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Roviditések jegyzéke

ABC
ALK
BIiTE
BCL2
BCL6
B2M
CAR-T
CD

Cl
CNS-IPI
COO
CR
CREBBP
DAB
DEL
DHL
DLBCL
DNS
EBV
ECOG
EFS
EFS24
ESMO
EZH2
FITC
FDG
FISH
FFPE
FOXP1
GCB
GCET1
GEP

aktivalt B-sejtes, activated B-cell like

anaplastic lymphoma kinase

bispecifikus antitest, bispecific T-cell engager,

B-sejtes lymphoma protein 2, B-cell lymphoma 2

B-sejtes lymphoma protein 6, B-cell lymphoma 6

béta-2 mikroglobulin

kiméra antigén receptor-T, chimeric antigen receptor T
cluster of differentiation, sejtfelszini antigén

konfidencia intervallum, confidence interval

kodzponti idegrendszer IPI

sejteredet, cell of origin

komplett remisszio, complete remission

(CAMP response element binding)-binding protein
3,3’-diaminobenzidin-tetrahidroklorid

double expresszor limfoma

double hit limfoma

diffuz nagy B-sejtes limfoma, diffuse large B-cell lymphoma
dezoxiribonukleinsav

Epstein-Barr-virus

Eastern Cooperative Oncology Group

eseménymentes tulélés, event-free survival

24 hénapos eseménymentes tulélés, event-free survival 24
European Society for Medical Oncology

enhancer of zeste homologue 2

fluoreszcens izotiocianat

Bfluoro-dezoxigliikéz

fluoreszcens in situ hibridizacio, fluorescence in situ hybridization
formalinban-fixalt paraffinba agyazott, formalin-fixed paraffin-embedded
forkhead box protein 1

centrum germinativum B-sejtes, germinal centre B-cell like
germinal center B-cell expressed transcript-1

génexpresszids profil, gene expression profile
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GNA13
HGBL
HHVS8
HR
HSR
iIFISH
19G
IHC

IPI
KMT2D
KPI
KSHV
LDH
LMO2
MEF2B
MLL
MUM1
MYC
MYD88
NFKB
NGS
NCCN
NCCN-IPI
NHL
0S

PR
R-IPI
RIT
RNS
SGK1
SUV
TET2
THL
TLG

G protein subunit alpha 12

magas malignitasi B-sejtes limfoma, high grade B-cell lymphoma

human herpeszvirus 8

es¢ly-hanyados, hazard ratio

homogénen festddd régid, homogeneously staining region
immunglobulin G

immunhisztokémia, immunohistochemistry

nemzetk6zi prognosztikai index, international prognostic index
histone-lysine N-methyltransferase D

Kyoto prognosztikus index, Kyoto prognostic index
Kaposi szarkéma-asszocialt herpeszvirus

laktat dehidrogenaz

LIM domain only 2

myocyte enhancer binding factor 2B

mixed lineage leukemia

multiple myeloma oncogene 1

myelocytomatosis oncogene cellular homologue

myeloid differentiation primary response 88

nukledris faktor kappa B, nuclear factor kappa B
ujgeneracios szekvenalds, next generation sequencing
National Comprehensive Cancer Network

National Comprehensive Cancer Network IPI
non-Hodgkin limféma

overall survival, teljes talélés

parcialis valasz, partial response

modositott nemzetkdzi prognosztikai index, revised IPI
radioimmunoterapia

ribonukleinsav

serum glucocorticoid-regulated kinase 1

standard felvételi érték, standardized uptake value

tet metilcitozin dioxigenaz 2, tet methylcytosine dioxygenase 2
triple hit limfoma

teljes 1€zi6 glikolizis, total lesion glycolysis
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TMTV
TNFRSF1
WES
WHO
WTS

metabolikus tumor tomeg, total metabolic tumor volume
tumor necrosis factor receptor superfamily member 1
teljes exom szekvenalas, whole exome sequencing
Egészségiigyi Vilagszervezet, World Health Organization

teljes transzkriptom szekvenalas, whole transcriptome sequencing



1. Bevezetés

1.1. ADLBCL éaltalanos jellemz6i és WHO osztalyozasa

A diffuz nagy B-sejtes limfoma (DLBCL) a nyirokrendszer B-limfocita eredetii, agressziv,
rosszindulat daganata, melyet a gyors novekedés jellemez. A DLBCL vilagszerte a non-
Hodgkin limfoma (NHL) leggyakoribb altipusa, a feln6ttkori NHL-k mintegy 30-40%-a, az
agressziv limfomak 80%-a (1).

Incidencidja az Eurdpai Unidban 3-4/100000/év, 50-60 éves kor felett gyakoribb (2).
Diagnoziskor az atlag életkor 66 év, az 6t éves tulélés a korral csokken: 55 éves kor alatt 78%
szemben a 65 év felettieknél tapasztalt 54 %-kal (3).

A DLBCL tobbféle betegség entitast foglal magéba, melyek nagyon kiillonboznek klinikai,
szOvettani és biologiai jellegzetességeiket tekintve.

Ezt a heterogenitast tiikrézi az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) legtjabb, 2023-ban
publikalt osztalyozasa is (4).

¢s klinikai megjelenését tekintve eltérd entitast kiillonboztet meg. Megjeldlnek szervspecifikus
folyamatokat, virusasszocialt limfomaékat, specidlis genetikai eltérést hordoz6 altipusokat,
atmeneti limfomakat és immundeficienciaval jard entitasokat is. Az esetek legnagyobb része
(tobb mint 80%-a) tovabbra is a diffuz nagy B-sejtes llimfoma, NOS kategoriaba sorolando,
mely szintén heterogén entitas rendkiviil valtozé prognoézissal. A DLBCL, NOS kategoriaba
sorolt esetek 30-40%-a primer extranodalis megjelenésti, a betegek atlag életkora 65-70 év a

betegség felismerésekor (5).



Erett B-sejtes limfomak 2023-as WHO klasszifikacidja

Nagy B-sejtes limfomak
Diffuz nagy B-sejtes limfoma, NOS
T-sejt/hisztiocita-gazdag B-sejtes limfoma
Diffaz nagy B-sejtes limfoma/high grade B-sejtes limfoma MYC és BCI2 atrendezédéssel
ALK-pozitiv nagy B-sejtes limfoma
Nagy B-sejtes limfoma IRF4 atrendez6déssel
High grade B-sejtes limfoma 11q atrendezédéssel
Limfomatoid granulomato6zis
EBV-pozitiv diffiz nagy B-sejtes limfoma
Krénikus gyulladassal asszocialt diffuz nagy B-sejtes limfoma
Fibrin-asszocialt nagy B-sejtes limfoma
Folyadék taltoltéssel-asszocialt nagy B-sejtes limfoma
Plazmoblasztos limféma
Immunprivilegizalt régiok nagy B-sejtes limfomaja
Primer cutan diffiiz nagy-B-sejtes limfoéma, 1ab tipusu
Intravaszkularis nagy B-sejtes limfoma
Primer mediasztinalis nagy B-sejtes limfoma
Mediasztinalis sziirke zéna limfoma
High grade B-sejtes limfoma, NOS
Burkitt limféma
Burkitt limfoma
KSHV/HHV8-asszocialt B-sejtes limfoid proliferaciok és limfomak
Primer effuzionalis limféma
KSHV/HHV8-pozitiv diffuz nagy B-sejtes limfoma
KSHV/HHV8-pozitiv germinotrop limfoproliferativ betegség
Immundeficiencidval és diszregulacidval asszocialt B-sejtes limfoid proliferaciok és limfomak
Immundeficienciabol/diszregulaciobol ered6 hiperplaziak
Immundeficienciabol/diszregulaciobol eredd polimorf limfoproliferativ betegségek
EBV-pozitiv mucocutan fekély
Immundeficienciabol/diszregulaciobol eredd limfomak

Immun-asszocidlt limfoid proliferaciok és limfomak velesziiletett zavara

DLBCL NOS - tovabb nem osztalyozhat6 DLBCL; EBV - Epstein—Barr-virus, KSHV- Kaposi

szarkoma-asszociat herpeszvirus; HHV8 — human herpeszvirus 8



1.2. A DLBCL diagnézisa

A diagnozis felallitasahoz excizids minta vagy core biopszia szOvettani, immunhisztokémiai
¢s fluoreszcens in situ hibridizacids (FISH) vizsgalata sziikséges. A finomtli biopszia soran
nyert minta nem elegendd a megfeleld patologiai értékeléshez. A hematoxilin-eozin festéssel
késziilt szovettani képre altaldnossagban jellemzd, hogy a tumorsejtek kdzepes vagy nagy
limfocitak kerek vagy ovalis sejtmaggal és vezikularis kromatinnal. A klasszikus DLBCL
morfoldgia centroblasztos, immunoblasztos és anaplasztikus lehet. A DLBCL-NOS eseteken
kiviil a tobbi entitast tekintve nem mindig van jelen diffiz ndvekedési mintazat, emiatt a
legijabb WHO osztalyozas a diffuz nagy B-sejtes limfoma helyett a nagy B-sejtes limfoma
elnevezést hasznalja az altipusok jelolésénél (4). Immunhisztokémiai vizsgalatokkal a
tumorsejtek CDI19, CD20 ¢és CD22 pozitivitdst mutatnak. A pontosabb altipus
meghatarozashoz rutinszeriien tovabbi sejtfelszini (CD5, CD138, CD10), citoplazmatikus
(BCL2, CD30, ALK) és magi fehérjék (MUM1, BCL6, MYC, FOXP1) vizsgélata is torténik.
A genetikai eltérések FISH technikaval vizsgalhatok a rutin gyakorlatban (MYC, BCL6, BCL2
transzlokacid/amplifikacio), diagnosztikus kétség esetén napjainkban a célzott szekvenalas is

elérheté (EZH2, MLL, CREBBP, MYDS8, TET2 stb.) (6).

1.3. A DLBCL prognozisa, prognosztikai rendszerek

Az elmult két évtizedben szamos fazis III tanulmany megerdsitette, hogy a standardnak
szamitd6 R-CHOP kezelés (rituximab, ciklofoszfamid, hidroxidaunorubicin, vinkrisztin és
prednizon) a betegek 50-60 %-at meggyodgyitja. Azoknak a betegeknek, akik elsé vonalban R-
CHOP immunkemoterdpiat kapnak, ¢és a diagndzist kovetd 24 honapon beliil
eseménymentesek (EFS24), kivalo a teljes talélésiik, hasonld a nemben és korban illesztett
altalanos populaciohoz (7-9).

Az esetek 10-15 %-a primer progrediald vagy refrakter betegség, mig kb. 30-40%-uknal az
elsé két évben relapszus kovetkezik be (10). A relabalt vagy refrakter betegeknek csak a 20
%-a gyogyithatd tovabbi immunkemoterapiaval és ezt kovetden autolog hemopoetikus Gssejt
atiiltetéssel (11).

Szamos prognozist becsld rendszert dolgoztak ki, melyek segitséget adnak a diagnoziskor a
betegek kockazatanak felmérésében, és a terapids dontéshozatalban. Ezek kozil a
leggyakrabban hasznalt a Nemzetkozi Prognosztikai Index (International Prognostic Index,
IPI), melyben 5 klinikai paraméter szerepel: 60 évnél magasabb életkor, emelkedett laktat-

dehidrogenaz (LDH) szint, egynél tobb extranodalis régi¢ érintettsége, III-1V-es stadium,



ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group) altal meghatarozott gyenge altalanos allapot
(2-4). Mindegyik paraméter megléte 1-1 pontot ér, ennek alapjan négy rizikd csoport
kiilonithetd el: alacsony, alacsony-kozepes, magas-kdzepes €s magas rizikdju alcsoportok
(12).

Az anti-CD20 monoklonalis antitest terapia (rituximab) bevezetését kovetéen az IPI
prognosztikai értéke jelentésen csokkent kiilonosen a magas rizikoju csoportokban (13-14).
Szamos probalkozas tortént a rituximab éraban 0j prognosztikai rendszerek kidolgozasara. A
revised IPl (R-IPI) ugyanazokat a paramétereket tekinti rizikofaktornak mint az IPI, de a
rizikocsoportok szama haromra csokkent (15). A National Comprehensive Cancer Network
IPI (NCCN-IPI) az IPI-nél jobban elkiilonitette az alacsony és a magas rizikdju csoportokat
négy kategoriat alkotva (16).

Bar ezek a kockazat becslé rendszerek a klinikai gyakorlatban széles korben hasznaltak, de
nem alkalmasak a magas rizikdju, rossz prognoézisu betegek azonositasara (17).

A Kyoto Prognosztikus Index (KPI) alkalmas egy extrém rossz progndzisu csoport
meghatarozasara, és pontos, ) talélést becslé modell lehet DLBCL-ben (18).

Az utobbi évek kutatidsai eredményeképpen lehetdvé valt a DLBCL altipusainak sokkal
részletesebb klasszifikacidja a genetikai abnormalitasok mintjara €s a génexpresszios
vizsgalatok eredményeire alapozva (19-21).

A technikai komplexitas és az anyagi korlatok megnehezitik ezeknek a prognosztikus

rendszereknek a rutinszerii alkalmazasat a mindennapi klinikai gyakorlatban.
1.4. A DLBCL vizsgalo modszerei

1.4.1. Immunhisztokémia (IHC)

Az immunhisztokémia fehérjék in situ szdvetstruktirahoz kapcsolt kimutatasara alkalmas
molekularis morfologiai modszer, mely egy fehérjét néhany aminosav sorrendjének és
specifikus antitestek kapcsolodasa utan teszi lathatovad szOvettani metszeteken. A
diagnosztikus patologia egyik legfontosabb modszere, az adott sejtek, illetve entitds
azonositdsa mellett segithet a daganatok prognozisanak felmérésében és a terapias
valaszkészségre utald egyedi jellemzOk feltarasaban is. A diagnosztikus gyakorlatban-
legtobbszor fehérjék mutathatoak ki a keletkezésiik, illetve a mikodésiik helyén, specifikus
antigén-antitest kotés alapjan. Az immunkotddés mikroszkopos vizsgalatat a rendszerbe

épitett enzimek (pl. tormaperoxiddz) illetve fémkolloidok (pl. arany) szines terméket
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eredményez6 katalitikus reakcioja vagy fluorokromok teszik lehetévé. A moédszer eldnye,
hogy egyedi sejt- vagy akar szubcellularis szintli megfigyeléseket tesz lehetdvé a komplex
szoveti struktura megtartasa mellett. Pontosan megitélhetd, hogy az adott fehérje a daganatsejt
melyik kompartmentjében (sejtmag, citoplazma, membran) lokalizalhatd ¢és milyen
mennyiségben. A minta lehet nativ/alkoholban fixalt sejt, fagyasztott metszet vagy
formalinban fixalt, majd paraffinba agyazott sejt/szovet metszete. Praktikus okokbol a
formaldehid-rogzités és paraffinbeagyazas modszere terjedt el, mely mintdkon egyes
antigének akar évtizedek mulva is kimutathatdak. A masodlagos antitestek az adott primer
antitest immunglobulin-alosztalyainak széles korét felismerni képes, tisztitott poliklonalis
immunglobulinok. A reakciotermék lathatova tétele torténhet immunenzimatikus ¢&s
immunfluoreszcens modszerrel. Az immunperoxidaz-reakciok el6hivasahoz
hidrogénperoxid-szubsztrat és altalaban DAB (3,3’-diaminobenzidin-tetrahidroklorid-barna)
kromogén hasznalatos. A reakcidban elbontott hidrogénperoxid-szubsztrat oxigénje oxidalja a
kromogént, melybdl rosszul oldodo, polimerizalt csapadék valik ki az antitestkotédés helyén.
Az immun alkalikus foszfataz reakcio szubsztratja valamilyen alfa-naftol-foszfat, kromogénje
lehet diazéniums6 (pl. 0 fukszin, ibolyavords) vagy indol-foszfat és tetrazoliumso (p. Nitro
Blue Tetrazolium, sotét-lilds kék). A reakcidk Un. azofesték képzddésen alapulnak, ahol a
di/tetrazonium vegytilet 1étrejottével keletkezik csapadék. Az immunfluoreszcens modszer
soran az antitestek jelzésére fluorokromokat hasznalnak, melyek megfelelé hullimhosszi UV
vagy lathato fénnyel gerjeszthetok (abszorpcid), ennek hatasdra magasabb hulldmhosszon
sotét latotérben fluoreszcens fényt bocsatanak ki (emisszio). Az immunfluoreszcens jelek
hagyoményos fluoreszcens mikroszkoppal vagy fluoreszcens digitalis mikroszkoppal
vizsgalhatok. Az immunfluoreszcens moddszert leginkdbb az immunologiai hatter(
vesebetegségek diagnosztikdjaban alkalmazzak.

Az immunhisztokémia jelentdsége kiilonosen a daganatpatologidban alapvetd, ahol a
tumorsejtek differencidl diagnosztikdja mellett a replikacids aktivitas és aktivalt/foszforilalt
fehérjék is detektalhatok. Ezek a fehérjék terapias célpontok lehetnek, igy kozvetleniil
befolyasoljak a klinikai dontéseket (22).

1.4.2. FISH

Az in situ hibridizacioval szoveti vagy barmilyen sejtprepardtumbdl szarmazo sejtekben
eredeti helyén tudunk komplementer DNS szakaszokat hibridizalni jelolt probakkal.

Legelterjedtebb valtozata a fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH). A fluoreszcens jeldlés
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lehet direkt médon a probahoz kotott. Az indirekt jelolések koziil a leggyakoribbak a biotin
vagy digoxigenin hapténnel jeldlt probak, melyeket azonban tovabbi detektalasi 1épésekkel
lehet lathatova tenni. A nukleinsav probahoz kapcsolt biotint avidin-FITC (fluoreszcens
izotiocianat) reakcioval lehet kimutatni. A nukleotidokkal konjugalt digoxigenin nagy
affinitdsi  peroxiddz vagy alkalikus fosztatdz enzimmel konjugalt antidigoxigenin
antitestekkel kapcsolhatd. Az enzimek 4altal katalizadlt kromogén kicsapddas vagy
kemilumineszcencia a jelet felerdsiti a direkt fluorokrommal jelolt probak alkalmazdsahoz
képest. A moddszer diagnosztikus célokra, kromoszomahibdk (delécio, transzlokéacio,
amplifikacid, inverzid, kopiaszdm-eltérések) célzott kimutatasara alkalmas. Az Un. interfazis-
FISH modszer lehetoséget ad nem o0sztddd, interfazisban 1€évo sejtek vizsgalatara, ezaltal
alkalmazhatd sejtszuszpenzion, sejttenyészeten, fagyasztott vagy paraffinos metszeteken is.
Az interfazis sejtmagban lényegesen lazdbb kromatin allapota miatt akar 100-500 kilobazis
(kb) nagysagu aberraciok is kimutathatok. A szimultan hibridizacios probak tobbszini
jelolése és kimutathatdosaga kiilonosen hasznos, amikor a szerkezeti eltérések kiilonbozo
kromoszomak régidit érintik, vagy ha tobb kromoszomat érintd szambeli eltérést sziikséges
egyszerre kimutatni. A vdlasztott szondakombinacidoknak olyan jelmintazatot kell
eredményeznie, ami eltér a kérdéses citogenetikai eltérés megléte vagy hidnya esetén. A
DNS-probakat a mar ismert genetikai eltérések kimutatasara tervezik, és harom f6 tipusban
sorolhatok. A kromoszdma ,,painting” probak metafazis kromoszéméakon adnak értékelhetd
eredményt, a vizsgalatot elsdsorban kutatési céllal végzik. A centroméra-specifikus probakat a
kromoszomak heterokromatinjara (tandem ismétlddé szekvencidk) tervezik, ¢és a
kromoszomak szambeli eltéréseit lehet kimutatni ezzel a modszerrel. A 16kuszspecifikus
probak gén- és torésspecifikus probdk, szerkezeti eltérések detektalasara alkalmasak: delécio,
transzlokacid, inverzid, amplifikacid. Egy vagy két gént jelolnek meg kiillonb6zd szinekkel
(altalaban zold és vords szinnel), igy kimutathaté az adott gén vagy gének érintettsége. A
lokuszspecifikus préba a mutacié tipusatol fliggéen tobbféle lehet. A delécios probak egy
adott génszakasz hidnyanak kimutatdsara alkalmasak. Amplifikaciés probak, melyek egy
génszakasz sokszorodasat detektaljak. A disszociacios (split) vagy ,,break apart” probak egy
gén toréspontjanak két oldalat jelolik két eltérd szinnel, altalaban zélddel és vordssel. Normal
esetben a szigndlok egymashoz nagyon kozel helyezkednek el, és atfedésiik miatt sarga jelet
adnak, mig transzlokaciokor a szignalok szétvalnak, egymastdl tdvolabb piros és zdld jelet
adnak.

A FISH szerepe a patologidban a daganatok genetikai hatterének egyre pontosabb

megismerésével folyamatosan boviil. Alkalmas a morfoldgia és az immunfenotipus altal
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meghatdrozott diagnozis genetikai hatterének megerdsitésére, az adott daganat altipus
besoroldsara, prognosztikai csoport besoroldsra. A klinikai gyakorlatban hasznalhato

rezidualis betegség nyomon kovetésére és célzott terapia indikalasara is (22).
1.5. Diagnosztikai és prognosztikai markerek attekintése

1.5.1. BCL6

A BCL6 human proto-onkogén a cenrum germinativum eredetli B-sejtekben (GCB)
expresszalodik elsdsorban, és a 3q27 kromoszoma atrendezddések vizsgalatakor azonositottak
(23-24).

A BCL6 egy 92-98 kDa molekulatomegii, nuklearis cinkujj fehérje és transzkripcios
represszorként funkciondl a csiracentrumon beliil. A B-sejtek plazmasejtes irdnyu terminalis
differencidlodésdhoz €s a centrum germinativumon beliil a B-sejt apoptdzis megeldzéséhez a
BCL6 gén csendesitése sziikséges, és ennek zavara fontos tényezdje a limfomagenezisnek
(25). A BCL6 fehérje fontos szerepet jatszik a csiracentrumok létrehozasaban és tobb
tanulmany is igazolta kedvez6 prognosztikai szerepét DLBCL-ben (26-30).

Az 6sszes genetikai aberracio koziil a BCL6 (3q27) atrendez6dés a leggyakoribb DLBCL-ben,
eléfordulasa 20-35% (31). A BCL6 (3q27) gyakran érintett kromoszoma transzlokaciok altal,
¢és ezek a genetikai eltérések az aktivalt B-sejtes (ABC) eredetit DLBCL-ben gyakoribbak. A
BCL6 atrendezddés és a betegek tulélése kozotti sszefiiggés nem teljesen egyértelmi, foleg a
rituximab éraban. Egyes vizsgélatok az eltérés tulélésre gyakorolt kedvezd hatdsat igazoltak
(32-33), mas vizsgalatokban nem volt prognosztikai szerepe (29, 34), de kedvezotlen

mutacioként is leirtak (35).

1.5.2. BCL2

A BCL2 gén a B-sejt érés soran csak atmenetileg expresszalodik, kozponti szerepet jatszik az
apoptdzis gatlasaban, ¢és ez altal a limfomagenezisben, illetve feleldssé tehetd a
kemoterapiaval szembeni rezisztenciaért is. A BCL2 protein génje a 18q21-es kromoszoman
helyezkedik el, és kozponti regulatora a mitokondrialis apoptézis szabalyozasnak (36). A
(14;18) transzlokaci6 a BCL2 gén fokozott expressziojat eredményezi, mivel a BCL2 gén az
immunglobulin nehézldnc gén enhancer génszakasza mellé keriil. A BCL2 mutaciok a
DLBCL-es esetek 15-20%-aban mutathatoak ki (37) és gyakoribbak a centrum germinativum
B-sejtes (GCB) alcsoportban (38).
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A BCL2 atrendezddés prognosztikai szerepe vitatott. A rituximab érdban kedvezdétlenebb
tulélést jelent a BCL2 transzlokacio, de csak a GCB alcsoporton beliil (39-40). A BCL2
protein expresszios rata DLBCL-ben 47-58 %, a pozitivitas kiiszobértéke 50-75% (41).

Egyes tanulmanyok szerint a BCL2 expresszio nem prediktiv a talélést tekintve (42-43).

Mas kutatok eredményei szerint a BCL2 protein fokozott expresszidja DLBCL-ben
kedvez6tlen prognozissal tarsul (44).

Ismertek olyan kozlések is, hogy a GCB tipusi DLBCL-ben a fokozott BCL2 expresszio
IgH::BCL2 transzlokacié eredménye, és nem befolyasolja a betegség kimenetelét. Az ABC
tipustt daganatokban a fokozott fehérje expressziéo a BCL2 gén amplifikacio és az NFKf
utvonalon keresztiili transzkripcidés aktivitds fokozddas eredménye, és kedvezdtlen

kimenetellel tarsul (45-46).

1.5.3. MYC

AMYC fehérje transzkripcios faktor, a gének tobb mint 15%-at szabalyozza, ezaltal serkentve
a proliferaciot (47).

A MYC egy potens onkogén, melyet a (14;18)-es kromoszoma transzlokacié targetjeként
fedeztek fel Burkitt limfomaban. A legtobb mutacio kovetkezménye a MYC onkogén
potencialjanak er6sddése, targetjei funkcionalis domének (48). A DLBCL-es esetek 5-14%-
anal irtak le a MYC (8924) transzlokaciot. A MYC atrendezédés DLBCL-ben gyakoribb 60
éves kor felett, elérehaladott stddiumban, magasabb IPI érték és extranodalis manifeszticio
esetén, de ezeket az eredményeket nem minden tanulmany tdmasztja ala konzekvensen. A
MYC atrendezddés a legtobb tanulmany szerint kedvezdtlen prognozist jelez és nagyobb
rizikoval bir kozponti idegrendszeri relapszusra (49).

Az utdbbi évek vizsgalati eredményei alapjan a MYC transzlokacid csak abban az esetben jar
kedvezétlen prognodzissal, ha a MYC partnere immunglobulin gén, és ha a génmutécid
fokozott fehérje expresszioval is jar. A MYC fehérje fokozott expresszidja a magban mas
mechanizmussal is kialakulhat, és dGnmagaban nem prognosztikai tényezé (50).

A MYC atrendez6dés az esetek 60-80%-aban BCL2 vagy BCL6 atrendezdédéssel is tarsul.
Ezek az un. double hit vagy triple hit limféomak, a de novo DLBCL-es betegek 5-7%-a (51), a
2016-0s WHO Kklasszifikacioban kiilon entitasként szerepel ,,High grade B-sejtes limfoma
MYC és BCL2 és/vagy BCL6 atrendezddéssel “(52). Ez a DLBCL-es altipus extrém rossz
progndzissal bir, az atlag ttlélés kevesebb, mint 6 honap (53-57).

Az alcsoport genetikai jellegzetességeinek felfedezését kovetéen a Hematolimfoid Tumorok

WHO osztalyozasanak 6todik kiadasaban Ujra értékelték, és atnevezték ezt az alcsoportot:
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Difftiz nagy B-sejtes limfoma/high-grade B-sejtes limfoma MYC és BCL2 atrendezédéssel
(DLBCL/ HGBL-MYC/BCL2) (4).

