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Lymphomdak molekuléris patoldgiai diagnosztikaja

A lymphoméak diagnosztikdja és klasszifikacioja az elmult 10 évben jelentésen
atalakult. A jelenlegi osztalyozads az immunfenotipuson alapul, de a molekularis modszerek
egyre fontosabb részét képezik a diagnosztikanak, mert alkalmasak az immunhisztokémiai
vizsgalatok eredményeinek megerésitésere és tovabbi fontos (j adatokkal is szolgalnak. Ma
mar a pontos és megbizhatd patoldgiai diagndzis elengedhetetlen, mert a lymphomaés betegek
szOvettani tipustdl fliggé specifikus terapiaban részesilnek és tulélési esélyeiket alapvetéen az
els6, megfelel6 kezelés hatarozza meg. Tekintettel arra, hogy a non-Hodgkin lymphomék kb.
70%-at a follikularis (FL) és diffuz nagy B-sejtes lymphomak (DLBCL) képezik,
gyakorisaguk miatt nagyobbrészt ezeken a lymphomakon végeztiik vizsgalatainkat.

A follikularis lymphomak komplex diagnosztikaja

A FL-ak a non-Hodgkin lymphomak 30-35%-éat teszik ki a fejlett orszagokban.
Nalunk ez az arany alacsonyabb, intézeti adataink szerint kb. 15-20%, de az arany
egyertelmien emelked6 tendenciat mutat. Célunk volt az Orszagos Onkologiai Intézet
anyagaban 1990-1995 Kkozott diagnosztizalt follicularis lymphoméak attekintése és
Ujraértékelése az Ujabb immunhisztokémiai és molekularis patolégiai modszerek
felhasznalasaval. Az eseteket a korabbi lymphoma osztalyozdsok follikularis lymphomakra
hasznalt szinonimait figyelembe véve valasztottuk ki. Vizsgaltuk a kulénb6z6 modszerek
(klasszikus morfologia, immunhisztokémia, molekuléris patoldgia) diagnosztikus érteket.

Madszerek

Véletlenszertien, 0Osszesen 53, 1990-95 kozoétt follicularis vagy centrocytas,
centroblastos lymphomaként diagnosztizalt esetet vizsgaltunk. Ujraértékeltiik a szovettant. A
sulyossagi fokozat (grade) megadasa az Uj WHO ajanlés, illetve a proliferacios aktivitas
figyelembe vételével tortént.

Immunhisztokémia
Minden esetben elvégeztilk a CD10, CD21, CD23, CD35, bcl-2, bcl-6, Ki-67, p53, cyclin D1,
CD5, CD43 immunhisztokémiai reakcidkat (1. tAblazat)

1. téblazat: Sejtfelszini antigének jellemzé expresszidja, immunhisztokémiai reagensek adatai.
(Szarmazasi hely: CD10 Novocastra, a tobbi antitest DAKO. Az &sszes ellenanyag
monoklonélis volt.)

Antitest tipusa |Jellemz6 expresszio
CD10 FC sejtek, FL
Bcl-2" FC sejtek negativak
CD21,CD35 |FDC héaldzat

CD23 FDC halozat, CLL
Bcl-6 FC sejtek, FL, DLBCL
Ki-67 Proliferacids antigén
P53 Koros p53 fehérje
Cyclin D1 MCL

CD5 MCL, CLL

CD43 MCL, CLL, MZL




Roviditések: FC= normal folliculus centrum; FL= follicularis lymphoma; FDC= follicularis
dendriticus sejt; DLBCL= diffuz nagy B-sejtes lymphoma, CLL= kronikus lymphoid
leukaemia; MCL= kdpenysejtes lymphoma; MZL= marginalis zona lymphoma

“ Csak a reaktiv és daganatos kérdés eldontésében segit. Az 6sszes alacsony malignitasu B-
sejtes lymphomaban és a DLBCL esetekben is megjelenhet.

Az 06sszes immunhisztokémiai reakciét a mintak paraffinos blokkjaibol készilt
metszeteken végeztik el. Az el6hivas standard avidin-biotin és peroxidaz-antiperoxidaz
maodszerrel tortént.

Génatrendezgdés

A DNS izolalast minden esetben archivalt paraffinos blokkokbdl vegeztik. A bcl-2 és az
immunglobulin nehézlanc (IgH) génatrendezédes vizsgalata PCR modszerrel és hagyomanyos
gélelektroforézis vizsgalattal tortént. Ujabban erre a célra kapillaris gélelektroforézist
haszalunk (lassuk még a 4. &brét is).

Eredmények

Az 53 eset revizioja utan 37 bizonyult FL-nak, 11 eset volt DLBCL, tovabba 1
kopenysejtes lymphoma, 1 margindlis zdéna lymphoma, 1 nodularis lymphocyta
praedominancias Hodgkin-lymphoma és 2 reaktiv follicularis hyperplasia kertlt eltlonitésre.
A follicularis lymphomak koézott 14 grade 1, 10 grade 2, 9 grade 3a és 4 grade 3b eset fordult
elo.

Immunhisztokémia
A bcl-2, CD10, bcl-6 és p53 immunhisztokémiai vizsgalatok eredményét a 2. tablazatban
foglaltuk Gssze.

