehérje koncentraciokat Qubit Fluorométerrel,
Quant-IT protein assay (Invitrogen) segitségével mértiik meg. Az egyenld mennyiségii
fehérjéket tartalmazé lizatumokat 1:1 ardnyban dsszekevertiik Laemmli puffer (BioRad)
¢és 2-merkaptoetanol (20:1) keverékével, majd a mintakat 3 percig forraltuk. Ezt kdvetéen
a fehérjéket 12,5%-0s SDS-PAGE gélen elektroforézissel elvalasztottuk, majd félszaraz
modszerrel (BioRad) 0,22 pm pérusu PVDF membranra blottoltuk. A membranokat 5%-
os tejporban blokkoltuk, majd p-S6 ellenanyaggal (1:1000, Cell Singaling Technologies)
egy éjszakan 4at 4 °C-on inkubaltuk. Maésodlagos ellenanyagként Vectastain Elite
Universal ABC masodlagos el6hivé kitet (Vector) hasznaltunk. Eldszor 60 percig
inkubaltuk a membranokat az 5%-os tejporban higitott biotinizalt masodlagos

ellenanyaggal (1:3000), majd a kithez tartoz6 A és B reagensbdl mixet készitettiink, €s 30
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perc mosast kovetden 45 percig inkubdltuk a membranokat az AB mixel. Végil a
membranokat kemilumineszcens el6hivas utan (ECL- Advansta Inc.) KODAK Image
Station 4000 MM géldokumentaciés rendszerrel (Eastman Kodak) fényképeztiik. Ezt
kovetden a bemért fehérjék mennyiségének ellenérzésére a mintak P-aktin (Sigma)
expresszidjat vizsgaltuk 1:5000 higitasban, melyhez HRP konjugalt anti-egér IgG (1:2000,
Cell Signaling) mésodlagos ellenanyagot adtunk, amit szintén ECL segitségével hivtunk
el6. A p-S6 expressziot az Image] 1.46r szoftver segitségével mértiik meg

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

2.4.2. Flow cytometria

A BHDI1 sejtek endogén p-S6 expresszidjat flow cytometriaval is vizsgaltuk. Ehhez a
PerFix-nc Kitet (Beckman Coulter) hasznaltuk, amely lehetévé tette a sejtek
intracellularis fest6dését. A kezelést kdvetden a sejtek médiumat eltavolitottuk és 5 pl
fixalo reagens mellett, 15 percig jégen inkubaltuk a mintakat. Vortexelést kovetden 300
ul permeabilizalo reagenst adtunk, majd a sejteket phycoerythrinnel (PE) konjugalt p-S6
ellenanyaggal (Cell Signaling Technology; #5316S) inkubaltuk, 30 percig, jégen, sotétben.
Az inkubaci6 letelte utdn mosas €és centrifugalast kdvetden, a p-S6 expresszidt Navios
flow cytométerrel (Beckman Coulter) hatiroztuk meg. Az eredményeket a Kaluza
szoftverrel (Beckman Coulter) elemeztiik, mintanként minimum 10000 eseményt
vizsgaltunk, az eredményeket pedig atlagos fluoreszcencia intenzitas (mean fluorescence

intensity; MFI) értékben adtuk meg.
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3. Statisztikai analizis

A talélési idék Osszehasonlitasahoz Kaplan-Meier talélési gorbéket és log-rank
tesztet hasznaltunk a GraphPad PRISM v. 5.0 software segitségével. A kategorialis
valtozokat Pearson-féle Khi négyzet probaval vagy a kis elemszdm miatt Fisher féle
egzakt probaval analizaltuk, az adatokat SPSS version 20.0 szoftverrel (IBM Corp.)

elemeztiik. Az eredményeket statisztikailag szignifikansnak p<0,05 esetén tekintettiik.
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IV. EREDMENYEK

1. RNS alapu vizsgalatok

1.1. Sejteredet meghatarozasa NanoString LST assay-vel és immunhisztokémiaval

A PCNSL és az SCNSL esetek sejteredet meghatarozasat NanoString LST assay
vizsgalattal végeztilk, majd ezeket az eredményeket Osszehasonlitottuk a Hans-féle
algoritmus szerinti immunhisztokémidval kapott eredményekkel. A PCNSL esetében a
betegek 80,5%-aban (62/77) ABC fenotipust, 13%-aban (10/77) GCB fenotipust, mig
6,5%-ban (5/77) UC fenotipust talaltunk NanoString LST assay-vel. Ezzel szemben a
Hans algoritmussal 95%-ban (73/77) non-GCB fenotipust, mig a maradék 5%-ban (4/77)
GCB fenotipust hataroztunk meg (12. abra).

PCNSL

100%

I 6,5%

5%
13%
80%
60%
95% 80,5%
40%
20%
0%
IHC LST

= non-GCB/ABC GCB mUucC

12. abra. PCNSL-ben a Hans algoritmussal (IHC) és
a NanoString LST-vel (LST) meghatarozott sejteredet
Osszehasonlitasa. Roviditések: ABC: aktivalt B-sejtes
eredet; GCB: centrum germinativum B-Sejtes eredet;
IHC: immunhisztokémia; LST: lymphoma subtyping
test; non-GCB: nem centrum germiativum B-Sejtes
eredet; PCNSL: primer kozponti idegrendszeri
lymphoma; UC: ,,unclassified”.
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A SCNSL esetekben NanoString LST assay-el meghatarozva 47% (8/17) ABC
fenotipusu, mig 53% (9/17) GCB fenotipusu volt. A szuptipust Hans algoritmussal
vizsgalva ugyanezt az eredményt kaptuk (non-GCB: 47%, GCB: 53%) (13. abra).

SCNSL

100%
80%

53% 53%
60%
40%

20% 47% 47%
0%

IHC LST
mnon-GCB/ABC = GCB

13. abra. SCNSL-ben a Hans algoritmussal (IHC)
¢s a NanoString LST-vel (LST) meghatarozott
sejteredet Osszehasonlitdsa. Rovidités: ABC: aktivalt
B-sejtes eredet; GCB: centrum germinativum B-
sejtes eredet; IHC: immunhisztokémia; LST:
lymphoma subtyping test; non-GCB: nem centrum
germiativum B-sejtes eredet; SCNSL: szekunder

kézponti idegrendszeri [ymphoma.

Osszességében az agyi lymphomak 16%-aban (15/94) kaptunk eltérd eredményt a
sejteredet meghatarozasban a NanoString LST assay és a hagyoméanyos IHC moédszerrel:
a PCNSL esetek 17%-aban (13/77), mig SCNSL-ben 11,5%-aban (2/17). A PCNSL
esetekben IHC-val non-GCB fenotipusként meghatarozott mintak 15,6%-aban (12/77)
kaptunk eltéré eredményt NanoString LST assay-vel, 7 eset GCB fenotipust lett, mig 5
esetben UC fenotipust azonositottunk. Egyetlen (1,3%) IHC-GCB esetet talaltunk ABC
fenotipusunak NanoString LST assay-vel (14A. abra). Az SCNSL csoportban csupan 1-1
eset volt, ahol az IHC ¢és a NanoString LST assay kiilonb6zd fenotipust hatarozott meg

(14B. abra).
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IHC IHC

PCNSL GCB SCNSL GCB
61 1 7 1

GCB 7 3 GCB 1 8

a5

14. abra. A Hans algoritmussal (IHC) és a NanoString LST-vel (LST)
meghatarozott sejteredet a PCNSL és a SCNSL esetekben. Mig PCNSL

LST
LST

esetén 17%-ban kiilonbozott a két modszerrel meghatarozott fenotipus
(14A. ébra), addig SCNSL esetén 11,5% volt kiilonbség (14B. abra).
Roviditések: ABC: aktivalt B-sejtes eredet; GCB: centrum germinativum
B-sejtes eredet; IHC: immunhisztokémia; LST: lymphoma subtyping test;
non-GCB: nem centrum germinativum B-sejtes eredet; PCNSL: primer
kozponti  idegrendszeri  lymphoma; SCNSL: szekunder kozponti
idegrendszeri lymphoma; UC: ,,unclassified”.

Eredményeink alapjan lathatd, hogy a PCNSL esetek kisebb hanyada bizonyult
ABC fenotipustinak a NanoString LST alkalmazasaval, szemben a hagyomadnyos Hans
algoritmushoz képest (80,5% vs. 95%, p=0,022). A 94 agyi lymphoméban kétféle
modszerrel meghatarozott sejteredet és a génexpresszid mérés eredményei a 15. abran

lathatoak.
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Diagnozis Diagnozis

- LST = PCNSL
IHC 4 SCNSL
SERPINA9 _
ASB132 < LsT
S1PR2 0 ABC
MME K. GCB
MAML2 4 - Unclassified
MYBL1 8 MC
ITPKB non-GCB
IRF4 GCB

PIM2
CCDC5
RAB7L1
CREB2L2
LIMD1
CYB5R2

I TNFRSF12B
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15. abra. A NanoString LST assay eredményei. A hotérképen 15 gén expresszio vizsgalata lathato a 94 agyi lymphoma esetben. A felso
7 gén overexpresszidja GCB fenotipusban, mig az als6 8 gén overexpresszioja ABC fenotipus esetén jellemzdé. A relativ mRNS
expressziot szinskalan jeloltiik, vilagoszold szinnel a leggyengébb expresszid, mig vilagospiros szinnel a legerésebb expresszio lathato.
Az LST assay eredményeit 6sszehasonlitottuk a Hans féle IHC algoritmussal meghatarozott sejteredet eredményeivel. Roviditések: ABC:
aktivalt B-sejtes eredet; GCB: centrum germinativum B-sejtes eredet; IHC: immunhisztokémia; LST: lymphoma subtyping test; non.-
GCB: nem centrum germinativum B-sejtes eredet; PCNSL: primer kozponti idegrendszeri lymphoma;, SCNSL: szekunder kozponti
idegrendszeri lymphoma.



2. DNS alapu vizsgalatok

2.1. Az NGS vizsgalat eredményei

A 14 gén célzott NGS analizise sordn a 76 kozponti idegrendszeri lymphoma
mintadban 0sszesen 239 mutéaciot azonositottuk. Az atlagos varians allél frekvencia (VAF)
41,4% (1,8%-96,2%) volt. A mutaciok 81%-aban (194/239) a VAF >20%-nak bizonyult.
A VAF-0k eloszlasa az érintett gének esetében a 16. abran lathato. A vizsgalatunkban

azonositott 6sszes mutacio a Fiiggelék 1. tablazataban talalhato.

