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1. Bevezetés

A diffGz nagy B-sejtes limfoma (DLBCL) a nyirokrendszer B-limfocita eredetii, agressziv,
rosszindulatd daganata, melyet a gyors ndvekedés jellemez. A DLBCL vilagszerte a non-
Hodgkin limfoma (NHL) leggyakoribb altipusa, a felndttkori NHL-k mintegy 30-40%-a, az
agressziv limfémak 80%-a.

A DLBCL tobbféle betegség entitast foglal magaba, melyek nagyon kiilénbdznek
Klinikai, szdvettani és bioldgiai jellegzetességeiket tekintve. Ezt a heterogenitast tlikrozi az
Egészséglgyi Vilagszervezet (WHO) legujabb, 2023-ban publikalt osztalyozasa is.

A diagnozis feléllitdsdhoz exciziés minta vagy core biopszia szdvettani, immunhisztokémiai
(IHC) és fluoreszcens in situ hibridizacids (FISH) vizsgalata sziikséges.

Szamos prognozist becsldé rendszert dolgoztak ki, ezek kozul a legismertebbek a Nemzetkozi
Prognosztikai Index (International Prognostic Index, IPI), a revised IPI (R-IPI) és a National
Comprehensive Cancer Network IPI (NCCN-IPI). Ezek a rizik6 becsl6 rendszerek a klinikai
gyakorlatban széles kérben hasznaltak, de nem alkalmasak a magas rizikojd, rossz prognézisi
betegek azonositasara. Az utobbi évek kutatasai eredményeképpen lehetévé valt a DLBCL
altipusainak sokkal részletesebb klasszifikacioja a genetikai abnormalitdsok mintajara és a
génexpresszios vizsgalatok eredményeire alapozva.

A terapiara adott eltér6 valasz, a bioldgiai variabilitds a DLBCL molekuléris
heterogenitasat feltételezi. Alizadeh és munkatarsai 2000-ben microarray technika
segitségével a DLBCL Kkét altipusat azonositottak, melyek genexpresszios mintazata a B-sejt
differenciaci6 kiilonb6z6 fazisaira jellemzéek. Az egyik altipus esetén a B-sejtek a centrum
germinativumra jellemzé géneket expresszalnak (centrum germinativum B-sejtes DLBCL,
GCB DLBCL), a masik altipus esetén a génexpresszio a periférias vérben in vitro aktivalt B-
sejtekre jellemzo6 (aktivalt B-sejtes DLBCL, ABC DLBCL). Ez a két sejteredet (cell of origin,
COO) szerint meghatarozott altipus kiillénbdzik mind a genetikat, mind a progndézist tekintve.
Az ABC altipus kedvezétlenebb prognozissal tarsul, mint a GCB altipus az immunterapia
bevezetése ellenére is. Mivel a GEP technikdk nem elérhetéek a mindennapi klinikai
gyakorlatban, ezek helyettesitésére kiilonboz6 immunhisztokémiai algoritmusokat dolgoztak
Ki, melyek lehetové teszik a sejteredet meghatarozasat a protein expresszié alapjan. A
legel6szor bevezetett, és a gyakorlatban leggyakrabban hasznalt a Hans algoritmus, harom
marker kimutatasan alapul: CD10, BCL6 és MUML.

A standardnak  szamit6 R-CHOP  kezelés (rituximab, ciklofoszfamid,

hidroxidaunorubicin, vinkrisztin és prednizon) a betegek 50-60 %-at meggyogyitja. Azoknak



a betegeknek, akik elsé vonalban R-CHOP immunokemoterapiat kapnak, és a diagnozist
kovetd 24 honapon beliil eseménymentesek (event-free survival 24, EFS24), kivalo a teljes
tulélésiik (overall survival, OS), hasonld a nemben és korban illesztett altalanos populaciéhoz.
Munkacsoportunk (Ritter és mtsai) eredményei is megerdsitették az EFS24 prediktiv szerepét
in vivo klinikai és radiomikai paraméterek alapjan DLBCL -es betegekben.