A MYC és BCL2 atrendez6déssel bird limfoid tumorok gén expresszios profilja kizarélagosan
centrum germinativum eredetii, mig a MYC ¢és BCL6 atrendezddést hordozd limfomak ettdl
teljesen kiillonb6z6 genetikai spektrummal birnak (58).

DLBCL-ben a MYC protein pozitivitas 5-40% (59-61). Néhany tanulmany szerint DLBCL-
ben a MYC és BCL2 protein egylittes expresszidja 30%-ban fordul eld, ezek az un. ,,double
expressor” limfomak (DEL) (62). Tekintettel arra, hogy a C-MYC/BCL2 immunhisztokémiai
vizsgélatok nehezen reprodukalhatok, ezért a C-MYC/BCL2 egylittes pozitivitdsa nem
szerepel tényezoként a terapias dontéshozatalban.

A MYC gén amplifikaciét a DLBCL-es esetek 2-20%-aban irtak le, hatasa a MYC protein

expressziora és a prognozisra bizonytalan (63-64).

1.5.4. MIB1/Ki67

A MIB1 egy monoklonalis antitest, melyet a Ki67 nuklearis antigén felismerésére
fejlesztettek ki. A Ki67 a sejtciklus proliferacios fazisaiban fejezddik ki (Gl1, S, G2, M
fazisban), a MIB1 expresszidja a tumor proliferacios ratdjat jelzi. A Ki67 expresszio és a
limfoma progndzisanak sszefiiggése még vitatott kérdés. Egyes tanulményok szerint a magas
Ki67 index kedvezdtlen prognodzissal tarsul (a kiiszobérték:60-75%) (65), mas vizsgalatok
eredményei alapjan pedig nincs Osszefiiggés a Ki67 index és a prognozis kozott (66). Egyes
vizsgalatok szerint a magas Ki67 index fokozott MYC aktivitasra utalhat, igy ez esetekben

célszerii lehet a MYC gén FISH vizsgalata (65).

1.6. DLBCL osztalyozasa a sejteredet szerint

A terapiara adott eltérd valasz, a biologiai variabilitds a DLBCL molekularis heterogenitasat
feltételezi. Ahhoz, hogy a diagnoziskor felismerjiik, hogy melyik beteg lesz az, aki nem
megismerése. A DLBCL genetikai feltérképezése és a részletes immunhisztokémiai és
citogenetikai vizsgalatok az Uj teripiak felfedezéséhez is elengedhetetlenek. A DLBCL
kiilonb6z6 bioldgiai altipusainak felismerése mérfoldkének szamit ezen a kutatasi teriileten.
Alizadeh és munkatarsai 2000-ben microarray technika segitségével a DLBCL két altipusat
azonositottak, melyek génexpresszidos mintdzata a B-sejt differenciacid kiillonb6zo fazisaira
jellemzdek. Az egyik altipus esetén a B-sejtek a centrum germinativumra jellemzdé géneket

expresszalnak (centrum germinativum B-sejtes DLBCL, GCB DLBCL), a masik altipus
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esetén a génexpresszid a periférias vérben in vitro aktivalt B-sejtekre jellemzd (aktivalt B-
sejtes DLBCL, ABC DLBCL) (67). Ez a két sejteredet (cell of origin, COO) szerint
meghatarozott altipus kiilonbozik mind a genetikdt mind a prognozist tekintve. Az ABC
altipus jelentésen kedvezotlenebb progndzissal tarsul, mint a GCB altipus az immunterdpia
bevezetése ellenére is. Alizadeh és munkatarsainak eredményei alapjan a DLBCL-es betegek
atlagos ot éves tulélése 52 % volt, a GCB tipusba sorolt betegek 6t éves tulélése 76 %,
szemben az ABC tipust DLBCL-es betegeknél tapasztalt 16%-kal. (1.abra). A betegek
talélési adatait vizsgaltak a kiilonb6zo IPI alcsoportokban is. Eredményeik szerint az alacsony
rizikoju (IP1 0-2) betegek esetében is szignifikansan kedvezdtlenebb az ABC csoportba

tartozo betegek teljes tulélése a GCB szubtipusuakkal dsszehasonlitva.
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1. abra: GCB ¢és ABC altipusba sorolt DLBCL-es betegek tulélése (67)

A rituximab hozzdaddsa a standard CHOP terapidhoz javitotta az eredményeket, de a
talélésbeli kiiliinbség GCB ¢és ABC csoport kozott megmaradt. A GCB csoportba sorolt
betegek 5 éves tulélése 80% koriili szemben az ABC csoportban tapasztalt 50%-kal a
rituximab éraban (68).

A GEP (gén expresszios profil) vizsgélatok alapjan a GCB szubtipusu DLBCL-re a kovetkezd
gének fokozott expresszidja jellemzdé: EZH2, GNA13, MEF2B, KMT2D, TNFRSF14, B2M,
CREBBP, SGK1. Ezek a gének a normalis GC B-sejtekben is aktivak. Gyakori eltérés GCB
szubtipus esetén a IGH::BCL2 fuzio, ami (14;18) (q32;q21) transzlokacid kovetkeztében jon
1étre (69).

Az ABC szubtipust alkot6 sejtek a csiracentrumot mar elhagytak, vagy korai plazmablasztos
fenotipust mutatnak. Jellemz6 a B-sejt jelatviteli utak ¢és az NFxB fokozott aktivitasa, a

MUM! és a c-FLIP gének tulmikodése az egészséges ABC eredetli B-sejtekhez hasonloan
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(26). Gyakoriak a B-sejt receptor jelatviteli utak mutacioi pl. MYD88, CD79B, PIM1,
NOTCH1, NOTCHZ2, TP53 és a genetikai eltérések, melyek a B-sejt differencidciot blokkoljak
pl. a BCLG6 atrendez6dés (69).

1.6.1. DLBCL Kklasszifikaciéja immunhisztokémiai médszerekkel
Mivel a GEP technikak nem elérhetéek a mindennapi Kklinikai gyakorlatban, ezek

helyettesitésére kiilonb6zé immunhisztokémiai algoritmusokat dolgoztak ki, melyek néhany
biomarker segitségével lehetdvé teszik a molekularis vizsgalatok eredményeinek rutinszerti
alkalmazasat, ezaltal a sejteredet meghatarozasat a protein expresszid alapjan. A szdvettani
kép onmagaban nem elegendd a diagnozis felallitisdhoz. Altalanossagban a centroblasztos
daganatok inkdbb GCB, mig az immunoblasztos DLBCL inkabb ABC eredetii, de a
morfologiai alapon elkiilonitett csoportok tulélése nem tér el szignifikansan (6). A
biomarkerek koziil a GCB markerek a kovetkezok: CD10, BCL6, GCET1 és LMO2, az ABC
markerek: MUM1/IRF4 és a FOXP1 (2. abra).
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2. abra DLBCL sejteredet szerinti osztalyozasai immunhisztokémiai modszerekkel (70).

A legeldszor bevezetett, és a gyakorlatban leggyakrabban hasznalt a Hans algoritmus, hdrom

marker kimutatasan alapul: CD10, BCL6, MUMI1. A fenti markerek hozzaadasaval tovabbi
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algoritmusokat dolgoztak ki a sejteredet immunhisztokémiai alapti meghatarozasara (Colomo,
Muris, Choi). Egyes tanulmanyok szerint az immunhisztokémiai algoritmusokkal
meghatarozott DLBCL altipusok jol korreldlnak a GEP eredményekkel, és azokhoz hasonléan
szignifikans kiilonbség mutatkozik a GCB és ABC altipus teljes talélése kozott (3. abra). Az
utobbi évek kutatasai alapjan azonban a GEP technikék altal meghatarozott sejteredet jobban
korrelal a tuléléssel Osszehasonlitva az immunhisztokémian alapuld sejteredet
meghatarozassal (71). Az ABC eredetli tumorok elkiilonitése immunhisztokémia
modszerekkel bizonytalan, emiatt IHC moddszerrel meghatarozott alcsoport esetén ABC

helyett a non-GCB megjel6lést hasznaljuk.
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3. abra: A Muris (A), a Hans (B) és a Choi (C) algoritmus alapjan GCB és non-GCB (ABC)
csoportba sorolt DLBCL-es betegek tulélése (72).

1.6.2. A DLBCL molekularis klasszifikacidja
Az Alizadeh féle sejteredet meghatarozas a génexpresszids profil alapjan lehetdséget adott a

DLBCL-es betegek pontosabb riziko becslésére. A GCB és az ABC szubtipusok kiilonb6zo,
jellegzetes genetikai térképpel birnak. Az esetek 10-20%-a azonban ezzel a mddszerrel nem
klasszifikalhatdo (71), ezért felmeriilt tovabbi modszerek kidolgozasanak igénye. GEP
vizsgalatot végezni friss, fagyasztott mintdkon a mindennapi klinikai gyakorlatban nem

rutinszert eljaras. A diagnosztikai modszerek fejlddésével elvégezhetdvé valtak a molekularis
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vizsgélatok formalinban fixalt, paraffinba agyazott (FFPE) szovetmintakon, ezaltal lehetdség
nyilt a DLBCL-es esetek tovabbi molekularis osztalyozasara.

2018-ban Schmitz és munkatarsai 574 DLBCL-es beteg friss, fagyasztott mintait vizsgaltak
teljes exom ¢és transzkriptom szekvenalassal (WES és WTS) (19). A szerzok bizonyitottak,
hogy a mashova nem osztdlyozhato6 DLBCL kategoria esetén NOTCH2 mutacié és BCL6
transzlokacié figyelhetd meg egyszerre, és a GCB és ABC altipustol teljesen elkiilonithetd
kategoriarol van szd. Olyan algoritmust dolgoztak ki, mely a genetikai aberraciok egyiittes
elé6fordulasan alapszik, ennek alapjan négy genetikai szubtipust hataroztak meg, és az esetek
47%-at tudtdk igy besorolni. Az MCD altipusra MYD88L265P ¢és CD79B mutaciok
jellemzoek, altalaban az ABC tipusok sorolhatok ebbe a kategériaba. A BN2 altipusra BCL6
fizio és NOTCH2 mutacié jellemzd, az N1 csoport NOTCH1 mutici6é jelenlétével
jellemezhetd, és altalaban ABC szubtipusti. Az EZB altipust esetek sejteredet szerint a GCB
szubtipusba tartoznak, az EZH2 mutacio és a BCL2 transzlokacido egyidejii jelenlétével
jellemezhetoek. A kiilonbdz6 szubtipusokban sorolt DLBCL-es betegek progndzisa és
molekularis karakterisztikaja az adott alcsoportra jellegzetes, tehat ezek a szubtipusok is
kiilonb6zd prognosztikai alcsoportokat definidlnak. Az ABC alcsoportban az MCD ¢és N1
kategoridba sorolt betegek kedvezbtlenebb progndzissal birnak, a BN2 tipusba sorolt ABC
DLBC-es betegek jO prognoézissal jellemezhetéek a tobbi ABC DLBCL-es beteghez
viszonyitva. A GCB DLBCL-es betegek koziil az EZB szubtipusba tartozéak rosszabb
prognozissal jellemezhetéek a tobbi GCB DLBC-es beteggel 0Osszehasonlitva. Ez a
munkacsoport pontos targeteket jelolt ki az egyes nagy rizik6ja alcsoportokon beliil, pl. az
MCD kategoériaba sorolt betegek jol reagalnak ibrutinib kezelésre a konstitutivan aktiv B-sejt
receptor jelatvitel miatt.

Chapuy ¢és munkatarsai 2018-ban hasonld atfogd genetikai vizsgalatokat folytattak 304 R-
CHOP-val kezelt DLBCL-es beteg mintait felhasznalva (73). Mas algoritmust alkalmazva,
mint Schmitz és munkatarsai, 6t DLBCL alcsoportot azonositottak a jellemzd genetikai
tulajdonsagaik alapjan (cluster 1-5, C1-C5), melyekbe az esetek 96%-at tudtak besorolni. C1
tipusra jellemz6 a BCLG6 transzlokacio és a NOTCH2 vagy SPEN mutacio, ezek alapjan a BN2
szubtipussal identikus kategéria. A C2 altipusra a TP53 mutacid jellemzd. A C3 tipusba
tobbnyire GCB eredeti DLBCL-es betegek tartoznak, BCL2 transzlokacioval és az
epigenetikai regulatorok mutacioival jellemezhetd6 (EZH2, CREBBP vagy KMT2D), a C3
szubtipus ¢és a Schmitz altal leirt EZB altipus hasonl6 entitasok. A C4 altipusba altaldban a
hiszton mutacidkkal bir6 esetek tartoznak. A C5 kategoria jellegzetes mutacioi a MYD88 ¢és a

CD79B, ami az MCD tipussal azonos. A klinikai adatokat tekintve a C3 szubtipusu GCB
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DLBCL ¢és a C5 szubtipusu ABC DLBCL prognézisa hasonldé az MCD ¢és az EZB
szubtipusokéhoz.

Lacy és munkatarsai 2020-ban 928 DLBCL-es beteg mintajat vizsgaltak, és 6t molekularis
alcsoportot kiillonboztettek meg (74). Az elsé a MYD88 klaszter, mely tobbek kozott MYD88
mutécioval jellemezhetd, €és ide tartozott a primer kozponti idegrendszeri limfomak és a
primer herelimfomak tobbsége. Ez az alcsoport kedvezdtlen prognézisu, és dontéen ABC-
DLBCL eseteket foglal magéaban, az MCD ¢és és a C5 klaszterhez hasonld. A jo prognozisu
BCL2 csoport a t(14:18) transzlokacidval jellemezhetd, ezen kiviil gyakoriak még KMT2D-,
CREBBP-, EP300- és TNFRSF14- génmutaciok. SOCS1/SGK1 csoport a primer
mediasztinalis limféoma genetikai jellegzetességeit hordozza. A TET2/SGK1 csoporthoz
hasonléan kedvezé kimenetelli, a C4 klaszternek megfeleld genetikai eltéréseket reprezental,
¢s GCB-DLBCL-es esetek tartoznak ezekbe a katergoriakba. A NOTCH2 csoport NOTCH?2,
BCL6 és CD70 mutéaciokkal jellemezhetd, intermedier prognozist, €s sejteredet szerint
mindharom kategoriaba sorolhatd DLBCL-es eseteket magaba foglal (75).

Wright és munkatarsai 2020-ban k6zolték eredményeiket, hét szubtipusra egészitették ki az
addig definialt négy alcsoportot (MCD, BN2, N1 és EZB). Ez a klasszifiké4cios algoritmus
(LymphGen) a vizsgalt kohorsz 63,1%-at tudta osztalyozni (76). Az uj A53 csoportba sorolt
esetek TP53 inaktivacioval és aneuploiditassal jellemezhetéek. Az ST2 csoportra a
JAK/STAT jelatviteli ut mutacioi jellemzdek, ezen kiviil tovabbi harom gén gyakran
parhuzamosan jelen levé mutacidi vannak jelen: SGK1, TET2, P2RY8. Az ST2 klaszterbe
sorolt esetek tobbsége centrum germinativum eredetli DLBCL. Az EZB csoportot tovabbi két
altipusra osztottdk: EZB/MYC- és EZB/MYC+. Ez utobbi rossz progndzissal tarsul és a
double/triple hit (DH, TH) és transzformalt follikularis limfomanak felel meg (4. abra) (77).

A kiilonb6zd kutatocsoportok altal meghatarozott molekularis csoportok nem mutatnak
100%-o0s konkordanciat, ennek oka valdsziniileg a kiilonb6zd bioinformatikai analitikai
modszerek alkalmazasa a kutatasokban. Schmitz és Chapuy tanulmanyai bizonyitottak, hogy
a DLBCL molekuléaris genetikai osztalyozdsanak klinikai jelentdsége van. A mostanaban
megjelent adatok alapjan NGS vizsgalatok eredményeire alapozva a DLBCL-NOS 150
ismétlodo, driver mutacioval jellemezhetd, esetenként atlagosan ezeknek a mutacioknak 8%-a
van jelen (78).

Ezek a molekularis alcsoportok egyelére még nem szerepelnek a legujabb WHO
osztalyozasban (WHO-HAEMS), mivel prognozist és terapiat befolyasold jelentdségiik

igazolasahoz tovabbi klinikai vizsgalatok sziikségesek.
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A molekularis osztalyozas ismerete egyrészt betekintést nyajt a DLBCL patogenezisébe,
masrészt a jovoben segithet a klinikusoknak azon betegcsoport meghatarozasaban, akik a
standard immunokemoterapiara nem vagy nem megfeleléen reagalnak, és mas terapiak

alkalmazasara lehet sziikség.
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4. abra: A DLBCL molekularis osztalyozasa és az alcsoportok bioldgiai jellemz6i (79)

1.7. DLBCL staging és restaging

A kezelés elotti stadium megallapitasra €s a terapia hatdsossaganak lemérésére az Ann Arbor
klasszifikacio és a Lugano kritériumokat hasznaljuk (80-81).

A diagndzis felallitasdt kovetéen a betegség stadiumdnak ¢és  kiterjedésének
meghatdrozasahoz, majd a terapia hatékonysdganak a megitéléséhez is képalkotd vizsgalat
elvégzése sziikséges. Az utobbi években magas szenzitivitdsa miatt a CT hasznalatat
felvaltotta a 8fluoro-dezoxiglikoz (FDG) pozitron-emisszios tomografia computer
tomografiaval kombinalva (PET-CT) (82). A PET-CT a strukturalis képalkotas mellett

metabolikus informdacidkat is szolgaltat, mely a tumorok fokozott gliikdzanyagcseréjébdl
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adodik. A daganat metabolikus aktivitdsanak jellemzésére a szemikvantitativ, un. standard
felvételi értéket (standardized uptake value, SUV) hasznaljuk, mely megadja, hogy az adott
régioban a radiofarmakon koncentracidja hanyszorosa annak, mintha az egész testben
egyenletesen oszlana el. A teljes metabolikus tumortdmeg (total metabolic tumor volume,
TMTV) és a teljes 1€zi6 glikolizis (total lesion glycolysis, TLG) a maximalis SUV érték
mellett tovabbi fontos Szemi-kvantitaiv paraméterek, melyek prognosztikai szerepét tobb
tanulmany is vizsgalta (83-85).

A terapia hatékonysaganak lemérésére mind az interim, mind a zar6 PET-CT-n a Deauville 5
pontos skala alkalmazasa javasolt, a maj és a mediasztinalis vérpool aktivitasat alkalmazva
referencia értéknek. A Deauville score 1-2-3 komplett metabolikus valaszt jelez (82). A
SUVmax érték szazalékos csokkenése (delta SUVmax) egy szemikvantitativ paraméter, mely
alkalmas a beteg prognodzisanak becslésére. Egy vizsgalat adatai szerint a 67,5 %-0s delta
SUVmax a cut off érték, mely a jo és rossz prognozisu betegeket elkiiloniti (87).

2-4 ciklus kezelés alkalmazasa utan késziilt interim PET-CT eredmény prognosztikai szerepe
ellentmondésos.

Munkacsoportunk (Ritter és mtsai.) 85 DLBCL-es beteg két kozpontban késziilt staging PET-
CT vizsgalatabol nyert in vivo radiomikai €s klinikai adatainak a prognosztikai jelentdségét
vizsgalta. A kovetés soran a 2 éves eseménymentes tulélést jelolték meg klinikailag relevans
végpontnak, mely 64,7 %-nak bizonyult. Chi? teszt segitségével vizsgaltak a klinikai
jellemzdék és a progresszio Osszefliggéseit. Eredményeik szerint a 2 éven beliil progredilo
betegcsoporton beliil szignifikdnsan nagyobb ardnyban voltak jelen magas IPI-vel és
stadiummal jellemzett, illetve a non-GCB csoportba sorolt betegek. Automatizalt gépi tanulas
segitségével egy kétéves eseménymentes talélést eldrejelzd modellt hoztak 1étre. A tuléléssel
szignifikans Osszefliggést mutatdé radiomikai paraméterek: a tumor maximalis atmérdje, a
TMTYV, TLG és két, a tumor heterogenitasat jelzd érték. A SUVmax és a klinikai paraméterek
kevésbé voltak prediktivek az EFS24 tekintetében (9).

A csontvel0 érintettség aranya DLBCL-ben 15-20%, és kedvezdtlen kimenetelt jelez (86).
Amennyiben a staging képalkotd vizsgalat PET-CT, és nincs vérkép eltérés, a csontveld
vizsgéalat nem kotelez6. A PET-CT taldlati ardnya a csontveldben 75% koriili, alacsony
tumortdmeg esetén adhat alnegativ eredményt.

Mostandban a keringd tumor DNS mérése igéretes és aktivan vizsgalt modszer a kezelésre

adott valasz felmérésében (88).
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1.8. A DLBCL kezelése

1.8.1. A DLBCL standard kezelése

Diagnoziskor a betegség pontos altipusanak meghatarozasa a WHO legujabb, 2023—ban
megjelent klasszifikacioja alapjan fontos, a kezelést is meghatarozo tényez6. Az esetek kb.
80%-a sorolhat6 a diffuz nagy B-sejtes limfoma, NOS kategoriaba. A DLBC, NOS standard,
els6 vonalbeli kezelése hazankban tovabbra is az R-CHOP immunokemoterapia. Ezzel a
terapiaval a betegek 50-60%-a meggyogyithato (79).

Diagnéziskor meg kell hatarozni a CNS-IPI-t is a kozponti idegrendszeri érintettség
megitélésére. Ez a rizikd becslé skala az IPI 5 paraméterén kiviil a vese- és mellékvese
¢érintettséget tekinti tovabbi riziko tényezdnek. Azoknal a betegeknél, akik magas rizikojtak,
koponya MRI elvégzése, liquor citologia és aramlasi citometria javasolt (89).

Annak ellenére, hogy 5 randomizalt tanulmany koziil egyik sem erdsitette a meg a szisztémas
vagy intratekalis profilaxis hatékonysagat, az NCCN és az ESMO (European Society for
Medical Oncology) iranyelvek tovabbra is javasoljak alkalmazasukat magas rizikoji betegek
esetében (90).

Azokban az esetekben, amikor FISH vizsgéalattal MYC és BCL2 és/vagy BCL6 gén
atrendez0dés azaz double vagy triple hit limfoma (DHL, THL) igazolddik (ezek a WHO
2016-o0s klasszifikacidja alapjan az Gn. high-grade B-sejtes limfomak MYC és BCL2 és/vagy
BCL6 atrendezddéssel), az R-CHOP kezelés nem elég hatékony, dozis-korrigalt (dose-
adjusted) R-EPOCH (rituximab, etopozid, prednizolon, vinkrisztin, ciklofoszfamid) kezelés
javasolt (91).

A MYC atrendezédéssel jaro DLBCL-es esetek talélése kedvez6tlenebb R-CHOP terapiat
kovetden Osszehasonlitva a MYC atrendezddésre negativ esetkhez képest (49).

Egy multicentrikus, fazis II tanulmany a lenalidomid kezelés hatékonysagat igazolta MYC
atrendezOdéssel jaro esetekben az R-CHOP kezeléshez els6 vonalban hozzaadva (92).

Az esetek kb. 30%-a sorolhato a diagnodziskor I-és Il-es stadiumba. Ilyen korai stadiumu
betegség esetén (ha nem bulky tumorr6l van szd, azaz a tumor atmérd <7,5 cm) 3 ciklus R-
CHOP és irradiacio vagy 4 ciklus R-CHOP is elegendd lehet, amennyiben az interim PET CT
komplett remissziot jelez. A betegek kb. 70%-a el6rehaladott stadiuma (III-1V) a
diagnoéziskor, ezekben az esetekben 6 ciklus R-CHOP kezelés javasolt.

A Dbetegek 10-15%-a primer refrakter az elsévonalbeli R-CHOP kezelésre (nem keriil
komplett remisszioba vagy 6 honapon beliil relabal), és 20-25 % azoknak az aranya, akik a

kezdeti jo reagalas utan 2 éven beiil visszaesnek (11).
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A relabalt vagy refrakter betegek kb. 50%-a alkalmas autolog hemopoetikus &ssejt
transzplantaciora, Ok altalaban platina alapii mentd terapiat kapnak, ezek a kovetkezd
protokollok: R-DHAP (rituximab, dexametazon, citarabin, ciszplatin) R-ICE (rituximab,
ifoszfamid, carboplatin, etopozid), R-GDP (rituximab, gemcitabin, dexametazon, ciszplatin).
Amennyiben a PET CT alapjan reagaltak a mentd kezelésre, szintén kb. a betegek 50%-a,
akkor autoldog hemopoetikus Ossejt transzplantacié elvégzése javasolt. A gydgyulasa arany
25-35% koriili (93). Az autolog hemopoetikus transzplantaciéra nem alkalmas vagy utana
relabalo és a mento kezelésre refrakter betegek tovabbi kezelése mar individualis.

Az allogén hemopoetikus 0&ssejt transzplantacidé is lehet kurativ, amikor az autolég
transzplantacid nem hoz gyogyulast. Ugyanakkor a magas transzplantacioval kapcsolatos
mortalitds miatt az innovativ gyogyszerek megjelenésével parhuzamosan egyre jobban
hattérbe szorulo terapias lehetdség (79).

Megemlitendd terapias modalitas még a radoimmunoterapia (RIT). A leggyakrabban hasznalt
a vttrium-jelslt ibritumomab tiuxetan (*°YIT), ami egy egér eredetii anti-CD20
monoklonalis antitest a radioaktiv, béta sugarzé *yttriummal kombinilva. A jelenleg
érvényben 1évé ESMO iranyelvei kozott nem szerepel a RIT a DLBCL terapids lehetdségei
kozott. Munkacsoportunkkal az Egyesiilt Arab Emirségek limfoma regisztere alapjan a
regionalis korhazak 2004 és 2008 kozott diagnosztizalt °YIT kezelésben részesiilt betegeinek
eredményeit elemeztiik egy retrospektiv, egykara, kohorsz vizsgalat keretein beliil. A kezelés
indikéacios kore messze szélesebb volt az FDA dltal elfogadottndl az ASCT korlatozott
elérhet6sége miatt. Non-Hodgkin limfomaval 111 beteget regisztraltak ebben az idészakban,
koziiliik 54 részesiilt Y IT kezelésben, az alabbi indikiciokban: korai stddiuma (I-11), nem
bulky, indolens B-sejtes NHL, szisztémas rituximab tartalmi immunokemoterapia utan
relabalé follikularis limfoma, follikularis limfomabol atalakult agressziv limféma, szisztémas
rituximab tartalmi immunokemoterdpia utdn relabalt DLBCL. A masod- vagy
tobbedvonalban kezelt (nagyrészt DLBCL-es) betegeknél a median EFS 33 hoénapnak
bizonyult. Eredményeink hasonléak a madas vizsgéalatokban leirt adatokhoz elfogadhato

mellékhatas profil mellett (94).