A varians allél frekvencia eloszlasa a 13 gén kozott
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16. abra. Az azonositott szomatikus mutaciok génenkénti varians allélfrekvencia
eloszlasa. Egy pont, egy mutaciot jelol. Kékkel a PCNSL, mig pirossal a SCNSL
esetekben azonositott mutaciokat abrazoltuk. A PTPRD génben egy muticiot sem

detektaltunk, az abran ezt a gént nem jeloltiik.

A vizsgélatba bevont 64 PCNSL esetiinkben 0sszesen 210 szomatikus mutaciot
detektaltunk a 14 vizsgalt génben. Atlagosan betegenként 3,3 mutacio (0-10) volt
megfigyelhetd. A mutaciok tipus szerinti megoszlasa a kovetkez6képp alakult: missense
mutacid: 75,2% (158/210), az 5 vagy a 3 prime UTR régi6o mutacioi: 11,4% (24/210),
splice régid6 mutacioi: 7.6% (16/210), in frame delécid: 3,3% (7/210), frameshift
mutacio: 1,9% (4/210) és nonsense mutacio: 0,5% (1/210). Esetenként a mutaciok

atlagosan 2,6 gént (0-5) érintettek. Vizsgalatunk soran a leggyakoribb mutacios
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célpontokat a MYD88 (66%) (17. abra), a PIM1 (41%), a KMT2D (31%) és a PRDM1
(30%) génekben azonositottunk. A tovabbi génekben a kovetkezoképpen alakultak a
mutacios gyakorisagok: C-MYC (19%), IRF4 (19%), CD79B (17%), TP53 (11%),
CCND3 (9%), CARD11 (8%), PAX5 (3%), CSMD2 (3%) és CSMD3 (3%). A PTPRD

génben nem detektaltunk mutaciot.

MYD88 gén vy

v217F
=

1220v -
—C293y

T

1| | Death Domain | | TIR Domain |296 aa

17. abra. PCNSL-ben a leggyakoribb mutaci6 a MYD88 gént érintette, az esetek
66%-aban. Az dbran a MYD88 gén vazlatos domén szerkezete ¢s a detektalt missense
mutaciok lathatéak. Az abran minden zold haromszog egy eltérést jelol. Roviditések:
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 0sszesen 29 szomatikus mutaciot talaltunk, atlagosan 2,4
mutacid/eset (0-5) gyakorisaggal. A mutaciok tipus szerinti megoszlasa a kdvetkez6 volt:
missense mutéacio: 72,4% (21/29), az 5 vagy a 3 prime UTR régi6 mutacidi: 20,7%
(6/29), frameshift mutaciok: 3,5% (1/29) és a splice régié mutacioi: 3,5% (1/29).
Esetenként atlagosan 1,8 génben (0-4) azonositottunk mutaciot. A leggyakoribb
mutaciokat a PRDM1 (50%), a MYD88 (42%) és a PIM1 (25%) génekben azonositottuk.
A tobbi génben alacsonyabb mutacids gyakorisag volt megfigyelheté: 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 azonositottunk mutéaciokat
(18. abra).
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Azonositott mutaciok gyakorisaga
PCNSL SCNSL

66% MYD88 42%
41% PIM1 @ 25%
31% KMT2D 17%
30% PRDM1 50%
19% IRF4 | 8%
19% MYC @ 8%
17% CD79B & 8%
11% TP53 8%
9% CCND3 8%
8% CARD11 0%
3% PAX5 @ 8%
3% CSMD2 0%
3% CSMD3 0%

0% PTPRD 0%
18. 4bra. A vizsgalt génekben azonositott mutaciok
gyakorisaga PCNSL és SCNSL esetekben. A PCNSL és
SCNSL esetekben egyarant a MYD88, a PIM1, a KMT2D
¢s a PRDM1 génekben azonositottunk leggyakrabban
mutacidkat. Roviditések: PCNSL: primer kézponti
idegrendszeri lymphoma; SCNSL: szekunder kézponti

idegrendszeri lymphoma.
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2.2. A mutacios profil és a sejteredet korrelicioja

Az 0Osszes agyi lymphoma esetben a mutaciok el6fordulasat a sejteredettel
Osszevetve, azt tapasztaltuk, hogy az ABC fenotipusu 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 mutaciokat szemben a GCB esetekkel. Kizarolag az ABC
fenotipust esetekben figyeltik meg a CD79B (19%), a CARD11 (9%), a CSMD2 (4%)
¢s a CSMD3 (4%) gének mutacioit. Ezzel szemben a TP53 (15% vs 6%) és a PAX5 (15%
vs 2%) génekben gyakrabban detektaltunk mutaciokat GCB fenotipusu esetekben az
ABC fenotipushoz képest. Mig a PRDM1, a KMT2D ¢és a CCND3 gének gyakorisaga
kozel egyezd volt a kiilonb6zé molekuléris szubtipust esetekben.

A PCNSL eseteket kiilon elemezve, az ABC fenotipus esetén a gyakrabban
fordult elé a PIM1 (41% vs 20%) mutécioja. Kizarolag az ABC fenotipusu esetekben
azonositottuk az IRF4 (22%), a CD79B (20%), a C-MYC (20%), a CARD11 (10%), a
CSMD2 (4%) és a CSMD3 (4%) gének mutacioit. A GCB szubtipusu PCNSL esetekben
a TP53 (20% vs 6%), a PAX5 (20% vs 2%), és a CCND3 (20% vs 8%) gének mutécioi
voltak gyakoribbak (19. abra). Bar a mutacios frekvenciak kozotti kiilonbség a két
molekularis alcsoportban nem érte el a szignifikans szintet, tobb gén esetén figyeltiik
meg egy-egy gén gyakoribb mutacidit, illetve kizarolagos eltéréseit ABC vagy GCB
fenotipus esetén (19. abra). A mutacios profil és a sejteredet vizsgalat eredményeinek

eset-szintll 0sszefoglalasa a 20. abran lathato.
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Mutacios frekvencia az 6sszes agyi lymphoma esetben Mutacios frekvencia a PCNSL esetekben

mABC GCB mABC GCB
_ MYD88 | 46% MYD88 80%
- PIM1 = 23% PIM1  20%
- PRDM1 | 38% PRDM1 40%
- KMT2D | 31% KMT2D = 40%
- IRF4 8% IRF4 0%

- CD79B 0% - CD79B 0%
- MYC @ 8% - MYC 0%
’ CARD11 0% 1(. CARD11 0%
' CCND3 | 8% Sl CCND3  20%
69' TP53  15% 6‘). TP53  20%

4%' csMD2 0% 4%' CsSMD2 0%
4%' CSMD3 0% 4%' CSMD3 0%
2%' PAXS = 15% 2%' PAXS  20%
0% PTPRD 0% 0% PTPRD 0%

19. abra. A mutécios frekvencia a NanoString LST assay-vel meghatarozott sejteredet szerinti megoszlasa az
Osszes agyi lymphoma és a PCNSL esetekben. Roviditések: ABC: aktivalt B-sejtes eredet; GCB: centrum

germinativum B-sejtes eredet, PCNSL: primer kozponti idegrendszeri lymphoma.
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20. abra. A hotérképen a 64 PCNSL és a 12 SCNSL eset mutacids mintazata, és a kétféle modszerrel (NanoString LST és Hans- féle
immunhisztokémia) meghatarozott sejteredet hotérképszerii megjelenitése. Egy fiiggdleges oszlop, egy beteget jelol. Roviditések: ABC:
aktivalt B-sejtes eredet; ASHM: aberrans szomatikus hipermutacio; BCR: B-sejt receptor; GCB: centrum germinativum B-sejtes eredet;
IHC: immunhisztokémia; non-GCB: nem centrum germinativm B-Sejtes eredet; P/PCNSL: primer kozponti idegrendszeri lymphoma
esetek; S/ISCNSL: szekunder kozponti idegrendszeri lymphoma esetek.



3. A sejteredet és a mutacios profil sszefiiggéseinek vizsgalata a tuléléssel

A PCNSL ¢és SCNSL betegek tulélése kozott nem figyeltiink meg szignifikans
kiilonbséget (p=0,1970) (21. abra).

__ 100 Osszes agyi PCNSL (n=65)
X lymphoma —— SCNSL (n=17)
© _
g p=0.1970
© 60+
K4
m L L 1
I
w 1
o
9 20-
o
3
T o0 : .
0 50 100
Honapok

21. abra. A tulélé betegek ardnya az Osszes agyi
lymphoma esetben. Nem  taladltunk  szignifikdns
kiilonbséget a talélésben primer és szekunder kozponti
idegrendszeri lymphomak esetén. Rovidités: PCNSL:
primer kozponti  idegrendszeri lymphoma; SCNSL:

szekunder kozponti idegrendszeri lymphoma.

Vizsgalatunkban, meglepden, a sejteredetnek nem volt hatasa a tGlélésre: nem
volt szignifikans kiilonbség sem az Osszes agyi lymphoma esetben (p=0,3981) (22A.
abra), sem a PCNSL eseteket nézve (p=0,8727) (22B. abra). Ennek hatterében az
alacsony esetszam mellet az allhat, hogy a vizsgalatunkba bevont betegek esetében

heterogén terapias protokollokat alkalmaztak.
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22. abra. A tl¢l6 betegek aranya a NanoSting LST-

vel meghatarozott sejteredet szerint. Nem taldltunk
szignifikans eltérést a talélésben az ABC és GCB
fenotipusu esetekben sem az Osszes agyi lymphomat
vizsgalva (22A. ébra), sem a PCNSL eseteket kiilon
nézve (22B. abra). Roviditések: ABC: aktivalt B sejtes
eredet; GCB: centrum germinativum B-Sejtes eredet;

PCNSL: primer kozponti idegrendszeri lymphoma.

