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A minimalis rezidualis betegség a tumoros
elvaltozasok — lymphomak (példaul
follicularis lymphoma) vagy szolid tumorok —
kezelése utan visszamaradt, daganatos sejtek
minimalis jelenlétébdl fakado relapsusok
veszélye miatt igen jelentds problémat okoz a
gyakorlati betegellatasban. A follicularis
lymphomak dontd tébbségét karakterizald
t(14;18) kromoszéma-transzlokaciénal a bcl-2
gén transzlokalodik a 14-es kromoszoman
elhelyezkedd immunglobulin nehézlanc
kapcsol6 régidjahoz. Ennek kdvetkeztében
megvaltozik a bcl-2 gén expresszidja, mely a
sejt apoptotikus folyamatainak gatlasaval
lymphoma kialakulasahoz, illetve annak
fenntartasahoz vezethet. A follicularis
lymphomaban szenvedd betegek radio-, illetve
tudni, hogy a transzlokéciét hordoz6 sejtek
eltintek-e a periférias vérbal, illetve a
csontveldbdl, vagy minimalis rezidualis
betegséggel kell szamolnunk. ,, Nested-PCR”
alkalmazésaval mar 10° sejt koziil egynél is
kimutathat6 a transzlokécid, s igy ennek a
modszernek az alkalmazéasaval a kezelés
eredményességét kontrollalhatjuk:
megerdsithetjik a remisszid bekdvetkezéset,
tovabba a hagyomanyos diagnosztikai
modszereknél el6bb jelezhetjik a
relapszusokat. A betegek kdvetésénél szerzett
tapasztalataink azt mutatjak, hogy a PCR-
technika eredményei jol korrelalnak a

Detection and diagnostic value of
t(14;18) translocation in minimal
residual disease of the follicular
lymphoma

The minimal residual disease is important
in several malignant diseases, such as in
hematopoietic malignancies (e. g. in
follicular lymphoma) or in solid tumors,
due to the presence of a tumor burden
following a treatment of these diseases. In
case of t(14;18) chromosome
translocation, which characterizes most of
the follicular lymphomas, the bcl-2 gene
translocates to the joining region of the
immunglobulin heavy chain of
chromosome 14. The expression of bcl-2
gene alters due to the translocation, and
this change results in the inhibition of
cellular apoptotic processes, and in turn
these series of events may finally lead to
the development of lymphoma. It is
inevitable to learn the results of radio-
and/or chemotherapy, i. e. whether the
translocation-bearing cells disappeared
from the lymphocytes of peripheral blood
as well as from that of bone marrow, or
we have to take into account the minimal
residual disease. Using nested-PCR one
can detect the translocation in 1 out of 10°
cells, this way the results of the treatments
can be controlled: one can establish the
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hagyomanyos modszerek kovetkeztetéseivel.
Ugyanakkor az egészséges donorok és egyes
betegségtipusokban szenvedd betegek
periférias lymphocytaiban is kimutathatok
t(14,18) transzlokaciot hordozé sejtek —
anélkul, hogy ez lymphomaval jarna egyutt — ,
mely a follicularis lymphoméaban szenvedd
betegek csontvelGi kontrolljanak fontossagat
hangsulyozza. Az egyre fejlettebb
technikakkal lehetdvé valik a minimalis
rezidualis betegség detektalasa, igy kulénbdzd
malignus betegségek diagndzisa, a minimalis
rezidualis betegség kezelése és kimenetének
megitélése is egyre konnyebb lesz.

Kulcsszavak: follicularis lymphoma, t(14;18)
transzlokécid, minimalis rezidudlis betegség

emergence of remissions; and the relapses
could also be detected earlier than by
using conventional diagnostic methods.
Our experience, yielded by the follow up
studies of follicular lymphoma patients,
shows that the results of PCR detection
correlate excellently with the conclusions
of other diagnostic techniques.
Nevertheless, the t(14;18) translocation-
bearing cells can also be detected in
peripheral lymphocytes of healthy donors
as well as in that of different diseases of
other types than lymphoma, but not in
bone marrow. Therefore we emphasize the
importance of the translocation-detection
in the bone marrow of the patients of
follicular lymphoma. More and more
advanced techniques have made it
possible to detect the minimal residual
disease, this way it will be easier to
diagnose and to predict the outcome of
different malignant diseases.