1.8.2. Uj terapias lehetdségek

A CAR-T (kiméra antigén receptor-T) sejtes kezelés jelentds paradigmavaltast eredményezett

crer

sejtek, melyek targetje legtobb esetben a CD19 sejtfelszini antigén. A pivotalis
vizsgélatokban relabalt vagy refrakter DLBCL-es betegeknél az axicabtagene ciloleucel, a
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tisagenlecleucel és a lisocabtagene maraleucel 52-82%-os teljes valaszaranyt és 40-54%-0s
komplett remissziot eredményezett (95-97). A liso-cel és az axi-cel masodvonalban is
torzskonyvezésre kertilt. Jelenleg Magyarorszagon csak klinikai vizsgalat keretein beliil érhetd
el a kezelés. Az autoldg transzplantaciot kivaltod szerepe is igazolast nyert.

A polatuzumab vedotin, egy toxin-konjugalt antitest, targetje a CD79b, a B-sejt receptor
komplex alkot6ja. Transzplanticiora alkalmatlan betegek kezelésére elfogadasra keriilt
rituximabbal és bendamustinnal kombinalva (98).

A tafasitamab egy humanizalt citolitikus CD19-ellenes antitest, lenalidomiddal kombinalva
hatékonynak bizonyult transzplantaciora alkalmatlan betegek kezelésére (99).

Toxin-konjugalt antitest a loncastuximab tesirine is: humanizalt anti-CD19 monoklonalis
antitest a citotoxikus pyrrolobenzodiazepin dimerhez (PBD) kapcsolva. A pivotalis
vizsgalatban relabalt vagy refrakter DLBCL-es betegeket vontak be, akik mar legalabb két
vonalbeli kezelésben részesiiltek, és legalabb egy évig kaptak a kezelést. A teljes valasz arany
48% volt, és a betegek 24%-anal sikeriilt komplett remissziot elérni (100).

A bispecifikus antitestek (BiTe) targetjei a tumorsejtek ¢és a T-sejtek, sejtmedialt citotoxicitast
eredményeznek. Az anti CD19 blinatumomab volt az elsé lymphomaban alkalmazott BiTe
terapia. Egy fazis 2 tanulmanyban relabalt/refrakter betegek esetében a teljes valasz arany
43% volt 19%-os komplett remisszid6 mellett. Stulyos, a terapia leallitasat eredményezd
neurologiai mellékhatas az estetek 22%-aban 1épett fel (101).

A glofitamab és az epcoritamab targetjei a CD3 ¢és a CD20 antigének, a valaszarany
meggy6z0 tobbedik kezelési vonalban is (102-103). A mosunetuzumab (anti-CD20/CD3)
fazis 1 tanulméanyban hatékonynak bizonyult relabalt vagy refrakter betegek esetében, akik
atlagban mar 3 korabbi terapias vonalban részesiiltek, és a betegek egy része CAR-T sejtes
kezelésen is tul volt (104).

Az apoptozist célzo BCL2-gatlo venetoclax, a B-sejt receptor jelatvitelt gatlok (Bruton tirozin
kinaz gatlo ibrutinib és a lenalidomid) és az epigenetikai regulatorok (EZH2-gétld
tazemetostat) monoterdpiaban kevésbé hatékonyak relabalod vagy refrakter betegségben, de a

kombinacios kezelésekkel szamos klinikai vizsgalat van folyamatban (105-108).
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2. Célkitiizések

Kutatasunk céljaként a PTE Pathologiai Intézetben diagnosztizalt, az orszag kiilonb6z6
centrumaiban kezelt DLBCL-es betegek szoOvettani anyagainak immunhisztokémia és
interfazis FISH vizsgalatat tiiztiik ki. A rendelkezésiinkre allo, formalinban fixalt, paraffinba
agyazott szovetblokkokbol DNS és RNS izolalast terveztink mas munkacsoport Aaltal
végzendd, next generation sequencing (NGS) alapi genomikai és NanoString alapt
expresszios profil vizsgalatokhoz.

A patologiai vizsgalatokkal parhuzamosan a betegek klinikai és tulélési adatainak
feldolgozasat terveztilk. Vizsgalatunk f6 célja, hogy értékeljik az IPI és a molekularis
biomarkerek szerepét, ezek segitségével klinikailag konnyen alkalmazhatdé prognosztikus
modellt hozzunk létre az eseménymentes €s teljes tilélés becslésére.

Célul thztiik ki, hogy a kombinalt immunhisztokémiai, iFISH és expresszios profil adatok
alapjan a DLBCL-en beliil homogén betegségcsoportokat hozzunk 1étre. Ezen csoportok
klinikai stadium, IPI score és talélési adatait statisztikailag hasonlitjuk dssze a prognosztikai
csoportok meghatarozasa érdekében. A feno- és genotipus adatokat Osszevetjiik a klinikai
stddium és monitorizalasi adatokkal. Célunk volt, hogy az immunhisztokémiai adatokat
felhasznalva a Hans algoritmust kovetve meghatarozzuk a vizsgalt populacioban a GCB ¢és a
non-GCB szubtipusba tartoz6 DLBCL-es betegek aranyat, meghatarozzuk a progndzisukat, és
Osszevetjlik a klinikai adatokkal, illetve Osszehasonlitjuk az eredményeinket a nemzetkdzi
kutatéasi eredményekkel.

A DLBCL-es betegek 30-40%-a a jelenlegi terapiakkal nem gydgyithato meg. Vizsgalatunk
vezérelve a tulélést leginkdbb meghatarozé biomarkerek azonositdsanak igénye volt. Célunk a
betegséget fenotipus- és genotipus szinten meghataroz6 tényezok pontosabb megismerése.
Vizsgalatainkkal a betegség komplex patomorfologiai, fenotipus, citogenetikai, expresszios
profil, szignal transzdukcids, mutacios, valamint Klinikai prognosztikai monitorizalasat

kivantuk elvégezni.
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3. Anyag és moédszer

Jelen kutatasi programban a PTE Pathologiai Intézetben 2010 januar és 2017 marcius kozott
diagnosztizalt és az orszag hét kiilonb6zo hematologiai centrumaban kezelt DLBCL-es
betegek anyagait vizsgaltuk a ,,DLBCL Nemzeti Innovaciés Onkogenomikai és Precizids
Onkoterapias Program” keretein beliill. A multicentikus, retrospektiv kohorsz vizsgalatot a
Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai Kézpont Regionalis Kutatasetikai Bizottsaga (RIKEB) és
az Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs Kutatasetikai Bizottsaga (ETT TUKEB) az 50268-
8/2017 szam alatt fogadta el.

3.1 Mintak

Retrospektive dsszesen 342 DLBCL-es beteg diagnosztikus, kezeletlen, formalinban fixalt,
paraffinba agyazott blokkjat vizsgaltuk. A 342 esetbdl 95-6t kizartunk hidnyos
klinikpatoldgiai adatok miatt, igy Osszesen 247 beteg eredményeit értékeltiik tovabb a
vizsgalatban.

Minden mintat két tapasztalt patologus véleményezett. A végleges patologiai eredmény a
vizsgalatunk alatt érvényben 1év0 érett B-sejtes limfomak 2016-os WHO klasszifikacio
diagnosztikus kritériumai alapjan keriilt megallapitasra (52). Jelen tanulmanyunk targyat a
DLBCL-NOS (not otherwise specified, mashova nem osztalyozott) csoportba tartozd
betegségek képezték. A Burkitt limfoma eseteket a WHO meghatarozas alapjan kizartuk. A
ritka €s szubjektiv morfoldgiai jegyek alapjan véleményezett, in. diffilz magas malignitast B-
sejtes limfoma (HGBL) esetek a tanulményban részt vettek.

A vizsgalatba bevont DLBCL-es beteg diagnosztikus, kezeletlen, formalinban fixalt,
paraffinba 4gyazott blokkjdn a tumor fenotipus stratifikacidja és proliferacios jellemzése
tortént meg CD10, CD20, BCL2, BCL6, MUM1, MYC ¢és MIBI1/Ki-67 markerekkel
immunhisztokémiai eljarassal. A vizsgalt kohorsz szdvettani blokkjait interfazis
citogenetikaval IGH::MYC, IGH::BCL2, BCL6 génatrendezddésekre, valamint MYC, BCL2
¢s BCL6 gén nyerésre vizsgaltuk. A formalinban fixalt, paraffinba agyazott szovetblokkokbol
DNS-t izolaltunk mas munkacsoport altal végzendd, next generation sequencing (NGS) alapt
genomikai vizsgalatokra. A FFPE blokkokbol RNS-t izolaltunk. Ebbdl expresszids profil
vizsgalatok torténtek kollaboracidban, NanoString technologidval, Pan CancerProgression /
SignalPathway platformoknak megfelelden vagy sense / antisense NGS eljarassal. 173

mintaban volt genom expresszios profil (GEP) vizsgalat elvégezheto.
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3.2. Immunhisztokémiai vizsgalatok

Az immunhisztokémiai vizsgalatokhoz a standard protokollnak megfeleléen CD10, 56C6
klon; CD20, L26 klon (Visionbiosystems Novocastra, UK); MUM1/IRF4, MUMIp klon;
BCL2, 124 klon; BCL6, PG-B6p klon (Dako, Dania); MYC, Y69 klon (Abcam, UK); Ki-67,
B56 klon (Hisztopatologia Kft.,, Magyarorszag) specifikus primér antitesteket, valamint
Envision+ System-130 HRP (DakoCytomation, Dania) és Bond Polymer Refine Detection
(Leica Biosystems, UK) el6hivo reagenseket hasznaltunk (5. abra).

A Hans algorimus szerint pozitivnak tekintjiikk a tumort egy adott markerre, ha legalabb 30%-
os membran vagy intracitoplazmatikus pozitivitast mutat. A GCB altipusba soroljuk a tumort,
ha CD10+ (BCL6+/-, MUM1+/-) illetve, ha CD10-, BCL6+, MUML1- fenotipust mutat.
Minden mas fenotipust (CD10-, BCL6+, MUM1+ vagy CD10-, BCL6-, MUM1+) a non-GCB
csoportba sorolunk (26). A dupla expresszor limfoma (DEL) definicioja a kombinalt MYC
(>40%) ¢és BCL2 (>50%) immunhisztokémiai pozitivitas (109).
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5. abra: Immunhisztokémiai reakciok. A: MUMI pozitivitds a sejtmagban, B: BCL6
expresszio, C: CD10 pozitiv DLBCL, D: MIB1 festés- magas proliferacios index (Dr. Pajor
Laszl6 anyagéabol)
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3.3. Interfazis FISH vizsgalatok

A paraffinba agyazott blokkok S5um-es metszetein a DLBCL-ben ismert leggyakoribb
genetikai eltérésekeit detektaltuk interfazis fluoreszcens in situ hibridizacios eljarassal.
Fluoreszcens szondaval a kovetkezd génmutacidkat vizsgaltuk: IGH::MYC, IGH::BCL2,
BCL6 génatrendez6dés, 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 reakciok eredményeit Zeiss Axioplan-
MOT 1I fluoreszcens mikroszkopban értékeltiik ki ,,grid sampling” és ,.color rationing”
modszerekkel (110). Az IGH::BCL2 ¢és az IGH::MYC atrendezédésket dupla fazios FISH
szondakkal vizsgaltuk, mivel a non-1G::BCL2 atrendez6dés ritka DLBCL-ben, a non-
IG::MYC fuzi6 prognosztikai jelentdsége pedig nem egyértelmii. A non-1G::BCL2 és a non-
IG::MYC faziok jelmintazata BCL2 vagy MYC gén nyerésként mutatkozott a vizsgalati
anyagunkban. Atrendezédésre pozitivnak értékeltik a tumort IGH::MYC, IGH::BCL2 és
BCLG6 szonda esetén, ha a fuzids vagy a disszocialt FISH jel a sejtmagok legalabb 50%-aban
megjelent. A MYC, BCL2 és BCL6 nyerés definicioja magaban foglalja a relevans
kromoszdma poliploiditasanak a hianyat és/vagy legalabb egy géntdbblet kimutathatosagat a
sejtmagok legalabb 50%-éban, illetve ,dupla paranyok™ (,,double minutes”) és/vagy
»gyongyfiizérszerii jelek” (,,beaded lace-like”) ¢€s/vagy megszamlalhatatlan (homogénen

festddo régio- ,,HSR vagy felhészerii- ,,cloudy-like”) jelolédés jelenlétét (6. abra).

29



6. abra: Tipusos iFISH jel mintazatok. A: MYC-piros (P), IGH-zold (Z) jel, IGH::MYC
atrendezddés-sarga fuzios jel; B: BCL6 telomerikus 3q27 régié P jel, centromerikus 3q27
régi6 Z jel, intakt BCL6 gén-kolokalizalt szignalok, BCL6 gén torés—6nallo Z / P jelek; C:
MYC (P), IGH (Z), CEP8-Aqua (A), ~9-szeres P/Z illetve P/A arany (kb. 16 MYC géntGbblet),
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< homogénen fest6do régido — HSR, << felhészer( iFISH jelolddés; D: BCL2 P jel, IGH Z jel,
~ 3.5-sz0r0s P/Z amplifikacio (~ 5 BCL2 géntobblet), E: ~ 4-szeres P-Z kolokalizalt jel / mag
(~ 6-szoros BCL6 géntobblet), telomerikus 3q27 régid Z jel, centromerikus 3q27 régio P jel,

D és E gyongyfizér szerli iFISH jel mintazat — intrakromoszomalis gén sokszorozodas (111)

3.4. Klinikai adatgyijtés

A Dbetegek részletes klinikai és laboratoriumi eredményeit a korlapokbdl gyajtottik ki. A
betegek vizsgalt klinikai adatai a kovetkezok voltak: életkor a diagnozis idején, a beteg neme,
LDH érték a diagnozis idején, IPI érték, altalanos allapot ECOG szerint, tulélési adatok (teljes
talélés: overall survival - OS, eseménymentes talélés: event-free survival - EFS, 24 honapos
eseménymentes tulélés - EFS24) és az alkalmazott terdpidk. Az elsd vonalbeli kezelés az
esetek donté tobbségében R-CHOP volt, egy-egy egyedi esetben alkalmaztak ett6l eltérd
terapiat, ezek kozott szerepel: R-DHAP, ofatumumab-DHAP, alemtuzumab-CHOP, R-
GEMOX (rituximab, gemcitabin oxaliplatin), R-EPOCH (rituximab, etoposid, prednizon,
vinkrisztin, ciklofoszfamid, hidroxidaunorubicin), R-CEOP (rituximab, ciklofoszfamid,
etopozid, vinkrisztin, prednizon).

Az adatokat tapasztalt hematologus tekintette at. A betegség stddiumot a modositott Ann
Arbor és Lugano klasszifikacio alapjan allapitottuk meg (81). A komplett remissziot (CR), a
parcidlis valaszt (PR), a refrakter betegséget, és a relapszust a moddositott Cheson-féle
kritériumok alapjan hataroztuk meg. Az EFS definicioja az az idd, ami a kezelés végétdl a
betegség progresszidjaig vagy barmilyen okbol bekdvetkezett halal idejéig eltelt. Az EFS24
azt jelenti, hogy a beteg a terdpia végeétdl szamitott 24 honap mulva is €l és minden

betegséggel kapcsolatos eseménytdl mentes.

3.5. Statisztikai modszerek

A Kklinikai valtozok kozotti Osszefiiggés megallapitasara, valamint a feno- és genotipus
paraméterek megoszlasinak vizsgalatara Chi? tesztet hasznaltunk. Egyvaltozos talélési
analizisre a Kaplan-Meier gorbéket hasznaltuk medidn talélés meghatarozassal (95 %-0s
konfidencia inetrvallummal: CI) és a log-rank probat alkalmaztuk. A tobbvaltozos Cox-féle
regresszioszamitast hasznaltuk a talélés (OS és EFS) fliggetlen prognosztikai faktorainak
meghatarozasara. Ezek a kovetkezOk voltak: klinikai adatok (nem és az IPI kategodria),
immunhisztokémiai eredmények (CD10, BCL2, BCL6, MUMI pozitivitas, 90 % feletti MIB-
1 expresszid) és a leggyakrabban eléforduld genetikai eltérések FISH modszerrel vizsgalva

(BCL6 transzlokacié és BCL2 nyerés). Altalanosan a p<0,05 értéket tekintettiik statisztikailag
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szignifikansnak. A statisztikai analizishez az R statistical software version 4.2.0 (112) és a

survminer package v0.4.9 statisztikai szoftvert hasznaltuk (113).
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4. Eredmények

4.1. Klinikai jellemzok

Az 1. tablazat foglalja 6ssze a vizsgalatba bevont 247 beteg klinikai adatait. Az atlag életkor a
diagnoziskor 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 diagnéziskor emelkedett
LDH értéket. Az IPIl csoportok megoszlasa a kovetkezé volt: IPI 0-1 a betegek 23,5%-a
(58/237), IP1 2 a betegek 27,9%-a (69/247), IPI 3 volt a betegek 34,4 %-a (85/247), IPI 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 elérehaladott stadiumot (I1I-
IV) allapitottunk meg a diagndziskor, mely az irodalmi adatokkal dsszehasonlitva magasabb
aranyt jelent. Nodalis megjelenési DLBCL-t az esetek 74,9%-aban (185/247)
dokumentaltunk, mig az extranodalis betegség aranya 25,1 %-nak (62/247) bizonyult. A
paciensek tobbsége (94,7%) R-CHOP vagy hasonld kezelést kapott els6 vonalban. A
leggyakoribb ment6 protokollok az R-ICE és az R-DHAP voltak.
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1. tablazat: A betegek klinikai jellemz6i

L

Kor (év)

<60 86 35

> 60 161 65
Nem

Férfi 115 47

N6 132 53
IPI

0-1 58 24

2 69 28

3 85 34

4-5 35 14
Megjelenés

Nodalis 185 75

Extranodalis 62 25
Stadium

I-11 64 26

"n-1v 183 74
ECOG statusz

0-1 133 54

2-4 114 46
LDH

Normal 141 57

Emelkedett 106 43

4.2. Immunhisztokémia eredmények

A Hans algoritmust felhasznalva, CD10, BCL6 és MUMI1 markerek segitségével a sejteredet
alapjan a kovetkezd csoportokat hatdroztuk meg:

1: CD10+/BCL6-/MUM1- 0 GC GCB1

2: CD10+/BCL6+/MUM1- 31 GC GCB1

3: CD10+/BCL6+/MUM1+ 30 GCx GCB1
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4: CD10-/BCL6+/MUM1- 19 GC GCB2

5: CD10-/BCL6+/MUM1+ 91 NGCx non-GCB2
6: CD10-/BCL6-/MUM1+ 58 NGC non-GCB1
7: CD10+/BCL6-/MUM1+ 5 GCx GCB-1

m CD10+/BCL6+/MUM1-
= CD10+/BCL6+/MUM1+
CD10-/BCL6+/MUM1-
m CD10-/BCL6+/MUM1+
CD10-/BCL6-/MUM1+
m CD10+/BCL6-/MUM1+

O®GC: 36,32%

ONGC: 63,68%

7. abra: Immunfenotipusos megoszlas a Hans algoritmus szerint a vizsgalt DLBCL-es

betegeink immunhisztokémiai adatai alapjan (n=234)

A non-GCB eredetti DLBCL aranya 63,7 % (149/234 eset) volt, a GCB eredetii alcsoport
aranya pedig 36,3% (85/234 eset) (7. abra). A Hans algoritmus alapjan publikalt mas
tanulmanyok eredményeivel dsszehasonlitva a mi vizsgalt beteganyagukban a GCB limfoma
gyakorisdga alsé tartomdny korili, még jelentds non-GCB limfoma thlsulyt tapasztaltunk
(114-115).

A Hans besorolas ebben a tanulményban megbizhatonak bizonyult, mivel mas munkacsoport
altal GEP vizsgalat soran azonositott, differencialtan expresszalt gének, valamint a Hans
klasszifikacio alapjan a DLBCL esetek 82,6%-ban azonos besorolast nyertek (111).

A Hans algoritmus alapjan meghatarozott alcsoport €s a GEP vizsgalatok kozotti kiilonbséget
magyarazza az a tény, hogy a DLBCL esetek 15-20%-a GEP vizsgalattal nem osztalyozhat6
kategoriaba tartozik, és ezeket az eseteket imunhisztologiaval sem lehet besorolni (109).

A 2. tablazat foglalja 0ssze az immunhisztokémia eredményeinket és ezek megoszlasat a
Hans-féle sejteredet szerint. Osszesen 234 betegnek volt értékelhetd IHC eredménye. A
MYC, BCL2, BCL6 ¢és MUMI protein expresszio aranya 52,1%, 66,2%, 72,6% ¢és 78,6 %
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volt. A DEL (MYC és BCL2 koexpresszio) aranya a vizsgalt anyagunkban 33,3% volt, és
nem fordult el6 szignifikansan gyakrabban a non-GCB altipusban (P=0,112).

MIB-1 antitesttel meghatarozott magas proliferacios indexet (>90%) 26,2%-ban talaltunk. A
BCL6 fehérje expresszid szignifikansan gyakrabban fordult eld a magasabb proliferacios

aktivitassal (>90%) jellemezhet6 esetekben (82,5% vs 69,6%, p=0,047).

2. tablazat: Immunhisztokémiai eredmények a GCB és non-GCB alcsoportokban

MYC

Negativ 40 (47) 72 (48) 112 (48)

Pozitiv 45 (53) 77 (52) 122 (52)
BCL6

Negativ 6(7) 58 (39) 64 (27)

Pozitiv 79 (93) 91 (61) 170 (73)
MUM1

Negativ 50 (59) 0 50 (21)

Pozitiv 35 (41) 149 (100) 184 (79)
BCL2

Negativ 38 (45) 41 (28) 79 (34)

Pozitiv 47 (55) 108 (72) 155 (66)
CD10

Negativ 19 (22) 149 (100) 168 (72)

Pozitiv 66 (78) 0 66 (28)
DEL

Negativ 62 (73) 94 (63) 156 (67)

Pozitiv 23 (27) 55 (37) 78 (33)

4.3. Interfazis FISH eredmények és osszefiiggéseik

A 3. tablazat mutatja be az IFISH vizsgalatok eredményeit és ezek aranyat az egyes COO
alcsoportokban. Osszesen 220 betegnek volt értékelhetd FISH eredménye. FISH vizsgalattal
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MYC transzlokaciét 16 esetben talaltunk (7,3%) és ezek mindegyike MYC protein pozitivitast
IS mutatott. A MYC atrendezddéshez szignifikansan magasabb aranyban tarsul MYC protein
expresszio (p<0,001), és gyakoribb eltérés férfiaknal (p=0,049) 0Gsszehasonlitva MYC
atrendezddésre negativ esetekkel, de nem mutat Osszefiiggést a COO altipussal (p=0,086).
Osszesen 4 esetben (1,8%) detektaltunk MYC kopiaszam nyerést.

A BCL2 transzlokacidt 7,3 %-ban taldltunk, és minden eset a GCB csoportba tartozott
(p<0,001). A BCL2 atrendez6dés nem mutatott Osszefiiggést a BCL2 protein expresszioval
(p=0,194) és nem volt szignifikdns kiilonbség a nemek kozotti eloszlasban sem (p=0,213).
BCL2 kopiaszam nyerés az esetek 14,1%-aban volt jelen, és nem tarsult szignifikdnsan
gyakoribb BCL2 protein expresszioval (p=0,068), nem mutatott szignifikans Osszefiiggést a
nemmel (p=0,303) és egyik COO alcsoporttal sem (p=0,085).

A leggyakoribb citogenetikai eltérés a BCL6 transzlokacid volt, az esetek 21,4 %-aban
detektaltuk, és szignifikdnsan gyakrabban fordul el6 a non-GCB alcsoportban (9 eset tartozott
a GCB csoportba, 38 a non-GCB csoportba, 4,1% vs. 17,3%, p=0,006). A BCL6 atrendez6dés
nem mutatott szignifikans 6sszefiiggést a BCL6 protein expresszioval (p=0,315) és a nemmel
sem (p=0,693). BCL6 gén nyerést 6sszesen 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. Ezek koziil 2 volt DEL (MYC és BCL2
proteint is expresszald limfoma), és 2 esetben csak BCL2 protein expressziot detektaltunk.
Vizsgalati anyagunkban mindharom gént érintd aberracidé nem fordult eld.

A BCL2 génmutéciok szignifikdnsan gyakrabban fordulnak el6 DEL esetén Osszehasonlitva a
non-DEL esetekkel (p=0,003), de a MYC gén eltérései hasonld ardnyban fordulnak el a DEL
¢és non-DEL alcsoportokban (p=0,999).

Megfigyeltiik, hogy a magas proliferacios rataval jellemezhetd (Ki67>90%) daganatok esetén
szignifikansan gyakrabban fordul eld MYC transzlokacio (p=0,005).
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3. tablazat. Interfazis fluoreszcens in situ hibridizacid6 eredmények a GCB

non-GCB alcsoportokban

IGH::BCL2
transzlokacio
Negativ 64 (80) 140 (100) 204 (93)
Pozitiv 16 (20) 0 16 (7)
BCL2 képiaszam
nyerés
Negativ 73 (91) 116 (83) 189 (86)
Pozitiv 7(9 24 (17) 31 (14)
IGH::MYC
transzlokacio
Negativ 71 (89) 133 (95) 204 (93)
Pozitiv 9(11) 7(5) 16 (7)
MYC képiaszam
nyerés
Negativ 78 (98) 138 (99) 216 (98)
Pozitiv 2(2) 2 (1) 4(2)
BCLG6 transzlokacio
Negativ 71 (89) 102 (73) 173 (79)
Pozitiv 9(11) 38 (27) 47 (21)
BCL6 kopiaszam
nyerés
Negativ 80 (100)  138(99)  218(99)
Pozitiv 0 2 (1) 2 (1)
DHL
Negativ 76 (95) 140 (100) 216 (98)
Pozitiv 4 (5) 0 4(2)
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4.4, Talélési eredmények

Az atlagos 52 honapos kovetési id0 (tartomany:0-131 honap) alatt 140 beteg esetében
¢észleltiink progresszidt vagy relapszust. A kezelésre adott altalanos valaszarany 78,4% ¢s a
komplett remisszi6 aranya 47% volt. Az EFS24 56,2% volt Kaplan-Meier becsléssel
meghatarozva (CI:50,4-62,8%). A 108 beteg esetében, akik nem voltak eseménymentesek a
kezelés végétdl szamitott 24 honapban, a median teljes tulélés a progresszid utan 7,1
honapnak adodott (CI:6,5-8 honap). Az 5-éves OS 45,4% volt (C1:39,5-52,1%).