A CD79B mutéaciot hordozd esetekben szignifikansan rovidebb OS volt
megfigyelhetd az Osszes agyi lymphomaban (p=0,0126) (23A. abra), az 6sszes ABC
fenotipustu lymphomaban (p=0,0072) (23B. abra), a PCNSL esetekben (p=0,0268) (23C.
abra) és az ABC fenotipusi PCNSL esetekben is (p=0,0189) (23D. abra).
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23. abra. Tuléld betegek aranya a CD79B mutacio szerint. Szignifikansan rosszabb

tulélést figyeltiink meg a CD79B mutéciot hordozo betegek kozott, mind az Osszes

agyl lymphoma (23A. dbra) €s az 0sszes primer kozponti idegrendszeri lymphoma

(23C. abra) tekintetében. Sejteredet szerint az ABC fenotipus esetén jart a CD79B

mutacid rosszabb tuléléssel az Osszes agyi lymphoma (23B. d&bra) és a primer

kozponti idegrendszeri lymphoma (23D. abra) esetekben. Roviditések: ABC: aktivalt

B-sejtes eredet, mut: mutacio; PCNSL: primer kézponti idegrendszeri lymphoma; wit:

vad tipus.

Ezzel szemben a MYD88 mutacio esetén hosszabb OS-t dokumentaltunk az ABC
fenotipusit PCNSL esetekben (p=0,0576) (24A. abra) és az dsszes ABC fenotipust agyi
lymphomaban (p=0,0835) (24B. abra). A CCND3 mutacié esetén kedvezébb OS volt

jellemzd, az 6sszes agyi lymphomaban (p=0,0262) ¢s a PCNSL esetekben (p=0,0528).
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24. abra. A t0lél6 betegek ardnya a MYD88 mutacio
szerint. Az 6sszes ABC fenotipusu agyi lymphoma
(24A. é4bra) és az ABC fenotipusu primer kdzponti
idegrendszeri lymphomék (24B. abra) esetén is
szignifikdnsan jobb tulélést figyeltink meg a
MYD88 mutacidt hordozo esetekben. Roviditések:
ABC: aktivalt B-sejtes eredet; mut: mutdcio, PCNSL:
primer kozponti idegrendszeri lymphoma; wt: vad

tipus.

Bér csak két PCNSL esetben azonositottuk CSMD3 mutéciot, szignifikansan
rosszabb talélést figyeltiink meg az 6sszes agyi lymphoma (p=0,0038), az 6sszes ABC
fenotipusu lymphoma (p=0,0034), a PCNSL (p=0,0047) és az ABC fenotipusu PCNSL
esetén (p=0,0057) is.

Tanulméanyunkban kis esetszamu szekunder kozponti idegrendszeri lymphoma
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esetet vizsgaltunk, igy néha a mutaciot hordozéd esetek szama is alacsony. Tisztaban
vagyunk a leirt osszefiiggések limitaciojaval, ugyanakkor mivel korabban az SCNSL-ak

mutacios profiljat nem vizsgaltak, fontosnak tartottuk ezen eredmények bemutatasat is.
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4. Fehérje alapu vizsgalatok
4.1. Az mTOR utvonal fehérjéinek expresszids vizsgalata

Immunhisztokémiai mddszerrel a p-S6 expresszidjat figyeltiik meg a PCNSL
esetek 83,9%-aban (26/31) és a DLBCL esetek 62,75%-aban (32/51). Ugyanakkor, mig
a DLBCL esetén 54,9%-ban (28/51) detektaltunk p-mTOR expressziot, addig ezt
PCNSL-ben csupan 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 pozitivhak. A p-4E-BP1
pozitiv festddést mutatott a PCNSL esetek 12,9%-ban (4/31), DLBCL-ben pedig 29,4%-
ban (15/51) (25. abra).
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25. abra. A PCNSL mTOR aktivitasanak THC vizsgalata. A PCNSL esetek 83,9%-aban
erds p-S6 pozitivitast lattunk (A). Azonban az esetek nagyrészében a p-mTOR, a
p(T389)-p70S6K és a p-4E-BP1 (B-D) expresszid6 nem jellemz6 a tumorsejtekre,
ugyanakkor pozitiv festddést lattunk a reaktiv astrocytakban, mitotikus alakokban vagy
a reaktiv lymphocytdkban (400x nagyitas). Rovidités: 4-EB-P1: 4E-kéto fehérje 1,
mTOR: mammalian target of rapamycin; p: foszforilalt; p70S6K1: p70 riboszomdlis S6

kinazl.
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A dolgozat 4.2. fejezetében (Mddszerek rész) ismertetett kritériumok szerint, az
mTOR tutvonal aktivitdsaban szignifikdns (p<0.001) kiilonbséget taldltunk a PCNSL és
DLBCL esetek kozott. Mig PCNSL-ben az esetek 25,8%-aban (8/31), addig DLBCL-
ben 66,7%-ban (34/51) volt megfigyelheté aktiv mTOR ttvonal. PCNSL-ben az Gsszes
(100%, 8/8) mTOR aktiv esetet p-S6 pozitivitas jellemezte, DLBCL-ben viszont 15,7%-
ban (8/51) aktiv mTOR utvonal mellett nem talaltunk p-S6 expressziét. Erdekes modon
az mTOR inaktiv PCNSL esetek 78,3%-aban (18/23) erds p-S6 expressziot lattunk, mig
DLBCL-ben az mTOR inaktiv esetekben csak 35,3%-dban (6/17) talaltunk p-S6
expressziot (26. abra). Ezek alapjan felmeriilt, hogy PCNSL-ben a p-S6 pozitivitas nem
feltétleniil az mTOR utvonal aktivitdsanak koszonheto, €s az S6 fehérje foszforilacioja

mTOR fiiggetlen modon torténik.

O aktiv mTOR dtvonal & pozitiv p-S6 O aktiv mTOR dtvonal & negativ p-S6
Oinaktiv mTOR dtvonal & pozitiv p-S6 Oinaktiv mTOR utvonal & negativ p-S6
DLBCL 51,0% 15,7% 11,8% 21,6%
PCNSL 25,8% 58,1% 16,1%
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90%  100%

26. abra. A PCNSL ¢és DLBCL esetek eloszlasa az mTOR aktivitas és a p-S6
expresszid fiiggvényében. Lathaté, hogy mind a DLBCL, mind a PCNSL
esetek nagyrészében p-S6 expressziot detektaltunk. Azonban mig DLBCL-ben
ez az esetek kozel felében aktiv mTOR utvonal mellett jellemzd, addig
PCNSL-ben a p-S6 expressziot dontéen mTOR inaktiv esetekben talaltunk.
Roviditések: DLBCL: diffuz nagy B-sejtes lymphoma; mTOR: mammalian
target of rapamycin; p: foszforildalt;, PCNSL: primer kozponti idegrendszeri

lymphoma.
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4.2. Az mTOR utvonal aktivitasanak és a sejteredet dsszefiiggésének vizsgalata

A fehérje szinti tanulmanyainkban vizsgalt DLBCL esetek 78,7%-a (37/47) non-
GCB fenotipusu volt, amelyek 70,3%-a (26/37) mTOR utvonal aktivnak bizonyult. A
GCB fenotipusu (21,3%, 10/47) DLBCL-ek 60%-at talaltuk mTOR aktivnak. Az Gsszes
vizsgalt PCNSL-ben (29/29) az non-GCB fenotipusra jellemz6 expressziot lattuk, tehat
valamennyi mTOR aktiv PCNSL eset non-GCB szubtipusba tartozott (24,1%, 7/29). Az
MTOR utvonal aktivitasa akkor is szignifikansan (p<0,001) gyakoribb volt DLBCL-ben,
mint PCNSL-ben, ha csak az non-GCB-DLBCL eseteket vizsgalatuk (27. abra).

O non-GCB mTOR aktiv O non-GCB mTOR inaktiv O GCB mTOR aktiv O GCB mTOR inaktiv

27. abra. Az mTOR ttvonal aktivitas és a sejteredet dsszefiiggése PCNSL-
ben és DLBCL-ben. A legtobb DLBCL eset (kiilsé kor) non-GCB fenotipusu
volt, aktiv mTOR utvonal mellett. Az 6sszes PCNSL eset (belsé kor) non-
GCB fenotipust volt, csupan 24,1%-ban figyeltink meg mTOR aktivitast.
Roviditések: GCB: centrum germinativum B-Sejtes eredet; mTOR:
mammalian target of rapamycin; non-GCB: nem centrum germinativ B-sejtes

eredet.
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4.3. Az mTOR fiiggetlen kinazok vizsgalata PCNSL-ben

A PCNSL esetek 3%-a (1/31) bizonyult p-RSK pozitivhak, mig a p(T229)-
p70S6K1 expresszidjat vizsgalva egy esetben sem (0%, 0/31) lattunk pozitiv reakciot,
ami arra utal, hogy az mTOR fliggetlen kinazok valdsziniileg nem jatszanak szerepet a
S6 foszforilacigjaban PCNSL-ben.

4.4. A PASK expresszio vizsgalata PCNSL-ben és DLBCL-ben

Irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy a PASK in vitro és in vivo is
foszforilalhatja az S6 fehérjét [119], ezért FFPE mintdkon vizsgaltuk a PASK
expressziot is. Valamennyi PCNSL eset (100%, 26/26), amelybdl elegend6 minta allt a
rendelkezésiinkre, er6s PASK pozitivitast mutatott. Hasonld erés PASK expressziot

azonositottunk DLBCL esetében is (100%, 51/51). (28. abra).
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28. abra. A PCNSL PASK expressziojanak IHC vizsgalata. Erés PASK
festddést mutat gyakorlatilag a tumorsejtek 100%-a PCNSL-ben (400x
nagyitas) Rovidités: PASK: ,,PAS domain-containing serine/threonine-

protein kinase”.
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Ezt kovetéen azt vizsgaltuk, hogy a PASK szerepet jatszhat-e az S6 fehérje
foszforilalasdban PCNSL-ben és DLBCL-ben. Ezekhez a vizsgalatokhoz egy olyan
DLBCL sejtvonalat (BHD1) hasznaltunk, melyben az S6 foszforilacioja mTOR fiiggd
modon torténik. A sejteket PASK inhibitorral kezeltiik, majd mértiik a p-S6 expresszio
valtozasat Western blottal és flow cytometriaval. Pozitiv kontrollként mTOR inhibitor
rapamycint hasznaltunk. A PASK inhibitor kezelés hatasara jelentésen csokkent a p-S6
szint Western blottal és flow cytometridval mérve. Denzitometridval vizsgalva a
blottokat a p-S6 expresszido 61%-ra csokkent a kezelés hatasara a negativ kontrollhoz
képest. Hasonl6 eredményt kaptunk flow cytometriaval is, a p-S6 X-kozépértéke 57%-
ra csokkent a PASK inhibitorral kezelt sejtekben. Ahogy vartuk, a rapamycin is
szignifikansan csokkentette a p-S6 szintet, denzitometridval mérve 13%-ra, mig flow
cytometriaval 28%-ra. A legkifejezettebb p-S6 szint valtozast a két gatloszer
kombinaciojakor lattuk: mig denzitometriaval 4%-ra, addig flow cytometriaval 23%-ra
csokkent az expresszi6 mértéke a negativ kontrollhoz viszonyitva. A bemutatott

eredmények két fliggetlen vizsgalat értékeinek atlagat szemléltetik (29. abra).
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29. abra. A kiilonb6z0 kezelések hatdsa a p-S6 expressziora. Lathato,
hogy a rapamycin (mTOR gatolo), a PASK inhibitor és a kettd
kombinacidja is csokkentette a p-S6 expressziot a BHDI
sejtvonalban, mind western blottal (29A. abra), mind flow
cytometriaval (29B. abra) vizsgéalva. A 29C. abréan a kiilonb6zo
gatloszerek a p-S6 expresszidra kifejtett hatdsa lathato a két
modszerrel mérve. Az eredmények két fiiggetlen vizsgélat értékeinek
atlagat mutatjak. Roviditések: Co: kontroll; kDa: kilodalton; p:
foszforilalt; P1: Pask inhibitor; R: rapamycin.
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V. MEGBESZELES