2. tablazat: Az egyes antitestek expresszioja a daganatsejtekben. A szamok a pozitiv eseteket,
illetve ezek szazalékos aranyat mutatjak egy-egy csoporton beldil.

Szovettani tipus Bcl-2 CD10 Bcl-6 P53

FL gradel (14) 12 (85%) 13 (93%) 10 (71%) 0 (0%)
FL grade 2 (10) 9 (90%) 10 (100%) 7 (70%) 0 (0%)
FL grade 3a (9) 8 (88%) 7  (77%) 7 (77%) 1 (11%)
FL grade 3b (4) 2 (50%) 1 (25%) 3 (75%) 1 (25%)
Osszes FL  (37) 31 (84%) 31 (84%9 27 (73%) 2 (5%)
DLBCL (11) 9 (81%) 2  (18%) 7 (63%) 4 (36%)
MCL (1) 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
MZL (1) 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
NLPHL (1) 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%)
RFH (2) 0 (0%) 2 (100%) 2 (100%) 0 (0%)

Roviditések: FL= follicularis lymphoma; DLBCL= diffiz nagy B-sejtes lymphoma, MCL=
kopenysejtes lymphoma; MZL= marginalis zéna lymphoma; NLPHL= nodularis lymphocyta
predominancias Hodgkin-lymphoma; RFH= reaktiv follicularis hyperplasia.

A bcl-2 fehérje expresszidjat a FL-ak 80-90%-aban megfigyeltiik, ami a grade3b
daganatokban csokkent leginkabb. A CD10 expresszio a grade 1-2 esetekben altalaban
kimutathat6 volt, de a grade 3 FL-ekben csokkent, illetve a DLBCL-ek egy részében szintén
megjelent. A bcl-6 antigén az 6sszes follicularis lymphoma tipusban 60-70%-ban, illetve a



DLBCL-ek tobb mint felében volt kimutathato. A kdéros p53 fehérje csak a grade 3 FL-ekben
és néhany diffuz nagy B-sejtes lymphomaban jelent meg.

Minden esetben vizsgaltuk a follikularis dendriticus sejtes halozat jellegét CD21 vagy
CD35 antitesttel. Mig a grade 1-es esetekben a reakcio jol kordlirt volt, a grade 2-3 FL-ekben
feltdredezetteé valt, a diffiz tertletekben pedig sokszor csak kisebb gocokban volt follikularis
dendritikus sejthalézat kimutathaté (3. tablazat). Egyéb elvaltozasokban jellegzetes
dendritikus sejt- elrendez6dés volt megfigyelheto.

Ki-67 markerel a sejtproliferacios aktivitas a gradel-es esetekben mindig 10% alatt, a
grade 2-es FL-ekben 20-30% kozatti volt, a grade 3-as esetekben pedig meghaladta a 30%-ot
(1.4bra).
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1. &bra: A grade 1,2, 3 FL-ekben jellemzd proliferacios aktivitas Ki-67-tel. A. Grade 1 FL
10% alatti proliferacios aktivitas (in situ indirekt immunhisztokémiai reakcié, H. magfestés,
x200). B. Grade 2 FL 10-20% kozotti proliferacios aktivitds (in  situ indirekt
immunhisztokémiai reakcid, H. magfestés, x100). C. Grade 3 FL 30-40% kdzdtti proliferacios
aktivitas (in situ indirekt immunhisztokeémiai reakcio, H. magfestés, x100).

Genatrendezgdés vizsgalata

A DNS izolalas soran 7 esetben nem tudtunk megfelelé minéségii DNS-t nyerni a paraffinba
agyazott blokkokbol (5FL, 1 DLBCL eés 1 reaktiv nyirokcsomd). Az FL-ek 55%-aban volt
bcl-2 génatrendez6dés kimutathatd. Ezen beliil a grade 1-2 esetek 70, a grade 3 esetek 30%-
aban. Az 0sszes grade 3 bcl-2 génatrendezgdest mutatd FL grade 3a tipusi volt. Az
immunglobulin  nehézlanc &trendez6dés vizsgalata sordn haromféle mintazat volt
megfigyelhet6: poliklonalis, poliklonalis hattérben monoklonalis csik és monoklonalis (2.
abra). Az FL-ek 48%-a monoklonalis jellegii IgH génatrendezédést mutatott. A grade 3 és
grade 1-2 FL-ek korulbelil egyenlé aranyban (44-53%) mutattak monoklonalis jellegii
atrendezodést.
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2. abra Bcl-2 (A) és IgH (B) génatrendezsdés jellemzd mintazata follicularis lymphoméakban.
A. A bcl-2 génatrendezédés soran 180-200bp magassagaban latjuk az atrendezédésre
jellemzd csikot. Ritkdn mas tipusl, eltéré hosszlsagu terméket add atrendezddés is
megfigyelhets.

B. Az IgH atrendezddése soran haromféle jellegzetes mintazat lathat6. Monoklonalis (1,7
eset), poliklondlis (2,3 eset), illetve poliklonalis hattérben monoklonalis csik (4 eset).

