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I. BEVEZETES

A follicularis lymphoma (FL) a diffuz nagy B-sejtes lymphomat
(DLBCL) koévet6en a masodik leggyakoribb lymphoma tipus. A non-Hodgkin
lymphoméak (NHL) 30-35%-at teszi ki a fejlett orszagokban és a WHO (World
Health Organization) lymphoid szévetek tumoros megbetegedéseinek
osztalyozasaban 6nallo entitasként szerepel.

Az FL-t centrocytak és centroblastok alkotjak, és ezek aranya alapjan 4
csoportot kiilonboztetiink meg: grade 1 (centrocytak dominalnak), grade 2
(centrocytak és centroblastok vegyesen fordulnak el6), grade 3A (tilnyomorészt
centroblastok) és grade 3B (szinte kizardlag centroblastok alkotjak, 6sszefliggd
mezékben). A FL-k mintegy 85-90%-aban kimutathato a t(14;18)(q32;q21)
kromoszomatranszlokacid, amelyben a BCL2 gén egy része transzlokalodik a
14-es kromoszéman elhelyezkedé immunglobulin nehézlanc génhez (IgH). A
szabalyozasa ald keril, ami a BCL2 anti-apoptotikus fehérje fokozott
expresszidjahoz vezet, ez pedig gatolja az apoptosist és a tumorsejtek
¢lettartamanak meghosszabbitasaval hozzdjarul az FL kialakulasdhoz. A
tumorsejtek immunfenotipusa, az immunglobulin gének szomatikus
hipermutaciéja (SHM), valamint a SHM-hoz sziikséges magas aktivacio-
indukalt citidin deaminaz (AID) expresszid alapjan a follicularis lymphomat a
nodalis vagy extranodalis nyirokszovetek centrum germinativumabol (CG)
kiindul6 B-sejtes malignus daganatnak tartjak.

A follicularis lymphomak 10-15%-aban nem mutathato ki BCL2
fehérje expresszid, és az esetek kb. 5%-aban a BCL2 gén érintettsége sem
igazolhatd. A szakirodalomban leirtak alapjan a BCL2-negativ FL sokszor

morfologiajuk, molekularis és genetikai jellemz6ik tekintetében elkiiloniilnek a

klasszikus FL-tol. Ezek a BCL2 fehérjét és BCL2 gént nem expresszald FL-k
leggyakrabban a grade 3 kategoridba tartoznak, habar alacsonyabb grade-ii
esetekben is leirtdk. Ezek az esetek gyakran hordoznak BCL6 gén
transzlokaciokat, a 3-as kromoszoma triszomiajat, valamint 18 és 18q
kromoszdmanyerést. Nem tisztadzott tovabba az a kérdés sem, hogy ezen esetek
CG vagy post-CG sejtekbdl erednek-e. Az immunfenotipus sajatossagok
(CD10°, MUM1") és a gyakori BCL6 génatrendezédések alapjan felvetddott,
hogy a BCL2-negativ FL-k sejtjei un.“late-stage”-CG vagy post-CG eredetiick
és kozelebb allnak a DLBCL-hez, mint a klasszikus FL-hoz.

A szomatikus hipermutacio (SHM) elsddleges célpontja a centrum
germinativum immunglobulin génjeinek variabilis régidja. A folyamat soran
pontmutaciok, ritkabban deléciok és duplikaciok keletkeznek, melyek
hozzajarulnak a magas affinitasu antitestek képzédéséhez ¢és a humoralis
immunvalasz éréséhez.

A genom instabilitds kozponti szerepet t6lt be a human daganatok
kialakulasaban és progresszidjaban. A nukleotid szinten megnyilvanul6 genom
instabilitds egy ujonnan leirt formaja az aberrdns szomatikus hipermutaciod
(ASHM), ami normal B-sejt érés soran lezajldo szomatikus hipermutacié (SHM)
meghibasodasanak tekinthet6. Az ASHM soran a hipermutécios aktivitas
atterjed mas, a fiziologias célgéneken kiviili 16kuszokra is, mint pl. a BCL2,
BCL6, ¢c-MYC, PAX-5, RhoH és PIM-1 proto-onkogének. Ezen mutacios
mechanizmust a malignus transzformacié folyamataban részt vevd fontos
tényezOnek tartjadk. Az ASHM-t a DLBCL-k mintegy 50%-aban, a BCL2-
pozitiv-FL-ban, mediastinalis nagy B-sejtes lymphomaban, AIDS-asszocialt
NHL 20%-ban, primer kdzponti idegrendszert érinté DLBCL-ben, primer cutan
marginalis zona B-sejtes lymphoméaban és MALT lymphomaban egyarant

leirtak. Ez a folyamat szerepet jatszik tovabba a FL-k és a CLL-k
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ey

esetében jelenlétérdl a szakirodalomban nincs adat.