A primer kozponti idegrendszeri lymphomak kezelése még napjainkban is
kihivasokkal terhelt, a betegség kimenetele kedvezdtlenebb, mint a szisztémas
lymphomaké, ezért nagy sziikség van 10j biomarkerek és 10j terapias célpontok
azonositasara. Ehhez nagymértékben hozzajarulhat a betegség genomikai hatterének
pontosabb megismerése, aminek a mutacids profilon tul a génexpresszios sajatsagokon
alapul6 sejteredet meghatarozasa is szerves része.

Jelen tanulmanyunkban elséként hatdroztuk meg primer €s szekunder kdzponti
idegrendszeri lymphomak (PCNSL és SCNSL) sejteredetét NanoString LST assay
segitségével. Ezenfeliil vizsgaltuk a primer és szekunder agyi lymphomak genomikus
profiljat, mely soran 14 potencialis, prognosztikus jelent6ségli vagy terapiasan
célozhatd gén Uj-generacids szekvenalasat végeztik el. Tovabba, atfogd
immunhisztokémiai vizsgdlatunk sordn, az mTOR fttvonal aktivitdsat demonstraltuk
PCNSL-ben és DLBCL-ben, valamint felvetettiik a PASK szerepét az S6 fehérje mTOR
fiiggetlen foszforilalasaban.

Mar Alizadeh és munkatarsai megfigyelése 6ta tudjuk, hogy szisztémas DLBCL
esetén a molekularis szubklasszifikacionak fontos prognosztikai szerepe van [53]. Az
utobbi években egyre tobb adat all a rendelkezésiinkre arra vonatkozoan, hogy
szisztémas DLBCL-ben a terapia megvalasztasaban is jelentdsége lehet a molekularis
szubtipusnak [77, 131, 132]. A fenotipus meghatarozasara az évek soran szamos
modszert kidolgoztak: az arany standard GEP vizsgalat mellett, FFPE mintabol is
elvégezhetd IHC algoritmusokat. Sajnos a kiilonb6z6 THC vizsgalatokkal meghatarozott
sejteredet nem mutat 100%-os konkordanciat sem egymassal [64], sem az arany
standard GEP vizsgalatokkal [63, 133]. A korabbi kozlemények szerint a legtobb
PCNSL esetnek immunhisztokémiai modszerekkel vizsgalva, aktivalt B-sejtes eredete
van [20, 79, 80]. Ezzel szemben Montesinos-Rongen megfigyelései alapjan, GEP
vizsgélattal PCNSL-ben kozel egyenld eloszlas tapasztalhato az ABC, a GCB ¢és az
unclassified szubtipusok kozott [78]. A koézelmultban bemutatott —digitalis
génexpresszids vizsgalaton alapulé NanoString LST technologia segitségével FFPE

mintdkbol is pontosan meghatdrozhatd a molekuléris szubtipus. A szisztémas DLBCL
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esetén kivalo korrelaciot mutatott az arany standard GEP vizsgalattal és a NanoString
LST médszerrel meghatarozott molekularis szubcsoport [67].

Jelen tanulmanyunkban, elséként vizsgaltuk PCNSL és SCNSL esetekben a
sejteredetet NanoString LST segitségével. Meglep6 moddon, NanoString LST-vel
vizsgélva az esetek nagyobb hanyada bizonyult GCB fenotipustnak , §sszehasonlitva a
hagyomanyos ITHC modszerrel meghatarozott eredményekkel (13% vs 5%), ami a
korabbi irodalmi adatokhoz képest is magasabb arany [20, 79, 80, 134, 135]. Tekintve,
hogy a NanoString LST assay megbizhatonak és pontosnak bizonyult a molekularis
szubtipus meghatarozasara [67], azt gondoljuk, hogy az ezzel a modszerrel
megallapitott szubtipus tiikrozheti leghlibben a betegség valds biologiai hatterét.
Erdekes modon, vizsgalatunkban a molekularis fenotipus és a betegek tilélése kozott
nem figyeltiink meg Osszefliggést. A szisztémas DLBCL-ek esetén tobb gyogyszer
ismert, amelyek hatékonysaga fiigg a molekularis szubtipustol. ABC fenotipus esetén a
proteoszoma inhibitor bortezomib, az immunmodulator lenalidomid és a BTK gatlo
ibrutinib esetén figyeltek jobb terapids eredményeket, mig GCB fenotipusti esetekben
hiszton metiltanszferaz gatlas és a bcl2 gatlas tlinik vonzo terapias célpontnak [77, 131,
132]. Ezzel szemben PCNSL-ben nem allnak rendelkezésiinkre adatok a kiilonbozo
terapias modalitasok és a molekularis szubtipus kozotti osszefliggésekrol.

Az utdbbi években az Uj-generdcios szekvendlas elterjedésével, egyre tobb
vizsgélatban tanulméanyoztdk a PCNSL mutacios profiljat is. Ezek a dontden kis
esetszamu vizsgalatok megallapitottdk, hogy a PCNSL muticidos ardnya és profilja
hasonlit a szisztémas DLBCL-hez, és a legtobb eltérés a BCR/NF«B utvonalat érinti [87,
91, 92, 102-104, 107, 136, 137]. Jelen tanulmanyunkban 14 potencialis gén mutacios
profiljat vizsgalatuk 64 PCNSL és 12 SCNSL esetben. Mind a primer, mind a szekunder
lymphoméban a leggyakoribb mutaciokat a MYDS88, a PIM1, a KMT2D ¢s a PRDM1
génekben figyeltiink meg. Ezek a mutdcioés frekvenciak hasonloak az irodalmi
adatokhoz, bar a korabbi tanulmanyokban is heterogenitas figyelhetd meg a mutacios
gyakorisagokban [91, 102-104, 107, 136-139]. Ennek hatterében tobb tényezd allhat:
egyrészt a PCNSL-re jellemzd nagyfoku molekuléris heterogenitds, masrészt az, hogy
sok esetben kiilonbozik a vizsgalt minta tipusa, a szekvendldsi modszer ¢és az
alkalmazott bioinformatikai analizis. Vizsgalatunk soran, az 1j-generacios

szekvenalashoz olyan mddszert valasztottunk, amellyel lehetéség nyilt mindkét DNS
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szal egymastol fiiggetlen szekvenalasara. Csak azokat a szomatikus variansokat
tekintettiik valodi eltérésnek, amelyek mindkét DNS szalon jelen voltak, mely precizebb
¢és megbizhatobb mutacidanalizist tesz lehetdve.

Korabbi kozleményekkel 6sszhangban [91, 92, 102-104, 107, 136, 137, 139],
leggyakrabban PCNSL esetén a MYD88 (66%) génben detektaltunk mutaciokat, mig
SCNSL-ben az esetek 42%-ban azonositottunk MYD88 mutaciot. Vizsgalatunkban nem
talaltunk eltérését a mutaciok gyakorisaga kozott a  kiilonb6z6 molekularis
szubtipusokat tekintve. Ezzel szemben irodalmi adatok szisztémas DLBCL-ben MYD88
mutéciot az esetek mintegy 20-30%-aban irtak le, dontéen ABC fenotipusu esetekben
[140, 141]. Tovabbi érdekes megfigyelés, hogy a szisztémas ABC-DLBCL-ben a BTK
inhibitor, ibrutinib kezelés 37%-ban volt klinikailag hatasos, kiilonésen a MYD88 és
munkatarsai, fazis I. klinikai vizsgalatukban, ibrutinibbel kezelt, relabalt PCNSL
betegek 77%-aban tapasztaltak klinikai valaszt, dontéen a MYD88 mutaciot hordozo
esetekben. Erdekes modon, a MYD88 és a CD79B egyiittes mutacio esetén csak
parcialis valaszt figyeltek meg. Tovabba, progressziv lefolyast az ismert ibrutinib
rezisztenciat okozo6 CARDI11 mutacié esetén lattak [35]. Jelen tanulményunkban
CARD11 mutaciét 11%-os gyakorisaggal detektaltunk. Eredményeink alapjén,
Grommes ¢és munkacsoportja megfigyeléseit figyelembe véve, az ibrutinib terdpia
hatékony lehetne, sejteredettd] fiiggetlentil, a betegek kozel felében (46%, 35/76), azon
esetekben, ahol a MYD88 mutacid mellett sem CARD11, sem CD79B mutacido nem
detektalhatd. Ezenfeliil, Grommes és munkatarsai azt is megfigyelték, hogy a CD79B
mutaciot hordozé PCNSL esetekben fokozott mTOR ttvonal aktivitas jellemz6, és in
vitro kisérleteik alapjan a BTK ¢és a PI3K/mTOR utvonalak egyiittes gatlasa javithatja
az ibrutinib terapia hatékonysagat a CD79B mutacio esetén [35].

