Immunglobulin (IgH) nehézlanc-génatrendezédés vizsgalata follicularis lymphomaban
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Studiul rearanjamentului genelor lantului greu al imunoglobulinelor
in limfomul folicular

Diagnosticul de biologie moleculara din cadrul limfoamelor este repre-
zentat in primul rand de determinarile clonalitétii respectiv al translo-
catiilor cromozomiale non-randomice. Scopul studiului nostru a fost
de a evalua utilitatea determindrii clonalititii limfoamelor foliculare din
material arhivat in parafind. Studiul a cuprins 19 cazuri de limfom folicu-
lar din cazuistica Serviciului de Anatomie Patologica al Spitalului Clinic
de Urgentd Targu Mures. Diagnosticul s-au formulat pe baza coloratiilor
uzuale, completate cu determindri de imunohistochimie. Determinarile
de biologie au fost reprezentate de metode PCR real time si clasic.
Primeri utilizati au fost alesi conform indicatiilor studiului BIOMED-2.
In 3 cazuri ADN-ul obtinut era inadecvat pentru determinri, acestea
incluzénd 2 cazuri de limfom si un limfonodul. 68,42% dintre cazuri (13
cazuri) s-au dovedit a fi monoclonale, 15,78% (2 cazuri) oligoclonale
si 5,26% (1 caz) policlonal. Determindrile de biologie moleculara aduc
dovezi suplimentare si pot confirma sau infirma natura leziunilor in
cazul unor leziuni asemanitoare limfoamele. In aceste cazuri, determi-
narea clonalititii poate confirma diagnosticul prin evidentierea originii
monoclonale a celulelor tumorale.
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A molekularis vizsgalatok alapjat a lymphomak diagno-
zisaban a klonalis immunoglobulingének atrendezédése,
illetve a nem random kromoszdmatranszlokdciok kimuta-
tasa képezi. Ezen vizsgalatok alkalmasak a tumorsejtek B-
vagy T-sejtes eredetének tisztazasdra, tovabbd az elvaltozas
monoklonalis (tumoros) vagy poliklondlis (reaktiv) termé-
szetének meghatarozasara [1,2,4]. A follicularis lymphomak
(FL) esetében ezen modszerek kiilonlegesen fontosak,
mivel mdas mérsékelt malignitasi B-sejtes non-hodgkin
lymphomék (képenysejtes-, margindlis zona lymphoma),
a FL-hoz hasonléan, jarhatnak follicularis novekedési min-
tazattal. Tovabbd a nyirokcsomo reaktiv elvaltozasai (prog-
ressziven transzformalt tiisz8k, follicularis hyperplasia) sok
esetben differencidldiagnosztikai nehézségeket okoznak.
Az IgH/BCL-2 génhibrid kimutatdsa egyarant hasznalatos a
betegség diagnosztizalasdban és a kezelést kovetden a mini-
malis rezidudlis betegség kimutatdsaban [3, 14, 17, 18].

A follicularis lymphoma gyakorisaga vilagviszonylatban
tag hatarok kozott véltozik. A fejlett orszagokban a B-sejtes
lymphomdk 30-40%-dt teszik ki, az Amerikai Egyesiilt
Allamokban még ennél is magasabb, 45%-os eléforduldsrol
tanuskodnak a statisztikdk, K6zép-Kelet Europaban a gya-
korisag 15-20% kozottire tehetd [19]. Intézetiink anyagdban
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Immunoglobulin heavy chain gene rearrangement in follicular
lymphoma