A 4. tablazat foglalja 6ssze a Kaplan-Meier becsléssel meghatarozott talélési adatokat (234
beteg esetében alltak rendelkezésre IHC és 220 esetben FISH eredmények). Az IPI érték és a
BCL6 protein expresszid volt a teljes- és az eseménymentes tilélésnek is szignifikdns
prediktora az egyvaltozds analizis eredményei alapjan (8-9. abrak). A magasabb IPI érték
rovidebb tuléléssel tarsul, mig a BCL6 protein pozitivitas kedvezd prognézist jelent. A
MUMI pozitivitds szignifikansan kedvezoétlenebb eseménymentes taléléssel jar, a teljes
tulélés esetében azonban nem tudtunk kiilonbséget kimutatni MUMI negativ és pozitiv
csoport kozott. A BCL6 atrendezddésnek, a BCL2 gén kdpiaszam nyerésnek, az IGH::MYC és
IGH::BCL2 transzlokacionak nincs prognozist befolyasoldo szerepe. Sejteredet szerinti
alcsoportokban kiilon-kiilon is megvizsgaltuk a citogenetikai eltéréseket hordozo ¢€s arra
negativ esetek tulélési eredményeit, de a tulélési kiilonbségek az alcsoport analizis soran sem
bizonyultak szignifikdnsnak. Eredményeink alapjan a Hans algoritmus szerint meghatarozott
GCB ¢és non-GCB alcsoportok teljes- és eseménymentes tulélése nem kiilonbozik
szignifikansan (10. abra). A GCB alcsoportba sorolt betegek 5-éves teljes tulélése 48,5% volt
(C1:39-60,4%), a non-GCB alcsoportba tartozdé betegek talélése 42,6%-nak adodott
(CI:35,4%-51,3%). A DEL fenotipus esetén sem volt szignifikans OS vagy EFS kiilonbség a
non-DEL esetekkel 6sszehasonlitva. A DEL esetek 5-éves talélése 43,5% (CI:33,8%-56,1%),
a non-DEL fenotipusu betegek 5-éves tulélése 45,3 % volt (CI:38,1%-53,8%). A GCB és non-
GCB DLBCL-es betegek, illetve a DEL és non-DEL csoportba sorolt esetek talélését
megvizsgaltuk, és Osszehasonlitottuk korai (I-1l-es) és eldrehaladott (II1-1V-es) stadiumok
esetén is, de nem igazoltunk szignifikdns kiilonbséget az alcsoport analizis soran sem. A
vizsgalt DLBCL-es betegek koziil mindossze 4 esetben diagnosztizaltunk double hit
limfomat. A median OS 33,8 honapnak adodott az esetilkben, de a kevés esetszamra
tekintettel ez a tul¢lési adat statisztikai jelentéséggel nem bir.

Az 5. tidblazat mutatja be 220 beteg Cox-féle regresszid analizisének eredményeit. A

tobbvaltozos szédmitads szerint a magas IPI érték bizonyult az OS és EFS szignifikdns
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fiiggetlen negativ, mig a magas (>90%) MIB-1 és a BCL6 protein expresszio szignifikans
fiiggetlen pozitiv prediktoranak.

4. tdblazat: Kaplan Meier és log-rank tesztek eredményei

Median 95% ClI  p-érték Median 95% p-érték
tulélési idé (log-rank tulélési idé6 Cl (log-rank
(hénap) teszt) (hénap) teszt)
Nem
Férfi 44 29,1 42 24-n.a.
98.8 0,99 0,65
N6 48 36,5-79 39 18,7-n.a.
IPI
IPI0O-1 na. n.a. n.a. n.a—n.a.
IP12 60 39,6-n.a. <0,0001" n.a. 35-n.a.  <0,0001"
IPI3-5 18 14-29 10 4-20,2
COO alcsoport
GC 55,9 43,8-n.a. n.a. 30-n.a.
0,34 0,16
NGC 36,8 26-66 33,7 15-n.a.
CD10 expresszio
Negativ 39,8 32-77 37,5 20-n.a.
0,49 0,35
Pozitiv 53 40-n.a. n.a. 22-n.a.
BCL6 expresszio
Negativ = 23 12.3-40 . 13 0-35 .
0,0007 0,002
Pozitiv 60,5 44-113 n.a. 38-n.a.
MUMI1 expresszio
Negativ 82 50-n.a. n.a. 56-n.a. .
0,054 0,009
Pozitiv 36,5 26-55,9 31 17-95
MIB-1 index
<90% 40 29-60,5 30 16-95
0,071 0,072
>90% 77 32,7-n.a. n.a. 36-n.a.
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Median 95% CI  p-érték Median 95% CI  p-érték
tulélési idé (log-rank tulélési ido (log-rank
(honap) teszt) (hénap) teszt)
MYC expresszio
Negativ 44 32,717 37,5 21,2-n.a.
0,8 0,9
Pozitiv 50 32-102 48 20-n.a.
BCL2 expresszio
Negativ = 60,5 32,7-n.a. 56 24-n.a.
0,26 0,46
Pozitiv 42 32-63 38 20-n.a.
BCLG6 transzlokacié
Negativ = 42,9 32-79 39 22-n.a.
0,66 0,37
Pozitiv 29,1 15-n.a. 17 7-n.a.

BCL2 kopiaszam nyerés
Negativ 44 35-79,1 39 27-n.a.
0,97 0,54
Pozitiv = 32 23,1-n.a. 18 9-n.a.
n.a: nincs adat (még nem érték el a median tulélést vagy nincs elég adat)

A csillaggal jelolt adatok statisztikailag szignifikansak.

41



1.00
IP1 0-1
0.75
oo
%
3
=
2 050
3 o
©
> IP1 2
wv
0
o
)
o025
p < 0.0001
IPI 3-5
0.00
0 25 50 75 100 125
Hénap
IPI0-1 58 55 50 40 19 5
P12 69 47 35 23 11 4
1p13-5 +{ 120 54 32 21 1 0
0 25 50 75 100 125
1d&
1.00
0.751
oo
‘2
3
£
3
“_2 050- e o Y B ¥ o T = TE RN ndelnad- P12
g O
‘@
)
@
35
0.254 TR, IPI 3-5
p < 0.0001
0.00-
0 25 50 75 100 125
Honap
plo-1 | 58 51 47 36 18 2
pi2] ©9 42 33 18 8 2
ip13-5 { 120 44 26 16 9 0
0 25 50 75 100 125
1dé6
8. abra: Teljes- (A) eseménymentes (B) tul¢lés az IPI 0-1,

az IPI 3-5 alcsoportokban

42

IPI 2

J4

€S



1.00
0.75
o
]
3
=
&
8 050
g
@ BCL6=1
o
°
3
0.25 i BCL6=0
p = 0.00068
0.00
0 25 50 75 100 125
Hénap
BCL6= 64 29 20 15 9 5
BCL6=1{ 170 120 90 62 30 4
0 25 50 75 100 125
1dé
1.001
0.751
oo
2
3
E
~§ 0.50 1 T et HHH——t  BCL6=1
©
>
@
2
2 ettt e bbbt BCL6=0
]
0.251
p=0.0016
0.001
0 25 50 75 100 125
Hénap
BCL6= 64 27 20 13 7 2
BCL6=11 170 104 80 51 26 2
0 25 50 75 100 125
Id6
9. abra: Teljes- (A) ¢és eseménymentes (B) talélés a BCL6 pozitiv

a BCL6 negativ alcsoportokban

43



1.00
w 075
@
:g GC
3
o
2 050
v
N
o)
h=4
NGC
0.25
p=0.34
0.00
0 25 50 75 100 125
Honap
GC 85 61 47 30 9 2
NGC 149 88 63 48 30 7
0 25 50 75 100 125
1dé
1.00
0.75
o GC
'3
=]
=
N
v IERT RN N TR ¥ o T B b e N
© 050
©
> Sl i I R
‘B
N}
@
= NGC
0.25
p=0.16
0.00-
0 25 50 75 100 125
Hénap
ccd ss 51 40 21 8 1
NGC 149 80 61 44 25 3
0 25 50 75 100 125
1dé
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5. tablazat: Teljes- €s eseménymentes tulélés Cox regresszid analizise

Nem 0,723  0,501-1,106 0,094 0,817 0,551-1,212 0,315
IPI
IPI'1 ref. ref.
IP12 4,732 1,952- <0,001" 3,698 1,502-9,106 0,004
11,474
IP13-5 10,45 4,515- <0,001" 8,600  3,702-19,976 <0,001"
1 24,193

CD10 expresszio 1,581 0,975-2,566 0,063 1,626 0,975-2,713 0,063
BCLG6 expresszio 0,649 0,425-0,990 0,045° 0,623 0,398-0,976  0,039"
MUML1 expresszio 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° 0,597 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
transzlokacio

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 jeldlt

adatok statisztikailag szignifikansak.

n.a: nincs adat (még nem érték el a median tulélést vagy nincs elég adat)
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5. Osszefoglalas

A DLBCL klinikai és genetikai heterogenitdsa tovabbra is megneheziti a kezelésre adott
valasz ¢és a varhatd prognozis elorejelzését. A limfoid neoplaziak 2016-os WHO
klasszifikacidja kotelezové tette a DLBCL tovabbi molekularis osztdlyozasat, GCB vagy
ABC alcsoportba sorolasat (52). Ez az iranyelv a 2023-ban publikalt 5. WHO kiadasban is
valtozatlan maradt (4). A génexpresszids vizsgalatok alapjan a DLBCL-es esetek 10-15%-at
nem lehet sem a GCB, sem az ABC altipusba besorolni, ezek az esetek alkotjak az un. ,,nem
osztalyozhatd” (,,unclassified”) kategériat. Jelen vizsgalatban THC ¢és FISH modszereket
alkalmaztunk rituximabbal kezelt DLBCL-es betegek szOovetmintain, és az eredmények
alapjan hatdroztunk meg kiilonb6z6é alcsoportokat, beleértve a Hans algoritmus alapjan
meghatarozott COO szubtipusokat is. Ezutan szamitottuk, és elemeztiik az alcsoportok
tulélési eredményeit. Az altalunk vizsgalt betegcsoportban a COO fenotipusok kozott nem
volt szignifikdns kiillonbség sem a teljes-, sem az eseménymentes tilélést tekintve. Ez az
eredmény meglepd volt, mert korabbi vizsgalatok a GCB alcsoport szignifikdnsan jobb
tulélési adatait demonstraltak (116-118).

A COO besorolas prognosztikai értéke azonban tovabbra is ellentmondasos, mas
kutatocsoportok - a mi eredményeinkhez hasonléan — nem igazoltak a COO altipusok kozott
talélésbeli kiilonbséget (119-121). Ez az ellentmondas az irodalomban tobbféle tényezdvel
magyarazhat6. Ezek koziil az egyik a tanulmanyok retrospektiv jellege, és kiemelendé még az
alkalmazott kiilonb6z6 kezelések és a viszonylagos rovid kovetési idok (122). A sejteredet
alapjan GCB ¢s non-GCB alcsoportba sorolt, tanulmanyunkban vizsgalt betegek aranyat és

tulélési adatait a 6. tablazat mutatja be, és hasonlitja 6ssze mas vizsgalatok eredményeivel.
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6. tablazat: Immunfenotipus alapjan osztalyozott DLBCL-es betegek aranya és talélési adatai
a sajat és a dolgozatban idézett tanulmanyokban

Sajat tanulmany 5-éves OS (%)

GCB 85 (36) 48.5 NS

NGC 149 (64) 42.6

Hans és mtsai. (26) 5-éves OS (%)

GCB 64 (42) 76 .
<0.001

NGC 88 (58) 34

Barrans és mtsai. 5-éves OS (%)

(116)

GCB 59 (35) 68 .
0.02

NGC 110 (65) 58

Chang és mtsai. Median OS (hé)

(117)

GCB 15 (39) nem érték el

Aktivalt GC 12 (32) 15-26 .
<0.08

NGC 11 (29) 38-40

Colomo és mtsai. 5-éves OS (%)

(119)

CD10+GC 24 (21) 40

CD10-GC 30 (26) 54 NS

NGC 60 (53) 42

Chadburn és mtsai. 1-éves OS (%)

(121)

GCB 33 (59) 70
NS

NGC 23 (41) 75

NS: nem szignifikans.
A csillaggal jeldlt adatok statisztikailag szignifikansak.

Eredményeink szerint az IPI, a magas MIB-1 expresszio (>90%) és a BCL6 protein
expresszio azok a fliggetlen faktorok, melyek Osszefliggést mutatnak a teljes- ¢és
eseménymentes tuléléssel is. A BCL6 expresszid pozitiv prognosztikai hatassal bir mind a

teljes-, mind az eseménymentes talélésre. A BCL6 fehérje expresszio a GCB alcsoport
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jellemzdje, és eredményeinkkel 0sszhangban, mas tanulmanyokban is kedvezd progndzissal
tarsult (26-29) (123-124). Vizsgalatunkban nem talaltunk Osszefiiggést a BCL6 protein
expresszio és a BCL6 génmutaciok kozott. FISH eredményeink alapjan a leggyakoribb
citogenetikai eltérés a BCL6 gén atrendez6dés volt, a betegek 21,4 %-aban tudtuk kimutatni,
¢s az esetek tobbsége a non-GCB alcsoportba tartozott a Hans algoritmus alapjan. A BCL6
35, 45, 125). Jelen kutatasban a BCL6 transzlokacié nem bizonyult prognoézist befolyasold
tényezének. Mas tanulmanyokat tekintve az eredmények ellentmondasosak. Egyesek szerint
ez az eltérés kedvezbtlen prognozissal jar (35, 126-129), mas vizsgalatok nem talaltak
Osszefiiggést a taléléssel (130-133), mig kedvezd talélési eredményekrdl is beszamoltak a
BCL6 atrendez6dést hordozok esetében (134-135). A tobbvaltozos analizis alapjan a BCL2,
MUMI és MYC protein expressziok nem bizonyultak fiiggetlen prognosztikai tényezdnek. A
MIB-1 antitesttel jellemzett magas proliferacios index (>90%) jo prognoézissal tarsul mind az
OS, mind az EFS tekintetében. A DEL esetek teljes- és eseménymentes talélése nem
kiilonb6zott a non-DEL esetekétol.

A kutatasunkban a BCL2 protein expresszid nem bizonyult progndzist meghatarozo
tényezének néhany korabbi tanulmany eredményeivel 6sszhangban (26, 42-43, 136-137). Mas
kutatok DLBCL-ben a BCL2 protein expressziot kedvezdtlen prognosztikai tényezonek
talaltak (30, 33, 138-139). Eredményeink alapjan a BCL2 protein pozitivitds nem volt
Osszefiiggésben a BCL2 gén aberraciokkal.

Tekintettel a DLBCL jelent6és heterogenitasara, megbizhatdo és konnyen alkalmazhat6
prognozist becslo rendszerre van sziikség a mindennapi klinikai gyakorlatban. Az IPI volt az
elsd prognosztikus modell, melyet a megjelenése, 1993 ota hasznédlunk a beteg ellatasban. Az
IPI vilagszerte elfogadast nyert, mert kdnnyen hozzaférheté informacidkat alkalmaz, és
prediktiv értékét legaldbb 6t klinikai tanulmany igazolta. Jelentésége az immunokemoterapia
érajaban még igazolasra var. Az Uj terdpidk bevezetése valdsziniileg megvaltoztatja a
korabban igazolt prognosztikai faktorokat. Vizsgalatunk eredményei alapjan az OS ¢és az EFS
legerdsebb fliggetlen rizikofaktora tovabbra is az IP1. Ezek alapjan még a rituximab éréban is
jelentds kiilonbség van a kiilonbozo IPI csoportok tulélése kozott.

Kutatdsunknak szamos erdssége és korlatja van. Vizsgalatunk hatranya a retrospektiv jellege,
ennek kovetkeztében bizonyos analiziseket adathidny miatt nem tudtunk elvégezni, ezt
tikrozi a vizsgdlatbol kizart betegek szdma is. Kiemelendd a bevont betegszam (247
DLBCL-es beteg 7 magyar centrumbol), mely részletes és reprezentativ talélés elemzést tett

lehetové.
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6. Kovetkeztetések

A prognozis becslés DLBCL-ben szamos klinikai és molekuléris faktor figyelembe vételével
torténhet. Vizsgalataink megerdsitik a korabbi publikaciok eredményeit, melyek szerint a
DLBCL heterogén molekularis hattérrel és valtozatos klinikai kimenetellel jellemezhetd
betegség. Ennek hatterében tobbféle tényezé meriil fel: a limfomagenezis a B-sejt fejlodés
kiilonboz6 szakaszaiban torténik, kiillonféle jelatviteli mechanizmusok segitségével valdsul
meg, ¢és epigenetikai tényezok is befolydsoljak. Eredményeink alapjan az IPl, az
immunhisztokémiai modszerrel meghatarozott BCL6 expresszid és a magas (>90%) MIB-1
expresszio bizonyult az OS ¢és az EFS fiiggetlen prediktorainak. A MUMI pozitivitds az EFS
tekintetében szignifikdnsan rosszabb tuléléssel jar, de a MUMI pozitivitas a tobbvaltozos
modellben nem bizonyult fliggetlen rizik6faktornak sem az OS, sem az EFS tekintetében.
Immunhisztokémiai vizsgalattal meghatarozott CD10, BCL2 ¢és MYC, illetve FISH
modszerrel vizsgalt BCL6 transzlokacidé és a BCL2 gén kopiaszam nyerés nem mutatott
Osszefiiggést a taléléssel. A jelenlegi iranyelvek tovéabbra is javasoljak sejteredet alapjan a
GCB ¢s non-GCB alcsoportok elkiilonitését, annak ellenére, hogy klinikai jelentdsége nem
egyértelmi, €s az elsé vonalban valasztando terapia sejteredettdl fiiggetleniil tovabbra is az R-
CHOP kezelés. Vizsgalatunkban a GCB ¢és non-GCB alcsoport talélési adatai k6zott nem
igazolodott szignifikans kiilonbség. Ezek az eredmények tovabb pontosithatjdk a DLBCL-es
betegek prognozis becslését, és hozzdjarulhatnak tovabbi vizsgalatok tervezéséhez ebben a

témaban. Eredményeinket prospektiv vizsgalatban is érdemes lenne validalni.
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7. Az 0j eredmények osszefoglalasa

1. Vizsgalatunk az els6 magyar multicentrikus, reprezentativ, nagyszamu DLBCL-es
betegeket magaban foglald6 tanulmany, mely a prognosztika alapjat képezd
immunhisztokémiai és citogenetikai adatok feldolgozasa mellett részletesen értékeli a betegek

talélési adatait.

2. Kutatasunk igazolja DLBCL-ben a BCL6 fehérje mind az OS-re, mind az EFS-re gyakorolt
fliggetlen, pozitiv prediktiv szerepét a poszt-rituximab ¢éraban. Vizsgalatunk alapjdul
szolgédlhat tovabbi prospektiv, a B-sejt differencidcid génjei 4altal kodolt proteinek

prognosztikai szerepét vizsgald tanulmanyok tervezéséhez DLBCL-ben

3. Tudomasunk szerint mi vizsgalatunk az elsé nemzetkdzi szinten is, mely a magas MIBI
expresszio (>90%) fliggetlen pozitiv prediktiv értékét bizonyitja mind az OS-t, mind az EFS-t
tekintve DLBCL-ben.

4. Vizsgalataink megerdsitik az EFS24 prediktiv szerepét in vivo klinikai és radiomikali
paraméterek alapjan DLBCL-es betegekben

5. Munkacsoportunk egyediilalloé vizsgalatban igazolta a RIT hatékonysagat relabald vagy
refrakter DLBCL-ben olyan esetekben, amikor az autolog Gssejt atiiltetés nem elérhetd. Ennek
a terapias modalitasnak jelenleg nem indik4cigja a DLBCL Magyarorszagon. Eredményeink
alapjan a RIT-nek lenne 1étjogosultsaga olyan refrakter vagy relabalo DLBCL-es betegek

esetében, akik az autolog dssejt atiiltetést nem vallaljak, vagy nem alkalmasak ra.
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Medicine, Medical School, University of Pécs, Pécs, Hungary, “Department of Pathology, Medical
School, University of Pécs, Pécs, Hungary, *Department of Medical Imaging, Medical School,
University of Pécs, Pécs, Hungary, 6Szentagothai Research Centre, University of Pécs, Pécs, Hungary,
7Institute of Bioanalysis, Medical School, University of Pécs, Pécs, Hungary, 8South-Pest Hospital
Centre — National Institute for Infectology and Haematology, Budapest, Hungary

Background: The clinical and genetic heterogeneity of diffuse large B-cell
lymphoma (DLBCL) presents distinct challenges in predicting response to
therapy and overall prognosis. The main objective of this study was to assess
the application of the immunohistochemistry- and interphase fluorescence in
situ hybridization (FISH)-based molecular markers in the diagnosis of
DLBCL and its prognostic value in patients treated with rituximab-based
immunochemotherapy.

Methods: This is a multicenter, retrospective study, which analyzed data from 7
Hungarian hematology centers. Eligible patients were adults, had a histologically
confirmed diagnosis of DLBCL, were treated with rituximab-based
immunochemotherapy in the first line, and had available clinicopathological
data including International Prognostic Index (IPl). On the specimens,
immunohistochemistry and FISH methods were performed. Germinal center
B-cell like (GCB) and non-GCB subtypes were classified by the Hans algorithm.
Outcomes included overall survival (OS), event-free survival (EFS), and EFS at 2
years (EFS24). For survival analysis, we used Kaplan-Meier curves with the log-
rank test and multivariate Cox regression.

Results: A total of 247 DLBCL cases were included. Cases were positive for MYC,
BCL2, BCL6, and MUM1 expression in 52.1%, 66.2%, 72.6%, and 77.8%,
respectively. BCL6 translocation, BCL2 gene copy number (GCN) gain, IGH::
MYC translocation, MYC GCN gain, IGH::BCL2 translocation, and BCL6 GCN gain
were detected in 21.4%, 14.1%, 7.3%, 1.8%, 7.3%, and 0.9%, respectively. At a
median follow-up of 52 months, 140 patients (56.7%) had disease progression or
relapse. The Kaplan-Meier estimate for EFS24 was 56.2% (Cl: 50.4-62.8%). In
univariate analysis, only IPI and BCL6 expression were significant predictors of
both OS and EFS, whereas MUML1 predicted EFS only. In multivariate analysis, the
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IPI score was a significant independent negative, whereas MIB-1 and BCL6
protein expressions were significant independent positive predictors of both

OS and EFS.

Conclusion: In our study, we found that only IPI, BCL6 protein expression and
MIB-1 protein expression are independent predictors of survival outcomes in
DLBCL. We did not find any difference in survival by GCB vs. non-GCB subtypes.
These findings may improve prognostication in DLBCL and can contribute to
designing further research in the area.

KEYWORDS

diffuse large B-cell lymphoma, MYC, BCL6, BCL2, IHC, FISH, prognosis

1 Introduction

Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) is the most common
high-grade non-Hodgkin lymphoma accounting for 30-40% of B-
cell non-Hodgkin lymphomas (1). DLBCL has considerable
biologic, molecular, and clinical heterogeneity resulting in
different responses to therapy (2). DLBCL is a potentially curable
disease with an overall 60-70% chance of achieving durable
complete remission (CR) with the currently used standard first-
line immunochemotherapy. However, 30-40% of patients are either
refractory to first-line treatment or experience relapse and
eventually will die of disease progression (3). Patients achieving
remission lasting for 24 months or more from the end of first-line
treatment have favorable prognosis at long term (4-6). The
diagnosis and subtyping of DLBCL have come far to date, from
morphological assessment of tissue slide to now, where numerous
ancillary tests are a prerequisite, including immunophenotyping
performed by immunohistochemistry (IHC), cytogenetics, and
detailed molecular testing to classify the disease based on cell of
origin (COO). With the advent of novel therapeutic options, it is
expected that molecular subtyping of DLBCL at diagnosis will allow
prognostic stratification of patients into distinct subgroups which
could provide preclinical rationale for therapeutic targeting the
involved pathways and paving the application of personalized
treatment. The original DLBCL molecular classification using
DNA microarray-based technology was initially described by
Alizadeh et al. (7). This technology allowed the analysis of
transcriptional gene expression pattern, and distinguished two
major COO subtypes of DLBCL: germinal center B-cell like
(GCB) and activated B-cell like (ABC). This resulted in the
molecular subtyping of 80-85% of all DLBCL cases. Treated with
standard immunochemotherapy, the ABC subgroup had poorer 5-
year survival compared to the GCB group (16% vs.
76%, respectively).

Hans (8), Choi (9), and Tally (10) are the most established
algorithms that are based on IHC to assess COO with the Hans
algorithm being the most commonly used in clinical practice.
However, the clinical significance of COO subtyping using IHC
remains controversial, and the assessment of COO by gene
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expression profiling rather than IHC is better associated with the
prognosis of DLBCL (11).

Translocations, gene rearrangements, and protein expression
patterns including but not limited to BCL6, BCL2, and MYC have
been shown to have prognostic implications.

The human proto-oncogene BCL6 was identified from
chromosomal breaks at 3q27, is expressed predominantly in
germinal center B-cells (12, 13), and functions as a sequence-
specific transcriptional repressor (14, 15). Mutation or
translocation of BCL6 gene has been implicated in the
pathogenesis of certain subtypes of DLBCL (12). BCL6 is
frequently affected by chromosomal translocations, occurring
more frequently in ABC DLBCL. There is no consensus on the
effect of BCL6 translocation on prognosis of DLBCL, especially in
the rituximab era, with studies showing either favorable (16, 17),
neutral (18, 19), or unfavorable outcomes (20).

The BCL2 protein is a central regulator of the mitochondrial
apoptotic pathway and its gene is located on the chromosome arm
18921 (21). The primary function of BCL2 is to promote cell
survival by inhibiting apoptosis (22-24). The BCL2 gene is
overexpressed in many cancers including DLBCL and is usually
associated with drug resistance (25). In DLBCL, the ratio of BCL2-
positive cases is highly variable, ranging from 20% to 80% across
studies that used IHC (26, 27). Some studies showed BCL2 protein
expression as a marker of poor prognosis in GCB subtype of DLBCL
(26, 28), while others reported it to be a marker of poor prognosis in
ABC-DLBCL, only (29).

Chromosomal translocations dysregulating MYC (8q24) were
reported in 5-15% of GCB DLBCL cases (17), while MYC protein
detection in 5-40% of DLBCL cases (30-32). MYC gene
translocation was associated with a very poor outcome in DLBCL
(33-36). MYC translocation in DLBCL is usually associated with
other gene abnormalities, e.g., BCL2 or BCL6 rearrangements (37,
38). Some studies show that about 30% of DLBCL co-express high
levels of MYC and BCL2 proteins, which cases are called ‘double
expressor’ DLBCL (DEL) (39).

Although substantial knowledge has accumulated about
prognostication in DLBCL, a lot of questions have remained
unanswered. The main objective of this study was to describe the
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distribution of and to test the prognostic ability of IHC- and
interphase fluorescence in situ hybridization (FISH)-based
molecular markers in a Hungarian cohort of newly diagnosed
DLBCL patients from the rituximab era.

2 Patients and methods

This multicenter, retrospective study was approved by the
Committee of Science and Research Ethics (ETT-TUKEB) under
reference number 50268-8/2017.

2.1 Study population
and sample assessment

This study is reported according to the STROBE Statement (40).