A PIMI egy szerin/threonin kinaz, melynek fontos szerepe van sejtproliferacio
és a tulélés szabalyozasaban. Fokozott PIM1 expressziot figyeltek meg szdmos
daganatban, féként hematologiai malignitasokban [143]. Brault és munkatarsai
megallapitottak, hogy a fokozott PIM1 expresszidé gyakori elérehaladott, non-GCB
DLBCL-ben [144]. Egy tovabbi tanulmany megerésitette a PIM1 potencialis szerepét
ABC-DLBCL-ben, s6t az ibrutinib rezisztenciaval is kapcsolatba hoztdk a PIMI

expresszid novekedést. Elméletiiket alatamasztotta in vitro kisérleteik soran tett
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megfigyelésiik, ahol ibrutinib rezisztens sejtvonalakon a pan-PIM inhibitor és az
ibrutinib kombinaciojaval a tumorsejt-novekedés csokkenése figyelheté meg [145].

Az elmult években vilagossa valt, hogy a tumorgenezishez az epigenetikai
szabalyozas karosodésa is hozzajarulhat. Jelenleg is szamos klinikai vizsgalat folyik az
epigenetikai folyamatokat befolyasold inhibitorokkal, igy a célzott daganat terdpidban
fontos szerepe lehet a jovOben az epigenetikai terapianak is [146]. Morin és munkatarsai
megfigyelték, hogy a KMT2D génben, ami egy hiszton metiltranszferazt kodol, az FL
esetek 89%-aban, mig DLBCL esetek 32% mutacio detektalhat6. Tovabba az
azonositott szomatikus mutaciok nagyrésze inaktivald volt, ez alapjan feltételezték,
hogy a KMT2D gén tumorszuppresszor szerepet tolt be NHL-ban [49]. Vizsgalatunkban,
a PCNSL esetek harmadaban, mig az SCNSL esetek 17%-ban azonositottunk
mutaciokat a KMT2D génben. Eredménylink Osszhangban van egy korabbi
kozleménnyel, ahol a PCNSL esetek 50%-aban mutattak ki mutaciokat a KMT2D
génben [137]. Ezen megfigyelések alapjan a PCNSL-ben azonosithatd epigenetikai
eltérések akar 1j, potencidlis terapias lehetdséget jelenthetnek a kozeljovoben.

A PRDM1 fehérje egy transzkripcios represszor, ami sziikséges a normal B-sejt
differenciaciohoz [147]. Pasqualucci és munkacsoportja az ABC fenotipusi DLBCL
esettn a PRDM1 gén inaktivaciojat figyelttk meg az esetek negyedében.
Megfigyeléseik arra utalnak, hogy a PRDM1 gén tumorszupresszor szerepet tolt be
szisztémas DLBCL-ben, és inaktivacidja hozzajarulhat a lymphomagenezishez is [148].
Ezekre az eredményekre alapozva, Courts és munkatarsai tanulmanyukban PCNSL-ben
vizsgaltdk a PRDM1 gén eltéréseit. A PCNSL esetek 19%-aban talaltdk a PRDM1 gén
mutaciéit, amely felveti a lehetéséget, hogy a PRDM1 gén PCNSL-ben is
tumorszuppresszorként funkcional és karosodasa eldsegiti a lymphoma kialakulasat
[138]. Ezekkel a kozleményekkel Osszhangban, tanulmanyunkban a PCNSL esetek
30%-4aban, mig az SCNSL esetek 50%-aban detektaltuk a PRDM1 gén mutacioit.

A kozponti idegrendszeri fejlodésben szerepet jatszo gének mutécioit kizarolag
PCNSL esetekben figyeltiik meg: 3%-ban a CSMD2 és CSMD3 gének esetén, mig a
PTPRD génben nem detektdlunk mutacidt. Bar a vizsgalatunkban kisebb aranyban
azonositottunk mutaciot ezekben a génekben, mint korabban leirtak [103], de annak a
lehetdségét nem lehet kizarni, hogy ezen mutaciok hozzajarulhatnak a lymphoma

primer idegrendszeri kialakulasahoz.
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Tanulmanyunk eredményei alapjan a primer agyi lymphomdékban, az ABC ¢és
GCB fenotipusonként megfigyelhetd mutacidés mintazat kiilonbozik a nodalis DLBCL-
ben ismertt6l [145, 149, 150]. Kizarolag ABC fenotipusban azonositottunk mutaciokat a
CD79B, a CARD11, a CSMD2 ¢és a CSMD3 génekben, azonban a MYD88, a PIM1 ¢és a
KMT2D gének esetén nem volt szignifikans a mutacios frekvencidk kozott a kiilonbség
a két szubtipusban. Ez aldtdmaszthatja Fukumura és munkatarsai hipotézisét, miszerint a
PCNSL sejteredettdl fliggetlen, 6nalld klinikai entitast képez [107].

Jelen tanulmanyunkban, nem figyeltiink meg kiilonbséget az Gssztulélésben a
primer és a szekunder lymphomak kozott. Ismert, hogy szisztémas DLBCL-ben a GCB
fenotipus jobb prognoézissal jar [53, 66], érdekes mdodon, azonban vizsgalatunkban az
agyi lymphomak esetén a sejteredet nem befolyasolta a tlélést. Ezzel szemben, a
mutaciok Osszefliggését a thléléssel vizsgalva, rosszabb tulélést figyeltiink meg a
CD79B ¢s a CSMD3 mutaciokat hordozé esetekben. Korabbi vizsgalatokban a CD79B
mutaciok jelenlétét mar 6sszefliggésbe hoztak a rovidebb PFS-sel [137, 139], azonban a
CSMD3 mutéciok prognosztikus szerepét PCNSL-ben kordbban még nem irtak le. A
CSMD3 az immunvalasz folyamataiban ¢és az agyfejlddésben vesz részt, habar a pontos
funkcidja és a potencidlis terapias szerepe még nem tisztazott.

Tanulmanyunkban, az ABC fenotipusi PCNSL esetekben a MYD88 mutacid
jobb tuléléssel jart egyiitt. Ezzel szemben, tobb vizsgalatban is a MYD88 mutécio
jelenlétét rossz prognozissal hoztak 0Osszefliggésbe [137, 151], mig Zheng ¢és
munkatarsai nem talaltak kapcsolatot a MYD88 mutacio és a talélés kozott [139].
Kedvezdbb tulélést figyeltiink meg a CCND3 mutaciot hordozo agyi lymphomakban,
elsoként felvetve ezen mutaciok potencialis prognosztikai szerepét. A CCND3 mutécioi
elosegitik a proliferaciét Burkitt lymphomaban és DLBCL-ben [152, 153], ¢és
kapcsolatba hozhatok az FLT3 inhibitorokkal szembeni rezisztenciaval akut myeloid
leukémiaban [154]. Tisztaban vagyunk azzal, hogy a betegek tulélésével kapcsolatos
eredményeinket limitalja az alacsony esetszam, azonban tekintettel az ilyen tipusu adat
hianyéra a szakirodalomban, ezen megfigyeléseinket is szerettiik volna bemutatni.

Annak érdekében, hogy jobban megismerjilk az mTOR utvonal aktivitasat
PCNSL-ben, atfogé immunhisztokémiai vizsgalatokat végeztiink. Eredményeink
alapjan felmeriil, hogy a PCNSL csak mintegy negyedében aktiv az mTOR utvonal.

Grommes ¢s munkatarsai korabban mar emlitett vizsgalatukban azt talaltak, hogy a
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CD79B mutacié fokozott mTOR aktivitassal jar [35]. Tanulmanyunkban CD79B
mutaciot a PCNSL esetek 17%-aban detektaltunk, mig mTOR aktivitdst az esetek
25,8%-aban. Bar a DNS szinti és fehérje szintli vizsgalatinkban nem ugyanazokat a
mintadkat hasznaltuk, ez magyardzhatja az aranyokban az eltérést, eredményeink
hasonldéak Grommes ¢és munkatarsai megfigyeléséhez. Egy korabbi tanulmanyban az
mTORCI utvonal aktivitasat talaltak PCNSL esetek 80%-aban [129]. Ezen vizsgalat és
sajat tanulmanyunk eltéré eredményének hatterében allhat az, hogy nincs egységes
konszenzus arra vonatkozoan, hogy az mTOR ttvonal aktivitasanak meghatarozasahoz,
mely fehérjék expresszigjat kell vizsgalni. Az emlitett kozleményben az mTOR
upstream szabalyozojanak, a Rheb-nek, illetve a downstream molekuldinak, a p-S6 és a
p-4E-BP1 expresszidjat hataroztak meg [129], azonban ezek a fehérjék mTOR
fiiggetlen Utvonalak aktivacidjat is jelezhetik [118, 119, 155-157]. Jelen
tanulmanyunkban szamos fehérje expresszidjat vizsgaltuk, koztiik a p-mTOR és direkt
downstream fehérjéjét, a p-p70S6K1-et. Azt is megfigyeltiik, hogy PCNSL-ben gyakori,
hogy p-S6 pozitivitas van, mTOR inaktivitas mellett. Ez arra utalhat, hogy az S6 fehérje
szerepet jatszik a PCNSL pathogenezisében, ugyanakkor felmeriil, hogy mTOR
fiiggetlen modon is torténhet az aktivacidja. Eppen ezért mTOR fiiggetlen fehérjék
expresszidjat is vizsgaltuk [112, 118-120, 158], melyek koziil a PASK fehérje
expresszidjat az Osszes PCNSL esetben megfigyeltiik. Osszehasonlitdsképpen
szisztémas DLBCL-ben is megvizsgaltuk a PASK expressziot, és hasonléan a PCNSL
esetekhez itt is erds pozitivitast detektaltunk. In vitro kisérletek alapjan ismert, hogy a
PASK foszforilalhatja az S6-ot egér embrionalis fibroblastokon[119]. Felmeriilt a kérdés,
vajon lymphomakban is szerepet jatszhat-e a PASK az S6 fehérje foszforildlasaban. A
kérdés megvalaszolasanak érdekében PASK inhibitor kezelést végeztiink, egy DLBCL
sejtvonalon (BHD1), melynek ismert tulajdonsaga, hogy erds p-S6 expresszigja mTOR
fliggé modon torténik [159]. A PASK gatlasa szignifikans p-S6 expresszi6 csokkenéshez
vezetett, mely utalhat arra, hogy a PASK részt vesz lymphomdkban a S6
foszforilacigjaban. A PASK egy tdpanyag ellatottsagot érzékeld szerin/treonin kinaz
[160, 161], amely fontos szerepet jatszik emldsokben a gliikoz homeosztazisban [162,
163], a lipid metabolizmusban [164, 165], és a fehérje transzlacioban [119, 166].
Tekintve, hogy a PASK szdmos bioldgiai folyamatot iranyithat, ezért vonzo terapias

célpont lehet DLBCL-ben és PCNSL-ben is.
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A primer kdzponti idegrendszeri lymphomakban szenvedd betegek életkilatasai
napjainkban is rosszabbak, mint a szisztémas DLBCL-es betegtarsaiké. Az agyi
lymphomak kezelésében a mai napig nincs konszenzus, ezért nagy sziikség van 1j
biomarkerek és potencialis terapias célpontok azonositasara. Jelen tanulmanyunkban,
elséként hataroztuk meg PCNSL-ben és SCNSL-ben a sejteredetet NanoString LST
assay segitségével. Megallapitottuk, hogy a korabban ismertekkel szemben, nagyobb
aranyban fordulnak elé6 GCB fenotipusi PCNSL esetek. Ezenfeliil vizsgaltuk a primer
és szekunder agyi lymphomak genomikus profiljat, 0j-generacios szekvenaléssal.
Megallapitottuk, hogy a MYD88, a PIM1, a KMT2D és a PRDM1 gének mutacioi
gyakoriak agyi lymphomakban. Tovabba kimutattuk, hogy PCNSL-ben a fokozott p-S6
expresszid csak részben magyardzhato az mTOR aktivitassal, és felvetettiik, hogy a
PASK is szerepet jatszhat az S6 foszforilalasaban, mely a késObbiek soran akar terapias
célpontként is szolgalhat.