Key words: follicular lymphoma, t(14;18)
translocation, minimal residual disease

A hematopoetikus eredet(l daganatok és szolid tumorok (29) kezelését kévetden minimalis
mennyiséga, elvaltozast hordozo sejtek maradhatnak hatra a remissziot kovetden is, mely
mint minimalis rezidudlis betegség (MRD) (14) megndvelheti a relapszusok veszélyét,
ronthatja a betegseg gyogyitasanak esélyet. Legtobbszér ALL-lel, AML-lel és CML-lel
osszefliggesben beszélnek MRD-rdl, de sok méas lymphoproliferativ szindrémanal is fontos
szereppel birhat, igy példaul a follicularis lymphomaban is (5, 9, 15, 18). Az MRD
kimutatasara szamos technikai megoldast kidolgoztak, példaul FISH-technika tobb verziojat
(10, 26, 33), flow citometriat (8, 20), de alkalmaznak immunoldgiai modszereket (6) vagy
elektroforézist is (38). Mindemellett azonban a polimeraz lancreakcio technika (PCR) tlnik a
legmegfeleldbbnek (28), hiszen rendkivil specifikusan és nagy érzekenységgel lehet
alkalmazni. Legtobbszor csontveld és periférias vér a vizsgalat targya (18), de cerebrospinalis
folyadékbdl is végeztek mar MRD-kimutatast (12). A minimalis rezidualis betegség jelzése
jelentds a malignus elvaltozasok kezelése miatt, de fontos szereppel bir vértranszfuzié esetén
(13) vagy példaul csontveld-atiiltetésnél is (16). A minimalis rezidualis betegsegrol tovabbi
informéacidkat az ezzel foglalkozo cikksorozatunk el6zd kozleményeibdl is kaphatunk

(peldaul 24).

Jelen munkénkban a follicularis lymphomaban jelentkezd minimalis rezidualis betegség
detektalasaban elért eredményeinket mutatjuk be. A non-Hodgkin lymphomak legnagyobb

hanyadat kitevd follicularis lymphoma jol jellemezhet6 a t(14;18) kromoszoma-transzlokécio
jelenlétével a betegek csontveldi lymphocytaiban, de meg kell jegyezni, hogy a transzlokacio
jelenléte nem 100%-0s (30). A transzlokacio soran a 18-as kromoszoman (18q21.3)

elhelyezkedd bcl-2 gén atkertl a 14-es kromoszéma immunglobulin nehézlancanak kapcsolo
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régiojaba (14932.3). A transzlokéciénak 3 fo tipusa ismert (1. &bra), mely kozul az mbr-tipus
jelentkezik az esetek dontd tobbségében (34). Az mbr-tipusu transzlokéaciot ,, nested”
polimeraz lancreakcio (nested-PCR) segitsegével mutatjuk ki a periférias vér és a csontveld
lymphocytaibol. Munkank soran follicularis lymphomaban és Sjogren-szindromas betegekben
kovettlk a transzlokacio megjelenését és eltinését a radio-, ill. kemoterapiat kdvetden.

1. abra: A bcl-2 gén fuzidja az
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Betegismertetées és modszerek

A follicularis lymphomas betegeket a Semmelweis Korhaz-Rendeldintézet I1. Belgyogyéaszati
és Hematologiai Osztalyan kezelik, részletes esetleirasuk el6z kozleményeinkben mar
megtortént (34, 36), mint ahogy radio- és kemoterapiajuk is leirasra kerdlt.

A Sjogern-szindromas betegek a DEOEC I111. Belgyogyészati Klinika gondozottai (31, 37).

A nested-PCR kimutatast az alabbiak szerint végeztiik (30-31, 34-35). A betegek periférias
vérébdl és/vagy csontvelejébdl standard Ficoll-gradiens centrifugélassal izolaltuk a
lymphocytakat. A DNS-t vagy proteinaz K emésztéssel vagy CsCl-gradiens modszerrel
szeparaltuk az izolalt lymphocytakbdl. A PCR amplifikaciot 1 pg DNS-b6I vegeztik 25 pl
végtérfogatban, Amplitaq (Boehringer) polimerazzal, Perkin EImer 9600 PCR-készulékkel.
El6sz0r egy kiilsd primer parral erdsitettiik a két gén csatlakozasi helye koruli néhany szaz
bazisparnyi szekvenciat, majd a kulsd primerektdl beljebb elhelyezkedd ,, bels6” primerekkel
az amplifikalt DNS-eket tovabb szelektaltuk, illetve erdsitettilk. Az erdsités ciklusai: 94 °C,
15"; 55 °C, 30"; 72 °C, 30" voltak. Az elsd 30 ciklust a kovetkezd kiilsé primerekkel
végeztik: mbrl: 5 - AAATCTATGGTGGTT TGACCTTTAGAG -3’ (abcl-2 mbr
régidjanak primere), J: 5° - AACATGGTCCAGTCCGCCAGGTC -3’ (az immunglobulin
primere). A kovetkez0 erdsités 30 ciklusaban pedig az alabbi belsd primereket hasznaltuk:
mbr2: 5° - GAGTTGCTTTACGTGGCCTGTTTC -3° (mbr primer); JCO1: 5* - (AT) (TA)
CT (TC) ACCTGAGGAGACGGTGACC -3 (az immunglobulin J exonok konszenzus
primere) az els6 reakciobol kivett 0,5 pl mintabdl. Az erBsités eredményét 3%-0s agaroz-
geélen elektroforézissel, majd az azt kbvetd ethidium-bromidos festéssel tettik lathatova UV-
fényben. A fényképfelvétel Polaroid kameraval késziilt.