Molecular biology studies used in the diagnosis of lymphomas are being
represented especially by clonality analysis and the study of non-random
cromosomial translocations. The aim of our study was to evaluate the
usefullness of clonality assessment in paraffin embedded archived biop-
tic material. 19 cases from the archives of the Pathology Department
of the Emergency Clinical Hospital Targu Mures were included in the
study. Molecular biology studies consisted of conventional and real
time PCR. The primers used were choosen according to the BIOMED-2
study. In 3 cases the obtained DNA was unsuitable for molecular stud-
ies, two of these being lymphoma cases and one lymph node with reac-
tive lesions. 68,42% of the cases (13 cases) proved to be monoclonal,
15,78% (2 cases) oligoclonal and 5,26% (1 case) policlonal. Molecular
biology studies bring further support or dismiss the malignant nature of
the lesions. This is especially valid in cases where the tissue architecture
is highly suggestive of reactive lesion. In these cases, clonality assessment
may confirm the malignant nature of the lesion by proving the monoclo-
nal origin of the tumour cells.
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az el6fordulds 12-16% volt, amely a vizsgalt 8 éves periodus-
ban (2000-2007) egyértelmii novekvé tendenciat mutat.
Retrospektiv vizsgélatunk célja az IgH génatrendezédés
vizsgalatanak lehetdségébdl adodo diagnosztikai eltérések
felmérése volt, immunfenotipizalds sordn FL-nek diagnosz-
tizalt B-sejtes non-hodgkin lymphomadra vonatkoztatva.
Ezen beliil, célunk az volt, hogy a Marosvésarhelyi Patoldgiai
Intézet anyagaban diagnosztizalt follicularis lymphoma ese-
tekben megvizsgaljuk az immunglobulin génatrendezédést,
molekuldris biolégiai médszerek felhasznalasaval.

Anyag és modszer

Osszesen 19 follikuldris lymphoméban vizsgéltuk meg
az immunglobulin nehézlanc génatrendezédést. A diag-
nézis feldllitisa a standard festési eljarasokat kovetd
immunhisztokémiai meghatdrozas alapjan tortént. A kor-
isme felallitasahoz sziikséges minimalis diagnosztikus
panelt (CD20, CD3, CD5, Ki67, bcl-2, CD10) kiegészitettiik
a CD23, CD21, bcl-6, p53, cyclin D1 antigének meghata-
rozasaval. A reakcidtermékek vizualizaldsa a peroxiddz-
antiperoxidaz moédszerrel tortént.

A vizsgilt eseteken kiviil, monoklonalis kontrollként egy
diffdz nagy B-sejtes lymphoma mintat, poliklonalis kont-
rollként 4, reaktiv elvaltozast mutaté nyirokcsomoé mintat
hasznaltunk.

A génatrendezédéses vizsgalatokhoz sziikséges DNS-t,
a mintdk archivalt, 4%-os formalinban rogzitett, paraffinos
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1. tablazat. A hagyoményos PCR reakcid paraméterei

# Miivelet Inkubdlds Denaturdlds Annealing Extenzié Ciklusszdm

1. szakasz 95°C - 10 min 1x

2. szakasz 95°C - 30 sec 60 °C - 30 sec 72°C - 15 sec 10 x

3. szakasz 95 °C - 30 sec 60 °C - 30 sec 72 °C - 15 sec 10 x (-0,5°C/ciclu)
4. szakasz 95 °C - 30 sec 55°C - 30 sec 72 °C - 15 sec 20 x

blokkjaibol izolaltuk. Blokkonként 3-4 darab 8-10 mikronos
metszetet készitettiink, amelyekbdl két gyari protokoll sze-
rint tisztitottuk a DNS-t: a Roche High Pure DNA Extraction
and Isolation Kit és a Fermentas Genomic Purification Kit
segitségével. Az emésztéshez proteindz K enzimet hasznal-
tunk (,,overnight” inkubalassal). Az izolalt DNS-ek tisztasa-
gat és koncentracidjat Biospectrophotometer és NanoDrop
Spectrophotometer késziilékek segitségével mértik meg.
Az elegyek tisztasaganak megitélésére spektrofotometrias
modszerrel meghatarozott, a fény kiilonbozé hullimhosz-
szan mért, abszorpcids értékek aranyaibol kévetkeztettiink
[15]. A DNS fényelnyelése a 260 nm-en a maximalis (Azeo),
a féhérjéké 280 nm-en (Aas), mig az egyéb Gsszetevik
(szénhidratok, peptidek, fenolok, aromds vegytiletek) fény-
elnyelése 230 nm-en a maximélis (Azs0). Mintdink esetén
az Azeo/Azso ardnyt elemeztiik, ugyanis ez adja meg a nuk-
leinsavak tisztasagat, illetve az izoldlds hatékonysagat. A
szakirodalomban javasolt Ajeo/Az30 érték 1,8.