Az elmult években ugrasszeriien néttek az ismereteink a primer kozponti
idegrendszeri lymphomék genetikai heterogenitdsarol, és pathogenezisérél. Az uj-
generacids szekvendlds elterjedésével szdmos Uj prognosztikai markert és potencialis
terapids célpontot azonositottak, amelyek megismerése eldsegitheti a betegek személyre
protokollok sziilethessenek, €és a betegség jobb megértése mellett a betegek kezelésében
is eldrelépést érjiink el, a kdzeljovében nagy beteg anyag bevondsaval megvalosulo,

racionalisan tervezett klinikai vizsgalatok sziikségesek.
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V1. KOVETKEZTETESEK

A primer koézponti idegrendszeri lymphomak molekularis szubtipusa magasabb

aranyban bizonyult centrum germinativum eredetlinek, mint korabban ismert volt.

Meghataroztuk a primer és szekunder kézponti idegrendszeri lymphomak mutacios
profiljat. A PCNSL esetén a leggyakrabban mutalt génnek a MYD88 (66%)
bizonyult, melyet a PIM1 (41%), a KMT2D (31%) és a PRDM1 (30%) gének
eltérései kovettek. A leggyakrabban mutacio SCNSL esetén a PRDM1 (50%) gént
érintette, a MYD88 (42%), a PIM1 (25%) ¢és a KMT2D (17%) mutacioi mellett.

A primer kozponti idegrendszeri lymphomék koéziil kizardlag az ABC fenotipus
esetén fordult el6 az IRF4, a CD79B, a C-MYC, a CARD11, a CSMD2 ¢s a CSMD3
gének mutacidja, mig GCB fenotipus esetén gyakoribbak a TP53, a PAXS, és a
CCND3 gének eltérései.

Agyi lymphomék sejteredete nem mutatott 6sszefliggést a tuléléssel.

A CD79B mutaciok jelenléte kedvezdtlen kimenetellel tarsult agyi lymphomakban.

A MYDB88 és a CCND3 mutaciok jelenléte kedvezébb tuléléssel jart egyiitt az

Osszes agyl lymphoma és a primer kozponti idegrendszeri lymphoma esetekben is.
PCNSL-ben az mTOR utvonal aktivitasa nem jellemzd, ugyanakkor fokozott p-S6
expresszid gyakran figyelheté meg, ami valosziniileg mTOR fiiggetlen moddon

torténik.

A PAS domain-containing serine/threonine-protein kinase (PASK) feltehetéen részt

vesz az S6 fehérje foszforilalasaban.
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VII. OSSZEFOGLALAS

A primer kozponti idegrendszeri lymphomak (PCNSL), ritka, agressziv
extranodalis non-Hodgkin lymphomak. Evek 6ta ismert, hogy szisztémas diffiiz nagy B-
sejtes lymphoma (DLBCL) esetén a tumorsejtek eredete alapjan meghatarozhato
molekularis szubtipusnak prognosztikai és terapias jelent6sége is van. Ezzel szemben
PCNSL sejteredetével kapcsolatosan ellentmondasos irodalmi adatok sziilettek. Az
utobbi években a PCNSL mutacios profiljanak feltérképezése is megkezdddott, mely
soran a szisztémas DLBCL-hez hasonldé mutacidés mintazatot azonositottak. Szamos
daganat tipusban ismert, hogy a proliferaciot, talélést és novekedést szabalyozo mTOR
utvonal konstitutivan aktiv. Az mTOR aktivitdst PCNSL esetén korabban kevés
kutatdcsoport vizsgalata.

Jelen tanulmanyunkban elsdként vizsgaltuk a PCNSL sejteredetét a digitalis
génexpresszid meghatarozason alapuld NanoString Lymphoma Subtyping Test (LST)
technologia alkalmazasaval. Emellett 14 visszatérd mutaciét hordozod gén célzott uj-
generacids Ujraszekvenalasat végeztik el. Végil vizsgaltuk az mTOR utvonal
aktivitasat és foszforilacios viszonyait is PCNSL-ben

A PCNSL molekularis szubtipusat vizsgalva, az esetek nagyobb hanyadat
talaltuk GCB fenotipustinak, mint korabban ismert volt. A PCNSL és SCNSL esetek
mutécids profil meghatarozasa soran megallapitottuk, hogy a leggyakrabban mutalt
géneknek a MYD88, a PIM1, a KMT2D és a PRDML1 bizonyultak Megfigyeltiik, hogy
az ABC fenotipust PCNSL-ben gyakoribbak az IRF4, a CD79B, a C-MYC, a CARD11,
a CSMD?2 ¢és a CSMD3 gének mutacoi, mig a GCB fenotipus esetén a TP53, a PAXS5, és
a CCND3 gének eltéréseit detektaltuk tobbszor. Végezetiil eredményeink szerint
PCNSL-t az mTOR utvonal konstitutiv aktivitasa nem jellemzi, ugyanakkor fokozott p-
S6 expressziot gyakran figyeltiink meg, ami valdszinileg a PAS domain-containing
serine/threonine-protein kinase (PASK) altal, mTOR fiiggetlen modon torténik.

Tanulmanyunkban els6ként hataroztuk meg NanoString LST moddszerrel a
sejteredetet PCNSL-ben, mely soran magasabb aranyban talaltunk GCB fenotipust
esteket, mint korabban ismert volt. Tovabba, kimutattuk, hogy PCNSL-ben az mTOR
aktivitds nem jellemzd, ugyanakkor a fokozott p-S6 expresszio hatterében, mTOR

fiiggetlen modon, akar a PASK is allhat.
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Vill. SUMMARY

Primary central nervous system lymphomas (PCNSLSs) 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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XII. FUGGELEK

1. Fiiggelék. A nagy érzé¢kenységli, uj-generecacios Ujraszekvenalassal azonositott mutaciok

Eset . s - i o g:ae COSMmIC

i1 Geén Azonositott eltérés cDNS pozicio Protein pozicio VAF azososks
P45 CARD11 |missense_variant C.738A>G p.Arg247Gly 37,1% |.
P46 CARD11 |missense_variant Cc.746A>C p.GIn24SPro 14,3% |COSM133703
P11 CARD11 |missense_variant €.779G>C p.Arg260Pro 60,5% |.
P10 CARD11 |disruptive_inframe_deletion €.699_701delGCA p.Lys233_His23 46,0% |COSM85976
P43 CARD11 |conservative_inframe_deletion .688_699delGATCAGCTAAAG p.Asp230_Lys2] 3,0%
P28 CCND3 |3_prime_UTR_variant c.*173G>T 62,9%
P51 CCND3 |3_prime_UTR_variant C.*546G>A 3,6% I
P51 CCND3 |missense_variant c.851C>T p.Pro284Leu 33,2% |COSM220537
P10 CCND3 |3_prime_UTR_variant €.*902G>C 61,8%
P45 CCND3 |conservative_inframe_deletion ¢.868_873delATACAC p.11e290_His29 30,4%
P29 CCND3  |3_prime_UTR_variant €.*320_*322delCCC 2,5%
P15 CCND3 |3_prime_UTR_variant €.*319_*320insT 2,8%
S3 CCND3 |3_prime_UTR_variant €.*321_*322delCC 18% |.
P7 CD798B |missense_variant c.587A>G p.Tyr196Cys 70,1% |COSM220736
S1 CD79B |missense_variant ¢.586T>C p.Tyrl96His 47,3% |COSM220734
P2 CD798 |missense_variant C.587A>T p.Tyr196Phe 24 4% |COSM220735
P44 CD79B |missense_variant C.48SG>A p.Metl63lle 844% |.
ps CD798 |missense_variant ¢.587A>C p.TyrlS6Ser 45,5% |COSM220733
P43 CD798 |missense_variant ¢.587A>G p.Tyr196Cys 96,2% |COSM220736
P43 CD798B |missense_variant ¢.563C>G p.Alal88Gly 96,2% |.
PS5 CD79B |missense_variant Cc.586T>A p.Tyr186Asn 845% |COSM144393
PS CD798 |missense_variant c.270G>T p.LysSOAsn 21,0% |.
P3 CD798 |missense_variant ¢.586T>C p.Tyr196His 52,8% |COSM220734
P8 CD798 |missense_variant c.586T>C p.Tyrl96His 65,6% |COSM220734
Pl CD798 |missense_variant ¢.586T>G p.Tyr196Asp 37,3% |COSM1737939
P6 CD798 |disruptive_inframe_deletion c.486_488delCAT p.llel62del 38,0%
P45 CSMD2 |missense_variant ¢.1112G>A p.Arg371His 56,1% |.
P27 CSMD2 |missense_variant c.1042G>A p.Vai348ile 56,1% |COSM4&444260
P4 CSMD3 |missense_variant C.3683G>A p.Arg1228GIin 51,6%
P58 CSMD3 |missense_variant €.3683G>A p.Argl1228Gin 29,0%
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P18 IRF4 5_prime_UTR_variant C.-480>T 92,7%

Pl6 IRF4 5_prime_UTR_variant c.-2G>A 39,2%

P2 IRF4 missense_variant c.152G>A p.Arg51His 73,4% |.

