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. Bevezetés

A primer kozponti idegrendszeri lymphomaék
(PCNSL), ritka, agressziv extranodalis non-Hodgkin
lymphomak, melyek a diagnoziskor csak az agyvel6t,
gerincveldt, agyburkokat €s a szemet érintik; tilnyomd
tobbségiik diffiz nagy B-sejtes lymphoma (DLBCL).
Ezzel szemben koézponti idegrendszeri lymphoma
kialakulhat extracerebralis lymphoma agyi
manifesztaciojaként is, ezeket szekunder kozponti
idegrendszeri lymphomaknak (SCNSL) nevezziik.

Evek 6ta ismert, hogy szisztémas DLBCL-ben a
tumorsejtek eredete alapjan meghatarozhatd6 molekularis
szubtipusnak (aktivalt B-sejtes eredet- ABC; centrum
germinativum B-sejtes eredet- GCB) prognosztikai és
terapias jelentdsége is van. Szamos Uj terapids szer
kozottiik a lenalidomide, a bortezomib és az ibrutinib
hatékonyabbnak bizonyult ABC fenotipust DLBCL-ben,
mig GCB fenotipus esetéen a BCL2, BCL6 ¢s EZH2
gatloszerek tlinnek hatékonyabb terdpias modalitasnak.
Az arany standard génexpresszidos profil (GEP)

meghatarozason alapuld6 modszer mellett szamos
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immunhisztokémiai (IHC) algoritmust dolgoztak ki az
évek soran a sejteredet meghatarozasara. Azonban a GEP
vizsgalat a rutin diagnosztikdban nehezen elérhetd, az
IHC moddszerek pedig nem bizonyultak megbizhatonak.
A digitdlis  génexpresszid  vizsgalatan  alapulo,
ugynevezett NanoString Lymphoma Subtyping Test (LST)
segitségével azonban akéar formalin fixalt paraffinba
agyazott (FFPE) mintakbdl is precizen meghatarozhat6 a
sejteredet. A  PCNSL  sejteredetét  vizsgalva
ellentmondasos irodalmi adatok sziilettek. Mig az
immunhisztokémiai vizsgalatok alapjan dontéen ABC
fenotipus jellemzd, addig a GEP vizsgalatokkal kozel
azonos az ABC ¢és a GCB eredetii esetek szama.

Az utdbbi években, az 0j-generacids szekvenalas
fejlodésével, a  PCNSL  mutdciés  profiljanak
feltérképezése is megkezdddott, mely soran a szisztémas
DLBCL-hez hasonlé mutaciés mintazatot azonositottak.
A legtobb eltérés az BCR/NFkB tutvonal génjeit érinti
(MYDB88, CD79B, CARD11), emellett a PIM1, PRDM1 és
a TBL1XR1 gének mutacioi is gyakran megfigyelhetdek.

Szamos daganattipusban, tobbek kozott a

szisztémas DLBCL-ben, a proliferaciot, a talélést és a
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novekedést szabalyoz6 mTOR tutvonal konstitutiv
aktivacioja figyelheté meg. Az mTOR utvonal aktivitasat
gyakran az S6 fehérje foszforilaciojaval vizsgaljak,
ugyanakkor ismert az S6 mTOR fiiggetlen foszforilacidja,
tobbek kozott a metabolizmus szabalyozasaban szerepet
jatszo Per-Ant-Sim kinaz (PASK) altal is. A PCNSL
esetén az mTOR utvonal aktivitdsaval kapcsolatban
kevés irodalmi adat 4ll a rendelkezésiinkre.

Az elmult években a molekuldris vizsgalo
modszerek fejlédésével szamos 0j prognosztikai markert
¢s potencidlis terapids célpontot azonositottak PCNSL-
ben, amelyek alaposabb megismerése és a mindennapi
diagnosztikus gyakorlatba val6 beagyazasa eldsegitheti a

crer

terapias protokollok kidolgozasat.



I1. Célkitizések

. A primer ¢és szekunder kozponti idegrendszeri
lymphomék sejteredetének meghatarozasa NanoString
LST technologia segitségével.

. A NanoString LST technolégia és a hagyomanyos
IHC modszerek 0sszehasonlitasa primer és szekunder
kdzponti idegrendszeri lymphomaék esetén.

. A CARD11, CCND3, CD79B, C-MYC, CSMD2,
CSMD3, IRF4, KMT2D, MYD88, PAX5, PIM1, PRDM1,
PTPRD és TP53 gének nagy érzékenységli célzott
ujraszekvenaldsa Uj-generacids szekvenalds segitségével,
primer és szekunder kdzponti idegrendszeri lymphomak
esetén.

