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RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 

 

ABV – adriamycin-bleomycin-vinblastin 

ABVD – adriamycin-bleomycin–vinblastin-dacarbazin 

alem – alemtuzumab 

allo-SCT – „allogeneic stem cell transplantation” (allogén őssejt-átültetés) 

ATM – „Ataxia-Teleangiectasia Mutated” 

B - bendamustin 

BCL2 – „B-cell lymphoma 2” 

BCR – B-sejt receptor 

BL – Burkitt-limfóma 

BTK – Bruton-féle tirozin-kináz 

ccfDNS – „circulating cell-free” (keringő sejtmentes) DNS 

CD – „cluster of differentiation” 

CDR3 – „complementarity determining region 3” 

CFU – „colony forming unit” (kolóniaképző egység) 

cHL – klasszikus Hodgkin-limfóma 

Chl – chlorambucil 

CHOP – ciklofoszfamid-hidroxidaunorubicin-Oncovin-prednizon 

CLL – krónikus limfocitás leukémia 

CME – konvergens mutációevolúció 

COPP – ciklofoszfamid-Oncovin-procarbazin-prednison 

COSMIC – „Catalogue of Somatic Mutations in Cancer”  

CR – komplett remisszió  

CVP – ciklofoszfamid-vincristin-prednison 

Cyc - ciklofoszfamid 

D – diverzitás régió 

DAG – diacil-glicerol 

DC – „dendritic cell” (dendritikus sejt) 

ddPCR – droplet digitális polimeráz láncreakció 

del – deléció 

DLBCL – diffúz nagy B-sejtes limfóma 

DNS – dezoxiribonukleinsav 

dNTP – dezoxi-nukleotid-trifoszfát 

dup – duplikáció 
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duve - duvelisib 

EBV – Epstein-Barr-vírus 

ECOG – „Eastern Cooperative Oncology Group” 

EDTA – etilén-diamin-tetraecetsav 

EMA – „European Medicines Agency” (Európai Gyógyszerügynökség) 

ERIC – „European Research Initiative on CLL” 

ESMO – „European Society for Medical Oncology” 

F – férfi  

FA – frakcionális abundancia 

FC – fludarabin-ciklofoszfamid 

FDA – „Food and Drug Administration” (Amerikai Élelmiszer- és Gyógyszer-

felügyelet) 

FL – follikuláris limfóma 

Flu – fludarabin 

fs – „frameshift” (kereteltolódás) 

GC – „germinal center” (centrum germinativum, csíracentrum) 

HDMP – „high-dose methylprednisolone” (magas dózisú metilprednizolon) 

HE – hematoxilin-eozin 

HEAT – „Huntingtin, elongation factor 3, protein phosphatase 2A, TOR1” 

HL – Hodgkin-limfóma 

HMB45 – „Human Melanoma Black 45” 

HSC – „hematopoetic stem cell” (vérképző őssejt) 

HSCT - „hematopoetic stem cell transplantation” (vérképző őssejt-átültetés) 

IBR - ibrutinib 

iFISH – interfázis fluoreszcens in situ hibridizáció 

Ig – immunglobulin 

IGH – immunglobulin nehézlánc 

IGHV – immunglobulin nehézlánc variábilis régió  

IGK – immunglobulin kappa lánc 

IGL – immunglobulin lambda lánc 

ins – inszerció 

IP3 – inozitol-trifoszfát 

IPI – „International Prognostic Index” (CLL nemzetközi prognosztikai index) 

ITAM – „immunoreceptor tyrosine-based activation motif” 

iwCLL – „International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia” 

DOI:10.14753/SE.2022.2631



7 

 

J – „joining” (kapcsoló) régió 

LCA – „leukocyte common antigen” 

LDH – laktát-dehidrogenáz 

M – mutált 

MAPK – mitogén-aktivált protein-kináz 

MBL – monoklonális B-sejtes limfocitózis 

MgCl2 – magnézium-klorid 

miRNS – mikroRNS 

MLPA – „multiple ligation-dependent probe amplification” (multiplex ligációfüggő 

szondaamplifikáció) 

MPO – mieloperoxidáz 

MRD – „measurable residual disease” (mérhető reziduális betegség) 

mRNS – „messenger” (hírvivő) RNS 

MUM1/IRF4 – „Multiple Myeloma 1/ Interferon Regulatory Factor 4 protein” 

MYD88 – „myeloid differentiation primary response 88” 

MZ – marginális zóna 

N – nő 

NCCN – „National Comprehensive Cancer Network” 

NF-κB – „nuclear factor – κB” 

NGS – „next generation sequencing” (új generációs szekvenálás) 

NK – „natural killer cell” (természetes ölősejt)  

non-GC – „non-germinal center” (subtype) 

NOTCH1 – „Notch homolog 1, translocation-associated” 

Oct-2 – organikus kation transzporter 2 

ofa – ofatumumab 

ORR – „overall response rate” (teljes válaszadási ráta) 

OS – „overall survival” (teljes túlélés) 

p – a kromoszóma rövid karja 

pan-CK – pan-citokeratin 

PBL – plazmablasztos limfóma 

PCR – „polymerase chain reaction” (polimeráz láncreakció) 

PEST – prolin (P) – glutaminsav (E) – szerin (S) – treonin (T) 

PET/CT – pozitron-emissziós tomográfia/computertomográfia 

PFS – „progression-free survival” (progressziómentes túlélés) 

PI3K – foszfatidilinozitol-3-kináz 
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PIP2 – foszfatidilinozitol-4,5-bifoszfát 

PIP3 – foszfatidilinozitol-3,4,5-trifoszfát 

PLCG2 – „phospholipase Cγ2” 

PLL – prolimfocitás leukémia 

PTLD – poszttranszplantációs limfoproliferatív betegség 

q – a kromoszóma hosszú karja 

R – rituximab 

RB – rituximab-bendamustin 

R-CHOP – rituximab-ciklofoszfamid-hidroxidaunorubicin-Oncovin-prednizon 

R-CNOP – rituximab-ciklofoszfamid-mitoxantron-Oncovin-prednizon 

R-CVP – rituximab-ciklofoszfamid-vincristin-prednizon 

R-DA-EPOCH – rituximab-dózisadaptált etopozid-prednizon-Oncovin-ciklofoszfamid-

hidroxidaunorubicin 

RFC – rituximab-fludarabin-ciklofoszfamid 

RM – ribomustin 

RNS – ribonukleinsav 

R/R – relabáló/refrakter 

RS – Richter-szindróma 

RT – Richter-transzformáció 

SF3B1 – „splicing factor 3B subunit 1” 

SHM – szomatikus hipermutáció 

SLL – „small lymphocytic lymphoma” (kis limfocitás limfóma) 

SNV – „single nucleotide variant” (egypontos nukleotid variáns) 

SOX10 – „SRY-related HMG-box 10” 

SUV – „standard uptake value” (standard felvételi érték) 

TAE – Tris-acetát-etilén-diamin-tetraecetsav 

TLR – „Toll-like receptor” 

TLS – tumorlízis-szindróma 

TNFα – tumor nekrózis faktor α 

TP53 – „tumor protein 53” 

TRIS – 2-amino-2-hidroximetilpropán-1,3-diol 

TTFT – „time to first treatment” (az első kezelésig eltelt idő) 

U – „unmutated” (mutációt nem hordozó) 

V – variábilis régió 

VAF – variáns allélfrekvencia 
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VEN – venetoclax 

VUS – „variant of unknown significance” (ismeretlen jelentőségű variáns) 

WHO – „World Health Organization” (Egészségügyi Világszervezet) 

XIAP – „X-linked inhibitor of apoptosis protein” 

XID – X-hez kötött immundeficiencia 

XLA – „X-linked agammaglobulinemia” (X-hez kötött agammaglobulinémia) 
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I. IRODALMI HÁTTÉR 

I.1. Bevezetés 

 Az elmúlt évtizedben a hematológiai malignitások genetikai hátterének 

pontosabb megismerése, a precízebb diagnosztikai és prognosztikai eszköztár, valamint 

az innovatív, molekulárisan célzott terápiák egyre bővülő tárháza a terület 

robbanásszerű fejlődését jelzik. Noha egyes genetikai eltérések és prognosztikai 

jelentőségük már évtizedek óta ismert krónikus limfocitás leukémiában (CLL), például 

bizonyos citogenetikai aberrációk és a Döhner-féle rizikóbesorolás (1), azonban a 

jelenleg rendelkezésünkre álló genetikai információ túlnyomó többségét az elmúlt évek 

új-generációs szekvenálási (NGS) tanulmányainak köszönhetjük. Ezért dolgozatom 

témaválasztása különösen aktuális, kutatásunkban a CLL terápiáját forradalmasító 

BTK-inhibitor ibrutinib hatását vizsgáltuk a kórkép szubklonális evolúciójára. Emellett 

vizsgáltuk az ibrutinib, valamint a BCL2-inhibitor venetoclax kezelés talaján kialakuló, 

kedvezőtlen prognózisú Richter-transzformáció morfológiai és genetikai sajátosságait 

is.  

 

I.2. A vérképzés és a vérképzőszervi daganatok kialakulása 

 A vörös csontvelőben elhelyezkedő pluripotens őssejtek (hematopoetic stem 

cell, HSC) biztosítják a vérképzéshez szükséges folyamatos utánpótlást, korlátlan 

osztódási képességük révén. A pluripotens őssejtek közös mieloid progenitor és közös 

limfoid progenitor sejtek irányába differenciálódnak (1. ábra). Az előbbiek hozzák létre 

a mieloid sejtvonalak kolóniaképző egységeit („colony forming unit”, CFU), melyekből 

többszöri osztódás és differenciálódás révén az éretlen előalakokon keresztül a 

perifériás vérben megtalálható végső, funkcióképes sejtes elemek (eritrocita, 

trombocita, granulocita, monocita) alakulnak ki. A közös limfoid progenitor sejtekből 

jönnek létre a B- és T-limfociták, valamint a természetes ölősejtek („natural killer 

cells”, NK-sejtek) a csontvelőben és a perifériás nyirokszervekben zajló komplex 

folyamatok révén (2).  

 A hematológiai malignitások a hemopoezis különböző érési stádiumú sejtjeinek 

öröklött vagy szerzett genetikai eltérései következtében jönnek létre, amelyek 

érésgátláshoz, fokozott proliferációhoz, vagy csökkent apoptóziskészséghez vezetnek.  

A genetikai eltérések a legváltozatosabb jelátviteli útvonalakat érinthetik, transzkripciós 

faktorok működését, a sejtciklus folyamatát, az apoptózist és az epigenetikai rendszer 
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funkcióját is befolyásolhatják. A hematológiai daganatok alapvetően két részre,  

a mieloid és limfoid malignitások csoportjára oszthatók, dolgozatomban a limfoid 

daganatok közé tartozó CLL-re fókuszálok. 

  

 

1. ábra. A vérképzés vázlata. A csontvelői hemopoetikus őssejtből egy 

szigorúan szabályozott, soklépéses differenciálódási folyamat során jönnek 

létre a funkcióképes sejtes elemek. 

 

I.3. A normál B-sejtek fejlődése és a limfoid daganatok eredete, osztályozása 

I.3.1. A normál B-sejtek fejlődése 

A csontvelőben zajló, korai differenciáció során az immunglobulin (Ig) gének 

variábilis (V), diverzitás (D) és kapcsoló („joining”, J) szegmensei átrendeződnek egy 

szigorúan szabályozott enzimatikus folyamat során. A pro-B stádiumban  

az immunglobulin nehézlánc (IGH) gén DH és JH szegmensei rendeződnek át, majd 

ehhez az inkomplett DJH átrendeződéshez rekombinálódik a pre-B-sejtben a VH 

szegmens. A funkcióképes, teljes VDJH rekombinációt tartalmazó, érett B-sejt felszíni 

immunglobulin M-et (IgM), azaz B-sejt-receptort (BCR) expresszál (3, 4). A sikeres 

IGH átrendeződést követően valósul meg az immunglobulin könnyűlánc lókuszok 

átrendeződése, először a kappa lókusz (IGK), majd annak sikertelensége esetén  

a lambda lókusz (IGL) rekombinálódik(5, 6). 
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 A V(D)J rekombináción átesett, funkcióképes B-sejt-receptorokat (BCR) 

expresszáló naiv B-sejtek a csontvelőből a másodlagos nyirokszervekbe jutnak, ahol 

antigénnel való találkozást követően csíracentrumokat (centrum germinativum, GC) 

képeznek(7). A GC reakció során, többlépcsős, szigorúan szabályozott folyamatban 

alakulnak ki a magas affinitású antitesteket képző memória B-sejtek, valamint  

a plazmasejtek. A GC sötét zónájában szinte kizárólag magas proliferációs aktivitású B-

sejtek találhatók, itt zajlik az immunglobulin gének variábilis régiójának szomatikus 

hipermutációja (SHM), amely a gének megközelítőleg 2 kilobázis nagyságú régiójában 

történő random pontmutációkat jelent, és az immunglobulinok affinitáséréséhez vezet. 

A világos zónában a B-sejtek mellett follikuláris dendritikus sejtek, T-sejtek és 

makrofágok is megtalálhatók, ez adja a B-sejtek aktivációjának, klonális szelekciójának 

és osztályváltásának a helyszínét. Az antigénnel való találkozást követően alacsony 

affinitású IgM képződik, majd az osztályváltás során egyéb típusú immunglobulinok 

termelésére is képessé válik a B-sejt. A világos zónából a sötét zónába történő 

visszatérés (reentry) révén a szelektált B-sejtek újabb SHM-n és proliferáción esnek 

keresztül, ismét áthaladnak a világos zóna szelekciós és érési folyamatain, majd innen 

kilépve memória B-sejtekké vagy plazmasejtekké alakulnak, illetve apoptotizálnak(7).  

 A GC reakció lépéseiben kulcsfontosságú szereppel bíró jelátviteli molekulák  

a normál B-sejt fejlődésen túl, aberrációik esetén a B-sejtes limfómák patogenezisében 

is szerepet játszanak. A GC reakció inicializálásában meghatározó a MYC expressziója, 

amely a GC fejlődés korai szakaszának transzkripciós mechanizmusait indukálja, illetve 

erősíti. A sötét zóna B-sejtjeiben a BCL6, mint a GC reakció egyik fő szabályozója  

a MYC-et szupprimálja, amely a későbbi fázisban a reentry folyamatán áthaladó 

sejtekben lesz újra aktív(8, 9). A PAX5 a plazmasejt irányú differenciálódást kivéve 

folyamatosan expresszálódik az érett B-sejtekben, míg a BCL6-ot transzaktiváló 

MEF2B, és a B-sejt érés számos lépését reguláló BCL6 a GC reakció időtartama alatt 

expresszálódik(7). A hiszton-metiltranszferáz EZH2 a hiszton 3 K27 aminosavát 

metilálja (H3K27), és a GC sötét zónájában a proliferációt, valamint a differenciációt 

szabályozza epigenetikus úton(10). A plazmasejt irányú differenciáció során a B-sejt 

fejlődés transzkripciós programjában szerepet játszó faktorok, többek között a PAX5 és 

a BCL6 downregulálódnak, és az IRF4, a BLIMP1 és az XBP1 expressziója nő 

meg(11).  
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I.3.2. A limfoid daganatok eredete, osztályozása 

 A limfoid daganatok a hematológiai malignitások rendkívül változatos csoportját 

alkotják, heterogén sejteredettel, genetikai háttérrel, terápiás tárházzal és klinikai 

lefolyással (1. táblázat). Az Egészségügyi Világszervezet 2016-os klasszifikációja 

alapján csupán az érett B-sejtes neoplazmák közé több mint ötven entitás tartozik(12, 

13). 

 

1. táblázat: A limfoid malignitások 2016-as WHO-osztályozása  

        

Kórkép       

B-sejtes limfoblasztos leukémia / limfóma    

T-sejtes limfoblasztos leukémia / limfóma 

Érett B-sejtes neoplazmák 

Érett T- és NK-sejtes neoplazmák 

  

Hodgkin-limfóma   

Poszttranszplantációs limfoproliferatív betegségek (PTLD)  

Hisztiociter és dendritikus sejtes neoplazmák  

WHO: World Health Organization (Egészségügyi Világszervezet) 

 

 A B-sejtes non-Hodgkin-limfómák többsége (Burkitt-limfóma - BL, follikuláris 

limfóma - FL, diffúz nagy B-sejtes limfóma - DLBCL) a GC B-sejtekből indul ki, amint 

azt a SHM-n átesett immunglobulin gének jelenléte bizonyítja (2. ábra)(14).  
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2. ábra. A B-sejtes daganatok ábrázolása az alkotó sejttípus alapján. A B-sejt-érés 

összes fázisában bekövetkezhet olyan aberráció, amely a limfómagenezis irányába tolja 

el a folyamatot. 

 

Génexpressziós profiljaik alapján a BL és a centrum germinativum-típusú DLBCL a 

sötét zóna B-sejtjeiből, az FL a világos zóna B-sejtjeiből, míg az aktivált B-sejtes 

DLBCL a plazmablaszt irányú differenciációt mutató post-GC B-sejtekből 

származik(15, 16). A kórképek patogenezisében a B-sejt-érésben résztvevő jelátviteli 

molekulák aberrációja jelentős szereppel bír. BL-ben az aberráns és ektópiás MYC 

expresszió, FL-ben az ektópiás BCL2 expresszió, DLBCL-ben a BCL6 diszreguláció, 

aberráns EZH2 aktivitás, valamint a konstitutív NFκB jelátvitel bír egyéb léziók mellett 

patogenetikai szereppel(7). A dolgozatunk tárgyát képező CLL feltehetően memória B-

sejt-eredetű, a sejteredettel kapcsolatos egyéb álláspontok, valamint a betegség 

patogenezisének részletes tárgyalása az I.6. fejezetben található meg. 

 

I.4. A CLL epidemiológiája 

 A CLL a leggyakoribb felnőttkori leukémiatípus a fejlett országokban, 

hazánkban az éves incidenciája 3-5/100 000 lakos/év, ezzel a krónikus leukémiák 90%-

át, az összes leukémia 25-30%-át jelenti(2). A betegek medián életkora a diagnózis 

idején 72 év és kétszer annyi férfit érint a kórkép, mint nőt(17). Noha az esetek zöme 

sporadikusan alakul ki, a családi halmozódás kockázata CLL-ben az egyik legmagasabb 

az összes daganat közül, nyolcszor gyakrabban érinti a betegség a CLL-es esetek 

rokonait(18). A betegség lefolyását jelentős klinikai heterogenitás jellemzi, a betegek 

egy része a diagnózist követően rövid időn belül kezelésre szorul, és gyors 

progresszióval, kedvezőtlen túléléssel rendelkezik. Az esetek nagy része a diagnózist 

követően évek múlva igényel először kezelést és heterogén, relabáló/refrakter lefolyást 

mutat, illetve egyes, indolens lefolyású esetek soha nem igényelnek terápiát, és az 

egészségeseket megközelítő élettartammal rendelkeznek(19).  

 

I.5. A CLL diagnosztikája 

 A CLL leggyakrabban tünetmentes állapotban, véletlenszerűen felfedezett 

limfocitózis képében kerül felismerésre, kisebb részben nyirokcsomó-megnagyobbodás 

klinikai tüneteivel jelentkezik a kórkép. A B-tünetek (fáradtság, láz, súlyvesztés, 
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éjszakai izzadás), valamint a csontvelői infiltráció következtében kialakuló citopéniák 

és tüneteik az előrehaladott stádiumú CLL-re jellemzők, diagnóziskor ritkán vannak 

jelen(17). 

 A diagnózisalkotás alappillérei a szakmai irányelvek, amelyeket a nemzetközi 

CLL-munkacsoport („International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia”, 

iwCLL), az európai onkológiai társaság („European Society of Medical Oncology”, 

ESMO), valamint az Egyesült Államok-beli szakmai szervezet, az NCCN („National 

Comprehensive Cancer Network”) dolgozott ki(20-22). Noha a diagnózisalkotás lépései 

nagy hasonlóságokat mutatnak az egyes ajánlásokban, dolgozatunkban az iwCLL 

irányelveit vesszük alapul.  

A CLL diagnózisa alapvetően a perifériás sejtszámokon, a perifériás vérkenet 

kvalitatív és kvantitatív vizsgálatán és a daganatsejtek immunfenotipizálásán alapul.  

A CLL diagnózisának felállításához a perifériás vérben 5000 B-limfocita jelenléte 

szükséges mikroliterenként, illetve ilyen mértékű limfocitózis álljon fenn legalább 

három hónapja. A CLL-sejtek CD5, CD19 és CD23 sejtfelszíni markereket 

expresszálnak, ezek vizsgálatával áramlási citometriával vagy immuncitokémiával 

karakterizálhatók. A normál B-sejtekhez képest alacsony mértékű a sejtfelszíni 

immunglobulin, a CD20 és CD79b expressziója(23, 24). Mivel monoklonális B-sejtes 

proliferációról van szó, a daganatsejtek kappa vagy lambda immunglobulin könnyűlánc 

restrikciót mutatnak(25). Morfológiailag a CLL-sejtek kisméretű, érett limfociták 

heterokromatinizált sejtmaggal, jól elkülönülő sejtmagvacska nélkül. A perifériás 

vérkeneten látható Gumprecht-rögök jellegzetesek CLL-re, a fragilis sejtek 

kenetkészítés során történő mechanikus károsodásából származnak. A CLL-sejtek 

környezetében nagyobb, atipikus limfociták és prolimfociták is előfordulhatnak, viszont 

ha az utóbbiak meghaladják az összes limfocita 55%-át, B-sejtes prolimfocitás leukémia 

(B-PLL) jelenléte valószínű(26) (3. ábra). 
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3. ábra. A CLL morfológiája. A: A csontvelőkeneten az elszórtan megfigyelhető egyéb 

hemopoetikus sejtek között nagy számban (>80%) láthatók a CLL-re jellemző kis 

limfoid sejtek (hematoxilin-eozin (HE), 40x); B: A cristabiopsziás mintában az 

intertrabekuláris terekben intersticiális mintázattal kis érett, heterokromatinizált magvú 

limfociták infiltrációja látható (HE, 20x); C: A nyirokcsomóban kis érett megjelenésű 

limfociták diffúz infiltrációja látható, elszórtan egy-egy nagyobb sejttel, 

paraimmunoblaszttal, prolimfocitával (HE, 20x). 

 

Amennyiben mikroliterenként 5000-nél kevesebb, CLL fenotípusú sejt található 

a perifériás vérben, monoklonális B-sejtes limfocitózisról (MBL) beszélünk(27).  

Az MBL évi 1-2%-os rátával progrediál valódi CLL-be, és a CLL-es betegekben 

gyakorlatilag minden esetben megelőzi az MBL a CLL kialakulását(28), a CLL-re 

jellemző genetikai eltéréseket hordozva(27).  

A kis limfocitás limfóma (SLL) a CLL-lel egyenértékű entitás a limfoid 

daganatok 2016-os WHO-osztályozása alapján(13). SLL diagnózisa mondható ki CLL 

helyett, amennyiben nyirokcsomó-megnagyobbodás van jelen, klonális csontvelő-

infiltrátum okozta citopéniák nélkül, valamint a perifériás vér limfocitaszáma nem 

haladja meg az 5000/ul-t. Az érintett nyirokcsomó szövettani vizsgálata adja meg a 

végső diagnózist SLL-ben(26).  

 

I.6. A CLL patogenezise 

 Míg a B-sejtes malignitások többségénél a kiindulási sejttípus jól ismert, és  

az IGHV gén szomatikusan mutált, vagy nem mutált annak megfelelően, hogy a daganat 

a B-sejt-fejlődés melyik fázisából származik, CLL-ben mutált, illetve nem mutált IGHV 

gén is előfordul, és a sejteredete is számos kérdést vet fel(29). CLL-es betegekből 

izolált HSC-ből xenogén transzplantáció során CLL fenotípusú klonális B-sejtek 
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fejlődtek ki Kikushige és mtsai. tanulmányában, amelyek az eredeti CLL sejtklóntól 

független IGH génátrendeződést mutattak; továbbá, a CLL-ben gyakran előforduló 

VH1, VH3 és VH4 géneket azonosították a HSC populációban. A kialakuló 

monoklonális/oligoklonális B-sejt-populáció MBL ekvivalens állapotot jelentett, 

amelyből onkogén, CLL-re jellemző genetikai eltérések megjelenésével alakult ki CLL. 

A tanulmány értékes bizonyítékkal szolgál a HSC-nek az érett B-sejtes daganatokban 

betöltött szerepével kapcsolatban(30).  

 Többféle hipotézis ismert a CLL-sejtek eredetével kapcsolatban. A B-sejtek 

klonális expanziója az (auto)antigénekkel való többszöri találkozás eredménye.  