LegUjabban a généatrendez6dés vizsgalatdra néhany esetben mar a nanotechnoldgianak
szamito Agilent 2100 bioanalyzer tipusu kapillaris elektroforézis modszerét hasznaltuk (3. A
és B abra), amely sokkal jobb felbontést és pontosabb analizist tett lehetéve.
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3. &bra: Az immunglobulin génatrendezédés mintézata az elektroferogramon. A: poliklonalis,
B: monoklonalis
Megbeszelés

Az 53 korabban FL-nek tartott eset szOvettani revizidja soran valtozatos szévettani
szerkezet jelent meg és ezért az Gjabb diagnosztikai modszerekre is sziikség volt. Ez nem
meglepd, hiszen a follicularis mintdzat és a centrocitds, centroblasztos morfologia nem
kizarolag az FL-ek sajatsaga. Az FL-eket a reaktiv follicularis hyperplasiatol, a follicularis
kolonizaciot mutaté alacsony malignitdsi B-sejtes lymphoméktol (CLL, kdpenysejtes,
marginalis zéna lymphoma), a nodularis lymphocyta predominancias Hodgkin-lymphomatol
és bizonyos esetekben a diffuz nagy B-sejtes lymphomaktol kell elkildniteni.
A HE festett metszetek vizsgalata, a morfoldgia alapveté fontossagu, de biztonsagos
differencial diagnosztika csak az immunhisztokémiai illetve részben a molekuléris patologiai
modszerek segitségével lehetséges. A f6 diagnosztikus kritériumok: 1. A klasszikus
morfologiai jelek kozul a legfontosabb a folliculus centrumok strukturjanak felborulasa. A
centrumokban a polarizaltsag eltiinik, nincs vilagos és sotét zona, a ,.tingible body”
macrophagok hianyoznak. Nincs meg a jellegzetes aszimmetrikus kdpeny zéna (4.4bra).




4. abra: A: Reaktiv follikuléaris hyperplasia (HE, x200). B:) és neoplasticus folliculus
szOvettani képe (HE, x100). A reaktiv folliculus centrumok strukturaltak, jol elkilonild
vilagos és sotét zona figyelheté meg, mig a neoplasticus folliculusokban a struktira eltzinik,
monoton sejtproliferacié lathato.

2. Bcl-2 fehérje expresszioja a folliculusokban. 3. Cstkkent proliferacios aktivitas. 4. CD10
pozitiv centrocitak intra- és interfollicularisan. 5. A bcl-2 génatrendez6dés kimutathatosaga
alatamasztja a diagnozist, de énmagaban, egyéb morfologiai jelek nélkil nem diagnosztikus
értéki, hiszen ritkan reaktiv nyirokcsomokban, egeszseges egyenekben is kimutathato.

A ,legfontosabb” antitestek: a bcl-2, CD10, bcl-6, CD21, CD35, és a Ki-67. A bcl-2
expresszié csak a ,reaktiv vagy daganatos” kérdés megvalaszolasaban segithet, hiszen a
legtébb alacsony malignitasd non-Hodgkin lymphomaban kimutathatd. Ugyanakkor a reakcio
értékelésénél tobb dolgot is figyelembe kell venni. A follikulus centrumban talalhaté reaktiv
T-sejtek bcl-2 pozitivak, igy nagy szamuk esetén tévesen pozitivnak nézhetjik a reaktiv
follikulus centrumokat is. Ugyanakkor a FL-ek egy része eleve bcl-2 negativ. A follikulus
centrum eredetet jelz6 CD10 és bcl-6 antitestek a legspecifikusabbak, de ezek expresszidja is
valtoz6. A CD10 gyakran eltiinik a grade 3 FL-ekben. Az immunfenotipus valtozasat
valdsziniileg a transzformalodo follickularis lymphomakra jellemzé fokozott kromoszémalis
instabilitds kovetkeztében kialakuld genetikai eltérések okozzak. A csiracentrum eredet
sejtekbdl kiindulé DLBCL-ek szintén CD10 pozitivak, illetve a bcl-6 fehérje expresszio is
gyakori. A diagnosztikat nagyban segiti a follicularis dendriticus reticulum sejtes (FDC)
haldzat kimutatasa, illetve ennek jellege utal a differencialtsagra is. A grade 2-3 FL-ekben
feltoredezik, transzformécio sordn gyakran el is tinik az FDC hal6zat. A differencial
diagnosztikéaban is egyik legfontosabb segitségiink az FDC haldzat jellege (3. tablazat).

3.tablazat: Az FDC halozat jellege a kulonb6zé B-sejtes lymphomakban.

Elvaltozas tipusa FDC haldzat jellege

Reaktiv FC Jol korulirt, kifejezett

FL, NLPHL Expandalt, laza, noduléris jellegi

Follicularis kolonizaciét mutaté egyéb low |Lehet a FL-hoz hasonléan expandalt, vagy az
grade B-sejtes lymphomak eredeti tliszok helyén maradvany

(CLL, MCL, MZL),

Diffuz névekedést mutato Nincs, esetleg maradvany FC terlletén
CLL/SLL, MZL, DLBCL

MCL Difflz, reticularis

Roviditések: FDC= follicularis dendriticus sejt; FC= folliculus centrum; FL = follicularis
lymphoma; NLPHL = nodularis lymphocyta predominancias Hodgkin-lymphoma; CLL =
kronikus lymphoid leukaemia; MCL = kopenysejtes lymphoma; MZL = marginalis zéna
lymphoma; DLBCL = diffuz nagy B-sejtes lymphoma.

