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1. Roviditések Jegyzéke

ABC Aktivalt B-sejt

ACTN1 Actinin, alpha 1

AID Aktivacio-indukalt citidin deaminaz

ATP Adenozin trifoszfat

BAFF/BLys B-sejt aktivald faktor/B-lymphocyta stimulator
B2M B2-mikroglobulin szint

BCL2 B-cell lymphoma 2

BCL6 B-cell lymphoma 6

C3AR1 Komplement komponens 3a receptor 1

CAMP Ciklikus adenozin monofoszfat

CD Sejt differenciacios antigén

CHOP Cyclophosphamid, doxorubicin, vincristin, prednison
CLL Chronicus lymphocytas leukemia

CREBBP CREB-kot6 protein

CVvP Cyclophosphamid, vincristin, prednison

Cx43 Connexin 43

CXCL13 Chemokin (C-X-C motif) ligand 13

CXCR5 Chemokin (C-X-C motif) receptor 5

D Diverzitas régio

DAB 3,3'-Diaminobenzidin

DC Dendritikus sejt

DLBCL Diffiz nagy B-sejtes lymphoma

EDTA Etilén-diamin-tetraecetsav

EPHA7 Ephrin-A receptor 7

EZH2 Enhancer of zeste homolog 2

FC Fragment crystallizable

FCGR1A IgG nagy affinitasa Fc fragmensla receptor
FDC Follicularis dendriticus sejt

FL Follicularis lymphoma

FLIPI Follicularis Lymphoma International Prognostic Index



FOXP3

IL
IRF4/MUM1
ITK

J

LDH
LEF1
LFAl
LGMN
LoDLIN
LPS

LT
MEF2B
MLL2
MMP
NF-xB
NGFR
NHL
NLC
NO

0S
PBDLBCL
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Forkhead box P3

Centrum germinativ

Centrum germinativum B-sejt

Hemoglobin

Tormaperoxiddz

Intercellularis Adhéziés Molekula 1
Indukalhat6 T-sejt Co-Stimulator

Indukalhat6 T-sejt Co-Stimulator Receptor
Interferon gamma

Immunglobulin

Immunglobulin nehéz lanc

Interleukin

Multiple myeloma oncogene-1/Interferon regulator faktor 4
Indukalhaté T-sejt kinaz

Joining régio

Szérum laktat dehidrogenaz

Lymphoid enhancer-koté faktor 1

Lymphocyta funkcié-asszocialt antigén 1
Legumain

Legnagyobb nyirokcsomo legnagyobb atmérdje
Lipopolisaccharid

Lymphotoxin

Myocyta enhancer faktor 2B

Myeloid/lymphoid vagy mixed-lineage leukemia 2

Matrix metalloproteaz

Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells

Idegi novekedési faktor receptor
Non-Hodgkin lymphoma
Nursing-like sejt
Nitrogén-monoxid

Teljes tulélés

Primer csont diffiz nagy B-sejtes lymphoma



PD1

PFS

PI3K
PKCa

R

RAG

Rapl GTPase
SEPT10
SHM
STAT3
STAT4
TBS

TCR

TEC

TMA

TNF

TLR5
TNFAIP3/A20
TNFRSF14
TNFSF13B
\Y
VCAM-1
WHO
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Programozott sejthalal 1

Progresszio mentes tulélés

Phosphoinozitol 3-kinaz

Protein kinaz Ca

Rituximab

Rekombinacio-aktivald gén

Ras-kapcsolt protein 1 guanozin trifoszfat hidrolaz
Septin 10

Szomatikus hipermutacio

Signal transducer and activator of transcription 3
Signal transducer and activator of transcription 4
Tris-buffered saline

T-cell receptor

Thymus epithel sejtek

Tissue microarray

Tumor necrosis factor

Toll-like receptor 5

TNF alpha-induced protein 3

Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 14
Tumor necrosis factor ligand superfamily, member 13B
Variabilis régio

Vascular cell adhesion molecule 1

World Health Organization
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2. Irodalmi hattér

2.1. A centrum germinativum

A lymphoid szovetek a lymphocyta fejlédés, érés és immunvalasz szinterei €s
fontos szabalyozoi. Lényegileg harom f6 funkciot toltenek be. (1) Megtfeleld stromalis
kornyezetet biztositanak a lymphoid sejtek fejlédése soran. (2) Tamogatjdk a B-
lymphocytak szelekcidjat a nagy affinitasu B-sejtek talélésével (pozitiv szelekcio), ill. a
nem funkciondlis, vagy autoreaktiv antigén receptorral rendelkez6 B-lymphocytak
elpusztitasaval (negativ szelekcid). (3) Szabalyozzak tovabba az immunvalasz
hatékonysagat ¢€s (pontossagat) lefolyasat, mely kiilonb6z6 lymphoid sejttipusok
Osszehangolt egyiittmiikodésének koszonhet6[1].

X Rovidéletd
Plasmasaoft

Hosax) életd
Plasmaseojt

@

Memdria B selt

NalvBaesit  AktiviitB-sejt |

1. Abra. B-lymphocyta fejlodés.

A csontvel6bdl  kilépd, immunglobulin nehézlanc(IGH) génatrendezett naiv B-lymphocytdk a
nyirokcsomoba vandorolnak, ahol antigén inger hatasara aktivalodnak, majd els6dlegesen klonalis
expanzié (primer immunvalasz, ill. szénhidrat antigénekre adott valasz esetén) utan rovidéletl
plazmasejtekké érnek. Masrészt,ismételt antigéningerre centroblast morfologiat mutaté aktivalt B-
lymphocytakként a nyirokcsomo csiracentrumanak(centrum germinativumanak) sotét
zénajabanimmunglobulin kdnnyli és nehézlanc génjeik szomatikus hipermutaciokat szenvednek. Ezutan a
altal kinalt antigénekhez kapcsolodva pozitiv affinitasi szelekcid, majdIGH izotipus valtas utan

immunglobulin termel6 plazmasejtekké és memoria B-sejtekké differencialodnak.
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2.1.1. A B-lymphocytak érése

A B-lymphocyta fejlédés (1. Abra) soran a csontveld naiv B-sejtjeiben
lejatszodik az immunglobulin nehézlanc (IgH) génatrendezddés, amely folyamat soran a
RAGI ¢és RAG2 (Recombination-activating gene 1 és 2) aktivacidja segitségével
megtorténik az IgH wvaridbilis (V), diverzitds (D), ¢és joining (J) régidinak
rekombinacioja [2-4]. Majd a naiv B-sejt antigénnel vald talalkozast kovetéen a
nyirokcsomo centrum germinativumaba keriil, ahol lejatszodik az immunglobulinok
affinitds érése, melynek soran a szomatikus hipermutacidé (SHM) folyamatanak
kovetkeztében az Immunglobulin gén varidbilis régidojdban random mutaciok
keletkeznek. Az érés ezen stadiumaban folyamatos jellegli, ,,ongoing” szomatikus
mutacids aktivitas zajlik, melynek kovetkeztében intraklonalis divergencia alakul ki,
vagyis a B-sejt populacio heterogénné valik. Az SHM kialakulasahoz sziikséges az
aktivacio-indukalt citidin deamindz (AID) jelenléte, melynek expresszidja centrum

germinativum (GC) B-lymphocytakra specifikus[5, 6].

2.1.2. Sejt-sejt interakciok a B-sejt érés soran

A csontvelobdl kikeriilé naiv B-sejtek a nyirokcsoméd T-sejt gazdag zéndjaba
vandorolnak el6szor, ahol a CD4+ T-sejtekkel és antigén prezentalo sejtekkel torténd
interakciojukon keresztiilaktivalodnak. A B-lymphocytdk folliculusba  torténd
migracidjaban a CXCL13-CXCR5 kemokin — kemokin-receptor par jatszik fontos
szerepet. A CXCL13-at a follicularis dendriticus sejtek termelik[7], mig a CXCR5-6t
minden érett B-lymphocyta expresszalja[8]. A centrum germinativumban CXCRS5-6t
expresszalld follicularis helper T (Ten) sejtek, antigén prezentdld dendritikus sejtek,
illetve macropgahok talalhat6ak[9]. A centrum germinativum reakci6 kialakulasahoz B-
lymphocyta sejtfelszini receptorok valamint T-sejtek illetve antigén prezentald sejtek
altal expresszalt ligandok interakcidja sziikséges. Ezek koziil a legfontosabb a minden
B-lymphocyta altal expresszalt tumor necrosis factor (TNF)-receptor csaladba tartozo
CDA40 és a T-helper sejtek altal expresszalt ligandja a CD40L. Az aktivalt B-sejtek

egyrészt fejlddhetnek direkt moédon antitest szekretdld sejtekké a plasmoblastok
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novekedését és differencialodasat biztositd extrafolliculdris teriileteken. Tovabba GC-
precursor B-sejtek alakulhatnak ki beldliik, melyet kovetden keringé IgM+ IgD+ B-
lymphocytakbol ¢€s follicularis dendriticus sejtes (FDC) haldzatbol felépiild primer
folliculusokba vandorolnak, ahol gyorsan proliferalnak, illetve kiszoritjak az [gM+IgD+
B-lymphocytakat, melyek a GC kopenyzonajat képezik. Az érett GC két részbol épiil fel,
a proliferaldo B-sejtekbdl allo sotét zonabol és a kis, nem o0sztédo centrocytakbol, FDC

halozatbol, T-sejtekbdl és macrophagokbol allé vilagos zonabol[10] (2.Abra).

2.1.3. A centrum germinativam sejtjei

A follicularis helper T-sejtek heterogén csoportot alkotnaka T-sejt populacion
beliil. A centrum germinativumban PD1+ follicularis helper T-sejtek kapcsolédnak a
GC B-sejtekhez, kiilonb6z6 molekula-parokon keresztiil, agymint T-sejt receptor (TCR)
¢s a major histocompatibilitasi complex II-es tipusa (MHC-I1); CD28-B7 csalad tagjai;
CD40 és CD40L; ICOS ¢s ICOSL; PDI1 és ligandja a PDL1 és az IL-21 ¢és IL-21R,
melyek az affinitasérésen atesett memoria B-sejtek és a hossz életli plazmasejtek
érésében jatszanak fontos szerepet[11, 12]. A CD57+ follicularis helper T-sejtek a GC

A centrum germinativum reakcid kontrolljat a FOXP3+ regulatoros T-
lymphocytdk (Treg-sejtek) végzik. A Trg-sejtek TCR receptoron keresztiili aktivacio
kovetkeztében, a Trp-sejtek szupresszidja altal gatolhatjak a GC B-sejtek proliferaciojat
[14], illetve az izotipus valtas folyamatanak direkt gatlasaval a B-sejtek Ig produkcidjat
[15, 16]. Tovabba a granzyme-dependens, valamint a részben perforin-dependens
utvonalon keresztiil szelektiven sejthalalt valtanak ki a GC B-sejtekben[16]. Emellett
gatoljak a CD4+ és CD8+ T-sejtek medialta effektor immunvalaszt, mely folyamat
segitségévelfenntartjadk az immun-homeosztazist és szuppresszaljak a nem megfeleld
immunvalaszt.

A macrophagok egy kifejezetten heterogén sejtpopulaciot jelentenek, mely
sejtek funkcidjat jelentés mértékben befolydsolja a mikrokdrnyezet amelyben
elhelyezkednek. A GC macrophagjai phagocytaljak az apoptozison atesett B-sejtek

maradvanyait, melyek a macrophagok cytoplasmajaban észlelhetéek, jellegzetes
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mikroszkopos képet kolcsondzve e phagocytald sejteknek, melyeket tingible body
macrophagoknak nevezziik [17]. Fontos szerepet jatszanak a centrum germinativum
reakcié kialakulasaban, illetve a B-sejtes tolerancia szabalyozasaban[17]. A STAT3
(Signal transducer and activator of transcription 3) expresszidt mutatd macrophagok
negativan befolyasoljak a CD4+ T-lymphocytak antigén specifikus aktivaciojat[18].
Egyrészt megakadalyozza a sejtek apoptdzisat az antigén-antitest kapcsolaton keresztiil,
melynek soran az immunkomplexeket FC receptorokhoz (CD32, CD23) és complement
receptorokhoz kétve (CD21, CD35) mutatja be a B-sejteknek; a kapcsolat B-sejt
az 1immunvalasz specificitasdt ¢€s szenzitividsat. A CD44, az intercellularis
adhéziosmolekula-1 (ICAM-1) és vascularis sejt adhéziosmolekula-1 (VCAM-1)
eldsegiti a sejt-sejt kapcsolatot. A tumor nekrézis faktor csalddba tartozd B-sejt aktivalo
faktor (BAFF/BLys) meggatolja a GC B-sejtek apoptdzisat, mig az interleukin-15 (IL-
15) fokozza a GC B-sejtek proliferaciojat[19].

10
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2. Abra.Reaktiv nyirokesomé secunder folliculusanak sejtosszetétele.

A: Reaktiv secunder folliculus mely koriilétte az aszimmetrikus kdppenyzoénaval. A csiracentrumban az
un. tingibilis macrophéagok alig festddé foltokként latszanak.

B.C.D.E. A csiracentrum ¢és a kdppenyzona B-lymphocytai CD79a pozitivak. A csiracentrum B-sejtjei a
sotétzonaban elmetszve kozel 100%-os proliferacios (Ki67) aktivitast mutatnak és aktivalt B-sejt (CD10,
BCL-6) markereket expresszalnak.

F,G,H,I: Az LNGEFR reakcio egyenletes kiterjedésti, az FDC halozatot is magaban foglalo, stromalis
sejthalozatot jelol a csiracentrumban, mig a CD21, CD23 FDC markerek itt kifejezett polarizaciot
mutatnak, ami a CXCL13 kemokin expresszioja alapjan is megfigyelheto.

J: Nagyszamt CD4+ T-lymphocyta mind interfollicularis, mind follicularis lokalizacioban.

K: CD8+ T-lymphocyta follicularis lokalizacioban csupan elvétve lathato.

L: A CD68+ macrophagok, beleértve a , tingibilis” sejteket, enyhe polarizicidja azonosithato.

11
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2.1.4. Gap junctionok szerepe a B-sejt érésben

A direkt sejt-sejt kommunikacid csatornai, vagyis az un. gap junctionok széles

korben megtalalhatoak szolid szoveteken, illetve lymphoid szovetek sejtjein is, igymint

csontveld, thymus, illetve a masodlagos lymphoid szervek (1. Tablazat)[20].

A gap junction csatorndkat formazo connexin molekula négyszer halad at a

sejtmembranon, ahol hexamer hemicsatornava oligomerizdlodva Un. connexonokat

hoznak 1étre (3. Abra). A szomszédos sejtek connexonjai egymassal 6sszekapcsolodva

kozvetlen metabolikus kapcsolatot (gap junction) hoznak létre a két sejt citoplazmaja

kozott. A gap junction csatorndk 1,2kDa tomegli molekulak és ionok - ATP, cAMP és

peptidek - transzferét teszik lehetévé a sejtek kozott[21].

1. Tablazat. Az immunrendszer sejtjeinek connexin 43 expresszioja

Connexin .
Sejttipus Funkcié Kapcsolddé sejtek Referencia
izotipus
Csontvel6i dendritikus Dendritikus sejt
] DC-DC [22]
sejt (DC) aktivacio
Csontveld6i stroma sejtek  Hematopoiesis Stroma sejtek-HSC [23]
Follicularis dendritikus .
] GC kialakulas FDC — B-sejt [24]
sejtek
Macrophag-Intestinalis
Cx43 Macrophagok Gyulladas [25]
endothel
Thymus epithel sejtek . .
T-sejt fejlédés TEC — T-sejt progenitor [26]
(TEC)
T-lymphocyta Erés T-sejt — T-sejt [27]
B-lymphocyta Antitest szekrécio T-sejt — B-sejt [28]
NK-sejt Aktivacio NK-sejt — NK-sejt [27]

A 21 human connexin legdsibb és legszélesebb kdrben kimutatatd izotipusa a

connexin 43 (Cx43), melynek kitiintetett szerepe van a lymphoid sejtek és a stromalis

sejtek kommunikaciojaban[21]. A centrum germinativumokban a Cx43 az FDC sejtek

12
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centrocytakat koriiloleld nytlvanyain helyezkedik el legstiriibben (4.Abra) [29].
Ismételt antigéninger hatdsara kialakuldé masodlagos nyiroktiiszOkben nagy szdmban
jelennek meg, ami felveti szerepiiket a humoralis immunvalasz folyamataban. A FDC —
B-sejt interakcidban feltételezett szerepiiket tamasztja ald, hogy mind az FDC mind a

centrocytadk membranjaban kimutathato.

cx4a |

PEPTIDEK AP

Ca* s cAMIP
?

APOPIOSIS

ERES
DIFFERENCIACIO

3. Abra. A Connexin 43 és a gap junctionok szerkezete.

A connexin molekula négyszer haladat a plazmamembranon, melynek soran két extracellularis loopot
alkot, mely a csatorna kialakitasaért felel6s. A citoplazmatikus C-terminalis farok a csatornafunkcio
szabalyozasaban tolt be fontos szerepet. A gap junction egy hat connexinbdl allo félcsatorna, melyet

connexonnak neveziink. Csatorna funkciojat egy masik sejt connexonjahoz kapcsolodva nyeri el. A

rrrrrr

peptidek passziv transzportjat teszi lehetoveé.

Ex vivo tenyésztett lymphoid folliculusokban igazoltak, hogy az FDC
halozatsejtek a gap junctionokon keresztiil mind a szomszédos FDC sejttel, mind a
kornyez6 B-sejtekkel képesek kapcsolatot teremteni[20]. A  B-lymphocytak

immunglobulin termelése csékken gap junction inhibitor jelenlétében, mely a Cx43

13
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csatornakon keresztiili interakciok Ig produkcioban betoltott szerepét tamasztja ala[28].
A gap junction kapcsolaton keresztiil proliferaciot szabalyoz6 szignalok is juthatnak a
mig downregulacié esetén a proliferacio fokozodik[30]. A Cx43 aktivacidjanak szerepét
le irtak a B-lymphocytak LFA1 medialt Rapl GTPase aktivacidjaban, illetve az ezzel
kapcsolatos B-sejt migracioban és adhézioban[31].

A kiilonb6z6é T-lymphocyta szubpopulaciok szempontjabol is ismert a Cx43
expresszidjanak fontossdga. A T-sejtek thymusbeli érése sordn jelentds szerepe van a
direkt sejt-sejt kommunikacionak, ugyanis ezt tamasztja ala az a megfigyelés, hogy
Cx43 deficiens egérben a T-sejt érés terminalis stadiumanak kéarosodasa volt
megfigyelhet6[32]. Fontos szerepet toltenck be a CD4+ T-lymphocytak
proliferaciojanak és klonalis expanzidjanak kontrolljaban is[33].

A Cx43 szerepe ismert a FOXP3+ regulatoros T-sejtek képz6désében, a Cx43 gén
delécioja egérben a Treg-lymphocytdk szamanak csokkenését eredményezte [34].
Emellett a connexinek expresszidja az immunrendszer sejtjeinek nagy részén
megtigyelhetd, upregulaciéjuk mutathato ki gyulladasos faktorok (LPS, IFN-y) hatasara
[35].

4. Abra. Connexin 43 expresszié nyirokcsomdi secunder folliculusban.

Az connexin 43 (piros) expresszio az FDC hélozatnak megfeleléen a reaktiv centrum germinativum
vilagos zondjara jellemzo a proliferald (Ki67, zold) sotét zoénaban csupan (Bal, immunfluoreszcencia).
CD21 (komplement C3d receptor) expresszioé a nyiroktiiszé sorozatmetszetén az FDC halézta mentén

egyenletes eloszlast mutat.
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2.2. Erett B-sejtes non-Hodgkin lymphomak

Az érett B-sejtes non-Hodgkin lymphomak kiilonb6z6 mértékben differencialt
B-lymphocytas eredetii daganatos megbetegedések, melyek esetében a malignus sejtek
morfologidja, fenotipusa és genotipusa hasonlit a megfeleld differencialtsagi foku
normal B-sejtekére[36]. A betegségcsoportban gyakoriak az immunglobulin (Ig) gén és
kiilonbdz6 proto-onkogének transzlokacidi, amelyek konstitutivan aktiv proto-onkogén
expressziot €s ezzel autondm, kontrollalatlan sejtproliferaciot, illetve apoptdzis gatlast

eredményeznek (5. Abra).