. Osszefiiggések keresése a sejteredet, a genom
szintli eltérések €s a betegek tulélése kozott primer és
szekunder kozponti idegrendszeri lymphomékban.

. Az mTOR utvonal aktivitdsanak meghatarozasa
primer koézponti idegrendszeri lymphomakban.

. Az S6 riboszomalis fehérje mTOR fliggetlen

foszforilacigjanak vizsgalata.



II1. Modszerek

I1/1. Szovetmintak

Tanulmanyunkban RNS és DNS alapu
vizsgalataink soran Osszesen 81 primer €s 18 szekunder
kézponti idegrendszeri lymphoméban szenvedd beteg
FFPE mintait vizsgaltuk. A mintdk harom centrumbol
alltak a rendelkezésiinkre, a Semmelweis Egyetem L.sz.
Patologiai és Kisérleti Rékkutatd Intézetébdl, a Pécsi
Tudomanyegyetem Patologiai Intézetébdl €s a University
College London (UCL) Neurologiai Intézetének
Neuropatologiai osztalyarol. Tulélési adatok 65 PCNSL
és 17 SCNSL esetben alltak rendelkezésiinkre.

[11/2. Sejteredet meghatarozasa

RNS alapt vizsgalataink sordn 77 PCNSL, és 17
SCNSL mintdbol RNS-t izolaltunk, majd a digitalis
génexpresszio vizsgalaton alapulé NanoString LST teszt
segitségével ~meghataroztuk a lymphoma mintak
sejteredetét. A NanoString LST moddszer kivitelezése

soran az RNS mintdkhoz eldszor egyedi szinkoddal
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ellatott target-spectifikus reporter €s capture probakat
adtunk, amit egy hibridizalé, komplexképzd 1€épés
kovetett. A komplexeket az ugynevezett nCounter
Cartridge feliiletére rogzitettilk. Végiil a génexpressziod
meghatarozasa a fluoreszcens szinkddok leolvasasaval
tortént, az nCounter Digital Analyzer segitségével. A
szubtipus meghatarozdsdhoz minden gén esetén
meghatarozhatd egy ugynevezett ,linear predictor score”
(LPS). Az LPS az egyes gének expresszios értékének és
egy génenként eltérd sulytényezonek a szummazasaval
adhaté meg, majd az elére definidlt kiiszobértékek

alapjan hatdrozhat6 meg a szubtipus.

111/3. Mutécio6 analizis

Ezenfeliil 64 PCNSL-ben ¢és 12 SCNSL-ben
szenvedd beteg DNS mintdjabol 14 visszatérd mutaciot
hordozd6 gén (CARD11, CCND3, CD79B, C-MYC,
CSMD2, CSMD3, IRF4, KMT2D, MYD88, PAX5, PIM1,
PRDM1, PTPRD és TP53) nagyérzékenységi, célzott, 0j-
generacios Ujraszekvenalasat végeztiik el a HiSeq 4000

szekvenald késziilék segitségével. A Dbioinformatikai



analizist kovetden a detektalt variansok egy részét Sanger

szekvenalassal validaltuk.

[11/4. mTOR aktivitas meghatarozasa

Immunhisztokémiai  vizsgalatunk  soran 31
PCNSL-ben ¢és 51 nodalis DLBCL-ben szenvedd beteg
FFPE mintéit elemeztilk. Az mTOR utvonal aktivitasa
mellett (p-mTOR, p-S6, p-4E-BP1, p(T389)-p70S6K1),
RSK, PASK, p(T229)-p70S6K1). Majd in vitro, egy
DLBCL sejtvonalon (BHD1) a p-S6 expresszio valtozast
mértilk Western blottal és flow cytometriaval, PASK
inhibitorral (1uM, BioE-1115, Calbiochem) val6 kezelés

hatasara.



IV. Eredmények

IV/1. Agyi lymphomak molekularis szubtipusa

A PCNSL esetében a NanoString LST-vel
meghatarozva a betegek 80,5%-aban ABC fenotipust,
13%-aban GCB fenotipust, mig 6,5%-aban UC fenotipust
talaltunk. Ezzel szemben a Hans algoritmussal 95%-ban
non-GCB fenotipus, mig a maradék 5%-ban GCB
fenotipus adddott.

