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Molekularis vizsgalatok B- és T-sejtes extranodalis Non-Hodgkin
limfomakban
Dr. Gurbity Palfi Timea

Osszefoglalas

A malignus limfomak korai felismerése, a pontos patologiai diagnozis, valamint az Gjabb
kezelési eljarasok egyre jobb terapias eredményekhez vezetnek. Ez tiikrozOdik a legujabb, a
WHO Limféma Klasszifikacidban is, amely a kiilonb6z6 entitasokat a molekularis patologiai
eltéréseik alapjan osztilyozza. Ennek kovetkeztében a pontos diagnézis feléllitasahoz,
valamint a betegek kdvetésében a molekularis biologiai médszerek nélkiilozhetetlenné véltak.
Primer extranodalis limféma a non-Hodgkin limféomak mintegy 20-25%-ban fordul el6,
leggyakrabban a gasztrointesztinalis traktusban. Vizsgalatunk targya elsésorban primer
gasztrointesztinalis limfomak voltak. A gasztrointesztindlis rendszert érinté limfomak
diagnosztikajaban, mar csak a vizsgalati anyag kicsinysége (endoszkopos biopszia) miatt
kiilonds jelent6séggel birhatnak a molekuléaris bioldgiai modszerek. Kordbban a klonalitas
detektalasara vilagszerte a Southern-blot modszert alkalmaztdk, azonban a polimeraz
lancreakcion (PCR) alapulé molekularis vizsgalatok mindinkdbb dtvették a Southern-blot
helyét, és az els6 valasztand6 modszerré valtak a klonalitds kimutatidsiban. A PCR
technikanak kifejezett elénye az el6z6hoz képest az, hogy nagyobb az érzékenysége,
alacsonyabbak a koltségei, gyorsan és egyszertien Kivitelezhetd eljards. Nagy elényt jelent
tovabba az a tény, hogy nem igényel magas molekulasulyu, intakt DNS-t, igy eredményesen
alkalmazhat6 formalinban-fixalt paraffinos mintakbol izolalt, degradéalédott, rossz mindéségii
DNS amplifikalasara is. Alkalmas 200 bazisparnal (bp) rovidebb DNS szakaszok
detektalasara, igy a klonalis Ig és TCRy géntermékek azonositaséra.