A total of 342 adult patients diagnosed with DLBCL were
assessed. Tissue samples were sent by 7 Hungarian Hematology
centers to the central hematopathology lab in the Department
of Pathology, Medical School, Clinical Centre, University of Pécs
between Jan 2010 and Mar 2017. All samples were reviewed by 2
senior pathologists. The final pathology report was established
according to the diagnostic criteria of the 2016 WHO
Classification of Tumours of Haematopoietic and Lymphoid
Tissues (37). Out of the 342, 95 cases were excluded due to
incomplete clinicopathological data, so a total of 247 cases were
further assessed in the study. All specimens were fixed in 10%
neutral formalin and conventional paraffin embedding
was performed.

THC was carried out according to standard protocols using CD10,
clone 56C6; CD20, clone 126 (Visionbiosystems Novocastra, UK);
MUMI1/IRF4, clone MUMIp; BCL2, clone 124; BCL6, clone PG-B6p
(Dako, Denmark); MYC, clone Y69 (Abcam, UK); Ki-67, clone B56
(Hisztopatologia Kft., Hungary) specific primary antibodies as well as
Envision+ System-HRP (DakoCytomation, Denmark) and Bond
Polymer Refine Detection (Leica Biosystems, UK) developing
reagents. According to the Hans algorithm, at least 30% reactivity—
either membranous or nuclear-is required for a tumor to be
considered positive for a particular marker. The tumors were
classified as GCB-like when exhibiting CD10+ (BCL6+/-, MUMI1
+/-) or CD10-, BCL6+, MUM1- phenotype. Non-GCB/ABC like was
the subtype in the case of all the other-CD10-, BCL6+, MUM1+ or
CD10-, BCL6-, MUM1+-phenotypic variables (8). DEL was defined
as combined BCL2 (250%) and MYC (240%) positivity (37).

FISH was performed using 5 um paraffin tissue sections for
IGH::MYC, IGH::BCL2, BCL6 rearrangement and for MYC, BCL2,
BCL6 gene copy number (GCN) gain. For these, Vysis IGH/MYC/
CEP8 TC-DF, Vysis LSI IGH/BCL2 DC-DF, and Vysis LSI BCL6
(ABR) DC Break Apart probes (Abbott Molecular Inc., USA) were
used. FISH reactions were analyzed in Zeiss Axioplan-MOT II
fluorescent microscope and evaluated by means of ‘grid sampling’
and ‘color rationing’ methods (41). We have used double fusion
FISH probes to detect IGH::BCL2 and IGH:MYC fusions, since
non-IG BCL2 fusions are rare in DLBCL, and the prognostic

Frontiers in Oncology

10.3389/fonc.2023.1224733

significance of non-IG MYC fusions is controversial. Cases with
non-IG BCL2 or MYC fusions showed signal patterns indicating
BCL2 or MYC gain in our series. A tumor was defined positive for
rearrangement using IGH/MYC, IGH/BCL2, and BCL6 probes if
the fusion or the dissociated FISH signs occurred in at least 50% of
the nuclei. The definition of MYC, BCL2, and BCL6 GCN gains
included the lack of the polyploidy of the relevant chromosome
and/or detection of at least one extra gene copy at least in 50% of the
nuclei or identifying ‘double minutes’ and/or ‘beaded lace-like’
signals and/or uncountable (homogeneous staining region or
cloudy-like) signals.

2.2 Clinical assessment

Detailed clinical and laboratory data including treatment
regimen and clinical outcomes (overall survival, OS; event-free
survival, EFS; EFS at 24 months, EFS24) were collected from
patients’ records, then, all data were reviewed by a senior
hematologist. The clinical stage was evaluated by the modified
Ann Arbor and Lugano classifications (42, 43). CR, partial
response, progression, refractory disease, and relapse were defined
according to the International Working Group response criteria for
lymphoma (44). EFS was defined as the time from the end of first
line treatment until the earliest occurrence of disease progression or
death of any cause. EFS24 was defined as being alive and free of any
disease related event 24 months from the end of therapy.

2.3 Statistical analysis

In univariate statistics, Chi’ test was used to analyze the
association across clinical variables. Kaplan-Meier curves with a
median estimate (with 95% confidence interval, CI) and the log-
rank test were used for univariate survival analysis. Multivariate
Cox regression analysis was applied to identify independent
prognostic factors for the outcomes (OS and EFS). The models
were adjusted for gender, international prognostic index (IPI)
subgroups, IHC (CD10, BCL6, MUM1, high MIB-1 >90%, MYC,
and BCL2) and for FISH findings (BCL6 translocation and BCL2
GCN gain). In general, P <0.05 value was considered statistically
significant. Statistical analysis was performed using R statistical
software version 4.2.0 (45) and the survminer package v0.4.9
statistical software (46).

3 Results

Table 1 summarizes the clinical characteristics of the 247
patients included. The median age at the time of diagnosis was 65
years (range: 19-91 years), 65.2% of patients were >60 years, 46.6%
were male, 42.9% had an elevated serum lactate dehydrogenase and
74.1% had an advanced (stage ITI/IV) disease. The majority (94.7%)
were treated with R-CHOP or similar regimens, the most common
salvage therapies were the R-ICE and R-DHAP protocols.
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TABLE 1 Characteristics of patients included.

Total no. n %

Age (years)

<60 86 35
> 60 161 65
Sex

Male 115 47
Female 132 53
IPI

0-1 58 24
2 69 28
3 85 34
4-5 35 14

Presentation

Nodal 185 75
Extranodal 62 25
Stage

I-1I 64 26
II-1v 183 74
ECOG PS

0-1 133 54
2-4 114 46
LDH

Normal 141 57
Elevated 106 43

IPI, International Prognostic Index; ECOG PS, Eastern Cooperative Oncology Group
Performance Status; LDH, lactate dehydrogenase.

3.1 IHC and FISH distribution,
and their associations

Table 2 summarizes the ITHC findings, Table 3 shows FISH
distribution by COO subtypes. A total of 234 and 220 patients had
available IHC and FISH data, respectively.

A positive THC staining for MYC, BCL2, BCL6, and MUMI1
protein was seen in 52.1%, 66.2%, 72.6%, and 77.8%, respectively.
DEL (MYC and BCL2 co-expression) accounted for 33.3% and did
not occur more frequently in the non-GCB group (p=0.112). High
proliferation index (MIB-1 antibody >90%) was detected in 26.2%.
BCL6 protein expression was significantly more common among
those having high proliferation activity compared to those having low
proliferation activity (82.5% vs. 69.6%, respectively, with p=0.047).
Based on the Hans algorithm, non-GCB and GCB types accounted
for 63.7% (149/234 cases) and 36.3% (85/234 cases), respectively.

With FISH, MYC translocation was detected in 16 cases (7.3%),
and all of them were positive for MYC protein expression. No case
of MYC translocation was found with negative MYC protein
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TABLE 2 Immunohistochemical staining results by cell of origin
subtypes.

GC, n (% of NGC, n (%of GC+NGC,n (%

total) total) of total)
MYC
Negative 40 (47) 72 (48) 112 (48)
Positive 45 (53) 77 (52) 122 (52)
BCL6
Negative 6 (7) 58 (39) 64 (27)
Positive 79 (93) 91 (61) 170 (73)
MUM1
Negative 50 (59) 2(1) 52 (22)
Positive 35 (41) 147 (99) 182 (78)
BCL2
Negative 38 (45) 41 (28) 79 (34)
Positive 47 (55) 108 (72) 155 (66)
CD10
Negative 19 (22) 149 (100) 168 (72)
Positive 66 (78) 0 66 (28)
DEL
Negative 62 (73) 94 (63) 156 (67)
Positive 23 (27) 55 (37) 78 (33)

DEL, double expressor lymphoma; GC, germinal center B-cell like; NGC, non-germinal center
B-cell like.

expression. MYC translocation was statistically significantly
associated with MYC protein expression (p<0.001) and male
gender (p=0.049) but not with COO (p=0.086). There were only
4 cases (1.8%) of MYC GCN gain.

BCL2 translocation was detected in 7.3%, all were in the GCB
group (p<0.001). However, there was no significant difference in the
prevalence of BCL2 protein expression by the presence of BCL2
translocation (p=0.194). BCL2 translocation seemed independent
of gender (p=0.213). BCL2 GCN gain was detected in 14.1% of
cases, its presence was not significantly associated with BCL2
protein expression (p=0.068), COO groups (p=0.085), and
gender (p=0.303).

BCL6 gene rearrangement was confirmed in 21.4%, and it was
significantly associated with COO (9 with GCB and 38 with non-
GCB subtype; that is, 4.1% vs. 17.3%, respectively, with a p-value of
0.006). There was no significant association of BCL6 gene
rearrangement with BCL6 protein expression (p=0.315) or gender
(p=0.693). There were only 2 cases with BCL6 GCN gain.

There were 4 cases (1.8%) of dual MYC and BCL2 translocations
(2 cases of DEL, another two had only BCL2 protein
overexpression), and all were in the GCB group.

BCL2 gene alterations were more common with DEL compared
to non-DEL (p=0.003), whereas the ratio of MYC gene alterations
was similar between the groups (p=0.999).
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TABLE 3 Interphase fluorescent in situ hybridization results by cell of
origin subtypes.

GC, n (% of NGC, n (% of GC+ NGC, n (%
total) total) of total)
IGH::BCL2 translocation
Negative 64 (80) 140 (100) 204 (93)
Positive 16 (20) 0 16 (7)
BCL2 GCN gain
Negative 73 (91) 116 (83) 189 (86)
Positive 7 (9) 24 (17) 31 (14)
IGH::MYC translocation
Negative 71 (89) 133 (95) 204 (93)
Positive 9 (11) 7(5) 16 (7)
MYC GCN gain
Negative 78 (98) 138 (99) 216 (98)
Positive 2 (2) 2(1) 4(2)
BCL6 translocation
Negative 71 (89) 102 (73) 173 (79)
Positive 9 (11) 38 (27) 47 (21)
BCL6 GCN gain
Negative 80 (100) 138 (99) 218 (99)
Positive 0 2(1) 2(1)
DHL
Negative 76 (95) 140 (100) 216 (98)
Positive 4 (5) 0 4(2)

GC, germinal center B-cell like; NGC, non-germinal center B-cell like; GCN, gene copy
number; DHL, double hit lymphoma.

10.3389/fonc.2023.1224733

3.2 Survival

At a median follow-up of 52 months (range: 0-131 months),
140 patients (56.7%) had disease progression or relapse. The overall
response rate was 78.4% and the CR rate was 47.0%. The Kaplan-
Meier estimate for EFS24 was 56.2% (CI: 50.4-62.8%). The 108
patients being not event-free at 24 months had a median OS of 7.1
months (CIL: 6.5-8.0 months) after progression.

Table 4 summarizes the Kaplan-Meier survival estimates for all
comparisons (234 and 220 patients had available ITHC and FISH
data, respectively). IPI and BCL6 expression were significant
predictors of OS and EFS in univariate analysis (Figures 1, 2,
respectively), whereas MUMI1 predicted only EFS. BCL6
rearrangement, BCL2 GCN gain, IGH:MYC translocation, and
IGH::BCL2 translocation did not have any prognostic impact on
survival. Subgroup analysis by COO did not change the findings,
nor did we find any difference in OS and EFS by COO subtype
(Figure 3). Our results showed no difference in the 5-year survival in
low-stage (I-II) and high-stage disease according to the COO. BCL6
rearrangement did not predict OS and EFS in the non-GCB
subgroup. DEL phenotype did not predict OS or EFS. We did not
find any impact of double protein expression using MYC and BCL2
on the OS in low and high-stage diseases. The rate of double-hit
lymphoma in this cohort of patients was 1.8% and the median OS
for these group of patients was 33.8 months.

Table 5 summarizes the findings of the multivariate analysis of
220 patients. IPI score was a significant independent negative,
whereas MIB-1 and BCL6 protein expressions were significant
independent positive predictors of both OS and EFS.

4 Discussion

The clinical and genetic heterogeneity of DLBCL still presents
challenges in predicting response to treatment and prognosis. The

TABLE 4 Kaplan Meier estimates and log-rank tests for overall survival and event-free survival.

Overall survival

Event-free survival

Median survival 95% p-value for log rank
time Cl test
(months)
Gender
Male 44 29.1-
98.8 0.99
Female 48 36.5-79
IPI
IPI 0-1 n.a. n.a.
IPI 2 60 39.6-n.a. <0.0001*
IPI 3-5 18 14-29

Median survival 95% p-value for log rank
time (@] test
(months)

42 24-n.a.

0.65

39 18.7-n.a.

n.a. n.a-n.a.

na. 35-n.a. <0.0001*

10 4-202

COO subtype
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TABLE 4 Continued

Overall survival

10.3389/fonc.2023.1224733

Event-free survival

Median survival 95% p-value for log rank Median survival 95% p-value for log rank
time Cl test time Cl test
(months) (months)
GC 55.9 43.8-n.a. na. 30-n.a.
0.34 0.16
NGC 36.8 26-66 33.7 15-n.a.
CD10 expression
Negative 39.8 32-77 37.5 20-n.a.
0.49 0.35
Positive 53 40-n.a. na. 22-n.a.
BCL6 expression
Negative 23 12.3-40 13 0-35
0.0007* 0.002*
Positive 60.5 44-113 n.a. 38-n.a.
MUM1 expression
Negative 82 50-n.a. na. 56-n.a.
0.054 0.009*
Positive 36.5 26-55.9 31 17-95
Double expressor lymphoma
Negative 48.1 36.5-84 44 26.3-n.a.
0.4 0.46
Positive 38.5 16-102 38 8-n.a
MIB-1 index
< 90% 40 29-60.5 30 16-95
0.071 0.072
> 90% 77 32.7-n.a. n.a. 36-n.a.
MYC expression
Negative 44 32.7-77 37.5 21.2-n.a.
0.8 0.9
Positive 50 32-102 48 20-n.a.
BCL2 expression
Negative 60.5 32.7-n.a. 56 24-n.a.
0.26 0.46
Positive 42 32-63 38 20-n.a.
BCL6 translocation
Negative 42.9 32-79 39 22-n.a.
0.66 0.37
Positive 29.1 15-n.a. 17 7-n.a.
BCL2 GCN gain
Negative 44 35-79.1 39 27-n.a.
0.97 0.54
Positive 32 23.1-n.a. 18 9-n.a.

CI, confidence interval; IPI, International Prognostic Index; COO, cell of origin; GC, germinal center B-cell like; NGC, non-germinal center B-cell like; GCN, gene copy number; n.a: median
survival time not reached or data are insufficient for calculation. Asterisks indicate statistical significance.

2016 revision of the World Health Organization classification of
lymphoid neoplasms made it mandatory to classify the molecular
subgroups of DLBCL into GCB and ABC subtypes (37) and this
remains unchanged in the WHO 5™ edition published in 2023 (38).
However, 10-15% of DLBCL cases cannot be categorized into one
of the two COO groups and are termed unclassified DLBCL using
gene expression studies. In the current study, we used IHC and
FISH techniques on samples from DLBCL patients to classify

Frontiers in Oncology

rituximab-treated patients in many ways including by COO.
Then, we interpreted survival data in this context.

In our cohort of patients, the COO phenotype failed to predict
prognosis, which is surprising knowing that some studies have
demonstrated significantly better survival for the GCB group (47,
48). However, the prognostic value of COO remains controversial,
and other authors did not report any differences in overall prognosis
based on COO, in line with our observations (49-51). Table 6.
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FIGURE 1

Overall survival (A) and event-free survival (B) by BCL6 protein expression.

Time (months)

summarizes the COO distribution and survival data of DLBCL
patients according to the immunophenotyping results reported in
our study and other published reports. The controversy of the
literature may be explained by many factors including but not
restricted to the retrospective nature of the studies with a mixed
pool of patients receiving various treatment regimens, in addition to
a relatively short follow-up period (52).

Factors that were independently associated with EFS in
the multivariate analysis were IPI, high MIB-1 (>90%), and
BCL6 expression. According to our results, BCL6 protein
overexpression carries a positive prognostic effect on OS and EFS.
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BCL6 protein expression is considered as a hallmark of GC origin in
DLBCL and it is associated with favorable outcome reported by
some studies, consistent with our results (8, 19, 53-56). However,
our findings demonstrated no significant association between BCL6
protein expression and BCL6 translocation. In our study, the
frequency of BCL6 gene rearrangement was 21.4% and most of
the cases were stratified into the non-GCB group according to the
Hans algorithm. The association between the BCL6 gene alteration
and non-GCB phenotype was confirmed by other studies as well
(17, 20, 57, 58). In our study, BCL6 rearrangement had no
prognostic impact on OS or EFS. Other studies yielded conflicting
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Overall survival (A) and event-free survival (B) by the International Prognostic Index.

results showing that BCL6 rearrangement was associated with a
worse outcome (20, 59-63), reporting no signiﬁcant associations at
all (64-67), or implying an association with favorable outcomes
(68, 69).

BCL2, MUM]I, and MYC protein expressions did not emerge as
independent prognostic variables in multivariate analysis. Unlike
the high proliferation index (>90%) detected by MIB-1 antibody,
which proved to be an independent predictor of good prognosis
regarding OS and EFS. We did not find any significant difference in
OS and EFS of DEL cases compared to the non-DEL cases.

Frontiers in Oncology 08

Our finding suggesting no impact of BCL2 expression on the
prognosis of patients with DLBCLis in line with the results of some
previous publications (8, 70-73). However, other researchers have
observed adverse outcomes with BCL2 protein overexpression (17, 26,
27, 74). In addition, in our study, there was no significant association
between BCL2 protein expression and BCL2 gene aberrations.

Finally, even in the rituximab era, there are still significant
differences in OS and EFS across the IPI groups.

Our study has several strengths and limitations. The major
strength of our work includes the size and coverage of the study
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FIGURE 3
Overall survival (A) and event-free survival (B) by cell of origin subgroups.

population (247 DLBCL cases from 7 Hungarian centers), allowing
a detailed and representative survival analysis. The major limitation
of our work is the study’s retrospective design, which, as reflected by
the number of excluded patients, resulted in lack of a full dataset in
some analyses.

5 Conclusion

Successful integration of predictive and prognostic tools in
DLBCL trials requires combination of clinical and molecular

Frontiers in Oncology

09

factors. Our study provides additional support to previously
reported publications that DLBCL is characterized by
heterogeneous molecular features and clinical outcomes. Based on
our findings, only the IPI, BCL6 expression by IHC, and high (>90%)
MIB-1 expression and not the other markers analyzed (CD10, BCL2,
MUM1, MYC positivity, and gender) are independent predictors of
OS and EFS in DLBCL. We did not find any difference in survival by
GCB vs. non-GCB subtypes. These findings may improve
prognostication in DLBCL and can contribute to designing further
research in the area. However, considering the limitations of our
study, these findings should be validated in prospective series.
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TABLE 5 Multivariate Cox regression analysis for overall survival and event-free survival.

Overall survival Event-free survival
(@] Cl

Gender 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 1.952-11.474 <0.001* 3.698 1.502-9.106 0.004*
IPI 3-5 10.451 4.515-24.193 <0.001* 8.600 3.702-19.976 <0.001*
CD10 expression 1.581 0.975-2.566 0.063 1.626 0.975-2.713 0.063
BCL6 expression 0.649 0.425-0.990 0.045* 0.623 0.398-0.976 0.039*
MUMI1 expression 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* 0.597 0.367-0.971 0.038*
MYC expression 1.071 0.724-1.585 0.732 1.141 0.758-1.719 0.528
BCL2 expression 0.993 0.656-1.503 0.973 0.952 0.6183-1.466 0.824
BCL6 translocation 0.967 0.617-1.514 0.883 1.057 0.667-1.676 0.813
BCL2 GCN gain 0.984 0.589-1.643 0.950 1.105 0.649-1.882 0.713

For molecular markers, the reference group is always the ‘negative’ group. Asterisks indicate statistical significance.
IPI, International Prognostic Index; ref, reference; GCN, gene copy number.

TABLE 6 Distribution and survival data of DLBCL patients included in different studies according to immunophenotype.

Study group n (%) Survival data P-value
Our study 5-year OS (%)
GC 85 (36) 48.5

NS
NGC 149 (64) 126
Hans et al. (8) 5-year OS (%)
GC 64 (42) 76

<0.001*
NGC 88 (58) 34
Barrans et al. (47) 5-year OS (%)
GC 59 (35) 68

0.02*
NGC 110 (65) 58
Chang et al. (48) Median OS (months)
GC 15 (39) not reached
Activated GC 12 (32) 15-26

<0.08*
NGC 11 (29) 38-40
Colomo et al. (49) 5-year OS (%)
CD10+GC 24 (21) 40
CD10-GC 30 (26) 54 NS
NGC 60 (53) 42
Chadburn et al. (51) 1-year OS (%)
GC 33 (59) 70

NS
NGC 23 (41) 75

GC, germinal center B-cell like; NGC, non- germinal center B-cell like; OS; overall survival; NS, not significant. Asterisks indicate statistical significance.
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Abstract

Purpose: B-cell non-Hodgkin lymphomas (NHLs) are significant contributors to cancer-related mortality. In this single-arm,
retrospective cohort study, we aimed to examine the outcomes of a radioimmunotherapeutic modality, *°Y-labeled ibritumomab
tiuxetan (*’YIT) in B-cell NHLs.

Methods and Materials: We conducted this study based on data from the United Arab Emirates lymphoma registry. All patients with NHL
subjected to “°YIT were eligible for inclusion. The country of research lacked a national autologous stem cell transplantation (ASCT) center, but
many ASCT-eligible patients received *°YIT. We investigated overall survival (OS) and event-free survival (EFS), as well as safety outcomes.
Results: Between 2004 and 2008, 54 of 111 patients with B-cell NHL received radioimmunotherapy. The therapy was applied as first-
line treatment in 18 cases (33.3%) and second- or later-line treatment in 36 cases (66.7%). All patients were evaluable for response. The
first-line group consisted mainly of follicular lymphoma cases, and 3 of 18 patients died (16.7%) during the follow-up (range, 22-67
months). Median OS was not reached. No progression occurred after treatment (median EFS, 36.5 months [Q;-Q; range, 30.5-44
months]). The second- or later-line group consisted mainly of diffuse large B-cell lymphoma cases, and 3 of 36 patients died (8.3%)
during the follow-up (range, 4-68 months). Median OS was not reached. One case of progression was registered (median EFS: 33
months [Q;-Q; range, 30.5-44 months]). %YIT had acceptable short- and long-term safety profiles.

Conclusions: The findings suggest that patients with NHL may benefit from *°YIT as salvage treatment if ASCT is not available;
however, this should be validated in randomized studies.

© 2021 The Authors. Published by Elsevier Inc. on behalf of American Society for Radiation Oncology. This is an open access
article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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World Health Organization distinguishes, among others,
mature B-cell neoplasms,” which account for the vast
majority of non-Hodgkin lymphomas (NHLs).” Based on
data from the Surveillance, Epidemiology, and End
Results program, the age-adjusted incidence of NHL was
18.6 per 100,000 persons with a death rate of 5.3 per
100,000 persons in the United States in 2017, and NHLs
were estimated to be responsible for 4.3% of all cancer
cases and 3.3% of cancer-related deaths in 2020. Although
the 5-year survival has prolonged to 72.7% (2010-2016),
one-third of patients are diagnosed at an advanced stage
(ht‘[ps://seer.cancer.gov/).3

Among NHLs, diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL)
and follicular lymphoma (FL) are the 2 most common
subtypes, representing approximately 30% and 20% of
cases, respectively.” In the native Arab population, data
from the United Arab Emirates lymphoma registry
showed that 59% and 7% of cases were DLBCL and FL,
respectively.” In the United States, DLBCL has an expected
5-year survival rate of 63.8%, and the rate of FL is 89.0%
(https://seer.cancer.gov/).

In B-cell NHLs, conventional chemotherapy combined
with rituximab (a monoclonal antibody targeting cluster
of differentiation 20 [CD20] molecules on the cell sur-
face), radiation therapy, high-dose chemotherapy with
autologous stem cell transplantation (ASCT), and other
target therapies offer a wide range of therapeutic
options.”” Despite the inherent sensitivity of most NHLs
to initial chemoimmunotherapy, a high percentage of
cases eventually relapse and patients die of their disease.’
In many cases, radioimmunotherapy (RIT) is a promising
therapeutic option. The most commonly used *°Y-labeled
ibritumomab tiuxetan (°°YIT) consists of an anti-CD20
murine monoclonal antibody conjugated with a radioac-
tive isotope (“yttrium) purely emitting beta particle
(2.293 MeV; 2.6 days isotope half-life). The molecule spe-
cifically binds to CD20 positive cells, expressed in 98% to
99% of B-cell NHLs,” minimizing the drug’s uptake on
normal tissues.”

In 2002, the results of a randomized controlled trial
(RCT) were released, showing that 20Y1T proved to be
superior over rituximab regarding overall response rate
and complete response in relapsed or refractory low-grade,
follicular, or transformed CD20 positive NHLs.” That year,
“YIT became the first RIT modality approved by the U.S.
Food and Drug Administration (FDA) in the United
States.'” According to the drug label, *’YIT is indicated
“for the treatment of relapsed or refractory, low-grade, or
follicular B-cell NHLs” and “for the treatment of previ-
ously untreated follicular NHL in patients who achieve a
partial or complete response to first-line chemotherapy.”'’
Since then, RCTs have proven that *°YIT is effective as
consolidation after induction of remission'>'” and as pre-
treatment before ASCT in patients with NHLs."*

The current guidelines of the European Society for
Medical Oncology (ESMO) do not mention RIT as a

therapeutic option for DLBCL' and marginal zone lym-
phoma,'® and do not recommend RIT as stand-alone
therapy for induction (stage IIIB). The guidelines do pro-
pose RIT as a potential therapeutic option in patients after
multiple relapses in the elderly (>65 years) in mantle cell
lymphoma.'” In FL, ESMO preserves RIT mainly for
selected, advanced (stage III-IV) cases. As a first-line ther-
apy, RIT can be given for induction in low-risk FL if con-
ventional chemotherapy is contraindicated (stage IIIC),
and may be considered for consolidation as an alternative
for rituximab (stage IIB). In relapsing/progressing FL,
RIT may be an option for patients with comorbidities
who are not eligible for chemotherapy (stage IVB).'*

In this study, we aimed to examine the efficacy and
safety of *°YIT in a unique hospital setting using data
from the United Arab Emirates lymphoma registry, where
the indication of RIT was far broader than that approved
by the FDA or the ESMO guidelines.

Methods and Materials

The study was carried out in accordance with the Dec-
laration of Helsinki (last amended in Fortaleza, Brazil,
2013).

Study design and data sources

This study is a single-arm, retrospective cohort study
of data on consecutive patients from regional hospitals in
the United Arab Emirates lymphoma registry. Patients
diagnosed between 2004 and 2008 were identified based
on International Classification of Diseases 10" Revision
codes in the United Arab Emirates registry.

Population and exposure

All patients with CD20 positive, B-cell NHLs were
screened to identify those who received *°YIT. In all cases,
the diagnoses were made based on histopathology test
results from lymph node or other tissue biopsy samples.
All histologic samples were reported by 2 hematopatholo-
gists (cosigned), and all diagnoses were based on the 3rd
(2001) and 4th (2008) editions of the World Health Orga-
nization Classification of Tumors of Hematopoietic and
Lymphoid Tissues.'”*’ Staging was performed per the
Ann-Arbor classification.”’