Megemlitend6é hatékony terapids modalitas még a radoimmunoterdpia (RIT). A
leggyakrabban hasznalt a **Yttrium-jelélt ibritumomab tiuxetan (°YIT), ami egy egér eredetii
anti-CD20 monoklonalis antitest a radioaktiv, béta sugarzé Pyttriummal kombinalva. A
jelenleg érvényben 1év6 European Society for Medical Oncology (ESMO) irdnyelvei kozott
nem szerepel a RIT a DLBCL terapias lehetéségei kozott. Munkacsoportunkkal (Szakacs és
mtsai.) az Egyesult Arab Emirségek limfoma regisztere alapjan a regionalis kérhazak 2004 és
2008 kozott diagnosztizalt Y IT kezelésben részesiilt betegeinek eredményeit elemeztilk egy
retrospektiv, egykard, kohorsz vizsgalat keretein belll. A kezelés indikacios kdre messze
szélesebb volt az FDA éltal elfogadottnal az ASCT korlatozott elérhetdsége miatt. A masod-
vagy tobbedvonalban kezelt (nagyrészt DLBCL-es) betegeknél a median EFS 33 hdénapnak
bizonyult. Eredményeink hasonloak a mas vizsgalatokban leirt adatokhoz elfogadhato

mellékhatas profil mellett.



2. Célkitiizések

Kutatasunk céljaként a PTE Pathologiai Intézetben diagnosztizalt, az orszag kiilonbozo
centrumaiban kezelt DLBCL-es betegek szOvettani anyagainak immunhisztokémia és
interfazis FISH vizsgalatat tiztlk Ki. Formalinban fixalt, paraffinba &agyazott (FFPE)
szovetblokkokbdl DNS és RNS izolalast terveztiink mas munkacsoport altal végzendd, next
generation sequencing (NGS) alapl genomikai és NanoString alapl expresszids profil
vizsgalatokhoz.

A patologiai vizsgalatokkal parhuzamosan a betegek klinikai és talélési adatainak
feldolgozasat terveztikk. Vizsgalatunk f6 célja, hogy értékeljik az IPl1 és a molekuléris
biomarkerek szerepét, ezek segitségével klinikailag konnyen alkalmazhaté prognosztikus
modellt hozzunk létre az eseménymentes és teljes tulélés becslésére.

Célunk volt, hogy az immunhisztokémiai adatokat felhasznalva a Hans algoritmust kdvetve
meghatarozzuk a GCB és a non-GCB szubtipusba tartoz6 DLBCL-es betegek aranyat,
meghatarozzuk a prognézisukat, és 0sszevetjik a klinikai adatokkal, illetve 6sszehasonlitjuk

az eredmenyeinket a nemzetkdzi kutatasi eredményekkel.



3. Anyag és modszer

Jelen kutatasi programban a PTE Pathologiai Intézetben 2010. januér és 2017. marcius kdzott
diagnosztizalt és az orszag hét kiilonbozé hematoldgiai centrumaban kezelt DLBCL-es
betegek anyagait vizsgaltuk a ,,DLBCL Nemzeti Innovacios Onkogenomikai es Precizios
Onkoterapias Program” keretein bellill. A multicentikus, retrospektiv kohorsz vizsgalatot a
Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai Kozpont Regionalis Kutatasetikai Bizottsaga (RIKEB) és
az Egészségiigyi Tudoményos Tanadcs Kutatasetikai Bizottsaga (ETT TUKEB) az 50268-
8/2017 szam alatt fogadta el.

3.1 Mintak

Retrospektive 6sszesen 342, legalabb 5 éves kovetéssel rendelkez6 DLBCL-es beteg
diagnosztikus, kezeletlen, formalinban fixalt, paraffinba agyazott (FFPE) blokkjat vizsgaltuk.
A 342 esetbdl 95-6t Kizartunk hianyos klinikpatologiai adatok miatt, igy dsszesen 247 beteg
eredményeit értékeltlik tovabb a vizsgalatban.