Eredmények
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A 2. abra szemlélteti 5 kiilonb6z6 beteg szeparalt DNS-ébdl erdsitett transzlokacios részt.
Ezek mintegy 100- 300 bazisparnyi DNS-darabok, melyek a bcl-2 gén és az immunglobulin
gén egy-egy darabjat tartalmazzak a csatlakozasi pont kbrnyezetében. Ezen darabok
specifikus transzlokacids termékek, ahogy azt el6zd munkainkban ismertetett szekvenalasi
eredmeények alatdmasztjék (30, 34). A nested-PCR alkalmazésanak kdszénhetden mar egy
transzlokéci6t hordoz6 sejt is észlelhetd a mintegy 10° sejt koziil. Minél erdsebb az
amplifikalt sav, annal tobb transzlokaciot hordozo sejt talalhat6 a beteg lymphocytéi kozott.
Igy a 3-as beteg vérében joval tobb t(14;18) transzlokéciot hordozd lymphocyta van, mint a 4-
es esetében. Ez utdbbinal kezd egy kb. 500 bp-nyi aspecifikus sav megjelenni. Minél
kevesebb a transzlokaciot hordozo sejtek szama (az annak megfeleld DNS), annal gyengébb a
pozitiv jel (3. &bra, 5-0s oszlop) és erdsodik fel a negativ mintdnak megfeleld sav (3. &bra, 4-
es oszlop). A mutatott képek azonban csak szemikvantitativ megkdzelitést tesznek lehetdve.

2. &bra: A t(14;18) transzlokacio
kimutatasa PCR-rel

5 kllonb6zd esetben més és més helyen
torténtek a torések, ami a felerdsitett fGzios
génszakasz hosszabdl is latszik

F = FX174 DNS marker; 1- 5
transzlokacio-hordozé betegek; P = PUC 18
DNS standard

3. dbra: Kvantitativ eltérések a t(14;18)
transzlokacié mértékében

1 és 8 DNS standardok bazisparban; 2— 7
kilénb6zo betegekben detektalt
transzlokacio. A 4-es esetben biklondlis
transzlokaciot észleltiink, az 5-0s eset a
negativ mintat mutatja. A 6-os esetben mar
észlelhetd a negativ sdv megjelenése az igen
gyenge pozitiv sav felett kb. 500 bp-nél

A 4. abra szemlélteti a follicularis lymphomas betegek radio-, ill. kemoterapiaja soran kapott
eredmeényeket. Az 1-es beteg esetében jol lathato a kezelés el6tti periférids vér- és csontveld-
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pozitivitas, mely a kezelések utan negativ lesz. J6 egy év mulva azonban relapszus kdvetkezik
be, mely utan a transzlokacidt hordozo sejtek mar csak a periférias vérben mutathatdk ki, de
ott még jelen vannak. Ez kedvezdbb progndzisu, mint példaul a 4-es beteg esetében, ahol a
periférias vér lesz negativ, de a csontvel6i lymphocytak tovabbra is transzlokaciot hordozé
lymphocytékkal terheltek. A jelzett elhaldlozasok nem fliggenek 6ssze a detektalhato6
transzlokéacios sejtek jelenlétével, sokkal inkdbb a beteg altalanos allapotanak
kdvetkezmenyei vezettek a beteg elvesztéséhez (35). A Sjogern-szindrémas betegek esetében
még nem beszélhetiink follicularis lymphoma jelenlétér6l, noha transzlokaciot hordozo sejtek
jelenléte mar akar hosszabb tavon is kimutathat6. Korai prelymphomaés allapotnak felelhet
meg a 9-es beteg esete, ahol hossz idd mulva is lehet transzlokacio-hordozo sejteket
detektalni s ami a Iényeges, van csontveldi besz(rddés is. A 10-es betegnek csak atmeneti
pozitivitasa figyelhetd meg s az is csak a periférias verben. llyen atmeneti pozitivitast teljesen
egészséges donoroknal is megfigyelhetiink, ahol ez semmilyen kévetkezménnyel nem jar
(31). Ezek az esetek a daganatos sejteknek a MRD-ben térténd Ujra-megjelenésének
mechanizmusahoz szolgéaltathatnak adatokat.