Az aktivacio-indukalt citidin deaminaz (AID) esszencialis szerepet tolt
be az SHM ¢és az izotipusvaltds (CSR) folyamataban. Miikdodése soran a deoxy-
citidin (dC) deamindlasa torténik deoxy-uridinné (dU), ami a DNS molekulaban
egy guanin-uracil (G-U) bazisparosodasi hibat (mismatch) eredményez.
E mismatchek felolddsara tobb mechanizmus 1ép életbe, és ezek jellegétol
fiiggden kiilonbozo tipusti szomatikus mutaciok vagy DNS torések 1étrejotte
lehet az AID mikodésének eredménye.

Az AID expresszidja a normal B-sejt érés soran alapveté immunoldgiai
folyamatokban (SHM és CSR) t6lt be kozponti szerepet és kizardlag erre
korlatozodik. Kovetkezésképpen az AID konstitutiv expresszidja daganatok
kialakulasdhoz vezet genetikai instabilitdst okozva a genomban mutdciok és
illegitim DNS rekombinaciok kialakulasan keresztiil. Az AID konstitutiv
expressziojat leirtak klasszikus FL-ban, DLBCL-ben, Burkitt lymphomaban,
mediastinalis nagy B-sejtes lymphomaban és MALT lymphomaban. Az AID

expresszio mértékérdl BCL2-negativ FL-k esetében az irodalomban nincs adat.
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I1. CELKITUZESEK

Szamos tanulmany utal arra, hogy a BCL2 fehérjét és a BCL2 gént nem
expresszalo follicularis lymphomak eltéré morfologiai, genetikai és molekularis
sajatossagaik alapjan kiilonboznek a BCL2-pozitiv FL-tol. Egyes szerzok a

WHO klasszifikacio 6nallo entitasaként valo besorolasat javasoljak.

e  Munkank soran célul tiiztik ki a BCL2-negativ follicularis
lymphomak tumorsejt eredetének meghatdrozasat az

expresszalt IgVy gének mutacid analizisével.

e A c-MYC, PAX-5 és RhoH gének mutacios statuszanak
feltarasaval arra kerestik a wvalaszt, vajon az aberrans
szomatikus hipermutacié (ASHM) azonos mértékben érinti-e a

BCL2-pozitiv és BCL2-negativ follicularis lymphomakat.

e Az aktivacié-indukalt citidin deaminaz (AID) fehérjének a
BCL2-negativ FL  kialakuldsaban  betoltott  szerepére
génexpresszios illetve fehérje szintii vizsgalatokkal kivantunk
valaszt kapni; a kapott eredményeket 6sszehasonlitva a BCL2-

pozitiv esetekben talaltakkal.
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I11. ANYAGOK ES MODSZEREK

I11. 1. Szovetmintak

Vizsgalatainkhoz tizennyolc folliculdris lymphomaval diagnosztizalt
beteg biopszias nyirokcsomd mintait valasztottuk ki. Minden esetben elegendd
fagyasztott szovet allt rendelkezésiinkre a molekularis analizisekhez, valamint
elegendé formalinban fixalt, paraffinba agyazott szovet az immunhisztokémiai
¢és a fluoreszcens in situ hibridizaciés (FISH) vizsgalatok elvégzéséhez. A
diagnézis a WHO lymphoid szdvetek tumoros megbetegedéseinek
osztalyozdsara vonatkozo kritériumainak megfelelden, hisztopatologiai,
immunfenotipus, FISH és molekularis vizsgalatok alapjan tortént. Kontrollként
nyolc egészséges személy periférias vérét valamint 6t reaktiv folyamatot mutatd

nyirokcsomo csirakdzpont (centrum germinativum) sejtjeit hasznaltuk.