Az autoantigének, valamint mikrobiális patogének aktiválják a BCR-jelátviteli utat, és 

tolerogén mechanizmusokat (receptorrevízió, anergia, CD5+ expresszió, SHM) 

indukálnak, amelyek a CLL sejtklónok túléléséhez vezetnek(29). Amennyiben az IGHV 

mutációs státusz alapján vizsgáljuk, hogy a B-sejt-fejlődés mely stádiumából származik 

a CLL sejt, a mutációt nem hordozó variabilis régióval („unmutated”, IGHV-U) 

rendelkező sejtek feltehetőleg a GC-be történő belépés előtt váltak le a fejlődési sorról, 

míg a mutált IGHV génnel bíró sejtek („mutated”, IGHV-M) valószínűleg áthaladtak a 

GC-n, és ezután következett be a végső, CLL irányú transzformáció(29). A B-sejtek 

három altípusa vetődött fel a CLL sejteredeteként, a marginális zóna (MZ) B-sejtek, a 

humán B1-sejtek, valamint a tranzicionális B-sejtek(31, 32). Elképzelhető, hogy  

az autoantigénnel való találkozást, és a CD5 expresszió upregulációját követően a MZ 

B-sejtek CLL-sejtekké differenciálódnak, viszont a teóriát gyengíti a sejtfelszíni 

markerek különbözősége (a MZ B-sejtek CD5-/CD23-/IgM+ fenotípusúak, míg a CLL-

sejtek CD5 és CD23 pozitívak, viszont felszíni immunglobulint nem, vagy alacsony 

mértékben expresszálnak)(31). Továbbá, míg a MZ B-sejtek bakteriális poliszacharid 

antigénekkel szemben gyors és hatékony válaszreakciót mutatnak, már 0. stádiumú 

CLL-ben is nagyon gyér válaszreakciót adnak a betegek poliszacharid alapú 

vakcinákra(29). A humán B1-sejtek a CLL-sejtekhez hasonló felszíni marker 

konstellációt mutatnak, többségük CD5 pozitív, illetve ZAP-70 expresszió is 

megtalálható(32). A teória ellen szól, hogy a CLL-sejteken lévő BCR variábilis 

szakaszának 3-as komplementaritás-meghatározó régiója („complementarity 

determining region 3”, CDR3) hosszabb, mint a humán B1-sejteké, illetve a két sejttípus 

által használt IGHV gének is különböznek egymástól(32). A csontvelőből a másodlagos 

nyirokszervekbe tartó tranzicionális (T1 és T2) B-sejtek szerepe is felvetődött a CLL 

sejteredeteként, ám ezen sejtek CD10 pozitivitása gyengíti a teóriát(31). Összességében, 

a HSC stádiumban szerzett genetikai aberrációk, valamint a B-sejtek autoantigének 
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indukálta klonális expanziója jelentős szereppel bír a CLL patogenezisében, viszont a 

kórkép sejteredete továbbra is tudományos vita tárgyát képezi.  

  

I.7. A CLL genetikai háttere és prognosztikai markerei 

I.7.1. A B-sejt-jelátvitel szerepe CLL-ben 

 A BCR komplex membránhoz között IgM-ből, valamint a hozzá nem-kovalens 

kötésekkel kapcsolódó CD79a (Igα)/CD79b (Igβ) heterodimerből áll(33). Szolubilis 

vagy membránkötött antigén kapcsolódásakor a CD79a és CD79b citoplazmatikus 

ITAM motívumainak tirozin-foszforilációja következik be a Lyn és Syk Src kinázok 

révén, majd egyéb kinázok és adapterfehérjék kapcsolódásával létrejön a szignaloszóma 

komplex. A szignaloszóma aktivációját követően történik a BCR-től downstream 

elhelyezkedő három fő jelátviteli molekula (Bruton-féle tirozin-kináz - BTK, 

foszfolipáz C–gamma 2 - PLCγ2 és foszfatidilinozitol-3-kináz - PI3K) aktivációja. A 

BTK autofoszforilálódik, ami PLCγ2, valamint NFκB aktivációhoz vezet. A Syk és Lyn 

kinázok a BTK-val közösen foszforilálják a PLCγ2-t és serkentik a diacilglicerol 

(DAG), valamint inozitol-trifoszfát (IP3) képződését. A PI3K aktiváció 

foszfatidilinozitol-4,5-bifoszfát (PIP2) és foszfatidilinozitol-3,4,5-trifoszfát (PIP3) 

képződéséhez vezet. A felsorolt lépések széleskörű jelátviteli folyamatokat indukálnak, 

amelyek a B-sejtek proliferációját és túlélését biztosítják(33).  

  A normál B-sejtekhez képest, a CLL sejtek BCR-jelátvitele számos eltérést 

mutat. A BCR szignált elindító molekulák közül a Syk tirozin-kináz nyugalmi 

foszforilációja CLL-ben kifejezettebb, mint a normál B-sejtekben, illetve a Syk 

transzkripcionális, valamint fehérjeszintű overexpressziót mutat(34). A Lyn kináz 

fehérjeszinten ugyancsak overexpresszált, valamint konstitutívan aktív, in vitro 

tanulmány alapján(35). A Syk és Lyn kísérletes gátlása a CLL-sejtek apoptózisához 

vezetett, így felvetődött a BCR jelátvitel komponenseinek terápiás célpontként történő 

alkalmazása(35, 36). Nemcsak a szignált elindító molekulák, hanem az effektor 

útvonalak amplifikációját is megfigyelték CLL-ben. A PI3K CLL-ben tapasztalt 

konstitutív aktivitása kísérletes úton gátolható, több inhibitor is kaszpázfüggő 

apoptózishoz vezetett(37, 38). A PI3K aktivitás következtében a tőle downstream 

elhelyezkedő Akt is konstitutívan aktív CLL-ben, amely az antiapoptotikus Bax és 

XIAP fehérjékkel együtt PI3K inhibitorokkal gátolhatónak bizonyult(37, 38). A Btk 

jelátviteli útvonal amplifikációja is túlélési szignálokat közvetít a CLL-sejt felé a PI3K, 

PLCγ2 és NFκB molekulákon keresztül. A Btk gátlása PCI-32765 (jelenlegi nevén 
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ibrutinib) ágenssel a CLL sejtek apoptózisát okozta, valamint a downstream jelátvitel 

foszforilációs lépéseit gátolta kísérletes körülmények között(39).  

 

I.7.2. A CLL genetikai háttere, prognosztikus és prediktív markerek 

 

I.7.2.1. Citogenetikai aberrációk  

 A CLL rendkívül heterogén klinikai lefolyásának hátterében döntő jelentőséggel 

bírnak a genetikai tényezők. Döhner és mtsai. nagy horderejű tanulmányukban interfázis 

fluoreszcens in situ hibridizációval (iFISH) vizsgálták a CLL-ben előforduló gyakori 

citogenetikai aberrációkat, és az addig használt, klinikai paramétereken alapuló Rai és 

Binet-féle rizikóbecslő skálák helyett egy precízebb, genetikai alapú kockázatbecslést 

írtak le(1). Míg az alacsony mitotikus aktivitású CLL-sejtekben a hagyományos 

kariotipizálással a betegek megközelítőleg felében volt csupán azonosítható 

citogenetikai eltérés(40), az interfázisban lévő sejtek vizsgálatára is alkalmas iFISH 

eljárás a betegek 82%-ában detektált aberrációt. A Rai/Binet stádiumra, illetve előzetes 

kezelési vonalakra tekintet nélkül bevont betegpopulációban a leggyakoribb eltérések a 

13q14 deléció (55%), a 11q22-23 deléció (18%), a 12q triszómia (16%), a 17p13 

deléció (7%) és a 6q21 deléció (6%) voltak. A medián túlélést a citogenetikai eltérések 

tükrében vizsgálva, a 13q deletált betegek mutatták a legkedvezőbb túlélést, 133 

hónappal, míg a 17p deléciót hordozók a legkedvezőtlenebbet, 32 hónappal. A 11q 

deletált esetek 79 hónap medián túléléssel bírtak, míg a 12-es triszómiát vagy normál 

kariotípust hordozók 114, illetve 111 hónapos túléléssel intermedier prognózisúnak 

bizonyultak(1).  

 A 13q deléció 80%-a monoallélikus, és IGHV-M CLL-ben gyakoribb, mint 

IGHV-U esetekben. Mivel a 13q deléció gyakran egyedüli citogenetikai aberrációként 

van jelen, a CLL kialakulásának kezdeti szakaszában valószínűsítik a szerepét(1, 41).  

A deléció kiterjedése betegenként változó, de a hosszú, nem kódoló RNS-eket kódoló 

DLEU2 és DLEU1 gének, valamint a MIR15A-MIR16-1, microRNS-eket kódoló 

génklaszter mindig érintett, és klonális B-sejt proliferációhoz, valamint a CLL fenotípus 

kialakulásához vezet. A MIR15A-MIR16-1 a sejtciklus és az apoptózis szabályozásában 

játszik szerepet, a G0/G1-S átmenet génjeinek, valamint az antiapoptotikus BCL2 

génnek az expresszióját csökkentve(42, 43). Amennyiben a 13q deléció nagy 

kiterjedésű, és a RB1 tumorszuppresszor gént is érinti, az első kezelésig eltelt idő („time 

to first treatment”, TTFT), valamint a teljes túlélés („overall survival”, OS) is rövidebb, 

mint a kisebb kiterjedésű deléciók esetén(44).  
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 A 17p deléció a citogenetikai aberrációk közül a legkedvezőtlenebb prognózissal 

társul, és gyakorisága függ a vizsgált betegpopulációtól, az előzetes kezelési vonalak 

számától. Míg az MBL-esetek 1%-ában fordul csak elő, kemorefrakter esetekben 20%-

os a gyakorisága, RT-ben pedig az 50%-ot is elérheti(45, 46). A deléció leggyakrabban 

a 17-es kromoszóma teljes rövid karját érinti, és mindig az itt található TP53 

tumorszuppresszor gén elvesztéséhez vezet(47). A 17p deléció az IGHV-U esetekben 

dúsul fel, és az eleve fokozott genomikus instabilitást a TP53 elvesztése miatt még 

tovább növeli(48). A 17p deletált esetek nagy részében megtalálhatók az ép allélt érintő 

TP53 mutációk, a TP53 teljes funkciókieséséhez vezetve. A TP53 gént érintő deléciót, 

valamint mutációkat együttesen TP53 defektusnak nevezzük, és a CLL egyik 

legerősebb prognosztikus és prediktív faktorát jelenti. Míg intakt TP53 funkció mellett a 

kemoimmunoterápia által károsított DNS-ű CLL-sejtek apoptózist szenvednek, ledált 

TP53 mellett ez nem következik be, és a kemorefrakter klón növekedési előnyre tesz 

szert a kemoszenzitív klónokkal szemben (4. ábra)(49).  

 

 

4. ábra. A klonális evolúció vázlatos ábrázolása. 

Immunkemoterápiás kezelések hatására a kemorezisztens klónok 

szelektálódnak, ami relapszushoz vezet. (RFC: rituximab-

fludarabin-ciklofoszfamid, RB: rituximab-bendamustin). 

 

A 17p deletált eseteknél valamivel kedvezőbb, de továbbra is kedvezőtlen 

prognózissal bír a 11q deléció jelenléte. Az aberráció által érintett fő target az ATM gén, 

melynek fehérjeterméke a TP53 regulátora. A deléció többnyire monoallélikus,  

az IGHV-U esetekben dúsul fel, és az esetek egyharmadában a deléció által nem érintett 

allélon ATM mutáció is található. Amennyiben a 11q deléció nem érinti az ATM gént, 

BIRC3 érintettség figyelhető meg (11q22.2), amely az NF-κB útvonal szabályozó 
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eleme. A diagnózis idején a betegek 20%-ában figyelhető meg ATM érintettség,  

a betegek fiatalabbak és gyakran prezentálódnak nyirokcsomó-megnagyobbodással(50-

52).  

A 12-es triszómia diagnóziskor a CLL esetek 15%-ában, míg az SLL esetek 

30%-ában van jelen, a limfociták atípusos morfológiájával, magas proliferációs rátával 

és önmagában véve intermedier prognózissal társul(1, 53). Míg a 11q, 13q és 17p 

deléciók hátterében álló molekuláris mechanizmusok jól ismertek, a 12-es triszómia 

által érintett folyamatok nem tisztázottak. Az esetek jelentős része NOTCH1 

mutációval, illetve subset #8 sztereotip BCR-rel társul, melyek jelenléte az intermedier 

prognózis helyett kedvezőtlen kimenetelt, és magasabb Richter-transzformációs rátát 

jelent(54, 55). Tsagiopoulou és mtsai. egy speciális DNS-metilációs profilt 

azonosítottak, amely a 12-es triszómiát hordozó CLL-esetekre jellemző, és  

a kromoszóma teljes kiterjedésében számos gén, többek között a génexpressziót 

szabályozó RUNX3 upregulációját okozza(56).  

Amennyiben három vagy több citogenetikai eltérés van jelen, komplex 

kariotípusról beszélünk, amely a betegek 16%-ában van jelen, és kedvezőtlen 

prognózissal társul(57, 58). A négy fő citogenetikai aberráción túl számos, ritkábban 

előforduló eltérést azonosítottak CLL-ben. A 15q15.1 deléció 4%-ban van jelen,  

az MGA gént érinti, klinikai jelentősége nem ismert(59). A 9p21 deléció CDKN2A 

vesztéshez vezet és RT-asszociált módon jelenik meg, míg a 8q24 amplifikáció a MYC 

gén overexpressziójához és szintén RT-hoz vezet(60). A 6q21 deléció az esetek 8%-ára 

jellemző, gyakran komplex kariotípus részeként figyelhető meg, a proapoptotikus 

FOXO3 csökkent expressziójával, valamint kedvezőtlen kórlefolyással társul(61).  

 

I.7.2.2. Az IGHV mutációs státusz szerepe CLL-ben 

 Az IGHV átrendeződés a patogenezisben betöltött szerepén túl a legfontosabb 

prognosztikai faktort jelenti CLL-ben. Amennyiben az IGHV nukleotidsorrendje 

legalább 98%-os csíravonali homológiát mutat, mutációt nem hordozó (IGHV-U) 

esetről beszélünk, amely a SHM elmaradása miatt polireaktív BCR-rel, túlaktivált 

jelátviteli útvonallal és CLL sejtproliferációval, valamint kedvezőtlen túléléssel jár.  

A 97% alatti homológia mutált (IGHV-M) CLL-t, míg 97-97,9%-os homológia 

borderline CLL-t jelent(62). A CLL-betegek harmada szinte azonos, sztereotip BCR 

immunglobulinokat hordoz, amelyek az alkalmazott géncsaládok, illetve a CDR3 régió 

hossza alapján alcsoportokat, ún. subseteket alkotnak. Az egyes subsetek gyakran 
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felülírják prognosztikai jelentőségükben a szélesebb kategóriát jelentő IGHV-U és 

IGHV-M alcsoportokat - az IGHV3-21 gén használatával jellemezhető subset #2 

mutációs státusztól függetlenül nagyon agresszív kórlefolyással társul, a subset #4 

különösen indolens viselkedést mutat, míg a subset #8 rendkívül kedvezőtlen lefolyással 

és gyakori RT-val társul(45, 63). Az SHM szintje alapján elkülönülő két csoport 

markáns különbségeket mutat a kemoimmunoterápiára adott válaszban. Míg az IGHV-

M betegek több mint fele kitűnően reagál intenzív kemoimmunoterápiára (például 

rituximab-fludarabin-ciklofoszfamid, RFC), hosszútávú, akár mérhető reziduális 

betegség („measurable residual disease”, MRD) nélküli remissziót elérve, az IGHV-U 

esetek relabáló-refrakter lefolyást, folyamatos progressziót tapasztalnak(64). A fentiek 

tükrében különösen fontos az IGHV mutációs státuszának meghatározása, amennyiben 

kezelési indikáció áll fenn, hogy az IGHV-U betegek a számukra megfelelő, célzott 

terápiában részesülhessenek. Mivel az IGHV státusz a betegség időtartama alatt nem 

változik, elegendő azt egyszer megvizsgálni a „European Research Initiative on CLL” 

(ERIC) ajánlásának megfelelően(62).      

 

 

I.7.2.3. Visszatérő genetikai eltérések CLL-ben 

 Az elmúlt évtized teljes genom- és exomszekvenálási tanulmányainak 

köszönhetően feltárult előttünk a CLL genom(65-67), amely megabázisonként 0,9 

mutációt tartalmaz, így genomikus komplexitásában egy nagyságrenddel elmarad  

a szolid tumoroktól, és a hematológiai malignitások között is alacsony komplexitással 

bír. Továbbá, a leggyakrabban mutált génekben (NOTCH1, ATM, SF3B1, TP53) sem 

azonosítottak mutációt gyakrabban, mint az esetek 15%-ában(65, 67).  

Az NGS-tanulmányok által az egyik legkorábban azonosított driver mutációnak 

a NOTCH1 mutációi bizonyultak, amelyek az esetek 10%-ában fordulnak elő,  

és IGHV-U státusszal, valamint 12-es triszómiával asszociáltak(66, 68).  

A gén fehérjeterméke ligand-aktivált transzkripciós faktorként a sejtproliferáció számos 

jelátviteli útvonalát szabályozza. A mutációk a gén 34-es exonját érintik, 

megközelítőleg 80%-ukat a c.7544_7545delCT kereteltolódással járó deléció teszi ki.  

A deléció következtében a fehérje PEST (prolin - P, glutaminsav - E, szerin - S, treonin 

- T) doménjében korai termináció következik be, így károsodik a fehérje ubiquitin-

mediált degradációja, és felhalmozódik az aktív izoforma(66, 69, 70).  

A NOTCH1 mutációk kedvezőtlen prognózist, valamint RT-re való megnövekedett 

hajlamot jelentenek. 
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TP53 mutációk a humán daganatok több mint 50%-ában előfordulnak,  

és onkogén potenciáljukat jelzi, hogy a csíravonali TP53 mutációk talaján kialakuló  

Li-Fraumeni-szindrómában gyakran már harmincéves kor előtt megjelennek  

a különböző malignus kórképek(71, 72). A TP53 gén által kódolt fehérje a sejtciklus-

szabályozás, az apoptózis, valamint a DNS-károsodásra adott válasz központi 

molekulája, legfőbb tumorszuppresszorunk, a „genom őrzője”. A változatos okokból, 

például kemoterápia-indukált módon létrejövő DNS-károsodást követően a TP53 

apoptózist indukál, vagy a sejtciklust leállítja G1 fázisban, így biztosítva alkalmat  

a károsodás kijavítására, és megelőzve a károsodott genetikai információ 

továbbadását(73). CLL-ben a TP53 defektus két formája ismert, a 17p deléció, illetve  

a TP53 mutáció, amelyek egymással gyakran társulnak, a 17p deletált esetek 80%-a 

hordoz TP53 mutációt a deléció által nem érintett allélon(46). Noha a mutációk  

a fehérje DNS-kötő doménjében (exon 4-8 által kódolt régió) dúsulnak fel, a gén teljes 

hosszán előfordulhatnak, tehát a teljes gén szekvenálással történő vizsgálata szükséges  

a legújabb ERIC ajánlásnak megfelelően(74). A mutációk háromnegyede missense 

mutáció, de kereteltolódással járó, vagy in-frame inszerciók/deléciók, nonsense 

mutációk, illetve splice site mutációk is előfordulnak(75). Míg diagnózis idején a 

betegek mindössze néhány százaléka hordoz TP53 mutációt, a többszörösen előkezelt, 

Richter-transzformált esetek felében megtalálható az eltérés(41, 76). Ennek 

megfelelően, mivel a kemoterápia által indukált klonális szelekció során az 

agresszívebb, TP53 mutációt hordozó és kemorefrakter klónok feldúsulnak, a TP53 

státusz vizsgálata a kezelés megkezdésekor, illetve minden újabb kezelési vonalat 

megelőzően szükséges(74). A TP53 defektust hordozó betegek a DNS-károsodásra 

adott elégtelen válasz miatt a hagyományos kemoimmunoterápiára kedvezőtlenül 

reagálnak. A CLL8 tanulmányban, amely fludarabin-ciklofoszfamid kombináció 

terápiás hatását vizsgálta az anti-CD20 monoklonális antitest rituximabbal kiegészítve, 

vagy anélkül, a TP53 defektus bizonyult a legerősebb prognosztikai tényezőnek, és igen 

kedvezőtlen PFS-sel és OS-sel társult(77). Az alkiláló ágens bendamustin, valamint 

rituximab kombinációját vizsgálva szintén csekély terápiás hatást detektáltak a TP53 

deficiens esetekben(78). Ezen betegekben tehát mindenképpen innovatív, személyre 

szabott terápiás megközelítés szükséges, amely TP53-independens módon váltja ki a 

CLL-sejtek pusztulását(79).  

A MYD88 mutációi a CLL esetek 3-8%-ában fordulnak elő, kizárólag IGHV-M 

eseteket érintenek(66, 67). A gén fehérjeterméke a Toll-like receptor (TLR) komplex 

adaptormolekulája, amely TLR stimulációt követően homodimerként komplexet formál 
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az IRAK4 fehérjével, IRAK1 és IRAK2 aktivációhoz vezetve. TRAF6 aktivációt  

és IκBα foszforilációt követően aktiválódik a B-sejtek egyik fő transzkripciós faktora, 

az NF-κB. CLL-ben, illetve egyéb érett B-sejtes limfómákban (DLBCL, primer 

központi idegrendszeri limfóma és limfoplazmocitás limfóma/Waldenström-

makroglobulinémia) is az L265P mutációs forrópont érintett leggyakrabban, amely  

a TLR ligandkötésének hiányában is folyamatosan aktív MYD88-IRAK jelátvitelhez  

és NF-κB aktivitáshoz vezet(41).  

 Az említetteken túl, számos egyéb gén (driver) mutációja vezethet CLL 

kialakulásához, több celluláris jelút hálózatot (gyulladásos útvonal, MAPK-ERK 

útvonal, BCR-útvonal, WNT-jelút, kromatinmodifikáció, spliceoszóma, B-sejt-

differenciáció, sejtciklus-szabályozás) érintve (5. ábra).  

 

 

 

5. ábra. Az új-generációs szekvenálási tanulmányok során azonosított, CLL-ben 

leggyakrabban mutációt hordozó gének, funkciójuknak és celluláris lokalizációjuknak 

megfelelően csoportosítva. Az ábra forrása: Marosvári és mtsai. Magyar Onkológia, 

2016(80). 

 

A MYD88 mutációihoz hasonlóan, a BIRC3 mutációk is konstitutív NF-κB 

aktivációval járnak. A BIRC3 a TRAF2 és TRAF3 fehérjékkel együtt az NF-κB útvonalat 

aktiváló MAP3K14-et regulálja negatívan, tehát az útvonal gátló molekulájaként 

funkcionál, és mutációi esetén folyamatosan aktívvá válik a jelút.  
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A BIRC3 mutációk a CLL-es betegek 4%-ában fordulnak elő, IGHV-U esetekben 

dúsulnak fel, és kemorefrakteritással, valamint kedvezőtlen prognózissal társulnak. 

Kemoterápia hatására a BIRC3 mutációt hordozó klónok szelektálódnak, így az eltérés 

gyakorisága fludarabinrefrakter esetekben a 24%-ot is elérheti(51, 81).  

A spliceoszóma-mutációk, különösen az SF3B1 mutációi nagy jelentőséggel 

bírnak a CLL patogenezisében, sőt, mivel mielodiszpláziás szindrómában is gyakran 

előfordulnak, felvetik a vérképző őssejt diszregulációjának szerepét érett sejtes limfoid 

daganatokban is(82, 83). Az SF3B1 a pre-mRNS-ből az intronok excíziójáért felelős U2 

spliceoszóma központi eleme, mutációi a CLL esetek 10-14%-ában fordulnak elő, 

zömmel IGHV-U státuszhoz társulva(67, 70, 84). A mutációk a fehérje HEAT 

doménjének evolúciósan konzervált régióiban fordulnak elő, alátámasztva ezzel patogén 

szerepüket(67). Az SF3B1 mutációk által okozott spliceoszóma-károsodás mellett  

a DDX3X, valamint az XPO1 mutációi is a CLL-ben fontos szerepet betöltő RNS 

processzálás zavarához vezetnek(67). Az SF3B1 mutációk közül leggyakrabban a K700E 

fordul elő, az SF3B1 mutált betegek rövidebb TTFT-vel, progressziómentes és teljes 

túléléssel rendelkeznek. Az SF3B1 mutációk megjelenése késői esemény a CLL klonális 

evolúciójában, MBL-ben nagyon ritkán, míg kemorefrakter esetekben gyakran előfordul, 

és a relapszus kiinduló klónját adja(67, 85).  