Az immunglobulin nehézlanc gének atrendez6dését
hagyomanyos és real time PCR mddszerrel vizsgaltuk. A
primerek megvalasztasanal figyelembe vettiik a BIOMED-2
tanulmdny ajdnlasait és annak néhdny modositasat [5, 8,
9]. Az immunglobulin gén kiilonb6z6 régioi kozil az FR3
(framework region 3) az, amelyik megtartott (conserved
motif) szekvencidt tartalmaz, és szinte mindegyik atrende-
z6dott immunglobulin génben megtalalhatd. Ez tulajdon-
képpen a kiilonbozéképpen atrendez8dott immunglobulin
gének, egytéle ,kozos vondsa” (consensus VH FR3 region),
ennélfogva alkalmas arra, hogy biztos timpontként szol-
géljon a primer tervezésekor (7, 11, 13]. Ilyen megfontola-
sok alapjan valasztottuk az alabbi primer szekvencidkat és
oligonukleotid prébakat:
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1. abra. Polikonlis kontroll (Agilent 2100 Bioanalyzer)
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A ciklusok lejarta utan 5 percig 72°C maradnak a mintak.

o forward FR3A primer (consensus VH FR3 region):
5-ACACGGCCGTGTATTACTGT-3’

o reverse IgJH2 primer (consensus
3’-ACCTGAGGAGACGGTGACG-5

o probe 1: CTGGCTTCCTTCCCTCTGT

o probe 2: TCAGTCTCTGGGGAGGAGT

A primerek tervezése és tesztelése sordn felhasznéltuk a
kiilonboz6 nukleotid-szekvenciakat tartalmaz6 adatbéziso-
kat [21-23].

A hagyomanyos PCR reakci6 paramétereit az 1. tablazat-
ban foglaltuk 6ssze. A hagyomanyos PCR reakcid termékeit
agaroz gélben és gél-kapillaris chip segitségével elemeztiik
(Agilent Bioanalyzer 2100). A real time PCR reakcidkat egy
Roche LightCycler 2.0 késziilékkel végeztiik, a reakcidhoz
az LC705 és az FL fluorescens jeloloket hasznaltuk fel.

JH region):

Eredmények

A DNS-izolalds sordn 3 esetben nem sikeriilt megfelel6
mindségli DNS-t nyerni a paraftinba agyazott blokkokbdl,
ebbdl 2 FL (ez a lymphomas esetek 10,5%-at jelenti) és
egy normdlis nyirokcsomd. Az izoldlds sordn kapott tisz-
titott DNS-elegyek nukleinsav koncentracidja tdg hatarok
kozott valtozott (27-3257 ng/ul, median érték 255+551 ng/
ul). Az elegyek tisztasagat megadd Asso/Azs0 arany mintd-
ink estetében 1,1-3 kozott valtozott, medidn 1,6+0,54. Két
esetben, ahol a DNS-koncentrici6 alacsony volt (<30 ng/
ul), megismételtiik a nukleinsavak tisztitasat, hasonld érté-
keket kapva. Ezt gy értelmeztiik, hogy az adott mintaban
nem volt kelld mennyiségti DNS, vagy az nagyon toredezett
(fragmentalt) volt.
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2, abra. Monoklondlis kontroll (Agilent 2100 Bioanalyzer)
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2. tablazat. A génétrendezddések mintdzatainak el6forduldsa follicularis lymphoméban

Lymphoma tipus Monoklondlis Oligoklondlis Poliklondlis X Osszesen
FL grade 1 6 0 1 1 8
FL grade 2 5 1 0 1 7
FL grade 3 2 2 0 0 4
Osszesen 13 3 1 2 19
Normalis nyirokcsomé 0 0 3 1 4
X - nem volt értékelhetd.
Az  immunglobulin  nehézlinc  atrendez6désé-  kOpenysejtes, marginalis zéna lymphoma), valamint