A tumor fenotipus stratifikacidja és proliferacios jellemzése CD10, CD20, BCL2, BCLS6,
MUM1, MYC és MIB1/Ki-67 markerekkel immunhisztokémiai eljarassal tortént meg. A
vizsgalt kohorsz szovettani blokkjait interfazis citogenetikaval IGH::MYC, IGH::BCL2,
BCL6 génatrendez6désekre, valamint MYC, BCL2 és BCL6 gén nyerésre vizsgaltuk. Az FFPE
szovetblokkokbdl DNS-t izolaltunk mas munkacsoport altal végzendd, next generation
sequencing (NGS) alapu genomikai vizsgalatokra. A FFPE blokkokbol RNS-t izolaltunk.
Ebbol expresszios profil vizsgalatok torténtek kollaborécidban, NanoString technoldgiéval,
Pan CancerProgression / SignalPathway platformoknak megfeleléen vagy sense / antisense

NGS eljarassal. 173 mintaban volt genom expresszids profil (GEP) vizsgalat elvégezhetd.

3.2. Immunhisztokémiai vizsgalatok

Az immunhisztokémiai vizsgalatokhoz a standard protokollnak megfeleléen CD10, 56C6
klon; CD20, L26 klon (Visionbiosystems Novocastra, UK); MUM1/IRF4, MUM1p Kl6n;
BCL2, 124 klon; BCL6, PG-B6p klon (Dako, Dania); MYC, Y69 klon (Abcam, UK); Ki-67,
B56 klon (Hisztopatoldgia Kft.,, Magyarorszag) specifikus primér antitesteket, valamint
Envision+ System-130 HRP (DakoCytomation, Dania) és Bond Polymer Refine Detection
(Leica Biosystems, UK) el6hivo reagenseket hasznaltunk.

A Hans algoritmus szerint pozitivnak tekintjik a tumort egy adott markerre, ha legalabb 30%-

0s membran vagy intracitoplazmatikus pozitivitast mutat. A GCB altipusba soroljuk a tumort,



ha CD10+ (BCL6+/-, MUML1+/-) illetve, ha CD10-, BCL6+, MUML1- fenotipust mutat. A
dupla expresszor limfoma (DEL) definicigja a kombinalt MYC (>40%) és BCL2 (=50%)

immunhisztokémiai pozitivitas.

3.3. Interfazis FISH vizsgalatok

A paraffinba agyazott blokkok Sum-es metszetein a DLBCL-ben ismert leggyakoribb
genetikai eltérésekeit detektaltuk interfazis FISH eljarassal. Fluoreszcens szondaval a
kovetkezd génmutdciokat vizsgaltuk: IGH::MYC, IGH::BCL2, BCL6 génatrendezddés,
valamint MYC, BCL2 és BCL6 gén nyerés. Ehhez Vysis IGH/MYC/CEP8 TC-DF, Vysis LSI
BCL6 (ABR) DC Break Apart szonda készleteket (Abbott Molecular Inc., USA) hasznaltunk.
A FISH reakcidk eredményeit Zeiss Axioplan-MOT Il fluoreszcens mikroszkdpban értékeltiik
ki ,,grid sampling” és ,,color rationing” moédszerekkel. Az IGH::BCL2 és az IGH::MYC
atrendez6désket dupla fhzios FISH szondakkal vizsgaltuk, mivel a non-1G::BCL2
atrendez6dés ritka DLBCL-ben, a non-1G::MYC fuzi6é prognosztikai jelentdsége pedig nem
egyértelmii. A non-IG::BCL2 és a non-IG::MYC fuziok jelmintazata BCL2 vagy MYC gén
nyerésként mutatkozott a vizsgalati anyagunkban. Atrendezédésre pozitivnak értékeltiik a
tumort IGH::MYC, IGH::BCL2 és BCL6 szonda esetén, ha a f(zids vagy a disszocialt FISH

jel a sejtmagok legalabb 50%-aban megjelent.

3.4. Klinikai adatgyiijtés

A betegek vizsgalt klinikai adatai a kovetkezok voltak: életkor a diagndzis idején, a beteg
neme, laktat dehidrogenaz (LDH) érték a diagnozis idején, IPI érték, altalanos allapot ECOG
(Eastern Cooperative Oncology Group) szerint, tulélési adatok (OS, EFS, EFS24) és az
alkalmazott terapiak. Az elsé vonalbeli kezelés az esetek dontd tobbségében R-CHOP volt. A
betegség stadiumot a maodositott Ann Arbor és Lugano klasszifikacié alapjan allapitottuk
meg. A komplett remissziét (CR), a parcidlis valaszt (PR), a refrakter betegséget és a
relapszust a modositott Cheson-féle kritériumok alapjan hataroztuk meg. Az EFS definicidja
bekdvetkezett haldl idejéig eltelt. Az EFS24 azt jelenti, hogy a beteg a terapia végétol

szamitott 24 honap mulva is €l €s minden betegséggel kapcsolatos eseménytol mentes.