The indications of *°YIT were far broader than those
approved by the FDA, because the country of research
lacks a national center for ASCT (available only at remote
centers). At the same time, most of our patients were
expatriates with difficult financial conditions. Considering
these facts, the United Arab Emirates provided full sup-
port and all *’YIT expenses were generously sponsored.
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RIT-eligible patients included patients with early-stage (I-
II), nonbulky, indolent B-cell NHL in whom limited field
radiation therapy or rituximab monotherapy was planned
(most patients refused external beam radiation therapy);
patients who had relapsed FL after rituximab-containing
systemic chemoimmunotherapy or had a transformation
from FL to an aggressive B-cell NHL (with nonbulky dis-
ease and absence of significant bone marrow involve-
ment); and patients with primary DLBCL who relapsed
after induction treatment with rituximab-based chemoim-
munotherapy and those whose disease relapsed in extra-
nodal sites with less than 25% involvement of bone
Mmarrow.

Assessment of remission status before treatments was
based on the Cheson (1999)** and revised Cheson criteria
(2007).”” First, *’YIT-treated patients were preloaded with
unlabeled rituximab as an infusion of 250 mg/m” on days
1 and 8. Then, on day 8, a therapeutic dose (14.8 MBq/
kg; 45 patients) or reduced dose (11.1 MBq/kg; 9 patients,
because of advanced age, hypocellular bone marrow, >3
lines of previous chemotherapy, and poor performance
status) of “°YIT was administered as an intravenous push
over 10 minutes. The dose was given at least 4 weeks after
the last treatment taken by each patient.

Outcomes

We analyzed overall survival (OS; calculated from the
time of diagnosis) and event-free survival (EFS; calculated
from time of *°YIT treatment). Response to treatment
was assessed according to the Cheson criteria (2007),%
and determined based on all available clinical (physical
examination, vital signs, laboratory test results, quality of
life assessment, and Eastern Cooperative Oncology Group
score) and radiology follow-ups. The evaluation of
*YIT’s efficacy was done by computed tomography scan
every 3 months for the first 2 years, then every 6 months
until present, unless there was clinical indication for ear-
lier imaging study. Ancillary imaging (magnetic reso-
nance imaging or positron emission tomography) was
performed based on clinical indication. A rebiopsy was
performed in all cases of relapse or progression. Safety
outcomes included hematologic toxicity and secondary
neoplasms.

Patients were followed up with regularly at the outpa-
tient clinic while residing in the United Arab Emirates or,
if returned to their home countries, contacted by email or
phone.

Statistical analysis

We calculated proportions (% of total) for categorical
variables, and central tendencies with the measure of dis-
persion (median with 25%-75% quartiles [Q;-Q3]) after

the assessment of the distribution with Q—Q plots for
continuous variables. We constructed a Kaplan-Meier
curve for the OS of patients receiving RIT in second or
later lines. All calculations were carried out with R statisti-
cal language (version 4.1.1), and the “survminer” and
“survival” packages were used to generate the Kaplan-
Meier curve.

Results

Characteristics of patients included

A total of 111 patients with NHL were identified, of
which 54 (48.6%) received *°YIT. Of these cases, 18
patients (33.3%) received RIT as first-line, and the other
36 patients (66.7%) received RIT as second- or later-line
therapy. The characteristics of the patients are summa-
rized in Table 1. In the *°YIT group, 27 patients (50.0%)
had stage IV disease, only 4 patients had stage I, and 10
and 13 patients were classified as having stage II and III
disease, respectively. The average number of previous
treatment regimens before RIT was 3 (range, 1-5). After
induction, 24 cases (44.4%) were in complete remission,
and the rest were in partial remission.

Effectiveness

All patients had data that were evaluable for response
(Table 1, Table E1). In patients who received RIT as first-
line therapy, the length of follow-up ranged between 22
and 67 months from the time of diagnosis. Altogether, 3
of 18 patients died (16.7%), and the median OS was not
reached. No progression occurred after RIT treatment
during follow-up (median EFS, 36.5 months [Q;-Qs,
30.5-44 months]).

In patients who received RIT as second- or later-line
therapy, the length of follow-up ranged between 4 and 68
months from the time of diagnosis. Altogether, 3 of 36
patients died (8.3%), and the median OS was not reached
(Fig. 1). One case did not respond to treatment at all, and
the patient died 7 days later. There was no case of pro-
gression otherwise (median EFS, 33 months [Q;-Qj3, 30.5-
44 months]).

Safety

Grade 3 to 4 hematologic toxicities occurred in 7
patients (13.0% of total; all after 14.8 MBq/kg dose of
°YIT), and all were reversible with supportive therapies.
Six patients (11.1% of total) had prolonged severe throm-
bocytopenia (platelet count <10 G/L). These patients
received 1 to 5 sessions of platelet transfusions with an
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Table 1

Characteristics of patients who received °°Y-labeled ibritumomab tiuxetan treatment

Second- or later-line
treatment (n = 36)

First-line
treatment (n = 18)

Age at time of diagnosis, mo, median (Q1-Q3)
Male, n (% of total)
Diagnostic period, y
2004-2006
2007-2008
Ethnicity, n (% of total)
African-Arab
Asian
Disease type, n
Diffuse large B-cell lymphoma
Mantle cell lymphoma
Follicular lymphoma

Marginal zone lymphoma

median (Q1-Q3)

0
1
2
3
4

Time between diagnosis and progression to first-line treatment, mo,

Eastern Cooperative Oncology Group performance status score, n (%)

45.5 (43.3-59.8) 53.5 (45.8-62.8)

10 (55.6) 23 (63.9)
16 (88.9) 26 (72.2)
12 (11.1) 10 (27.8)
17 (94.4) 29 (80.6)
1(5.6) 7 (19.4)
3% 321

1* 0

14 0

0 4

15 (13-18) 15 (14-18)
0 (0.0) 3(8.3)
5(27.8) 12 (33.3)
11 (61.1) 18 (50.0)
2 (11.1) 3(8.3)

0 (0.0) 0(0.0)

* One case had central nervous system involvement.
1 Two cases had central nervous system involvement.

average of 2 units of pooled platelet transfusion per ses-
sion. None of these cases had clinically significant bleed-
ing. Two of these 7 cases also received a packed red blood
cell transfusion on a single occasion. One serious adverse
event occurred when a patient developed febrile neutrope-
nia. We did not identify any secondary neoplasms or
transformation to aggressive disease in our cohort of
patients, except for 1 patient with DLBCL developing
acute myeloid leukemia, which resulted in a fatal outcome
22 months after *°YIT treatment.

Discussion

This study aimed to examine the outcomes of patients
with B-cell NHL who were treated with *°YIT. The unique
setting of our study is ensured by the facts that ASCT was
not available at our center, many patients could not afford
to move to remote centers for ASCT treatment, **YIT-eli-
gible patients were offered treatment in the first line, and
“YIT treatment was well-funded and available for all eligi-
ble patients. Consequently, the indication of *’YIT was far
broader than that described in the drug’s labels, and

extended the application of this treatment modality beyond
the guidelines. In our study population comprised of indo-
lent and aggressive B-cell NHL cases, patients treated with
“YIT showed good EFS, both in first and later lines, and
the safety profile of the therapy was acceptable.

The efficacy of RIT has been investigated by many
studies in the rituximab era.”* As first-line monotherapy,
“°YIT was proven effective in a phase 2 trial in FL (overall
response rate: 87% in patients age >50 years with stage II-
IV disease),”” as well as in bulky, advanced FL.%® Accord-
ing to recent, long-term, follow-up data from the interna-
tional RIT Network, patients receiving *°YIT in first line
had a higher 8-year OS and progression-free survival
(PFS) compared with those treated with the drug after
relapse (78.1 vs 54.5% and 53.6 vs 29.6%, respectively).”’
In refractory or relapsing FL cases, *°YIT proved to be
effective in the long term (>5 years of follow-up; mean
estimated OS, 82.3 months) with an acceptable health-
related quality of life.”

In our study, the length of follow-up was a median
3 years for the “°YIT group (median OS and EFS were not
reached), but no FL cases treated with *°YIT relapsed during
follow-up. In this regard, PFS may be more informative
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Fig. 1 Overall survival of relapsing patients treated with *°Y-ibritumomab tiuxetan. Crosses indicate censoring, the red

area refers to 95% confidence interval.

about the efficacy of the treatment than OS due to the cross-
over and sequential treatments after relapse.”” Our results
on efficacy of the treatment are comparable with those
observed in the literature. Of note, we did not use the treat-
ment in bulky cases (per the drug’s label), and most patients
refused external beam radiation therapy. Besides, the pro-
portion of patients receiving *°YIT in first line (33%) was
higher than that observed in the literature (19%),”” which is
probably the consequence of our unique setting (easy-to-
access RIT vs difficult-to-access ASCT; Fig. 1).

In DLBCL, *°YIT proved to be effective as first-line
treatment after R-CHOP in patients age >60 years (esti-
mated 2-year PFES: 75%),” short term in high-risk elderly
patients (estimated 2-year PFS: 85%),”" as well as long
term (estimated 7-year PFS and OS: 36.1% and 38.9%,
respectively).’”” These studies included exclusively (or
dominantly) ASCT-ineligible DLBCL cases. In our study
of patients treated with *°YIT both in the first and later
lines, OS and EFS were comparable with those reported in
the literature.

Although effective, *’YIT treatment has an acceptable
short-term safety profile.”> The most informative con-
trolled study is a phase 3 RCT comparing *°YIT to no
treatment as consolidation therapy in 409 FL cases. In
this study, grade 3 or 4 nonhematologic toxicities affected
only 54% of the treated cases (of which infections
accounted for 1%) compared with 5.9% in the no-treat-
ment arm."” In general, thrombocytopenia (<25-50 G/L)
is expected to develop 4 to 6 weeks after treatment, but a
less apparent decline in hemoglobin level (15%-25% com-
pared with baseline) is expected a few weeks later.”>**"

Another minor concern is the deteriorating quality of
life with *°YIT*"; however, in another study, treated
elderly patients with NHL (in an FL-dominant popula-
tion) scored similarly for global health and social func-
tioning compared with that in the healthy population.”
Long-term follow-up data of °°YIT-treated cases are
scarce. In the report of the RIT Network (285 FL cases),
secondary neoplasms developed in 12.5% (22 solid and 13
hematologic neoplasms, most commonly acute myeloid
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leukemia and myelodysplastic syndrome), and histologic
transformation occurred in 5.7% of cases with a median
follow-up of 8.2 years.”” In our study, the treatment’s
short-term safety profile was similar to that reported ear-
lier, with 13.0% of cases developing grade 3 or 4 hemato-
logic toxicity of which none urged therapy cessation.
Although we had 1 case of acute myeloid leukemia, the
follow-up length did not allow us to draw firm conclu-
sions about long-term safety (carcinogenic effects of radi-
ation may manifest 5-10 years later than exposure).

Our study has several strengths and limitations. The
main strength of our study is its unique setting. Many
ASCT-eligible patients were treated with *°YIT due to the
unavailability and unaffordability of ASCT. Our study’s
major limitation is the single-arm design and retrospec-
tive nature, with their inherent limitations (vulnerability
to selection and information bias). Besides, the median
length of follow-up was shorter than that required to ana-
lyze the treatment’s long-term safety. Finally, we did not
investigate the cost effectiveness of *’YIT.”

Conclusions

Our results suggest that patients with B-cell NHL
treated with *°YIT experience satisfactory OS andEFS
with acceptable safety profile. Based on this, patients with
B-cell NHL, and particularly those with DLBCL, may ben-
efit from *°YIT as adjunctive therapy if ASCT is not avail-
able. However, due to our study’s limitations, these
findings should be used for hypothesis-generating pur-
pose for RCTs validating the associations.
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A diffGz nagy B-sejtes limféma 5 éves dltalanos tdlélése a mai kezelések mellett 60-70%, melynek
hétterében a betegség komplex heterogenitasa allhat.

Célkitlizés: Magyarorszagi multicentrikus tanulményban a betegség fenotipikus, citogenetikai, geno-
mexpresszios profil- és geogrifiai heterogenitasanak vizsgalata. Mddszer: A 276 formol-paraffinos
betegmintat Hans’ algoritmus és dupla protein expresszor stdtusz alapjan klasszifikaltuk. A IGH::MYC,
IGH::BCL2, BCL6 gén éatrendezédéseket, valamint a MYC, BCL2 és BCL6 gének nyerését interfazis
citogenetikdval vizsgaltuk. Az RNA-seq-alapi génexpresszios profilvizsgalat 173 formol-paraffinos
mintan volt elvégezhetd. Eredmények: A Hans’ fenotipus alapjan 103 (37,3%) germinalis centrum B-sejt-
szer és 173 (62,7%) nem germinalis B-sejt-szerti limfémat azonositottunk, mely besorolas 82,6%-os
megegyezést mutatott a genomexpresszios profilstratifikdcioval. Tripla aberraciét mutat6 limféma nem
fordult el8. Izolalt IGH:MYC étrendezédés, valamint MYC, BCL2, BCL6 géntobblet mindkét Hans’
csoportban jelen volt. Az IGH::BCL2 atrendez6dés izoldltan vagy kombindcidban, szignifikinsan és
kizarolag a germindlis centrum B-sejt-szer(i csoportban volt azonosithaté, mig a BCL6 atrendez3dés
szignifikdns halmozodast mutatott a nem germindlis centrum B-sejt-szeri Hans” csoportban. A dupla

Unauthenticated | Downloaded 09/05/23 09:37 PM UTC


https://orcid.org/0000-0002-3889-7218
https://doi.org/10.1556/2068.2023.00157
mailto:pajor.laszlo@pte.hu

Hematoldgia-Transzfuziologia 55 (2022) 4, 154-163 155

protein expresszor fenotipus pozitiv prediktiv értéke mindkét Hans’ csoport molekuldris alcsoportjaira alacsony, a 0,04-0,19, illetve a 0,12—
0,30, tartomdnyba esett, mig negativ prediktiv értéke mindkét fécsoport Osszes relevans molekuldris alcsoportjaban 1,00-nek felelt meg.
Kovetkeztetések: A IGH:MYC atrendez6dés nem Hans’ csoport specifikus genotipus. Az IGH::BCL2 atrendez8dés germinalis centrum,
a BCL6 atrendez6dés pedig a nem germinalis centrum B-sejt-szer(i limféma fémjele. A dupla protein expresszor negativ fenotipus mellett
IGH:MYC és/vagy IGH::BCL2 atrendez6dés nem fordult eld.

KULCSSZAVAK

DLBCL, immunfenotipus, citogenetika, expressziés profil

Phenotypic, cytogenetic and expression profile heterogeneity of diffuse large B-cell
lymphoma. A Hungarian multicentric study

Heterogeneity of diffuse large B-cell lymphoma might explain the current 60-70% five year overall survival.

Objectives: To reveal the phenotypic, cytogenetic, genome expression profile and geographic heterogeneity of this disease in Hungary.
Methods: Formol-paraffine tissue samples of 276 patients were stratified according to the Hans’ algorithm and double protein expressor
status. IGH::MYC, IGH::BCL2, BCL6 rearrangements and gain of MYC, BCL2, BCL6 genes were determined by interphase cytogenetics.
RNA-seq based expression profiling was accomplished in 173 samples. Results: Hans” phenotype identified 103 (37.3%) germinal center and
173 (62.7%) non-germinal center B-cell like lymphoma, which classification corresponded in 82.6% to the genome expression profile
stratification. Triple-hit lymphoma did not occur. The IGH::MYC rearrangement alone or excess of MYC, BCL2 and BCL6 genes existed in
both Hans’ groups. The IGH::BCL2 rearrangement, alone or combined, was significantly related to germinal center B-cell like lymphoma,
whereas the BCL6 rearrangement associated significantly to the other Hans’ group. The positive predictive values of double protein exp-
ressor phenotype were low in all molecular subgroups of both Hans’ groups, felling into the range of 0.04-0.19 and 0.12-0.30, respectively,
whereas the negative predictive values of it corresponded to 1.00 in all relevant molecular subgroups of the two Hans’ groups. Conclusions:
IGH::MYC rearrangement is not a Hans’ group specific genotype. IGH::BCL2 is a hallmark of the germinal center, whereas BCL6 rear-
rangement is that of the non-germinal center lymphomas. The double protein expressor negative phenotype is equally exclusive for both

IGH::MYC and IGH::BCL2 rearrangements.

KEYWORDS

DLBCL, immunophenotype, cytogenetics, expression profiling

BEVEZETES

A leggyakoribb non-Hodgkin limféma, a CD20 pozitiv, de
morfoldgiailag heterogén és kiilonbozé klinikai lefolyast
mutat6 diffiz nagy B-sejtes limféma (DLBCL) a klasszikus,
Lymphochip-alapt génexpresszids profil (GEP) vizsgalatok
szerint legalabb kett$, molekuldrisan eltéré és prognoszti-
kailag kiilonbozé betegségnek felelt meg [1]. A germinalis
centrum B-sejt (GCB), valamint az aktivalt B-sejt (ABC)-
szerll molekuldris szubtipusok létezését egy fuggetlen, oli-
gonukleotid génchip platform (Affimetrix, Santa Clara, CA)
is megerdsitette, és kiegészitette egy harmadik, nem osz-
talyozhat6, a GCB, illetve az ABC tipusit GEP mintazattdl
eltérd expresszids profilt mutatd, de rossz progndzisu
DLBCL altipussal [2, 3]. A DLBCL sejteredetének (‘cell-of-
origin’, COO) megillapitdsara az immunbhisztolégiailag (IH)
meghatdrozott proteinexpresszids algoritmusok is beveze-
tésre keriiltek, melyet a GEP-alapu sejteredet-meghatdrozas
széles korli rendelkezésre alldsanak hidnya miatt a WHO-
2016 limfémaklasszifikacié is elfogadott [4]. Ezek kozil a
legeldszor bevezetett és legszélesebb korben alkalmazott, a
CD10, BCL6 és a MUM1 proteinek expresszidjat immun-
hisztolégiaval vizsgalé Hans’ algoritmus sem tudja elkiilo-
niteni a GEP-pel nem osztalyozhato csoportot, és a DLBCL

betegséget GCB-szeri és nem GCB/ABC-szerti, az el6bbi
javara szignifikinsan jobb klinikai lefolyast mutatd cso-
portokba sorolja [5]. A DLBCL betegség citogenetikai hete-
rogenitasdra vonatkozd novekvé ismeretanyag egy Uj entitds
elfogadasdhoz vezetett a WHO-2016 limfémaklasszifika-
cioban: MYC és BCL2 és/vagy BCL6 atrendezddést (R)
mutatd magas malignitasi B-sejtes limféma (HGBL), melyet
ezen molekuldris sajatsigok miatt tripla aberrdciot (‘triple
hit’, TH) vagy dupla aberraciét (‘double hit’, DH) mutaté6
limfémaénak neveztek el [6].

A nagy nemzetkozi tanulmdanyokban jelentkezé ellent-
mondasok, példdul az izoldlt MYC-R, az ebben részt vevé
partnergének, a MYC-R melletti mas atrendez6dések, ezen
genetikai aberracidk kilonb6zé kombinacidinak, tovabba a
MYC, BCL2 és BCL6 gének kdpiaszam-eltéréseinek (CNA)
prognosztikai szerepe nem keriiltek minden vonatkozasban
felolddsra. Ez magyardzza a jelenleg is intenziv, a prognozis
prediktiv genetikai aberraciok, mutacidk, kdpiaszam-eltéré-
sek vagy génfuzidk feltardsara irdnyuld kutatdsokat, melyek
célja a DLBCL individualis medicina tipusi kezelésének
megalapozasa [7-20].

Multicentrikus tanulmanyunkban egy reprezentativnak vélt
DLBCL betegcsoport sejteredet (COO), IGH:MYC, IGH::BCL2
és BCL6 gén atrendez8dés (R), illetve kdpiaszdm-novekedés
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(CNA), valamint génexpresszios profil (GEP) szerinti vizs-
galatat végeztilk el annak érdekében, hogy a DLBCL ezen
paraméterei geografiai jellegzetességeit feltarjuk.

ANYAG ES MODSZER

A vizsgalatokat a PTE Klinikai Kézpont Pathologiai Inté-
zetének konziliumi anyagan végeztiik, melybdl 344, legalabb
5 éves kovetéssel rendelkezé mintat vélasztottunk ki. Ebb6l
mind a 7 immunhisztolégiai, valamint a 4 genetikai 16kuszt
reprezentald 3 iFISH-vizsgalat értékelheté eredményt 276
esetben adott. Ez a pathologiai minta (paraffinos blokk)
kollekcid 12 egészségiigyi intézmény pathologiai osztalyarél
szarmazott, melyek az affilidcioban szerepld székhely szerint
a kovetkezOk, zardjelben a részvételi esetszammal: Békés-
csaba (6), Dunautjvaros (16), DPC-OHII Budapest (30),
Gy6r (4), Miskolc (55), Nagykanizsa (3), PTE Pécs (30),
Siéfok (15), Kaposvar (88), Szekszard (14), SZTE Szeged (8),
Veszprém (7). E kohorszban az FFPE blokkokbdl extrahalt
RNS és az azt kovetd transzkriptom 0j generacios szekve-
nédlds (NGS) alapjan 173 mintdban volt genomexpresszids
profil (GEP) vizsgalat elvégezhetd.

Hisztologiai-immunhisztologiai vizsgdlatok: A paraffinos
blokkokbdl ujra elvégeztitk a teljes pathologiai feldolgozast,
komplettaltuk az IH-profilozast, diagnoziskorrekcié miatt
egyetlen esetet sem kellett kizarni. Az IH-vizsgalatokhoz CD10,
CD20 (Visionbiosystems Novocastra, UK), MUM1, BCL2,
BCL6 (Dako, Dénia), MYC (Abcam, UK), Ki-67 (Hisztopato-
légia Kft., Magyarorszag) specifikus primér antitesteket, vala-
mint Envision+ System-HRP (DakoCytomation, Dénia) és
Bond Polymer Refine Detection (Leica Biosystems, UK) el6-
hivé reagenseket alkalmaztunk. A Hans’ algoritmus szerint
legalabb 30%-o0s pozitivitds esetén tekinthetd pozitivnak a
tumor egy bizonyos markerre. Az algoritmus szerint GCB-
szer(i csoportbesorolast kap a tumor, ha CD10+ (BCL6+/—,
MUM1+/—) vagy CD10—, BCL6+, MUMI1- fenotipust mutat.
Nem GCB/ABC-szerli a besorolas minden egyéb - CD10—,
BCL6+, MUM1+ vagy CD10—, BCL6-, MUMI1+ fenotipus
esetén [5]. Dupla protein expresszor (DPE) besorolast kapott a
tumor kombinalt BCL2 (>50%) és MYC (>40%) immun-
hisztolégiai pozitivitas esetén [6].

Interfdzis fluoreszcens in situ hibridizdcio (iFISH): A
paraffinos blokkok 5um-es metszetein a mintakat iFISH-
eljarassal - a szonda kit gydrt6 el6irasait kovetve — teszteltilk
MYC::IGH, IGH::BCL2, BCL6 atrendez6désre (R), valamint
MYC (8q24), BCL2 (18q21) és BCL6 (3q27) nyerésre/amp-
lifikdciéra (G/A). Ehhez Vysis IGH/MYC/CEP8 TC-DF,
Vysis LSI IGH/BCL2 DC-DF és Vysis LSI BCL6 (ABR) DC
Break Apart szondakészleteket (Abbott Molecular Inc.,
USA) hasznéltunk fel. Az iFISH-reakciokat a gyart6 eléirasai
szerint, Zeiss Axioplan-MOT II fluoreszcens mikroszképban
‘grid sampling’ és ‘color rationing’ modszerekkel értékeltiik
ki [21]. Atrendezédés (R) pozitivnak tekintettiik a tumort
IGH/MYC, IGH/BCL2, illetve BCL6 szonda esetén, ha a
fuzids, illetve a disszocialt iFISH jeleket a sejtmagok legalabb
50%-a hordozta. A nyerés/amplifikacié (G/A) definicidja
MYC, BCL2 és BCL6 esetében magaban foglalta a relevans

kromoszéma poliploiditdsanak hianyét és/vagy a sejtmagok
legalabb 50%-ban legalabb 1 kdpia géntobblet kimutathatd-
sagat, valamint dupla paranyok [‘double minutes’] és/vagy
gyongytiizérszerti [‘beaded lace-like’] jelek és/vagy meg-
szamlalhatatlan (homogén festddésti régi6 - ‘HSR’ vagy
felhészeri - ‘cloudy-like’) szignalok jelenlétét.

RNS-kényvtar-készités és szekvendlds: A paraffinos blok-
kok 10 pm-es metszeteib6l RNeasy FFPE isol kit (Qiagen,
Németorszag) alkalmazasaval tortént az RNS-izolalas, majd
NanoDrop ND-1000 (Thermo Fischer Scientific, USA)
késziilékkel a mennyiség és a tisztasagi fok meghatdrozasa.
Az RNS-konyvtarak készitését QuantSeq 3° mRNA-Seq
Library Prep Kit FWD for Illumina (Lexogen, Ausztria)
segitségével végeztilk. Mintanként 100 ng total RNS reverz
transzkripcidja valosult meg egyszalt komplementer DNS-re
(cDNS) oligodT primerekkel, majd az RNS eltavolitasra
kertilt. Ezt kovetéen a masodik cDNS-szdlat szintetizaltuk
random primerek segitségével, majd a termékeket tiszti-
tottuk magneses gyongyokkel. Végiil a konyvtarakat ampli-
fikéltuk, és vonalkdd-szekvenciaval (barcode) lattuk el PCR
alkalmazasaval. Az elkésziilt konyvtirakban TapeStation
4200 (Agilent) késziilékkel ellendriztikk adapter dimer PCR
mutermékek képz8dését. A QuantSeq konyvtarakat Illumina
NextSeq550 késziilékkel szekvenaltuk 75 bp single-end
leolvasasi médban.

Bioinformatika - statisztika: A leolvasott szekvencidkat a
Homo sapiens referencia genomra illesztettik (GRCh37
Ensembl) a STAR v2.5.3a programmal [22]. Ezutin a
fehérjekodold génekre illesztett readek szamat meg-
hataroztuk a HTSeq programcsomaggal (v0.11.1) [22]. A gén
count adatokat normalizaltuk az M-értékek trimmelt atlaga
(TMM) modszerrel az edgeR R/Bioconductor program-
csomagokkal (v3.28, R v3.6.0, Bioconductor v3.9) [23].
A statisztikai probdkhoz az adatokat logtranszformaltuk a
voom megkozelitéssel a limma programcsomaggal [24, 25].
A normalizalt gén count adatokat transzkriptum per milli6
(TPM) forméban reprezentaltuk. A limma csomag segitsé-
gével Osszehasonlitottuk a csoportokat linedris modell
alkalmazdsaval, amellyel fold change és mddositott p-érté-
keket, majd Benjamini-Hochberg-moédszerrel a False Dis-
covery Rate (FDR) megkozelitéssel illesztett p-értékeket
szdmoltunk. A differencidltan kifejezett gének TPM-értékeit
hierarchikus klaszterelemzéssel, Pearson-korreldci6 és atla-
gos kapcsoltsag (average linkage) mddszerrel vizsgaltuk és
hétérképpel vizualizaltuk a pheatmap R csomaggal (v1.0.12).
A Wan-Hui és mtsai (2020) 4ltal meghatarozott, a DLBCL-
sejteredet (cell-of-origin, COO) csoportositassal szignifi-
kdnsan osszefiiggd 32 gén kozil a mintdinkban kimutatott
transzkripttel rendelkezé 28 gén TPM-értékei alapjan hie-
rarchikus klaszterelemzést és hétérképen torténd viz-
ualizéciot alkalmaztunk a fenti moédon [26].