Az FL-ekben, a ritka, teljesen diffz eseteket kivéve, mindig kimutathaté a noduléris
jellegti expandalt FDC halozat. Ugyanez jellemz6é a NLPHL-re és a follikularis kolonizaciot
mutato tébbi alacsony malignitast B-sejtes lymphomara is. Ezekben az esetekben elsésorban
a citomorfoldgia és a CD10 pozitivitas hianya, illetve az 1. tablazatban részletezett jellemzé
pozitiv reakcidk segitenek a diagnosztikaban. A diffaz névekedést mutaté CLL-ben, MZL-
ben, DLBCL-ben inkdbb csak egy-egy maradvany tiszének megfelelé goc lathato, vagy
egyaltalan nem mutathaté ki FDC halézat. Jellegzetes az MCL-ben gyakran megfigyelhet6
diffaz, reticularis jellegi hal6zat, amit a hattérben jelenlévé elszort follicularis dendriticus




sejtek képeznek. A p53 fehérje koros expresszidjat csak a grade 3 FL-ekben és DLBCL-
ekben figyeltik meg. Ez nem megleps, hiszen nagyobb esetszdmot feldolgozd
tanulmanyokban is azt talaltak, hogy részben a grade 3 illetve a transzformalodo FL-ekre
jellemzé a p53 gén mutacidja. A legujabb irodalmi adatok szerint sem a p53 gén mutéacidja,
sem a koros fehérje expresszioja nem jelent egyértelmiien agresszivebb korlefolyast, vagy
gyakoribb relapsust.

A FL-ek sulyossagi fokozatanak megadasa nagy koriltekintest igenylé feladat. A
centroblastok pontos leszamolédsa nehézkes. Ugyanakkor a proliferécids aktivitas vizsgélata,
példaul a Ki-67 pozitiv sejtek aranya jol korrelal a sejtosztodassal eés a centroblastok
szdméval. 10-20% kozotti aktivitds jellemzoé a grade 1, 20-30% kozotti a grade 2 és 30%
folotti a grade 3 elvaltozasokra. A HE festett metszetekben szamolt (becsiilt) centroblast szam
és a proliferacids aktivitas egyuttes értékelése segithet a pontos besorolasban.

Az irodalmi adatok szerint a FL-ek 90%-aban lehet bcl-2 génatrendez6dést kimutatni.
Ebbél az esetek 80%-aban az altalunk is vizsgalt ,,major breakpoint regio”-ra (MBR) esik az
atrendez6dés. A mi eredményeink ettdl jelentésen elmaradnak, hiszen csak az esetek 55%-
aban tudtunk génatrendezédést kimutatni. Vélemenyink szerint ennek oka a fixalasi eljaras
soran degradalodd DNS volt, de az Gjonnan bevezettett kapillaris gélelektroforézis médszer
szintén javithatja a kimutatas érzékenységét. Az immunglobulin nehézlanc généatrendez6dés
soran tapasztalt gyakori poliklonalitas a follicularis lymphomakra jellemzé folyamatos tipusd
szomatikus hipermutacioval is magyardzhatd. Az ép follikulus centrum sejtjeihez hasonléan a
tumorsejtek is reagalhatnak az Gjabb antigénekre, és a fiziologiasan megfigyelheté folyamatos
jellegti szomatikus mutaciot mutatjak. Ez a jelenség intraklondlis heterogenitast okoz, ami
poliklonalis IgH mintazatot ad a teljes tumorszovet vizsgalata soran. A fentiek miatt nagyon
fontosnak tartjuk, hogy haematologiai betegség gyanlja, de optimalis esetben minden
nyirokcsomo elvaltozas esetén friss anyag keriljon —70°C-on mélyfagyasztasra €és hosszu
idejii tarolasra szovetbankban. A molekularis patologiai vizsgalatok eredmenye ugyanis
sokkal megbizhatdbb lesz, ha az fixalatlan mintabol torténik.

Az 53 beteg szdvettani mintainak revizioja utan azt mondhatjuk, hogy az esetek 90%-
aban a morfoldgia és az immunfenotipus vizsgalata elegendé volt a pontos diagndzishoz. A
tévedéshez legtdbbszor egyes immunhisztokémiai reakciok hianya, illetve az elvégzett
immunhisztokémiai reakcidk technikai vagy értékelésbeli hibdja vezetett. A biztonsagos
diagnosztika elengedhetetlen feltétele volt a megfelelé kontrollok (laboratériumunkban ép
tonsilla) segitsegével optimalizalt immunhisztokémia. Az esetek 10%-aban ugyanakkor dénté
jelentésegti volt a bcl-2 vagy az immunglobulin nehézlanc généatrendezédés vizsgalata.
Hangsulyozni szeretnénk, hogy ugyan a diagnosztikdban csak 10%-ban volt szilkség a
génatrendezédes vizsgalatara, ennek viszont donté jelentésége van a betegek kovetésében, a
minimalis rezidudlis betegség, illetve a korai relapszusok kimutatasaban.