3.5. Statisztikai modszerek

A klinikai valtozok kozotti osszefliggés megallapitasara, valamint a feno- és genotipus

paraméterek megoszlasanak vizsgalatara Chi? tesztet hasznaltunk. Egyvaéltozés talélési
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analizisre a Kaplan-Meier gorbéket hasznaltuk median talélés meghatarozassal (95 %-0s
konfidencia inetrvallummal: ClI) és a log-rank probat alkalmaztuk. A t6bbvaltozés Cox-féle
regresszioszamitast hasznaltuk a tulélés (OS és EFS) fiiggetlen prognosztikai faktorainak
meghatarozasara. Ezek a kovetkezdk voltak: klinikai adatok (nem és az IPI kategoria),
immunhisztokémiai eredmények (CD10, BCL2, BCL6, MUML1 pozitivitas, 90 % feletti MIB-
1 expresszid) és a leggyakrabban eléfordulod genetikai eltérések FISH modszerrel vizsgalva
(BCLS6 transzlokacio és BCL2 nyerés). Altalanosan a p<0,05 értéket tekintettiik statisztikailag
szignifikdnsnak. A statisztikai analizishez az R statistical software version 4.2.0 és a

survminer package v0.4.9 statisztikai szoftvert hasznaltuk.



4. Eredmények

4.1. Klinikai jellemz6k

A vizsgalatba bevont betegek atlag életkora a diagndziskor 65 év volt (életkori tartomany:19-
91 év), a betegek 65,2%-a (161/247) volt 65 év feletti, 46,6% (115/247) férfi és 42,9%-anak
(106/247) mértek a diagndziskor emelkedett LDH értéket. Az IPI csoportok megoszlasa a
kovetkezo volt: IPI 0-1 a betegek 23,5%-a (58/237), IPI 2 a betegek 27,9%-a (69/247), IPI 3
volt a betegek 34,4 %-a (85/247), IPl 4-5 az esetek 14,2%-a (35/247). A betegek majdnem
fele, 46,2%-a (114/247) altalanos allapotat tekintve ECOG 2-4-es volt. A vizsgalt betegeknek
74,1%-anal el6rehaladott stadiumot (I11-1V) allapitottunk meg a diagndziskor, mely az
irodalmi adatokkal 6sszehasonlitva magasabb aranyt jelent. Nodalis megjelenéstit DLBCL-t az
esetek 74,9%-aban (185/247) dokumentaltunk, mig az extranodalis betegseg aranya 25,1 %-
nak (62/247) bizonyult. A paciensek tobbsége (94,7%) R-CHOP vagy hasonl6 kezelést kapott

els6 vonalban.

4.2. Immunhisztokémia eredmények

Osszesen 234 betegnek volt értékelhets IHC eredménye. A MYC, BCL2, BCL6 és MUM1
protein expresszid aranya 52,1%, 66,2%, 72,6% és 78,6 % volt. A DEL (MYC és BCL2
koexpresszid) aranya a vizsgalt anyagunkban 33,3% volt, és nem fordult elé szignifikansan
gyakrabban a non-GCB altipusban (P=0,112).

MIB-1 antitesttel meghatarozott magas proliferacios indexet (>90%) 26,2%-ban talaltunk.

A Hans algoritmus szerint meghatarozott non-GCB eredetit DLBCL aranya 63,7 % (149/234
eset) volt, a GCB eredetli alcsoport aranya pedig 36,3% (85/234 eset). A Hans besorolas
ebben a tanulmanyban megbizhaténak bizonyult, mivel mas munkacsoport altal GEP
vizsgélat soran azonositott, differencialtan expresszalt gének, valamint a Hans klasszifikacio

alapjan a DLBCL esetek 82,6%-ban azonos besorolast nyertek.