nek vizsgilata sordn haromféle mintdzatot taldltunk:
poliklonalis (1. abra), monoklonalis (2.abra) és oligoklondlis
(3. dbra). Mintdink 68,42%-ban (13 eset) bizonyultak
monoklondlisnak, 15,78%-ban (3 eset) oligoklonalisnak és
5,26%-ban (1 eset) poliklonalisnak. A géndtrendezédések
jellegének grade-ek szerinti leosztdsat a 2. tablazat tartal-
mazza. Ezen adatok alapjan elmondhatjuk, hogy a korabbi
19 lymphomas eset koziil 15 esetben (78,94%) igazoltuk az
elvaltozas malignus eredetét. A maradék 4 esetbdl, egyben
(5,26%) kizartuk a malignitds lehet6ségét, ugyanis ebben az
esetben poliklondlis géndtrendezédési mintdzatot kaptunk,
mig 3 esetben (15,78%) oligoklondlisat. Ez utébbi esetek
elvaltozasainak tisztdzasa végett tovabbi molekularis bio-
légiai vizsgélatokra lenne sziikség, ugyanis az oligoklonalis
mintazat két malignus sejt-klon jelenlétét egy reaktiv hat-
térben vagy csupan egy reaktiv sejtpopulaciot jelenthet.

Kovetkeztetések, megbeszélés

A follicularis lymphomdk hematoxilin-eozinnal festett met-
szeteit alapveté morfologiai sajatossagok jellemzik, azonban
a biztonsagos diagnozist csak az immunhisztokémiai vizs-
galatok adjak meg. A minimalis diagnosztikus panell elvég-
zése az esetek nagy részében indokolt (CD20, CD3, CD10,
Bcl-2, Bcl-6), mivelhogy szamos olyan elvaltozas van, ami
morfologidjaban hasonlit az FL-re, mint példdul reaktiv
elvaltozasok (reactiv follicularis hyperplasia, progressziven
transzformalt tiisz6k), alacsony malignitasi lymphomak,
amelyekben follicularis kolonizacié jelenik meg (CLL,
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3. abra. Oligoklondlis kontroll (Agilent 2100 Bioanalyzer)

nodularis lymphocyta praedominans Hodgkin-lymphoma.
Ha az immunhisztokémiai reakciék nem adnak egyér-
telm( vélaszt az elvéltozas reaktiv vagy tumoros jellegére,
indokolt elvégezni a klonalitds vizsgalatat, ami sok esetben
megkiméli a beteget a malignus lymphomdk citosztatikus
terapiajatol, a korhazat pedig a tumoros betegek gondozasat
teltételez6 koltségektol. Ilyen esetekben nélkiilozhetetlen az
immunhisztokémiai reakciok kiegészitése az altalunk hasz-
nalt vizsgilatokkal. Vizsgélatainkhoz felhasznalt paraffinba
agyazott mintdk az estek nagy részében alkalmasnak bizo-
nyultak ilyen tipust vizsgalatok elvégzéséhez, bar olyan eset
is volt, amelyben a DNS nem volt megfeleld.

A diagnosztikai tévedéseket sok esetben az immunhiszo-
kémiai reakciok nem megfeleld minésége, vagy azok értel-
mezési problémai okozzak. Ez f6leg a reaktiv elvaltozasok és
a malignus folyamatok elkiilonitése esetén okoz nehézséget
olyan esetekben, amikor a hematoxilin-eozin moddszerrel
festett metszetekben a morfologiai kép nem egyértelmt a
két folyamat elkiilonitésére. Az IgH génatrendezddés vizsga-
lata noha fontos diagnosztikai informécidkat nyujthat, nem
szabad figyelmen kiviil hagyni, hogy a DNS-fragmentdci
ezen lehet6ségnek is hatdrt szab, ez a jelenség els6sorban
nem megfelel6en fixalt (pl. tul savas formalin) archivalt
paraffinos mintdk esetén jelentkezik [6].

A taldlt eredményeink (a korabban lymphoménak koris-
mézett 19 esetbdl, 1 esetben reaktiv elvéltozast talaltunk)
hangsulyozzak a molekuldris bioldgiai vizsgalatok jelentd-
ségét a korszovettani diagnozisban.

A kutatdst részben az Orszdgos Tudomdnyos Kutatdsi
Hivatal (Autoritatea Nationald pentru Cercetare Stiintificd,
ANCS) tamogatta (7CB/30.5.2008)
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