.oumm Lymghoma

5. Abra. Erett B-sejtes non-Hodgkin lymphomak sejteredete.
Az érett B-sejtes NHL-akra az az antigén expresszidjellemz6, amely megfelel annak a B-sejt fejlodési
stadiumnak, amelyben a koros lymphocytak megrekednek. Az abran a kiilonb6z6 érett B-sejtes NHL-ak

felosztasa lathato sejteredetiik és dominans genetikai eltéréseik alapjan.
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2.3. Follicularis lymphoma

A follicularis lymphoma egy indolens, alacsony malignitasu B-sejtes non-
Hodgkin lymphoma (NHL), mely Eurépaban és Eszak-Amerikaban az &sszes NHL
korilbeliil 20%-at teszi ki [37]. Kozép-Eurdpaban az eléfordulasi gyakorisaga ennél
alacsonyabb [38]. A diagnoziskori median életkor 60 év, enyhe néi predominanciaval
[37].

2.3.1. Hisztolégiai jellemzok

A follicularis lymphoma morfologiai, fenotipusos és molekularis sajatossagai
emlékeztetnek a secunder lymphoid folliculusok normal centrum germinativumaira,
amely a felveti a lymphoma sejtek centrum germinativum B-sejt eredetét (6. Abra) [36,
37].

6.Abra. Follicularis lymphoma.
100%-ban follicularis szervez6dést mutato FL. A folliculusok valtozé nagysaghiak, szorosan
helyezkednek el. A folliculusokat centroblastok és centrocytak épitik fel, hidanyoznak bel6liikk a normal

secunder folliculusokban észlelhet6 tingibilis macrophagok.
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A tumorsejtek a differencialodasi foka alapjan morfologiailag lehetnek centrocytdkhoz
(kKis-, kozépnagy sejtek) illetve centroblastokhoz (nagy sejtek) hasonlo sejtek. A
centrocyta és  centroblast  morfologiaji  sejtek  ardnyanak = megfeleléen
megkiilonboztetiink grade I (centrocytak), grade II (centrocytak és centroblastok), grade
IITA (tulnyomodan centroblastok, de még centrocytak is lathatéak) illetve grade IIIB
(nagy kiterjedésti, csak centroblastokbol all6 mezdk) FL-t. Szamos vizsgalat igazolja,
hogy a hisztologiai grade meghatarozhatja, illetve befolydsolhatja a betegség
prognoézisat [37].

A neoplasticus folliculusok a normal centrum germinativumokhoz hasonldéan szamos
reaktiv sejttipust tartalmaznak, ugymint kiilonb6z6 T-lymphocyta szubtipusokat,
macrophagokat és follicularis dendriticus sejteket (FDC). A secunder folliculusokra
jellemz6  tingibilismacrophagok azonban  hianyoznak [39]. Morfologiailag
megkiilonboztetiink follicularis és diffuz teriileteket, melyeket a follicularis dendritikus
sejtek halézata jellemez. A diffz teriileteken nem mutathaté ki FDC halozat.
Amennyiben a diffuz teriileteket foként centrocytak alkotjak, az klinikai szignifikanciat
nem hordoz, azonban ha ezen teriiletek foként centroblastokbol épiilnek fel akkor a
korképet diffuz nagy B-sejtes lymphomaként kell kezelni. A follicularis lymphoma
mintazatat a follicularis és diffuz teriiletek aranya hatarozza meg. Follicularis a
mintazat, ha a tumoros nyirokcsomoban észlelt mintazat> 75%-a follicularis, 25% ¢és
75% kozott follicularis €s diffuz, illetve fokalisan follicularis/predominans diffiz, ha a

teriiletek <25%-a follicularis [37].

2.3.2. Immunhisztokémiai jellemzdk

A neoplasticus folliculusokat felépitd sejtek centrum germinativum B-sejt
eredetét alatdmasztja az immunfenotipusuk.

A sejtek sejtfelszini immunoglobulint expresszalnak, mely leggyakrabban IgM,
azonban ritkan 1gD, 1gG és IgA expresszio is eléfordulhat. Jellemz6 a B-lymphocyta
asszocialt antigének expresszidja, igymint CD19, CD20, CD22 és CD79a[37]. Tovabba
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jellemzé rajuk a Bel-6 és CD10 antigének kifejezése, melyek specifikusan a centrum
germinativum B-lymphocytakban expresszalodnak (7. Abra) [40, 41].
A konstitutiv Bcl-2 expresszié kdvetkeztében a neoplasticus folliculusok B-

sejtiei BCL2 pozitivak. A tumorsejtek CD5 és CD43 illetve IRF4/MUMI negativak.

7. Abra. Antigén expresszié follicularis lymphomaban.

A: A tumoros folliculusokban a B-lymphocytak erés CD20 expresszidét mutatnak. B: A t(14;18) Bcl-
2/1gH transzlokacié miatt fokozottan expresszaljak a Bcl-2 proteint. C: Ki-67 markerrel a proliferacios
rata a normal folliculusokénal alacsonyabb. D,E: A tumorsejtek centrum germinativum B-lymphocyta
eredetét a kifejezett CD10 és Bcl-6 expresszio tdmasztja ald. F: Follicularis dendritikus sejt halozatot

reprezentald CD21 expresszié a tumoros folliculusokban.

18



DOI:10.14753/SE.2014.1942

2.3.3. Klinikai prognosztikai tényez6k és stadium beosztas

A follicularis lymphoma klinikai szempontb6l heterogén betegség. Szdmos
prognosztikai tényezd keriilt meghatarozasra, ugymint az életkor, abetegség stadiuma,
Ltumor burden”, csontveldi érintettség, szisztémas tlinetek, altalanos allapot, szérum
laktat dehidrogendz (LDH) szint, hemoglobin (Hb) szint, vérsiillyedés, és [32-
mikroglobulin (B2M) szint [42-46]. 2004-ben egy nemzetkdzi egylittmikodés
eredményeképpen megalkottak a Follicular Lymphoma International Prognostic Indexet
(FLIPI) [45]. Az indexet a betegek életkora, a betegség stadiuma, a hemoglobin szint, az
érintett nodalis teriiletek szama és az LDH szint alapjan allapitjak meg. A FLIPI-t alkoto
tényezoket azonban az anti-CD20 monoclonalis antitest megjelenése eldtt hataroztak
meg, igy az akkor alkalmazott kezelések nem felelnek meg a mai terapids
protokolloknak. 2003-ban prospektiv vizsgalatot inditottak a FLIPI aktualizalasa
céljabol, amely alapjan 2009-ben megalkottak a FLIPI 2-t. Ezen index alapjan a o
prognosztikus tényezOk a beteg életkora, a hemoglobin szint, a B2-mikroglobulin szint,
a legnagyobb nyirokcsomo legnagyobb atméréje (LoDLIN), €és a csontveldi érintettség,
melyek alapjan alacsony, kézepes és magas rizikoju betegcsoportok hatarozhatéak meg.
Ezen eltéré csoportok progressziomentes tulélése és teljes tulélése szignifikdnsan
kiilonboz6 [47].

A follicularis lymphoma stadium meghatarozast az Ann Arbor staging rendszer

szerint végezziik (2. Tablazat) [48, 49].

2. Tablazat. Ann Arbor Stadium rendszer

Stadium Erintettség

I. Stadium Egy nyirokcsomo régiora lokalizalodo betegség
iy Két nyirokcsomo régiora, vagy lymphoid szervre
I Stadium lokalizalodo folyamat a rekesz egy oldalan.
Nyirokcsomo, vagy nyirokszerv érintettség a rekesz mindkét
oldalan.
IV. Staddium Disszeminalt betegség.

III. Stadium
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2.3.4. Follicularis lymphoma terapiaja

A follicularis lymphoma egy gyogyithatatlan indolens non-Hodgkin lymphoma,
mely a kezdeti terdpidra jol valaszol, azonban gyakran relabal. Relapszus esetén a
tumorsejtek mar kevésbé érzékenyek a kemoterapias szerekre [50, 51].

A betegek kevesebb, mint 10%-anal észlelhetd a diagnoziskor alacsony
stadiumu (stage I-1I) betegség. Ezen betegeknél lokalis irradiaciot alkalmaznak
elsédleges kezelésként [52].

A Dbetegek nagy részénél diagndziskor altaldban eldrehaladott betegség
¢szlelhetd. Az elorehaladott betegséggel rendelkezd paciensek kezelésében nagy attorést
jelentett a CD20 antigén ellenes monoklonalis antitest (Rituximab) bevezetése a
kezelési protokollba [53]. Szamos tanulmany bizonyitotta a Rituximabbal kombinalt
kemoterapias protokoll jobb hatékonysagat a csupan kemoterapids protokollal szemben
(pl. CHOP vs. R-CHOP). Ezen tanulmanyokban mind a progressziomentes tulélés,
mind a teljes talélés jobbnak bizonyult a Rituximabbal kombinalt karon [54, 55].

Relapszus esetén szdmos terapias eljaras all rendelkezésre a relapszus
mértékének fliggvényeben, tigymint Rituximab monoterdpia €s kombinacids terapia,
radio-immunoterapia és Gssejt-transzplantacio [56-58].

Mivel a follicularis lymphoma még mindig a gydgyithatatlan betegségek korébe
tartozik intenziv gyogyszerkutatds folyik 0j terapids célpontok feltardsa érdekében.
Ilyenek a monoklonalis antitestek (CD80 és CD22 antigén cllenes antitestek) [59, 60],
idiotipus vakcinak (Idiotipus-KLH vakcina)[61], immunmodulator szerek (IL-2) [62],
tirozin kinaz inhibitorok (PI3K, BTK és SRC kinaz inhibitorok)[63], epigenetikai
célpontokat tamadé szerek (EZH2 inhibitor) [64].

2.3.5. Molekularispathogenezis

Az FL esetek megkozelitdleg 85-90%-aban kimutathatdé a t(14;18)(q32;921)
transzlokacio, amely sordn a 18-as kromoszoman elhelyezkedd BCL2 gén a 14-es

kromoszoéman talalhaté 1g nehézlanc génhez kapcsolodik [65, 66]. A follicularis
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lymphoma kialakulasanak hatterében allo t(14;18) Bcl-2/IgH transzlokacio a VDJ
rekombinacié hibajanak a kovetkezménye (8. Abra), melynek kévetkeztében a Bcl-2
antiapoptotikus protein overexpresszidja jon létre[67]. Az immunglobulin kdnnyiilanc
génekhez asszocidlt ritka varians transzlokaciok, tgymint a t(2;18) és a t(18;22)
biologiailag egyenértékiick a gyakoribb t(14;18) transzlokacioval[68]. Az aktualis
lymphomagenezis hipotézis alapjan, mivel a BCL-2 antiapoptotikus hatasa mellett
ismert antiproliferativ hatassal is rendelkezik[69], tovabba a t(14;18) transzlokacio
egészséges egyének vérében is kimutathaté [70], feltételezhetdé, hogy a BCL2
overexpresszidja Onmagaban nem elégséges a lymphoma kialakulasahoz. Follicularis
lymphoméaban a transzlokacidé mellett egyéb cytogenetikai eltérések is kimutathatoak,

mely alatdmasztja, hogy a lymphomagenezishez addicionalis eltérések is sziikségesek.

| coonTvELOIB-SETFEILOOES |

8. Abra.A BCL2/JH génfiizi6 kialakulasa.

A csiravonalbeli immunglobulin nehézlanc gén VDJ szakaszanak rekombinacidja a csontvel8i naiv B-
sejtekben torténik a B-lymphocyta fejlédés soran. A rekombinacid hibajabol eredendben alakul ki aBel-2
génnek az IGH gén promotere mogé torténd athelyez6dése, melynek kovetkeztében kialakul a
t(14;18)(q32;q21) transzlokacio.
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A leggyakoribb genetikai eltérések az 1p36 és a 6q régiok delécidja [71]. Az
1p36 régio érintettsége esetén a TNFRSF14 gén gyakori genetikai eltérései voltak
kimutathatdak (18-46%). Ez a gén olyan receptort kdédol, mely a T-sejt interakcidban
jatszik fontos szerepet [72, 73]. A rosszabb progndzist mutato, 6q delécioval rendelkezé
esetek vizsgalata az NF-kB utvonal negativ regulatoranak, a TNFAIP3/A20 fehérjének
¢s az EPHAT7 receptor tirozin kindznak, mint esetleges tumor szupresszorgéneknek az
érintettségét irta le [74]. Az elmult évekbena rohamosan fejlédé szekvenalasi technikak
eredményeképpen rekurrens mutéaciokat fedeztek fel kiillonb6z6 hiszton modifikaciokat
veégzO fehérjéket kddold génekben. A hiszton metiltranszferazok csoportjaba tartozo
MLL2 inaktivaldo mutacioja az FL esetek 89%-aban, az EZH2 aktivaldo mutacioi 24%-
ban voltak jelen [75]. A hiszton acetilazok csoportjaba tartozO MEF2B inaktivalo
mutacioi 15%-ban [75], mig a CREBBP inaktivald mutacioi 39%-ban voltak
kimutathat6ak[76]. Ezen fehérjék koziila legtobbet vizsgalt és legjobban karakterizalt az
EZH2 hiszton metil transzferdz, melynek Y641 pontmutaciéja a részletesebb
vizsgalatok alapjan az elsé kozleményben szereplénél gyakoribbnak (12-22%)

bizonyult, illetve korai mutaciokként jelennek meg follicularis lymphomaban [77-79].

2.3.7. Csontveloi manifesztacio

Follicularis lymphomaban az esetek 40-70%-aban diagnoziskor csontveldi
érintettség észlelhetd, mely rosszabb prognézissal tarsul[45, 47, 80-82].

Szovettanilag a tumorsejtek a csontvelében paratrabecularis lokalizacioban
helyezkednek el, azonban észlelhetd interstitialis terjedés is. Ritkan follicularis
ndvekedési mintizat isldthatd, azonban az esetek nagy részében az infiltratum diffuz,
centrocyta fenotipust sejtekbdl all, melyek CD10 és BCL-6 expressziot mutatnak (9.
Abra) [37].

Annak ellenére, hogy a tumorsejtek mind a nyirokcsomoban, mind a csontvel6ben
ugyanabbdl a neoplasticus klonbol szarmaznak szdmos morfoldgiai, fenotipusos és
genetikai kiilonbség fedezhetd fel a két kiilonbozo lokalizacidban észlelhetd tumorsejtek
kozott. A cytologiai grade altalaban alacsonyabb a csontvelében, mint a

nyirokcsomoban. A follicularis lymphoma sejtek gyakran elveszitik a BCL-6 és CD10
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expressziot a csontveloben. Emellett az IgH gén mutaciés mintdzata is jelentOs
kiilonbségeket mutat a két lokalizacioban[83, 84]. Munkacsoportunk el6z6
vizsgalataiban megallapitotta, hogy a nyirokcsomoéban és csontveldben kiilonbozd
lymphoma sejt szubklonok azonosithatoak, a csontveldben észlelhetd egy nyirokcsomo-
fiiggetlen csoport is, amely mellett a nyirokcsomobdl szarmazd szubklonok is jelen

vannak [83].

9. Abra. Csontveléi érintettség follicularis lymphomaban.
A: A HE metszetben paratrabecularis mintazatot mutatd lymphoma infiltratuma lathato a csontvelében.
B: A tumorsejtek BCL-2 pozitivak. C: CD21 antigént expresszalo FDC halozat megjelenése a csontvel 61

tumoros infiltracio teriiletén.

Normal csontveldben a haemopoieticus sejtek szamara az osteoblastok, stroma

sejtek, endothelsejtek és a mesenchymalis Gssejtek biztositjak a mikrokornyezetet. A
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csontveldi stromat alkotd reticularis sejtek fontos szerepet jatszanak a haemopoiesis
szabalyozasaban kiilonbozo sejt-sejt kapcsolatok és citokin szekrécio segitségével [85].
Ezen reticularis sejtekre jellemzd a sejtfelszini alacsony affinitast idegi novekedési
faktor receptor (LNGFR, low-affinity nerve growth factor receptor), a VCAM-1 és a
CD105/endoglein expresszioja [86,87]. Az LNGFR a tumor nekrdzis faktor receptor
csalad egyik tagja. Széles korben expresszalt molekula, kifejezddik a neuronokon,
szamos mesenchymalis sejttipusban, igymint a nyirokcsomok follicularis dendritikus
sejtjein, illetve a csontveld stromalis sejtjein [88, 89]. Follicularis lymphoma csontveldi
infiltraciéja esetén azonban megjelenhetnek a nyirokcsomora karakterisztikus
follicularis dendritikus sejtek[90]. Azonban az nem ismert, hogy ezen sejtek a
csontveldben 1évé mesenchymalis stromalis sejtekbdl in situ differenciacioval jonnek

létre vagy a nyirokcsomoi follicularis dendriticus sejtek importalasaval alakulnak ki.

2.3.6. Reaktiv mikrokornyezeti sejtek follicularis lymphomaban

Follicularis lymphomaban a neoplasticus folliculusok szamos reaktiv sejtet
tartalmaznak, ugymint kiilonb6z6 T-lymphocytak, macrophagok és FDC. In vitro
vizsgalatok alapjan az apoptosis jelatviteli utvonaldnak karosodasa ellenére a lymphoma
sejt-sejt kapcsolat a T-sejtekkel és az FDC-vel. IL-2 illetve 1L-4 szekretalo CD4+ helper
T-sejtekkel egyiitt tenyésztve a lymphoma sejtek fokozott proliferaciot mutatnak [93].
Tovabba a sejtek ndveszthetdek CD40 antigént prezentdlo stromalis sejtekkel egyiitt 1L-
4 szekretalo kozegben. A CDA40 receptor jelentds jelatviteli Gt része, mely a B-sejtek és
T-sejtek interakcidjaban jatszik fontos szerepet [94, 95].

Dave ¢és munkatarsai prognosztikai markereket keresve array alapu
génexpresszids vizsgalatot végeztek follicularis lymphomaban szenvedd betegek
nyirokcsom6 mintain, amely megerdsitette a mikrokdrnyezet prognosztikai szerepét a
betegségben (10. Abra). Vizsgalatuk soran a génexpresszio alapjan két eltérd
prognosztikai csoportot kiilonboztettek meg. A kedvezd progndzist ,Immun valasz-1”

génexpresszids mintdzatot mutatd csoportba T-lymphocytdkra jellemzé (CD7, CD8BI,
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ITK, LEF1 és STAT4) és macrophagokra jellemzd gének (ACTN1 és TNFSF13B)
overexpresszidja volt jellemz6. Mig a kedvezdtlen prognoézisi ,Jmmun valasz-2”
génexpresszios mintazatt csoportban macrophagokra és dendritikus sejtekre jellemz6
gének (TLRS5, FCGR1A, SEPT10, LGMN ¢és C3AR1) overexpresszidja volt
megfigyelhet6 [96].
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10. Abra. Az ,,Immun valasz 1” és ,,Jmmun valasz 2” prognosztikai csoportokra jellemzé

génexpresszios profil (Dave és munkatarsai)[96].
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Ezen a megfigyelésen alapulva szdmos immunhisztokémiai vizsgéalaton alapuld
tanulmany indult, melyek a mikrokdrnyezet sejtosszetételét Osszefliggésbe hoztak a
betegség progndzisaval és a tuléléssel. Follicularis lokalizacidban a CD4+ T-
lymphocytakat a FLIPI indextdl fliggetlen prognosztikai tényezoként hatdroztak meg,
emelkedett szdmuk rosszabb prognoézisi betegség esetén volt megfigyelhetd.
Osszefiiggést talaltak tovabba a betegség transzformécidja és a CD4+ T-lymphocyta
szam kozott [97]. A magas CD8+ cytotoxikus T-lymphocyta szam pozitiv
prognosztikus faktorként jelent meg a nyirokcsomoi lokalizaciotol fliggetleniil [98, 99].
Magas aranyu PD1+ Try lymphocyta és FOXP3+ Trq lymphocyta infiltracio a teljes
tulélés fliggetlen meghatarozojanak bizonyult[100-103]. A CD57+ lymphocytak nem
mutattak Osszefliggést a taléléssel a kiilonb6zé vizsgalatok soran [97, 98]. A
macrophagok tumorsejtekre kifejtett hatasarol az irodalomban ellentmond6 eredmények
szerepelnek[98, 104, 105]. Az FDC haldzat szerepét vizsgalva azt a megfigyelésttették,
hogy a CD21 antigén expresszidjanak csokkenése elOjelezheti a betegség

Ismert tovabba, hogy a tumorsejtek kozvetlen befolyassal lehetnek a nem
tumoros mikrokornyezet sejtjeire is. A tumoros B-sejtek IL-12 szekrécidja a T-
lymphocytak kimertilését valthatja ki [107]. Tovabba a lymphomasejtek kivalthatjak a
T-lymphocytak  konverzidjat FOXP3+  Tieg-lymphocytakka, melyek bizonyos
vizsgalatok eredményei alapjan gatolhatjak a CD4+ illetve a CD8+ T-lymphocytak
proliferaciojat és aktivitasat [108, 109].