4.3. Interfazis FISH eredmények

Osszesen 220 betegnek volt értékelhetd FISH eredménye. FISH vizsgalattal MYC
transzlokaciot 16 esetben talaltunk (7,3%) és ezek mindegyike MYC protein pozitivitast is
mutatott. Osszesen 4 esetben (1,8%) detektaltunk MYC kdpiaszam nyerést.

A BCL2 transzlokaciét 7,3 %-ban talaltunk, és minden eset a GCB csoportbha tartozott
(p<0,001). BCL2 kbépiaszdam nyerés az esetek 14,1%-aban volt jelen. A leggyakoribb

citogenetikai eltérés a BCL6 transzlokacio volt, az esetek 21,4 %-aban detektaltuk, és
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szignifikdnsan gyakrabban fordul el6 a non-GCB alcsoportban (p=0,006). BCL6 gén nyerést
Osszesen 2 esetben talaltunk.

MYC és a BCL2 transzlokaci6 egyiittes el6fordulasa, un. ,,double hit limfoma” 4 esetben volt
jelen, és mindegyik eset a GCB csoportba tartozott. Vizsgalati anyagunkban mindharom gént

érint6 aberracid nem fordult eld.

4.4. Talélési eredmeények

Az atlagos 52 honapos kovetési id6é (tartomany:0-131 hénap) alatt 140 beteg esetében
észleltink progressziét vagy relapszust. A kezelésre adott altalanos valaszarany 78,4% és a
komplett remisszié ardnya 47% volt. Az EFS24 56,2% volt Kaplan-Meier becsléssel
meghatarozva (CI:50,4-62,8%). Az 5-éves OS 45,4%-nak adddott (Cl1:39,5-52,1%).

Az IPI érték és a BCL6 protein expresszid volt a teljes- és az eseménymentes tulélésnek is
szignifikans prediktora az egyvaltozos analizis eredményei alapjan. A magasabb IPI érték
rovidebb taléléssel tarsul, mig a BCL6 protein pozitivitds kedvezd prognozist jelent. A
MUMI pozitivitds szignifikansan kedvez6tlenebb eseménymentes taléléssel jar, a teljes
tulélés esetében azonban nem tudtunk kildnbseget kimutatni MUM1 negativ és pozitiv
csoport kdzott. A BCL6 atrendez6désnek, a BCL2 gén kdpiaszam nyerésnek, az IGH::MYC és
IGH::BCL2 transzlokaciénak nincs prognézist befolyasold szerepe. Eredményeink alapjan a
Hans algoritmus szerint meghatarozott GCB és non-GCB alcsoportok teljes- és
eseménymentes tulélése nem kulonbozik szignifikdnsan. A DEL fenotipus esetén sem volt
szignifikans OS vagy EFS kulénbség a non-DEL esetekkel dsszehasonlitva.

Az 1. tdblazat mutatja be 220 beteg Cox-féle regresszidé analizisének eredmeényeit. A
tobbvaltozos szamitas szerint a magas IPI érték bizonyult az OS és EFS szignifikéans flggetlen
negativ, mig a magas (>90%) MIB-1 és a BCL6 protein expresszio szignifikans fiiggetlen

pozitiv prediktoranak.
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5. tablazat: Teljes- és eseménymentes talélés Cox regresszid analizise

T

Nem 0,723 0,501-1,106 0,094 0,817 0,551-1,212 0,315
IPI
IPI'1 ref. ref.
IPI 2 4,732 1,952— <0,001" 3,698 1,502-9,106  0,004"
11,474
IPI 3-5 10,45 4,515- <0,001" 8,600  3,702-19,976 <0,001"
1 24,193

CD10 expresszié 1581 0,975-2,566 0,063 1,626  0,975-2,713 0,063
BCL6 expresszio 0,649 0,425-0,990 0,045° 0,623  0,398-0,976 0,039"
MUM1 expresszi6 1,194  0,694-2,053 0,523 1,454  0,789-2,679 0,230
MIB-1>90% 0,581 0,364-0,927 0,023° 0597 0,367-0,971 0,038"
MY C expresszio 1,071 0,724-1,585 0,732 1,141  0,758-1,719 0,528
BCL2 expresszio 0,993 0,656-1,503 0,973 0,952  0,6183-1,466 0,824
BCL6 0,967 0.617-1.514 0,883 1,057 0,667-1,676 0,813
transzlokéacio