I11. 2. DNS szintii vizsgalatok

Tizennyolc FL fagyasztott nyirokcsomdé mintabol DNS-t izolaltunk
majd a vizsgalatainknak megfeleld specifikus génrégiokat amplifikaltuk. Az
amplikonokat kloénoztuk, majd a megfeleld inzertet tartalmazé plazmid DNS-t
szekvenaltuk. PCR amplifikaciot direkt szekvenalas kovette az aberrans
szomatikus hipermutaciés (ASHM) aktivitas vizsgalata soran a c-MYC, PAX-5
és RhoH gének esetében. A szekvencia analizist az IMGT/V-QUEST
(International imMunoGeneTics information System, http://imgt.cines.fr) és az
NCBI (National Centre for Biotechnology Information) GenBank adatbéazisok

segitségével végeztiik.

I11. 3. RNS szintii vizsgalatok

Az aktivacio-indukalt citidin deaminaz (AID) mRNS expresszid
meghatarozasanak céljabol teljes RNS izolalast végeztiink 8 BCL2-negativ FL
és 7 BCL2-pozitiv FL fagyasztott nyirokcsom6 mintabol. Ugyancsak a
génexpresszios vizsgalatok targyat képezték az Ot reaktiv folyamatot mutatd
nyirokcsomobdl 1ézer mikrodisszekcidval —szeparalt csirakdzpont —sejtek,
melyeket pozitiv kontrollként; valamint a 8 egészséges donor periférias vére,
melyeket negativ kontrollként hasznaltunk. Valamennyi minta esetében a reverz
transzkripciot kovetd valds-idejii kvantitativ PCR (Q-RT-PCR) analizissel, a
AACt mobdszert alkalmazva végeztik el az AID mRNS mennyiségi

meghatarozasat.

I11. 4. Fehérje szintii vizsgalatok

Eredményeink fehérje szinten torténd megerdsitése céljabol
immunhisztokémiai vizsgalatot végeztink mind a 18 FL esetében. Az
immunreakciokhoz biotinmentes konjugalt polimer rendszert hasznaltunk. A

preparatumokrol digitalis mikroszkop segitségével készitettiink felvételeket.
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IV. EREDMENYEK

1V. 1. Az 1gVy gének szekvencia analizise

Tizenharom esetben allt rendelkezésiinkre PCR termék, 5 minta
esetében (3, 4, 8, 13 ¢és 18) a PCR amplifikacié eredménytelen volt.
Meghatéaroztuk a legkozelebbi csiravonal Vi géneket, a szekvencia homologiat
valamint a mutacids frekvencia tartomanyokat. Annak megallapitasara, hogy az
FL tumorsejtek az antigén szelekcidra vonatkozoan pozitiv szelekcids hatasnak
voltak-e kitéve, az 1gVy klonok szekvencidinak szomatikus mutacids elemzését
végeztikk el. A Chang és Casali féle binomialis disztribiciés modell minden
szekvencia esetében szignifikansan kevesebb (P<0.05) R mutacidt mutatott ki az
FR régiokban, és tobbet a CDR régiokban, mint amennyi csupan a véletlennek
koszonhetden varhatd lett volna. A Lossos ¢és munkatarsai altal javasolt
multinomialis disztribucios modellel hasonléan statisztikailag szignifikans
értékeket kaptunk, kivéve egy esetben. Osszességében eredményeink arra

utalnak, hogy ezekben a klonokban antigén szelekcid zajlott.

IV. 2. A c-MYC, PAX-5 és RhoH gének szekvencia analizise

Nyolc BCL2-negativ FL és hét BCL2-pozitiv FL esetében végeztiink
mutacios analizist. Az altalunk nyert c-MYC exon 1 és exon 2, PAX-5 valamint
RhoH génszekvenciakat az NCBI GenBank adatbazisban talalhato, egészséges
donoroktol szarmazd referencia szekvenciakhoz illesztettiik, illetve a mutaciok
elhelyezkedését ezen referenciak alapjan hataroztuk meg. A muticié analizisb6l
kizartuk a mar leirt polimorfizmusokat, illetve azokat a mutdciokat, amelyek