A mikrokOrnyezetet célzo vizsgalatok a follicularis lymphoma reaktiv
mikrokornyezetének két meghataroz6 tulajdonsagat tartak fel: (1) kozvetlen
antitumoralis hatassal bir, illetve fokozza bizonyos terapias szerek hatdsat, (2) azonban
ezzel egylitt segitheti is a tumoros B-lymphocytak tulélését és proliferaciojat (11.
Abra)[110].
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11. Abra. A mikrokornyezet sejtjeinek feltételezett hatisa a follicularis lymphoma
tumorsejtjeire.
A tumorsejtek tulélését follicularis lymphomaban a tumor mikrokérnyezetében észlelhetd
reaktiv immunsejtek (specifikus s T-lymphocytdk, macrophdgok ¢és dendritikus sejtek)
befolyasoljak.
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3. Célkituzések

Szamos génexpresszios és immunhisztokémiai vizsgalatokon alapuld tanulméany

szamolt be a reaktiv nyirokcsomdi mikrokdrnyezet prognosztikai szerepérél follicularis

lymphoméban. Ugyanakkor a mikrokdrnyezet lymphoma terjedésre gyakorolt hatasarol

nincsen adat az irodalomban. Tovabba nem tisztazott a reaktiv sejtes mikrokornyezet

hatasa a csontveldi tumorpopuléciora.

Munkénk soran a kovetkezd kérdéseket vizsgaltuk:

A nyirokcsomoi €s csontveldi tumorsejtek karakterizalasa €s Gsszehasonlitd

vizsgalata

Nodalis follicularis lymphoma reaktiv mikrokdrnyezeti kiilonbségeinek ¢és

hasonlosagainak Gsszehasonlitd vizsgéalata ugyanazon betegbdl szarmazo

csontveldi infiltratum reaktiv mikrokornyezetével, a két lokalizacioban

¢szlelhetd tumorsejtek fenotipusbeli kiilonbségeinek szempontjabol

e Reaktiv T-lymphocyta szubpopulaciok és macrophagok o&sszehasonlitd
vizsgalata

e Stromalis reticularis sejtes halozat 6sszetételének vizsgalata

e Connexin 43 expresszidjanak vizsgalata a reticularis sejteken

A csontveldi infiltracidval rendelkezd illetve nem rendelkezd esetek

nyirokcsomoi mikrokdrnyezetének Osszehasonlitd vizsgalata, a reaktiv

mikrokdrnyezet tumor progressziot befolydsold hatidsanak vizsgélata

szempontjabol

e Reaktiv T-lymphocyta szubpopulaciok és macrophagok Osszehasonlitd
vizsgalata

e Follicularis dendriticus sejthaldzat vizsgalata
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IV. A nyirokcsomé reaktiv mikrokornyezet sejtdsszetételének vizsgélata a
kiilonb6z6 grade-del rendelkezd betegesoportokban
e Reaktiv T-lymphocyta szubpopulaciok és macrophagok &sszehasonlitd
vizsgalata

e Follicularis dendriticus sejthalozat vizsgalata

V. Connexin 43 expresszid vizsgalata follicularis lymphomaban
e Az expresszi0  Osszehasonlitdsa reaktiv nyirokcsomok — Cx43
expresszidjaval
e (x43 expresszio vizsgalata a csontveldi infiltracioval rendelkezd és nem
rendelkezd betegek nyirokcsomo6ibdl mintakon

e (Cx43 expresszi6 vizsgalata a kiilonb6z6 grade-ii csoportokban
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4, Modszerek

4.1. Beteganyag

Vizsgalataink kivitelezéséhez harmincot kezeletlen beteg formalinban rogzitett,
paraffinba agyazott nyirokcsomd ¢€s csontveld biopszids mintdit hasznaltuk (3.
Tablazat). A diagnozisokat a Semmelweis Egyetem I. Patologiai és Kisérleti Rakkutatod
Intézetében, illetve az Orszagos Onkologia Intézetben allitottak fel. A diagnozis a
World Health Organisation (WHO) lymphoid tumorokra hasznalt klasszifikacioja
alapjan keriilt megallapitasra [37].A nyirokcsoméi és csontveldimintavétel minden
esetben a diagnosztikus ¢és staging eljarasok részét képezte. Kontrollként 6 reaktiv

nyirokcsomot és 15 csontveldi mintat hasznaltunk.

3. Tablazat. Klinikai betegadatok.

Csontveloi infiltracio

Betegadatok Osszes
Pozitiv Negativ
Betegek (N6/Férfi) 20 (12/8) 15 (9/6) 35 (21/14)
Eletkor (Median/Tartomény) 48.7 (26-82)  49.7 (33-74) 49.2 (26-82)
Nyirokcsoméi grade
Grade 1 1 (5%) 3 (20%) 4 (11,4%)
Grade 2 16 (80%) 6 (40%) 22 (62,9%)
Grade 3 3 (15%) 6 (40%) 9 (25,7%)
Terapias valasz
Komplett remisszio 5 13 18
Parcialis remisszio 13 2 15
Nincs 2 0 2
FLIPI
Alacsony rizikd 2 9 11
Kozepes rizikod 12 5 17
Magas riziko 6 1 7
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4.2. Szoveti microarray

A szOveti microarray blokkokat (TMA) egy szamitogép vezérelt automatizalt
TMA készité berendezéssel készitettiik (TMA Master, 3D HISTECH Ltd, Budapest,
Hungary) (12. Abra). A reprezentativ teriileteket Hematoxillin-eosin festett metszeteken
jeloltiik be, melynek segitségével relokalizdlhatova valtak ezen teriiletek a formalinban

fixalt, paraffinba agyazott mintakon.

"
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12. Abra. A TMA készités sematikus bemutatasa.
A donor blokkok kijeldlt teriiletér6l 2 mm-es szdvet core-okat szamitogép vezérelt TMA készitd
berendezéssel helyeztiik a recipiens blokkba, az x-y koordinatak mentén jol azonosithatd poziciokba, ami

a szamitogép altal automatikusan készitett xIs formatumu adatbazisbol konnyen visszakereshet6 volt.

A nyirokcsom6i mintakbol legalabb két darab2 mm atmérdjii szovethengert (core)
helyeztiink 4t a befogado blokkba. Csontveld biopszidk esetén egy vagy kettdé hengert
transzferaltunk a befogad6 blokkba. A mintakbdl kettd darab 70 core-os TMA késziilt.
A TMA blokkokbdl 3 um vastagsagii metszeteket metszettiink adhézids szilannal
bevont felszinii SuperFros Ultra Plus targylemezekre (13. Abra).
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13. Abra. TMA metszet hematoxilin-eosin festéssel.

A tumoros és reaktiv nyirokcsomo €s csontveldi mintakbol vett core-okbol késziilt TMA blokkokbol 3

pum vastagsagu metszetek késziiltek, amelyek HE festett atnézeti mikroszkopos képét mutatja az abra.

4. Tablazat. Az immunhisztokémai vizsgalatokban alkalmazott antitest klénok és
higitasaik.

Antitest ~ Sejt Klon Feltaro oldat Higitas
Bcl-2 FL B-sejt; T sejt bcl2/100/D5 Tris-EDTA (pH9.0) 1:10
Bcl-6 B-lymphocyta PG-B6p Tris-EDTA (pH9.0) 1.5
CD10 B-lymphocyta 56C6 Tris-EDTA (pH9.0) 1:20
CD21 FDC 1F8 Citrat puffer (pH6.1) 1:20
CD23 FDC 1B12 Citrat puffer (pH6.1) 1:10
LNGFR  Stromalis sejtek 7F10 Tris-EDTA (pH9.0) 1:300
CXCL13 FDC - Target Retrieval Solution ~ 1:1500
Ki67 Proliferaciés marker MIB-1 Tris-EDTA (pH9.0) 1:50
CD4 Th-lymphocyta 4B12 Tris-EDTA (pH9.0) 1:10
CD8 Te-lymphocyta 4B11 Tris-EDTA (pH9.0) 1:20
CD57 Ten-lymphocyta NK1 Tris-EDTA (pH9.0) 1:10
CD68 Macrophag KP1 Citrat puffer (pH6.1) 1:100
PD1 Ten-lymphocyta NAT Tris-EDTA (pH9.0) 1:100
FOXP3  Teg-lymphocyta Poliklonalis  Target Retrieval Solution ~ 1:3000
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4.3. Immunhisztokémiai vizsgalatok

A metszeteket deparaffinaltuk xilol oldattal, majd leszall6 etanol sor felhasznalasaval
viztelenitettiik. Desztillalt vizzel vald oblitést kdvetden az endogén peroxidaz aktivitas

blokkolasanakcéljabol a lemezeket 20 percig 1,5%-0s hidrogén peroxidmetanolos

i Primer antitest , HRP enzimmel konjugéit antitest polimer

|
\ v

/I //

oldataba helyeztiik.

14. Abra. Az immunhisztokémiai reakcié sematikus rajza.
A vizsgalni kivant antigén kimutatidsara hasznalt primer antitesthez secunder, IgG ellenes, torma-

peroxidaz enzimmel konjugalt antitest polimer kétodik.

Az antigénfeltarast elektromos kuktaban tilnyomason ~105 °C-on 45 percig végeztik
0.1 M-os citrat pufferben (pH6.1), 0.1 M Tris és 0.01 M EDTA (pH9.0) pufferek
keverékében, vagy pH6.1-es TRS oldatban (Target Retrieval Solution, Dako
Corporation, Carpinteria, CA, USA). Az immunreakcidkhoz biotinmentes anti-
nyul/egér IgG konjugdlt polimer, Novolink™ (Novocastra, Newcastle, Egyesiilt
Kiralysag) detektalo rendszert hasznaltunk (14. Abra). A metszeteket eldszor az un.
,Protein block” komponenssel inkubaltuk 10 percig az aspecifikus antitest-kot6dés

elkeriilése érdekében, majd a 4. Téablazatban részletezett higitdsu primer antitestekkel
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kereskedelmi antitesthigitdé oldatot alkalmazva (Abcam, Cambridge, Egyesiilt
Kiralysag) egy oran at szobahdmérsékleten. Ezutdn a mintdkat detergenst tartalmazo
,Post primer” komponenssel inkubaltuk 30 percig a polimer hatékonyabb
penetracidjanak céljabol, majd torma-peroxidaz (HRP) enzimmel konjugalt anti-
nyul/egér IgG polimerrel 30 percig szobahdmérsékleten. Az inkubacios 1épések kozott a
metszeteket 2x5 percig neutralis 0.1 M-os TBS pufferben mostuk. Az immunreakciot a
DAB szubsztrat/chromogén kit segitségével hivtuk el6, majd a sejtmagokat
hematoxilinnel festettiikk. A reakciok pozitiv kontrolljaként a reaktiv nyirokcsomodban,
szolgaltak. Negativ kontrollként a primer antitestek egér, illetve nyal normal szérummal
torténd helyettesitése szolgalt, ahol az elhanyagolhato hattérfestésen kiviil egyik esetben

sem kaptunk rekaciot.

4.3.1. Immunhisztokémiai metszetek értékelése a kiilonbozé T-sejt csoportok és

macrophagok esetén

Az immunhisztokémiai reakcid elvégzését kovetden a lemezeket 20X nagyitasu
nagy latoszoglh (NA=0.83) Zeiss objektivet alkalmazva (Carl Zeiss Microlmaging Inc,
Jena, Germany) teljes metszet digitalizalassal szkenneltilkk Pannoramic scan
berendezéssel (3DHISTECH). A pozitivan festédd sejteket a Panoramic Viewer
HistoQuant modulja segitségével hataroztuk meg vizualis feliigyelet mellett. Elséként a
vizsgalando teriileteket jeloltiik kia szkennelt metszeteken, nyirokcsomoi minta esetén a
CDI10 festés, csontveléi minta esetén a bcl2 festés alapjan (15. abra A, B, C). Az
immunfestett (15. abra D, E, F) nyirokcsom6i mintakon a follicularis és interfollicularis
teriileteket, a csontveldi mintdkon a csontveldi tumoros infiltracid teriiletét jeloltiik
permanens annotaciokat alkalmazva a digitalis metszeteken (15. abra G, H, I). Az
értékelés soran legalabb 6 follicularis és interfollicularis teriiletet, vagy minimum 1mm?
nagysagu teriiletet vizsgaltunk. A sejtméret €s a pozitiv sejtek intenzitds hatarértékének
beallitasat kovetden a szoftver automatikusan megszamolta a kijelolt objektumokat
(sejteket) és az adatokat XIs file-ban gytjtotte(15. abra J, K, L, ). A legnagyobb

sejtatmérdt a lymphocyta mérettartomanyba es6 sejtek esetén citoplazmatikus festodést
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mutatd antitestek esetén 15 pum felsd hatarban, sejtmagfestddés esetén 10 pum felsd
hatarban, mig macrophagokat festd antitestek esetén 25 pum alsé hatarban allapitottuk

meg.

15. Abra. Az immunhisztokémiai vizsgalatok értékelésének menete.

A, B, C: A manualis annotaciokat a nyirokcsomoi mintakon a CD10, a csontvel6i mintakon a Bel-2 festés
alapjan jeloltiik ki.

D, E, F: Reprezentativ mintak PD1, FOXP3 és CD57 immunhisztokémiai festésekre.

G, H, I: A follicularis és interfollicularis teriiletek, valamint a csontveléi infiltraci6 jel6lése manuélisan,

permanens annotaciokkal.
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J, K, L: A manualis sejtméret €s szinintenzitas beallitast kovetd automatikus analizis.
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Citoplazmatikus festés esetén, ha a pozitiv sejtek klaszterekben helyezkedtek el, a
szoftver nem volt képes az egyes sejtek biztos elkiilonitésére, emiatt a citoplazmatikus
festések esetén a pozitivan fest6dd sejtek altal elfoglalt teriilet szdzalékos aranyat

szamszerusitettiik az 0sszes sejtre vonatkoztatva a kovetkezo képletet alkalmazva:

Pozitiv sejtek tertilete

Pozitiv sejtek + Negativ sejtek teriilete

Ezt a szamitadst kizarolag a lymphocyta mérettartomanyban elhelyezkedd
citoplazmatikus festddést mutatd sejtek esetén alkalmaztuk. Macrophag specifikus
festés (CD68), illetve sejtmag pozitivitast mutatd festés (FOXP3) esetén sejtszam/0,1

mm? meghatarozast végeztiink (16. Abra).

16. Abra. Automatizalt objektum analizis Kkiilonb6zé immunhisztokémiai festések esetén.
A: Lymphocyta mérettartomanyba esé sejtek esetén a pozitiv sejtek teriiletszazaléka keriilt
megallapitasra.

B: Macrophagok immunhisztokémiai vizsgalata esetén az als6 mérethatar beallitasat kovetben sejtszamot
hataroztunk meg.

C: Sejtmagfestés esetén a felsé mérethatar beallitasat kovetden a sejtszamot hataroztuk meg.
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4.3.2. Immunhisztokémiai metszetek értékelése az FDC markerek esetén

A nyirokcsomo6 follicularis teriileteinek vizsgalata soran értékeltiik a follicularis
dendritikus sejt hal6zat megtartottsagat és teljességét. A csontvelében észlelheté FDC
halézat vizsgalata soran a kiilonbozé FDC markerek megjelenési intenzitasat és
kiterjedtségét értékeltiik (17. Abra, 5. Tablazat).

Az értékelésnél 4 1épcsés pontrendszert (,,score”) hasznaltunk, melynek alapjan kiilon
értékeltiik az FDC halozat CD21, CD23, CXCL13 ¢és LNGFR expresszidjat,

nyirokcsomoéban a follicularis teriileteken, illetve a csontveldi infiltracio tertiletén.

17. Abra. Az FDC halézat értékelésére hasznalt rendszer reprezentativ bemutatiasa CD23

immunhisztokémiai festés esetén.
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5. Tablazat. A nyirokcsomoéi FDC halézat értékelésének rendszere.

Alacsony Magas
Antitest 0 1 2 3
CD21 Negativ vagy <10% 11-25% 26-50% >50%
CD23 Negativ vagy <10% 11-25% 26-50% >50%
CXCL13 Negativ vagy <5% 6-10% 11-25% >25%
NGFR Negativ vagy <10% 11-50% 51-75% >75%

4.3.3. Fluoreszcens immunhisztokémiai vizsgalatok

A metszeteket xilolos deparaffinalast kovetéen rehidraltuk leszallo etanol
sorban. Az antigénfeltarast elektromos kuktaban (Avair, Biofa, Veszprem, Hungary)
végeztiik 0.1 M Tris 0.01 M EDTA puffer (pH=9.0) alkalmazva 20 percig ~105 °C-on.
Kovetkez6é 1épésben a metszeteket 20 masodpercig 0,25%-0s Gibco trypsinnel (1:50;
Life Technologies, Carlsbad, CA) emésztettiik, majd 20 perces protein blokkolast
veégeztiink 1%-0s BSA-t tartalmazé TBS pufferrel. Ezutan a metszeteket poliklonalis
nyul Cx43 antitest (1:100, #3512, Cell Signaling, Beverly, MA) és egér monoklonalis
CD20 (B-Lyl, Dako, Glostrup, Denmark), vagy Ki67 (MIB-1, Dako, Glostrup,
Denmark) antitest keverékével éjszakan at (16h), majd 90 percig Alexa Fluor 546
(piros) fluorokrémmal konjugalt kecske anti-nyal IgG (1:200, A11035) és Alexa Fluor
488 (zold, A11001) fluorokrémmal konjugalt kecske anti-egér IgG (1:200) keverékével.
A sejtmagokat kék szinli Hoechst (1:1000, B2883, mindharom Invitrogen-Life
Technologies, Eugene, OR, USA) fluorokrommal 60 masodpercig festettiik. A festett
lemezeket 20X objektivvel (NA=0.83; Carl Zeiss) felszerelt Pannoramic Scan
berendezéssel (3D HISTECH) 3 csatornan (RGB) digitalizaltuk. A tobb fokuszu, tobb
rétegben végzett fluoreszcens digitalizacio lehetdvé tette az <lum-nél is kisebb
connexin jelek vizsgalatat ¢és pontos értékelését a jelek gyengiilésének és
alnegativitasnak kizarasa mellett. A metszeteket az inkubaciok kozott 2x5 percig

mostuk 0.1 M-os TBS-ben (pH 7,4), majd fluoreszcens fed6anyaggal lefedtiik.
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4.3.4. A fluoreszcens immunhisztokémiai metszetek értékelése

A Connexin 43 expressziot vizsgaltuk nyirokcsomoi lokalizacioban, valamint a
csontveldi tumoros infiltratum teriiletén is. A Cx43 expresszioval egyiittesen vizsgaltuk
a specifikus FDC elemek jelenlétét. Az értékelést szintén 4 fokozatu score-rendszer

segitségével végeztiik a nyirokcsomé follicularis teriiletein (18. Abra, 6. tablazat).

18. Abra. A Connexin 43 értékelésére hasznalt rendszer reprezentativ bemutatasa.

Kombinalt Cx43 (piros), Ki67 (z6ld) sejtmagfestés (piros) jelolés.

6. Tablazat. A nyirokcsomoi Cx43 expresszié értékelésének score-rendszere.

Score Cx43 expresszio
0 Negativ vagy <10%
1 <25%

2 <50%

3 >50%
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4.4, Statisztikai analizis

A klinikopatolégiai és az immunhisztokémiai jellemzok kozotti dsszefliggések
vizsgalata esetén a normal eloszlas fennallasdnak vizsgalatat kovetéen a normal
eloszlast mutato fliggetlen és fliggd valtozokatStudent-féle kétmintas t-probaval
vizsgaltuk. A normal eloszlastol eltérd eloszlast mutatod valtozok vizsgalta sordn Mann-
Whitney U-probat és Wilcoxon probat alkalmaztunk. Ordinalis valtozok esetén Fisher
egzakt probat alkalmaztunk. Statisztikailag szignifikdnsnak a p<0.05 értéket tekintettiik.
A statisztikai analizis soran Statistica 9.1 szoftvert hasznaltuk(StatSoft. Inc., Tulsa, OK,
USA).