 

I.7.2.4. Prognosztikai tényezők CLL-ben 

 A prognosztikai, azaz a betegség kimenetelét becslő faktorok között genetikai, 

illetve klinikai tényezők is megtalálhatók. Az IGHV gén mutációs státusza a CLL 

lefolyása során nem változik, és az egyik legfontosabb prognosztikai tényezőt jelenti 

CLL-ben. Az esetek 40%-a IGHV-U státuszú, körükben sokkal gyakoribbak a társuló, 

magas kockázatot jelentő genetikai eltérések, ami indokolja a kedvezőtlenebb 

prognózisukat mind a PFS, mind az OS szempontjából,  az IGHV-M esetekhez 

képest(65). A sztereotip BCR-t (subsetet) hordozó betegek prognózisa a subset típusától 

függ, előfordulnak nagyon kedvező (például subset #4), illetve agresszív (például subset 

#2) kórlefolyással társuló típusok is(86). Az IGHV jelentős prognosztikai ereje 

kemoimmunoterápiával kezelt betegekben érvényesül elsősorban, ezért az új, célzott 

terápiák alkalmazásakor új kockázatbecslő skálák kidolgozása szükséges(48). A Rossi 

és mtsai. által kidolgozott kockázatbecslő skála genetikai alapokon nyugszik, és nagy 

érdeme, hogy a FISH-sel detektálható aberrációk mellett a molekuláris eltérések 

vizsgálatával az alacsony rizikójú betegek 20%-a átkerült  

a pontosabb karakterizálás révén a magas kockázatú csoportba(87). Magas kockázatot 
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jelent a TP53 defektus és/vagy BIRC3 mutációk jelenléte, intermedier prognózissal 

társul a NOTCH1 mutáció, SF3B1 mutáció, vagy 11q deléció, alacsony kockázattal 

bírnak a 12-es triszómiát hordozó, vagy normál kariotípusú esetek, míg a 13q deletált 

esetek nagyon alacsony kockázatúak(87). A CLL International Prognostic Index (CLL 

nemzetközi prognosztikus index, CLL-IPI) a terápiás döntéshozatalt segíti az OS 

előrejelzésével, akár már a diagnózis pillanatában. A CLL-IPI alkotóelemei, melyek 

egyenként kedvezőtlen prognózist jelentenek, a TP53 defektus, az IGHV-U státusz,  

a 3,5 mg/l feletti β2-mikroglobulinszint, a B vagy C Binet-stádium, illetve a 65 év feletti 

életkor(88). Jeromin és mtsai. az SF3B1 mutációk, az IGHV-U státusz, valamint a 11q 

deléció rövid TTFT-vel való asszociációját írták le. Az első két eltérés, valamint a TP53 

defektus, a férfi nem és az életkor pozitívan korreláltak a rövid idejű OS-sel(89). Nadeu 

és mtsai. komplex genetikai vizsgálatokon alapuló, elsősorban korai stádiumú betegekre 

alkalmazható kockázatbecslő rendszerükben leírták, hogy a CLL-IPI megállapításával 

ellentétben a rövid TTFT nem korrelál a TP53 defektus jelenlétével(90). Mivel számos, 

más prognosztikus rendszerben nem szereplő gén (BRAF, ATM, FBXW7, MGA) 

vizsgálatát is igényli a módszer, alkalmazhatósága egyelőre limitált. 

 

I.8. A CLL terápiája 

I.8.1. Kemo(immuno)terápia CLL-ben 

 

 Az elmúlt években robbanásszerű fejlődés ment végbe a CLL terápiájában, 

amely ezt megelőzően kemoterápián, illetve később az immunkemoterápián alapult.  

Az alkiláló ágensek közé tartozó chlorambucil jelentette hosszú időn keresztül a CLL 

standard elsővonalbeli terápiáját, amely a CLL tüneteit igen, viszont a betegek túlélési 

esélyeit nem javította(91). A purinanalóg fludarabin kedvezőbb medián túlélést 

biztosított a chlorambucilnál, illetve a fludarabint is felülmúlta a teljes válaszadási 

arány, illetve a progressziómentes túlélés tekintetében a fludarabinnak az alkiláló 

hatásmechanizmusú ciklofoszfamiddal történő kombinációja (FC)(92). Az anti-CD20 

monoklonális antitest rituximabot a fázis III CLL8 vizsgálatban FC-vel kombinálva 

(RFC) korábban nem kezelt betegekben 90%-os objektív válaszadási rátát és 44%-os 

komplett remissziót idézett elő, az FC által biztosított 80%-os válaszadási rátával és 

22%-os komplett remissziós rátával szemben. Továbbá, a rituximab hozzáadása a PFS-t, 

valamint az OS-t is jelentős mértékben növelte 65 évnél fiatalabb betegekben(93).  

Az RFC kezelésre adott hosszú távú PFS erős prediktora az IGHV mutációs státusz.  

Az IGHV-M státuszú betegek 54%-a 12,8 éves követési idő után is remisszióban volt, és 
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10,4 éves követési időt elérve, 42 beteget vizsgálva, további relapszusok nélküli 

platófázis alakult ki. Ezen adatoknak megfelelően, az IGHV-M státuszú, kedvező 

általános állapotú betegekben az RFC kezelés a hosszútávú remisszió lehetőségét 

nyújtja(94). Mivel az RFC protokoll alkalmazása során mély neutropénia, infekciók, 

mieloszuppresszió, másodlagos malignitások (ideértve többek között a terápia-

asszociált mielodiszpláziás szindrómát, illetve akut mieloid leukémiát) meglehetősen 

gyakran fordulnak elő, idős, illetve komorbiditásokkal bíró, elesett állapotú betegek 

részére kedvezőbb alternatívát nyújt a rituximabnak az alkilálószer bendamustinnal való 

kombinációja (RB). Míg fiatal, jó általános állapotú, TP53 defektust nem hordozó 

betegekben az RB elsővonalbeli kezelésként rövidebb PFS-t biztosít, mint az RFC (57,6 

hónap vs. 42,3 hónap), hatvanöt éves életkor felett ez a különbség eltűnik, miközben  

az RB lényegesen kedvezőbb mellékhatásprofillal bír(95, 96). Amennyiben idős, elesett 

állapotú betegekben a rituximab helyett a második generációs anti-CD20 monoklonális 

antitest obinutuzumabot kombináljuk chlorambucillal, a medián PFS a kétszeresére nőtt 

(29,9 hónap vs. 15,7 hónap), miközben az OS is szignifikánsan javult(97). Az új, célzott 

terápiás gyógyszerek ellenére a hagyományos kemoimmunoterápia továbbra is része a 

CLL terápiás protokolljának, ugyanis jól megválasztott beteganyagon kedvező terápiás 

hatást biztosít.  

 

I.8.2. Célzott terápia CLL-ben 

 

Az elmúlt években részletesen megismertük a CLL genomját, ezáltal forradalmi 

változások indulhattak el a célzott terápiák fejlesztésében, a hatékonyságukat előrejelző 

prediktív biomarkerek azonosításában, valamint a terápiás kudarcot jelentő 

rezisztenciamutációk előrejelzésében és elkerülésének lehetőségeiben. Dolgozatomban 

a BCR jelátviteli út komponenseként lényeges BTK, valamint az antiapoptotikus BCL2 

gátlása, és az inhibitorok által indukált rezisztenciamutációk kerülnek részletes 

ismertetésre. 

 

I.8.2.1. BTK-gátlás CLL-ben 

 

A BCR szignál felerősítésében kritikus szerepet játszik a BTK. A fehérje  

a tirozin-protein-kinázok (Tec) egyik képviselője, defektusát, az X-hez kötött 

agammaglobulinémiát („X-linked agammaglobulinemia”, XLA) 1952-ben írta le 

Bruton(98), akiről később az enzimet elnevezték. A BTK pontmutációk által okozott 

XLA-ban a B-sejt-érés pro-B-sejt szintű korai terminációja következik be, és a keringő 

DOI:10.14753/SE.2022.2631



28 

 

immunglobulinok hiánya súlyos zavarokat okoz a humorális immunitásban(99, 100).  

Az XLA kórkép megfelelője egérben az X-hez kötött immundeficiencia („X-linked 

immunodeficiency”, XID), amely az XLA-nak megfelelő B-sejt-érési blokáddal, viszont 

enyhébb tünetekkel társul(101). A kísérletesen létrehozott BTK mutáns, illetve BTK 

knock-out egérmodellek szintén pro-B-sejt-szintű érési blokádot, az antigénstimulációra 

adott elégtelen proliferációs választ, valamint a B-sejt-jelátvitel zavarát mutatják, így 

felvetődött a BTK terápiás célpontként történő vizsgálata(33, 101, 102).  

Míg a Tec családba tartozó tirozin-kinázok a hematopoetikus sejtek többségében 

expresszálódnak, a Btk elsősorban a B-sejtekben fejeződik ki, T-limfocitákon és 

plazmasejteken nem(103). Mivel a Btk szerepe elengedhetetlen a BCR-jelátvitelben és 

úgy a normál B-sejtek, mint a CLL tumorsejtek fejlődésében, továbbá, expressziója 

CLL-ben kifejezettebb, mint a normál B-sejtekben, célzott terápiák ideális targetjét 

jelenti(104).  

 

I.8.2.1.1. Az ibrutinib 

 

A PCI-32765 (későbbi nevén, illetve a dolgozatban a továbbiakban: ibrutinib)  

a Btk szelektív inhibitora, az eredetileg rheumatoid arthritis kezelésére szánt molekulát 

az Egyesült Államokban szintetizálták és 2007-ben írták le(105). Az ibrutinib egy 

amino-pirazolo[3,4-d]-pirimidinszármazék (6. ábra), amely a Btk fehérje számos 

aminosavával létesít másodlagos kötéseket (például az M477, az E475, a T474 

aminosavakkal), miközben a másodlagos kötéseken túl, kovalensen és irreverzibilisen is 

kötődik a fehérje αD-hélixe előtt elhelyezkedő 481-es cisztein (C481) szulfhidril 

csoportjához(106).   

 

 

6. ábra. Az ibrutinib kémiai szerkezete. 

(Forrás: Wikimedia Commons).  

Preklinikai vizsgálatok alapján az ibrutinibbel történő kísérletes Btk-gátlás 

kaszpázfüggő apoptózist indukált, és a BCR ligandkötését követően a Btk, valamint a 
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downstream jelközvetítésben szerepet játszó Erk, NFκB és Akt molekulák 

foszforilációját is gátolta(39). Továbbá, az ibrutinib a CLL-sejtek CpG oligonukleotidok 

indukálta in vitro sejtproliferációját hatékonyan gátolta, valamint csontvelői 

strómasejtekkel kokultúrában tenyésztve a CLL-sejteket, az ibrutinib a sejtek túlélését 

csökkentette a mikrokörnyezetből érkező túlélési szignálok (TNF-α és BAFF) 

ellensúlyozása révén(39, 107). CLL fenotípusú transzgén egérmodellben a genetikailag 

inaktív Btk, valamint az ibrutinibbel történő Btk gátlás egyaránt a CLL-sejtek fejlődését 

és proliferációját gátolta(108) (7. ábra).  

 

 

7. ábra. A CLL-ben alkalmazott legfőbb, molekulárisan célzott terápiák 

hatásmechanizmusa. A B-sejt-receptor jelátviteli útvonalán hat az ibrutinib  

a BTK, míg az idelalisib a PI3Kδ gátlása révén. A BCL2-gátló venetoclax az 

előbbiektől független útvonalon keresztül fokozza a CLL-sejtek apoptózisát.  

 

 A preklinikai vizsgálatok, valamint a kis beteganyagon végzett, dózist beállító 

fázis I vizsgálatok sikerességét és az ibrutinib hatékonyságát látva megkezdődtek  

a szélesebb körű klinikai vizsgálatok. Az ibrutinib monoterápia a relabáló-refrakter 

(R/R) CLL-es betegek körében jó tolerabilitás mellett 71%-os teljes válaszadási rátához 

(„overall response rate”, ORR) vezetett, amelyet a kedvezőtlen prognózisú 17p deletált 

betegek figyelemre méltó 68%-os ORR értéke szorosan megközelített. A válasz 

tartósnak bizonyult mind a teljes, mind a 17p deletált populációban. A 26 hónapos 

követési idő alatt 75%-os becsült PFS és 83%-os OS értékeket értek el a teljes, míg 

57%-os PFS és 70%-os OS értékeket a kedvezőtlen prognózisú csoportban(109).  
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Egy fázis II vizsgálatban 51, TP53 defektust hordozó beteget vizsgáltak, kétharmaduk 

korábban nem részesült kezelésben, egyharmaduk R/R lefolyást mutatott. Ebben a 

magas rizikójú betegcsoportban az ibrutinib 24 hónapos követési idő alatt 82%-os 

becsült PFS-t és 80%-os OS-t biztosított(110). Az igen kedvező eredményeket látva az 

FDA („Food and Drug Administration”, Amerikai Élelmiszer- és Gyógyszerfelügyelet) 

2014 februárjában megadta az engedélyt az ibrutinib monoterápia használatára R/R 

CLL-ben, majd 2014 júliusában az elsővonalbeli alkalmazásra TP53 defektussal bíró 

betegekben, amelyet az EMA („European Medicines Agency”, Európai 

Gyógyszerügynökség) engedélye 2014 októberében követett(104). Mivel az ibrutinib 

monoterápia kedvező toxicitási profillal bír (zömmel alacsony grádusú mellékhatások - 

hányás, hasmenés, fáradékonyság, láz, neutropenia, pitvarfibrilláció, vérzés, infekciók 

fordulnak elő), a monoterápia sikerét látva a monoklonális antitestekkel, illetve 

kemoterápiával történő kombinációk vizsgálata is elkezdődött(104). A HELIOS 

placebo-kontroll, fázis III vizsgálatban az előzetesen már kezelt, de TP53 defektust nem 

hordozó betegekben hasonlították össze az RB, illetve az ibrutinib + RB kombinációk 

hatékonyságát, megengedve az RB karon progrediáló betegek számára az ibrutinibet 

tartalmazó másik karra történő átkerülést. Az ibrutinib hozzáadásával a betegek 79%-a 

ért el 18 hónapos PFS-t, míg ibrutinib nélkül csupán 24%-uk. Továbbá, háromszor 

annyi beteg ért el komplett remissziót ibrutinib mellett, mint anélkül, illetve az MRD-

negativitást elért betegek száma is szignifikánsan magasabbnak bizonyult az 

ibrutinibkezeltek körében(111). Hosszabb, 34,8 hónapos medián követési idő alatt az 

RB kar 14,3 hónapos medián PFS-t mutatott, míg az ibrutinibet is tartalmazó karon lévő 

betegek még nem érték el a PFS-t, valamint az utóbbi csoportba tartozó betegek 26,3%-

a ért el MRD-negativitást az ibrutinibkezelésben nem részesülő betegek 6,2%-os 

értékével szemben(112). Noha több kezelési irányelv létezik CLL-ben, egyetértés 

mutatkozik abban, hogy ibrutinib alkalmazása javasolt a TP53 defektussal bíró betegek 

elsővonalbeli terápiájaként, valamint R/R CLL-es betegekben TP53 státusztól 

függetlenül(20, 22).  

 

 

I.8.2.1.1. A BTK gátlókkal szembeni rezisztencia molekuláris háttere 

 

 Ibrutinibterápia mellett relabáló betegekben teljes exomszekvenálással 

azonosítottak Woyach és mtsai. a relapszus hátterében álló rezisztenciamutációkat a 

BTK, valamint a BCR-jelátviteli útvonalban tőle közvetlenül downstream elhelyezkedő 

PLCG2 génben. A mutációk kizárólag a relapszuskori mintában voltak azonosíthatók, 
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és a BTK génben az ibrutinibkötő aminosavat érintették cisztein – szerin aminosavcsere 

révén (C481S). Ennek következtében az ibrutinib affinitása a gyógyszerkötő helyhez 

számottevően csökken, és irreverzibilis helyett csupán reverzibilis kötődés válik 

lehetővé(113). A leggyakoribb C481S mutáción kívül C481R, C481F, C481Y és C481T 

aminosavcserék is előfordulnak, továbbá, a BTK konformációjában szintén jelentős 

szereppel bíró 474-es treonin aminosav mutációi (T474I és T474S) az ibrutinib iránti 

affinitás és szelektivitás számottevő csökkenéséhez vezetnek(114). PLCG2 mutációk 

előfordultak BTK mutáció kísérőjeként, illetve önállóan is, a leggyakoribb 

aminosavcserék a következők voltak: R665W, L845F, S707Y. Amíg a BTK mutációk 

az ibrutinib BTK-gátló hatásának elvesztéséhez vezetnek, a PLCG2 funkciónyerő 

mutációi a BTK aktivitástól függetlenül fenntartják a folyamatosan aktív BCR 

jelátvitelt(113). A BTK mutációk esetleges, ibrutinibkezeléstől független megjelenését 

lényegesen több (613) ibrutinib-naiv betegen vizsgálva, egy esetben sem azonosítottak 

mutációt, megerősítve azt a feltételezést, hogy a BTK mutációk az ibrutinib klonális 

szelekciós nyomására alakulnak ki, és vezetnek relapszushoz(115).  

 Többféle megoldás vetődött fel az ibrutinibrezisztens CLL kezelésére.  

Noha a második generációs acalabrutinib aktívabb és szelektívebb az ibrutinibnél, 

ahhoz hasonló rezisztenciamechanizmust (C481S) indukál, ennélfogva tehát  

az ibrutinibkezelés talaján kialakult rezisztens esetekben nem bizonyul hatékonynak. 

Ígéretes fejlesztési iránynak bizonyultak a nonkovalens BTK-inhibitorok, amelyek  

az előző molekuláktól eltérő aminosavakkal létesítenek kapcsolatot másodlagos 

kötőerők révén, így C481S mutáns BTK-val szemben is hatékonyak. A CGI1746 az 

M477 és K430 aminosavakhoz kapcsolódik hidrogénkötésekkel, és 1000x-es 

szelektivitást mutat a BTK-val szemben, a többi Tec és Src kinázzal összehasonlítva.  

A BMS-986142 nemkovalens inhibitor az M477 és E475 aminosavakhoz kötődik 

hidrogénhidakkal, és szintén aktív C481S mutáns BTK-val szemben(114).  

A nemkovalens BTK-gátlókon kívül a BTK-tól downstream elhelyezkedő fehérjék 

gátlásával is megvalósulhat a BCR jelátviteli útvonal gátlása. Mivel a BTK-tól upstream 

elhelyezkedő Lyn és Syk a BTK megkerülésével is aktiválhatják a PLCγ2-t, 

gátlószereik (a Lyn-gátló dasatinib és a Syk-gátló fostamatinib, illetve cerdulatinib) 

képesek BTK mutáns esetben is gátolni a BCR jelátvitelt(114). A harmadik lehetőség, 

amely a klinikai gyakorlatban is meghonosodott, a BCR jelátviteli útvonalhoz nem 

kapcsolódó, eltérő mechanizmusú target gyógyszeres blokkolását jelenti – a BCL2 gátló 

venetoclax ma az ibrutinibrezisztens CLL leggyakoribb terápiája.   
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I.8.2.2. BCL2-gátlás CLL-ben 

 

 A daganatok egyik fő ismérve az apoptózis elkerülése(116).  Az apoptózis 

(programozott sejthalál) kulcsmolekulái és végrehajtói a kaszpázok (cisztein-proteázok), 

amelyeket az extrinsic út során a halálreceptorok felől érkező jelek, az intrinsic út során 

pedig a celluláris stressz aktiválnak. Mindkét útvonalban szerepet játszanak a BCL2 

(„B-cell lymphoma 2”) család tagjai, a mitokondrium külső membránja integritásának 

szabályozásával. A család egyes tagjai antiapoptotikus, míg mások proapoptotikus 

szereppel bírnak, bonyolult egyensúlyuk határozza meg, hogy az extracelluláris jelek, 

illetve a sejtstressz milyen következménnyel járnak a sejt túlélésére nézve. A BCL2 

család antiapoptotikus funcióval bíró tagjai a BCL2, a BCL-XL, a BCL-W, az MCL-1 és 

a BFL-1/A1, míg proapoptotikusak az ún. „BH3-only” fehérjék (például BIM és 

PUMA), illetve a multidomén BAX és BAK fehérjék, amelyek a mitokondriális 

membrán permeabilitását szabályozzák(117).  

 A BCL2 onkogenitása régóta ismert, a follikuláris limfómában (FL) előforduló 

leggyakoribb transzlokáció – t(14;18) – a BCL2 emelkedett expressziójához és  

az apoptózis elkerüléséhez vezet. A BCL2 overexpressziót kromoszomális 

transzlokációkon kívül génamplifikáció, illetve a szabályozó miRNS-ek zavara is 

előidézheti. A BCL2 onkogenitását FL-en kívül egyéb hematológiai malignitásokban 

(például DLBCL, köpenysejtes limfóma, akut mieloid leukémia), valamint szolid 

daganatokban is leírták(117). CLL-ben a BCL2 overexpresszió gyakori jelenség, és  

az érett limfociták apoptózisgátlásáért és felhalmozódásáért felelős(1). A folyamat 

hátterében transzlokációs mechanizmus helyett a 13q14 delécióval együttjáró miR-15 és 

miR-16 clusterek deléciója és downregulációja áll. Egészséges B-sejtekben ezen 

miRNS-ek a BCL2-t downregulálják, ezzel szemben a malignusan transzformált B-

sejtekben az alacsony miR-15 és miR-16 expresszió a BCL2 overexpressziójához 

vezet(42). Mivel a BCL2 overexpressziót mutató daganatsejtekben az apoptózis 

súlyosan károsodott, felvetődött az antiapoptotikus BCL2 gyógyszeres gátlása, illetve a 

proapoptotikus fehérjék expressziójának növelése, hogy a sejtek az apoptotikus 

szignálokra érzékennyé válhassanak(117). 

 

I.8.2.2.1. A venetoclax 

 

 A BCL2 gátlószerek fejlesztése az 1990-es években kezdődött, az antiszenz 

oligonukleotid oblimersen viszont csekély hatékonysággal bírt úgy monoterápiában, 

mind kombinációs kezelés részeként. A fejlesztés következő állomását jelentették az ún. 
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BH3-mimetikumok, amelyek az antiapoptotikus fehérjék (például BCL2) hidrofób 

árkával létesítenek kötést, így azok nem képesek gátolni a proapoptotikus fehérjéket, és 

bekövetkezik az apoptózis. Az ABT-737, valamint az ABT-263 (navitoclax) a BCL2 

család több tagját is gátolják megfelelő hatékonysággal, viszont a mellékhatásként 

jelentkező, gyakran súlyos fokú trombocitopénia miatt a fázis III klinikai vizsgálatokig 

egyik gyógyszer sem jutott el(118).  

 A venetoclax (ABT-199) szelektív, hatékony és szájon át szedhető BCL2 

inhibitor, amelynek BH3-kötőhelyéről hiányzik a navitoclaxhoz képest egy 

tiofenilcsoport (8. ábra)(118).  

 

 

 

 
 

8. ábra. A venetoclax kémiai szerkezete.  

(Forrás: Wikimedia Commons).  

 

 

Noha a venetoclax alacsony mértékben gátolja a BCL-XL, valamint a BCL-W 

molekulákat is, a BCL2 iránt kiemelkedő szelektivitással bír. Ex vivo körülmények 

között a venetoclax a BCL2 expressziótól függő mértékben indukált apoptózist, és a 

klinikai vizsgálatokat követően az egyedüli BCL2-inhibitorként kerülhetett forgalomba 

magas szelektivitásának és kedvező toxicitási profiljának köszönhetően(118, 119).  

A venetoclax monoterápiaként 116 R/R CLL/SLL beteg fázis I vizsgálata során 79%-os 

ORR-t és 20%-os CR-t biztosított, a betegek 5%-ában mérhetetlen MRD-vel. Míg  

a kedvezőtlen prognosztikájú 17p delécióval, IGHV-U státusszal, illetve fludarabin-

refrakteritással jellemezhető betegek is elérték az említett ORR-t, a PFS a 17p 

delécióval bíró betegekben alacsonyabbnak bizonyult, mint az ezt a citogenetikai 

eltérést nélkülöző alcsoportban(120). R/R, 17p deletált betegek fázis II vizsgálata során 

12 hónapos medián követési idő alatt 79%-os ORR és 8%-os CR volt megfigyelhető, 

leggyakoribb adverz eseményeknek a hasmenés és neutropénia bizonyultak. Az egyéb 

BCL-inhibitorokra jellemző súlyos fokú (grade 3/4) trombocitopénia csupán 14%-ban 
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fordult elő, és a korai vizsgálatokban jellemző tumorlízis-szindróma (TLS) a venetoclax 

dózis fokozatos beállításának köszönhetően csupán laboratóriumi szintű, de nem 

klinikai TLS-t jelentett(121, 122). Ibrutinibre refrakter vagy intoleráns betegekben  

a venetoclax monoterápia 65%-os ORR-t és 23,5 hónapos medián PFS-t 

biztosított(123). A kedvező eredmények hatására az FDA 2016 áprilisában befogadta a 

gyógyszert olyan 17p deletált CLL-es betegek kezelésére, akik már legalább egy 

megelőző kezelési vonalban részesültek, míg az EMA 2017-ben adta meg az 

engedélyt(117). Kombinációs terápiák részeként is bizonyította hatásosságát a 

venetoclax, a fázis III MURANO vizsgálatban R/R CLL-es betegekben a 

kemoterápiamentes venetoclax-rituximab kombináció 92%-os ORR-t biztosított a 

standard RB karon tapasztalt 72%-os ORR-rel szemben. Huszonhárom hónapos medián 

követési idő alatt a RB karon kezelt betegek medián PFS-e 18,1 hónapnak bizonyult, 

míg a venetoclax-rituximab karon kezeltek (ideértve a kedvezőtlen prognózisú 17p 

deletált eseteket is) nem érték el a medián PFS-t(124). A vizsgálatot követően az FDA 

megadta az engedélyt a venetoclax-rituximab kombinációs kezelésre R/R CLL-

ben(117).   