Végil ismételten a pontos szovettani diagnozis fontossagara szeretnénk felhivni a
figyelmet, mivel a relative hosszu korlefolyas miatt a diagnosztikus tévedések késon, illetve
néha nem is dertilnek ki. A jelenlegi terapias kdvetkezményeket figyelembe véve fontos a
follicularis lymphomanak az egyéb alacsony malignitasi lymphomaktdl valo elkilonitése, a
pontos grade megadasa, hiszen a grade 1-2 és grade 3 follicularis lymphoméak eltéro
kezelésben részesiilnek. Eppen ezért nagyon lényeges a magas malignitasi lymphomaktol
vald elkilonités is, mert a de novo diffaz nagy B-sejtes lymphomak kezelésre adott valasza és
ebbél kdvetkezéen prognozisa kedvezébb, mint a grade 3, illetve transzformalddo follicularis
lymphomakeé.

Diffaz nagy B-sejtes lymphomak aberrans somaticus hypermutacioja
A diffGz nagy B-sejtes lymphomak morfoldgiailag és klinikailag jol elkulondilé
csoportjat a primer mediastinalis nagy B-sejtes lymphomak képezik. Ezen daganatok sejtes



eredete vita targyat képezi az irodalomban. Az eddig végzett vizsgalatok egy része a
daganatsejtek germinalis centrum eredetét tadmasztotta ald. Az Ujabb génexpresszids
vizsgalatok részben a Hodgkin lymphomakhoz hasonlé expresszids profilt mutatnak. A diffuz
nagy B-sejtes lymphomakban mostandban leirt, genetikai instabilitast okozd elvaltozas az
aberrans somaticus hypermutacio (ASHM). Az ASHM a fizioldgias szomatikus hypermutacio
hibas miikodése soran alakul ki és az agressziv B-sejtes lymphomak mintegy 50%-aban
megfigyelhets. A SOTE |. Patholdgiai és Kisérleti Rakkutatd Intézetével kooperacidban
mediastindlis lymphomakban vizsgaltuk az ASHM jelentéségét. A vizsgalatok a c-myc, PAX-
5, RhoH proto-onkogénekben az ASHM gyakori jelenlétét mutattdk, ami az ASHM
jelentéségét jelzi ezen lymphomak kialakuldséban. Ez alapjdn a mediastinalis nagy B-sejtes
lymphoma inkabb az agressziv B-sejtes lymphomakhoz kdzel allénak tarthato.

Gyomor MALT lymphoméak: FISH modszer alapu diagnosztikus algoritmus

A gyomor MALT lymphomaja egy baktérium, a Helicobacter pylori (H. pylori)
fertézes hatasara kialakuld indolens lymphoma. Erre szamos bizonyiték van: (1) H. pylori
Kimutathaté a legtébb MALT lymphomaban. (2) Epidemioldgiai vizsgélatok szerint ott
magasabb a MALT Ilymphoma aranya, ahol a H. pylori fert6zés gyakoribb. (3)
Esettanulmanyokban bizonyitottdk az el6zetes fert6zésnek a lymphoma kialakulasaval valo
Osszefliggeseét. (4) MALT lymphoma B-sejt klénok kimutathatok a megel6z6 chronicus
gastritisben. (5) In vitro kisérletekben MALT lymphoma sejtjeinek névekedése kivalthatd
hokezelt baktériumokkal. (6) H. pylori eradicatio az esetek 50%-aban a lymphoma
regressziojahoz vezet.

A MALT lymphoma kialakulasanak genetikajarol szamos ismerettel rendelkeziink. A
kronikus H. pylori fert6zés hatasara kialakuld immunvalasz sordn poliklonalis jellegti B-sejt
proliferacio indul el. A gyomorban a bél Peyer plaque-jaival analdg szerzett mucosa asszocialt
lymphoid szovet (MALT) alakul ki. A perzisztadlé lymphoid proliferacio soran fokozott
genetikai instabilitas kovetkeztében kialakuld kromoszéma-triszomiak (3, 12, 18) és
transzlokaciok kovetkeztében elészor korai, H. pylori dependens, majd H. pylori independens
MALT Ilymphoma alakul ki. A dependens formak antibiotikus kezeléssel, a baktérium
Kipusztitasaval visszafejlesztheték, mig az independensek esetében ez a kezelési mdd
vezetnek. Ezen genetikai karosodasok kozil tobb, a MALT lymphomak bioldgiai viselkedését
meghatarozo transzlokacié ismert. A t(11;18)(q21;921)/API2-MALT1 transzlokacié az esetek
mintegy 20-25%-aban mutathatd ki. E transzlokéaciét hordozd lymphomék H. pylori
independensek, gyakorlatilag soha nem transzformalédnak high grade lymphomakka,
ugyanakkor a mucosalis disszeminacié gyakori. A szinten H. pylori independens
lymphomékra jellemz6 t(1;14)(922;932)/IgH-bcl-10, a t(14;18)(gq32;921)/IgH-MALT1 €s a
t(3;14)(p14.1;932)/IgH-Bcl-6 traszlokaciok esetében gyakori a high grade transzformacio.
llyen esetekben az 1. kromoszoman lévé Bcll0 génfehérje termékének koros expressioja
utalhat a transzlokacio jelenlétére. Ugyanakkor a jelenleg rendelkezésre allé antitestek nem
elég megbizhatdak. Eppen ezért kezdtilk vizsgalni egyes transzlokaciok jelenlétét szovettani
diagnosztikara bekuldott MALT lymphomékban. FISH modszeren alapuld diagnosztikus
algoritmust dolgoztunk ki, amelynek segitségével informécidt nyerhetiink a gyomor MALT
lymphomak esetében a varhato terapias hatasrol, illetve a varhato biologiai viselkedésrol.