P15 IRF4 missense_variant c.70C>A p.Lleudlle 33,5% |COSM4171587

P44 IRF4 missense_variant c.108G>C p.Lys36Asn 36,5% |COSMGE206705

P44 IRF4 missense_variant €.208C>G p.Leu70Val 53,0% |COSM4610567

P13 IRF4 missense_variant c.208C>G p.Leu70Val 83,3% |COSM4610567

P17 IRF4 5_prime_UTR_variant C.-18G>A 52,4% |.

P17 IRF4 missense_variant c.208C>G p.Leu70Val 42.2% |COSMA4610567

P19 IRF4 splice_region_variant&intron_variant |c.216+50>T 65,2%

S6 IRF4 5_prime_UTR_variant c.-51G>C 28,1%

P12 IRF4 missense_variant €.59G>T p.Gly20Val 39,5% |.

P10 IRF4 missense_variant c.118C>G p.LeuddVal 56,0% |COSM220627
P1 IRF4 missense_variant c.7C>A p.Leu3Met 64,7%

P1 IRF4 missense_variant c.143G>A p.SerdBAsn 224% |.
Pl IRF4 missense_variant c.208C>T p.Leu70Phe 12.2% |COSM6B209962

P14 IRF4  |frameshift_variant ¢.38_39delGC p.Glyl3fs 25,3% |.

Pl6 KMT2D |missense_variant €.12028T>C p.Serd010Pro 49 3% |COSM5020054
P2 KMT2D |missense_variant c.12028T>C p.Serd4010Pro 52,7% [COSM5020054
P2 KMT2D |missense_variant c.99830>T p.Pro3328Leu 3,5% |.

P15 KMT2D |missense_variant c.10192A>G p.Met3398Val 50,9% |COSM5019243

P34 KMT2D |missense_variant €.9655G>A pP.Ala3219Thr 70% |.

P13 KMT2D |missense_variant €. 121580>T p.Thr4053lle 6,5% |COSMA4461655

P30 KMT2D |missense_variant €.15544G>A p.Gly51825er 6,0% |.

P59 KMT2D |missense_variant €.1528C>T p.Ser510Leu 17,5% |COSM4468161

P17 KMT2D |missense_variant c.10192A>G p.Met3398Val 29,2% |COSM5019243

P4g KMT2D |missense_variant €.12028T7>C p.Ser4010Pro 49,2% |COSM5020054

pa3 KMT2D |missense_variant c.10007C>T p.Ala333eval 64,2% |.

P55 KMT2D |missense_variant c.1426G>A p.Alad76Thr 52,7% |COSME454206
P6 KMT2D |missense_variant €.12152T>A p.lled051Lys 45,6%

P6 KMT2D |missense_variant c.10208C>T p.Ala3403Val 6,3%
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S6 KMT2D |missense_variant ¢.12028T>C p.Ser4010Pro 45,7% |COSM5020054
S10 KMT2D |missense_variant €.12028T>C p.Ser4010Pro 64,2% |COSMS5020054
P53 KMT2D |missense_variant c.B774C>T p.Ala2925Val 43,0% |COSM1717661
P31 KMT2D |missense_variant CA3BBC>T p.Thrid63lle 4,2%

P31 KMT2D |missense_variant €.4316C>T p.Prol43SLeu 6,1%

P8 KMT2D |missense_variant €.10024C>T p.ArgSSdzcrs 38,1% |.

P38 KMT2D |missense_variant €.15641G>A p.Arg5214His 53,1% |COSM2006617

Pi4 KMT2D |frameshift_variant ¢.15173delT p.Val5058fs 42.1%

P22 KMT2D |disruptive_inframe_deletion €.11211_11222del GCAGCAGCAGCA p.GIn3738_Gin| 10,6%

P58 KMT2D |disruptive_inframe_deletion €11211_11222delGCAGCAGCAGCA p.GIn3738_GIn| 5,0%

P23 KMT2D |disruptive_inframe_deletion €11211_11222delGCAGCAGCAGCA p.GIn3738_GIn| 48,6%

P47 MYC missense_variant €.438G>C p.GInl46His 78,9%

P48 MYC stop_lost ¢.1365A>C p.Terd55Tyrext] 69,3% |.

P4% MYC missense_variant c.217A>G p.Thr73Ala 81,0% |COSM1163450
56 MYC missense_variant c.558C>G p.Cys186Trp 63,7%

P23 MYC  |missense_variant €.5580>G p.Cys186Trp 18,4%

P22 MYC missense_variant €.5580>G p.Cys186Trp 17,2% |.

P12 MYC missense_variant C.e4T>C p.Phe22leu 53,5% |COSM3358206

P25 MYC missense_variant ¢.558C>G p.Cys186Trp 5,7%

P20 MYC missense_variant CA67C>A p.AlalS56Asp 54% |.

P11 MYC missense_variant €.2140T p.Pro72Ser 48 4% |COSM3316879

P11 MYC missense_variant €.21505T p.Pro72leu 48,3% |COSM6210943

P21 MYC missense_variant €.64T>C p.Phe22leu 26,9% |COSM3358206

P24 MYC missense_variant ¢.162G>C p.Glu54Asp 49.7% |COSM1159796

P24 MYC missense_variant c.788C>T p.Thr263lle 31,6%

P13 MYC 3_prime_UTR_variant €.*198_*199delTT 129% |.

P28 MYDBE |missense_variant €.794T>C p.Leu265Pro 414% |COSMB5940
P7 MYD88 |missense_variant €.794T>C p.Leu265Pro 21,3% |COSMB5940
51 MYD88 |missense_variant €.794T>C p.Leu265Pro 46,4% |COSMB5940

P40 MYD88 |missense_variant c.794T>C p.Leu265Pro 91,6% |COSMB5940

P37 MYDBE8 |missense_variant c.794T>C p.Leu265Pro 18,0% |COSME5940

P4l MYDBE |missense_variant c.728G>A p.Ser243Asn 58,9% |COSMB5943
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P14 MYD88 |missense_variant €.7947>C p.Leu265Pro 87,4% |COSM85940
P18 MYD88 |missense_variant €.794T>C p.Leu265Pro 77,9% |COSM85940
P16 MYD88 |missense_variant €.7947>C p.Leu265Pro 21,1% |COSM85940
2 | wnpas |TiSSEOSEVEANE C7730T pPro2ssleu | 33,0%
splice_region_variant

P15 MYD88 |3_prime_UTR_variant c.*890>T 54% |.

P34 MYD88 |missense_variant €.7947>C p.Leu265Pro 42,7% |COSM85840
P34 MYD88 |3_prime_UTR_variant €.*9910T 7,0% )

S3 MYD88 |missense_variant €.695T>C p.Met232Thr 46,5% |COSMB85942
P38 MYD88 |missense_variant €.7947>C p.Leu265Pro 59,1% |COSM85940
P13 MYD88 |missense_variant €.794T>C p.Leu265Pro 24,1% |COSM85940
P30 MYD88 |missense_variant €.7947>C p.Leu265Pro 36,4% |COSM85540
P32 MYD88 |missense_variant €.794T7>C p.Leu265Pro 39,0% |COSM85%40
P2S MYD88 |missense_variant €.7947>C p.Leu265Pro 459% |COSM85840
P35 MYD88 |missense_variant €.7947>C p.Leu265Pro 56,4% |COSM85940

P4 MYD88 |missense_variant €.794T>C p.Leu265Pro 74,7% |COSM85940
P17 MYD88 |missense_variant €.656C>G p.Ser219Cys 49 3% |COSM85%44
P17 MYD88 |missense_variant C.658A>G p.lle220Val 493% |.

P33 MYD88 |missense_variant €.7947>C p.Leu265Pro 28,4% |COSM85940

P6 MYD88 |missense_variant €.7947>C p.Leu265Pro 22,2% |COSM85940
P19 MYD88 |missense_variant €.7947>C p.Leu265Pro 46,2% |COSM85840

P5 MYD88 |missense_variant €.794T7>C p.Leu265Pro 35,5% |COSM85940

sS4 MYD88 |missense_variant €.7947>C p.Leu265Pro 69,1% |COSM85940
P23 MYD88 |missense_variant €.7947>C p.Leu265Pro 59,4% |COSM85940
P22 MYD88 |missense_variant €.7947>C p.Leu265Pro 28,1% |COSM85940
P12 MYD88 |missense_variant €.7947>C p.Leu265Pro 31,3% |COSM85940
P12 MYD88 |missense_variant c.878G>A p.Cys293Tyr 31,7% |.

P42 MYD88 |missense_variant €.7947>C p.Leu265Pro 17,9% |COSM85940

P9 MYD88 |missense_variant €.7947>C p.Leu265Pro 60,9% |COSM85940
P25 MYD88 |missense_variant C.7947>C p.Leu265Pro 5,2% |COSM85940
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P20 MYD88 |missense_variant C.649G>T p.Val217Phe 46,3% |COSM85941

P27 MYD88 |missense_variant €.7947>C p.Leu265Pro 68,5% |COSM85940

P31 MYD88 |missense_variant C€.794T7>C p.Leu265Pro 47,7% |COSM85940

P11 MYD88 |missense_variant €.656C>G p.Ser219Cys 32,0% |COSM85%44

P26 MYD88 |missense_variant €.656C>G p.Ser219Cys 38,1% |COSMB5944

P36 MYD88 |missense_variant €.7947>C p.Leu265Pro 26,5% |COSM85940

P10 MYD88 |missense_variant c.7947>C p.Leu265Pro 38,8% |COSM85940
P3 MYD88 |missense_variant €.7947>C p.Leu265Pro 39,8% |COSM85940
P8 MYD88 |missense_variant C.7947>C p.Leu265Pro 414% |COSM85940

P21 MYD88 |missense_variant €.7947>C p.Leu265Pro 54,9% |COSM85940

P24 MYD88 |missense_variant €.7947>C p.Leu265Pro 60,2% |COSM85540

P38 MYD88 |missense_variant C€.794T>C p.Leu265Pro 45,9% |COSM85%40
P1 MYD88 |missense_variant €.7947>C p.Leu265Pro 27,1% |COSM85940
S5 MYD88 |missense_variant €.7947>C p.Leu265Pro 77,5% |COSM85840
S2 MYD88 |missense_variant cA476G>A p.Glyl58Asp 5,5%

P7 PAX5 |5_prime_UTR_variant c.-230T 72,7%

P35 PAXS missense_variant c.260>T p.Throlle 76,8%

S8 PAX5 missense_variant ¢.23C>G p.Pro8Arg 42,8% |.