 A kedvező eredmények és toxicitási profil ellenére a venetoclax alkalmazása 

további kérdéseket vet fel, ugyanis az ibrutinibhez hasonlóan a gyógyszer szelekciós 

nyomására rezisztenciamechanizmusok lépnek fel, amelyek újabb kihívások elé állítják 

mind a gyógyszerfejlesztést, mind pedig a klinikusokat. 

 

 

I.8.2.2.1.1. A BCL2 gátlókkal szembeni rezisztencia molekuláris háttere 

 

 A CLL-es betegek egy részében a venetoclaxra adott kedvező terápiás választ 

követően gyógyszerindukált rezisztenciamutáció és klinikai progresszió alakul ki. 

Venetoclax monoterápia mellett TP53 defektussal bíró betegek felében lépett fel 

relapszus kétéves kezelési időtartam alatt(125). A relapszus hátterében főképp a BCL2 

rezisztenciamutációi állnak, a leggyakoribb, G101V mutációt 15, venetoclaxkezelés 

alatt progrediált R/R CLL-es beteg közül heten hordozták. A mutáns fehérje affinitása  

a szerkezeti változások miatt 180-szor alacsonyabb a venetoclax iránt, és a BCL2  

a gátlás ellenére kifejtheti antiapoptotikus működését(126). A D103Y mutáció a G101V 

mutációnál ritkábban, és eltérő szubklónként fordul elő(127). Az említetteken kívül  

a következő mutációkat írták le ibrutinibrezisztenciát követően venetoclax mellett 

progrediált betegekben, gyakran együttesen előfordulva, zömmel alacsony 

allélaránnyal: A2T, G101A, F104S, F104L, R107_R110dup, A113G, L119V.  
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Míg a venetoclax mellett progrediáló CLL-es esetek nagy részében megtalálható BCL2 

mutáció, RT hátterében eddig mindössze egy alkalommal közöltek ilyen mutációt 

(R107_R110dup)(128). Mivel alacsony allélfrekvenciával az ibrutinibrezisztenciát 

okozó mutációkhoz hasonlóan a BCL2 mutációk is kimutathatók már a klinikai 

relapszust megelőzően, vizsgálatuk a relapszus előrejelzésében és a terápiaváltás 

mérlegelésében, előkészítésében nagy jelentőséggel bír(129, 130).  

 A rezisztenciamutációkon kívül ritkábban a proapoptotikus BCL-XL 

overexpressziója, valamint MCL1 amplifikáció, illetve CDKN2A/B deléció és BTG 

mutáció is előfordulhat a szerzett venetoclax-rezisztencia hátterében CLL-ben(129).  

 

I.9. Richter-transzformáció (RT) CLL-ben 

 

A Richter-szindróma (RS) tágabb értelemben minden low-grade limfóma high-

grade, nagysejtes transzformációját jelenti, dolgozatunkban az elnevezést specifikusan  

a CLL/SLL-t követő, vagy azzal szinkron fellépő RS-ra használjuk(131). Az entitást 

Maurice N. Richter írta le retikuláris sejtes szarkómaként 1928-ban egy limfoid 

leukémiás beteg rövid idő alatt halálhoz vezető nyirokcsomó-, máj-, és 

lépmegnagyobbodásának hátterében(132), az ő tiszteletére javasolták a RS elnevezést 

1964-ben(133). Noha a CLL progressziója során csupán az esetek kis hányadában 

következik be RT, a kórkép diagnosztikája és kezelése is nagy kihívásokkal jár.  

Az innovatív, célzott terápiák mellett kialakuló RT eltérő morfológiai, genetikai és 

terápiás jellemzőkkel bírhat, ezért is különösen indokolt dolgozatunk témaválasztása. 

 

 

I.9.1. A RT morfológiai sajátosságai 

 A CLL-es betegek 2-5%-a transzformál az igen agresszív klinikai lefolyást 

mutató RS-ba, évente 0,5-1%-os incidenciával(134, 135). Morfológiailag a RS két fő 

típusa különíthető el, a diffúz nagy B-sejtes limfóma (DLBCL) teszi ki az esetek 80-

90%-át, míg a fennmaradó esetek hátterében klasszikus Hodgkin-limfóma figyelhető 

meg(131). Ritka típusként előfordulhat plazmablasztos limfóma (PBL), limfoblasztos 

limfóma, hisztiocitás szarkóma, vagy interdigitáló dendritikus sejtes szarkóma(136),  

ezért a szövettani vizsgálat is elengedhetetlen a diagnózis felállításához. 

 A DLBCL típusú transzformációt széles mezőkbe rendeződő, 

CD19+/CD20+/CD22+/PAX5+ neoplasztikus B-sejtek alkotják, amelyek a CLL-

sejteknél lényegesen nagyobbak, fellazult kromatinszerkezettel és prominens 
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sejtmagvacskával rendelkeznek, és nyirokcsomóban megjelenve az eredeti struktúrát 

elmossák. A nagysejtek leggyakrabban centroblasztos morfológiájúak, mitotikus 

alakok, apoptotikus testek, csillagos égbolt mintázat és koagulációs nekrózis gyakran 

előfordul a szöveti képben. A megelőző CLL-re jellemző CD5 és CD23 pozitivitás  

a nagysejteken 30, illetve 15%-ban van jelen(137, 138). Az esetek 90-95%-a non-

centrum germinativum fenotípusú, amelyet a MUM1/IRF4 pozitivitás jelez(45, 138, 

139). A p53 overexpresszió és a 70% feletti Ki67 proliferációs index gyakran jellemzi 

az RS-DLBCL-t(137) (9. ábra).  

 

 

 

9. ábra. A DLBCL típusú RS morfológiája. A csontvelőben elhelyezkedő gócos limfoid 

infiltrátumok nagy, hólyagos magvú, centroblast karakterű CD20+ sejtekből, valamint 

az eredeti CLL kis, érett limfocitáiból állnak (A, hematoxilin-eozin, 20x; B, CD20, 

20x).   

 

 A cHL típusú transzformáció két, morfológia és immunfenotípus szempontjából 

különböző alcsoportra oszlik. Az 1-es típusban a CD30+/CD15+/CD20- Hodgkin- és 

Sternberg-Reed-sejtek Hodgkin-limfómára jellemző kevertsejtes háttérben találhatók 

meg, amelyet T-sejtek, hisztiociták, eozinofil granulociták és plazmasejtek alkotnak (10. 

ábra). A 2-es típusú variáns daganatsejtjei CD30+/CD20+/CD15- immunfenotípusúak 

és kis CLL-sejtes háttérben helyezkednek el(140, 141). A Sternberg-Reed-sejtek eredete 

kérdéses, IGH szekvenciaanalízis segítségével egyes szerzők a CLL-sejtekkel való 

azonos klonális eredetet mutattak ki(142, 143), míg mások ezt az elméletet elvetve  

a fludarabin, illetve az EBV-pozitivitás szerepét valószínűsítik(144). A morfológiailag 
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eltérő két alcsoport szintén utalhat a Sternberg-Reed-sejtek eredetére, eszerint a CLL-

sejtes háttérben megjelenve valódi hisztológiai transzformáció áll fenn, ezt erősíti a B-

sejtes markerek gyakori expressziója is. Ezzel szemben a polimorf, gyulladásos 

háttérben megjelenő, a CLL-es háttértől elkülönülten mutatkozó tumorsejtek eltérő 

klonális eredetet bizonyíthatnak(142). A cHL-be transzformált esetek többsége 

kevertsejtes (44%) vagy noduláris szklerózis (27%) altípusba tartozik, és 

kétharmadukban mutatható ki EBV pozitivitás(140). 

 

 

10. ábra. A klasszikus HL típusú RS morfológiája.  

A nyirokcsomó alapszerkezete elmosódott. Fibrotikus, reaktív háttérben számos 

atípusos nagysejt látható eozinofil magvacskával, laza kromatinszerkezettel, elvétve 

többmagvú sejtek is előfordulnak (A, hematoxilin-eozin, 20x és B, hematoxilin-eozin, 

60x). A nagysejtek intenzív CD30 pozitivitást mutatnak (C, CD30, 20x).  

 

 A PBL egy ritka, különösen agresszív B-sejtes malignitás, amely legtöbbször 

extranodálisan jelentkezik, immundeficienciával, illetve EBV-fertőzéssel társultan, és 

csupán néhány hónapos túléléssel jár(145). A daganatsejtek CD38, CD138, BLIMP1, 

MUM1/IRF4 és XBP1 markereket expresszálnak, kappa vagy lambda immunglobulin 

könnyűlánc restrikció, valamint CD5, CD20 és PAX5 negativitás mellett(137).  
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I.9.2. A RT genetikai háttere 

 

 A CLL genetikai hátteréről alkotott ismereteink, valamint a terápiás eszköztár 

bővülésével egyre fontosabbá válik a CLL progressziójához, valamint 

transzformációjához vezető kockázati tényezők feltárása. A nem mutált IGHV gén 

jelenlétében 4x gyakrabban alakul ki RT, amelyet tovább fokoz, ha IGHV4-39 gént 

hordoz a beteg önmagában, vagy subset #8 sztereotip BCR részeként(139). A sztereotip 

BCR-t hordozó betegek 3,3x rizikóval rendelkeznek RT tekintetében. Azon betegek, 

akik ezen belül a subset #8 alcsoportba tartoznak, öt éven belül 70%-os eséllyel esnek át 

RT-n(139). A jelenség oka, hogy a subset #8 a többi sztereotip BCR-hez képest 

rendkívül reaktív a mikrokörnyezet antigénstimulusaival szemben, és az agresszívan 

növekvő klónok gyors szelekciójához vezet(86, 146). Az RS legfontosabb prognosztikai 

tényezője a klonális kapcsoltság, amely a megelőző CLL, valamint az RS stádium 

IGHV-D-J génátrendeződésének vizsgálatán alapul. Amennyiben az RS ugyanazon 

IGHV-D-J géneket hordozza, mint a megelőző CLL, bizonyítékot jelent a klonális 

kapcsoltságra, és valódi transzformációt jelent a klonálisan nem kapcsolt, CLL-től 

független módon kialakuló high-grade limfómával szemben(147). Utóbbi entitást  

a klonális összefüggés hiánya ellenére gyakran klonálisan nem kapcsolt RT-nek 

nevezik.  

Bizonyos öröklődő SNP-k mérsékelt kockázatot jelentenek RS kialakulására, 

pontosan nem ismert mechanizmusok révén (BCL2 rs4987852, Fcd38 rs6449182 és 

LRP4 rs2306029)(148-150). NOTCH1 mutáció jelenlétében tízszeres a RT kockázata  

a vad típusú NOTCH1 gént hordozókéhoz képest(151-153). TP53 defektus (TP53 

mutációk és/vagy 17p deléció) az RS esetek 60%-ában fordul elő, többnyire a RT idején 

akvirált, közvetlenül a transzformációhoz vezető molekuláris eltérésként, és agresszív 

klinikai lefolyáshoz, valamint kemorefrakteritáshoz vezet(45). A MYC és CDKN2A 

géneket érintő abnormalitások deregulációhoz vezetnek és szintén a RT idején jelennek 

meg a tumorsejtben(45, 154-156).  

Annak ellenére, hogy a DLBCL típusú RS morfológiailag jelentős 

hasonlóságokat mutat a de novo DLBCL-lel, patogenezisükben markáns eltérések 

figyelhetők meg. Míg ez utóbbi entitásban nagyon gyakoriak a CREBBP/EP300 

hiszton-acetiltranszferáz gének, vagy a B2M inaktiváló mutációi, illetve a BCL2 vagy 

BCL6 géneket érintő transzlokációk(155), az RS-DLBCL mutációs mintázata az egyéb 

indolens limfómák transzformációjáéhoz hasonlít, a TP53, NOTCH1, MYC és CDKN2A 

gének érintettségével. Továbbá, a RS-DLBCL és a de novo DLBCL metilációs profilja 
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is jelentős eltéréseket mutat, amely az epigenetikai rendszerek különbözőségével tovább 

erősíti a két entitás eltérő patogenetikai hátterét(157). Két tanulmányban az RT három, 

egymástól jól elkülönülő genetikai mintázatát azonosították, amelyek eltérnek a CLL, 

valamint a de novo DLBCL mutációs mintázatától(154, 155). A betegek felében 

megtalálható TP53 defektus, CDKN2A vesztés, vagy c-myc aktiváció. Ezen esetek 

magas, 70% feletti Ki67 proliferációs indexszel bírnak, és teljes túlélésük 

kedvezőtlenebb, mint a TP53 vagy CDKN2A aberrációt nem hordozóké. A CDKN2A 

tumorszuppresszor gén elvesztéséhez a 9p21 kromoszómarégió deléciója vezet, és 

gyakran együttesen fordul elő TP53 defektussal, vagy c-myc aktivációval. Második 

mintázatként, a betegek 30%-a hordoz 12-es triszómiát és/vagy NOTCH1 aktiváló 

mutációt, ezen esetekben TP53/CDKN2A aberráció nem jellemző. A harmadik 

mintázatra heterogén genetikai összetétel jellemző(154, 155). A fentiek alapján, az RS 

patogenezisében a sejtciklus-szabályozás zavara (CDKN2A, c-myc), valamint a DNS-

károsodásra adott válasz zavara (TP53, CDKN2A) játszik elsősorban szerepet, a BCR 

jelátvitel zavarát nem valószínűsítik a transzformáció folyamatában.  

 A transzformáció hátterében miRNS-mediált mechanizmus szerepét is leírták.  

A miR-21, miR-146b és miR-181b overexpressziójával, valamint a miR-150 

downregulációjával jellemezhető mintázat CLL transzformáció nélküli progressziója 

során nem fordul elő, viszont RT során megjelenik(158). Az azonosított miRNS-ek 

célpontjai között számos, a daganatképződésben, immunitásban és gyulladásos 

válaszreakcióban érintett komponens szerepel, így felvetődik anti-miRNS terápia 

célpontjaként való vizsgálatuk a nagy terápiás kihívást jelentő RS-ben(159).  

 

 

I.9.3. A RT klinikai jellegzetességei és terápiája 

 

Általános vélekedés szerint az RT a CLL késői szövődménye, ezzel szemben  

a DLBCL-RS medián 1,8-1,9 évvel a CLL diagnózist követően alakul ki(134, 160), míg 

a HL-RS medián 4-5 év elteltével jelentkezik(140, 141). Továbbá, a RS az esetek 47%-

ában azelőtt alakul ki, mielőtt a beteg CLL-specifikus kezelésben részesült volna(161). 

A korábban említett genetikai rizikófaktorokon túl néhány klinikai tényező is hajlamosít 

a RS kialakulására, így az előrehaladott Rai-stádium, a 3 cm-nél nagyobb 

nyirokcsomók, az emelkedett β2-mikroglobulin, valamint emelkedett laktát-

dehidrogenáz-(LDH)-szint(134, 160).  
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A RT gyanúját rövid idő alatt progrediáló nyirokcsomó-megnagyobbodás,  

B-tünetek (láz, fogyás, éjszakai izzadás) fellépte és markáns LDH-emelkedés veti fel. 

Extranodális RS is előfordul az esetek egy részében, amely leggyakrabban  

a gasztrointesztinális traktust, a központi idegrendszert, a tüdőt, a vesét és a bőrt érinti. 

Mivel a progrediáló CLL és az RT klinikailag nem különíthető el minden esetben 

egymástól, a diagnózist szövettani vizsgálat alapján szükséges felállítani(162).  

A pozitron-emissziós tomográfia/computertomográfia (PET/CT) a szövettani 

vizsgálatot megelőzően az RS gyanúját erősíti, illetve meghatározza az érintett 

anatómiai lokalizációt, amelynek a mintavételezése szükséges. Amennyiben a standard 

felvételi érték („standard uptake value”, SUV) meghaladja a 10-et, az RS diagnózisa 

valószínű 91%-os szenzitivitással és 95%-os specificitással. Ezen SUV érték mentén 

kettéosztva a betegeket, az ezt meghaladó esetekben medián 6,9 hónap a teljes túlélés, 

míg a 10 alatti érték 56,9 hónapos teljes túlélést vetít előre(163).  

A RS esetek rizikóbecslése többféle módszerrel lehetséges, a 2006-ban a MD 

Anderson Cancer Center által kidolgozott Richter-score öt tényező alapján határozza 

meg a prognózist (ECOG teljesítménystátusz, LDH-szint, trombocitaszám, tumorméret, 

megelőző terápiák száma)(164). A Rossi és mtsai. által módosított skála  

a teljesítménystátusz mellett a TP53 státuszt, valamint az indukciós terápiára adott 

választ is figyelembe veszi. A genetikai háttér figyelembe vétele miatt precízebb 

rizikóbecslést tesz lehetővé, de mivel a terápiás választ is magában foglalja, így  

a diagnózis pillanatában nem használható. A Rossi-féle skála alapján a magas, valamint 

intermedier rizikójú betegek 8 és 24 hónapos medián túlélésre számíthatnak, míg az 

alacsony kockázatú csoport ötéves túlélése 70%(45). A kockázati csoportokon túl,  

a klonális kapcsoltság megléte vagy hiánya nagyban befolyásolja a terápiás választ és  

a betegség kimenetelét. A klonálisan nem kapcsolt RS a de novo DLBCL-hez hasonló 

túléléssel bír, és annak hagyományos immunkemoterápiás kezelési protokolljára 

megfelelően reagálnak a betegek. Ezzel szemben a klonálisan kapcsolt (valódi) RS 

esetek igen kedvezőtlen terápiás választ adnak, és a tartós remisszió csak allogén 

hemopoetikus őssejt-átültetés, vagy innovatív, célzott gyógyszerek alkalmazásával 

képzelhető el(161). A DLBCL-RS-ben hagyományos, antraciklin- vagy platinabázisú 

kemoterápiák alkalmazásával 40%-os teljes válaszadási arány, és csupán 5-15%-os 

komplett remisszió érhető el(164, 165), amely hagyományos, vagy új típusú anti-CD20 

ágensek (rituximab, ofatumumab) hozzáadásával sem vált kedvezőbbé(161), ezért 

különösen sürgető az innovatív, célzott szerek használata. A HL-RS standard terápiája a 

de novo HL-ban alkalmazott adriamycin-bleomycin-vinblastin-dacarbazin (ABVD) 
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protokoll, CD20 pozitivitás esetén rituximab hozzáadásával. A betegek medián túlélése 

37,8 hónap, amely elmarad a de novo HL túlélésétől, de kedvezőbb, mint a DLBCL-RS 

túlélése(140, 166). Az anti-CD30 brentuximab vedotin előnyeiről kevés adat áll 

rendelkezésre HL-RS-ben, de előrehaladott stádiumú de novo HL-ben szerzett 

tapasztalatok alapján javíthatja a kimenetelt(167). 

Az indukciós terápiára kedvezően reagáló RS eseteknél megfontolandó  

a transzplantációval történő konszolidációs kezelés, bár az életkor, társbetegségek és  

a kedvezőtlen terápiás válasz miatt a betegeknek csak a töredéke alkalmas rá(164). 

Amennyiben a beteg mély remissziót ér el az indukciós kemoterápia során, az allogén 

HSCT kedvezőbb túlélési esélyt nyújt. Ötvenkilenc, autológ vagy allogén HSCT-n 

átesett beteg vizsgálata során az előbbi csoport 59%-os, míg az utóbbi 36%-os 3 éves 

teljes túlélést mutatott, bár az RS és a megelőző CLL közötti klonális viszonyt nem 

vették figyelembe(168).  

Az innovatív, kismolekulájú gyógyszerek közül a BTK-inhibitor ibrutinib 

relabáló/refrakter CLL-ben, valamint a non-centrum germinativum (non-GC) altípusú 

DLBCL-ben is jelentős terápiás sikereket hozott(169, 170), így RS-ben is nagy 

reményekkel kecsegtetett az alkalmazása. Kisszámú betegen, több esettanulmányban 

vizsgálták az ibrutinib hatékonyságát. Noha rövid ideig tartó komplett remisszió is 

elérhetővé vált, jellemzően parciális remissziót követően néhány hónapon belül CLL 

vagy DLBCL progressziója következett be(171-173). Acalabrutinib monoterápiával 

kezelt 29 beteg közül 3-an értek el komplett remissziót, a választ (komplett vagy 

parciális remissziót) mutató betegek medián 5,7 hónapig reagáltak a terápiára(174).  

A proapoptotikus BH3-mimetikum venetoclax egy fázis I tanulmányban 3/7 RS 

betegben hozott létre parciális remissziót, viszont a de novo DLBCL esetekkel együtt 

vizsgálva őket csupán 1 hónapos medián progressziómentes túlélést biztosított(175). 

Több klinikai vizsgálat is zajlik jelenleg, a CRC043 fázis II vizsgálat (NCT03054896) a 

venetoclax és a rituximab – dózisadaptált etopozid, prednizolon, vinkrisztin, 

ciklofoszfamid, doxorubicin (R-DA-EPOCH) kombinációját vizsgálja RS-ben.  
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I.9.4. A célzott terápiák talaján kialakuló RT 

  

 A CLL, valamint a RS genetikai heterogenitását alátámasztva, míg egyes RS 

betegek remisszióba kerülnek célzott terápiák hatására, más esetekben éppen  

az innovatív ágensek indukálják a CLL transzformációját(176). Egy 2015-ös 

tanulmányban 20 hónapos követési idő (intervallum: 2-47 hónap) alatt az ibrutinibkezelt 

CLL-es betegek 10%-a progrediált (31/308), ezen esetek közül 18-an transzformáltak 

RS-be. A RT esetek háromnegyede DLBCL fenotípust mutatott, 1-1 esetben alakult ki 

HL, PBL, kompozit B- és T-sejtes limfóma, valamint perifériás T-sejtes limfóma.  

Az ibrutinibkezelés hatására korábban következett be a RT, mint a CLL progressziója, 

12 hónapos kezelési időtartam alatt a RT becsült kumulatív incidenciája 4,5%-nak, míg 

a progresszióé 0,3%-nak adódott(169). A kis esetszámok miatt a RT és a CLL 

progresszió rizikófaktorait együttesen vizsgálva, a BCL6 aberrációk, valamint  

a komplex kariotípus bizonyult a progresszió független kockázati tényezőjének, míg  

az ibrutinibkezelés kezdetén mért emelkedett LDH-szint kizárólag az RT-vel mutatott 

összefüggést, a progresszióval nem. Az RT-n átesett betegek medián túlélése 3,5 

hónapnak (intervallum: 10 nap – 6 hónap) bizonyult a változatos immunkemoterápiás 

protokollok, illetve célzott terápiák alkalmazása ellenére. Megjegyzendő ugyanakkor, 

hogy egyik beteg sem részesült BCL2-gátló terápiában az ibrutinibkezelés kudarcát 

követően. Továbbá, míg a progresszió idején vett minták mindegyikében azonosítható 

volt IonTorrent nagy mélységű szekvenálással az ibrutinibrezisztenciáért felelős BTK 

és/vagy PLCG2 mutáció, a vizsgált nyolc RT eset közül mindössze két esetben 

detektáltak ilyen mutációkat. Ezen betegek a RT mellett is egyre romló, CLL fenotípusú 

limfocitózist mutattak, tehát elképzelhető, hogy a RT mellett CLL progresszió is 

fennállt az esetükben, és ehhez asszociáltan jelentkeztek a rezisztenciamutációk(169).  

 Maddocks és mtsai. eredményeivel szemben, egy másik munkacsoport a vizsgált 

hat, ibrutinibkezelés alatt transzformált beteg felében (3/6) azonosított BTK mutációt a 

RT mintában. Egy esetben a progresszív CLL-ben azonosított BTK T316A mutáció a 

RT mintában nem volt detektálható. Hasonló jelenséget tapasztaltak más genetikai 

eltérések vizsgálata során is, 5/6 esetben a relabáló beteg keringő CLL-sejtjeiben 

kimutatott aberrációk egy része, például a 12-es triszómia, nem volt detektálható az RS 

mintában. Ez alapján feltételezhető, hogy a rátermettebb CLL klón mutat RS irányú 

klonális evolúciót és transzformációt a kevésbé rátermett klónokkal szemben(177).  