kiilonalld esetekben (kiilonb6z6 mintdkban) is megjelentek, mivel ezek
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szomatikus  eredetének  valdszinlisége  rendkiviil  kicsi;  feltehetden
polimorfizmusok. A harom vizsgalt génben Osszesen 7 mutaciét talaltunk a
BCL2-negativ és tovabbi 7 mutaciot a BCL2-pozitiv FL-K esetében. Az aberrans
szomatikus hipermutaciéos mintazat hasonld az SHM fiziologias célgének
esetében leirt mutaciés mintazathoz. A mutaciok eloszlasa kozel azonos volt a 2
vizsgalt csoportban: tilnyomorészt pontmutaciokat talaltunk, Osszesen 2
inszerciot, deléciot azonban egyik esetben sem tudtunk kimutatni. A mutacios
mintazat részletesebb analizise a tranziciok (C>T, T>C, G>A) és a transzverziok
(T>A, A>T, C>G, G>C, C>A) egyenld eloszlasat mutatta. A G+C parokat érintd
mutéaciok az A+T parokat érintd6 mutaciokhoz képest tulstilyban voltak: 5/1 a
BCL2-pozitiv és 3/2 a BCL2-negativ FL-k esetében. A mutacios forropontként
definialt RGYW szekvencia (R=A/G, Y=C/T, W=A/T) motivumnak a vartnal
alacsonyabb érintettségét észleltik. BCL2-pozitiv FL esetén hat egyszer(i
nukleotid szubsztitucio koziil egy esetben, valamint BCL2-negativ FL-ban 6tb6l

harom esetben.

1V. 3. Az AID mRNS expresszios szintjének meghatarozasa

A  BCL2-negativ és BCL2-pozitiv FL AID expresszidjanak
Osszehasonlitasa céljabol 15 follicularis lymphoma (8 BCL2-negativ és 7 BCL2-
pozitiv) esetében hataroztuk meg az AID mRNS szinteket. Valamennyi érték
harom parhuzamos reakcio atlagértékét reprezentalja. Szamitasainkat a AACt
modszert alkalmazva végeztik. Az értékek normalizalasara a f-actin belsd
kontrollgént hasznaltuk. A pozitiv kontrollként hasznalt centrum germinativum
sejtekben magas AID mRNS expressziot mutattunk ki, mig a negativ

kontrollként szerepld periférias vér mintakban, a vartnak megfeleléen alig volt

10
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detektalhaté az AID expresszio szintje. A két FL csoport atlagolt relativ AID
expresszios szintjei kozott nem észleltiink statisztikailag szignifikans

kiilonbséget (p>0.05).

1V. 4. Az AID kimutatasa fehérje szinten

Tizennyolc formalinban fixalt, paraffinba dgyazott FL minta esetében
hataroztuk meg az AID fehérje expressziojat. Nem észleltiink szignifikans
eltéréseket a BCL2-negativ és BCL2-pozitiv FL-k fehérje expresszios értékei
kozott. A tumorsejtek tobbsége jelentdés AID expresszioval rendelkezett, ami
dontden citoplazmatikus lokalizacioju volt. Nem észleltiink dsszefiiggést az AID
mRNS és fehérje expresszios szintek kozott, ugyanakkor a FL grade, a BCL2
jelenléte vagy hianya és az AID expresszid kozott sem mutattunk ki korrelaciot.
Hasonldéan az ASHM mutéci6 analizis ¢s az AID mRNS ¢és fehérje expresszios
szintek meghatarozasanak eredményei alapjan a mutaciok szama és az AID
expresszid mértéke kozott Osszefliggést nem talaltunk. A vizsgalt esetek
alacsony szama miatt azonban nem vonhatunk le messzemend

kovetkeztetéseket.

11
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V. MEGBESZELES

A t(14;18)-as kromoszomatranszlokacio és a BCL2 fehérje
overexpresszid szoros Osszefiiggést mutat a follicularis lymphomak
kialakulasaval, kovetkezésképpen ezen elvaltozasok hianya egy B-sejtes
tumorban eltéré patogenezisre, eltérd transzformacios utvonalra és egy kiilonalld
entitasra utalhat.