4.5, Etikai vonatkozasok

Kutatasaink mindenben a hatalyos jogszabalyok szerint jartunk el a Semmelweis
Egyetem Tudomanyos ¢és Kutatasetikai Bizottsaganak (TUKEB) engedélyének
birtokaban.
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5. Eredmények

5.1. A malignus sejtek fenotipusa a nyirokcsomé és csontveld

mintakban

A 20 kezeletlen beteg nyirokcsomo és csontveld mintaparjainak vizsgalata soran
Osszehasonlitottuk a tumorsejtek citoldégiai grade-jét, proliferacios ratdjat, illetve
immunfenotipusat a WHO kritériumoknak megfelelden.

A vizsgalt 20 csontvel6i infiltracidoval rendelkezé esetb6l 15-ben
paratrabecularis ¢€s diffiz, mig 5 esetben csupan paratrabecularis mintdzatot mutatd
infiltratum volt megfigyelheté (19. Abra). Diffiz infiltratum esetén 4 mintaban

secunder folliculus képzddés is igazolhato volt.

19. Abra. A csontvel6i infiltricié mintazata.

A: Paratrabecularis mintazat, B: Diffiiz mintazat.

Tizenkét esetben volt megfigyelhetd un. ,,downgrade”-ing a csontvel6ben a

nyirokcsomoéhoz képest. Egy esetben mindkét minta grade 1 volt. 16 esetben a
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nyirokcsomo grade 2 volt, mig a megfeleld csontveldparok 9 esetben grade 1, 7 esetben
grade 2. Harom esetben, a nyirokcsoméban grade 3 tumor volt azonosithatd, mig a
hozzajuk tartozd csontvelok mindharom esetben alacsonyabb grade-t mutattak (1
esetben grade 2, két esetben grade 1). Nem talaltunk olyan esetet ahol a csontvel6i grade
magasabbnak bizonyult volna a nyirokcsomoi grade-nél. A tumorsejtek mind a
csontvel6ben, mind a nyirokcsomoban BCL2, BCL6 és CD10 pozitivnak bizonyultak.
Ki67 immunhisztokémiai vizsgalattal szignifikans kiilonbség mutatkozott a
nyirokcsomok ¢és a hozzajuk tartozd csontveldi minta tumorsejtjeinek proliferacios

rataja kozott (21.08+6.19% versus 6.23+4.61%, Wilcoxon préba;p<0.0001)(20. Abra).

21,08

(%) 25 | Nyirokcsomo
20 = Csontveld

Cc Ki67

20.Abra. A csontveléi és nyirokcsoméi tumorsejtek proliferaciés rataja.
A, B: A reprezentativ csontveldi és nyirokcsomoéi Ki67 immunhisztokémiai preparatumokon

megfigyelhetd, hogy a csontveldben jelentdsen alacsonyabb a tumorsejtek proliferacios rataja.
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C: Az immunhisztokémiai vizsgalat kvantitativ értékelésével szignifikans kiilonbség mutatkozott a

csontveldi és nyirokcsomoi lymphoma sejtek proliferacios rataja kozott (p<0.0001).
5.2. A nyirokcsomoban és a hozza tartozo csontveld mintaban észlelt

tumoros infiltracié reaktiv mikrokoérnyezeti sejtjeinek vizsgalata

A HistoQuant programmal végzett képanalizissel vizsgaltuk a csontveldi ¢€s
nyirokcsomoi tumoros komponens reaktiv mikrokdrnyezetének dsszetételét a kiillonbozo
T-lymphocyta szubcsoportokra és macrophagokra koncentralva. Eredményeink alapjan
a nyirokcsoméban észlelt malignus follicularis teriiletek mikrokdrnyezetének
sejtosszetétele és mértéke jelentds kiilonbségeket mutatott a csontveldi infiltracid
mikrokornyezetéhez képest. Szignifikdnsan alacsonyabb PD1+ T-lymphocyta szamot
(5.89+3.15% vs 18.59+8.64%,; Wilcoxon proba; p=0.002)észleltiink a csontveldi
infiltracibban a nyirokcsom6 follicularis teriiletethez  viszonyitva. Tovabba
szignifikansan magasabb CD8+ T-lymphocyta (11.02+7.61% vs 5.51£2.41%; Wilcoxon
proba; p=0.004), FOXP3+ regulatorosT-lymphocyta (151.00+86.39 cells/0.1 mm2 vs
76.85+39.64 cells/0.1 mm2; Student félet-proba; p=0.005) ¢és CD68+ macrophag
(131.41+52.59 cells/0. Imm2 vs 38.77+15.28 cells/0.1mm2; Wilcoxon proba; p<0.0001)
szamot észleltiink a csontveldben a nyirokcsomohoz képest (21, 22. Abra).

A CD4+ T-lymphocyta és CD57+ T-lymphocyta szam nem kiilonbozott a két
tumoros komponensben (7. Tablazat).

Az 0Osszehasonlitdé elemzést az interfollicularis teriileteket vizsgalva is

elvégeztiik, azonban kiilonbség a sejtes komponensek kozott nem volt megfigyelhetd.

7. Tablazat.A csontvel6i és nyirokcsomoéi mikrokornyezet 6sszehasonlitasa.

Antitest Csontveld Nyirokcsomo
(Atlag+SD) (Atlag+SD) P Proba

CD4 25.55+12.82% 26.1+12.1% 0,916 Wilcoxon préba
CD8 11.0247.61% 5.51+2.41% 0.004 Wilcoxon proba
FOXP3 151.00+86.39 /0.1 mm2 76.85+39.64/0.1 mm2 0.005 Student féle t-proba
CD57 11.1£8.57% 14.07£5.96% 0,162 Wilcoxon proba
PD1 5.89+3.15% 18.59+8.64% 0.002 Wilcoxon proba
CD68 131.41+52.59/0. 1mm2 38.77x15.28/0.1mm2 p<0.0001 Wilcoxon proba
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e ®

21. Abra. A nyirokcsoméi és csontveléi immunhisztokémiai festések képanalizisének

reprezentativ abrazolasa.
A képek az egymashoz tartoz6 nyirokcsomoi és csontvel6i parokatreprezentaljak. A csontvelGinfiltratum,

illetve a nyirokcsomo follicularis teriiletei piros annotaciovaljeldltek. A pozitiv sejtek kék szinnel jeloltek.
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22. Abra. A nyirokcsomoéi és csontveldi tumorkomponens reaktiv mikrokﬁrnyezeﬁ sejt-

osszetételének osszehasonlito vizsgalata (n=20).
A CD4, CD8, CD57 és PD1 értékek az antitest pozitiv sejtek teriiletszazalékat jelolik, mig a FOXP3 ¢és
CD68 értékek a pozitiv sejtek szamat jelolik. Az oszlopdiagrammokon az atlag, illetve a standard

deviaci6 lathato.

5.3. A csontveldi tumoros infiltracio FDC halozatanak vizsgalata

A csontveldi infiltratum stromalis sejtkomponensének vizsgalata soran
értékeltiik a normal, tumormentes csontveldben észlelt mesenchymalis stromalis sejtes
halozatot. Normal csontvelében az LNGFR expresszi6 a stromalis komponenst jelolte.
Az LNGFR expresszio alapjan tumoros infiltratum teriiletén a reticularis sejtes halozat a

normal csontvel6hoz képest kifejezetten hyperplasticus volt (23. Abra A).
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23.Abra. A csontveléi infiltratum stromalis sejtkomponensének vizsgalata.

A: LNGFR immunhisztokémiai vizsgalattal az infiltratum teriiletén észlelt denz stromalis sejthalozat
mellett a normal csontveldi stromasejtek is jelolodtek.

B, C: CD21 és CD23 pozitiv FDC haldzat csupan a tumoros infiltratumon beliil jel616dott.

D: CXCL13 expresszalo sejtek intenziven jel6lodtek a tumoros infiltratum teriiletén, azonban elszortan a

normal csontvelben is jelen voltak.

CD21 ¢és CD23 immunhisztokémiai vizsgélatokkal a normal csontvel6ben nem
észlelhetd pozitivitast mutatd stromalis sejt.

CD21 (complement receptor) markerrel a paratrabecularis mintazatot mutato
infiltritumban csupén elszortan voltak megfigyelhetdek follicularis dendritikus sejtek.
Diffliz infiltratum esetén egyrészt diffizan elhelyezkedd CD21 pozitiv FDC halozat,
mésrészt helyenként nodularis mintazati FDC halozat rajzolédik ki (23. Abra B).

CD23 (FC receptor) immunhisztokémiai vizsgalattal fejlettebb halozat
mutatkozik, mint CD21 ellenes antitesttel. A halézat diffizan mind a paratrabecularis
mintazata, mind a diffiz mintazata infiltratum teriiletén megfigyelheté volt (23. Abra

Q).

47



DOI:10.14753/SE.2014.1942

A normal csontveldoben elszértan lathatd csupan egy-egy CXCL13-t termeld
stromalis sejt. A tumoros infiltritumban az esetek nagy részében (10/16) kimutathato

volt a CXCL13 kemokint termelé FDC hélozat (23. Abra D).
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5.4. A csontveldi tumoros infiltracio teriiletén észlelheté connexin43

expresszio

A Cx43 csontveldi expresszidjanak vizsgalata soran a normal csontvel6ben
Cx43 expresszid csupan elvétve volt 1athatd, mig a csontveldi lymphoma infiltratum

teriiletén kifejezett Cx43 expresszio volt megfigyelhetd (24. Abra).

24. Abra.Cx43 expresszi6 a csontvel6i lymphoma infiltratumban és a normal csontveld.

A tumoros infiltratumban az FDC halézatnak megfelelen észlelheté a Cx43 gap junction plakkot (piros)
reprezentald <lum-nél is kisebb jelek (fehér nyilak). Az 1um-nél nagyobb jeleket a vordsvértestek
autofluoreszcenciaja adja. Az infitratumban a Ki67 pozitiv proliferalé sejtek szama lényegesen
alacsonyabb a kornyez6 csontvel 6étol.

A. Kombinalt Cx43 (piros), Ki67 (z6ld) sejtmagfestés (piros) jelolés.

B. Cx43 (rodamin — piros) reakcio.

A Cx43 expresszio kiilonbozé dendritikus sejtes markerekkel Gsszhangban
torténd vizsgalata sordn Osszefliggést észleltiink a specifikus FDC markerek és a Cx43
expresszioja kozott. A normal csontveldi reticularis sejteket is jelold6 LNGFR antigén
vizsgalata soran az LNGFR+ stromalis sejtes haldzat hyperplasticusnak bizonyult a
csontveldi infiltratumban, tovabbd a Cx43 expresszid is emelkedettnek bizonyult. A
legintenzivebb Cx43 expressziot a CD21+ FDC hélozat megjelenése esetén észleltiik a
csontveldi infiltrdtumban, mely legkifejezettebben diffuz infiltrdtumban megjelend

follicularis mintézat esetén volt lathato (25. Abra).
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25. Abra. Cx43 expresszié diffiz csontveldi infiltratum melletti tumoros folliculusban.

A: CD21 pozitiv follicularis mintazatot mutatdo FDC haldzat diffiz csontveldi infiltratum teriiletén.

B: LNGFR ellenes antitesttel az FDC halozat mellett diffaz stromalis sejthalézat is azonosithato.

C: Magas Cx43 expresszio (piros) és Ki67 pozitiv proliferaldé tumorsejt frakcio (zold) a CD21 pozitiv

folliculusnak megfeleld teriileten (sejtmagfestés - kék).
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5.5. A nyirokcsomo reaktiv mikrokornyezetének vizsgalata csontvel6

infiltracioval tarsulo és csontveloi infiltraciot nem mutato esetekben

A reaktiv nyirokcsomdi mikrokornyezet csontvel6i terjedést befolydsold
hatasdnak meghatarozdsa céljabdl Osszehasonlitottuk a csontveld infiltracioval
rendelkezd, illetve csontveld infiltraciot nem mutaté esetek mikrokornyezeti
Osszetételét. A vizsgalat soran kiilon értékeltiik a nyirokcsomd follicularis és
interfollicularis teriileteit. A follicularis teriiletek mikrokdrnyezeti 6sszetételét vizsgalva
szignifikdnsan alacsonyabbnak bizonyult a CD8+ T-lymphocytak (5.57+2.36% vs
10.0249.6%, Mann-Whitney U teszt; p=0.04) és a CD68+ macrophagok
(38.15+15.03cells/0.1 mm? vs 62.59+30.62cells/0.1 mm®;Student féle t-proba p= 0.004)

szama a csontvel6i infiltraciot mutaté csoportban (8. Tablazat, 26, 27. Abra).

8. Tablazat.A csontvel6i infiltracioval tarsulé és nem tarsulé csoportok nyirokcsomoi

mikrokornyezetének dsszehasonlitasa.

Csontveldi érintettség

Antitest Pozitiv Negativ

, . p Proba
(Atlag£SD) (Atlag£SD)
CD4 25.31+10.85% 27.71+12.44% 0.446  Mann-Whitney U teszt
CD8 5.57+2.36% 10.0249.6% 0.042  Mann-Whitney U teszt
FOXP3 77.35437.87/0.1 mm2 107.57+77.6/0.1 mm2 0.137 Student féle t-proba
CD57 13.64+5.79% 12.36+8.47% 0.404 Mann-Whitney U teszt
PD1 16.62+8.2% 13.68+7.02% 0.377 Mann-Whitney U teszt
CD68 38.15+15.03/0.1 mm2 62.59+30.62/0.1 mm2 0.004 Student féle t-proba

Az interfollicularis teriiletek reaktiv sejtosszetételét vizsgalva nem észleltiink
kiilonbséget a két csoportban.

Vizsgalataink soran megfigyeltilk, hogy a CD4+ T-lymphocytak, aCD8+ T-
lymphocytak, a FOXP3+ T-lymphocytak, a CD57+ T-lymphocytak és a CD68+
macrophagok tulnyomoérészt interfollicularisan helyezkedtek el, mig a PDI1+ T-
lymphocytak follicularis lokalizaciot mutattak. Két esetben megfigyeltik a CD8+ T-

sejtek perifollicularis halmozodésat.
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26. Abra. Csontveldéi infiltracioval tarsulé, illetve csontveldi infiltratum nélkiili FL esetek
nyirokcsomé mintdinak CD8 és CD68 immunhisztokémiai vizsgalata.

A follicularis teriiletek piros annotacioval jeloltek. A pozitiv sejtek kék szinnel jeldltek.
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27. Abra.A nyirokcsoméi tumoros komponens follicularis teriiletén észlelhet6
reaktiv sejtek aranya csontvel6i infiltratummal rendelkez6 (n=20) és nem

rendelkezé (n=15) FL esetekben.
A CD4, CD8, CD57 és PD1 értékek az antitest pozitiv sejtek teriiletszazalékat jelolik, mig a FOXP3 és

CD68 értékek a pozitiv sejtek szamat jelolik. Az oszlopdiagrammokon az atlag, illetve a standard

deviacio lathato.

5.6. A nyirokcsomé FDC haldézatanak vizsgalata

A csontvel6i terjedést elésegitd és gatld nyirokcsomoi sejtes mikrokornyezet
vizsgalata soran értékeltiikk a follicularis dendritikus sejtes haldzat jelenlétét a két
csoportban, illetve a normal secunder folliculus FDC halozatéahoz viszonyitva (28. Abra,
9. Tablazat).

Nem észleltiink szignifikans kiilonbséget a stromalis sejtek antigén
expresszidjanak intenzitdsaban a csontveldi terjedést mutatd, illetve a csontveldi

infiltracidoval nem jard csoportok kozott. Legegységesebb expresszid az LNGFR

53



DOI:10.14753/SE.2014.1942

antitesttel volt észlelhetd, a csontveldi infiltracidval rendelkezd csoportban minden
esetben jelen volt LNGFR expresszi6, mig a csontveldi érintettség nélkiili csoportban az
esetek 87%-ban (13/15) volt megfigyelhetd. A specifikus FDC markereket (CD23,
CD21) vizsgalva az expresszidé inhomogénnek mutatkozott mindkét csoportban.

A CXCL13 kemokin expresszidja alacsonynak, azonban homogénnek
mutatkozott mindkét csoportban.

A csoportokat lymphoma grade alapjan osztidlyozva nem volt észlelhetd

kiilonbség az alacsony és magas grade-del rendelkez6 esetekben.

9. Tablazat.A csontveléi infiltracioval tarsulo és nem tarsuld csoportok nyirokcsoméi FDC

halozatanak 6sszehasonlitasa.

Csontveldi érintettség

Antitest Pozitiv Negativ
p

LNGFR

7/13 10/5 0.092
(Alacsony (0,1)/magas (2,3))
CD21

5/15 7/8 0.282
(Alacsony (0,1)/magas (2,3))
CD23

6/14 9/6 0.097
(Alacsony (0,1)/magas (2,3))
CXCL13

15/5 12/2 0.672

(Alacsony (0,1)/magas (2,3))
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28.Abra. A nyirokcsomé stromalis sejtkomponensének vizsgalata FL-ben.

A: LNGFR immunhisztokémiai vizsgalattal a tumoros nyirokcsomé follicularis teriiletein denz sejthalozat
jelolédik. Az interfollicularis teriileteken is elszortan megfigyelhet6 volt egy-egy pozitiv stromalis sejt.
B, C: CD21 és CD23 pozitiv FDC haldzat jelenléte specifikus volt a follicularis teriiletekre.

D: CXCLI13 expresszalo sejtek tulnyomoan a follicularis teriiletekre lokalizalodtak.
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5.7. Connexin 43 expresszio nyirokcsomoi lokalizacioban

A tumoros nyirokcsom¢é follicularis régidiban a Cx43 expresszid difftizabb és
csokkent intenzitast volt a normal nyirokcsomok masodlagos nyiroktiiszéihez képest.
Az antigén kifejez0dése elvesztette a normal folliculusra jellemzé polarizaciojat (29.
Abra).

Nem talaltunk szignifikdns Osszefliggést a Cx43 expresszid €s a betegség
csontveldi progresszidja kozott. A csontvel6i manifesztaciot mutatd csoportban az
alacsony Cx43 expresszidt mutatd esetek szdma 5, mig a magas expresszidt mutatd
esetek szama 13.Két esetben a Cx43 expresszid nem volt vizsgalhatd. A csontvel6i
infiltratumot nem ado esetekben az alacsony expresszioji esetek szama 3, mig a magas
expresszidju esetek szama 12 volt (p=0.699).

Szintén nem volt szignifikans kapcsolat a Cx43 expresszio és a tumor grade
kozott. Az alacsony grade-del (grade I-II) rendelkez6 esetekben alacsony Cx43
expresszid volt megfigyelhetd 5 esetben, mig magas 19 esetben. A magas grade-del
(grade III) rendelkezd esetekben alacsony Cx43 expresszid volt azonosithatd 3, mig
magas 6 esetben (p=0.651).

A kevésbé specifikus stromalis sejtes marker (LNGFR) és az FDC specifikus
CD21 ¢és CD23 expresszioval korrelacioban vizsgalva a CX43 expresszidja
Osszefliggéstmutatott a follicularis dendritikus sejtes halozat jelenlétével a follicularis

régioban (10. tablazat).

10. Tablazat. A stromalis és follicularis dendritikus sejtes markerek korrelacidja a Cx43

expresszidval.
Connexin 43 expresszio

Antitest Alacsony Magas p
LNGFR 3/4 12/11 1
(Alacsony (0,1)/magas (2,3))

Ch21 3/4 8/15 1
(Alacsony (0,1)/magas (2,3))

CD23 3/4 10/13 1

(Alacsony (0,1)/magas (2,3))
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29. Abra.Cx43 expresszié FL nyirokcsoméban.

A Cx43 expresszio follicularis lokalizacioban az FDC halozatnak megfeleléen a legkifejezettebb.
Interfollicularisan elszortan foként a lympho-endothel sejtekben (sziirke nyil) és a stromalis sejtek mentén

lathat6. A. Kombinalt Cx43 (piros), Ki67 (z61d) sejtmagfestés (piros) jelolés. B. Cx43 (rodamin — piros)

reakcio.
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6. Megbeszélés

Follicularis lymphomaban a reaktiv mikrokdrnyezet kiemelkedd szerepet jatszik
a tumorsejtek fenotipusanak formalasaban valaminta tumorsejtek terjedésében.
Munkank soran jelentés kiilonbségeket tartunk fel a nyirokcsomdi és csontveldi
tumorsejtek fenotipusa, a reaktiv mikrokdrnyezet Osszetétele, illetve az FDC halozat
jellege és a sejtek connexin expresszidja kozott. Emellett a tumorsejtek terjedésének
vizsgalata soran jelentds kiilonbségeket észleltiink azon nyirokcsom6é mintdk reaktiv
mikrokornyezete kozott, melyeknél észlelhetd volt a csontveld érintettsége, a csontveld
infiltraciot nem mutatd mintakhoz képest.