Egy ausztrál munkacsoport 2017-es tanulmányában a BCL2-gátló venetoclax 

talaján kialakult progresszió klinikopatológiai jellemzőit vizsgálta, 
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kemoimmunoterápiával többszörösen előkezelt, ám BTK-gátló kezelésben nem 

részesült betegek körében(178). Huszonhárom hónapos követési idő (intervallum: 2-46 

hónap) alatt 25/67 beteg mutatott progressziót, amely 17 esetben RT-t, 8 esetben 

progresszív CLL-t jelentett. A transzformáció, az ibrutinibbel kezelt esetekhez 

hasonlóan, sokkal korábban következett be (medián 7,9 hónap), mint a CLL 

progressziója (medián 23,4 hónap). A RT esetek 82%-a mutatott DLBCL, 18%-uk 

pedig HL fenotípust. A RT esetek 47%-a hordozott komplex kariotípust, akár a CLL 

fázisban, akár az RT idején akviráltan. Általánosságban a RT kockázati tényezője a 

TP53 defektus jelenléte(45). A venetoclax-kezelt betegek progresszióját és a RT-t 

együttesen vizsgálva, a fludarabin-refrakteritás és a komplex kariotípus progresszív 

betegség kialakulására hajlamosít, míg a TP53 defektus nem. A betegek medián túlélése 

a progressziót vagy RT-t követően 13 hónapnak (<1-49,9 hónap) bizonyult, a BTK 

inhibitorral korábban nem kezelt betegekben kedvező hatás érhető el ibrutinib 

alkalmazásával(178). 
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II. CÉLKITŰZÉSEK 

 

 

1. Az ibrutinib hatására végbemenő szubklonális evolúció vizsgálata saját 

tervezésű génpanellel CLL-es betegekben. 

2. Az ibrutinibrezisztencia hátterében álló molekuláris mechanizmusok 

feltárása. 

3. Az ibrutinibrezisztencia kialakulását előrejelző, érzékeny vizsgálati módszer 

beállítása. 

4. Az ibrutinib- vagy venetoclax-kezelt CLL-es betegek Richter-

transzformációjának morfológiai és genetikai vizsgálata, a két entitás közötti 

klonális kapcsoltság feltárása. 

5. Az ibrutinib- vagy venetoclax-kezelt CLL-es betegek Richter-

transzformációjának morfológiai és genetikai vizsgálata, a két entitás közötti 

klonális kapcsoltság feltárása. 

6. Térbeli heterogenitás szerepének vizsgálata ibrutinibkezelt CLL 

rezisztenciájában és progressziójában. 
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III. MÓDSZEREK 

 

III.1. Ibrutinib-indukált klonális evolúció vizsgálata 

III.1.1. Beteganyag 

 Az ibrutinib hatására végbemenő klonális evolúció vizsgálatához 20 beteg 

(8 nő és 12 férfi) ibrutinibkezelés előtti és alatti mintáit használtuk fel, a betegek medián 

életkora 63 év volt (intervallum: 50-85 év). Az ibrutinibkezelést megelőzően a betegek 

medián 2 (intervallum: 1-5) kezelési vonalban részesültek, részletes klinikai adataik  

a 2. táblázatban láthatók. A betegek kezdetben egyedi méltányossági kérelem alapján 

részesültek ibrutinibkezelésben, így hazánkban 2014 júliusa óta érhető el  

a BTK inhibitor. A vizsgálat idején a húszfős beteganyagunk jelentette a legnagyobb 

populációt, amely fázis III klinikai vizsgálat keretein kívül részesült ibrutinibterápiában.  

A kezelést megelőző, valamint ibrutinibkezelés tartama alatt gyűjtött perifériás 

vérmintákból mononukleáris sejtfrakciót szeparáltunk denzitás alapú grádiens 

centrifugálással, Histopaque®-1077 (Merck, Darmstadt, Németország) alkalmazásával. 

Az ibrutinibkezelés időtartama betegenként eltérő volt, az egyéni mintavételi időpontok 

a 20. ábrán láthatók. A CLL sejtarányt áramlási citometriával határoztuk meg, 

CD5/CD19/CD23/CD45 immunreakciókkal. A szeparált mononukleáris sejtfrakcióból 

DNS-t izoláltunk High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche, Basel, Svájc) 

segítségével, a gyártó utasításai szerint. A keringő sejtmentes DNS („circulating cell-

free DNA”, ccfDNA) izolálása QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit (Qiagen, Hilden, 

Németország) felhasználásával történt, PAXgene Blood ccfDNA Tubes (Qiagen) 

mintavételi csövekbe levett perifériás vérmintából. Az IGHV gén mutációs státuszát a 

„European Research Initiative on CLL” (ERIC) ajánlásai alapján határoztuk meg(62), 

míg a CLL-ben gyakran előforduló citogenetikai aberrációk (13q, 11q és 17p deléció, 

valamint 12-es triszómia) vizsgálatát interfázis fluoreszcens in situ hibridizációval 

(iFISH) végeztük, Vysis próbák alkalmazásával (Abbott Molecular, Lake Bluff, Illinois, 

Egyesült Államok). Negatív kontrollként öt egészséges önkéntes perifériás véréből 

származó mononukleáris sejtekből izolált DNS-t használtunk. Az ibrutinib-indukált 

klonális evolúció, valamint a célzott terápiák talaján kialakuló RT kutatását is a 

résztvevő betegek írásos, tájékozott beleegyezését követően, a Helsinki Nyilatkozattal 

összhangban, a Tudományos és Kutatásetikai Bizottság etikai engedélyei (45371-

2/2016/EKU és 14383-2/2017/EKU) birtokában végeztük (2. táblázat). 
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2. táblázat. A betegcsoport főbb klinikai és biológiai jellemzői. 

Beteg
Diagnóziskori 

életkor (év)
Nem Megelőző terápiás vonalak

Pre-ibrutinib 

FISH 

citogenetika

IGHV  (M/U)

Megelőző 

terápiás 

vonalak száma

TTFT 

(hónap)

Diagnózistól az 

ibrutinibkezelésig 

eltelt idő (hónap)

Ibrutinibkezelés 

időtartama 

(hónap)

Az NGS analízist 

követő addicionális 

követési idő (hónap)

1 60 N FC, ofatumumab, RFC, R-CHOP, RB 12+/IgHdel U 5 48 126 34 6

2 65 F RFC, R-CVP, RB 17p-/13q- U 3 60 115 24 2

3 64 F FC, alemtuzumab, allo-SCT 11q-/13q- U 2 13 117 18 28

4 58 N RFC, RB 11q-/6q-/13q- M 2 3 39 12 28

5 63 F FC, R-CVP, RFC, RB normál U 4 6 103 32 12

6 85 F FC, RB, R-CVP, HDMP+R+RM 13q- M 4 51 119 29 0

7 48 F RFC 11q-/13q- U 1 36 58 27 13

8 50 N RFC, RB 13q-/17p- U 2 72 149 8 28

9 63 N RFC, R-CHOP, R-CNOP 12+ U 3 10 67 3 0

10 51 F RFC, R-CVP, RB 13q- U 3 1 41 21 0

11 65 N CVP, R-CVP, RB 12+ U 3 6 96 24 13

12 63 F RFC, R-CVP, RB 13q- U 3 50 99 26 12

13 69 N Chl, Cyc, RB 17p-/12+ U 2 15 86 8 27

14 66 N RFC, R-Chl normál U 2 20 53 28 13

15 63 F FCM, RB 12+ U 2 36 137 24 15

16 51 F FC, RB 13q- U 2 0,5 82 30 13

17 73 N RFC, RB, R-Chl, R-CVP, R-CHOP 17p-/12+ M 5 19 75 18 0

18 65 F RFC, RB 17p- U 2 0 19 3 29

19 64 F RFC, HDMP 17p- U 2 34 36 8 0

20 56 F RFC 17p-/13q- U 1 83 132 17 15
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III.1.2. Új generációs szekvenálás 

 

 A CLL esetek legalább 2%-ában mutációt hordozó harminc gén(65-67, 84, 179) 

(ATM, BCOR, BIRC3, BRAF, BTK, CHD2, DDX3X, EGR2, EIF2A, EP300, FBXW7, 

HIST1H1E, IGLL5, KLHL6, KMT2D, LRP1B, MED12, MGA, MYD88, NFKBIE, 

NOTCH1, PLCG2, POT1, RIPK1, RPS15, SAMHD1, SF3B1, TP53, XPO1 és ZMYM3) 

releváns régióinak ultramély, célzott újraszekvenálását egyedi tervezésű génpanel 

segítségével végeztük, TruSeq Custom Amplicon Low Input Kit (Illumina, San Diego, 

Kalifornia, Egyesült Államok) könyvtárkészítő reagenssel (3. táblázat).  

 

3. táblázat. Az új generációs szekvenálás során vizsgált gének és régióik. 

 

 

 

Gén Vizsgált régió Transzkriptum (Ensembl)

ATM teljes kódoló régió ENST00000278616

BCOR 4, 8-10, 12, 13 exonok ENST00000378444

BIRC3 2, 6-9 exonok ENST00000615299

BRAF 11-15 exonok ENST00000288602

BTK teljes kódoló régió ENST00000308731

CHD2 2-3, 8, 10, 13, 16, 17, 20-21, 25-27, 29-32, 35, 36 exonok ENST00000394196

DDX3X 2, 3, 6, 7, 9-13 exonok ENST00000399959

EGR2 1, 2 exonok ENST00000242480

EIF2A exon 10 ENST00000460851

EP300 20, 28 exonok ENST00000263253

FBXW7 5, 7, 9, 10, 11 exonok ENST00000281708

HIST1H1E exon 1 ENST00000304218

IGLL5 teljes kódoló régió ENST00000532223

KLHL6 1, 2 exonok ENST00000341319

KMT2D exon 39 ENST00000301067

LRP1B 7, 13, 32, 41 exonok ENST00000389484

MED12 1, 2, 21 exonok ENST00000374080

MGA 2, 3, 8, 11, 13, 15 exonok ENST00000219905

MYD88 teljes kódoló régió ENST00000396334

NFKBIE 1, 2 exonok ENST00000275015

NOTCH1 2, 4, 6, 7, 10, 13, 15, 17, 21, 22, 26, 31, 34 exonok ENST00000277541

PLCG2 teljes kódoló régió ENST00000564138

POT1 5-10, 18 exonok ENST00000357628

RIPK1 8, 10 exonok ENST00000380409

RPS15 teljes kódoló régió ENST00000592588

SAMHD1 2-4, 6-13 exonok ENST00000262878

SF3B1 14-18 exonok ENST00000335508

TP53 teljes kódoló régió ENST00000269305

XPO1 2, 16, 20 exonok ENST00000401558

ZMYM3 6, 15, 16, 20, 23, 24 exonok ENST00000314425
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A DNS-minták koncentrációjának fluorimetriás meghatározását Qubit 3.0 

Fluorometer (Thermo Fisher Scientific) készülékkel és reagensekkel végeztük a gyártó 

utasításai szerint, majd 80 ng DNS-templátot mértünk be az egyes reakciókba. A target 

régiókra specifikus forward és reverz oligonukleotidok hibridizációját követően, 

mágnesgyöngyös tisztítással eltávolítottuk a be nem kötődött oligonukleotidokat. 

Következő lépésként extenziót és ligációt végeztünk a bekötődött oligonukleotidok által 

kijelölt releváns génszakaszokon, DNS-polimerázt és DNS-ligázt tartalmazó 

reakcióban, amelyet az egyes minták egyedi azonosítását szolgáló, néhány bázispáros 

adapter szekvenciák jelenlétében végzett amplifikáció követett. Újbóli mágnesgyöngyös 

tisztítást követően a könyvtárak minőségét 4200 TapeStation (Agilent, Santa Clara, 

Kalifornia, Egyesült Államok) automata kapilláris elektroforetikus rendszerrel 

ellenőriztük, majd ekvimoláris poolozást követően HiSeq 4000, valamint MiSeq 

(Illumina) készülékekkel végeztük a 150 bp paired-end szekvenálást. A nyert variáns 

allélfrekvencia (VAF) adatokat az áramlási citometria során nyert CLL sejtarányra 

normalizáltuk. Az NGS analízis idején a betegek 22,5 hónap medián követési idővel 

(intervallum: 3-34 hónap) rendelkeztek.  

 

III.1.3. Bioinformatikai analízis 

 A szekvenálás során nyert readeket a BaseSpace Sequence Hub (Illumina) BWA 

v0.7.13 szoftverével illesztettük a referenciagenomhoz (Homo sapiens GRCh37).  

A BAM kimeneti fájlok válogatását és indexálását a SAMtools v1.7 és a GATK v4.0 

programokkal végeztünk, a szisztematikus szekvenálási hibák felismerése és javítása 

céljából pedig a GATK Base Quality Score Recalibration-t alkalmaztuk. Az egypontos 

nukleotid variánsok („single nucleotide variant”, SNV), valamint inzerciók és deléciók 

(együttvéve: indelek) detektálása (ún. variánshívás) a LoFreq v2.1 programmal történt. 

A variánsok funkcionális jelentőségének meghatározása az SnpEff v4.3i, valamint az 

ANNOVAR v2017Jul17 programokkal történt, az utóbbi szoftver naprakész 

információkat szolgáltatott az azonosított mutációk klinikai jelentőségéről a COSMIC, 

avSNP és CLINVAR adatbázisokban történő keresés révén. A TP53 gén kódoló és 

splice site mutációinak annotálását a TP53-specifikus Seshat és IARC adatbázisokkal 

végeztük. A nyers szekvenálási adatok megtalálhatók a European Nucleotide Archive 

adatbázisában (https://www.ebi.ac.uk/ena, Primary Accession: PRJEB32120, Secondary 

Accession: ERP114759). 
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III.1.4. Az azonosított szomatikus mutációk validálása 

 A 20%-ot elérő, vagy meghaladó variáns allélfrekvenciával (VAF) azonosított 

mutációk mindegyikét sikeresen validáltuk kétirányú Sanger szekvenálással. A validálás 

első lépéseként az azonosított mutációt tartalmazó génszakaszt amplifikáltuk 

AmpliTaqGoldTM (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Egyesült 

Államok) DNS-polimerázt tartalmazó PCR mixszel és a Primer3Plus online tervezővel 

(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi/) tervezett 

primerekkel (4. táblázat).  
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4. táblázat. A Sanger szekvenáláshoz használt primerek szekvenciái. 

 

Gén cDNS pozíció Forward primer Reverz primer

ATM c.6067G>A TTGTTGTTTCCATGTTTTCAGG GCTTTGGGTTTTACACACACAT

ATM c.7177T>G AATTTGTGTTGGGCCACATT AAAGACCAAGTCACTCTTTCTATGC

ATM c.8187A>T GAGGTGCACAGATGCTCAGA CCACTTCACCCAACCAAATG

BRAF c.1801A>G TGCTTGCTCTGATAGGAAAATG AGTAACTCAGCAGCATCTCAGG

BTK c.1442G>C CCCAGCCCCTTTATTGCTA AAATTGAAATGATGGCACCAG

CHD2 c.3349A>G TTGCCTCGATCTTTCTCAGG CGCACTTTCAAACAAGCTCA

DDX3X c.669_670dupTG ATACTCGCCCAACTCCAGTG GCAAAACTGCATGACCCATA

EGR2 c.1066G>A CACCACCTCCACCTCTTCCT TTCGGCCACAGTAGTCACAG

EGR2 c.1150C>A GCATAAGCCCTTCCAGTGTC TGCTTTTCCGCTCTTTCTGT

KMT2D c.12144_12145insGGGGCCG TAGACCCAGCCGTTTCTTCA TTGGACAAGCAGGAGTTGTG

MED12 c.97G>A CTTTTCGGCTCCCTCTCC TTCGGGACTTTTGCTCTCAC

NOTCH1 c.7225C>T GAGTCACCCCATGGCTACCT GCCCACAGTGAAATTCAGG

NOTCH1 c.7516G>T, c.7541_7542delCT ACAGCTACTCCTCGCCTGTG TACTTGAAGGCCTCCGGAAT

POT1 c.185T>C GGTTTGGTGTTTTGAAGTAAGCA TGCTAACTAGTTTCAGTGAACAATACA

POT1 c.284G>A GGTTGTGCATCAGTAAGCTATTTT TGCTGAAACATAAGCTCTTTACA

SAMHD1 c.1015C>T GCCAGGTATGCACTGAACACT TCCTCTGGCACAGCTTACCT

SF3B1 c.2098A>G TGCTGACAGGCTATGGTTCA GAGTTGCTGCTTCAGCCAAG

TP53 c.314G>T TGCTCTTTTCACCCATCTAC ATACGGCCAGGCATTGAAGT

TP53 c.376-2dupA TTCAACTCTGTCTCCTTCCT CAGCCCTGTCGTCTCTCCAG

TP53 c.742C>T AGGCGCACTGGCCTCATCTT TGTGCAGGGTGGCAAGTGGC

TP53 c.803A>T, c.841G>A TTGGGAGTAGATGGAGCCT AGTGTTAGACTGGAAACTTT
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A PCR mix végtérfogata 25 µl, a templát DNS mennyisége csövenként 100 ng volt.  

Az AmpliTaqGoldTM kittel (10x PCR puffer, 10 mM dNTP mix, 25 mM MgCl2, és 

AmpliTaqGoldTM DNA Polymerase, 5 U/µl) készített PCR mix összetételét az 5. 

táblázat, a reakció hőprofilját a 6. táblázat foglalja össze. A reakció 35 cikluson 

keresztül zajlott a ProFlexTM 3 x 32-well PCR System PCR-készülékben (Thermo 

Fisher Scientific).   

 

5. táblázat. A PCR mix összetétele. 

 

 

6. táblázat. A PCR hőprofilja. 

 

 

 Az amplifikációt követően a PCR-termék jelenlétét agaróz gélelektroforézissel 

detektáltuk 2 v%-os agaróz gélben (2,6 g agaróz, 125 ml 1x TAE puffer), GelRedTM 

(Biotium) fluoreszcens jelöléssel. Futtatáshoz a 10x-es TAE törzsoldatból (0,4 M TRIS, 

0,2 M ecetsav, 0,01 M EDTA) hígított 1x-es TAE puffert használtuk.  

A mintákat a gélelektroforézist követően tisztítottuk: a termék mellett szennyezőként 

jelenlévő, fel nem használt dezoxinukleotid-trifoszfátokat (dNTP) és primereket 

ExoSAP-ITTM PCR Product Cleanup Reagent (Thermo Fisher Scientific) segítségével 

távolítottuk el a gyártó utasításai szerint, 37 °C-on 15 percig emésztve  

a szennyeződéseket, majd pedig 80 °C-on 15 percig inaktiválva az enzimeket.  

A tisztított termék bázissorrendjét kétirányú direkt szekvenálással határoztuk 

meg Big DyeTM Terminator Kit v3.1 (Thermo Fisher Scientific) segítségével. A reakció 

25 cikluson keresztül zajlott a ProFlexTM 3 x 32-well PCR System PCR-készülékben. 

A reakcióelegy összetétele a 7. táblázatban, a reakció hőprofilja a 8. táblázatban látható. 

12,5 μl 

1 μlForward primer (10 μM)

Reverz primer (10 μM)

PCR grade víz

DNS-templát

Bemérés

1 μl

25 μl-ig

100 ng

Komponens

AmpliTaq Gold
TM 

95 °C 5 perc

95 °C 30 s

58 °C 30 s

72 °C 30 s

72 °C 5 percVégső extenzió

}35 ciklus

Lépés

Kezdeti denaturáció

Denaturáció

Anelláció

Extenzió

Hőmérséklet / Idő
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7. táblázat. A szekvenáló reakció összetétele. 

 

 

8. táblázat. A szekvenáló reakció hőprofilja. 

 

  

A szekvenálást követően a terméket Performa® Spin Columns (Edge 

Biosystems, San José, Kalifornia, Egyesült Államok) géloszlopon tisztítottuk a gyártó 

utasításai szerint. A tisztított termékhez 10 µl molekuláris biológiai tisztaságú vizet 

adtunk, majd 20 µl Hi-Di FormamideTM-dal (Thermo Fisher Scientific) egészítettük ki 

az elegyet 40 µl végtérfogatra. A denaturálást 95 °C-on végeztük 3 percen keresztül.  

A szekvenciaanalízist ABI 3500 Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific) 

segítségével, a kapott szekvenciák kiértékelését Sequencing Analysis SeqA6 (Thermo 

Fisher Scientific) programmal végeztük.  

A BTK C481S és PLCG2 D993H mutációkat az igen szenzitív droplet digitális 

PCR-rel (ddPCR) validáltuk, 50 ng DNS templátból kiindulva, lókuszspecifikus mutáns 

és vad típusú targetekre tervezett fluoreszcens próbákkal (BTK C481S – 

dHsaMDS802598840, PLCG2 D993H - dHsaMDS815970714), a gyártó utasításainak 

megfelelően. A reakció során az amplifikáció elkülönült reakcióterekben, olaj-víz 

emulziós cseppekben megy végbe, így különösen hatékony amplifikáció válik lehetővé 

(9. és 10. táblázat). A cseppképzést a QX200 Automated Droplet Generatorral, az 

amplifikációt a C1000 TouchTM Thermal Cycler készülékkel, míg a reakciót követő 

leolvasást QX200 Droplet Readerrel végeztük (QX200 ddPCR System, Bio-Rad, 

Hercules, Kalifornia, Egyesült Államok).  

 

 

Primer (10 μM) 0,5 μl

PCR grade víz 10 μl-ig

Tisztított PCR termék 1 μl

Komponens Bemérés

BigDye
TM

 Terminator v3.1 0,25 μl 

BigDye
TM

 5X Sequencing Buffer 1,875 μl

95 °C 2 perc

95 °C 30 s

51 °C 15 s

60 °C 4 perc

Lépés Hőmérséklet / Idő

Kezdeti denaturáció

Denaturáció

}25 ciklus
Anelláció

Extenzió
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9. táblázat. A ddPCR mix összetétele. 

 

 

10. táblázat. A ddPCR hőprofilja. 

 

 

A leolvasást követő értékelés Bio-Rad QuantaSoft szoftverrel történt. A BTK és 

PLCG2 mutációk VAF-ja a mutáns DNS-molekulát hordozó dropletek (a), illetve  

a mutáns (a) plusz vad típusú (b) DNS-molekulát hordozó dropletek hányadosaként 

számítható ki [VAF=a/(a+b)], a módszer átlagos szenzitivitása 0,01%.  

 

III.2. Ibrutinib/venetoclax-kezelt CLL-es betegek Richter-transzformációjának 

vizsgálata 

III.2.1. Beteganyag 

 Ibrutinib- vagy venetoclaxkezelés alatt Richter-transzformáción átesett hat 

CLL/SLL-es beteg szekvenciális mintáit vizsgáltuk, egy kivétellel (B4) az összes 

betegből rendelkeztünk CLL és RS mintákkal is. Mivel B4 betegből a CLL diagnózisa 

idején elvégzett FISH vizsgálaton kívül DNS-tárolás nem történt, így csak az RS minta 

vizsgálatára nyílt lehetőségünk. A betegpopuláció egy nőből és öt férfiből állt, a medián 

életkor a CLL diagnózisa idején 58 évnek bizonyult (intervallum: 38-75 év), a medián 

követési idő 109,5 hónap volt (intervallum: 53-355 hónap). A tanulmányban vizsgált B2 

beteg megegyezik a klonális evolúcióval foglalkozó tanulmányunkban szereplő B1 

beteggel, a fennmaradó öt beteg a korábbi tanulmányunkban nem szerepel. A RT 

minden esetben célzott terápia során alakult ki, négy betegnél ibrutinib alatt, egy-egy 

betegnél pedig venetoclax monoterápia, illetve ibrutinib + venetoclax kombinációs 

terápia alatt. Az ibrutinibterápia bevezetésétől a RT-ig medián 20 hónap telt el 

(intervallum: 2-24 hónap), venetoclax esetén ez az időtartam 8,5 hónapnak (intervallum: 

ddPCR Assay 1 μl

PCR grade víz 22 μl-ig

DNS-templát 100 ng

Komponens Bemérés

ddPCR Supermix for Probes 11 μl 

95 °C 10 perc

94 °C 30 s

55 °C 1 perc

98 °C 10 perc

}40 ciklus

Lépés Hőmérséklet / Idő

Kezdeti denaturáció

Denaturáció

Anelláció

Extenzió
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5-12 hónap) adódott. A transzformációt követő medián túlélés 1,5 hónapnak bizonyult 

(intervallum: 0-29 hónap) (11. ábra és 11. táblázat). 

 

 

11. ábra. A betegcsoport főbb klinikai jellemzőit és a vizsgált mintákat bemutató 

idővonal. A grafikon bal oldala a CLL diagnózisától az ibrutinibterápia bevezetéséig 

eltelt időszakot mutatja, az alkalmazott kezelési vonalak feltüntetésével. A vonal 

feletti számok a diagnózistól az első kezelésig eltelt időt (TTFT), míg a vonal alatti 

számok a diagnózistól az ibrutinibterápia bevezetéséig eltelt időt mutatják. A B2 beteg 

a transzformációt megelőzően 12 hónapig részesült párhuzamosan ibrutinib- és 

venetoclaxterápiában. A tartós ibrutinibterápiát megelőzően a B3 beteg három héten 

keresztül részesült ibrutinibkezelésben, amely intolerancia miatt felfüggesztésre került, 

majd a kezelés későbbi szakaszában ismét bevezették. Mivel a B3 betegben a CLL 

kezelése során klasszikus Hodgkin-limfóma is kialakult, erre specifikus 

kemoterápiában is részesült.  