Munkank soran a FL olyan lehetséges homogén altipusat
karakterizaltuk, amelyben sem a BCL2 gén transzlokacioja, sem a BCL2 fehérje
overexpresszidja nem volt kimutathatd. Ezen lymphomak CG eredetét
alatamasztja a follicularis novekedési mintazat, a tumorsejtek BCL6 és CD10
expresszioja (kivéve 2 esetet), valamint a CD21 és CD23-pozitiv follicularis
dendritikus halozat jelenléte a neoplastikus folliculusokban. Morfologiai
vizsgélataink soran a kivalasztott BCL2-negativ esetek kozott két grade 2 és
kilenc grade 3A follicularis lymphoma szerepelt, grade 3B FL nem allt
rendelkezésiinkre. Tizenegy esetiink koziil csak 3 esetben talaltunk BCL6 gén
érintettséget, ellentétben szamos tanulmannyal, ahol a BCL2-negativ FL
szignifikans hanyadaban volt a BCL6 gén elvaltozas kimutathato. A BCL2-
pozitiv kontrollcsoportbol egy esetben volt kimutathaté a BCL6 érintettsége.

A follicularis lymphomakra jellemz6 az immunglobulin gének
szomatikus hipermutacidéja. A BCL2-negativ FL tumorsejtek IgVy génjeinek
szekvencia analizise soran ongoing jellegli SHM-t irtunk le, amely a
tumorklénok intraklonalis heterogenitasahoz vezetett. Az IgVy génrégiok atlagos
mutacids frekvencidja a BCL2-negativ esetekben 12.76% (2.41% és 28.62%
kozo6tti tartomanyban) volt, ami hasonlé a 11.9%-hoz (9.79% és 16.12% ko6zott)

amit BCL2-pozitiv eseteinkben talaltunk. A binomialis és a multinomialis

12
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disztribuciés modellt alkalmazva a mutacids mintazat €s a mutaciok eloszlasa
egyarant arra utaltak, hogy az FL tumorsejtek az antigén szelekciora
vonatkozoéan pozitiv szelekciés hatasnak voltak kitéve. Osszességében
elmondhatjuk, hogy a BCL2 gén és fehérje érintettsége nélkiil kialakuld
folliculdris lymphomak csirakézpont eredetli B-sejtekbdl szarmaznak, és ezen
homogén csoport nem kiilonbozik a klasszikus BCL2-pozitiv follicularis
lymphomaktdl az 19V gének mutacios mintazata alapjan.

Egy széles korben elfogadott modern hipotézis alapjan a follicularis
lymphomak patogenezise egy tobblépcsés folyamat. A rendelkezésiinkre allo
adatok alapjan a FL a csontveldben keletkezik, mivel a betegség alapjaul
szolgald t(14;18) genetikai elvaltozas ott alakul ki. Ennek kdvetkezménye a
BCL2 fehérje konstitutiv expresszidja, ami a tumorsejtek immortalizaciéjahoz
vezet. Sziikség van ezenfeliil az antigén stimuldcidra és az antigén-receptor
medialta jelatvitelre is a daganatos transzformaciohoz. Zha és mts. fehérje
microarray analizissel arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy a BCL-X_ vagy
AKT/BAD jelatviteli ut szerepelhet mint alternativ anti-apoptotikus szignal a
BCL2 fehérje hianyaban, a mi munkank pedig kiegészitené ezt a felvetést azzal,
hogy a CG mikrokdrnyezet és az antigén szelekcid is fontos szerepet jatszik a
BCL2-negativ FL-ek kialakuldsdban. Eredményeink arra utalnak, hogy habar a
BCL2-negativ és BCL2-pozitiv follicularis lymphomak a lymphomagenezis
kezdetén mas-mas molekularis eltérésekkel rendelkeznek, mégis a prekurzor-
sejteknek egyarant sziikségiik van a nyirokcsomdi mikrokodrnyezet ingereire,
valamint az Ig-receptorkomplex medialta antigén szelekciora a malignus
transzformaciohoz.