Az azonos betegbdl szarmazo nyirokcsomoi és csontveldi mintak 6sszehasonlitd
vizsgéalata soran mind hasonldésdgokat, mind kiilonbségeket ¢észleltiink a reaktiv
mikrokornyezet szempontjabol. A CD4+ T-sejtek és a CD57+ T-sejtek aranya
megegyezett mind a két lokalizdcioban.Emellett a csontvel6i tumoros infiltracid
teriiletén minden mintdban észlelhetdé volt specifikus FDC halozat, amely a normal
csontvelében nincs jelen. Nem ismert, hogy a tumorsejtek a nyirokcsomoi
mikrokornyezethez hasonlé mikrokdrnyezetet a csontveldben megtalalhato reticularis
sejtek transzdifferencialasaval, vagy a mar érett sejtek importalasa altal teremtik meg
maguknak. Ghia és munkatarsai altal leirt importing’ hipotézis alapjan a csontvelében
lévémalignus tumorsejtek a nyirokcsomoban megtaldlhaté mikrokdrnyezethez hasonlo
sejtes kornyezetet alakitanak ki maguk koriil, ezzel biztositva ndvekedésiiket ¢€s
tulélésiiket a csontveloben[111]. A mikrokérnyezet fontossagat a B-lymphocyta fejlodés
szempontjabdl szamos in Vitro vizsgalat igazolta, melynek soran azt észlelték, hogy a
follicularis lymphoma sejtek stromalis sejtek, CD40 receptor illetve CD4+ T-
lymphocytak egyiittesjelenléte nélkiil nem képesek a proliferaciora [93, 94, 112]. A
follicularis dendritikus sejtek anti-apoptotikus szignalokat kozvetitenek a B-sejtek
szamara, mig a T-lymphocytak CD40L és citokinek szekretalasaval a B-sejtek
FDC kialakitasanak sziikségességét tiikr6zi az a megfigyelés, hogy a tumor necrosis

factor a és lymphotoxin alp2 (TNFa/LT) stimulacioval csontveléi mesenchymalis
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stromalis sejtekbdl generalt FDC-szerli sejtek hatékonyabban biztositjadk a malignus B-
lymphocytak talélését, mint maguk a csontveldi mesenchymalis stromalis sejtek [114].

A nyirokcsom6 és csontveld Osszehasonlitdé vizsgalata sordn jelentds
kiilonbségeket észleltiink, mind a tumoros, mind a reaktiv sejtosszetétel tekintetében. A
mikrokdrnyezetet vizsgalva a csontveldben szignifikdnsan magasabbaranyban voltak
jelent CD8+ cytotoxicus T-lymphocytak, FOXP3+ regulatoros T-lymphocytak, CD68+
macrophagok valamint jelentésen kevesebb PD1+ T-lymphocytat észleltiink, a vele
parositott nyirokcsomédi mintakhoz képest. Eredményeink megerdsitették a kordbbi
megfigyelést, miszerint a malignus B-lymphocytak alacsonyabb grade-del ¢és
proliferacios rataval rendelkeznek a csontvel6ben[115]. Ezen eltérések magyarazhatoak
a mikrokdrnyezet sejtosszetételének kiilonbségeivel, amely a csontveldben eldsegitheti
a magasabb Ki67 indexel rendelkez6 és éretlen fenotipusti B-lymphocytak eliminaciojat
a csontveloben. A CD8+ cytotoxicus T-lymphocytak, illetve a CD68+ macrophagok
képesek kozvetlen antitumordlis immunvalasz segitségével illetve kemokinek
termelésével eliminalni a B-lymphocytakat [116]. A magasabb Tg-lymphocyta szam és
a magasabb Trg- és PD1+ Tey-lymphocyta arany a csontveloben ugyancsak szelektiv
daganatgatld tényezOként jelenhet meg, mivel a Treg-lymphocytdk kozvetleniil is
gatolhatjak a B-sejt proliferaciot [117]. A Treg-lymphocytak kdzvetve is hatassal vannak
a tumorsejtek proliferacios aktivitasara, mivel gatolhatjak a Try-lymphocytak funkciojat
[118-120].

A csontvel6i és a nyirokcsomdi mikrokornyezetben észlelt kiilonbségek azonban
szekunder eltérésként is felfoghatoak, melyet a tumoros sejtpopulacioban észlelt
eltérések is magyarazhatnak. Munkacsoportunk illetve mas kutatocsoportok is leirtak,
hogy a nyirokcsomodbdl a csontveldbe keriilé tumorsejtek mellett egy olyan follicularis
lymphoma tumorsejt populacido is kimutathatdé a csontveldben, amely nem a
nyirokcsomobol szarmazik[115, 121]. Ez a megfigyelés felveti azt a lehetdséget, hogy a
nyirokcsomoi mikrokornyezettel kordbban nem érintkezd klonok mas mikrokdrnyezeti
jeleket igényelnek a tGléléshez. Ezt a hipotézist az is alatamaszthatja, hogy a PD1+ Tgy-
sejtek — melyek normalisan a nyirokcsomé centrum germinativumainak alkotoi és a B-
lymphocytdk immunglobulin szekretdld B-sejtekké torténd differenciacidjaban
jatszanak fontos szerepet— alacsonyabb ardnyban fordulnak eld a csontveldi

mikrokdrnyezetben[12].
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A csontveldi infiltraciot mutato, illetve a csontvelét nem infiltrald esetek
nyirokcsomoi mikrokornyezetének Osszehasonlitdé vizsgalata soran szignifikans
eltéréseket észleltiink. A csontveldi terjedést nem mutatd esetekben jelentdsen
alacsonyabb ardnyu CD8+ lymphocytakbol és CD68+ macrophagokbol allo infiltracid
volt megfigyelhetd, mely felveti a mikrokdrnyezet befolyasold szerepét a tumorsejtek

Ezen megfigyelés Osszhangban all azon vizsgalati eredményekkel, melyek
szerint a CD8+ T-lymphocytak jelenléte dsszefligg a kedvezébb tulélésselFL-ben [97,
99, 122].Ennek hatterében a CD8+ T-lymphocytak direkt cytotoxicus hatasa, illetve
citokin szekrécion (IFN-y) keresztiil kivaltott hatasa allhat [116]. Az éretlen B-sejtek
migraciojat az IFN-y szabalyozza, mivel részese az IFN-y — PI3K — PKCa kemokin
jelatviteli utvonalnak, mely gatolja a citoszkeletonatrendezédését (actin polimerizacio),
az adhéziot és igy a B-sejtek migraciojat [123].

Az infiltrald6 macrophagok aranya szintén szignifikansan kiilonbozott a két
csoportban. Eredményeink alapjan a magasabb aranya macrophag infiltracié
megakadalyozza a betegség progressziojat és a csontveldi infiltracid kialakulasat. Az
irodalomban a macrophagok szerepe follicularis lymphomaban a prognozis és a
progresszid tekintetében vitatott. Dave €s munkatarsai génexpresszios vizsgalatuk
alapjan két mintazatot hatarozott meg, az ,,Jmmun valasz-1” mintdzat j6 prognozisu FL
esetekben volt megfigyelhetd, mely csoportban kiilonb6z6 T-sejtekre és macrophagokra
jellemzd gének overexpresszidjat mutattdk ki, mig az ,,Jmmun valasz-2” mintazat a
rossz prognozisu esetekben volt észlelhetd, mely esetekre macrophagokra illetve
dendritikus sejtekre karakterisztikus gének overexpresszioja volt jellemz6[96]. Farinha
¢s munkatarsai megfigyelése alapjan a CD68+ macrophdgok mennyisége a talélés
fliggetlen prediktora és a betegség rossz kimenetelét jelzi elore[104]. Ezzel ellentétben
mas vizsgalat alapjan a kifejezettebb CD68+ macrophag infiltraci6 megakadalyozza a
betegség progresszidjat €és ezaltal az Uin. “immunsurveillance mintazat” részét képezik
[122]. A macrophagok prognosztikus jelentdségének felderitését célzo vizsgalatok
ellentétes megfigyeléseinek hatterében a kiilonbozd kezelési protokollok allhatnak
[124]. Konvencionalis kemoterapias protokollok alkalmazasa esetén a magas aranyu
macrophag infiltraci® negativ prognosztikus tényezOként szerepel, azonban

prognosztikai értéke megfordult, amikor a kemoterapiatRituximabbal kombinaltak [104,
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125, 126]. Ismert, hogy az anti-CD20 monoklonalis antitest altal kivaltott B-sejt
tumorprogresszid gatldé mechanizmus a CD68+ macrophagok altal termelt reaktiv
oxigén ¢és nitrogén (nitrogén-monoxid, NO) gyokok hatdsa. Tovabbaa magas NO
koncentracidé gatolja a matrix metalloproteinazok (MMP) aktivitasat, amely enzimek
fontos szerepet jatszanak az extracellularis matrix atépitésében ¢és ezaltal a
metasztazisok kialakulasanak mechanizmusaban [128, 129].

Vizsgalataink soran nem észleltiink Osszefliggést a FOXP3+ Teg-lymphocytak
aranya és a csontvel6i manifesztacid jelenléte kozott. Korabbi, a Trg-lymphocyta
infiltracio €és a betegség tulélésének Osszefliggését vizsgald irodalmi adatok alapjan a
FOXP3+ sejtek nagyaranyl infiltracidja meghatarozta a progresszidmentes tulélést
(PES), a teljes tulélést (OS) valamint elére jelezte a betegség transzformacidjat is.
Emellett a FLIPI index mellett a FOXP3+ sejtes infiltraciot a teljes talélés fliggetlen
meghatarozojanak irtak le, vagyis magasabb FOXP3+ Ty lymphocyta arany a betegség
kedvez6bb progndzisat jelezte elére [100, 103, 130].

A Tey-lymphocytak szama és a csontvel6i infiltracid kialakuldsa tekintetében
sem ¢észleltiink Osszefliggést. PDI+ Tgy-sejtek nagyaranyt jelenlétét pozitiv
prognosztikus tényezoként hataroztdk meg, emellett megallapitottak, hogy tumor
follicularis compartmentjének PD1+ T-lymphocyta infiltraciéja FLIPI-t6] fliggetlen
meghatarozdja a teljes talélésnek [102]. A tumor emelkedett ardnya CDS57+ T-

Alvaro ¢és munkatarsai immunhisztokémiai vizsgalatok alapjan kétféle reaktiv
sejtes infiltratum mintazatot hataroztak meg. Az un. ,Immunosurveillance” tipus az
indolens klinikai lefolyast betegséget jellemzi, melyre emelkedett CD4+, CD8+ és
FOXP3+ T-lymphocyta, alacsony CD57+ T-lymphocyta és magas CD68+ macrophag
sejtszdm jellemz6. Az agressziv klinikai lefolyast betegséget az ,Immun escape”
mintazat jellemzi, mely esetén alacsony CD4+, CD8+ és FOXP3+ T-lymphocyta,
magas CD57+ T-lymphocyta és alacsony CD68+ macrophag infiltracio észlelhetd [98].
Ezen megfigyelések Osszhangban allnak a vizsgélatunk soran észlelt eredményekkel,
miszerint a magas CD8+ T-lymphocyta és a CD68+macrophag arany gatolja a betegség

progresszidjat.
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Szamos klinikai vizsgalat van folyamatban, melynek soran a kiilonb6zd kezelési
protokollokat értékelik a mikrokdrnyezeti infiltratum fényében. Korabban mar emlitésre
keriilt a CD68+ macrophagok emelkedett szamanak elényds prognosztikus hatdsa a
rituximabbal kezelt betegeken [125, 126]. Fludarabinnal, illetve CVP
(Cyclophosphamid, vincristin, és prednison) protokollal kezelt betegcsoportok
Osszehasonlitd vizsgalata soran észlelték, hogy a CVP protokollal kezelt betegek
esetében a denz FOXP3+ Trg-lymphocyta és CD68+ infiltratum, illetve a megtartott
FDC halézat j6 prognosztikai tényezOkéntszerepeltek, mig a fludarabinnal kezelt
betegcsoportban ennek az ellenkezéje volt megfigyelheté [124]. In vitro vizsgalatok
alapjan megfigyelték, hogy a FL sejtek negativan befolyasoljdk a tumort infiltraldé T-
lymphocytak hatasat, ami azonban lenalidomid kezeléssel kivédhet6 volt [131].

A follicularis dendriticus sejtek alapvetd szerepe ismert normal B-lymphocytak
GC fenotipust prezentalo CXCR4+ CXCR5+ CCR7- FL B-sejtek homing-jaért [132]. A
CXCL12, a CXCR4 ligandja felelés mind a csontveldben, mind a nyirokcsomoban a
tumoros B-lymphocytak toborzasaért [114]. Az FDC halézat szerepét a tumor
prognézisanak meghatdrozasaban mar az elsd génexpresszids vizsgalatok felvetették
[96], melyek soran az FDC-re jellemz6 gének a rossz prognozist jelentd ,,Jmmun valasz-
2” csoportban jelentek meg. Immunhisztokémiai vizsgalatokkal kétféle alcsoportot irtak
le az FDC halozat alapjan: egy, a normal CG-hez hasonld expresszidéji stromaval
rendelkez6 és egy alacsonyan differencialt stromaval rendelkez6 alcsoportot [133].
Shiozawa és munkatarsai 6sszefliggést talaltak az FDC immunfenotipusanak valtozasa
€s a betegség progresszioja kozott. Az FDC halozat CD21 negativitdsat rossz
prognosztikai tényezdként hataroztdk meg, illetve a CD21 expresszio eltlinését
Osszefliggésbe hoztdk a betegség diffuz nagy B-sejtes lymphomaba torténd
transzformaciojaval[106]. Ezzel szemben az FDC sejtek CD23, CD35 ¢és CDS54
expresszidjanak vizsgalata soran nem taldltak kapcsolatot a betegség kimenetele
szempontjabol [134]. Vizsgalataink soran nem észleltiink Osszefliggéstkiilonb6z6
specifikus FDC markerek (CD21 és CD23), az FDC 4ltal szekretalt CXCL13, illetve a
stromalis sejt marker LNGFR expresszioja valamint a csontveldi infiltracié kialakuldsa
kozott. Az alacsony (grade I-1T) és magas (grade III) gradusu esetek Osszehasonlitasa

soran nem észleltiink Osszefliggést a tumor grade és a follicularis dendritikus sejtes
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halozat fenotipusa kozott. Cui €s munkatarsai vizsgaltak a betegség klinikai stadiuma és
az FDC halozat jelenléte kozotti Osszefiiggést, melynek soran azt tapasztaltdk, hogy a
magas stadiumu (Stage I11-1V) esetekben GC-hez hasonld, hyperplasticus FDC hal6zat
volt megfigyelhetd, mig az alacsony klinikai stadiumt esetekre (Stagel-11) alacsonyan
differencialt stromalis halozat volt jellemzé [135]. In vivo és in vitro vizsgalatok
eredményeibdl ismert, hogy a stromalis sejtes halézat kozponti szerepet jatszik a
tumorsejtek proliferaciojanakfenntartisaban, a betegség progresszidojaban.Tovabbi
vizsgalatok leirtdk az FDC halézat szerepét a betegség kemoterapias szer
rezisztenciajanak kifejlodésében is[136]. A betegség patogenezisében betoltott jelentds
szerepiiket figyelembe véve az FDC halozat fontos terapias célpontot jelenthet FL-ban.
Ugymint a CXCR4 antagonistak alkalmazasa az FDC halozat tumorsejtekre kifejtett
protektiv mikrokornyezeti hatasanak kivédésére [137]. Az anti-VLA4 antitest
natalizumab szintén igéretes szer a B-sejtek ¢és stromalis sejtek adhézidjanak
megakadalyozasara[136].

A follicularis dendritikus sejtes halozat és a B-lymphocytak kozvetlen
kapcsolatat biztositdé gap junctionokat alkotd fehérjék fontos szerepet toltenek be a
normal B-lymphocytak fejlédésében[138]. A Cx43 csatornakon keresztiili direkt sejt-
sejt kommunikéacido FDC sejthaldzat funkcidinak 6sszehangolasaban is szerepet jatszhat.
A Cx43 csatornakon keresztiili kozvetlen sejt-sejt kapcsolatot a B-sejtek és az FDC
halézat kozotti funkcionalis festék transzfer vizsgalatokkal bizonyitottak [24].
Ugyancsak leirtak Cx43 csatornak szerepét a csontveldi stroma sejtekben a normal
haematopoiesis tamogatasaban [139, 140]. Vizsgalataink soran a csontvelében a
tumoros infiltratumteriiletén Cx43 expresszido fokozodas volt megfigyelhetd, mely
legkifejezettebb az FDC markereket expresszalo sejtes halozat sejtjein volt. A Cx43
képes befolydsolni a B-lymphocyték actin citoszkeletonjanak atrendezddését, és ezaltal
a BCR receptor medialt B-sejt vandorlast. Emellett a Cx43 képes aktivalni a Rapl
GTPazt, mely szintén fontos szerepet jatszik a B-sejtek terjedésében és az immun
szinapszisok kialakitasaiban [31, 141]. Azonban vizsgalataink soran nem észleltiink
Osszefliggést a nyirokcsoméban megfigyelhetd tumoros folliculusok teriiletén
azonosithatd Cx43 expresszio, illetve a tumoros B-sejtek csontveldi terjedése kozott. A

gap junction connexinek akar csatornaként, akar kozvetlen fehérje interakciokon

crer
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tamogatott fokozott expresszidjuk gatolja a proliferaciot, mig az scr onkogén aktivacidja
révén a Cx43 fehérje foszforilacidja a csatornak gatlasat eredményezi, mellyel fokozott
sejtproliferaciot eredményez[30]. A jelenséget a normal hematopoiesisben is
megfigyelték, azonban ellentétes hatassal,amikoris cytoablativ kezelést kdvetéen
Cx43+/- egerekben gatoltnak bizonyult a hematopoiesis[32]. Vizsgalataink soran nem
¢észleltiink 0sszefliggést a tumorra jellemzo grade €s a sejtek Cx43 expresszidja kozott.
A nyirokcsoméi tumoros teriileteken ugyanakkor a Cx43 expresszidja Osszefliggést
mutatott a CD21, ill. CD23 pozitiv FDC halozat fejlettségével. A csontveloben a
nyirokcsomora jellemzé mértékii Cx43 expresszid csupan a CD21+ FDC halozattal
Osszefliggésben volt észlelhetd. A csupan NGFR ¢és CXCLI13 expressziot mutatd
stromalis sejthdlozat teriiletén a follicularis régidban mértnél szignifikdnsan
alacsonyabb Cx43 expressziot figyeltiink meg. Ismerve a kommunikacios csatornaknak
a sejtciklus kontrollban betoltott szerepét, az emelkedett Cx43 expresszid csontveldi
follicularis lymphoma infiltrdtumokban hozzédjarulhat a tumorsejtek mérsékeltebb
proliferaciojahoz és grade-jéhez a nyirokcsomoi tumorsejtekhez viszonyitva. A Cx43
expresszid prognosztikus 0sszefliggései follicularis lymphomdéban tovabbi vizsgalatokat
igényelnek klinikailag kovetett betegek szovetmintain.

A mikrokornyezet  kitiintetett szerepe a  betegség  prognodzisdnak
meghatarozasaban egyéb non-Hodgkin lymphomakban is ismert. A chronicus
lymphocytas leukemiara (CLL) jellemz6 proliferaciés centrumokban specifikus
stromalis sejtek, ugynevezett nursing-like sejtek (NLC) azonosithatok, mely sejtek in
vitro koriilmények kozott megakadalyozzak a CLL sejtek apoptozisat [142]. Emellett
reaktiv CD4+ T-lymphocytdk is észlelhetéek a CLL-es nyirokcsomdokban melyek
CD40/CD40L interakciokkal biztositjak a B-sejtek talélését[143]. Munkacsoportunk
vizsgalatai alapjan CLL-ben ezen proliferacios centrumokat felelhetnek meg a betegség
transzformacio kiindulasi helyének[144].