P45 PIM1 missense_variant C.296G>A p.Gly9SAsp 36,2% |COSM4610153
S1 PIM1 missense_variant €.111G>C p.GIn37His 85,0% |COSM220744
S1 PIM1 missense_variant €.290G>A p.SerS7Asn 68,8% |COSM220740

P14 PIM1 missense_variant €.93G>C p.Lys31Asn 46,0%

P18 PIM1 missense_variant C.94G>A p.Glu32lys 60,0% |.

P16 PIM1 missense_variant c970T p.Pro33Ser 26,8% |COSM3076476

P16 PIM1 missense_variant €.2240T p.Ser75Phe 23,8% |COSM742153

P16 PIM1 missense_variant €.233G>A p.Gly78Glu 22,1% |COSM6210491

P16 PIM1 splice_region_variant&intron_variant |c.240+80C>T 22,4%

P16 PIM1 missense_variant ¢.373C>G p.Prol25Ala 23,4% |COSM4610416

P16 PIM1 missense_variant CA37G>A p.Serl46Asn 22,0%

S7 PIM1 missense_variant ¢.134G>A p.Gly45Asp 4,7%
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P54 PIM1 splice_region_variant&intron_variant |c.83-50>T 27,1% |.

P12 PIM1 missense_variant c403G>A p.Glul35Lys 36,3% |COSM1161628

P53 PIM1 missense_variant c.3160T p.Leul06Phe 22,0%

pon; | ey |TiSSERSENErlantd C83G>A p.GIy28Asp 37,3% |COSM1581462
splice_region_variant

P31 PIM1 missense_variant c.2810T p.Pro81Ser 78,2% |COSMS5655253

P10 PIM1 splice_region_variant&intron_variant |c.241-3C>T 36,3%

P10 PIM1 missense_variant c.5440T p.Leul82Phe 75,0% |.

P3 PIM1 missense_variant C403G>A p.Glul35Lys 38,3% |COSM1161628

P21 PIM1 missense_variant c403G>A p.Glul35Lys 51,8% |COSM1161628

P1 PIM1 fi‘:r';e-'eg'°"—"a"am&5v"°"vm°“s-"a c238CT p.LeusOLeu 39,9% |cOSMs650891

P1 PIM1 missense_variant c.403G>A p.Glul35SLys 32,4% |COSM1161628

P1 PIM1 missense_variant c427C>G p.Leuld3val 19,5%

P10 PIM1 splice_region_variant&intron_variant |c.190-10_190-8delGGG 5,3%

P PIM1 frameshift_variant €454 _467delCTGGAGGCCGTGCG p.Leul52fs 3,5%

p7 | PrROMI :’i‘;';ie-'eg'°"—"a"a"‘&s""°"ym°”s-"a 291G>A p.GIUS7Glu 56,2% |cOSM97162

S1 PRDM1 |3_prime_UTR_variant €.*1821G>T 34,2%

P56 PRDM1 |3_prime_UTR_variant C.*732G>A 8,5%

P37 | PROMI fi‘;':e-'eg‘°"—"a"am&sy"°“ym°“s-"a C.291G>A p.GIuS7Glu 9,7% |cosme7162

S8 PRDM1 |missense_variant ¢.13480T p.Leud50Phe 53,8% |COSM5020484

P57 PRDM1 |missense_variant ¢.1730G>A p.CysS577Tyr 76,8% |.

P16 PRDM1 |missense_variant €.1348C>T p.Leud50Phe 34,5% |COSMS5020484

P2 | PrOMI fi‘:;ie-'eg'°"—"a"a"t&sv"°""m°°s-"a C291G>A p.GIU97Glu 52,2% |COSM97162

P15 PRDM1 |3_prime_UTR_variant €.*13520T 6,1%

S3 PRDM1 |missense_variant €.260T>G p.Leu87Arg 49,2%

P13 PRDM1 |3_prime_UTR_variant €.*1360G>A 5,8%
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P54 PIM1 splice_region_variant&intron_variant |c.83-50T 27,1% |.

P12 PIM1 missense_variant c.403G>A p.Glul35Lys 36,3% |COSM1161628

P53 PiM1 missense_variant c.3160>T p.Leul06Phe 22,0%

pon; | e [ NariamA C83G>A p.GIy28Asp 373% |cosm1s81462
splice_region_variant

P31 PIM1 missense_variant €.24105T p.Pro81Ser 78,2% |COSMS5655253

P10 PIM1 splice_region_variant&intron_variant |c.241-3C>T 36,3%

P10 PIM1 missense_variant €.5440T p.Leul82Phe 75,0% |.

P3 PIM1 missense_variant c403G>A p.Glul35Lys 38,3% |COSM1161628

P21 PIM1 missense_variant C.403G>A p.Glul35Lys 51,8% |[COSM1161628

P1 PIMI fi’;';ie-’eg'°"—"a"am&sv"°""m°“5-"a 2380T p.LeugOLeu 399% |COSMS650891

P1 PIM1 missense_variant c.403G>A p.Glul35Lys 32,4% |COSM1161628

P1 PIM1 missense_variant c427C>G p.Leuld3val 19,5%

P10 PIM1 splice_region_variant&intron_variant |c.190-10_190-8delGGG 5,3%

Pz PIM1 frameshift_variant €454 467delCTGGAGGCCGTGLG p.Leul52fs 3,5%

p7 | PrROMI fi‘:"ée-'eg'°"—"a"am&s""°"ym°°s-"a 291G>A p.GIU97Glu 56,2% |cOSM97162

S1 PRDM1 |3_prime_UTR_variant C.*1821G>T 34,2%

P56 PRDM1 |3_prime_UTR_variant C.*732G>A 8,5%

P37 | PROMI fi‘:;ie-'eg'°"-"a"a"t&5""°"ym°“s-"a C.291G>A p.GIu97Glu 97% |cosme7i62

S9 PRDM1 |missense_variant c.13480>T p.Leud50Phe 53,8% |COSM5020484

P57 PRDM1 |missense_variant ¢.1730G>A p.CysS577Tyr 76,8% |.

P16 PRDM1 |missense_variant ¢.13480>T p.Leud50Phe 34,5% |COSM5020484

P2 | PrOom1 fi‘:;ie-'eg'°"—"a"a"t&sm°""m°”s—"a 291G>A p.GIU97Glu 52,2% |cosme7162

P15 PRDM1 |3_prime_UTR_variant €.*13520T 6,1%

S3 PRDM1 |missense_variant €.2607T>G p.Leu87Arg 49,2%

P13 PRDM1 |3_prime_UTR_variant €.*1360G>A 5,8%
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P30 PRDM1 |splice_region_variant&intron_variant |[c.291+6C>T 32,4%

P30 PRDM1 |missense_variant c.1310T>A p.Phed37Tyr 493% |.

P52 PRDM1 |missense_variant C.1348CT p.Leud50Phe 93,2% |COSMS5020484

PS PROMI fi':::e-reg"’”-va"am&s"’"""‘m"”s-"a .291G>A p.GIU97Glu 614% |cOSMa7162

P9 PRDM1 |missense_variant €.250C>G p.Pro84Ala 31,3%
- - .

Ps | PROMI f:;:;e-reg"’”-"a"am&s””""‘m"”s—“ C291G>A p.GIu97Glu 31,9% |COSM97162

P9 PROM1 |3_prime_UTR_variant ¢.*104C>G 33,8%
- - .

P31 | PROMI f,i::e-reg"’”-”ar'am&“”o"""“"us-”a C.291G>A p.GIu97Glu 79,5% |cosme71i62
|

P26 PRDM1 |missense_variant c.11417>C p.Tyr381His 76,2%
- - .

P36 | PROMI f,z;ie-reg"’”-va"am&“m""m"”s-”a C291G>A p.GIu97Glu 220% |cosme7162
|

P8 PRDM1 |3_prime_UTR_variant C.*1569A>C 43,9%

s2 | promy |MisSensevarianté €291G>C p.GIug7Asp 262% |cosme7137
splice_region_variant

52 PROMI |missense variant C2312G>A p.Gly771Asp 60,2% |COSM5020312

P30 | PRDMI |frameshift_variant ¢.1309_1310insCGGGA p.Phed37fs 49,1%

P55 PRDM1 |3_prime_UTR_variant €.*1203delT 49, 7%

57 PRDM1 |3_prime_UTR_variant ¢.*1819_*1820delTT 23,9%

S6 PRDM1 |3_prime_UTR_variant c.*212_*213delAT 21,1%

P7 PRDOM1 |3_prime_UTR_variant ¢.*1819 *1820delTT 15,1%

P9 PRDM1 |3_prime_UTR_variant c.*212_*213delAT 20,9%

P4 PRDM1 |3_prime_UTR_variant c.*212_*213delAT 20,9%

P35 | PRDMI |3_prime_UTR_variant c.*1819_*1820delTT 19,6%

S3 PRDM1 |frameshift_variant c.8ladupT p.Ser272fs 12,1%

P9 PRDOM1 |3_prime_UTR_variant €.*212_*213delAT 13,6%

s6 PRDMI |3_prime_UTR variant c.*1820dupT 6,9%

P4 PRDOM1 |3_prime_UTR_variant c.*212_*213delAT 12,6%




ecl

P14 TP53 missense_variant C422G>A p.Cys141Tyr 90,0% |COSM131470
P47 TP53 missense_variant C.743G>A p.Arg248Gin 85,0% |COSM10662
P50 TP53 missense_variant c.7617T>G p.lle254Ser 68,2% |COSMA45035
P27 TP53 missense_variant C.638G>A p.Arg213Gin 81,0% |COSM10735
P26 TP53 missense_variant C.743G>A p.Arg248GIn 35,9% |COSM10662
P3 TP53 missense_variant 742057 p.Arg248Trp 50,1% |[COSM10656
Pl TP53 missense_variant €.535C>G p.His17%9Asp 76,6% |COSM2744838
S2 TP53 |missense_variant C.734G>A p.Gly245Asp 4,2% |COSM3388189