A B-sejt érés centroblast stddiumaban zajlik a szomatikus hipermutacio,

ehhez sziikséges az AID jelenléte is. Az egészséges B-sejt érés esetén az AID
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expresszid szigoriian szabalyozott és a CG B-sejtekre korlatozodik. Magas AID
expressziot irtak le BCL2-pozitiv FL-ben, DLBCL-ben, Burkitt lymphomaéban,
mediastinalis nagy B-sejtes lymphomaban és MALT lymphomaban,
kovetkezésképpen az AID konstitutiv expresszidja hozzajarulhat a NHL-k
képzddéshez. Annak eldontése érdekében, hogy van-e Osszefliggés a BCL2-
negativ FL kialakulasa és az AID expresszio kozott, 8 BCL2-negativ FL AID
expressziojat vizsgaltuk és az eredményeket dsszehasonlitottuk 7 BCL2-pozitiv
FL AID expresszios szintjével. A lymphomas esetek kiilonb6z6 mértékben
expresszaltaik az AID-et, azonban tobbségiikben az expresszids szintek nem
érték el a kontrollként hasznalt normal CG sejtekben mért értékeket. A
tumorsejtek csirakézpont eredetére utal a magas AID expresszid, akarcsak az
immunglobulin gének szomatikus hipermutacidja. Ez 0sszhangban van azon
korabbi megallapitassal, hogy a FL esetén az AID expresszid és az Ig gének
ongoing jellegli szomatikus hipermutécidja dsszefiiggést mutat. Az a tény, hogy
munkank sordn nem mutattunk ki szignifikdins AID mRNS és fehérje
expresszios kiillonbségeket a BCL2-pozitiv és BCL2-negativ FL-K kzott tovabb
erbsiti azon feltevésiinket, hogy ez a két varians egyazon entitashoz tartozik.

Az SHM ¢és az AID aktivitas egyes proto-onkogénekben, mint PIM-1,
PAX-5, RhoH és c-MYC, kialakult mutaciokért is felelds, ezaltal hozzajarul a
kiilonboz6 B-sejtes lymphomak kialakulasahoz. A BCL2-negativ FL-ban talalt
ASHM mutacios arany alacsonyabb mint a DLBCL-ben leirtak, és megegyezik a
klasszikus BCL2-pozitiv FL-ban a szakirodalomban, valamint az altalunk
leirtakkal. Ezen eredmény alapjan elmondhatjuk, hogy ugy a BCL2-negativ,
mint a BCL2-pozitiv FL-t alacsony ASHM aktivitds jellemzi, és ezt nem

befolyasolja a BCL2 jelenléte vagy hianya.
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VI. KOVETKEZTETESEK VII. PUBLIKACIOS JEGYZEK

e Eredményeink arra utalnak, hogy follicularis lymphoma a BCL2 gén
VII. I. Az értekezés témajaban megjelent kozlemények

érintettsége nélkiil is kialakulhat, annak ellenére, hogy a BCL2 fehérje
overexpressziot kritikus patogenetikai faktornak tartjak ezen lymphoma

entitas kifejlodésében.

Az altalunk vizsgalt BCL2 gén és BCL2 fehérje érintettsége nélkiil
kialakult FL tumorsejtek 1gVy génjeinek szekvencia analizise soran
ongoing jellegli SHM-t talaltunk, tovabba alacsony ASHM aktivitas és
magas AID expresszid volt jellemzd. Ezen eredmények megegyeznek a

klasszikus BCL2-pozitiv FL-ban leirtakkal.

Eredményeink soran arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy habar a
BCL2-negativ  és BCL2-pozitiv  follicularis  lymphomak a
lymphomagenezis kezdetén mas-mas molekularis eltérésekkel
rendelkeznek, mégis a prekurzor-sejteknek egyarant sziikségiik van a
nyirokcsomdi mikrokdrnyezet ingereire és az lg-receptorkomplex

medialta antigén szelekciora a malignus transzformaciohoz.

Eredményeink alatamasztjak azt a hipotézist, mely szerint a BCL2-
pozitiv és BCL2-negativ FL (grade 1-3A) hasonlé morfologiaval,
immunfenotipussal, mutaciés mintazattal és AID aktivitassal
rendelkez6 egyazon entitds két altipusa, amelyek kialakulasanal az
eltéré kezdeti 1épéseket szamos tovabbi kozds molekularis Gtvonal

kovet.
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