Diffiz nagy B-sejtes lymphomaban (DLBCL) Monti ¢és munkatarsai
génexpresszids vizsgalatokkal harom alcsoportot kiilonitettek el: (1) OxPhos klaszter,
melyben magas BCL-2 szint volt azonosithatd; (2) BCR/proliferacios klaszter, melyben
a sejtciklus-gének és a BCR szignalut génjeinek expresszoja volt dominald; (3) és a HR
klaszter (Host response, host vélasz), melyben a reaktiv T- és NK-lymphocytak és

interdigitaldo dendritikus sejtek mintazata volt dominaldé [145]. Ezen harom kiilonb6zd
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csoport azonban nemmutatott dsszefliggést a diffiz nagy B-sejtes lymphomaban ismert
sejteredet altal meghatarozott (Aktivalt B-sejt (ABC) és Centrum germinativum (GCB)
B-sejt eredet) csoportokkal [146]. Staudt és munkatarsai DLBCL-ben meghataroztak
egy génexpresszios profilt, amely Osszefiiggést mutatott a kedvezd prognoézissal. Ezen
expresszios profilban a malignus B-sejtekre jellemzd gének mellett reaktiv
macrophagokra és fibroblastokra jellemz6 gének expresszidja volt megfigyelhetd, ez
utobbiak expresszidja Osszefliggést mutatott az alacsony betegség stddiummal és
jellemzdbb volt a GCB sejteredetti DLBCL-re [147].

Primer csont diffiz  nagy B-sejtes lymphomaban (PB-DLBCL)
munkacsoportunk Osszefliggést irt le a teljes tulélés €s a tumort infiltrdlo CD8+
cytotoxikus T-lymphocytak aranya kozott. Vizsgalataink soran azt tapasztaltuk, hogy
5% feletti CD8+ T-lymphocytas infiltracio, alacsony Bcl-2 expresszid és alacsony
proliferacios rata (Ki67<57%) meghatarozza a betegség kedvez6 prognozisat[148].

Megfigyeléseink ¢és az irodalmi adatok alapjan elmondhaté, hogy a
mikrokornyezet reaktiv sejtes komponensei kiemelkedd szerepet jatszanak az érett B-
sejtes lymphomak viselkedésének és progndzisanak meghatarozasaban. A csontveldi és
nyirokcsomoi kompartment Osszehasonlitdsaval megallapitottuk, hogy a malignus
tumorsejtek és a mikrokornyezet sejtjei kétiranyt kdlcsonhatasban allnak egymassal,
illetve a tumorsejtek kialakitjak a tGléléshez sziikséges reaktiv mikrokOrnyezetet. A
csontveldi infiltraciot mutato, illetve a csontveldt nem infiltralo follicularis lymphoma
esetek nyirokcsom6i mikrokdrnyezetének Osszehasonlitdo vizsgélata feltarta, hogy a
cytotoxikus T-lymphocytak és a macrophagok kiemelkedé szerepet jatszhatanak a
tumorsejtek terjedésének és migracidojanak megakadalyozasaban, emiatt a nyirokcsomoi
tumoros komponensben észlelhetd alacsony ardnyuk a csontvel6i érintettség

prognosztikus markere lehet.
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7. Kovetkeztetések

A Dolgozat f6 megallapitasai és j megfigyelései a kovetkezoek:

A csontveldi lokalizacidban észlelhetd tumorsejtek alacsonyabb proliferacios rataja

¢s down grading-je figyelheté meg anyirokcsomoéi tumoros komponenshez képest.

A csontvelot infiltrald tumorsejtek  kialakitjdk a  talélésiiket  biztositod
mikrokornyezetet, uUgymint a proliferacids stimulust biztositd follicularis
dendriticus sejthalozatot, illetve a follicularis helper T-lymphocyta sejtes
kornyezetet, valamint a tumorsejtek proliferaciojat és terjedését reguldlo,
cytotoxikus T-lymphocyta, regulatoros T-lymphocyta tovabba macrophag tartalmu
sejetes kornyezet, illetve sejt-sejt kapcsolatokat a mikrokdrnyezetben talalhato

sejtekkel, melyek azonban a tumorsejtekre visszahatva befolyasoljak fenotipusukat.

A csontveléi terjedést mutatd ¢€s a csontvelét nem infiltrald esetek
mikrokornyezetének 6sszehasonlitasa soran megallapitottuk, hogy a cytotoxikus T-
lymphocytak és a macrophagok kiemelkedd szerepet jatszanak a tumorsejtek
terjedésének ¢€s migracidjanak megakadalyozasaban, emiatt a nyirokcsomoi
tumoros komponensben észlelhetd alacsony aranyuk a csontveldi érintettség

prognosztikus markere lehet.

A nyirokcsomo follicularis dendritikus sejtjeinek ¢és a B-lymphocytdknak a
kozvetlen kapcsolatat biztositdé CX43 fehérje expresszidja nem mutat osszefliggeést

a tumor grade-jével, illetve a betegség csontveldi progressziojaval
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8. Osszefoglalas

A follicularis lymphoma (FL) egy indolens megbetegedés, klinikai lefolyasa
sordn az esetek 50-80%-aban alakul ki csontveldi érintettség, mely rossz prognosztikai
tényez6. Napjainkban egyre nagyobb szerepet tulajdonitanak a  tumor
mikrokornyezetének, vagyis a daganatot infiltrdldo immunsejtek vizsgalatanak. Irodalmi
adatok alapjan a betegség prognozisa ¢és a tulélés a nem malignus immunsejtek
génexpresszios profiljanak valtozasaival mutat osszefliggést.

Munkank célkitlizése a follicularis lymphoma nyirokcsomdi €s csontveldi
mikrokornyezetének analizise patologiai és immunologiai jellemzok, illetve a klinikali
viselkedés tiikrében. Az immunhisztokémiai vizsgalatokat szoveti multiblokk
technologia felhasznaldsaval végeztiik, melynek soran vizsgaltuk a nyirokcsomoi és
csontvel6i mikrokornyezetben talalhaté lymphocyta alcsoportokat, machrophagokat és
follicularis dendritikus sejteket, illetve a stromalis sejtek connexin 43 expressziojat.

Eredményeink alapjan szignifikans kiilonbség volt kimutathaté az egyazon
beteghez tartozd tumoros nyirokcsomoé ¢€s csontveldi infiltratum reaktiv immunsejt-
mintazata kozott, illetve a csontveloben nyirokcsomoi stromalis sejtekre jellemzo
antigéneket expresszaldo FDC halozat jelent meg. Szignifikans kiilonbség mutatkozott
csontveldi manifesztacidval rendelkezd, illetve nem rendelkezd esetek nyirokcsomoi
reaktiv sejt Osszetételében. A csontvel6i infiltracidt mutatdé esetekben a CD8+ T-
lymphocyték illetve a CD68+ machrophagok alacsonyabb szamban voltak jelen. Az
FDC halozat fenotipusa nem kiilonbozott a két csoportban, illetve a betegség grade-el
sem mutatott Osszefliggést. A connexin 43 expresszid jelentdésen csokkentnek
mutatkozott a normdal nyirokcsomdéhoz képest, emellett diffuz lokalizacid volt
megfigyelhetd a normal nyirokcsomoban észlelhetd polarizacioval ellentétben.

Eredményeink alapjan az egyazon beteghez tartozé tumoros nyirokcsomod -
csontveld parok kiilonbozd reaktiv sejtmintdzata segithet magyardzatot adni arra a
jelenségre, hogy miért taldlhatd jelentds kiilonbség a tumorsejtek fenotipusa kozott a
csontveldi és nyirokcsomdi lokalizacid esetén. Megfigyeléseink a sejtes immunitds

crer

tovabba azt, hogy azok kikeriiljék a szervezet immunvalaszat.
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9. Abstract

Follicular lymphoma is an indolent non-Hodgkin lymphoma. In about 40-70% of
the cases is associated with bone marrow (BM) involvement, which is considered a
negative prognostic marker. Previous gene expression studies suggested that immune-
microenvironment of FL plays an important role in prognosis and clinical behavior of
the disease.

The aim of our work was to analyze the immune-microenvironment of the bone
marrow and lymph node in respect of the pathological and immunological
characteristics, and to investigate the correlation with the clinical features. Automated
image-segmentation-based quantitation was performed in whole digital slides of tissue
microarrays (TMA) of formalin-fixed paraffin-embedded tissue biopsies.

We analyzed specific subsets of T-lymphocytes, macrophages, stromal cells and
the connexin 43 expression of stromal cells in the microenvironment of FL. We found
significantly = more  CD8+  T-lymphocytes, = FOXP3+T-lymphocytes, and
CD68+macrophages and fewer PD1+T-lymphocytes in the BM than in the matching LN
samples. We also observed the presence of lymph node specific FDC in the malignant
infiltration of the bone marrow. Furthermore, we found significantly less CD8+
cytotoxicT-cells and CD68+macrophages in cases involving the BM compared to those
localized only to the LNs. The follicular dendritic cell network didn’t show any
differences regarding the two groups, and we haven’t observed any association with the
grade of the tumor cells. Connexin 43 expression was significantly lower compared to
normal lymph nodes, and had a diffuse expression in contrast to the polarized
expression pattern in the normal secunder follicles.

Our study showed that different tumor cell growth in the LN and BM may
generate different microenvironment, and suggested that the reduced number of
cytotoxic T-lymphocytes and macrophages in LNs favors BM infiltration of neoplastic

cells in FL.

68



10.

11.

12.

DOI:10.14753/SE.2014.1942

10. Irodalomjegyzék

Boehm T and Bleul CC, The evolutionary history of lymphoid organs. Nat
Immunol, 2007. 8(2): p. 131-5.

Rajewsky K, Clonal selection and learning in the antibody system. Nature, 1996.
381(6585): p. 751-8.

Hess J, Laumen H, Muller KB, and Wirth T, Molecular genetics of the germinal
center reaction. J Cell Physiol, 1998. 177(4): p. 525-34.

MacLennan IC, Liu YJ, Oldfield S, Zhang J, and Lane PJ, The evolution of B-
cell clones. Curr Top Microbiol Immunol, 1990. 159: p. 37-63.

Muramatsu M, Kinoshita K, Fagarasan S, Yamada S, Shinkai Y, and Honjo T,
Class switch recombination and hypermutation require activation-induced
cytidine deaminase (AID), a potential RNA editing enzyme. Cell, 2000. 102(5):
p. 553-63.

Berek C, Berger A, and Apel M, Maturation of the immune response in germinal
centers. Cell, 1991. 67(6): p. 1121-9.

Cyster JG, Ansel KM, Reif K, Ekland EH, Hyman PL, Tang HL, Luther SA, and
Ngo VN, Follicular stromal cells and lymphocyte homing to follicles. Immunol
Rev, 2000. 176: p. 181-93.

Forster R, Mattis AE, Kremmer E, Wolf E, Brem G, and Lipp M, A putative
chemokine receptor, BLR1, directs B cell migration to defined lymphoid organs
and specific anatomic compartments of the spleen. Cell, 1996. 87(6): p. 1037-
47.

Cyster JG, B cell follicles and antigen encounters of the third kind. Nat
Immunol, 2010. 11(11): p. 989-96.

Klein U and Dalla-Favera R, Germinal centres: role in B-cell physiology and
malignancy. Nat Rev Immunol, 2008. 8(1): p. 22-33.

Nutt SL and Tarlinton DM, Give and take in the germinal center. Nat Immunol,
2010. 11(6): p. 464-6.

Nutt SL and Tarlinton DM, Germinal center B and follicular helper T cells:

siblings, cousins or just good friends? Nat Immunol, 2011. 12(6): p. 472-7.

69



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

DOI:10.14753/SE.2014.1942

Kim CH, Rott LS, Clark-Lewis I, Campbell DJ, Wu L, and Butcher EC,
Subspecialization of CXCR5+ T cells: B helper activity is focused in a germinal
center-localized subset of CXCR5+ T cells. J Exp Med, 2001. 193(12): p. 1373-
81.

Linterman MA, Pierson W, Lee SK, Kallies A, Kawamoto S, Rayner TF,
Srivastava M, Divekar DP, Beaton L, Hogan JJ, Fagarasan S, Liston A, Smith
KG, and Vinuesa CG, Foxp3+ follicular regulatory T cells control the germinal
center response. Nat Med, 2011. 17(8): p. 975-82.

Lim HW, Hillsamer P, Banham AH, and Kim CH, Cutting edge: direct
suppression of B cells by CD4+ CD25+ regulatory T cells. J Immunol, 2005.
175(7): p. 4180-3.

Zhao DM, Thornton AM, DiPaolo RJ, and Shevach EM, Activated
CD4+CD25+ T cells selectively kill B lymphocytes. Blood, 2006. 107(10): p.
3925-32.

Smith JP, Burton GF, Tew JG, and Szakal AK, Tingible body macrophages in
regulation of germinal center reactions. Dev Immunol, 1998. 6(3-4): p. 285-94.
Cheng F, Wang HW, Cuenca A, Huang M, Ghansah T, Brayer J, Kerr WG,
Takeda K, Akira S, Schoenberger SP, Yu H, Jove R, and Sotomayor EM, A
critical role for Stat3 signaling in immune tolerance. Immunity, 2003. 19(3): p.
425-36.

Park CS and Choi YS, How do follicular dendritic cells interact intimately with
B cells in the germinal centre? Immunology, 2005. 114(1): p. 2-10.

Krenacs T and Rosendaal M, Gap-junction communication pathways in
germinal center reactions. Dev Immunol, 1998. 6(1-2): p. 111-8.

Oviedo-Orta E and Howard Evans W, Gap junctions and connexin-mediated
communication in the immune system. Biochim Biophys Acta, 2004. 1662(1-2):
p. 102-12.

Matsue H, Yao J, Matsue K, Nagasaka A, Sugiyama H, Aoki R, Kitamura M,
and Shimada S, Gap junction-mediated intercellular communication between
dendritic cells (DCs) is required for effective activation of DCs. J Immunol,
2006. 176(1): p. 181-90.

70



23.

24,

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

DOI:10.14753/SE.2014.1942

Cancelas JA, Koevoet WL, de Koning AE, Mayen AE, Rombouts EJ, and
Ploemacher RE, Connexin-43 gap junctions are involved in multiconnexin-
expressing stromal support of hemopoietic progenitors and stem cells. Blood,
2000. 96(2): p. 498-505.

Krenacs T, van Dartel M, Lindhout E, and Rosendaal M, Direct cell/cell
communication in the lymphoid germinal center: connexin43 gap junctions
functionally couple follicular dendritic cells to each other and to B lymphocytes.
Eur J Immunol, 1997. 27(6): p. 1489-97.

Martin CA, Homaidan FR, Palaia T, Burakoff R, and el-Sabban ME, Gap
junctional communication between murine macrophages and intestinal epithelial
cell lines. Cell Adhes Commun, 1998. 5(6): p. 437-49.

Fonseca PC, Nihei OK, Urban-Maldonado M, Abreu S, de Carvalho AC, Spray
DC, Savino W, and Alves LA, Characterization of connexin 30.3 and 43 in
thymocytes. Immunol Lett, 2004. 94(1-2): p. 65-75.

Oviedo-Orta E, Hoy T, and Evans WH, Intercellular communication in the
immune system: differential expression of connexin40 and 43, and perturbation
of gap junction channel functions in peripheral blood and tonsil human
lymphocyte subpopulations. Immunology, 2000. 99(4): p. 578-90.
Oviedo-Orta E, Gasque P, and Evans WH, Immunoglobulin and cytokine
expression in mixed lymphocyte cultures is reduced by disruption of gap
junction intercellular communication. Faseb j, 2001. 15(3): p. 768-74.

Krenacs T and Rosendaal M, Immunohistological detection of gap junctions in
human lymphoid tissue: connexin43 in follicular dendritic and
lymphoendothelial cells. J Histochem Cytochem, 1995. 43(11): p. 1125-37.
Loewenstein WR and Rose B, The cell-cell channel in the control of growth.
Semin Cell Biol, 1992. 3(1): p. 59-79.

Machtaler S, Dang-Lawson M, Choi K, Jang C, Naus CC, and Matsuuchi L, The
gap junction protein Cx43 regulates B-lymphocyte spreading and adhesion. J
Cell Sci, 2011. 124(Pt 15): p. 2611-21.

Montecino-Rodriguez E, Leathers H, and Dorshkind K, Expression of connexin
43 (Cx43) is critical for normal hematopoiesis. Blood, 2000. 96(3): p. 917-24.

71



33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

DOI:10.14753/SE.2014.1942

Oviedo-Orta E, Perreau M, Evans WH, and Potolicchio I, Control of the
proliferation of activated CD4+ T cells by connexins. J Leukoc Biol, 2010.
88(1): p. 79-86.

Kuczma M, Lee JR, and Kraj P, Connexin 43 signaling enhances the generation
of Foxp3+ regulatory T cells. J Immunol, 2011. 187(1): p. 248-57.

Eugenin EA, Branes MC, Berman JW, and Saez JC, TNF-alpha plus IFN-
gamma induce connexin43 expression and formation of gap junctions between
human monocytes/macrophages that enhance physiological responses. J
Immunol, 2003. 170(3): p. 1320-8.

Schneider T and Matolcsy A, Follicularis Lymphoma, in Hematologiai
betegségek atlasza, A Matolcsy, M Udvardy, and L Kopper, Editors. 2006,
Medicina Konyvkiad6 RT.: Budapest, Hungary. p. 262-268.

Harris NL, Swerdlow SH, Jaffe ES, Ott G, Nathwani NB, De Jong D, Yoshino
T, and Spagnolo D, Follicular Lymphoma, in WHO classification of tumours of
haematopoietic and lymphoid tisseus, SH Swerdlow, et al., Editors. 2008,
International Agency for Research on Cancer (IARC): Lyon. p. 220-226.
Anderson JR, Armitage JO, and Weisenburger DD, Epidemiology of the non-
Hodgkin's lymphomas: distributions of the major subtypes differ by geographic
locations. Non-Hodgkin's Lymphoma Classification Project. Ann Oncol, 1998.
9(7): p. 717-20.

Leich E, Ott G, and Rosenwald A, Pathology, pathogenesis and molecular
genetics of follicular NHL. Best Pract Res Clin Haematol, 2011. 24(2): p. 95-
100.

Shaffer AL, Rosenwald A, and Staudt LM, Lymphoid malignancies: the dark
side of B-cell differentiation. Nat Rev Immunol, 2002. 2(12): p. 920-32.

Klein U and Dalla-Favera R, Germinal centres: role in B-cell physiology and
malignancy. Nat Rev Immunol., 2008. 8(1): p. 22-33.

Leonard RC, Hayward RL, Prescott RJ, and Wang JX, The identification of
discrete prognostic groups in low grade non-Hodgkin's lymphoma. The Scotland
and Newcastle Lymphoma Group Therapy Working Party. Ann Oncol, 1991.
2(9): p. 655-62.

72



43.

44,

45.

46.

47.

48.

DOI:10.14753/SE.2014.1942

Decaudin D, Lepage E, Brousse N, Brice P, Harousseau JL, Belhadj K, Tilly H,
Michaux L, Cheze S, Coiffier B, and Solal-Celigny P, Low-grade stage 111-1V
follicular lymphoma: multivariate analysis of prognostic factors in 484 patients--
a study of the groupe d'Etude des lymphomes de I'Adulte. J Clin Oncol, 1999.
17(8): p. 2499-505.

Federico M, Vitolo U, Zinzani PL, Chisesi T, Clo V, Bellesi G, Magagnoli M,
Liberati M, Boccomini C, Niscola P, Pavone V, Cuneo A, Santini G, Brugiatelli
M, Baldini L, Rigacci L, and Resegotti L, Prognosis of follicular lymphoma: a
predictive model based on a retrospective analysis of 987 cases. Intergruppo
Italiano Linfomi. Blood, 2000. 95(3): p. 783-9.

Solal-Celigny P, Roy P, Colombat P, White J, Armitage JO, Arranz-Saez R, Au
WY, Bellei M, Brice P, Caballero D, Coiffier B, Conde-Garcia E, Doyen C,
Federico M, Fisher RI, Garcia-Conde JF, Guglielmi C, Hagenbeek A, Haioun C,
LeBlanc M, Lister AT, Lopez-Guillermo A, McLaughlin P, Milpied N, Morel P,
Mounier N, Proctor SJ, Rohatiner A, Smith P, Soubeyran P, Tilly H, Vitolo U,
Zinzani PL, Zucca E, and Montserrat E, Follicular lymphoma international
prognostic index. Blood, 2004. 104(5): p. 1258-65.

Federico M, Guglielmi C, Luminari S, Mammi C, Marcheselli L, Gianelli U,
Maiorana A, Merli F, Bellei M, Pozzi S, Stelitano C, Lazzaro A, Gobbi PG,
Baldini L, Bergantini S, Fregoni V, and Brugiatelli M, Prognostic relevance of
serum beta2 microglobulin in patients with follicular lymphoma treated with
anthracycline-containing regimens. A GISL study. Haematologica, 2007.
92(11): p. 1482-8.