Modszer

A FISH vizsgélatokhoz IgH és MALT1 split probakat (DAKO) hasznéltuk. A
probakat el6szor paraffinos rutin szovettani metszetbdl izolalt sejtmagokon teszteltik. (A
sejtmagizolélast megfelelé emésztési id6, homérséklet, emészté enzim tipusanak kivalasztasa
és Millipore 50 pérusméretii sziir6 beallitasaval valositottuk meg). Ezt kdvetéen a modszert



lenyomati keneteken is beallitottuk. A reakciét a DAKO Histology FISH accessory kit
(K5599) eljarasi utasitasa alapjan végeztik. (Az eljarast részletesen nem ismertetjik,
minddssze néhany praktikus megfigyelésiinket emlitjuk meg. A mintékat kit-beli Pre-
treatment oldattal 98-99°-on 10 percig érdemes el6-denaturalni. A pepszin emésztésnél fontos
a megfeleld hdmérséklet (37 °C) és a nedves kornyezet biztositasa, tovabba a szévetmintatol
fliggé egyedi emésztési id6 beallitasa. A proba és a minta egyittes denaturacioja ,,hot plate”-
en 85 °C-on 5 percig nedves kamraban torténik. A hybridizacios reakcio éjszakan at 45 °C-on
sOtétben torténik. A DAPI magfestéshez antifade-del kell6képpen higitott megfelel
E 80 fluorescens mikroszkopon detektaltuk. Az un. split prébak esetén ha nincs transzlokacid,
a két jelolt (piros és z6ld szint fluorescens festék) egymas kdzelében Iévé szakasz sarga szinii
jelet eredményez, transzlokécional ezek a szakaszok tavol keriilnek egymastdl, igy sarga
szignal helyett 1 vagy 2 piros ill. z6ld szignalt lattunk.

Eredmények

Harminc gyomor MALT lymphomat vizsgéalva 4 esetben a Bcl10 fehérje fokozott

expressiojat mutattuk ki. Az IgH split probaval 6 esetben tudtunk transzlokaciét detektalni,
amibdl 2 eset mutatta az AP12-MALT1 transzlokaciot.
Az IgH ,,split”, azaz hasadd proba segitségevel az antibiotikus kezelésre nagy valoszintiséggel
nem reagald esetek kisziirheték, mivel a 14-es kromoszomén elhelyezkedé immunglobulin
nehézlanc gén a H. pylori independens MALT lymphomakban szinte az 0sszes eddig
megismert transzlokacio egyik partner génje. Az API2-MALT1 transzlokécié kimutatasaval
pedig a magas malignitast transzforméciora val6 hajlamot sziirhetjiik ki. igy a terapias dontés
meghozatalahoz fontos tovabbi informécidval jarul hozza a vizsgélat.

Korai esetekben, IE1 stadiumban, ha IgH és API2-MALT1 transzlokacio nem
mutathato ki, a H. pylori eradicatio altaldban hatdsos. Antibiotikus kezelés hatastalansaga,
IgH illetve API2-MALT1 transzlokacié jelenléte, illetve 1IE2-1V stadium esetében
kemoterapia illetve kemoterapia és sugarkezelés a valasztando terapia.

Follicularis lymphoma csontvelé infiltratuméban klondlis szelekcié vizsgalata

A SOTE Isz Pathologiai Intézetében Dr Matolcsy Andras munkacsoportjaval
kooperéacidban végzett munka. Osszehasonlitottuk 21 beteg primer nyirokcsomé elvaltozasat
és csontveldi infiltratumat morfoldgiai és immunhisztokémiai jellemzoik alapjan. Harom
esetben az immunglobulin nehézlanc variébilis régidjanak szekvencia analizise segitségével
elkészitettilk a nyirokcsomoi illetve a csontvel6i tumor klonok csaladfajat. Ezen vizsgalatok
eredménye azt mutatta, hogy kilonb6z6 sejtklonok népesitik be a nyirokcsomot és csontvelét.
A csontvel6 infiltracid a klonalis evolucid eltéré pontjan jelenik meg. A korai tumoros klénok
leszarmazottjai mutathatok ki a csontvelében. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a
follicularis lymphoméak csontvel6i infiltrcidja sordn a tumorsejtek intenziv klonalis
szelekcion mennek at. A csontvelében a nyirokcsomo germinalis centrumjaihoz hasonld
mikrokdrnyezet alakul ki és a tumorsejtek megé6rzik a folyamatos tipusi somaticus
hypermutacio képességét.

Minimalis rezidualis betegseg kimutatasa follikularis lymphomas betegekben

Az alacsony malignitdsu FL-akat klinikailag hosszu korlefolyas jellemzi tobbszori
kiGjulassal. Altalaban hagyomanyos kezelési modokkal komplett klinikai remisszio ritkan
érhet6 el, inkabb sokszor stationer allapotban van a betegség. Ha mégis sikeriil komplett
klinikai valaszt elérni az a beteg szamara jobb progndzist jelent. A betegség soran relapsus a
maradvany keringé tumorsejtekbol alakul ki. Irodalmi adatok szerint, amikor nem tudunk
molekularis modszerekkel daganatsejteket kimutatni, tehat an. molekularis remisszidban van



a betegség, az hosszabb relapsus mentes tulélest jelent, illetve, ha mégis kiujul a betegség az
mar molekuléris szinten a Klinikai tlinetek megjelenése el6tt kKimutathato.