Chi-négyzet-tesztet alkalmaztunk a kiilonb6z6 feno- és
genotipus  sejtparaméterek megoszlasanak vizsgélatara.
Ehhez az R stats csomagbdl a chig.test figgvényt (R Core
Team, 2021) hasznaltuk fel. A pozitiv és negativ prediktiv
értéket (PPE, NPE) a kiilénb6z8 geno- és fenotipus-
csoportok vs. DPE statusz kontingenciatdblazataibol nyert
valédi pozitiv (VP), élpozitiv (AP), valédi negativ (VN),
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alnegativ (AN) értékek alapjan, a VP/VP+AP és VN/
VN+AN képletek alapjdn szdmoltuk.

EREDMENYEK

A teljes immunhisztoldgiai és iFISH-panellel értékelhetd
eredményt add, Osszesen 276 DLBCL-tumormintat vizs-
galhattunk. A sejteredet (COO) vonatkozasiban, a Hans’
immunhisztologiai algoritmus alapjan, a 276 tumorbdl 103
(37,3%) GCB-sejt-szerti, mig 173 (62,7%) nem GCB-sejt-
szeri DLBCL altipusba sorolédott. A GEP-vizsgalat soran
azonositott differencidltan expresszalt gének a GCB vs. nem
GCB Hans’ DLBCL-csoportokat magas hatékonysaggal
kilonitették el. A Hans algoritmus, valamint a GEP-vizsgalat
alapjan azonos csoport besorolast nyert az dsszes eset 82,6%-
a (1. dbra). Az abra jobb felsé zondjaban, a dontéen Hans’
nem GCB fenotipust esetek kozott alcsoportosodast, azaz
GEP-heterogenitast mutat a hétérkép. A GEP-vizsgalat
ugyanakkor, szignifikins heterogenitast tart fel az egyarant
Hans’ GCB besoroldsba tartozd, 6/103 (5,8%) illetve a 22/103
(213%) gyakorisagot képvisel6 CD10+/MUM1+ vs BCL6+
csoportok kozott (2. dbra).

Az IGH::MYC, IGH::BCL2 f0zi6 illetve BCL6 torés tipusa
atrendezédések (R) incidencidja a teljes vizsgalt DLBCL-
kohorszban 16/276 (5,8%), 20/276 (7,2%), illetve 46/276
(16,7%) értékeknek felelt meg (1. tdbldzat). A MYC gén

amplifikacidja 7/276 (2,5%) gyakorisaggal fordult el6, melyet
az atlagos 2,55x allélarany (kb. 3 génddzistobblet) jellemzett.
A BCL2 amplifikdcié ugyanezen adatai: 37/276 (13,4%),
atlagosan 1,95 allélarany (kb. 2 gén dézis tobblet). A BCL6
amplifikdcidja csak 0,7%-ban (2/276) volt észlelhetd,
4,05-4,22 fazids jel/mag arany (kb. 2x gén dozis tobblet) és
gyongyfuzérszerti amplifikacié mellett. Az amplifikdcio
értékelésénél nem vettilk figyelembe a megszamlalhatatlan,
homogén festédési régié6 (‘HSR’), valamint felhdszer(i
(‘cloudy like’) iFISH-jeleket tartalmazé magokat. A MYC és
a BCL2 gén vonatkozasdban egyarant 2-2/276 (0,7-0,7%)
gyakorisaggal fordultak el§ ilyen iFISH-jelenségek a DLBCL-
kohorszban (3. dbra).

Az izolalt IGH:MYC aberracié 6/103 (5,8%), illetve 6/173
(3,5%) aranyban fordult el6 a GCB, valamint a nem GCB
csoportban, és nem mutatott szignifikdnsan eltéré halmo-
z6dast a Hans’ fécsoportokban. Tripla aberraciét (TH) vagy
IGH::MYC/BCLG6 atrendez6édés tipusu dupla aberraciét (DH-
2) hordozé limféma egyik Hans’ csoportban sem fordult eld.
Az izolalt BCL6-R tipusu aberracié a nem GCB csoportban
volt gyakoribb (33/173, 19,0%), és ezzel a fenotipussal szig-
nifikins Osszefiiggést mutatott (P = 0,013). Az IGH::BCL2
dtrendezédés izoldltan és mds aberraciéval kombinacidban
20/103 (19,4%) illetve 0/173 (0%) gyakorisaggal fordult el6 a
GCB, valamint a nem GCB csoportban. Igy szignifikans
halmozoddast mutatott izoldltan (P = 0), kombindcidban
IGH::MYC #étrendezédéssel (DH-1; P = 0,018), BCL6

GCB Vs nem 7GfCB

Csoport
GCB
nem GCB

1. dbra. Az expresszids profil alapjan létrehozott hétérképen meghatarozott 2 csoport 82,6% étfedést mutatott a Hans’ algoritmus szerint
definialt GCBM, valamint nem GCBJl besoroldssal
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CD10+ és MUM1+ vs. BCL6+

1 [ ][]
LI

-

T

Csoport
BCL6+
CD10+ és MUM1+

—

TMEM119
CBFA2T3

ST6GALNAC4
KIAA0226L
CCDC41
TFDP2

MME
PHACTR1

]

2. dbra. Az egyarant a Hans’ GCB csoportba tartoz6 CD10+, MUMI1-+l, valamint BCL6+M fenotipusu csoport szignifikdins GEP-hete-

rogenitdst mutatott

Unauthenticated | Downloaded 09/05/23 09:37 PM UTC



Hematoldgia-Transzfuziologia 55 (2022) 4, 154-163

159

toréssel (P = 0,008) vagy minden IGH::BCL2 4trendez8dést
mutaté6 DLBCL-re nézve (P = 0,001), a GCB fenotipusu
limfémakban, mikozben ez a genetikai konstellacio egyal-
taldan nem fordult el6 a nem GCB fenotipusu tumorokban.
Ugyanakkor a BCL2 gént érinté aberraciok mindegyike
nyerés/amplifikicié (G/A) tipust volt a nem GCB-sejt-szer(i
daganatokban. Ennek ellenére a MYC, BCL2, illetve BCL6
gének kopiaszam eltéréseinek gyakorisiga nem mutatott
szignifikdns asszocidciot egyik Hans’ csoporttal sem
(4. dbra).

A DPE+ statusz el6fordulasa magas volt a GCB (83,4%)
és a nem GCB (88,4%) csoportban egyarant és gyakorisaga
nem mutatott szignifikins eltérést a két Hans’ csoportban.

1. tdbldzat. A IGH::MYC, IGH::BCL2 és BCL6 génatrendez8dések
(R), a MYC, BCL2 és BCL6 gének nyerésének/amplifikiciéjanak
(G/A), valamint a megszdmlalhatatlan iFISH jelek lokuszspecifikus
gyakorisaga a teljes vizsgalt DLBCL-kohorszban (HSR - homogén
fest6désti régio)

Géntobblet — iFISH jel

i Nyerés/
Atrendezddés  Amplifikici6  Megszamlélhatatlan
®) (G/A) HSR/Felh6szerti
IGH:MYC  16/276 (5,8%) - -
MYC - 71276 (2,5%) 2/276 (0,7%)
IGH:BCL2  20/276 (7,2%) - -
BCL2 - 37/276 2/276 (0,7%)
(13,4%)
BCL6 46/276 - -
(16,7%)

BCL6 - 2/276 (0,7%) -

A DPE+ fenotipus szignifikins asszocidciét nem muta-
tott a nem GCB csoportban a csak izoldltan el6forduld
MYC-R+ és a BCL6-R+ alcsoportokkal, ugyanez vonatko-
zik a GCB csoportban a MYC-R tipusu aberriciét, illetve a
BCL2 atrendezdédést izolaltan vagy kombindcioban hordozé
alcsoportokra is. A DPE+ fenotipus csak a GCB csoportban
és csak a MYC vagy BCL2 atrendez6dést izolaltan vagy
barmilyen kombindciéban hordozé molekuldris alcsoportra
bizonyult szignifikdnsan gyakoribbnak (P = 0,02). A DPE
fenotipus pozitiv prediktiv értéke (PPV) a nem GCB csoport
fenti 2 molekularis alcsoportjara: 0,04-0,19. Ugyanezen érték
a GCB csoport 3 molekuldris alcsoportjara a 0,12-0,30 tar-
tomanyba esett (2. tdbldzat). A DPE fenotipus negativ pre-
diktiv értéke (NPV) a két Hans csoport Osszesen Ot
molekuldris alcsoportjabdl 4-ben 1,00-nek bizonyult, egye-
dil a nem GCB - BCL6-R+ alcsoportban volt alacso-
nyabb, 0,85.

MEGBESZELES

A leggyakoribb limféma, a CD20+ nagy B-sejtes limfoma, a
non-Hodgkin limfémak 30-40%-at teszi ki a kiilonbozé
foldrajzi térségekben. Ennek 80-85%-a diffuz novekedési
mintazatot mutat, ezért diffdz nagy B-sejtes limfémanak
(DLBCL-nek) nevezik. Tovabbi és ritkabb, Osszességében
15-20%-ot kitevs, nagy B-sejtekbdl felépiilé limfomak is
léteznek, melyeket egyedi klinikopathologiai sajatossagaik
miatt a vizsgalatunk alatt érvényes (WHO-HAEM4R) vala-
mint a jelenlegi (WHO-HAEMS5) osztélyozds is mas elne-
vezések alatt hataroz meg [6, 20, 27]. Jelen tanulmanyunk
targyat az el6bbi, DLBCL csoportba tartozd betegségek

3. dbra. Tipusos iFISH jel mintazatok génatrendez6dés, valamint géntobblet (nyerés/amplifikicio) esetén. a MYC piros (P) jel, IGH zold (Z)
jel, IGH::MYC atrendez8dés — kolokalizalt/sarga fuzios (F) jel; b BCL6 telomerikus 3q27 régi6 P jel, centromerikus 3q27 régi6 Z jel, intakt
BCL6 gén - kolokalizalt szignalok, BCL6 gén torés — 6nallo Z/P jelek; c MYC (P), IGH (Z), CEP8-Aqua (A), ~9-szeres P/Z, illetve P/A ardny
(kb. 16 MYC géntdbblet), < homogénen fest6dd régio — HSR, << felhészer(i iFISH jelolédés; d BCL2 P jel, IGH Z jel, ~3,5-sz6r6s P/Z
amplifikdci6 (~5 BCL2 géntobblet), e ~ 4-szeres P-Z kolokalizélt jel/mag (~6-szoros BCL6 géntobblet), telomerikus 3q27 régié Z jel,
centromerikus 3q27 régié P jel; d és e gyongyfiizérszer(i iFISH jel mintézat - intrakromoszomélis gén sokszorozddés; a — e 63x olaj immerzié
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4. dbra. Az Y tengely az esetek fenotipus (GCB - z6ld, illetve nem GCB - sarga) megoszlasat mutatja, mely stratifikdltan keriil bemutatdsra,

aszerint, hogy a fenotipuscsoportban az X tengelyen jelzett aberraci6 4trendezdés (GCB® - sotétzold; nem GCB® - sotétsdrga) vagy gén

nyerés/amplifikicié (GCBY'* - vildgoszold; nem GCBY'* - vildgossarga) tipusa volt. A dupla protein expresszor (DPE) esetek szdma az

egyes oszlopok feletti esetszamok mellett zardjelben jelenik meg. MYC = 8q24, BCL2 = 18q21, BCL6 = 3q27. Az IGH::MYC, IGH::BCL2,

BCL6 génatrendezddések (R,JM), valamint a MYC, BCL2, BCL6 gén nyerésének (G/A,[]]) gyakorisaga izoldltan vagy kombindciokban a

Hans’ GCB (M), valamint nem GCB (I[J) fenotipuscsoportokban. Ha a kombinalt aberraciok esetén nem mindegyik aberraci6 atren-
dez8dés tipusu volt, a tumor a kombindlt gén nyerés tipust alcsoportba sorolédott

2. tdbldzat. A dupla protein expresszor (DPE) fenotipus pozitiv prediktiv értéke (PPV), illetve negativ prediktiv értéke (NPV), valamint a
DPE-pozitivitas szignifikanicaszintje a nem GCB, valamint a GCB tipust DLBCL molekuléris alcsoportjaiban.
i - izoldltan, k - kombinaciban eléfordul6 atrendezédés (R), n. sz. — nem szignifikdns

nem GCB DLBCL

GCB DLBCL

MYC-R (i) BCL6-R (i) MYC-R (i vagy k) BCL2-R (i vagy k) MYC-R vagy BCL2-R (i vagy k)
DPE+PPV 0,04 n. sz. 0,19 n. sz. 0,12 n. sz. 0,23 n.sz. 0,30 P = 0.020
DPE-NPV 1,00 0,85 1,00 1,00 1,00

képezték. A Burkitt-limféma eseteket a WHO-meghatarozas
alapjan kizartuk. A ritka és meglehetdsen szubjektiv mor-
fologiai jegyek alapjan véleményezett, Un. diffiz magas
malignitast B-sejtes limféma (HGBL) esetek a tanulmany
részét képezték. A DLBCL morfoldgiai, fenotipusos, mole-
kularis genetikai és geografiai heterogenitdsa allhat annak
hatterében, hogy a betegség 5 éves dltaldnos tdlélése a mai
kezelések mellett 60-70% [12].

Emiatt a DLBCL patobioldgidja intenziv kutatdsok tar-
gya, melyek célja a preciziés medicina tipusu kezelhetdség
megalapozasa. Hazdnkban a DLBCL atfogo, fenotipikus,
citogenetikai és génexpressziés profil (GEP) alapu egyiittes
vizsgalata nem kerilt még bemutatasra/publikalasra, ezért
egy multicentrikus tanulmanyban 276 DLBCL betegség ilyen
iranyd, komplex jellemzését végeztiikk el és adjuk kozre a
vizsgélatok eredményét.
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A CD10, BCL6, MUM1 immunhisztokémiai reaktivitas
és a Hans’ algoritmus alapjan a limfémak kozel 1/3-a
(37,3%-a) nyert GCB-sejt-szerti, mig kozel 2/3-a (62,7%)
nem GCB-sejt-szeri besoroldst. Ez a Hans™ osztilyozas
alapjan publikalt adatokban észlelt GCB tipust limfémdk
gyakorisdgi tartomdnyanak als6 hatdra korili GCB tipust
DLBCL aranyt és jelentds nem GCB-sejt-szerti limfoma
tulsulyt mutat az altalunk vizsgalt beteganyagban [7, 15, 28].
A Hans fenotipus stratifikcié ebben a tanulmdnyban
megbizhaténak tarthatd, mivel a GEP vizsgalat soran azo-
nositott, differencidltan expresszélt gének, valamint a Hans’
klasszifikacié alapjan a DLBCL esetek 82,6%-ban azonos
besorolast nyertek. Tovabba a vizsgalt kohorsz Hans™ osz-
talyozasa és a kozelmultban publikalt, 32 génes klasszifikalo
alapjan végzett GEP csoport analizisiink jo korrelaciot,
81,0%-ban megegyezé besorolast mutatott [26]. A fenti
Hans’ és GEP klasszifikacio kozotti eltéréseket magya-
razhatja az az ismert tény, hogy a DLBCL esetek 15-20%-ot
kitevé, GEP alapjan nem osztalyozhatd csoportjat immun-
hisztoldgiai profil alapjan sem lehet felismerni [6]. Ezt pél-
ddzza az az eredményiink is, miszerint a GEP-analizis
heterogenitast is mutatott mind a Hans’ GCB, mind a nem
GCB csoportban egyarant. A klinikai adatok birtokaban
tervezzilk annak vizsgalatat, hogy a homogén fenotipus-
csoportokban észlelt GEP-heterogenitas képvisel-e prog-
nosztikai heterogenitast.

DLBCL-ben az IGH:MYC, IGH:BCL2 fuzié, illetve a
BCL6 torés tipusu dtrendezédések (R) incidencidgja - a
nemzetkdzi adatok alapjan - tag hatarok kozott, a 4-24%, 3-
30%, illetve a 14-30% tartomdnyban mozog [8, 9, 12-15,
28-31]. Ezen aberracidk incidenciai jelen kohorszban ezen
tartomanyok alsé zonajaba esnek. Feltting, hogy a nemzet-
kozi adatok alapjan a 0,5-10%, 0,5-1,5%, illetve 0-3%
incidenciatartomdnyt mutaté DH-1, DH-2, illetve TH lim-
foma koziil e vizsgélatban csak a DH-1, MYC-R és BCL2-R
genotipusti limféma mutathaté ki 1,4% aranyban, mig a
masik kett6 nem fordul elé. Ezt geografiai kiilonbségeken
kiviill nehéz lenne massal magyarazni. Nem val6szintsitheto,
hogy az eredményeket befolyasolta az, hogy a MYC-R
aberraciot az IGH::MYC specifikus dupla fuziés (DF) iFISH-
szondaval vizsgaltuk, mivel az 6sszes MYC atrendez6désnek
csak kb. 10%-dban szerepelnek partnerként az immunglo-
bulin kénnytildncok (MYC/IGL), a DF iFISH-szonda szen-
zitivitasa az ‘elvald’ (BA) szondandal 5-10%-kal magasabb,
tovabba a 40-50%-ot kitev6, nem IG génnel torténé atren-
dezddés (MYC-R-nemlIG) vizsgalata - ismeretlen hatdsa
miatt - jelenleg nem elvart [8, 9, 12, 16].

Az izoladlt MYC-R nem szignifikins megoszlasa a GCB
vs. nem GCB fécsoportok kozott arra utalhat, hogy ez az
aberrdcié onmagaban nem teheté feleléssé a két fGcsoport
kozotti, irodalmilag dokumentdlt, prognosztikai kiilonbsé-
gekért [10, 12]. Az izoldlt vagy kombindlt BCL2-R GCB
limfémdkhoz, a BCL6-R nem GCB limfémakhoz mutatott
szignifikdns asszocidcidja ezen aberraciok fiiggetlen, prog-
nozist befolyasold szerepére utalhatnak. Az a tény, hogy a
MYC, BCL2 és BCL6 gének kopiaszameltéréseinek egyikénél
sem lehetett szignifikins halmozodast kimutatni a Hans’
t6csoportok kozott, ezen genetikai eltérések prognozist nem

befolyasolé hatdsat vélelmezhetik. E témakorben a kopia-
szameltérések prognosztikai hatdsara vonatkozo, ellent-
mondasos publikacidk sora ismert, beleértve a nagyon ritka
magas gradusu amplifikicid (‘megszamlalhatatlan iFISH
szigndl’ tipusu aberracid) jelentGségét, egydltaldn a kopia-
szam-kiiszObérték meghatdrozasinak hidnyat [12, 18, 28].

A DLBCL-ben prognosztikus genetikai eltérések,
transzlokaciok, amplifikicidk, vizsgalata iFISH-eljarassal
torténik. Ez azonban draga, idét, szakérté human eréforrast
és laboratériumi technikat igényl6 eljards. Ezért felmeriil,
hogy el6zetes sziiréssel lehet-e csokkenteni az iFISH-sel
vizsgdlandé DLBCL szovetmintdk ardnyat, a pozitiv mintak
vesztése nélkill. Jelen tanulmanyban a prognosztikus dupla
protein expresszor (DPE, MYC és BCL2) klasszifikalo erejét
vizsgaltuk. A DPE+ fenotipus azonban a sejteredet szerinti
Hans’ f6csoportokkal, ezek molekuldris alcsoportjai kozott —
donté tobbségben — nem mutatott szignifikdns Gsszefiiggést.
Alacsony szenzitivitdsa és specificitdsa miatt a pozitiv pre-
diktiv értéke (PPV) olyan alacsony - kevesebb mint 0,30 -
zénaba esik, mely hatékony, legalabb 95%-os konfidencigju
el6szliré alkalmazdsat nem teszi lehetévé. A DPE negativ
prediktiv értéke (NPV) viszont a két Hans’ f6csoport
Osszesen 6 molekuldris alcsoportjabdl 5-ben, belefoglalva a
legfontosabb MYC-R, BCL2-R aberracidkat és kombinacio-
ikat, 1,00, azaz a DPE negativ fenotipus 100%-o0s meg-
bizhatdsaggal el6sziiri a prognosztikus genetikai aberraciéra
negativ, iFISH-eljarassal nem vizsgalandé, DLBCL mintédkat.
Ez az eredményiink nagyfokban megegyezik harom masik
tanulmanyban a DPE-, illetve a MYC protein- fenotipus
negativ prediktiv értékére vonatkozé észleletekkel, annak
ellenére, hogy az ezekben észlelt 34-41%-os DPE-pozitivi-
tasnal tanulmanyunkban jelent6sen magasabb ezen fenoti-
pus gyakorisaga [13-15].

Vizsgalataink alapjan nyert f6bb kovetkeztetéseink:

1. Az izolalt IGH::MYC a DLBCL Hans’ f6csoportokra nem
specifikus genotipus.

2. Az IGH::BCL2, izolaltan vagy kombindcioban, GCB-szer(
limféma asszocialt esemény.

3. A BCL6-R a nem GCB-szeri Hans’ limféma csoport
molekularis fémjele.

4. A MYC, BCL2, BCL6 koépiaszam eltérések (nyerés, illetve
amplifikdcié) mindkét Hans’ DLBCL csoportban
el6fordulnak.

5. A DPE-fenotipus 100%-os konfidencidval kizarja az
IGH::MYC, valamint az IGH::BCL2 és ezek kombindciéit
hordozé DLBCL genotipusokat.

Nyilatkozat: A kozlemény mas folyoiratban kordbban nem
jelent meg, és mashova nem keriilt bekildésre. A levelez6
szerz6 elolvasta a szerz6i utmutatot.

Anyagi tamogatds/koszonetnyilvanitds: A kutatdst az NVKP_
16-1-2016-0005, az NRDI Hivatal, Magyarorszag TKP
alap, az EFOP-3.6.1-16-2016-0004, TKP 2020/2020-4.1.1.,
GINOP-2.3.4-15-2020-00010, GINOP-2.3.1-20-2020-00001,
BECOMING 2019-1-HUO01-KA203-061251, a KA-2019-32,
az ELIXIR Magyarorszag és az MTA PAB Klinikopathologiai
Munkabizottsaga timogatta.
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Etikai Bizottsdgi engedély - Helsinki Deklardcié: PTE KK
RIKEB, ETT TUKEB szakhatosagi hozzajarulds alapjan
kiadott EGYEI 50268-8/2017 sz. engedély. A dolgozat nem
sérti a Helsinki Deklaracio (1975, revizié 2008) elSirasait.
Szerz6i munkamegosztds: VNI, PL, AH, GyA tervezte a
projektet, KJ, HR, GB végezte a GEP és a bioinformatikai
vizsgalatokat, RZs, BaA, AH analizalta a klinikai adatokat,
HG, BT, Cz], PA, OG, BE, LE, KN, BO, BoA, TL végezte a
primer pathologiai diagnosztikat, PL, KL végezte a patho-
logiai konziliumi diagnosztikat, PL, PG értékelte az iFISH-
vizsgalatokat, PL, GyA irta a kéziratot, KB, TT publikacids
konzulensként mikodott kozre. Valamennyi szerzé olvasta
és jovahagyta a kéziratot.

Erdekeltségek: A szerz6knek nincsenek érdekeltségeik.

ROVIDITESEK

ABC aktivalt B-sejt

AN élnegativ

AP alpozitiv

COO ‘cell-of-origin’, sejteredet,

CNA ‘copy number alteration’, kopiaszam-véltozas
DH ‘double hit’, dupla aberricié

DLBCL  diffdz nagy B-sejtes limféma

DPE dupla protein expresszor

FFPE formalinban fixalt paraffinba agyazott
F fazio

G/A gain/amplification, nyerés/amplifikacié
GEP génexpresszios profil

GCB germindlis centrum B-sejt

HGBL magas malignitdsu B-sejtes limfoma
HSR homogén fest6désti régio

iFISH interfazis fluoreszcens in situ hibridizacié
IH immunhisztologia

NGS Uj generacios szekvenalds

NPV negativ prediktiv érték

PPV pozitiv prediktiv érték

R génatrendezédés

TH ‘triple hit’, tripla aberracié

TPM transzkriptum per millié

VN valédi negativ

VP valddi pozitiv
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Purpose: For the identification of high-risk patients in diffuse large B-cell lymphoma
(DLBCL), we investigated the prognostic significance of in vivo radiomics derived from
baseline ['®FJFDG PET/CT and clinical parameters.

Methods: Pre-treatment ['®FJFDG PET/CT scans of 85 patients diagnosed with DLBCL
were assessed. The scans were carried out in two clinical centers. Two-year event-free
survival (EFS) was defined. After delineation of lymphoma lesions, conventional PET
parameters and in vivo radiomics were extracted. For 2-year EFS prognosis assessment,
the Center 1 dataset was utilized as the training set and underwent automated machine
learning analysis. The dataset of Center 2 was utilized as an independent test set to
validate the established predictive model built by the dataset of Center 1.

Results: The automated machine learning analysis of the Center 1 dataset revealed that
the most important features for building 2-year EFS are as follows: max diameter,
neighbor gray tone difference matrix (NGTDM) busyness, total lesion glycolysis, total
metabolic tumor volume, and NGTDM coarseness. The predictive model built on the
Center 1 dataset yielded 79% sensitivity, 83% specificity, 69% positive predictive value,
89% negative predictive value, and 0.85 AUC by evaluating the Center 2 dataset.

Conclusion: Based on our dual-center retrospective analysis, predicting 2-year EFS built
on imaging features is feasible by utilizing high-performance automated machine learning.

Keywords: DLBCL, radiomics, ['8F]FDG PET/CT, automated machine learning, tumor imaging
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INTRODUCTION

Non-Hodgkin lymphoma (NHL) is globally the most common
hematological malignancy, accounting for nearly 3% of cancer
diagnoses and deaths (1). The NHLs are a diverse group of
malignancies, about 80% of which are of B-cell origin (B-NHL)
in the Western hemisphere. The most common histologic
subtype in adults worldwide is diffuse large B-cell lymphoma
(DLBCL), comprising about 30%-40% of NHLs diagnosed each
year (2, 3). DLBCL comprises a heterogeneous group of diseases
with different biology, clinical presentations, and response to
treatment (4, 5). DLBCL is potentially curable with standard
treatment in 50%-60% of cases. About 25%-30% of patients are
resistant to standard chemo-immunotherapy; therefore, other
therapeutic approaches are utilized, namely, 20% of patients are
treated with salvage therapy including high-dose therapy and
autologous hematopoietic stem cell transplantation (4, 6, 7).