 

DOI:10.14753/SE.2022.2631



55 

11. táblázat.  A betegcsoport alapvető klinikai jellemzői.

B1 F 38 67 355 355 Chl, Flu, R-B, R-B, R-CVP, IBR, VEN-R

B2 N 48 62 178 180 FC, ofa, R-FC, R-CHOP, R-B, IBR, R-IBR-VEN

B3 F 49 59 123 126 FC, R-CHOP, B, B, Chl, ofa, duve, IBR (3 hétig), CHOP, COPP/ABV + irradiáció (cHL kezelésére), IBR 

B4 F 67 74 92 93 R-FC, R-B, IBR

B5 F 75 78 41 70 IBR

B6 F 75 79 52 53 R-CVP, CHOP, R, alem, R-B, IBR

Életkor a diagnózis 

idején (év)

Életkor a RT 

idején (év)

A CLL diagnózistól a RT-ig 

eltelt idő (hónap)

Teljes követési 

idő (hónap)
A RT-t megelőző terápiás vonalakBeteg Nem
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III.2.2. Módszerek 

 A célzott terápiák alkalmazása során bekövetkező Richter-transzformáció 

morfológiai és immunhisztokémiai vizsgálatát formalin-fixált, paraffinba ágyazott 

(„formalin-fixed, paraffin-embedded”, FFPE) szövetmintákon végeztük. A CLL-minták 

vizsgálatához a perifériás vérből vagy csontvelő-aspirátumból CD19+ limfocitákat 

szeparáltunk EasySepTM Human CD19 Positive Selection Kit II (StemCell 

Technologies, Vancouver, Kanada) segítségével. A DNS-izolálás a szeparált CD19+ 

sejtekből AllPrep DNA/RNA/miRNA Universal Kit (Qiagen), míg az Richter-

transzformált FFPE mintákból QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen) segítségével 

történt. A DNS-koncentráció fluorimetriás meghatározását követően IGHV-IGHD-IGHJ 

szekvenálást és a TP53 gén új generációs szekvenálását végeztük el. Továbbá, a CLL-

ben releváns visszatérő citogenetikai aberrációk és egyes pontmutációk vizsgálatát 

multiplex ligáció-dependens szondaamplifikációval (“multiplex ligation-dependent 

probe amplification”, MLPA) végeztük, míg az ibrutinib- és venetoclax-rezisztenciát 

okozó mutációkat ddPCR eljárással azonosítottuk. Az IGHV-IGHD-IGHJ átrendeződést 

a „European Research Initiative on CLL” (ERIC) ajánlásai alapján határoztuk meg(62), 

az immunoinformatikai analízist az IMGT V-QUEST és az ARResT/AssignSubsets 

szoftverekkel végeztük. A TP53 gén teljes kódoló és splice site régiójának 

szekvenálásához a SureMASTR TP53 kittel (Agilent, Santa Clara, Kalifornia, Egyesült 

Államok) preparáltunk könyvtárakat, majd MiSeq (Illumina) készüléken szekvenáltunk 

10000x átlagos lefedettséggel. A TP53 variánsok patogenitását a TP53-specifikus 

Seshat adatbázis alapján (https://p53.fr/tp53-database/seshat) határoztuk meg.  

Az MLPA eljárás során a SALSA P037 és P038 CLL-specifikus 

szondakeverékek (MRC-Holland, Amszterdam, Hollandia) segítségével vizsgáltuk a 

CLL-ben leggyakrabban előforduló citogenetikai eltéréseket és klinikailag releváns 

pontmutációkat. A vizsgált régiók a 12. táblázatban láthatók, csillaggal jelöltük a belső 

kontrollként szolgáló referenciaszondákat. A reakció során 50 ng DNS-templátból 

indultunk ki, majd a DNS-t PCR-készülékben denaturáltuk és a CLL-specifikus 

szondákat a DNS-hez hibridizáltattuk. A hibridizált próbák ligációját követően 

fluoreszcensen jelölt primerpárral PCR amplifikációt, majd fragmensanalízist végeztünk 

ABI3500 Genetic Analyzer szekvenátorral (Thermo Fisher Scientific). Az eredmények 

kiértékelése a Coffalyser.Net (MRC-Holland) szoftverrel történt.  
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12. táblázat. A CLL-specifikus MLPA-val vizsgált régiók. 

CLL 

szondakeverék
Gén-Exon

Kromoszóma-

régió

CLL 

szondakeverék
Gén-Exon

Kromoszóma-

régió

P037-CLL-1 MYCN-2 2p24.3 P038-CLL-2 SF3B1-16 (MUT) 2q33.1

P037-CLL-1 MYCN-2 2p24.3 P038-CLL-2 MYD88-5 (MUT) 3p22.2

P037-CLL-1 MYCN-3 2p24.3 P038-CLL-2 NOTCH1-34 (MUT) 9q34.3

P037-CLL-1 MYCN-3 2p24.3 P038-CLL-2 PTEN-5 10q23.31

P037-CLL-1 ALK-27 2p23.2 P038-CLL-2 PTEN-9 10q23.31

P037-CLL-1 ALK-4 2p23.2 P038-CLL-2 ATM-1 11q22.3

P037-CLL-1 REL-7 2p16.1 P038-CLL-2 ATM-13 11q22.3

P037-CLL-1 REL-11 2p16.1 P038-CLL-2 ATM-44 11q22.3

P037-CLL-1 AIM1-2 6q21 P038-CLL-2 ATM-55 11q22.3

P037-CLL-1 SEC63-16 6q21 P038-CLL-2 ATM-63 11q22.3

P037-CLL-1 TNFAIP3-2 6q23.3 P038-CLL-2 RDX-11 11q22.3

P037-CLL-1 TNFAIP3-9 6q23.3 P038-CLL-2 PPP2R1B-4 11q23.1

P037-CLL-1 LATS1-4 6q25.1 P038-CLL-2 CADM1-1 11q23.2

P037-CLL-1 IGF2R-3 6q25.3 P038-CLL-2 CD27-3 12p13.31

P037-CLL-1 PARK2-10 6q26 P038-CLL-2 STAT6-4 12q13.3

P037-CLL-1 TNFRSF10B-5 8p21.3 P038-CLL-2 HMGA2-2 12q14.3

P037-CLL-1 TNFRSF10A-1 8p21.3 P038-CLL-2 IGF1-3 12q23.2

P037-CLL-1 EIF3H-1 8q24.11 P038-CLL-2 PAH-4 12q23.2

P037-CLL-1 MYC-3 8q24.21 P038-CLL-2 RB1-17 13q14.2

P037-CLL-1 MYC-3 8q24.21 P038-CLL-2 RB1-27 13q14.2

P037-CLL-1 CDKN2A-3 9p21.3 P038-CLL-2 DLEU2-11 13q14.3

P037-CLL-1 CDKN2B-2 9p21.3 P038-CLL-2 KCNRG-1 13q14.3

P037-CLL-1 ATM-14 11q22.3 P038-CLL-2 DLEU1-3 13q14.3

P037-CLL-1 ATM-22 11q22.3 P038-CLL-2 DLEU1-down 13q14.3

P037-CLL-1 CCND2-5 12p13.32 P038-CLL-2 ATP7B-4 13q14.3

P037-CLL-1 LRMP-21 12p12.1 P038-CLL-2 AKT1-4 14q32.33

P037-CLL-1 CDK4-8 12q14.1 P038-CLL-2 MTA1-3 14q32.33

P037-CLL-1 IFNG-4 12q15 P038-CLL-2 KIAA0125-up 14q32.33

P037-CLL-1 CHFR-4 12q24.33 P038-CLL-2 TP53-10 17p13.1

P037-CLL-1 RB1-21 13q14.2 P038-CLL-2 TP53-6 17p13.1

P037-CLL-1 FNDC3A-6 13q14.2 P038-CLL-2 TP53-5 17p13.1

P037-CLL-1 KCNRG-3 13q14.3 P038-CLL-2 TP53-2a 17p13.1

P037-CLL-1 MIR15A-1 13q14.3 P038-CLL-2 TP53-1 17p13.1

P037-CLL-1 DLEU2-intr 1 13q14.3 P038-CLL-2 CDKN2D-2 19p13.2

P037-CLL-1 DLEU7-2 13q14.3 P038-CLL-2 LDLR-7 19p13.2

P037-CLL-1 DLEU7-1 13q14.3 P038-CLL-2 CCNE1-12 19q12

P037-CLL-1 ATP7B-6 13q14.3 P038-CLL-2 AKT2-6 19q13.2

P037-CLL-1 TP53-7 17p13.1 P038-CLL-2 MIR498-1 19q13.41

P037-CLL-1 TP53-4b 17p13.1 P038-CLL-2 COL11A1* 1p21.1

P037-CLL-1 TP53-3 17p13.1 P038-CLL-2 SERPINC1* 1q25.1

P037-CLL-1 TP53-1 17p13.1 P038-CLL-2 ZNF638* 2p13.3

P037-CLL-1 COL11A1* 1p21.1 P038-CLL-2 SCN1A* 2q24.3

P037-CLL-1 USH2A* 1q41 P038-CLL-2 GBE1* 3p12.3

P037-CLL-1 EDAR* 2q13 P038-CLL-2 IL4* 5q31.1

P037-CLL-1 COL3A1* 2q32.2 P038-CLL-2 GARS* 7p15.1

P037-CLL-1 SCN5A* 3p22.2 P038-CLL-2 STX1A* 7q11.23

P037-CLL-1 GBE1* 3p12.3 P038-CLL-2 OPTN* 10p13

P037-CLL-1 KLKB1* 4q35.2 P038-CLL-2 RPGRIP1* 14q11.2

P037-CLL-1 NIPBL* 5p13.2 P038-CLL-2 SEMA7A* 15q24.1

P037-CLL-1 IL4* 5q31.1 P038-CLL-2 ABAT* 16p13.2

P037-CLL-1 KIAA0319* 6p22.2 P038-CLL-2 CACNG2* 22q12.3

P037-CLL-1 COL5A1* 9q34.3

P037-CLL-1 ABCC8* 11p15.1

P037-CLL-1 SPG11* 15q15.3
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A rezisztenciamutációk azonosítását a III.1.4. fejezetben leírt módon, ddPCR 

módszerrel végeztük, a BTK C481S, valamint a BCL2 G101V és D103Y mutációkra 

specifikus, illetve vad típusú próbák alkalmazásával. A próbák azonosítói: BTK C481S 

mutáns + vad típus - dHsaMDS802598840, BCL2 G101V vad típus – 

dHsaADS52164188, BCL2 G101V mutáns típus – dHsaADS26433961, BCL2 D103Y 

vad típus – dHsaADS13624642, BCL2 D103Y mutáns típus – dHsaADS77894415.   
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IV. EREDMÉNYEK 

 

IV.1. Ibrutinib-indukált klonális evolúció vizsgálata 

IV.1.1. Mutációs összetétel 

 

 Az ultramély NGS során a húsz beteg párosított mintáiban összesen 211 

szomatikus variánst azonosítottunk, átlagosan 7500x lefedettséggel (12. ábra).  

 

 

 

12. ábra. A betegpopuláció mutációs összetételét bemutató hőtérkép. Az ábrán a 

mutációk mellett a betegek IGHV és citogenetikai státusza is látható, a leggyakrabban 

mutációt hordozó gének a TP53 (65%), az ATM (70%), valamint a NOTCH1 (70%). 

 

 

 

 

 

 

 

 

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

TP53 1 2 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1

ATM 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1

POT1 1 1 1 1 1 1

PLCG2 0 2 0 0 1 0 1

BTK 0 2 2 1 1 1 1 1 0

FBXW7 2 1 1

NOTCH1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

BCOR 1 1 2 1 2 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1

EGR2 1 1 2 2 1 1 1 1

IGLL5 1 1 2 1

MED12 1 1

LRP1B 1 1 1 1

MAPK-ERK BRAF 2 1 1 1 1 1 2 2

RIPK1 1 1

MYD88 1 1 1 1

DDX3X 1 1 1 1 1 1 1 1

BIRC3 2 1 2 1 1 1 1 1

KLHL6

SAMHD1 1 1 1 1 1 1

NFKBIE 1

CHD2 2 1 1

HIST1H1E 1

ZMYM3 1 1 1 1

KMT2D 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

EP300 1

MGA 1 1 1 1 1 1

RPS15 1 1 1

SF3B1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

EIF2A 1

XPO1 1

* post-ibrutinib Szomatikus mutáció IGHV  mutáció negatív (U) normál 11q- 12+
Több szomatikus mutáció IGHV  mutáció pozitív (M) 13q- 17p- komplex

P18 P19 P20P12 P13 P14 P15 P16P8 P9 P10 P11 P17

Gyulladásos 

jelátvitel

Kromatin 

modifikáció

RNS és 

riboszóma 

processzálás

Ibrutinibkezelt betegek párosított mintái

DNS repair

B-sejt 

receptor 

NOTCH 

jelátvitel

B-sejt 

jelátvitel

WNT 

jelátvitel

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7

65%

70%

25%

15%

35%

15%

70%

55%

35%

20%

5%

20%

20%

10%

20%

30%

35%
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Az azonosított variánsok többsége szubklonálisnak bizonyult, 10% alatti VAF-fal  

(13. ábra).  

 

 

13. ábra. Az azonosított variáns allélfrekvenciák megoszlása. A mutációk többsége 

szubklonálisnak bizonyult, a KLHL6 génben nem azonosítottunk mutációt. 

 

Jelentős szubklonális heterogenitás volt megfigyelhető a vizsgált betegcsoportban, 

betegenként átlagosan öt mutációt (intervallum: 0-19) azonosítottunk, amelyek 

átlagosan négy gént (intervallum: 0-18) érintettek (14. ábra).  
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14. ábra. Az azonosított mutációk száma (A), valamint a mutációt 

hordozó gének száma (B) az ibrutinibkezelés előtti, valamint a kezelés 

alatti mintákban. 

 

A leggyakrabban mutációt hordozó géneknek a NOTCH1 (70%, 14/20), az ATM (70%, 

14/20), a TP53 (65%, 13/20) és a BCOR (55%, 11/20) bizonyultak. Az összes, 20% 

feletti VAF-fal bíró variánst sikeresen validáltuk kétirányú Sanger-szekvenálással  

(15. ábra). 
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15. ábra. Kétirányú Sanger-szekvenálással validált mutációk elektroferogramjai.  

A 20% feletti variáns allélfrekvenciájú mutációk mindegyikét sikeresen validáltuk. 

Piros nyíl jelöli a kis ábrák felett feltüntetett variáns pozícióját,  

az elektroferogramok alatt a beteg sorszáma, és az ibrutinibkezelés hónapokban mért 

időtartama (mintavétel időpontja) látható.  

 

 

IV.1.2. A mutációs összetétel időbeli megoszlása 

 

 A poszt-ibrutinib mintákban enyhén magasabb számban (összesen 118) 

azonosítottunk mutációkat a pre-ibrutinib mintákhoz (összesen 91) képest, ez 

mintánként 5,9 (intervallum: 1-16), valamint 4,7 (intervallum: 0-19) mutációt jelent 

kezelés alatt, illetve azt megelőzően. Úgy kezelés előtt, mind az alatt a NOTCH1, ATM, 

TP53 és BCOR gének hordoztak leggyakrabban mutációt. Amíg az IGLL5, EIF2A és 

EP300 gének mutációi nem voltak jelen a poszt-ibrutinib mintákban, feldúsultak a 

kezelés hatására az SF3B1 (5% vs. 40%), az MGA (5% vs. 30%) és a BIRC3 (10% vs. 

30%) gének mutációi a pre-ibrutinib mintákhoz képest. A MYD88 és az LRP1B gének 

mutációiban háromszoros növekedés volt megfigyelhető az ibrutinibkezelés hatására.  

A BTK, PLCG2, RIPK1, NFKBIE és XPO1 mutációk kizárólag a kezelés során vett 

mintákban jelentek meg, 35, 15, 10, 5 és 5%-ban a fenti sorrend szerint (16. ábra).  
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16. ábra.  A szomatikus mutációk előfordulását mutató diagram. Egyes mutációk az 

ibrutinibkezelés során feldúsulnak (SF3B1, MGA, BIRC3), mások kizárólag a kezelés 

alatt jelennek meg, így például a BTK és PLCG2 rezisztenciamutációk.  

 

 Betegenként különböző, egyedi mutációs mintázatokat azonosítottunk. 

Konvergens mutációevolúció („convergent mutation evolution”, CME), azaz egy 

génben többszörös mutáció jelenléte(180) volt megfigyelhető a vizsgált gének 40%-

ában (12/30), génenként 2-4 mutációval. A betegek felében fordult elő CME, amely  

a mintapárok mindkét tagját négy betegben, míg a pre-ibrutinib, illetve poszt-ibrutinib 

mintát három-három betegben érintette.  

 

IV.1.3. A TP53, BTK és PLCG2 mutációk szubklonális dinamikája 

 

 Ibrutinibrezisztenciáért bizonyítottan felelős BTK vagy PLCG2 mutációkat  

az esetek 40%-ában (8/20), illetve 5%-ában (1/20) azonosítottunk, továbbá, kizárólag  
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a kezelés során vett mintákban mutattunk ki rezisztenciamutációt. BTK és PLCG2 

mutáció együttes előfordulását két betegben figyeltük meg. A kanonikus BTK C481S és 

PLCG2 D993H mutációs forrópontokon kívül négy, korábban le nem írt BTK mutációt 

(az érintett aminosavak: R28, G164, R490, Q516) és három PLCG2 mutációt  

(az érintett aminosavak: F82, R694, S1192) azonosítottunk összesen négy betegben  

(17. és 18. ábra).  

 

 

 

17. ábra. A BTK fehérje vázlatos struktúrája a tanulmányunkban, illetve korábbi 

közleményekben azonosított variánsok feltüntetésével. A fehérje PH, TH és TK 

doménjeiben azonosítottunk mutációkat. (PH: „Pleckstrin homology”, TH: „Tec 

homology”, SH3/2: „Src homology 3/2, TK: tirozin-kináz). A pirossal jelölt 

variánsok CLL-ben, míg a lilával jelölt variánsok Richter-transzformációban 

fordultak elő. A BTK R28S, G164D, R490H és Q516K variánsok a COSMIC 

adatbázis alapján tanulmányunkat megelőzően nem kerültek leírásra. 
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18. ábra. A PLCG2 fehérje vázlatos struktúrája a tanulmányunkban, illetve korábbi 

közleményekben azonosított variánsok feltüntetésével. (EF: „EF-hand motifs”, X: X 

domén, SH2/3: „Src homology 2/3”, Y: Y domén, C2: kalciumkötő domén).  

A pirossal jelölt variánsok CLL-ben, míg a lilával jelölt variánsok Richter-

transzformációban fordultak elő. A PLCG2 F82S és S1192G variánsok a COSMIC 

adatbázis alapján tanulmányunkat megelőzően nem kerültek leírásra. Az R694H 

variánst CLL-ben korábban nem írták le, viszont vastagbélrákban már azonosították 

(COSM2693625).  

 

 A nagy számban jelenlévő TP53 mutációk eltérő klonális dinamikával fordultak 

elő a vizsgált betegcsoportban (19. ábra, A-D). Egyes esetekben a TP53 mutációk  

a kezelés hatására eliminálódtak, a B20-as beteg két TP53 mutációja közül az egyik  

az ibrutinibkezelés során már nem volt azonosítható, míg a másik VAF-ja jelentősen 

csökkent (A). A B17-es beteg TP53 mutációja szintén eliminálódott, az ibrutinibkezelt 

mintában már nem volt azonosítható (B). Más esetekben az eredetileg TP53 mutációt 

hordozó betegben kezelés hatására expandált a mutáns klón, amelyet a VAF növekedése 

jelez (B8-as beteg) (C), vagy pedig az eredetileg jelenlévő négy TP53 mutáció közül 

három eliminálódott, miközben a negyedik klón VAF-ja a háromszorosára nőtt (B2-es 

beteg), (D). 
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19. ábra. A TP53 mutációk klonális dinamikája néhány reprezentatív esetben.  

A mutációk teljes eliminációját, a mutáns klón méretének csökkenését, valamint 

klonális expanzióját is megfigyeltük.  

 

A TP53 és BTK mutációk alternáló dinamikája a mindkét eltérést hordozó esetek 

túlnyomó többségében előfordult. Miközben az ibrutinib evolúciós nyomására kialakult 

a rezisztenciáért felelős BTK mutáció, a kezelés előtt jelenlévő TP53 mutáció 

eliminálódott, illetve VAF-ja lecsökkent. A BTK C481S mutációt hordozó hat beteg 

(B1, B5, B6, B10, B11, B20) közül négyen hordoztak a kezelés előtt TP53 mutációt 

(B1, B5, B11, B20), amelyek mindegyike eliminálódott, illetve a TP53 mutáns klón 

mérete lecsökkent ibrutinib hatására. A B17-es beteg által hordozott nem kanonikus 

BTK R490H mutáció megjelenésével szintén eliminálódott az eredetileg jelenlévő TP53 

mutáció. A kanonikus BTK mutációt nem hordozó esetekben vizsgálva a TP53 mutációk 

klonális dinamikáját, az idetartozó összes beteg (8/20) TP53 mutációja perzisztált, vagy 

expandált az ibrutinibkezelés során (B2, B3, B7, B8, B12, B13, B15, B18). Közülük 

egy beteg (B3) hordozott két, korábban le nem írt, ismeretlen klinikai jelentőségű BTK 

mutációt (R28S, G164D), viszont kanonikus BTK mutáció jelenlétében egy esetben sem 

azonosítottunk TP53 mutációt.  
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IV.1.4. A betegcsoport követése és kórlefolyása 

 

 Kiterjesztett, 36,5 hónapos követési idő után (intervallum: 3-43 hónap) a betegek 

65%-a (13/20) továbbra is ibrutinibkezelésben részesül, és parciális vagy komplett 

remisszióban van. Három beteg (B9, B10, B17) RT-n esett át és elhunyt 4, 30, illetve 18 

hónappal az ibrutinibterápia kezdetét követően. Míg a B10-es beteg progressziójában a 

BTK C481S és PLCG2 D993H rezisztenciamutációk szerepét írtuk le egy korábbi 

esettanulmányunkban(180), a B9 és B17 progressziójában a korábban le nem írt BTK 

Q516K és R490H mutációk játszhattak szerepet. A B1-es beteg ibrutinibkezelésének 34. 

hónapjában együttesen előforduló BTK C481S és C481Y mutációkat azonosítottunk 

NGS-sel, amelyek az ibrutinibterápiát kiegészítő venetoclax hatására eliminálódtak, és a 

beteg remisszióba került. A B2-es beteg másodlagos daganatban (vastagbélrák) hunyt el 

expandáló TP53 mutáns klón mellett az ibrutinibterápia kezdetétől számított 27 hónap 

után. A BTK C481S mutációval rendelkező B6-os beteg szepszisben hunyt el az 

ibrutinibkezelés 30. hónapjában, stabil CLL mellett. A B11-es beteg BTK C481S 

mutációját az ibrutinibkezelés 24. hónapjában azonosítottuk, ekkor a beteg klinikailag 

még nem progrediált, de a limfocita-kettőződési idő már egyre rövidült. A B3-as beteg 

18. havi mintájának vizsgálata során két, korábban le nem írt BTK mutációt (R28S és 

G164D), valamint két, szintén ismeretlen PLCG2 mutációt (F82S és S1192G) 

azonosítottunk, a beteg a 40. hónapban is klinikai remisszióban van. A B19-es beteg 8. 

havi mintájában egy korábban le nem írt PLCG2 R694H variánst detektáltunk, a beteg 

stabil betegség mellett szekunder malignitás (melanoma malignum) következtében 

hunyt el két hónappal a mintavételt követően (20. ábra).  
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20. ábra. A betegcsoport mintavételi időpontjait és alapvető genetikai, valamint 

klinikai jellemzőit bemutató idővonal. A zöld körök jelölik az ibrutinibkezelés 0. 

napján vett mintákat, a sárga, illetve piros körök pedig az ibrutinibkezelés során 

vett mintákat. A piros színnel jelzett esetek mutattak CLL progressziót BTK és/vagy 

PLCG2 mutáció jelenlétében.  

 

IV.1.5. A BTK C481S és PLCG2 D993H rezisztenciamutációk droplet digitális PCR 

alapú követése  

  

 Tizenkét és tizenöt hónappal az NGS analízisre szánt, ibrutinibkezelt minták 

gyűjtését követően ddPCR módszerrel azonosítottuk a B5-ös és B20-as betegek BTK 

C481S mutációit, a kezelés 44. és 32. hónapjában, 0,03% és 10,1% VAF-fal (21. ábra).  