A minimalis rezidualis betegség (MRB) altalanos fogalma alatt a klinikailag komplett
remisszioban meglévé kisszamu tumorsejtek jelenlétét értjik a csontvelSben, vérben vagy
nyirokcsomoban. A MRB vizsgalatdban klinikai problémat jelent, hogy tulélésre vonatkozo
hatasa kevésbé ismert, relative kevés a nagyobb klinikai tanulmany és az MRB kimutataséara
alkalmazott technikak sokfélesége miatt nehéz az egyes tanulmanyok Osszehasonlitasa. Az
eddigi adatok féleg a MRB prognosztikai jelent6ségére utaltak. Az MRB kimutatasahoz a
tumorsejtek alacsony szama miatt érzékeny maodszerre van sziikség. FL-ak esetén leginkabb
specifikus a BCL-2 transzlokécié kimutatisa, amely az esetek 75-80%-ban jelen van. A
technikai nehézséget vegsé soron az okozza, hogy a csontvelé biopszia megterhel6 a beteg
szdméra, a periférias vérben pedig nagyon kevés a keringé tumorsejt, vagyis a folyamatos
monitorozashoz nincs ideélis minta. A legtdbb eddigi tanulmany féleg a csontvel6 vizsgalatan
alapult, kevés a periférias vérbol vegzett vizsgalat. A fent emlitett nehézségek miatt az alabbi
célt ttztuk Ki: sajat erzékeny, specifikus és jol reprodukalhatd modszert dolgozunk ki, ami
bcl-2 transzlokacid kimutatasan alapul és ennek segitségével keressiik follikularis lymphomas
betegek periférias vérében kering6 daganatsejteket az MRB meglétének igazolasara.

Betegek és Modszerek

A mddszertani cikkiinben (Csernék et. al, Haematologica, 91:858-859, 2006) 29 beteg
107 periférids vermintdjat, 6 csontvelé6 és 29 nyirokcsomO mintajat dolgoztuk fel. A
lymphocytékat Biocoll oldattal szeparltuk, majd ebbdl DNS-t izol&ltunk. Az izolalt DNS
minbségét B-globin reakcioval ellenériztiik, majd elvégeztik a BCI-2 transzlokacio
vizsgalatadt a major breakpoint (mbr) és minor cluster (mcr) régiokban Ezeken a helyeken
torik el ugyanis leggyakrabban a BCL-2 gén és transzlokalddik a 14-es kromoszoman 1évé
imunnglobulin nehézlanc régidjahoz (t(14;18), és az itt 1évé promoter szekvencidk a Bcl-2
fehérje folyamatos expressziojat okozzak. Ezekre a toréspontokra, és az Ig nehéz lanc gén J
régiojanak konszenzus szekvenciajara terveztiink primereket és probékat (4. tablazat).

mrp 5'-TgT gTT gAA ACA ggC CAC gTA A-3'LC705
mbr2IF |5-TTT gAC CTT TAg AgA gT--1 -TgC-3'

Bcl-2 MBR | IgJH2 |5'-ACC TgA ggA gAC ggT gAC-3'

mcrR | 5-ACC TgA ggA gAC ggT gAC C-3'

mcriF |5-TAT CCA gAg CAg CAg ACC-F1-TTg-3'
Bcl-2 MCR |mcrP | 5'-AAg gAA gCC Agg gAA ACA TTA A-3'LC670

4. tblazat: A Bcl2 traszlokacidt kimutatdé PCR primerek és probék szekvenciai.

Valésideju kvantitativ PCR eljards sordn a belsé jeldlésti primer fluorescens festéke az elsé
amplifikaciés ciklus utan beépll az 0] szélba, amelyhez a kovetkezé ciklusban
hozzékapcsolddik az ugyancsak fluorescens festékkel jelolt proba. A két festék kdzott
gerjeszté fény hatasara energia transzfer alakul ki, amelynek a fényemisszigjat detektaljuk. A
szekvencia specifikus proba elénye, hogy a reakci6 soran csak a specifikus termékeket tudjuk
Kimutatni.

A vérben keringdé tumorsejtek mennyisegi meghatarozasara egy Bcl2 transzlokaciot
tartalmazd ismert tumorsejtvonalbol szarmazé DNS mintabdl higitasi sort készitettiink és
ennek segitségével meghataroztuk az altalunk preparalt ismeretlen Bcl2 pozitiv minta DNS

- sz

2 tumorsejtet is ki tudtunk mutatni.



Eredmények

Eredményeink szerint az 0sszes minta 16%-aban volt t(14;18) pozitiv sejt. Azt
talaltuk, hogy a csontvels pozitivitds mindig periférias vér pozitivitassal jart egyutt. Osszesen
11 esetben tudtunk kimutatni Bcl-2 transzlokéciot hordozo sejteket a periférias vérben ill. a
csontveldben. Ezekben a mintdkban olvadaspont analizis segitségével megvizsgaltuk, hogy a
periféridn keringé Bcl-2 transzlokaciot hordozo sejtek azonosak-e az eredeti nyirokcsomaéban
lévé daganatsejtekkel. Mivel a DNS fragmentumok olvadaspontja fligg a GC tartalom %-0s
aranyatol és a bazishossztol, a kilonbozé kis variaciot mutatd (egyedi) transzlokaciok
elkilonithetok egymastol. Eredményeinket szekvencia analizissel is igazoltuk.