Federico M, Bellei M, Marcheselli L, Luminari S, Lopez-Guillermo A, Vitolo
U, Pro B, Pileri S, Pulsoni A, Soubeyran P, Cortelazzo S, Martinelli G, Martelli
M, Rigacci L, Arcaini L, Di Raimondo F, Merli F, Sabattini E, McLaughlin P,
and Solal-Celigny P, Follicular lymphoma international prognostic index 2: a
new prognostic index for follicular lymphoma developed by the international
follicular lymphoma prognostic factor project. J Clin Oncol, 2009. 27(27): p.
4555-62.

Smithers DW, Summary of papers delivered at the Conference on Staging in
Hodgkin's Disease (Ann Arbor). Cancer Res, 1971. 31(11): p. 1869-70.

73



49,

50.

51.

52.

53.

54,

55.

DOI:10.14753/SE.2014.1942

Ultmann JE and Moran EM, Diagnostic evaluation and clinical staging in
Hodgkin's disease: usefulness and problems of the Ann Arbor staging
classification in primary staging and staging in relapse. Natl Cancer Inst
Monogr, 1973. 36: p. 333-45.

Johnson PW, Rohatiner AZ, Whelan JS, Price CG, Love S, Lim J, Matthews J,
Norton AJ, Amess JA, and Lister TA, Patterns of survival in patients with
recurrent follicular lymphoma: a 20-year study from a single center. J Clin
Oncol, 1995. 13(1): p. 140-7.

Ardeshna KM, Smith P, Norton A, Hancock BW, Hoskin PJ, MacLennan KA,
Marcus RE, Jelliffe A, Vaughan G, Hudson, and Linch DC, Long-term effect of
a watch and wait policy versus immediate systemic treatment for asymptomatic
advanced-stage non-Hodgkin lymphoma: a randomised controlled trial. Lancet,
2003. 362(9383): p. 516-22.

Guadagnolo BA, Li S, Neuberg D, Ng A, Hua L, Silver B, Stevenson MA, and
Mauch P, Long-term outcome and mortality trends in early-stage, Grade 1-2
follicular lymphoma treated with radiation therapy. Int J Radiat Oncol Biol
Phys, 2006. 64(3): p. 928-34.

Fisher RI, LeBlanc M, Press OW, Maloney DG, Unger JM, and Miller TP, New
treatment options have changed the survival of patients with follicular
lymphoma. J Clin Oncol, 2005. 23(33): p. 8447-52.

Hiddemann W, Kneba M, Dreyling M, Schmitz N, Lengfelder E, Schmits R,
Reiser M, Metzner B, Harder H, Hegewisch-Becker S, Fischer T, Kropff M,
Reis HE, Freund M, Wormann B, Fuchs R, Planker M, Schimke J, Eimermacher
H, Trumper L, Aldaoud A, Parwaresch R, and Unterhalt M, Frontline therapy
with rituximab added to the combination of cyclophosphamide, doxorubicin,
vincristine, and prednisone (CHOP) significantly improves the outcome for
patients with advanced-stage follicular lymphoma compared with therapy with
CHOP alone: results of a prospective randomized study of the German Low-
Grade Lymphoma Study Group. Blood, 2005. 106(12): p. 3725-32.

Marcus R, Imrie K, Belch A, Cunningham D, Flores E, Catalano J, Solal-
Celigny P, Offner F, Walewski J, Raposo J, Jack A, and Smith P, CVP

74



56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

DOI:10.14753/SE.2014.1942

chemotherapy plus rituximab compared with CVP as first-line treatment for
advanced follicular lymphoma. Blood, 2005. 105(4): p. 1417-23.

Martinelli G, Schmitz SF, Utiger U, Cerny T, Hess U, Bassi S, Okkinga E,
Stupp R, Stahel R, Heizmann M, Vorobiof D, Lohri A, Dietrich PY, Zucca E,
and Ghielmini M, Long-term follow-up of patients with follicular lymphoma
receiving single-agent rituximab at two different schedules in trial SAKK 35/98.
J Clin Oncol, 2010. 28(29): p. 4480-4.

Cheson BD, Radioimmunotherapy of non-Hodgkin's lymphomas. Curr Drug
Targets, 2006. 7(10): p. 1293-300.

Rohatiner AZ, Nadler L, Davies AJ, Apostolidis J, Neuberg D, Matthews J,
Gribben JG, Mauch PM, Lister TA, and Freedman AS, Myeloablative therapy
with autologous bone marrow transplantation for follicular lymphoma at the
time of second or subsequent remission: long-term follow-up. J Clin Oncol,
2007. 25(18): p. 2554-9.

Leonard JP, Friedberg JW, Younes A, Fisher D, Gordon LI, Moore J, Czuczman
M, Miller T, Stiff P, Cheson BD, Forero-Torres A, Chieffo N, McKinney B,
Finucane D, and Molina A, A phase I/1l study of galiximab (an anti-CD80
monoclonal antibody) in combination with rituximab for relapsed or refractory,
follicular lymphoma. Ann Oncol, 2007. 18(7): p. 1216-23.

Leonard JP, Schuster SJ, Emmanouilides C, Couture F, Teoh N, Wegener WA,
Coleman M, and Goldenberg DM, Durable complete responses from therapy
with combined epratuzumab and rituximab: final results from an international
multicenter, phase 2 study in recurrent, indolent, non-Hodgkin lymphoma.
Cancer, 2008. 113(10): p. 2714-23.

Freedman A, Neelapu SS, Nichols C, Robertson MJ, Djulbegovic B, Winter JN,
Bender JF, Gold DP, Ghalie RG, Stewart ME, Esquibel V, and Hamlin P,
Placebo-controlled phase I11 trial of patient-specific immunotherapy with
mitumprotimut-T and granulocyte-macrophage colony-stimulating factor after
rituximab in patients with follicular lymphoma. J Clin Oncol, 2009. 27(18): p.
3036-43.

Friedberg JW, Neuberg D, Gribben JG, Fisher DC, Canning C, Koval M, Poor
CM, Green LM, Daley J, Soiffer R, Ritz J, and Freedman AS, Combination

75



63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

DOI:10.14753/SE.2014.1942

immunotherapy with rituximab and interleukin 2 in patients with relapsed or
refractory follicular non-Hodgkin's lymphoma. Br J Haematol, 2002. 117(4): p.
828-34.

Freedman A, Follicular lymphoma: 2012 update on diagnosis and management.
Am J Hematol, 2012. 87(10): p. 988-95.

McCabe MT, Ott HM, Ganji G, Korenchuk S, Thompson C, Van Aller GS, Liu
Y, Graves AP, Della Pietra A, 3rd, Diaz E, LaFrance LV, Mellinger M,
Duquenne C, Tian X, Kruger RG, McHugh CF, Brandt M, Miller WH, Dhanak
D, Verma SK, Tummino PJ, and Creasy CL, EZH?2 inhibition as a therapeutic
strategy for lymphoma with EZH2-activating mutations. Nature, 2012,
492(7427): p. 108-12.

Tsujimoto Y, Cossman J, Jaffe E, and Croce CM, Involvement of the bcl-2 gene
in human follicular lymphoma. Science., 1985. 228(4706): p. 1440-3.

Cleary ML and Sklar J, Nucleotide sequence of a t(14;18) chromosomal
breakpoint in follicular lymphoma and demonstration of a breakpoint-cluster
region near a transcriptionally active locus on chromosome 18. Proc Natl Acad
SciU S A, 1985. 82(21): p. 7439-43.

McDonnell TJ and Korsmeyer SJ, Progression from lymphoid hyperplasia to
high-grade malignant lymphoma in mice transgenic for the t(14; 18). Nature,
1991. 349(6306): p. 254-6.

Meijerink JP, t(14;18), a journey to eternity. Leukemia, 1997. 11(12): p. 2175-
87.

Zinkel S, Gross A, and Yang E, BCL2 family in DNA damage and cell cycle
control. Cell Death Differ, 2006. 13(8): p. 1351-9.

Limpens J, Stad R, Vos C, de Vlaam C, de Jong D, van Ommen GJ, Schuuring
E, and Kluin PM, Lymphoma-associated translocation t(14;18) in blood B cells
of normal individuals. Blood, 1995. 85(9): p. 2528-36.

Johnson NA, Al-Tourah A, Brown CJ, Connors JM, Gascoyne RD, and
Horsman DE, Prognostic significance of secondary cytogenetic alterations in
follicular lymphomas. Genes Chromosomes Cancer, 2008. 47(12): p. 1038-48.
Cheung KJ, Johnson NA, Affleck JG, Severson T, Steidl C, Ben-Neriah S,
Schein J, Morin RD, Moore R, Shah SP, Qian H, Paul JE, Telenius A, Relander

76



73.

74.

75.

76.

77.

DOI:10.14753/SE.2014.1942

T, Lam W, Savage K, Connors JM, Brown C, Marra MA, Gascoyne RD, and
Horsman DE, Acquired TNFRSF14 mutations in follicular lymphoma are
associated with worse prognosis. Cancer Res, 2010. 70(22): p. 9166-74.
Launay E, Pangault C, Bertrand P, Jardin F, Lamy T, Tilly H, Tarte K, Bastard
C, and Fest T, High rate of TNFRSF14 gene alterations related to 1p36 region in
de novo follicular lymphoma and impact on prognosis. Leukemia, 2012. 26(3):
p. 559-62.

Oricchio E, Nanjangud G, Wolfe AL, Schatz JH, Mavrakis KJ, Jiang M, Liu X,
Bruno J, Heguy A, Olshen AB, Socci ND, Teruya-Feldstein J, Weis-Garcia F,
Tam W, Shaknovich R, Melnick A, Himanen JP, Chaganti RS, and Wendel HG,
The Eph-receptor A7 is a soluble tumor suppressor for follicular lymphoma.
Cell, 2011. 147(3): p. 554-64.

Morin RD, Mendez-Lago M, Mungall AJ, Goya R, Mungall KL, Corbett RD,
Johnson NA, Severson TM, Chiu R, Field M, Jackman S, Krzywinski M, Scott
DW, Trinh DL, Tamura-Wells J, Li S, Firme MR, Rogic S, Griffith M, Chan S,
Yakovenko O, Meyer IM, Zhao EY, Smailus D, Moksa M, Chittaranjan S,
Rimsza L, Brooks-Wilson A, Spinelli JJ, Ben-Neriah S, Meissner B, Woolcock
B, Boyle M, McDonald H, Tam A, Zhao Y, Delaney A, Zeng T, Tse K,
Butterfield Y, Birol I, Holt R, Schein J, Horsman DE, Moore R, Jones SJ,
Connors JM, Hirst M, Gascoyne RD, and Marra MA, Frequent mutation of
histone-modifying genes in non-Hodgkin lymphoma. Nature, 2011. 476(7360):
p. 298-303.

Pasqualucci L, Dominguez-Sola D, Chiarenza A, Fabbri G, Grunn A, Trifonov
V, Kasper LH, Lerach S, Tang H, Ma J, Rossi D, Chadburn A, Murty VV,
Mullighan CG, Gaidano G, Rabadan R, Brindle PK, and Dalla-Favera R,
Inactivating mutations of acetyltransferase genes in B-cell lymphoma. Nature,
2011. 471(7337): p. 189-95.

Bodor C, O'Riain C, Wrench D, Matthews J, lyengar S, Tayyib H, Calaminici
M, Clear A, Igbal S, Quentmeier H, Drexler HG, Montoto S, Lister AT, Gribben
JG, Matolcsy A, and Fitzgibbon J, EZH2 Y641 mutations in follicular
lymphoma. Leukemia, 2011. 25(4): p. 726-9.

77



78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

DOI:10.14753/SE.2014.1942

Ryan RJ, Nitta M, Borger D, Zukerberg LR, Ferry JA, Harris NL, lafrate AJ,
Bernstein BE, Sohani AR, and Le LP, EZH2 codon 641 mutations are common
in BCL2-rearranged germinal center B cell lymphomas. PLoS One, 2011. 6(12):
p. €28585.

Bodor C, Grossmann V, Popov N, Okosun J, O'Riain C, Tan K, Marzec J, Araf
S, Wang J, Lee AM, Clear A, Montoto S, Matthews J, Igbal S, Rajnai H,
Rosenwald A, Ott G, Campo E, Rimsza LM, Smeland EB, Chan WC, Braziel
RM, Staudt LM, Wright G, Lister TA, Elemento O, Hills R, Gribben JG,
Chelala C, Matolcsy A, Kohlmann A, Haferlach T, Gascoyne RD, and
Fitzgibbon J, EZH2 mutations are frequent and represent an early event in
follicular lymphoma. Blood, 2013. 122(18): p. 3165-8.

Bennett JM, Cain KC, Glick JH, Johnson GJ, Ezdinli E, and O'Connell MJ, The
significance of bone marrow involvement in non-Hodgkin's lymphoma: the
Eastern Cooperative Oncology Group experience. J Clin Oncol, 1986. 4(10): p.
1462-9.

Rambaldi A, Carlotti E, Oldani E, Della Starza I, Baccarani M, Cortelazzo S,
Lauria F, Arcaini L, Morra E, Pulsoni A, Rigacci L, Rupolo M, Zaja F, Zinzani
PL, Barbui T, and Foa R, Quantitative PCR of bone marrow BCL2/IgH+ cells at
diagnosis predicts treatment response and long-term outcome in follicular non-
Hodgkin lymphoma. Blood, 2005. 105(9): p. 3428-33.

Romaguera JE, McLaughlin P, North L, Dixon D, Silvermintz KB, Garnsey LA,
Velasquez WS, Hagemeister FB, and Cabanillas F, Multivariate analysis of
prognostic factors in stage IV follicular low-grade lymphoma: a risk model. J
Clin Oncol, 1991. 9(5): p. 762-9.

Bognar A, Csernus B, Bodor C, Reiniger L, Szepesi A, Toth E, Kopper L, and
Matolcsy A, Clonal selection in the bone marrow involvement of follicular
lymphoma. Leukemia, 2005. 19(9): p. 1656-62.

Nakamura Y, Sato Y, Yoshida K, Kakegawa E, Ito Y, Seyama A, Kayano H,
and Bessho M, A molecular analysis of biclonal follicular lymphoma: further
evidence for bone marrow origin and clonal selection. Eur J Haematol, 2009.
82(5): p. 398-403.

78



85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

DOI:10.14753/SE.2014.1942

Kinashi T and Springer TA, Adhesion molecules in hematopoietic cells. Blood
Cells, 1994. 20(1): p. 25-44.

Caneva L, Soligo D, Cattoretti G, De Harven E, and Deliliers GL, Immuno-
electron microscopy characterization of human bone marrow stromal cells with
anti-NGFR antibodies. Blood Cells Mol Dis, 1995. 21(2): p. 73-85.

Wilkins BS and Jones DB, Immunohistochemical characterization of intact
stromal layers in long-term cultures of human bone marrow. Br J Haematol,
1995. 90(4): p. 757-66.

Thompson SJ, Schatteman GC, Gown AM, and Bothwell M, A monoclonal
antibody against nerve growth factor receptor. Immunohistochemical analysis of
normal and neoplastic human tissue. Am J Clin Pathol, 1989. 92(4): p. 415-23.
Labouyrie E, Dubus P, Groppi A, Mahon FX, Ferrer J, Parrens M, Reiffers J, de
Mascarel A, and Merlio JP, Expression of neurotrophins and their receptors in
human bone marrow. Am J Pathol, 1999. 154(2): p. 405-15.

Vega F, Medeiros LJ, Lang WH, Mansoor A, Bueso-Ramos C, and Jones D, The
stromal composition of malignant lymphoid aggregates in bone marrow:
variations in architecture and phenotype in different B-cell tumours. Br J
Haematol, 2002. 117(3): p. 569-76.

Tweeddale ME, Lim B, Jamal N, Robinson J, Zalcberg J, Lockwood G, Minden
MD, and Messner HA, The presence of clonogenic cells in high-grade malignant
lymphoma: a prognostic factor. Blood, 1987. 69(5): p. 1307-14.

Ford RJ, Kouttab NM, Sahasrabuddhe CG, Davis FM, and Mehta SR, Growth
factor-mediated proliferation in B cell non-Hodgkin's lymphomas. Blood, 1985.
65(6): p. 1335-41.

Umetsu DT, Esserman L, Donlon TA, DeKruyff RH, and Levy R, Induction of
proliferation of human follicular (B type) lymphoma cells by cognate interaction
with CD4+ T cell clones. J Immunol, 1990. 144(7): p. 2550-7.

Johnson PW, Watt SM, Betts DR, Davies D, Jordan S, Norton AJ, and Lister
TA, Isolated follicular lymphoma cells are resistant to apoptosis and can be
grown in vitro in the CD40/stromal cell system. Blood, 1993. 82(6): p. 1848-57.
Eray M, Postila V, Eeva J, Ripatti A, Karjalainen-Lindsberg ML, Knuutila S,

Andersson LC, and Pelkonen J, Follicular lymphoma cell lines, an in vitro

79



DOI:10.14753/SE.2014.1942

model for antigenic selection and cytokine-mediated growth regulation of
germinal centre B cells. Scand J Immunol, 2003. 57(6): p. 545-55.

96.  Dave SS, Wright G, Tan B, Rosenwald A, Gascoyne RD, Chan WC, Fisher RI,
Braziel RM, Rimsza LM, Grogan TM, Miller TP, LeBlanc M, Greiner TC,
Weisenburger DD, Lynch JC, Vose J, Armitage JO, Smeland EB, Kvaloy S,
Holte H, Delabie J, Connors JM, Lansdorp PM, Ouyang Q, Lister TA, Davies
AJ, Norton AJ, Muller-Hermelink HK, Ott G, Campo E, Montserrat E, Wilson
WH, Jaffe ES, Simon R, Yang L, Powell J, Zhao H, Goldschmidt N, Chiorazzi
M, and Staudt LM, Prediction of survival in follicular lymphoma based on
molecular features of tumor-infiltrating immune cells. N Engl J Med, 2004.
351(21): p. 2159-69.

97.  Wahlin BE, Aggarwal M, Montes-Moreno S, Gonzalez LF, Roncador G,
Sanchez-Verde L, Christensson B, Sander B, and Kimby E, A unifying
microenvironment model in follicular lymphoma: outcome is predicted by
programmed death-1--positive, regulatory, cytotoxic, and helper T cells and
macrophages. Clin Cancer Res, 2010. 16(2): p. 637-50.

98.  Alvaro T, Lejeune M, Salvado MT, Lopez C, Jaen J, Bosch R, and Pons LE,
Immunohistochemical patterns of reactive microenvironment are associated with
clinicobiologic behavior in follicular lymphoma patients. J Clin Oncol, 2006.
24(34): p. 5350-7.

99.  Wabhlin BE, Sander B, Christensson B, and Kimby E, CD8+ T-cell content in
diagnostic lymph nodes measured by flow cytometry is a predictor of survival in
follicular lymphoma. Clin Cancer Res, 2007. 13(2 Pt 1): p. 388-97.

100. Lee AM, Clear AJ, Calaminici M, Davies AJ, Jordan S, MacDougall F,
Matthews J, Norton AJ, Gribben JG, Lister TA, and Goff LK, Number of CD4+
cells and location of forkhead box protein P3-positive cells in diagnostic
follicular lymphoma tissue microarrays correlates with outcome. J Clin Oncol,
2006. 24(31): p. 5052-9.

101. Tzankov A, Meier C, Hirschmann P, Went P, Pileri SA, and Dirnhofer S,
Correlation of high numbers of intratumoral FOXP3+ regulatory T cells with

improved survival in germinal center-like diffuse large B-cell lymphoma,

80



102.

103.

104.

105.

106.

107.

DOI:10.14753/SE.2014.1942

follicular lymphoma and classical Hodgkin's lymphoma. Haematologica, 2008.
93(2): p. 193-200.

Carreras J, Lopez-Guillermo A, Roncador G, Villamor N, Colomo L, Martinez
A, Hamoudi R, Howat WJ, Montserrat E, and Campo E, High numbers of
tumor-infiltrating programmed cell death 1-positive regulatory lymphocytes are
associated with improved overall survival in follicular lymphoma. J Clin Oncol,
2009. 27(9): p. 1470-6.

Carreras J, Lopez-Guillermo A, Fox BC, Colomo L, Martinez A, Roncador G,
Montserrat E, Campo E, and Banham AH, High numbers of tumor-infiltrating
FOXP3-positive regulatory T cells are associated with improved overall survival
in follicular lymphoma. Blood, 2006. 108(9): p. 2957-64.