BCL2 kopiaszam 0,984 0,589-1,643 0,950 1,105 0,649-1,882 0,713
nyereés

A molekularis markereket tekintve a referencia csoport mindig a negativ. A csillaggal jelolt

adatok statisztikailag szignifikansak.
n.a: nincs adat (még nem érték el a median talélést vagy nincs elég adat)
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5. Osszefoglalas

Jelen vizsgalatban IHC és FISH modszereket alkalmaztunk rituximabbal kezelt DLBCL -es
betegek szOvetmintain, és az eredmények alapjan hataroztuk meg a COO szubtipusokat a
Hans algoritmus szerint. Az altalunk vizsgalt betegcsoportban a COO fenotipusok k6zoétt nem
volt szignifikans kilonbség sem a teljes-, sem az eseménymentes tulélést tekintve. Ez az
eredmény meglepd volt, mert kordbbi vizsgalatok a GCB alcsoport szignifikansan jobb
talélési adatait demonstraltak.

A BCL6 és a magas MIB-1 expresszié (>90%) pozitiv prognosztikai hatassal bir mind
a teljes-, mind az eseménymentes tulélésre. Vizsgalatunk eredményei alapjan az OS és az EFS
legerdsebb fliggetlen rizikofaktora tovabbra is az IPI. Ezek alapjan még a rituximab éréban is
jelentds kiilonbség van a kiilonbodzo IPI csoportok talélése kozott.

Kutatasunknak szdmos erdssége és korlatja van. Vizsgalatunk hatranya a retrospektiv
jellege, ennek kovetkeztében bizonyos analiziseket adathiany miatt nem tudtunk elvégezni,
ezt tukrozi a vizsgalatbol Kkizart betegek szdma is. Kiemelendé a bevont betegszam (247
DLBCL-es beteg 7 magyar centrumbol), mely részletes és reprezentativ tulélés elemzést tett
lehetové. Ezek az eredmények tovabb pontosithatjak a DLBCL-es betegek progndzis

becslését, és hozzajarulhatnak tovabbi vizsgalatok tervezéséhez ebben a témaban.
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6. Az Uj eredmények dsszefoglalasa

1. Vizsgalatunk az els6 magyar multicentrikus, reprezentativ, nagyszamiu DLBCL-es
betegeket magaban foglaldé tanulmany, mely a prognosztika alapjat képezo
immunhisztokémiai és citogenetikai adatok feldolgozasa mellett részletesen értekeli a betegek

talélési adatait.

2. Kutatasunk igazolja DLBCL-ben a BCL6 fehérje mind az OS-re, mind az EFS-re gyakorolt
fuggetlen, pozitiv prediktiv szerepét a poszt-rituximab éraban. Vizsgalatunk alapjaul
szolgalhat tovabbi prospektiv, a B-sejt differenciacié génjei altal kodolt proteinek

prognosztikai szerepét vizsgalo tanulményok tervezéséhez DLBCL-ben

3. Tudomasunk szerint mi vizsgalatunk az els0 nemzetkozi szinten is, mely a magas MIBI
expresszid (>90%) fuggetlen pozitiv prediktiv értékét bizonyitja mind az OS-t, mind az EFS-t
tekintve DLBCL-ben.

4. Vizsgalataink meger6sitik az EFS24 prediktiv szerepét in vivo klinikai és radiomikai

paraméterek alapjan DLBCL -es betegekben

5. Munkacsoportunk egyedulallé vizsgalatban igazolta a RIT hatékonysagat relabalo vagy
refrakter DLBCL-ben olyan esetekben, amikor az autolog éssejt atiiltetés nem elérhet6. Ennek
a terapias modalitasnak jelenleg nem indikaciéja a DLBCL Magyarorszagon. Eredményeink
alapjan a RIT-nek lenne létjogosultsaga olyan refrakter vagy relabal6 DLBCL-es betegek

esetében, akik az autolog Gssejt atiiltetést nem vallaljak, vagy nem alkalmasak ré.
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