A betegek ekkor klinikailag nem mutattak progressziót, viszont a limfocita-kettőződési 

idő rövidülése előrevetítette azt. E két beteg, valamint a B1, B10 és B11 esetek BTK és 

PLCG2 mutációit retrospektíven megvizsgálva a 0,01% érzékenységű ddPCR-rel,  

a rezisztenciamutációk átlagosan 10,5 hónappal (intervallum: 7-15 hónap) a klinikai 

relapszust megelőzően jelentek meg, alacsony, de kimutatható VAF-fal. A B11-es beteg 

tíz hónappal a BTK C481S mutáció első észlelését követően laboratóriumi progresszió 

jeleit mutatta. Az ibrutinibterápiát követően venetoclax kezelésben részesült a B1 és 

B10 eset, a BTK mutáns szubklónok a BCL2 inhibitor hatására eliminálódtak (22. és 24. 

ábra). 
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21. ábra. A BTK C481S (Cys481Ser) és PLCG2 D993H (Asp993His) 

ibrutinibrezisztencia-mutációk azonosítása ddPCR-rel. A pontdiagramokon  

az amplifikált DNS-molekulákat tartalmazó dropletek négy populációja különíthető el: 

a bal alsó kvadránshoz az ún. üres, fekete színnel jelölődő dropletek tartoznak, 

amelyek DNS-t nem tartalmaznak a DNS-molekulák cseppekben történő véletlenszerű 

megoszlásának következtében. A jobb alsó kvadránsban találhatók a negatív, azaz vad 

típusú DNS-t hordozó dropletek (zöld). A bal felső kvadránsban láthatók a pozitív, 

azaz a mutáns allélt tartalmazó dropletek (kék), míg a jobb felső kvadránsban 

lokalizálódnak a mutáns, és vad típusú allélt egyaránt tartalmazó (narancssárga) 

dropletek. 
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22. ábra. A BTK C481S rezisztenciamutációk követése droplet digitális PCR 

technikával. A rezisztenciamutációk átlagosan 10,5 hónappal a klinikai relapszust 

megelőzően már azonosíthatók voltak. (FA: frakcionális abundancia, amely  

a variáns allélfrekvencia megfelelője a droplet digitális PCR eredmények leolvasása 

során).  

 

 Összességében a BTK mutációt hordozó 9 beteg közül 7 mutatott laboratóriumi 

vagy klinikai progressziót, amely előtt több hónappal már azonosíthatók voltak  

a rezisztenciamutációk. BTK mutáció jelenléte nélkül nem fordult elő progresszió  

a vizsgált betegcsoportunkban. A RT-n átesett három betegben a BTK mutációk az 

ibrutinibterápia első két évében (4-18 hónap) jelentek meg, míg a CLL progressziót 

mutató betegekben hosszabb kezelési időtartamra (21-28 hónap) volt ehhez szükség.  

A BTK mutációk korai megjelenése tehát gyorsan progrediáló kórlefolyást vetíthet 

előre.    
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IV.1.6. Térbeli heterogenitás szerepének vizsgálata ibrutinibkezelt CLL 

progressziójában 

 Az NGS-tanulmány során vizsgált B10-es beteg részletes kórlefolyását és a 

célzott terápiák hatására kialakuló térbeli heterogenitást és klonális evolúciót 

munkacsoportunk külön közleményben ismertette(180). Az IGHV-U mutációs státuszú, 

13q delécióval bíró, kemoimmunoterápiával többszörösen előkezelt beteg (2. táblázat) 

R/R CLL-je ibrutinib hatására 21 hónapig tartó részleges remisszióba került, majd az 

ibrutinibrezisztencia és relapszus gyanúját nyirokcsomó-megnagyobbodás és 

limfocitaszám-emelkedés vetette fel. A nyirokcsomó-biopsziás mintából DLBCL 

fenotípusú, IGHV analízis alapján klonálisan kapcsolt RT igazolódott, majd a beteg 

venetoclaxterápiát, mentő immunkemoterápiát és autológ őssejt-transzplantációt 

követően exitált.   

 Sanger szekvenálással az ibrutinibkezelés 21. hónapjában, a relapszus idején vett 

perifériás vérmintából kanonikus BTK C481S mutáció igazolódott, miközben a 

nyirokcsomó-mintában a PLCG2 D993H rezisztenciamutációt azonosítottuk, BTK 

negativitás mellett. Az azonosított térbeli heterogenitás pontosabb vizsgálatát 

elvégeztük NGS-sel, amely a Sanger szekvenálással kapott eredményeket megerősítette, 

illetve minor klónként, 5,8%-os VAF-fal a nyirokcsomó-mintában is igazolt BTK 

C481S mutációt, és 0,2%-os VAF-fal a perifériás vérben PLCG2 D993H mutációt.  

A betegtől a relapszus idején vett ccfDNS mintában ddPCR módszerrel vizsgáltuk a 

perifériás vérben, valamint a nyirokcsomóban azonosított ibrutinibrezisztencia-

mutációk jelenlétét, és 1%-os VAF-fal azonosítottuk mindkét anatómiai lokalizációban.  

 A rezisztenciamutációkon túl, NGS analízissel vizsgáltuk a CLL-ben 

leggyakrabban mutációt hordozó géneket is mindkét kompartmentben. Míg az ATM 

F2393V, NOTCH1 Q2409* és SF3B1 L840W mutációk mind a perifériás vérben, mind 

a nyirokcsomóban jelen voltak, a BIRC3 S566fs és EGR2 A132T mutációkat csupán az 

előbbi lokalizációban azonosítottuk (23. ábra).  
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23. ábra. Klonális heterogenitás ibrutinibkezelt CLL Richter-transzformációjában. 

Míg a perifériás vérben major klónként a BTK C481S rezisztenciamutációt, a Richter-

transzformációt mutató nyirokcsomóban a PLCG2 D993H mutációt azonosítottuk.  

A keringő sejtmentes DNS alacsony VAF-fal mindkét mutációt tartalmazta. A CLL-

ben leggyakrabban mutációt hordozó gének közül az ATM, NOTCH1, SF3B1, BIRC3 

és EGR2 génekben azonosítottunk mutációkat a két kompartmentben, a mutáns klónt 

reprezentáló körök mérete a klón méretével arányos. 

 

A BTK és PLCG2 mutációk időbeli dinamikájának vizsgálata céljából a B10-es beteg 

összesen tíz, a kezelés különböző időpontjaiban vett perifériás vérmintáit vizsgáltuk 

ddPCR-rel. Míg az ibrutinibkezelést megelőzően nem detektáltunk 

rezisztenciamutációt, a klinikai progresszió előtt 15 hónappal, a kezelés 6. hónapjában 

már kimutattuk a BTK mutációt 0,03%-os, a PLCG2 mutációt 0,003%-os VAF-fal.  

Az ibrutinibkezelés folyamán a mutáns klónok mérete folyamatosan növekedett.  

A relapszust követő venetoclaxterápiára a BTK és PLCG2 mutáns klón eltérően reagált 

– míg az előbbi mérete jelentősen csökkent, az utóbbi expandált, és a nyirokcsomóban 

látott jelenséghez hasonlóan, a vérben is a PLCG2 mutáns klón vált a rezisztencia 

meghatározójává, és vezetett további progresszióhoz (24. ábra).  
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24. ábra. A BTK és PLCG2 rezisztenciamutációk időbeli és térbeli klonális 

dinamikája a B10-es beteg sorozatmintáin követve. Az ibrutinibkezelés során a 

mutáns klónok mérete a perifériás vérben folyamatosan növekedett, majd a 

venetoclaxterápia alatt a BTK mutáns klón méretcsökkenésével párhuzamosan a 

PLCG2 mutáns klón expandált. A szenzitív ddPCR módszerrel a 

rezisztenciamutációk már 15 hónappal a klinikai progressziót megelőzően 

kimutathatók voltak. 

 

 

IV.2. Ibrutinib/venetoclax-kezelt CLL-es betegek Richter-transzformációjának 

vizsgálata 

 

IV.2.1. A transzformáció immunmorfológiai jellemzői 

 

 Az RS diagnózisának felállításához kötelező az érintett lokalizációból származó 

minta szövettani vizsgálata(181), ennek megfelelően tanulmányunkban az összes 

diagnózist két független, tapasztalt hematopatológus állította fel. Az esetek fele (3/6, 

B2, B3 és B4) DLBCL fenotípusúnak bizonyult, neoplasztikus, nagy  
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B-limfociták diffúz proliferációjával és jelentősen emelkedett Ki67 proliferációs 

aktivitással (az eseteket a DLBCL fenotípus gyakorisága miatt nem részletezzük).  

 A B1-es beteg öt hónappal a venetoclaxterápia kezdetét követően mutatta a RT 

klinikai gyanújeleit, képalkotó vizsgálattal ábrázolódó paravertebrális terime és háti 

fájdalom képében. A teriméből vett vastagtű-biopsziás minta szövettani vizsgálata 

polimorf nagysejtekből álló, diffúz megjelenésű tumort igazolt. A nagysejtek részben 

anaplasztikus morfológiájúak, részben Sternberg-Reed-(SR)-sejtekre emlékeztetnek, 

eozinofil sejtplazmával és prominens sejtmagvacskával bíró lobulált sejtmaggal. 

Széleskörű immunhisztokémiai vizsgálatokat követően, a tumorsejtek részleges LCA-, 

Oct-2- és Fascin-1-, valamint MUM1-, p53-, S100- és CD4-pozitivitást mutattak, 60%-

os Ki67 proliferációs aktivitással. A következő markerekre nézve negatívnak bizonyult 

a minta: CD20, PAX5, CD79a, CD21, CD23, Bcl-6, CD10, CD138, CD30, CD3, CD5, 

CD7, PD-L1, CD68, ALK1, kappa, lambda, CD15 és melanoma markerek (MelanA, 

HMB45 és SOX10). A részleges LCA- és Oct-2-expresszió, a kifejezett Ki67-

pozitivitás, valamint a sejteredetre specifikus markerek (B-sejt- és T-sejt-markerek, 

CD30) hiánya miatt “null fenotípusú” high-grade limfóma diagnózisa került felállításra, 

Hodgkin-limfómára, vagy anaplasztikus nagysejtes limfómára emlékeztető 

morfológiával (25. ábra). A B-sejtes eredetet tanulmányunk során a monoklonális IGH 

génátrendeződés kimutatásával bizonyítottuk. 
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25. ábra. A B1-es beteg paravertebrális terime képében prezentálódó Richter-

szindrómája. A neoplasztikus nagysejtek részben anaplasztikus morfológiájúak, 

részben Sternberg-Reed-sejtekre emlékeztetnek, lobulált sejtmaggal és prominens 

sejtmagvacskával (hematoxilin-eozin, A). Az LCA-pozitivitás a hemopoetikus 

eredetet támasztja alá (B). A tumorsejtek CD20 (D) és CD30 (E) negatívak,  

a nagysejtek között elszórtan az eredeti CLL kis CD5+ limfocitái jelennek meg (C).  

A Ki67 proliferációs index 60% (F). Objektív nagyítás: 20x.  

 

 A B5-ös beteg Richter-szindrómája jobboldali lágyéki nyirokcsomó-

megnagyobbodás klinikai képében jelentkezett két hónappal az ibrutinibterápia 

bevezetését követően, miközben az egyéb anatómiai lokalizációban található 

megnagyobbodott nyirokcsomók regrediáltak. A nyirokcsomó-biopszia szövettani 

vizsgálata az eredeti struktúrát elmosó diffúz limfoid infiltrátumot tárt fel, amely 

nagyrészt atípusos, anaplasztikus morfológiájú, prominens eozinofil magvacskájú CD20 

és CD30 pozitív nagysejtekből állt, a CLL-re jellemző CD5+ kis limfociták mellett.  

A nagysejtek egy része többmagvú óriássejtnek bizonyult. A neoplasztikus nagysejtek 

részleges C-MYC expressziót és 100%-os MUM1 expressziót mutattak, 60%-os Ki67 

proliferációs aktivitás és Bcl-6 negativitás mellett. A morfológia és immunfenotípus 

alapján a daganat a klasszikus Hodgkin-limfóma és a non-GC fenotípusú DLBCL 

közötti átmeneti entitásnak bizonyult (26. ábra).  
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26. ábra. A B5 beteg lágyéki nyirokcsomójában azonosított Richter-szindróma, amely 

kevert fenotípusú B-sejtes limfóma jegyeit mutatja, klasszikus Hodgkin-limfóma és 

DLBCL közötti átmeneti tulajdonságokkal. A diffúz limfoid infiltrátum a nyirokcsomó 

alapszerkezetét elmossa (hematoxilin-eozin, A). Az eredeti CLL maradvány CD5 

pozitív limfocitáival (B) keverten megjelenő anaplasztikus nagysejtek CD20 (C), 

CD30 (D) és C-MYC (E) pozitivitást mutatnak, 60%-os proliferációs aktivitással 

(Ki67, F). Objektív nagyítás: 20x. 

 

 A B6 beteg 18 hónapos ibrutinibterápiát követően multiplex gingivális 

proliferációkkal jelentkezett, amelyekből excízió történt. A szövettani vizsgálat során  

a szájnyálkahártya el nem szarusodó laphámborítása alatt széles mezőkbe rendeződő 

daganatsejtek proliferációja volt látható, amelyek prominens központi sejtmagvacskával 

és nagy nagyítású látóterenként legalább tíz mitotikus alakkal rendelkeztek. A Ki67 

proliferációs aktivitás 90%-nak bizonyult. A tumorsejtek kifejezett LCA, CD79a, 

CD138 és kappa könnyűlánc pozitivitást mutattak, CD20, CD3, CD30, MPO és pan-CK 

negativitás mellett. A gyenge lambda festődést a háttér reaktív sejtjei adják. Az 

immunfenotípus alapján a plazmablasztos limfóma diagnózisa került felállításra, amely 

anamnesztikus adatok alapján megelőző immundeficiencia nélkül alakult ki (27. ábra).  
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27. ábra. A B6 beteg plazmablasztos limfóma morfológiájú Richter-szindrómája 

szájnyálkahártyában. A neoplasztikus sejtek immunoblasztos morfológiájúak, számos 

mitotikus alak látható (A, hematoxilin-eozin, 20x és B, hematoxilin-eozin, 60x).  

A plazmablasztos/plazmasejtes differenciáció CD20 negativitással (C) és CD138 

pozitivitással (D) karakterizálható. A monoklonális daganatsejtek kappa könnyűlánc 

pozitivitást (E) és lambda negativitást (F) hordoznak, a Ki67 proliferációs aktivitás 

90% (G). Objektív nagyítás (C-G): 20x. 

 

 

IV.2.2. A transzformáció genetikai háttere 

IV.2.2.1. A klonális kapcsoltság meghatározása 

 

 A CLL és RS mintapárok közötti klonális kapcsoltság (azonos átrendeződést 

mutató IGHV-D-J gének), az IGHV mutációs státusz, valamint a sztereotip BCR 

jelenléte kiemelkedő prognosztikus jelentőséggel bír RS-ben, ezért betegcsoportunkban 

elvégeztük ezek vizsgálatát, valamint összevetettük a klinikai adatokkal. Az IGHV-D-J 

génátrendeződés vizsgálata 4/6 mintapár mindkét tagjában sikeres eredménnyel zárult, 

két betegnél csak az egyik fázisú minta adott értékelhető eredményt (B4 betegből csak 

RS mintával rendelkeztünk, míg a B6 betegből csupán a CLL minta analízise bizonyult 

sikeresnek). A sikeres eredményt adó mintapárok mindegyike klonálisan kapcsoltnak 

bizonyult, azonos átrendeződést mutató génekkel, valamint azonos IGHV mutációs 

státusszal, kivéve a B1 beteg klonálisan nem kapcsolt RS mintáját. Két beteg hordozott 

sztereotip BCR-t (B5 beteg – subset #6, B6 beteg – subset #1). A sikeresen vizsgált 

minták mindegyike IGHV-U státuszúnak bizonyult, kivéve a B1 beteg mindkét mintáját 

(13. táblázat).  
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13. táblázat. Az IGHV-D-J génátrendeződés és a klonális kapcsoltság vizsgálata. 

 

 

M/U V D J CDR3 Subset

CLL M IGHV4-34*01 F IGHD6-13*01 F IGHJ6*02 F 14 nem meghatározott

RS M IGHV1-18*01 F IGHD2-2*01 F IGHJ6*02 F 20 nem meghatározott

CLL U IGHV3-74*01 F IGHD5-12*01 F IGHJ6*02 F 16 nem meghatározott

RS U IGHV3-74*01 F IGHD5-12*01 F IGHJ6*02 F 16 nem meghatározott

CLL U IGHV3-33*01 F, IGHV3-33*06 F IGHD6-13*01 F IGHJ6*02 F 23 nem meghatározott

RS U IGHV3-33*01 F, IGHV3-33*06 F IGHD6-13*01 F IGHJ6*02 F 23 nem meghatározott

CLL

RS U IGHV3-23*01 F, IGHV3-23D*01 F IGHD1-26*01 F IGHJ4*02 F 22 nem meghatározott

CLL U IGHV1-69*01 F, IGHV1-69*01D F IGHD3-16*02 F IGHJ3*02 F 21 CLL#6

RS U IGHV1-69*01 F, IGHV1-69*01D F IGHD3-16*02 F IGHJ3*02 F 21 CLL#6

CLL U IGHV1-3*01 F IGHD6-19*01 F IGHJ4*02 F 13 CLL#1

RS
-

"null fenotípusú" high-grade limfóma

DLBCL

DLBCL

DLBCL

DLBCL/cHL 

plazmablasztos limfóma

B2

B3

B4

B5

B6

nem kapcsolt

kapcsolt

kapcsolt

-

nincs adat

RS morfológia

nincs adat

RS klonalitásBeteg
Immunglobulin nehézlánc gének (CLL)

Entitás

B1

kapcsolt
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IV.2.2.2. 17p deléciók és TP53 mutációk 

 

 A TP53 gént érintő aberrációk az összes betegben előfordultak, noha az egyes 

esetek különböztek egymástól az eltérés típusában (17p deléció és/vagy TP53 mutáció), 

valamint abban, hogy a defektus CLL, vagy RS fázisban volt-e jelen. A CLL minták 

mindegyikét, valamint 4/6 RS mintát érintettek a TP53 aberrációk, a B2, B4, B5 és B6 

betegek egyaránt hordoztak 17p deléciót, valamint TP53 mutációt. Az összes detektált 

citogenetikai aberráció közül a 17p deléció fordult elő leggyakrabban (4/6 beteg), és 

három betegben (B2, B4, B5) stabilnak bizonyult a kórlefolyás során, azaz mind a CLL, 

mind az RS fázisban kimutatható volt. A TP53 mutációk változatos dinamikát mutattak, 

míg a B1 beteg CLL fázisú mintájában detektált mutációk közül egy sem jelent meg RS 

fázisban, a B2 és B3 betegek TP53 mutációi eliminálódtak és új szubklónok jelentek 

meg helyettük az RS fázisban. A B5 beteg CLL mintája TP53 mutációt nem hordozott, 

viszont a RT-hoz vezető eltérésként a későbbi fázisban már azonosíthatóvá vált  

(28. ábra és 14. táblázat).  
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28. ábra. Az IGHV mutációs státuszt, a 

citogenetikai eltéréseket, valamint 

pontmutációkat bemutató hőtérkép. Minden 

beteg hordoz kedvezőtlen prognózissal társuló 

TP53 defektust, valamint az esetek zöme nem 

mutált IGHV génnel rendelkezik (IGHV-U).  

 

 

 

 

 

 

- -

-

- * * -

- - -

- - -

- - -

- - * -

- - -

- - -

- - -

- - -

- - -

- - -

- -

- - - - - - - - - -

mutált IGHV

nem mutált IGHV

genetikai eltérés

vad típusú gén/régió

* diagnóziskori FISH vizsgálaton alapuló eltérés

- nem elérhető/nem vizsgált minta

IGHV

Mintapárok                      

(CLL és RS)

B1 B2 B3 B4 B5 B6

TP53

17p13 deléció

BTK

BCL2

4q35 deléció

2p24 nyerés

NOTCH1

SF3B1

MYD88

13q14 deléció

13q14 nyerés

11q22 deléció

12-es triszómia

9p21 deléció
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14. táblázat.  A mintapárokban azonosított TP53 mutációk

cDNS csere Aminosavcsere VAF (%) COSMIC Funkcionális hatás cDNS csere Aminosavcsere VAF (%) COSMIC Funkcionális hatás

c.533delA p.H178Pfs*69 1,8% COSM6960219 káros

c.533delinsCC p.H178Pfs*3 1,3% új mutáció valószínűleg káros

c.536A>G p.H179R 3,2% COSM10889 patogén

c.713G>A p.C238Y 1,6% COSM11059 patogén

c.814G>A p.V272M 22% COSM10891 patogén

c.595G>T p.G199* 2.9% COSM44537 káros

c.611A>C p.E204A 1.1% COSM46223 VUS

c.472C>G p.R158G 4,6% COSM11087 káros

c.503A>G p.H168R 2,1% COSM43545 káros

c.652_654delGTG p.V218del 3,7% COSM6496 VUS

c.747G>T p.R249S 12% COSM10817 patogén

B4 c.466C>G p.R156G * COSM45154 valószínűleg káros

B5 c.584T>C p.I195T * COSM11089 patogén

B6 c.771_777delGGAAGAC p.E258Pfs*85 8.5% új mutáció valószínűleg káros

negatív

COSM43583

*: Kétirányú Sanger szekvenálással, jelen tanulmány keretein kívül vizsgált minták. Szemikvantitatív módszerről lévén szó, az azonosított variánsok pontos VAF-ja nem ismert, de a 

módszer érzékenységét (20%) meghaladja. A COSMIC azonosítók az adatbázis aktuális verzióján (v91) alapulnak. A TP53 mutációk funkcionális hatását a Seshat adatbázis alapján 

határoztuk meg (verzió: 2020.05.07.).

1.6% COSM43559 patogén

nincs adat

B2

B3 c.517G>T p.V173L

VUS

negatív

Beteg
TP53  mutáció (CLL) TP53  mutáció (RS)

negatívB1

c.425C>T p.P142L *
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IV.2.2.3. További genetikai eltérések és klinikai asszociációk 

 

 A második és harmadik leggyakoribb kromoszóma-aberrációnak a 13q deléció 

(3/6 beteg), valamint a 12-es triszómia (2/6 beteg) bizonyult. A citogenetikai eltérések  

a B2 beteg biallélikus 2p és 13q nyerése kivételével monoallélikusak voltak. A SALSA 

P038 CLL-2 (MRC-Holland) MLPA szondakeverék a citogenetikai eltérések 

vizsgálatán kívül három, CLL-ben gyakran előforduló pontmutáció vizsgálatára is 

alkalmas. Két-két betegben azonosítottuk az SF3B1 c.2098A>G (p.K700E), valamint  

a NOTCH1 c.7541_7542delCT (p.P2514fs*4) mutációkat, míg a MYD88 c.794T>C 

(p.L265P) mutáció egy betegben sem fordult elő. Az SF3B1 és NOTCH1 mutációk 

együttesen fordultak elő a B3 beteg RS mintájában. Noha a NOTCH1 mutációk a 12-es 

triszómiával rendelkező esetekben dúsulnak fel, betegcsoportunkban ez a két, RT-re 

hajlamosító genetikai eltérés egymástól függetlenül fordult elő. A legtöbb aberrációt  

a B2 beteg hordozta (hat eltérést a CLL, míg tízet az RS fázisban), a kimutatott komplex 

kariotípus és genomikai instabilitás hozzájárult a beteg rendkívül agresszív nagysejtes 

transzformációjához, amely akut leukémiához hasonló klinikai képpel és kórlefolyással 

járt. Az RT-re hajlamosító 9p21.3 deléciót (CDKN2A/B vesztés) is egyedül a B2 beteg 

hordozta, az eltérést mindkét mintájában azonosítottuk (28. ábra).  

 A betegek kórlefolyásában markáns különbségeket tapasztaltunk, amelyek 

összefüggésben állnak a genetikai háttérrel. A B1, B5 és B6 betegek CLL mintáiban  

a TP53 defektuson kívül csupán egy genetikai eltérést azonosítottunk (13q deléció, 

SF3B1 mutáció és 12-es triszómia, a fenti sorrendben). Míg a B1 és B6 betegek 355, 

illetve 53 hónapos teljes követési időt követően RS-ben exitáltak, a B5 beteg 70 

hónapos teljes követési idővel, 29 hónappal a transzformációt követően remisszióban 

van. A B6 beteg rendelkezett betegcsoportunkban a legrövidebb teljes túléléssel (53 

hónap), a beteg a CLL diagnózisát követően azonnal kezelésre szorult, és  

az ibrutinibterápia bevezetését követően 18 hónappal transzformált PBL-be. Noha  

a betegben kimutatott 12-es triszómia intermedier prognózissal társul, az IGHV-U 

mutációs státusz, a sztereotip BCR subset #1, valamint a PBL morfológiájú RT 

különösen kedvezőtlen kimenetelt eredményeztek. A B1 beteg kedvező prognózist 

jelentő 13q delécióval, valamint IGHV-M (csíravonali homológia: 96,14%) mutációs 

státusszal rendelkezett, és a CLL diagnózisát követően 12 évig nem igényelt kezelést.  