Farinha P, Masoudi H, Skinnider BF, Shumansky K, Spinelli JJ, Gill K, Klasa
R, Voss N, Connors JM, and Gascoyne RD, Analysis of multiple biomarkers
shows that lymphoma-associated macrophage (LAM) content is an independent
predictor of survival in follicular lymphoma (FL). Blood, 2005. 106(6): p. 2169-
74.

Alvaro T, Lejeune M, Camacho FI, Salvado MT, Sanchez L, Garcia JF, Lopez
C, Jaen J, Bosch R, Pons LE, Bellas C, and Piris MA, The presence of STAT1-
positive tumor-associated macrophages and their relation to outcome in patients
with follicular lymphoma. Haematologica, 2006. 91(12): p. 1605-12.

Shiozawa E, Yamochi-Onizuka T, Yamochi T, Yamamoto Y, Naitoh H,
Kawakami K, Nakamaki T, Tomoyasu S, Kushima M, and Ota H,
Disappearance of CD21-positive follicular dendritic cells preceding the
transformation of follicular lymphoma: immunohistological study of the
transformation using CD21, p53, Ki-67, and P-glycoprotein. Pathol Res Pract,
2003. 199(5): p. 293-302.

Yang ZZ, Grote DM, Ziesmer SC, Niki T, Hirashima M, Novak AJ, Witzig TE,
and Ansell SM, IL-12 upregulates TIM-3 expression and induces T cell
exhaustion in patients with follicular B cell non-Hodgkin lymphoma. J Clin
Invest, 2012. 122(4): p. 1271-82.

81



108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

DOI:10.14753/SE.2014.1942

Yang ZZ, Novak AJ, Stenson MJ, Witzig TE, and Ansell SM, Intratumoral
CD4+CD25+ regulatory T-cell-mediated suppression of infiltrating CD4+ T
cells in B-cell non-Hodgkin lymphoma. Blood, 2006. 107(9): p. 3639-46.

Yang ZZ, Novak AJ, Ziesmer SC, Witzig TE, and Ansell SM, Attenuation of
CD8(+) T-cell function by CD4(+)CD25(+) regulatory T cells in B-cell non-
Hodgkin's lymphoma. Cancer Res, 2006. 66(20): p. 10145-52.

Ame-Thomas P and Tarte K, The yin and the yang of follicular lymphoma cell
niches: Role of microenvironment heterogeneity and plasticity. Semin Cancer
Biol, 2013.

Ghia P, Granziero L, Chilosi M, and Caligaris-Cappio F, Chronic B cell
malignancies and bone marrow microenvironment. Semin Cancer Biol., 2002.
12(2): p. 149-55.

Petrasch S, Kosco M, Perez-Alvarez C, Schmitz J, and Brittinger G,
Proliferation of non-Hodgkin-lymphoma lymphocytes in vitro is dependent upon
follicular dendritic cell interactions. Br J Haematol., 1992. 80(1): p. 21-6.

Choe J, Li L, Zhang X, Gregory CD, and Choi YS, Distinct role of follicular
dendritic cells and T cells in the proliferation, differentiation, and apoptosis of a
centroblast cell line, L3055. J Immunol., 2000. 164(1): p. 56-63.

Ame-Thomas P, Maby-El Hajjami H, Monvoisin C, Jean R, Monnier D, Caulet-
Maugendre S, Guillaudeux T, Lamy T, Fest T, and Tarte K, Human
mesenchymal stem cells isolated from bone marrow and lymphoid organs
support tumor B-cell growth: role of stromal cells in follicular lymphoma
pathogenesis. Blood, 2007. 109(2): p. 693-702.

Bognar A, Csernus B, Bodor C, Reiniger L, Szepesi A, Toth E, Kopper L, and
Matolcsy A, Clonal selection in the bone marrow involvement of follicular
lymphoma. Leukemia., 2005. 19(9): p. 1656-62.

Maby-El Hajjami H, Ame-Thomas P, Pangault C, Tribut O, DeVos J, Jean R,
Bescher N, Monvoisin C, Dulong J, Lamy T, Fest T, and Tarte K, Functional
alteration of the lymphoma stromal cell niche by the cytokine context: role of
indoleamine-2,3 dioxygenase. Cancer Res, 2009. 69(7): p. 3228-37.

82



117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124,

125.

DOI:10.14753/SE.2014.1942

Zhao DM, Thornton AM, DiPaolo RJ, and Shevach EM, Activated
CD4+CD25+ T cells selectively kill B lymphocytes. Blood., 2006. 107(10): p.
3925-32..

Vinuesa CG, Tangye SG, Moser B, and Mackay CR, Follicular B helper T cells
in antibody responses and autoimmunity. Nat Rev Immunol, 2005. 5(11): p.
853-65.

Lim HW, Hillsamer P, Banham AH, and Kim CH, Cutting edge: direct
suppression of B cells by CD4+ CD25+ regulatory T cells. J Immunol., 2005.
175(7): p. 4180-3.

Lim HW, Hillsamer P, Kim CH, and . Regulatory T cells can migrate to follicles
upon T cell activation and suppress GC-Th cells and GC-Th cell-driven B cell
responses. J Clin Invest, 2004. 114(11): p. 1640-9.

Nakamura Y, Sato Y, Yoshida K, Kakegawa E, Ito Y, Seyama A, Kayano H,
and Bessho M, A molecular analysis of biclonal follicular lymphoma: further
evidence for bone marrow origin and clonal selection. Eur J Haematol., 2009.
82(5): p. 398-403.

Alvaro T, Lejeune M, Salvado MT, Lopez C, Jaen J, Bosch R, and Pons LE,
Immunohistochemical patterns of reactive microenvironment are associated with
clinicobiologic behavior in follicular lymphoma patients. J Clin Oncol., 2006.
24(34): p. 5350-7.

Flaishon L, Lantner F, Hershkoviz R, Levo Y, and Shachar I, Low levels of
IFN-gamma down-regulate the integrin-dependent adhesion of B cells by
activating a pathway that interferes with cytoskeleton rearrangement. J Biol
Chem, 2001. 276(50): p. 46701-6.

de Jong D, Koster A, Hagenbeek A, Raemaekers J, Veldhuizen D, Heisterkamp
S, de Boer JP, and van Glabbeke M, Impact of the tumor microenvironment on
prognosis in follicular lymphoma is dependent on specific treatment protocols.
Haematologica, 2009. 94(1): p. 70-7.

Canioni D, Salles G, Mounier N, Brousse N, Keuppens M, Morchhauser F,
Lamy T, Sonet A, Rousselet MC, Foussard C, and Xerri L, High numbers of

tumor-associated macrophages have an adverse prognostic value that can be

83



126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

DOI:10.14753/SE.2014.1942

circumvented by rituximab in patients with follicular lymphoma enrolled onto
the GELA-GOELAMS FL-2000 trial. J Clin Oncol, 2008. 26(3): p. 440-6.
Taskinen M, Karjalainen-Lindsberg ML, Nyman H, Eerola LM, and Leppa S, A
high tumor-associated macrophage content predicts favorable outcome in
follicular lymphoma patients treated with rituximab and cyclophosphamide-
doxorubicin-vincristine-prednisone. Clin Cancer Res, 2007. 13(19): p. 5784-9.
Minard-Colin V, Xiu Y, Poe JC, Horikawa M, Magro CM, Hamaguchi Y, Haas
KM, and Tedder TF, Lymphoma depletion during CD20 immunotherapy in
mice is mediated by macrophage FcgammaRI, FcgammaRl|Il, and
FcgammaRI1V. Blood, 2008. 112(4): p. 1205-13.

Weiss JM, Ridnour LA, Back T, Hussain SP, He P, Maciag AE, Keefer LK,
Murphy WJ, Harris CC, Wink DA, and Wiltrout RH, Macrophage-dependent
nitric oxide expression regulates tumor cell detachment and metastasis after IL-
2/anti-CD40 immunotherapy. J Exp Med, 2010. 207(11): p. 2455-67.

Ridnour LA, Windhausen AN, Isenberg JS, Yeung N, Thomas DD, Vitek MP,
Roberts DD, and Wink DA, Nitric oxide regulates matrix metalloproteinase-9
activity by guanylyl-cyclase-dependent and -independent pathways. Proc Natl
Acad Sci U S A, 2007. 104(43): p. 16898-903.

Farinha P, Al-Tourah A, Gill K, Klasa R, Connors JM, and Gascoyne RD, The
architectural pattern of FOXP3-positive T cells in follicular lymphoma is an
independent predictor of survival and histologic transformation. Blood, 2010.
115(2): p. 289-95.

Ramsay AG, Clear AJ, Kelly G, Fatah R, Matthews J, Macdougall F, Lister TA,
Lee AM, Calaminici M, and Gribben JG, Follicular lymphoma cells induce T-
cell immunologic synapse dysfunction that can be repaired with lenalidomide:
implications for the tumor microenvironment and immunotherapy. Blood, 20009.
114(21): p. 4713-20.

Lopez-Giral S, Quintana NE, Cabrerizo M, Alfonso-Perez M, Sala-Valdes M,
De Soria VG, Fernandez-Ranada JM, Fernandez-Ruiz E, and Munoz C,
Chemokine receptors that mediate B cell homing to secondary lymphoid tissues

are highly expressed in B cell chronic lymphocytic leukemia and non-Hodgkin

84



133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

DOI:10.14753/SE.2014.1942

lymphomas with widespread nodular dissemination. J Leukoc Biol, 2004. 76(2):
p. 462-71.

Chang KC, Huang X, Medeiros LJ, and Jones D, Germinal centre-like versus
undifferentiated stromal immunophenotypes in follicular lymphoma. J Pathol,
2003. 201(3): p. 404-12.

Jin MK, Hoster E, Dreyling M, Unterhalt M, Hiddemann W, and Klapper W,
Follicular dendritic cells in follicular lymphoma and types of non-Hodgkin
lymphoma show reduced expression of CD23, CD35 and CD54 but no
association with clinical outcome. Histopathology, 2011. 58(4): p. 586-92.

Cui W, Che L, Sato Y, Huang X, Takata K, Orita Y, Goto N, Maeda Y,
Tanimoto M, and Yoshino T, Nodal follicular lymphoma without complete
follicular dendritic cell networks is related to localized clinical stage. Pathol Int,
2011. 61(12): p. 737-41.

Mraz M, Zent CS, Church AK, Jelinek DF, Wu X, Pospisilova S, Ansell SM,
Novak AJ, Kay NE, Witzig TE, and Nowakowski GS, Bone marrow stromal
cells protect lymphoma B-cells from rituximab-induced apoptosis and targeting
integrin alpha-4-beta-1 (VLA-4) with natalizumab can overcome this resistance.
Br J Haematol, 2011. 155(1): p. 53-64.

Hu Y, Gale M, Shields J, Garron C, Swistak M, Nguyen TH, Jacques G, Fogle
R, Siders W, and Kaplan J, Enhancement of the anti-tumor activity of
therapeutic monoclonal antibodies by CXCR4 antagonists. Leuk Lymphoma,
2012. 53(1): p. 130-8.

Neijssen J, Pang B, and Neefjes J, Gap junction-mediated intercellular
communication in the immune system. Prog Biophys Mol Biol, 2007. 94(1-2): p.
207-18.

Montecino-Rodriguez E and Dorshkind K, Regulation of hematopoiesis by gap
junction-mediated intercellular communication. J Leukoc Biol, 2001. 70(3): p.
341-7.

Rosendaal M and Krenacs TT, Regulatory pathways in blood-forming tissue
with particular reference to gap junctional communication. Pathol Oncol Res,
2000. 6(4): p. 243-9.

85



141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

DOI:10.14753/SE.2014.1942

Lin KB, Freeman SA, Zabetian S, Brugger H, Weber M, Lei V, Dang-Lawson
M, Tse KW, Santamaria R, Batista FD, and Gold MR, The rap GTPases regulate
B cell morphology, immune-synapse formation, and signaling by particulate B
cell receptor ligands. Immunity, 2008. 28(1): p. 75-87.

Nishio M, Endo T, Tsukada N, Ohata J, Kitada S, Reed JC, Zvaifler NJ, and
Kipps TJ, Nurselike cells express BAFF and APRIL, which can promote
survival of chronic lymphocytic leukemia cells via a paracrine pathway distinct
from that of SDF-1alpha. Blood, 2005. 106(3): p. 1012-20.

Schattner EJ, Mascarenhas J, Reyfman I, Koshy M, Woo C, Friedman SM, and
Crow MK, Chronic lymphocytic leukemia B cells can express CD40 ligand and
demonstrate T-cell type costimulatory capacity. Blood, 1998. 91(8): p. 2689-97.
Balogh Z, Reiniger L, Rajnai H, Csomor J, Szepesi A, Balogh A, Deak L, Gagyi
E, Bodor C, and Matolcsy A, High rate of neoplastic cells with genetic
abnormalities in proliferation centers of chronic lymphocytic leukemia. Leuk
Lymphoma, 2011. 52(6): p. 1080-4.

Monti S, Savage KJ, Kutok JL, Feuerhake F, Kurtin P, Mihm M, Wu B,
Pasqualucci L, Neuberg D, Aguiar RC, Dal Cin P, Ladd C, Pinkus GS, Salles G,
Harris NL, Dalla-Favera R, Habermann TM, Aster JC, Golub TR, and Shipp
MA, Molecular profiling of diffuse large B-cell lymphoma identifies robust
subtypes including one characterized by host inflammatory response. Blood,
2005. 105(5): p. 1851-61.

Alizadeh AA, Eisen MB, Davis RE, Ma C, Lossos IS, Rosenwald A, Boldrick
JC, Sabet H, Tran T, Yu X, Powell JI, Yang L, Marti GE, Moore T, Hudson J,
Jr., Lu L, Lewis DB, Tibshirani R, Sherlock G, Chan WC, Greiner TC,
Weisenburger DD, Armitage JO, Warnke R, Levy R, Wilson W, Grever MR,
Byrd JC, Botstein D, Brown PO, and Staudt LM, Distinct types of diffuse large
B-cell lymphoma identified by gene expression profiling. Nature, 2000.
403(6769): p. 503-11.

Staudt LM and Dave S, The biology of human lymphoid malignancies revealed
by gene expression profiling. Adv Immunol, 2005. 87: p. 163-208.

Rajnai H, Heyning FH, Koens L, Sebestyen A, Andrikovics H, Hogendoorn PC,
Matolcsy A, and Szepesi A, The density of CD8+ T-cell infiltration and

86



DOI:10.14753/SE.2014.1942

expression of BCL2 predicts outcome of primary diffuse large B-cell lymphoma
of bone. Virchows Arch, 2013.

87



DOI:10.14753/SE.2014.1942

11. Sajat publikaciok jegyzéke

11.1 Az értekezés témajaban megjelent kozlemények

Rajnai H, Bodor C, Balogh Z, Gagyi E, Csomor J, Krenacs T, Toth E, Matolcsy A
Impact of the reactive microenvironment on the bone marrow involvement of follicular
lymphoma. Histopathology 60:(6B) pp. E66-E75. (2012)

IF: 2.857

Balogh Z, Reiniger L, Rajnai H, Csomor J, Szepesi A, Balogh A, Deak L, Gagyi E,
Bodor C, Matolcsy A. High rate of neoplastic cells with genetic abnormalities in
proliferation centers of chronic lymphocytic leukemia. Leukemia and lymphoma 52:(6)
pp. 1080-1084. (2011)

IF: 2.580

Rajnai H, Heyning FH, Koens L, Sebestyén A, Andrikovics H, Hogendoorn PCW,
Matolcsy A, Szepesi A. The Density of CD8+ T-Cell Infiltration And Expression of
BCL2 Predicts Outcome Of Primary Diffuse Large B-Cell Lymphoma Of Bone.
Virchows Archive DOI 10.1007/s00428-013-1519-9

IF: 2.676

11.2 Egyéb témaban megjelent kozlemények

Bodor C, Grossmann V, Popov N, Okosun J, O'Riain C, Tan K, Marzec J, Araf S, Wang
J, Lee AM, Montono S, Matthews J, Igbal S, Rajnai H, Rosenwald A, Ott G, Campo E,
Rimsza LM, Smeland EB, Chan WC, Braziel RM, Staudt LM, Wright G, Lister TA,
Elemento O, Hills R, Gribben J, Chelala C, Matolcsy A, Kohlmann A, Haferlach T
Gascoyne RD, Fitzgibbon J. EZH2 mutations are frequent and represent an early event
in follicular lymphoma. Blood 122:(18) pp. 3165-3168. (2013)

IF: 9.060

88



DOI:10.14753/SE.2014.1942

Szepesi Agota, Csomor Judit, Rajnai Hajnalka, Eros Nora, Wikonkal Norbert, Karpati
Sarolta, Matolcsy Andras, Marschalko Marta. Primary cutaneous aggressive
epidermotropic CD8+T-cell lymphoma: report of two cases with no evidence of
systemic disease. European journal of dermatology 22:(5) pp. 690-691. (2012)

IF: 1.756

Balla P, Moskovszky L, Sapi Z, Forsyth R, Knowles H, Athanasou N, Szendroi M,
Kopper L, Rajnai H, Pinter F, Petak I, Benassi MS, Picci P, Conti A, Krenacs T.
Epidermal growth factor receptor signalling contributes to osteoblastic stromal cell
proliferation, osteoclastogenesis and disease progression in giant cell tumour of bone
Histopathology 59:(3) pp. 376-389. (2011)

IF: 3.082

Bodor Cs, Rajnai H, Timar B, Csomor J, Matolcsy A. BCR-ABL mRNS expresszios
szintek valos ideji kvantitativ PCR-rel torténd kdvetése kronikus myeloid leukaemias
betegek esetében. Hematologia-Transzfuziologia 40: pp. 7-14. (2007)

IF: -

Bodor C, Schmidt O, Csernus B, Rajnai H, Szende B. DNA and RNA isolated from
tissues processed by microwave-accelerated apparatus MFX-800-3 are suitable for
subsequent PCR and Q-RT-PCR amplification. Pathology And Oncology Research
13:(2) pp. 149-152. (2007)

IF: 1.272

Rajnai H, Bodor C, Reiniger L, Timar B, Csernus B, Szepesi A, Csomor J, Matolcsy A.
Uj lehetéség a krénikus myeloproliferativ betegségek diagnosztikdjaban: a JAK2
mutaci6 kimutatasa. Orvosi hetilap 147:(45) pp. 2175-2179. (2006)

IF: -

89



DOI:10.14753/SE.2014.1942

12. Koszonetnyilvanitas

Mindenek elott koszonettel tartozom sziileimnek, hogy lehetové tették tanulmanyaimat,
testvéreimnek és tagabb csalddomnak, hogy mindig szeretd kornyezetet biztositottak
nekem.

K6sz6nom Matolcsy Andréas Professzor Urnak és Dr. Kopper Lészlo Professzor Urnak,
hogy intézetiikben végezhettem a PhD tanulmanyaimat.

K6sz6nom Dr. Matolcsy Andras Professzor Urnak, témavezetdmnek, hogy a laborjaban
dolgozhattam és hogy szakmai tanacsaival ellatott, munkamat mindvégig segitette.
Koszonettel tartozom Dr. Csomor Juditnak, Dr. Szepesi Agotanak, és Dr. Krenacs
Tibornak, hogy gyakran fordulhattam hozzajuk a szakmai segitségért.

Koszonettel tartozom Szilagyi [lonanak, Laczik Cecilianak és Tegzes Erzsébetnek, hogy
barmikor segitségért fordulhattam hozzéjuk.

Koszonettel tartozom kdzvetlen munkatarsaimnak €s barataimnak Dr. B6dor Csabanak,
Dr. Reiniger Lillanak, Dr. Szurian Kinganak, Dr. Balogh Zs6fianak, Dr. Gagyi Evanak
¢s Dr. Timar Botondnak az egyiitt eltoltott munka- és szabadid6ért és az Onzetlen
szakmai segitségért.

Ko6szonom Baranyné Pallag Adriennenek, Parsch Editnek, Budai Bernadettnek és Deak
Lindanak a labormunkéaban nyujtott segitséget.

Ko6szonom, hogy segitettek a barati és vidam hangulat megteremtésében a hazonbeliil és
azon kiviil is: Dr. Teleki Ivett, Dr. Mo6zes Réka, Dr. Pocza Péter, Dr. Székely Tamas,
Dr. Csernus Balazs, Dr. Fonyad Laszlo, Dr. Baghy Kornélia, Dr. Micsik Tamas, Dr.
Kiraly Péter, Dr. Barna Gabor.

Koszondom az 1. Patologiai és Kisérleti Rakkutat6 Intézet minden munkatéarsanak.

90