A SCNSL esetekben NanoString LST-vel
meghatarozva 47% ABC fenotipust, mig 53% GCB
fenotipusu volt. A szuptipust Hans algoritmussal
vizsgalva ugyanezt az eredményt kaptuk, azonban egy-
egy eset volt, ahol a két modszer kiilonbozd fenotipust

allapitott meg.

IV/2. PCNSL és SCNSL mutacids profilja

A PCNSL-ben a leggyakrabban mutalt génnek a
MYD88 (66%) bizonyult, melyet a PIM1 (41%), a
KMT2D (31%) és a PRDM1 (30%) gének -eltérései
kovettek. Az SCNSL esetén leggyakrabban mutacié a



PRDM1 (50%) gént érintette, a MYD88 (42%), a PIM1
(25%) és a KMT2D (17%) mutacioi mellett.

A mutdciok  el6fordulasat  Gsszevetve a
molekularis szubtipussal azt a megfigyelést tettiik, hogy
PCNSL-ben az IRF4, a CD79B, a C-MYC, a CARD11, a
CSMD2 ¢és a CSMD3 gének mutacioi az ABC fenotipus
esetén gyakoribbak, mig a GCB fenotipus esetén a TP53,
a PAX5, ¢és a CCND3 gének eltéréseit detektaltuk
tobbszor.

A sejteredet és a mutacios profil Osszefliggéseit a
tuléléssel vizsgalva a PCNSL és SCNSL betegek talélése
kozott nem figyeltiink meg szignifikans kiilonbséget.
Meglepd moddon vizsgalatunkban a sejteredetnek nem
volt hatdsa a talélésre: nem volt szignifikdns kiilonbség
sem az Osszes agyl lymphoma esetben, sem a PCNSL
eseteket nézve. Ezzel szemben a CD79B mutaciot
hordoz6 esetekben szignifikdnsan rovidebb OS volt
megfigyelhetd az Osszes agyi lymphomdban, ¢s az
PCNSL esetekben is. Emellett a MYD88 ¢s a CCND3
mutaciok jelenléte kedvezdbb tuléléssel jart egyiitt az
Osszes agyi lymphoma és a primer kozponti idegrendszeri

lymphoma esetekben is.
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IV/3. PCNSL mTOR aktivitisa

A metabolikus  profilt  vizsgdlva  arra
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a PCNSL-t az mTOR
utvonal konstitutiv aktivitasa nem jellemzi. Fokozott p-
S6 expressziot a PCNSL esetek 83,9%-aban figyeltiink
meg, ezzel szemben mTOR utvonal aktivitdsat mindossze
az esetek 25,8%-aban detektaltunk. Ez a megfigyelés arra
utalt, hogy az S6 fehérje foszforilacioja PCNSL-ben
mTOR fliggetlen moédon torténik, ezért
immunhisztokémidval vizsgaltuk harom mTOR filiggetlen
kindz aktivitasat, melyek kozil egyedil a PASK
expressziojat figyeltiik meg. Majd in vitro vizsgalataink
soran PASK inhibitor kezelés hatdsara jelentds p-S6
expresszio csOkkenést figyeltiink meg Western blottal és

flow cytometriaval.
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V. Kovetkeztetések

. A primer kozponti idegrendszeri lymphomaék
molekuléris szubtipusa magasabb aranyban bizonyult
centrum germinativum eredetiinek, mint kordbban ismert
volt.

. Meghataroztuk a primer és szekunder kozponti
idegrendszeri lymphomak mutéciés 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 lymphomak
koziil kizardlag az ABC fenotipus esetén fordult eld az
IRF4, a CD79B, a C-MYC, a CARD11, a CSMD2 ¢s a
CSMD3 gének mutacidja, mig GCB fenotipus esetén
gyakoribbak a TP53, a PAX5, és a CCND3 gének
eltérései.

. Agyi lymphomdk sejteredete nem mutatott

Osszefiiggést a tuléléssel.

12



. A CD79B mutaciok jelenléte kedvezdtlen
kimenetellel tarsult agyi lymphomakban.

. A MYD88 ¢és a CCND3 mutaciok jelenléte
kedvezObb tuléléssel jart egyiitt az 6sszes agyi lymphoma
¢s a primer kozponti idegrendszeri lymphoma esetekben
IS.

. PCNSL-ben az mTOR 1utvonal aktivitdsa nem
jellemzd, ugyanakkor fokozott p-S6 expresszid gyakran
figyelhet6 meg, ami valdszinlileg mTOR fliggetlen
modon torténik.

. A PAS domain-containing serine/threonine-
protein kinase (PASK) feltehetden részt vesz az S6

fehérje foszforilalasaban.
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