Advances on the understanding of the genetic landscape and
molecular features of DLBCL have identified high-risk groups
with poor response to chemo-immunotherapy. There is an
unmet clinical need to identify these high-risk patients as early
as possible in order to apply targeted and more intensive therapy
on individualized basis, as the majority of refractory or relapsed
patients will eventually die from their disease. The initial
evaluation of DLBCL patients is aimed at determining the
stage of the disease and assessing for end-organ damage either
by the disease and/or preexisting comorbid conditions. The
workup in a patient with suspected lymphoma usually starts
with comprehensive chemistry panel including complete blood
counts with differentials, hemostasis parameters, renal function,
hepatic function, lactate dehydrogenase enzyme (LDH), beta-2-
microglobulin (B2M), hepatitis B and C, Epstein-Barr Virus
(EBV), and human immunodeficiency viral serology. Lymph
node biopsy is required to establish a definitive diagnosis of
lymphoma; this should be an excisional biopsy rather than a
needle biopsy, because nodal architecture is often difficult to
assess when small amounts of tissue are used (8-10).

After the histologic confirmation of DLBCL, imaging study is
requested to assess the extent and stage of disease. The preferred
imaging modality is functional imaging with 2-deoxy-2-['®F]
fluoro-D-glucose [(**F)(FDG)] positron emission tomography/
x-ray computed tomography (PET/CT) (hereinafter referred to
as ['®F]JFDG PET/CT). This modality is the mostly used at
baseline, prior to the start of treatment and for monitoring the
efficacy of therapy (11-13).

Taking into consideration that about 20%-25% of patients are
primarily resistant to the current Ist-line treatment with
rituximab-based chemo-immunotherapy (14), identifying the
high-risk group that does not respond has very high priority.
One of these modalities could be the use of conventional and
textural parameters derived from the baseline ["®F]FDG PET/
CT. Methods to individualize treatment choices are being
increasingly employed in different clinical trials, yielding
favorable correlations with improved response rates (5, 15).
Studies in the field of cancer imaging research have been
actively engaged with radiomics in combination with machine

learning (16). However, radiomics has been reported to be
sensitive to various factors such as individual biology,
acquisition protocols, choice of delineation, binning and
resolution, as well as calculation methods, which challenge
prior studies to repeat (17). Nevertheless, standardization
proposals such as the Imaging Biomarker Standardization
Initiative (IBSI) (18) support the endeavor to report findings in
a repeatable way.

In DLBCL patients, disease characteristics and outcomes vary
widely, pointing to the importance of patient’s classification
through identification of sensitive prognostic features especially
prior to the start of therapy. For this purpose, we have tried to
elucidate the prognostic significance of metabolic heterogeneity
(19). We have highlighted metabolically active tumor volume
and standardized uptake value (SUV)-based parameters such as
SUV-max, SUV-min, total metabolic tumor volume (TMTV),
and total lesion glycolysis (TLG) and compared their
applicability with other radiomic parameters as well as clinical
and pathological data.

We hypothesize that 2-year event-free survival (EFS)
prediction models built on these features are feasible by
utilizing automated machine learning in a multi-center
environment. Hence, the objectives of this study were (a) to
collect a dual-center dataset including conventional PET,
radiomics, and clinical parameters of DLBCL patients; (b) to
build a 2-year EFS prediction model by using one center data;
and (c) to validate the established model by an independent
dataset coming from another center.

MATERIALS AND METHODS

Patient’s Data

The baseline pretreatment ['*FJFDG PET/CT scans of 85
patients diagnosed with DLBCL performed in the period
between January 2014 and December 2019 were assessed. The
["®F]JFDG PET/CT scans were carried out in two centers: at
University of Pécs, Department of Medical Imaging—Center 1
including 41 patients, and at University of Kaposvar, Hungary—
Center 2 including 44 patients. The median age of patients in this
study population was 59 years (range: 23-81 years) with 48.20%
(n = 41) of patients older than 60. In this cohort, 40 (47%)
patients were male, and 45 (53%) were female. The patients with
incomplete medical records and those who received non-
standard treatments were excluded from the final analysis. The
Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) performance
status >2 was reported in 27 (31.80%) cases (in 2 cases, the
ECOG status was unknown) with ECOG status unknown in 2
patients. All patients were treated with standard R-CHOP-21
treatment regimen for at least 4 full cycles. The patients were
classified to germinal center B-cell-like (GCB) or activated B-cell
(non-GCB) type using the Hans algorithm (20). The data
regarding the cell of origin (COO) (based on the Hans
algorithm) were available in 82 patients; 29 (37.60%) were
GCB and 53 (62.40%) were non-GCB. The clinical stage was
evaluated by the modified Ann Arbor and Lugano classification.
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The pathological and clinical data and the Revised
International Prognostic Index (R-IPI) were also determined
before the initiation of the therapy (R-IPI: 0: 8, 1: 15, 2: 23, 3: 27,
4: 12 patients).

EFS was defined as the time from registration date to disease
relapse, progression, or death related to the lymphoma.
Complete response (CR), partial response (PR), progression
(PD), refractory disease, and relapse were defined according to
the International Working Group response criteria for
lymphoma (11, 21).

['°FIFDG PET/CT Studies

Pretreatment whole-body ['8F]FDG PET/CT scans were
performed using a Mediso AnyScan 16 PET/CT scanner in 41
patients (Center 1) and a Siemens Biograph Truepoint 64 PET/
CT scanner in 44 patients (Center 2). All patients in the study
were subjected to full history and complete clinical examination
including the clinical stage of the disease. The patients were
instructed to fast for 6 h before the scan. Blood glucose level was
ensured to be below <8 mmol/L in all patients before the
injection of radiotracer. Intravenous (i.v.) injection of [8F]
FDG through an iv. line with a dose of 3-4 MBq/kg was
administered. After tracer injection, the patient was asked to
stay for at least 60 min in a dark room covered by warm blankets.
No speaking, chewing, or reading was allowed.

During a PET-CT examination in Center 1, we execute a low-
dose CT scan first with the following parameters: x-ray tube
voltage: 120 kVp (depending on the patient’s size, 140 kVp is
used in bariatric patients), x-ray tube current: 24-26 mAs (also
depending on the patient’s size, a higher tube current can be
applied in bariatric patients), pitch: 1.5, and slice thickness:
2.5 mm. In order to achieve attenuation correction and
accurate body mapping, the CT series has to cover the whole
PET range of patients from skull to mid-thighs. After this step,
the PET acquisition follows the CT series without delay. We have
applied the 3D acquisition method for PET data collection with a
3 min frame time. Usually, between 7 and 10 bed positions can
cover a general scan range, by axial FOV: 15.12 cm (longitudinal
FOV in the patient’s z-axis). According to the manufacturer’s
recommendations, the PET images were iteratively reconstructed
using the Tera-Tomo' " 3D image reconstruction algorithm in a
167 x 167 x 234 matrix, which resulted in an isotropic voxel size
of 4 mm.

In the Center 2 PET-CT examination, we execute a low-dose
CT scan first with the following parameters: x-ray tube voltage:
120 kVp (depending on the patient’s size, 140 kVp is used in
bariatric patients), x-ray tube current: reference effective mAs: 60
using CareDose, pitch: 1.5, and slice thickness: 5 mm. In order to
achieve attenuation correction and accurate body mapping, the
CT series shall cover the whole PET range of patients from skull
to mid-thigs. After this step, the PET acquisition follows the CT
series without delay. We apply 3D mode acquisition for PET data
collection with 3 min frame time. Usually, between 7 and 9 bed
positions can cover a general scan range, by axial FOV: 16.2 cm
(longitudinal FOV in the patient’s z-axis). PET images were
iteratively reconstructed using the 2D OSEM (3i8s, 5 mm

Gaussian filtering) image reconstruction algorithm in a 168 x
168 matrix.

Delineation and Feature Extraction
Lymphoma lesions were detected by InterView FUSION ver.
3.10 (Mediso Medical Imaging Systems Ltd., Budapest, Hungary)
clinical evaluation software. The average SUV-max value of the
liver (3.5-5.5) served as a reference threshold for the semi-
automated algorithm (22). This approach was selected to
minimize the effects of patient-specific radiotracer distributions
(23). The average of three randomly placed volumes of interest
(VOIs) from the unaffected liver regions was used. After the
execution of the algorithm with the selected parameters from the
automatically segmented regions, the non-affected regions, such
as regions with physiological activity (urine in kidneys or in the
bladder, or brain activity) or radiotracer accumulations, which
are not related to the lymphoma (such as bowel uptake caused by
metformin intake), were manually excluded. TLG, TMTYV, and
SUV-max were automatically calculated across all delineated
lesions. Furthermore, SUV-peak values were segmented from the
VOI with the highest activity. For further radiomic feature
extraction, the largest VOI was selected in each patient. From
each of these VOIs, IBSI radiomic features including intensity,
histogram, morphological, neighborhood gray-tone difference
matrix (NGTDM), gray-level co-occurrence matrix (GLCM),
gray-level run length matrix, (GLRLM), and gray-level size
zone matrix (GLSZM) features were extracted. For the IBSI-
conform reporting details of the radiomic analysis, see
Supplementary Table 1.

Reference Standard

During the follow up, 2-year EFS was chosen as a clinically
relevant cutoff point (24). Based on this criterion, patients were
selected into two groups. In Group 0, the patients had no events
during the 2-year follow up, and in group 1, the patients had
primary refractory disease or relapsed during the 2-year period.

Statistical Analysis

A chi-square test was used for the assessment of binary variables
via SPSS (SPSS statistical software 27). First, data from both
centers were evaluated together based on 2-year EFS. A
significant association was sought between the two groups,
defined above and the following clinical data: sex, stage, R-IP],
and COO. Data were also separated by the two centers, where the
['"® F]FDG PET/CT scans were performed. A significant
relationship was sought between the two centers and the two
clinical outcomes, stages, R-IPI values, and COO. The test results
were considered statistically significant if the p-value was
under 0.05.

Automated Machine Learning Analysis and
Biomarker Identification

The Center 1 dataset was utilized as a training set, given that it
had more balanced remission—progression subgroups compared
to Center 2 (Table 2). The dataset underwent automated
machine learning analysis from the Dedicaid AutoML
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FIGURE 1 | Comparison of clinical outcomes based on maximum intensity projection (MIP) images in three patients (A-C). By each patient, the first image shows primary
staging, the second shows interim PET scan, and the third shows post-treatment restaging scan. The red arrows indicate FDG avid lymphoma foci. (A) Patient in complete
remission to treatment. The increased FDG uptake in all three images was a sign of thyroiditis. (B) Patient without complete remission during and after the therapy. The interim
scan showed Deauville score 4. (C) Patient had an interim scan with Deauville score 3 but relapsed after the treatment.

into 100-fold via random subsampling (26), and mixed ensemble
learning was applied in each fold to generate a model predicting
the final 2-year EFS. For quality control, the AutoML approach
also performed a single-center cross-validation across the 100-

Research package (Dedicaid GmbH, Vienna, Austria). This step
included automated data preprocessing for redundancy
reduction, class imbalance reduction, as well as feature
engineering, ranking, and selection (25). The data were split
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TABLE 1 | Comparison of clinical outcome of the patients and their clinical data.

Variables No Progression or Remission Progression within 24 months p-value
Sex, n =85 (n = 55) (n =30) 0.611
Male (n, %) 28 (32.9%) 17 (20%)

Female (n, %) 27 (31.8%) 13 (15.3%)

ECOG, n =83 (n =55) (n =28) 0.113
0 (n, %) 16 (19.3%) 6 (7.2%)

1, %) 26 (31.3%) 8 (9.6%)

2 (n, %) 11 (13.3%) 12 (14.5%)

3 (n, %) 2 (2.4%) 2 (2.4%)

Stage, n =85 (n =55) (n =30) 0.017
1(n, %) 10 (11.8%) 0

2 (n, %) 17 (20%) 5 (5.9%)

3 (n, %) 9 (10.6%) 8 (9.4%)

4 (n, %) 19 (22.6%) 17 (20%)

R-IPI, n =85 (n = 55) (n =30) 0.015
0 (n, %) 7 (8.2%) 1(1.2%)

1, %) 29 (34.1%) 9 (10.6%)

2 (n, %) 19 (22.6%) 20 (23.5%)

COO,n =82 (n =53) (n=29) 0.018
GC (n, %) 27 (32.9%) 7 (8.5%)

N-GC (n, %) 26 (31.7%) 22 (26.8%)

Chi-square test was performed in order to find the association between the outcome and the specified clinical status of the patients suffering from DLBCL.

fold of Center 1. Lastly, the final feature ranking was generated
by averaging the 100-fold feature importance and normalizing
them to the sum of 1.0. Features higher than half of the highest
feature rank were considered high-ranking and were analyzed for
imaging biomarker identifications.

For details of the automated machine learning process,
including all methodological steps and their parameters, see
the Supplemental Material.

Independent Validation of the

Prediction Model

The dataset of Center 2 was utilized as an independent test set to
validate the established predictive model built by the dataset of
Center 1. Confusion matrix analytics were utilized to calculate

the number of true-positive, true-negative, false-positive, and
false-negative prediction occurrences of each Center 2 case.
Sensitivity, specificity, positive predictive value, accuracy, and
area under the receiver operator characteristic (ROC) curve
(AUC) were calculated across the validation cases.

RESULTS

Patient Data

At the end of the standard induction therapy, 55 patients
achieved complete metabolic remission. During the 2-year
follow-up, 14 patients had primary refractory disease, 14
patients relapsed within 12 months, and 2 patients had

TABLE 2 | Comparison of patients regarding to the two clinical centers where the FDG PET/CT examinations were performed.

Variables Center 1(Pécs) Center 2 (Kaposvar) p-value
(n=41) (n = 44)

Clinical outcome, n = 85 0.487

No Progression or Remission (n, %) 25 (29.4%) 30 (35.3%)

Progression within 24 months (n, %) 16 (18.8%) 14 (16.5%)

Lymphoma stage, n = 85 0.877

1(n, %) 6 (7%) 4 (4.7%)

2 (n, %) 11 (12.9%) 11 (12.9%)

3(n, %) 10 (11.8%) 7 (8.2%)

4 (n, %) 14 (16.5%) 22 (25.9%)

R-IPl, n = 85 0.988

0 (n, %) 4 (4.7%) 4 (4.7%)

1, %) 18 (21.2%) 20 (23.5%)

2 (n, %) 19 (22.6%) 20 (23.5%)

C00,n =82 (n=41) (n=41) 0.654

GC (n, %) 18 (22%) 16 (19.5%)

N-GC (n, %) 23 (28%) 25 (30.5%)
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relapsed within 24 months. In summary, after the end of therapy,
30 patients had detectable metabolically active tumor tissue and
relapsed within 24 months (Figure 1).

Statistical Analysis

Using the data of the chi-square test, a significant association
between COO, R-IPI, or stages and the specified groups was
identified. There were significantly more patients in group 1 with
non-GCB subtype, who had higher R-IPI values and stages.
There was no significant difference between the sexes and
between the groups. The clinicopathological features of
patients are described in Table 1. In addition, patients were
divided on the basis of the center where the [**F]FDG PET/CT
scan was performed. No association between the two above-
specified clinical outcomes (based on 2-year EFS), R-IPI, stages,
or COO and the center where the examinations were performed
was identified (Table 2).

Automated Machine Learning Analysis and
Biomarker Identification

Automated machine learning yielded 66% sensitivity, 77%
specificity, 78% positive predictive value, 70% negative
predictive value, 71% accuracy, and 0.74 AUC single-center
cross-validation performance in Center 1.

Feature ranking revealed that the most important features for
building 2-year EFS prediction are as follows: max diameter
(9%), NGTDM busyness (9%), TLG (8%), TMTV (8%), and
NGTDM coarseness (5%). The distributions of these parameters
are plotted on violin plots (Figure 2).

Independent Validation of

Prediction Model

The predictive model built on the Center 1 dataset yielded 79%
sensitivity, 83% specificity, 69% positive predictive value, 89%
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FIGURE 2 | The violin plot (R: A Language and Environment for Statistical Computing, version 4.04., using package ggplot2, version 3.3.3) shows the values of the
prominent features to predict 2-year event-free survival.
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negative predictive value, 82% accuracy, and 0.85 AUC by
evaluating the Center 2 dataset. See Figure 3 for the ROC
curve of the independent validation performance over Center 2
cases. See Figure 4 for the Kaplan-Meier curve of the machine
learning prediction vs. EFS over samples of Center 2.

DISCUSSION

DLBCL is a heterogeneous disease at many levels with diverse
genetic features and variable clinical outcomes (2, 7, 27).
Although DLBCL is potentially curable with standard
treatment, there is an urgent need for new therapies since most

refractory or relapsed patients will eventually die from the
disease. Based on available data, about 40% of patients either
will be resistant to the initial line of therapy or will relapse after
the initial response. The majority of these patients cannot be
salvaged by high-dose chemotherapy followed by ASCT and
eventually will succumb to their disease. A better understanding
of the pathogenesis of disease could help us understand the
unique characteristics and the course of different subtypes of
disease. Tremendous progress has been made over the past
20 years to identify the subtypes of DLBCL based on the COO,
which carry significant impact on the prognosis of patients. In
2000, Alizadeh et al. (28) performed gene expression profiling
with cDNA microarrays to explore the molecular heterogeneity
in DLBCL. They described at least two distinct groups within
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FIGURE 3 | Receiver operator characteristic (ROC) curve of the independent validation performance of the machine learning model trained over Center 1 cases to
predict 2-year event-free survival over Center 2 cases with an area under the ROC (AUC) of 0.85.
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DLBCL: the GCB group and the activated B-cell-like (ABC) or
non-GCB group. This method has been widely recognized as the
first COO-based classification of DLBCL. In several randomized
clinical trials following the establishment of COO classification
by Alizadeh et al., DLBCL patients with the ABC subtype showed
significantly poorer outcome compared with those with the GCB
subtype, even when immune chemotherapy was used. In recent
years, COO classification has been not only established as a
prognostic factor but also used to target therapies for DLBCL
patients. The World Health Organization (WHO) Classification
for Lymphoid Malignancies requires the determination of COO
for every newly diagnosed DLBCL case. In recent years, next-
generation sequencing provides the possibility of more accurate
classification of DLBCL. New DLBCL subgroups have been
identified based on detailed molecular analysis, which may
provide a more accurate prognosis prediction and pave the
way for personalized target therapy (5, 7, 29).

In connection with these recent advances in the molecular
classification of lymphoma, several international trials have
examined whether pretreatment baseline PET or interim PET
imaging can separate poor-responder patients requiring
intensification of therapy from good responders to the
standard treatment (30-33).

The prognostic classification of DLBCL patients was
originally based on immunohistochemical and molecular
genetic differences and laboratory and anamnestic data. In
addition to these parameters, the results of ["*F]JFDG PET/CT
have a strong and crucial prognostic significance. For the
prognosis, the current evaluation of lymphoma and therapeutic
efficacy in patients relies on Deauville scoring, using hepatic ['*F]
FDG uptake and mediastinal blood pool as reference value
(11, 34).

To optimize therapy for outcomes, many recently published
papers propose that in addition to the Deauville scoring and delta
SUV-max, other semi-quantitative metabolic functional
parameters from pretreatment functional imaging studies could
be used including TMTV and TLG, which have been mostly
studied in DLBCL (35-37).

In addition to these parameters, it would be important to
measure tumor heterogeneity in lymphoma, which may also lead
to a better prediction of prognosis. ['*F]JFDG PET/CT is one of
these non-invasive methods that examine the intratumor
metabolic heterogeneity at a macroscopic scale (19, 38). Many
studies in different tumor types predicted additional prognostic
outcomes from textural parameters describing tumor
heterogeneity (39). Tumor heterogeneity in PET can be
examined generally with the analysis of the histogram or the
spatial arrangement of voxel intensities extracted by
computational postprocessing techniques (40). These
parameters have been intensively studied in DLBCL and in
other tumor types and seem to be also useful to select high-
risk patients, but no definitive clinical metric proposal has been
formed yet (41-46).

We aimed to investigate the potential prognostic significance
of metabolic heterogeneity descriptors derived from primary
PET and compare their diagnostic value with conventional

PET metrics, such as TMTV, TLG, and SUV-max, and clinical
data using multicenter automated machine learning analysis. We
hypothesized that we could identify and predict poor-responder
patients, who may require additional molecular investigations,
classification, and personalized, molecularly targeted treatment.
For this, we retrospectively assessed the ["®F]FDG PET scans of
85 patients, which were performed in 2 clinical centers. The
predictive model built on data from the first center resulted in
79% sensitivity, 83% specificity, 69% positive predictive value,
89% negative predictive value, 82% accuracy, and an AUC of 0.85
on the second center dataset. Thus, based on clinical and imaging
parameters determined before starting treatment, we were able to
predict with high accuracy which patients would progress or
relapse within 2 years of diagnosis. It is also important to point
out that the cross-validation performance was better than within
Center 1 performance, which implies high robustness and
generalizability of the build model. It is important to
emphasize that the independent validation performance was
higher utilizing Center 2 than the within-Center 1 cross-
validation performance. This has multiple reasons: On the one
hand, Center 1 was further split into subsets to conduct the
cross-validation, which also decreases predictability due to lower
number of training subsets. On the other hand, the 100-fold
Monte Carlo cross-validation scheme performs splitting
randomly, which may result in training-validation subsets
being less similar than the similarity of Center 1 and Center 2
that represent reality, instead of a simulated distribution.

Our analysis determined prominent features to predict 2-year
EFS. Based on the applied feature ranking, three volume-based
biomarkers (TMTV, TLG, and max diameter of the largest VOI)
and two metabolic heterogeneity descriptors (NGTDM busyness
and coarseness) had the highest diagnostic significance. Volume-
based parameters refer to the extent of the lymphoma. The
prognostic value of semi-quantitative metrics such as TMTV and
TLG in lymphoma as well as in other tumor types has already
been demonstrated (35-37). In our study, the max diameter of
the largest lymphoma foci appears to be a better prognosis
predictor than TMTV (see Supplementary Material: Feature
importance). While these features may be redundant, their
overall importance compared to each other may be different
per cohort. Therefore, future investigations shall focus on
identifying which of these two features are clinically relevant.
While clinical parameters were included in our ML model
building process, feature ranking did not select them as
relevant for predicting 2-year survival, compared to imaging
features. As such, the highest-ranking clinical feature was R-IPI
with a ranking of 12 and with a relative importance of 2.53%.
This implies that 2-year survival can be predicted with imaging
features, which may act as surrogates of, albeit being superior to
clinical parameters.

According to the IBSI “Textures with large changes in grey
levels between neighboring voxels are said to be busy” (40). If the
busyness is high, the neighboring uptake change is sudden and
not smooth. The violin plot shows that group 1 with poor
prognosis has higher busyness values. This may be explained
by the fact that lymphoma cells are embedded in a necrotic,
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sometimes hypoxic, periphery, which may be a key point of the
ineffectiveness of therapy, also because the chemotherapeutic
agent may experience difficulty penetrating these regions.
Furthermore, gray-level differences in coarse textures are
generally small due to large-scale patterns. Summing
differences gives an indication of the level of the spatial rate of
change in intensity. This means that high coarseness is associated
with larger regions in the lesions, while low coarseness indicates
that the texture subregions are smaller. The violin plot shows that
group 1 with poor prognosis has lower coarseness values.
Coarseness can be associated with cell diversities within the
volume regarding their different FDG uptake, which can be due
to less proliferative tumor cells, or an inhomogeneous tumor
mass with necrosis and hypoxic area.

In a study predicting 2-year EFS in DLBCL, low gray-level
emphasis provides better prognosis prediction than TMTV, or
coarseness and busyness (41), which we assume is due to
population differences. Therefore, to determine the real
importance of these features, prospective studies with more
patients shall be performed.

In other—mostly solid—tumor types, coarseness was
highlighted in predicting the outcome of locally advanced
rectum cancer (45). In another study, both coarseness and
busyness proved to be more predictive than other SUV-based
parameters in non-small cell lung cancer (47).

Among SUV-based metrics, SUV-max is the most used
parameter in routine diagnostics. With SUV-max, indolent and
aggressive lymphomas could be well-differentiated, and this
metric is also correlated with tumor histology (proliferation
rate) and blood levels of enzymes, for example, KI-67 status
and LDH (48). Several research groups have already
demonstrated the diagnostic value of SUV-max in lymphoma
during primer staging; in one of them, SUV-max proved to be
more prognostic than TMTV or TLG (49). However, in our
study, these parameters were less important features than others.
We hypothesized that the SUV measurements are more
influenced by the instrumentations and environmental factors
than volume-based and textural parameters.

In addition to PET parameters, clinical parameters are also
crucial in the prediction of prognosis, and this fact was
confirmed by our statistical approach even if these parameters
had lower ranks than some PET parameters. Using chi-square
test results, we found a significant relationship between the
DLBCL subtype groups and clinical and pathological
parameters such as R-IPI and COO. Patients with non-GCB or
higher R-IPI values have a significantly worse 2-year prognosis as
reported in many previous studies. The prognostic value and
diagnostic significance of COO and R-IPI have been known for a
very long time (4, 28). The COO can be easily determined in all
patients, mainly according to the Hans algorithm, and its
combination with TMTV has been suggested by some studies
(50). R-IPI proved to be more prognostic than TMTV in another
study (51). However, most of the studies use one or a maximum
of two metrics for prognosis assessment (50, 52). In contrast,
machine learning-built prediction models have the potential to
deliver more in-depth associations among clinical and PET data
(53-55).

This study had limitations. First, we analyzed only the largest
VOI in each patient with radiomics. Nevertheless, prior studies
routinely analyzed the largest VOIs in DLBCL patients and
yielded promising results (41, 44). In addition, radiomic
analysis is generally discouraged to be performed in small
lesions. Second, our patient counts were relatively low in both
Center 1 and Center 2 cohorts. Nevertheless, they were from
different camera systems, which allowed us to perform an
independent validation scheme of our predictive model.

With our dual-center study, we could demonstrate that
predicting 2-year progression-free survival in DLBCL patients
is feasible with high-precision building on imaging and clinical
parameters. This is in line with prior studies that utilize holistic
datasets to build so-called holomics prediction models with
machine learning (16, 25, 56). Given that our model yielded a
balanced sensitivity and specificity, it could be a viable option to
personalize the patient’s treatment. In the era of personalized
medicine, with more detailed and specialized molecular
diagnostics—especially in DLBCL—this could help clinicians to
manage their patients more adequately and effectively.

CONCLUSION

Based on our dual-center retrospective analysis, predicting 2-
year EFS built on imaging features is feasible by utilizing high-
performance automated machine learning. Subsequent DLBCL
studies shall further evaluate the identified imaging biomarkers
and their predictive performance in other clinical settings.
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