4. abra: Follicularis lymphomaban

. i i o iJ, i;, . szenvedd betegekben észlelt transzlokéaciok
h—= e kimutatasa a kezelések elGtt és utan,
2 s valamint Sjogren-szindromas betegek
1 + | - transzlok&cioi
a T h— {‘4- . . , o
1 4 1- 8 follicularis lymphomaban szenvedd
7 — — betegek; 9— 10 Sjogren-szindromas esetek.
§ B + = transzlokécio-pozitiv, - = transzlokéacio-
7 i negativ; 0 = nem vizsgalt. A felsd sor
4 periférias vér, mig az also a csontvelGi
g - + A -
" P lymphocytakbdl végzett mérések
8 4 o0 . eredményét reprezentalja. Fekete nyil =
- N kemoterapia; fehér nyil = radioterépia;
kereszt = elhaldlozas ideje
L i1 I L1 1 1 1 ]
0 i Z 3 oev

Megbeszélés

Id6rdl iddre felvetddik a kerdés, hogy a minimalis rezidualis betegségnek van-e jelentdsége
egyes specialis esetekben (példaul 2). Az esetek tobbségében azonban a detektélas
relevanciajat hangsulyozzak, hiszen az MRD-s betegek, Ggy tdnik, rosszabb prognozisuak (1,
14). Felvetddik az a kérdés is, hogy alkalmazhaté-e a PCR a klinikai dontéshozasban (7).
Nyilvanvaloan sziikség van minél érzékenyebb modszerekre, azonban igen fontos a
maodszerek standardizalasa és annak megallapitasa, vajon ezek a technikéak ténylegesen
prognosztizaljak-e a klinikai kifejletet (25). A kdzolt publikaciok tébbnyire a MRD-kimutatas
prognosztikai értékét hangsulyozzak (3-4, 6, 27, 39).

A PCR-mddszerek elterjedése a minimalis rezidualis betegség diagnosztikajaban lényeges
érzékenység- és specificitas-novekedest eredményezett. A PCR-modszerek tobb valtozatat
leirtak mar, kezdve a kvantitativ és RT— PCR-rel (15, 22), a,, real time” (11) és

,,» nested” — PCR-ig (23), mely utobbit hasznaljuk mi is a t(14;18) transzlokéacio
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kimutatasakor. A PCR-t emellett segédmddszerként is alkalmazzak ,, RNase protection”
maodszernél (17), restrikcios analizisnél (40) vagy hibridizalasnal is (19). Legtobb esetben —
ahogy a mi esetiinkben is —, csak szemikvantitativ modszereket alkalmaznak, igy a modszer
adott érzékenysége szabja meg a kimutathatdsagi hatart. A kvantitativ PCR elterjedésével
szélesebb skalan valik lehetdvé az MRD kimutatésa s ez tobb esetben jelentds lehet a tovabbi
kezelés szempontjabdl. A t(14;18) transzlokacio esetében azonban, Ugy véljik, elsdsorban a
csontvel®i pozitivitas a donto, illetve a remisszid iddtartama, hiszen sok esetben egészséges
donorok vérében joval magasabb a transzlokacio-pozitiv sejtek aranya, mint a follicularis
lymphomas betegnél, akar a kezelést megel6zden, akar azt kdvetden (32, 36-37). Minden
bizonnyal azonban méas mechanizmus szerint eliminalodnak a transzlokacids sejtek az
egészségesek és a lymphomas betegek esetében. Més lehet a mechanizmusa a kezdeti
follicularis lymphoma kialakulasanak — amire a Sjogren-szindrémas betegek esetei is utalnak
— améar meglévd lymphoma relapszusahoz hasonlitva is. Mindaddig azonban, mig ezek a
mechanizmusok nem ismertek, nem hasznéalhatjuk ki a 1ényegi kilonbségeket a kezelés
javitasara. Mindazonaéltal a follicularis lymphoma esetében egyeldre nincs olyan terapias
protokoll, mely végleges gyogyulashoz vezethetne. A minimalis rezidualis betegséghdl
fakadd relapszusok PCR-rel torténd korai kKimutatasa viszont segitheti az egyedi esetek jobb

“sez
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