Nyolc betegnél a csontvelében és vérben keringé daganatsejtek minden tekintetben
azonosak voltak, 3 esetben a vérben keringé lymphoid sejtek Bcl2 transzlokacioja a
nyirokcsomoban l1év6 primer daganat sejtjeitol eltért (5. abra) .
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5. abra: Két eset olvadaspont és szekvencia analizise. A nyirokcsomdbol és periférias vérbdl
szarmazd mintdk PCR termékeinek olvadaspontjai a felsd képen megegyeznek, amelyek
azonos tumorsejt klonra utalnak, az alsé abran az eltérs olvadaspontok pedig a nyirokcsomo-
ban 1évé tumorsejt klontdl eltérd Bel-2 transzlokacid jelenlétét mutatja a periférias verben.

Azokban az esetekben, ahol a nyirokcsomdban és vérben meglevé t(14;18) pozitiv
klonok eltéréek voltak, vagyis nem volt MRB kimutathatd, a beteg remisszidban vagy
stacioner allapotban volt és progresszié nem volt megfigyelheto.

Az éltalunk kidolgozott val6s idejii PCR standardizalhatd, minéségi és mennyiségi
meghatarozasra alkalmas modszer. Mar 1-2 keringé tumorsejt kimutathatd, segitsegével a
terapias valasz jol nyomon kovethets. A follikuléris lymphomas betegek periférids vérében az
eredeti klontdl eltéré Bcl-2 transzlokaciok is kimutathatdk, aminek kovetkeztében kiegészité
maodszerekre van sziikség, hogy a betegséggel 6ssze nem fliggé transzlokaciokat kizarhassuk
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és ne tegylk ki a betegeket felesleges kezelésnek. Ennek kimutatasat olvadaspont analizissel
végeztik el, ami l1ényegesen egyszeriibb a szekvencia analizisnél.

A fent bemutatott vizsgalatokat az elmult évben tovabbi nagyszami adattal
egészitettilk ki, amelyeket BMDP Vers. PC90 statisztikai software-vel analizaltunk. Osszesen
298 periférias vérmintajat, 68 nyirokcsomo és 23 csontvel6 mintajat dolgoztuk fel. Azt
talaltuk, hogy vérben keringd daganatsejtek megjelenése nem fligg a klinikai stadiumtol (P =
0.6393), a szOvettani diagnozissal es gradinggel sem volt szignifikans 6sszefiiggés (P =
0.1382), de a Bcl2 transzlokécidt mutatd vérben kering6é daganatsejtek legtobbszor a grade 1-
2 FL-k mellett voltak kimutathatok. Szignifikans 6sszefliggést talaltunk 298 beteg aktudlis
Klinikai statusa és a vérben keringé daganatsejtek megjelenése kozott (5. tablazat). Az 6sszes
vizsgalt beteg vérmintajanak 5 %-aban talaltunk vérben keringé daganatsejteket. Ezekben a
Bcl2 transzlokécio tipusa megegyezett a primer tumoréval.

Daganatsejtek | Stacioner Komplett Részleges Relapsus Progressio d
; ; I 9 A o sszesen
a vérben allapot remissio remissio kezelés utan | kezelés nélkil o
% % % % % 0
Vannak 2.0 0 0.9 1.3 0.8 5.0
Nincsenek 11.4 590.1 10.4 9.1 5.0 95.0
Osszesen % 13.4 59.1 11.3 10.3 5.8 100.0

5. tablazat: Osszefiiggés a vérben keringd daganatsejtek jelenléte vagy hianya és a FL-as
betegek aktualis klinikai allapota kozott. P = 0.0016

Az irodalomban ismert — és mi is megfigyeltik — a primer lymphoméval nem
azonos transzlokaciot mutatdo lymphoid sejtek jelenlétét a vérben, amelyek kilonb6zé
okokbol, esetleg elézetes kemoterapia hatasara alakulnak ki és nem tekinthetok
daganatsejteknek. Felismerésiik azért fontos, mert jelenlétuk fliggetlen a daganatos
folyamattol és nem szabad a molekuléris stadium-meghatarozasnal figyelembe venni 6ket.

Eredményeinket 0sszegezve elmondhatjuk, hogy a MRB vizsgalatanak indikacioi
lehetnek a terapias érzékenység mérése, (j terapias eljarasok esetén tumor ellenes aktivitas
meghatarozasa valamint a relapsus veszély korai Kisztirése. Az A&ltalunk Kifejlesztett
technikakkal a minimalis rezidudlis betegség kimutatasa a staging és a betegkdvetés rutin
részévé valhat. A jelenleg érvényes protokollok szerint FL-ban kimutatott MRB nem
rutinszerii eljarés, ezert terapias kovetkezménye sincs. Tovabbi klinikai vizsgalatok
szlikségesek ahhoz, hogy az MRB kimutatasanak valodi klinikai jelentéségét meghatarozzuk.
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