A kialakult RS klonális kapcsoltságot nem, viszont IGHV-M (csíravonali homológia: 

93,51%) mutációs státuszt mutatott. A B5 beteg CLL mintájában IGHV-U mutációs 

státuszt, valamint egy RT-re hajlamosító SF3B1 K700E mutációt azonosítottunk 
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alacsony VAF-fal (3%). Noha a sztereotip BCR-ek jelenléte általánosságban még 

kedvezőtlenebb prognózist hordoz az IGHV-U alcsoporton belül, a B5 betegnél 

kimutatott subset #6 a subset #1-hez képest kevésbé jelent kedvezőtlen kimenetelt.  

A klonálisan kapcsolt RT-t követően a beteg hat ciklus RB terápiában részesült  

az ibrutinib folyamatos szedése mellett, és 29 hónappal a RT után remisszióban van. 

 

IV.2.2.4. Ibrutinib/venetoclax-indukált rezisztenciamutációk 

  

 A rezisztenciamutációk elsősorban a CLL progressziójában, és nem a RT-ban 

bírnak patogenetikai szereppel. A BTK C481S mutáció jelenlétét az ibrutinibkezelt 

betegek mintapárjaiban, míg a BCL2 G101V és D103Y rezisztenciamutációk jelenlétét 

a venetoclaxkezelt betegek körében vizsgáltuk. A B1 betegből nem rendelkeztünk 

megfelelő mennyiségű RS mintával a ddPCR elvégzéséhez, valamint a B4 beteg CLL 

mintája nem volt elérhető. Rezisztenciamutációkat egy betegnél sem azonosítottunk  

a célzott terápia bevezetése előtt. A B3, B5 és B6 ibrutinibkezelt betegek kezelés alatti 

(RS) mintáiban nem detektáltunk BTK mutációt. A B4 beteg BTK C481S mutációját 22 

hónappal az ibrutinibkezelés bevezetését követően mutattuk ki, 0,21%-os VAF-fal.  

A B2 beteg negyven hónappal az ibrutinibterápia bevezetését követően progrediált, 

ekkor 11,9%-os VAF-fal detektáltuk BTK C481S mutációját. A progressziót követően 

12 hónappal lépett fel RT, ezt megelőzően rituximab-ibrutinib-venetoclax hármas 

kombinációs kezelésben részesült. A RT idején a BTK C481S VAF-ja 0,95%-ra 

csökkent, míg a venetoclaxterápia által indukált BCL2 G101V rezisztenciamutációt 

4,6%-os VAF-fal azonosítottuk.  
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V. ÚJ MEGFIGYELÉSEK 

 

 

1. CLL-ben a BTK és TP53 mutációk alternáló klonális dinamikával jellemezhetők, 

ibrutinibkezelés hatására a rezisztenciamutációk megjelenésével párhuzamosan 

eliminálódnak a TP53 mutációi. 

2. A rezisztenciamutációk térbeli heterogenitást mutathatnak, és akár egy évvel a 

klinikai relapszust megelőzően már kimutathatók szenzitív módszerekkel, így 

többféle lokalizációban történő tesztelésük kritikus a terápiaváltásra való felkészülés 

szempontjából. 

3. A kanonikus mutációs forrópontokon kívül négy, korábban le nem írt BTK mutációt 

(R28, G164, R490, Q516) és három PLCG2 mutációt  

(F82, R694, S1192) azonosítottunk, amelyek ibrutinibkezelés hatására jelentek meg. 

4. A célzott terápiák talaján kialakuló Richter-szindrómás (RS) esetek mindegyikében 

igazoltunk egy vagy több, transzformációra hajlamosító genetikai eltérést. 

Venetoclax-kezelés talaján kialakult RS-ben tudomásunk szerint elsőként írtunk le 

klasszikus BCL2 G101V rezisztenciamutációt. 

5. A célzott terápiák mellett kialakuló RS morfológiailag sokszínű, plazmablasztos 

limfómát, „null fenotípusú” high-grade limfómát és DLBCL/cHL kevert fenotípusú 

limfómát is azonosítottunk. 
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VI. MEGBESZÉLÉS 

 

VI.1. Ibrutinib-indukált klonális evolúció vizsgálata 

 A BTK inhibitor ibrutinib forradalmasította a CLL kezelését, legfőképp a R/R, 

illetve a TP53 defektussal bíró betegekben(182). Mivel az ibrutinibkezelés hatására 

létrejövő klonális dinamikáról és az átalakuló mutációs összetételről kevés adat állt 

rendelkezésre a szakirodalomban, munkánk során célul tűztük ki ezek vizsgálatát 

ultramély NGS-sel, klinikai tanulmány keretein kívül kezelt húszfős betegpopulációban.  

 Az ibrutinibkezelés hatására betegenként eltérő, egyedi mutációs mintázatokat és 

szubklonális dinamikát figyeltünk meg. Míg a kemoimmunoterápia hatására a CLL 

patogenezisében szerepet játszó fő driver gének mutációi (TP53, SF3B1, NOTCH1) 

dúsulnak fel, az ibrutinibkezelt betegek körében hasonló jelenség nem volt 

azonosítható. A BTK inhibitorral kezeltek körében detektált mutációk háromnegyede 

szubklonális variánsnak bizonyult, ami egybecseng mások eredményeivel, miszerint a 

szubklonális mutációk CLL-ben a klonálisaknál gyakoribbak, és a nagyfokú 

szubklonális heterogenitás rontja a betegek prognózisát(90). Kemorefrakter esetekben 

szintén összetettebb szubklonális heterogenitást és kedvezőtlenebb kimenetelt figyeltek 

meg, a korábban nem kezelt betegekkel összehasonlítva(183).  

 Noha az ibrutinib a TP53 defektust hordozó betegekben is nagyon jó terápiás 

választ hoz létre(110), amely a TP53 aberrációt nem hordozó esetekét megközelíti,  

az előbbi csoportba tartozók mégis gyakrabban relabálnak, amely a TP53 dereguláció 

hátterében komplex biológiai mechanizmust sejtet. Tanulmányunkban a TP53 mutációk 

sokszínű klonális dinamikáját figyelhettük meg, amely magában foglalta egyes 

mutációk redukcióját vagy eliminációját, expanzióját, illetve az eliminált szubklón 

helyében egy, a korábbitól eltérő mutáció expanzióját. A megfigyelés az egyes TP53 

mutációk eltérő ibrutinibérzékenységére és nagy evolúciós potenciáljára utal.  

A szubklonális összetétel vizsgálata során a BTK és TP53 mutációk új, ellentétes irányú 

mintázatát azonosítottuk. A BTK mutációk többsége a TP53 mutáns szubklónok 

redukcióját vagy eliminációját követően jelent meg, illetve perzisztáló vagy expandáló 

TP53 mutáns szubklón mellett nem figyeltünk meg BTK mutációt. Noha ezen 

megfigyelés kiterjedtebb betegpopuláción való megerősítése szükséges, feltételezésünk 

alapján egyrészt a TP53 mutáns szubklónok eliminációja a BTK mutáns szubklónok 

expanziójának előfeltétele lehet, másrészt a hosszú ideig tartó ibrutinibterápia 

(betegcsoportunkban 2,5-3 év) során a TP53 mutáns szubklónok fokozatosan 
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eliminálódnak az ibrutinib hatására, miközben a BTK mutáns szubklónok egyre inkább 

teret nyernek.  

 Betegeink 35%-a (7/20) relabált BTK vagy PLCG2 mutációval 36,5 hónapos 

medián követési idő alatt. Tanulmányunkban megerősítettük a BTK és PLCG2 mutációk 

központi szerepét az ibrutinibrezisztenciában, valamint két ibrutinibrezisztens és 

gyorsan progrediáló betegben két új, korábban le nem írt BTK mutációt (R490H és 

Q516K) azonosítottunk. Igazoltuk, hogy a rezisztenciamutációk a klinikai relapszus 

előtt több hónappal, akár egy évvel is már kimutathatók, ezért kiemelt jelentőséggel bír 

a korai és érzékeny módszerrel (például ddPCR-rel) történő detektálásuk. A BTK és 

PLCG2 gének mutációs forrópontjainak teljes exomszekvenáláson alapuló első leírását 

követően(113, 184) számos, ún. nem kanonikus mutációt is azonosítottak a két génben, 

zömmel alacsony allélaránnyal(169, 185). Mivel a későbbi tanulmányok gyakran csak a 

mutációs forrópontok vizsgálatára szorítkoztak, illetve alacsony mélységű NGS-t 

használtak, az ibrutinibrezisztencia hátterében álló komplex mutációs összetétel 

alábecsülhető. A tanulmányunkban azonosított két új, feltehetőleg a rezisztenciában 

szerepet játszó BTK mutáció mutatja, hogy a mutációs forrópontok vizsgálata helyett a 

gének teljes kódoló régiójának nagy mélységű szekvenálása további értékes, klinikailag 

releváns információt nyújthat. Továbbá, mivel az eltérő kompartmentek (perifériás vér, 

nyirokcsomó, csontvelő) gyakran térbeli heterogenitást mutatnak genetikai 

szempontból, részletes vizsgálatuk a CLL-es betegek még precízebb jellemzését teheti 

lehetővé(180). Az általunk közölt betegben azonosított térbeli heterogenitás a CLL 

progressziójához és transzformációjához vezetett, amely alátámasztja a jelentőségét a 

perifériás véren kívüli egyéb érintett lokalizációk vizsgálatának és így a rezisztencia 

pontosabb előrejelzésének. 

 A betegcsoport kórlefolyását a tanulmányban szereplő, bővített követési időn túl 

is vizsgáltuk. Ötvenegy hónapos medián követési idő (intervallum: 3-63 hónap) alatt  

a betegek fele hunyt el. Négyen a CLL progressziójaként fellépő RT miatt, hatan pedig  

a stabil CLL mellett fellépő egyéb halálok (szepszis, baleset, illetve másodlagos 

malignitás) miatt veszítették életüket. Ibrutinibrezisztencia-mutációt kilenc betegben 

azonosítottunk. A mutáció kimutatását követően az alapbetegségtől függetlenül 

bekövetkezett elhalálozások, valamint a B5 beteg kivételével klinikai relapszus lépett 

fel, és megtörtént, illetve hamarosan megtörténik a venetoclaxterápiára való váltás. 

Rezisztenciamutációt nem hordozó betegekben nem tapasztaltunk CLL progressziót, 

illetve RT-t (29. ábra). 
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29. ábra.  A betegcsoport mintavételi időpontjait és alapvető genetikai, valamint klinikai jellemzőit bemutató, bővített idővonal.  

A zöld körök jelölik az ibrutinibkezelés 0. napján vett mintákat, a sárga, illetve piros körök pedig az ibrutinibkezelés során vett mintákat.  

A piros körök jelölik az ibrutinib- és/vagy venetoclaxrezisztencia-mutációkat.
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VI.2. Ibrutinib/venetoclax-kezelt CLL-es betegek Richter-transzformációjának 

vizsgálata 

  

A BTK inhibitor ibrutinibbel, valamint a BCL2 gátló venetoclaxszal elért kimagasló 

eredmények ellenére ezen terápiák szelekciós nyomására is bekövetkezik a 

daganatsejtek klonális evolúciója, a hagyományos kemoimmunoterápiához hasonlóan. 

Ez a klonális evolúció progresszió, relapszus, valamint transzformáció képében 

nyilvánulhat meg. A kemoimmunoterápia alatt kialakuló RS genetikai háttere 

széleskörű irodalommal bír, viszont az ibrutinib- és venetoclax-indukált RS hátterében 

álló genetikai változások kevéssé ismertek.  

 Noha a RS molekuláris és radiológiai jellemzőiről egyre több ismerettel 

rendelkezünk, a szövettani elemzés elengedhetetlen az RS diagnózisának felállításához. 

Továbbá, az immunmorfológia gyakran összefügg az RS molekuláris és klinikai 

tulajdonságaival. A citotoxikus terápiák korszakában a PBL irányú transzformáció 

különösen ritkán fordult elő CLL-ben(186). Ezzel szemben négy, ibrutinibkezelés alatt 

RT-n átesett beteg fele mutatott PBL morfológiát(187), valamint egy további esetet 

mások is leírtak)(169). Az ibrutinibkezelt CLL-es betegek PBL irányú 

transzformációjának hátterében álló molekuláris mechanizmusok nem tisztázottak.  

A PBL esetek nagy része extranodális megjelenésű, és de novo alakulnak ki 

immundeficiencia, illetve EBV-pozitivitás talaján. A szekunder módon kialakuló esetek 

monoklonális IGH(145), valamint MYC(188) átrendeződést mutatnak, illetve 12-es 

triszómia is előfordul(189), az általunk bemutatott B6 beteghez hasonlóan. Mivel a 

BTK expresszió plazmasejtekben downregulált(190), az ibrutinibkezelt CLL-ben 

megfigyelhető plazmablasztos transzformáció a BTK gátlás alól történő menekülést 

jelenthet, rezisztenciamutáció kialakulása nélkül. Ezen feltételezésnek megfelelően,  

a B6 beteg, valamint egyéb, közölt esetek sem hordoznak BTK C481S mutációt(187).  

 A BTK és PLCG2 génekben kialakuló rezisztenciamutációk állnak 

leggyakrabban a CLL progressziójának a hátterében(130, 169). Az ibrutinibterápia alatt 

a betegek 5-7,3%-ában alakul ki RS, általában 17-24 hónappal a terápia kezdetét 

követően(191). Az általunk vizsgált betegpopulációban az irodalmi adatokkal egyezően 

ez az időtartam medián 20 hónapnak bizonyult. Míg a CLL progressziójának  

a hátterében az esetek 80%-ában állnak rezisztenciamutációk, a RT betegek között 

csupán 40%-ban fordulnak elő(177, 192). A jelenség magyarázatául szolgálhat, hogy  

a transzformációt mutató szövetek (nyirokcsomó, illetve extranodális szervek) 

mintavétel céljából a perifériás vérnél nehezebben hozzáférhetők, továbbá az, hogy  
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a CLL progresszió és RT hátterében eltérő biológiai mechanizmusok is állnak. 

Betegcsoportunkban az ibrutinibkezelés alatt transzformált betegek 40%-ában (2/5) 

azonosítottunk BTK C481S mutációt, amely gyakoriság a szakirodalomnak megfelel. 

Nem kizárható azonban a gyakoriság alulbecslése, ugyanis tanulmányunkban egyéb 

BTK, valamint PLCG2 mutációk jelenlétét nem vizsgáltuk.  

 Venetoclaxkezelt betegeink körében a terápia bevezetésétől számított medián 8,5 

hónap alatt alakult ki RT. Ehhez hasonlóan 41, többszörösen előkezelt és progresszív 

CLL-es beteg közül 18-an transzformáltak venetoclaxterápia alatt, közülük 11-en a 

kezelés első évében(120). A magas transzformációs ráta kevésbé előkezelt 

betegcsoportban viszont nem volt megfigyelhető(124). A venetoclaxkezelt betegek 

korai progressziójának kockázati tényezői a fludarabin-refrakteritás, valamint a 

komplex kariotípus. Az általunk vizsgált B2 betegnél szintén a komplex kariotípus 

járulhatott hozzá a korai transzformációhoz és az agresszív kórlefolyáshoz. Továbbá, 

venetoclaxterápia alatti CLL progresszió és RT hátterében számos aberrációt 

azonosítottak, amelyek a BTG1, TP53, CDKN2A/B, SF3B1 és BRAF génekben 

fordulnak elő(193). Legjobb tudásunk szerint napjainkig mindössze egy RS eset 

hátterében azonosítottak rezisztenciát okozó BCL2 mutációt (R107_R110dup),  

az általunk azonosított G101V mutáció a szakirodalomban RS-ben nem, csupán CLL 

progresszió hátterében került leírásra(128).  

 Több eltérés, amelyet CLL mintáinkban azonosítottunk, nem volt jelen  

a kapcsolódó RS mintákban, melynek oka az lehet, hogy a transzformációs potenciállal 

bíró szubklónok növekedési előnyre tettek szert az egyéb szubklónokkal szemben.  

Míg a B3 betegben CLL fázisban azonosított, kedvező prognózissal társuló 13q deletált 

szubklón eliminálódott, a transzformációra hajlamosító SF3B1 K700E mutációt hordozó 

szubklón megjelent az RS fázisban. Továbbá, a jelen tanulmányunkban szereplő összes 

beteg (6/6) hordozott TP53 defektust (17p deléció és/vagy TP53 mutáció formájában), 

körükben a TP53 mutációk változó szubklonális dinamikáját azonosítottuk, 

ibrutinibkezelt CLL-es betegcsoportban tett korábbi megfigyeléseinkhez 

hasonlóan(130). Ibrutinibkezelt betegekben a TP53 mutációk gyakoriak, de nem 

elengedhetetlenek a CLL progressziójának és transzformációjának hátterében, 

különösen akkor, amikor rezisztenciamutáció is azonosítható(177). 

 Tanulmányunk alátámasztja a célzott terápiák talaján kialakuló RS morfológiai 

és molekuláris vizsgálatának jelentőségét. Betegeink mindegyike hordozott legalább 

egy, RT-re hajlamosító eltérést, amelyek megegyeztek a kemoimmunoterápia során 

kialakuló RS kockázati tényezőivel (IGHV-U, sztereotip BCR, TP53 defektus,  
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12-es triszómia, CDKN2A/B vesztés, MYC aberrációk, NOTCH1 és SF3B1 mutációk). 

A BTK és PLCG2 génekben kialakuló rezisztenciamutációk RT-hez vezethetnek, 

viszont asszociációjuk nem olyan kifejezett, mint CLL progressziója, illetve relapszus 

során. Legjobb tudásunk szerint jelen tanulmányban azonosítottuk az első BCL2 G101V 

mutációt venetoclaxkezelt betegben kialakuló RS hátterében(194). 
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VII. KÖVETKEZTETÉSEK 

 

1. Az ibrutinibkezelt CLL klonális evolúciójának vizsgálata során a mutációk 

betegenként eltérő klonális dinamikáját azonosítottuk, a detektált variánsok 

háromnegyede szubklonálisnak bizonyult. 

2. A leggyakrabban mutációt hordozó gének a NOTCH1, az ATM és a TP53 voltak. 

3. Ibrutinibkezelés hatására feldúsultak a BIRC3 és SF3B1 gének mutációi, míg  

a BTK és PLCG2 gének rezisztenciamutációi kizárólag a poszt-ibrutinib 

mintákban jelentek meg, és a CLL progressziójával jártak együtt. 

4. A BTK és TP53 mutációk alternáló klonális dinamikával jellemezhetők, 

ibrutinibkezelés hatására a rezisztenciamutációk megjelenésével párhuzamosan 

eliminálódnak a TP53 mutációi. 

5. A rezisztenciamutációk térbeli heterogenitást mutathatnak, és akár egy évvel a 

klinikai relapszust megelőzően már kimutathatók szenzitív módszerekkel, így 

többféle lokalizációban történő, rendszeres vizsgálatuk kritikus fontosságú a 

későbbi terápiaváltásra való felkészülés szempontjából. 

6. Az ibrutinib/venetoclax-kezelt CLL-es betegekben kialakuló Richter-szindróma 

többségében klonálisan kapcsolt az IGHV-D-J átrendeződés alapján. 

7. A célzott terápiák talaján kialakuló Richter-szindróma esetek mindegyike 

hordozott egy vagy több, transzformációra hajlamosító genetikai eltérést. 

8. A rezisztenciamutációk szerepe kevésbé jelentős a Richter-transzformációban, 

mint a CLL progressziójában. 

9. Venetoclaxkezelt CLL talaján kialakuló Richter-szindrómában azonosítottuk 

tudomásunk szerint elsőként a klasszikus BCL2 G101V rezisztenciamutációt. 

10. A célzott terápiák mellett kialakuló Richter-szindróma morfológiailag sokszínű, 

plazmablasztos limfómát, „null fenotípusú” high-grade limfómát és 

DLBCL/cHL kevert fenotípusú limfómát is azonosítottunk. 
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VIII. ÖSSZEFOGLALÁS 

 

A krónikus limfocitás leukémia (CLL) a fejlett világ leggyakoribb felnőttkori 

leukémiája, amely rendkívül heterogén klinikai lefolyással bír. Az elmúlt évek  

új generációs szekvenálási (NGS) tanulmányainak köszönhetően a CLL genetikai 

hátterét nagyrészt megismertük, viszont az innovatív, célzott terápiák (ibrutinib, 

venetoclax) által indukált genetikai változások felderítése további vizsgálatokat igényel. 

Tanulmányunkban húsz, klinikai vizsgálat keretein kívül a BTK inhibitor 

ibrutinibbel kezelt beteg kezelés előtti és alatti mintáit vizsgáltuk NGS-sel. Kifejezett 

szubklonális heterogenitást és betegenként eltérő mutációs összetételt azonosítottunk.  

A mutációk többsége szubklonálisnak bizonyult, a leggyakrabban mutációt hordozó 

gének az ATM, a TP53 és a NOTCH1 voltak. A CLL progressziójának hátterében a BTK 

és PLCG2 gének rezisztenciamutációit azonosítottuk, két betegben írtunk le új, 

korábban nem publikált BTK mutációt. Az ibrutinibkezelés hatására  

a rezisztenciamutációk feldúsultak, miközben az eredetileg jelenlévő TP53 mutációk 

redukcióját, illetve eliminációját figyeltük meg. A rezisztenciamutációknak az igen 

szenzitív droplet digitális PCR módszerrel történő korai kimutatása előrejelzi a későbbi 

klinikai relapszust, és lehetőséget nyújt a célzott terápiaváltás előkészítésére.  

A CLL-es betegek egy részében agresszív lefolyású, nagysejtes transzformáció 

(Richter-szindróma, RS) lép fel, amely nagy terápiás kihívással és kedvezőtlen 

kimenetellel jár. A kemoimmunoterápia mellett kialakuló RS kockázati tényezői között 

több genetikai eltérés ismert, viszont a célzott terápiák talaján kialakuló RS genetikai 

összetétele számos megválaszolatlan kérdést hordoz. Tanulmányunkban genetikai, 

valamint morfológiai szempontból vizsgáltuk az ibrutinib- és a BCL2-gátló 

venetoclaxterápia mellett fellépő RS-t hat beteg alapján. Az összes esetben 

azonosítottunk legalább egy, RS-re hajlamosító genetikai eltérést.  

A rezisztenciamutációk asszociációja a transzformációval kevésbé kifejezett, mint CLL 

progressziója során. A vizsgált négy esetből három klonális kapcsoltságot mutatott,  

a kedvezőtlen prognózissal járó IGHV-U mutációs státusz mellett. A transzformációt 

morfológiailag elemezve, az esetek felében a leggyakrabban előforduló diffúz nagy B-

sejtes limfóma (DLBCL) morfológiától eltérő szövettani típusokat azonosítottunk, 

valamint tudomásunk szerint elsőként írtuk le RS-ben a BCL2 G101V venetoclax-

rezisztenciamutációt.  
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IX. SUMMARY 

 

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is the most frequent adulthood leukemia in 

the developed countries, characterized by a highly heterogeneous clinical course.  

The genetic background of CLL has been revealed by the next-generation sequencing 

studies of recent years, however, genetic changes induced by new, targeted therapies  

(e.g. ibrutinib and venetoclax) should be further elucidated.  

In our study we analyzed the pre-treatment and post-treatment samples of twenty 

patients treated with the BTK inhibitor ibrutinib outside the setting of a clinical trial. 

Marked subclonal heterogeneity and individual patterns of mutational composition were 

identified. The majority of detected variants proved to be subclonal, with ATM, TP53 and 

NOTCH1 genes being the most frequently mutated. We strengthened the role of ibrutinib 

resistance mutations in BTK and PLCG2 genes in CLL progression, and described two 

novel, previously unreported BTK mutations associated with progression. During ibrutinib 

therapy, TP53 mutations were reduced or eliminated simultaneously with the emergence of 

resistance mutations. The early and sensitive detection of BTK and PLCG2 mutations by 

droplet digital PCR predates the following clinical relapse and gives an opportunity to 

switch therapeutic modalities in time. 

Richter syndrome (RS) means the large cell transformation of CLL, occurring only 

in a small fraction of patients, but leading to aggressive clinical course, therapeutic 

challenges and unfavourable outcome. The genetic risk factors of RS development under 

chemoimmunotherapy is well-known, but the molecular background of RS developing 

during targeted therapies needs to be clarified. We analyzed the genetic and morphologic 

patterns of Richter transformation in six patients treated with ibrutinib or with the BCL2-

inhibitor venetoclax. Genetic lesions predisposing to RS were identified in every case, 

resistance mutations occurred less frequently in transformation compared to CLL 

progression. Three out of four cases with successful analysis of IGHV-D-J rearrangement 

proved to be clonally related and IGHV unmutated, meaning an unfavorable prognosis. We 

detected non-DLBCL morphologic subtypes in 3/6 cases. To our best knowledge, we 

identified the BCL2 G101V venetoclax resistance mutation in RS for the first time.  
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