A primer gyomor limféma a masodik legyakoribb malignus gyomor daganat. Az esetek
fele agressziv, kifejezett malignitasu, mint a diffiz nagy B-sejtes limfoma, mig a masik fele
indolens lefolyasi daganat, mint a MALT (mucosa associated lymphoid tissue -
nyalkahartyahoz tarsult nyirokszovet) kiindulasu limfoma. A primer gastricus MALT
limfomak 90%-aban mutathato ki Helicobacter pylori (Hp) fertézés. Egyre tobb adat szol
amellett, hogy Hp fert6zés, mint tarts antigén inger kulcsszerepet jatszik ezen limfémak
kialakulasaban. A Hp pozitiv, IE stadiumi, mérsékelt malignitasi MALT limfomak mintegy
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kovetd egy éven beliil. A szovettani remisszié kialakulasa mellett az esetek egy részében
molekularis remisszio is kialakulhat. A varakozasi 1d6 alatt relapszus illetve kifejezett
malignitdsu limfomava torténd transzformalddas kovetkezhet be. Vizsgalatunk célja az volt,
hogy a monoklonalis B-sejtek detektalasara alkalmazott polimerdz lancreakcion (PCR)
alapulé diagnosztikus modszer érzékenységét ndveljik rutin, paraffinba-agyazott
endoszkopos gyomorbiopszias mintakon. A kordbban mar koz6lt tanulmanyokban a magas
aranyl monoklonalitast els6sorban a friss illetve a fagyasztott metszetek feldolgozasakor
detektaltak. Seminested, nested PCR technika és multiplex primer parok bevezetésével
probaltak ndvelni a modszer érzékenységét, de ezaltal a mddszer bonyolultabba valt és
elveszitette el6nyeit. A mindennapi gyakorlatban nem 4l mindig rendelkezésre friss
fagyasztott minta, vagy nincs elég human eroforrds a beérkezett mintdk azonnali
feldolgozasara. A biopszidk paraffinba agyazasa lehetové teszi a mintak tartos raktarozasat,
igy késobbi id6pontban t6rténd feldolgozasukat, valamint retrospektiv vizsgalatok elvégzésére
is lehet6séget ad. Célunk eléréséhez polimeraz lancreakcion (PCR) alapulé immunglobulin
nehézanc (IgH) génatrendz6dés kimutatdsat kombindltuk az immunglobulin  kappa
konnyilanc (Igk) génatrendezddés kimutatasaval. A PCR reakcid érzékenységének
noveléséhez vizsgalatainkat a hagyomanyos Taq plimeraz enzim (Fermentase) alkalmazasa
mellett egy olyan enzimmel is elvégeztik, mely mind 5°-3° DNS polimeraz és 3°-5°
exonuklaz aktivitassal is rendelkezik (rTth polimeraz, GeneAmp XL kit, Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). Eloszor paraffinba agyazott 6 nodalis follikularis- (FL), 15 gyomor
MALT-, és 22 gyomor diffuz nagy B-sejtes limfoma (DNBL) mintdkon végeztiik el a PCR
alapi IgH génatrendez6dés detektalasat mind a hagyomanyos Taq, mind az 4j rTth
enzimmekkel. Taq polimeraz alkalmazasaval 53%-ban (FL: 67%, MALT limféma: 47%,
DNBL: 55%), mig az rTth enzimmel 73%-ban detektaltunk monoklonalitast (FL: 67%,
MALT limfoma: 73%, DNBL: 73%). Az rTth enzim alkalmazisaval a PCR reakcid
érzékenysége szignifikansan ndt, kiilondsen gyomor MALT és DNBL esetében ahol a minta
kicsinysége (endoszkopos) jelentdsen befolyasolja a reakcidt. Ezt kovetden 26 MALT
limfomas beteg 42 paraffinba dgyazott gyomorbiopsziajan végeztiik el a PCR alapu IgH és
[gk génatrendezOdés vizsgalatat. Mindkét esetben hagyoményos Taq polimerazt alkalmaztuk.
A 42 szdvettani minta koziil 34 mintdban a daganat szovettanilag jelen volt, mig 8 esetben a
kiilonbozo kezeléseket (Hp. eradikacio, kemoterdpia) kdvetden szovettanilag igazolt komplett
hematologiai remissziét (KHR) detektaltunk. A szovettanilag igazolt gyomor MALT
lymphomak esetében 94%-ban detektaltunk monoklonalitast. Kiilon-kiilsn megvizsgalva a
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ezzel szemben az Igk 82%-ban pozitiv, bizonyitva azt, hogy az Igk génatrendezédés PCR
alapu kimutatdsa érzékenyebb eljaras, mint az IgH kimutatdsa. A kezeléseket kdvetden
vizsgalt 8 biopszias mintabol, melyek szdvettani remissziot mutattak, 4/8 esetben a
monoklonalis B-sejtek tovabbi jelenlétét igazolta az Igk PCR vizsgalat. IgH génatrendezddés
vizsgalataval nem detektaltunk monoklonalitast. Négy esetben a klinikai €s szovettani
remisszi6 mellett molekularis remisszié is kialakult. Osszehasonlitva a két vizsgalat
eredményét azt gondoljuk, hogy gyomor MALT limfémak PCR alapu IgH és Igk
génatrendez6dés vizsgalata érzékenyebb modszer a B sejtes monoklonalitas detektalasaban
mint az rTth enzimmel végzett IgH PCR vizsgalat (94% versus 73%). Lehetdségiink volt egy
mérsékelt malignitasy, I. stadiumu gyomor MALT limfémaban szenvedd, Hp. pozitiv beteg
molekularis genetikai kévetésére, aki csak Hp. eradikacios kezelésben részesiil. A betegség
szovettani diagnosztizalasakor mind az IgH és az Igk génatrendezdés vizsgalatanak
eredménye pozitiv volt. A beteg eradikacids terapiaban részesiilt, majd ismételt biopszia
tortént, amelyben tovabbra is jelen voltak a monoklonalitast bizonyité szovettani és
molekularis eltérések. A négy honap milva késziilt kontroll biopszia mar szdvettanilag
daganatmentesnek bizonyult, és az IgH PCR eredménye is atalakult a monoklonalitast
bizonyité dominans csikbol poliklonalitasra utalé elmosodott kenetté. Az Igk génatrendezddés
azonban tovabbra is detektalhat6 volt. Ezen jelenség pontos klinikai jelentdsége ma még nem
ismert, a betegek hosszabb kovetése sziikséges.

A primer intestinalis T-sejtes lymphomak leggyakoribb formdja az Gn. enteropatia tipusu
T-sejtes limféma (ETL), mely a coliakia (glutén-szenzitiv enteropatia) késdi sz6védményei
kozé tartozik. Refrakter sprurol (RS) akkor beszélink, amikor a szigoruan betartott
gluténmentes diéta ellenére sem kovetkezik be kell6 javulas. Ez, az egyébként ritka allapot
kialakulhat egy korabban diétara jol reagal6 betegben (szekunder RS), de eléfordulhat, hogy a
betegség kezdettol fogva refrakter (primer RS). A limfoma kialakuladsa tobblépcsds folyamat,
immunfenotipus és molekularis genetikai bizonyitékokkal is arra nézve, hogy RS-ban az
intraepitelialis limfocitakban (IEL) jon létre klonalis szelekcié monoklonalis neoplasztikus T-
sejt populécidt létrehozva, melynek klondlis expanzidjaval alakul ki az ETL. A
limfomagenezisben a gluténra adott tokéletlen immunvéalasz és a genetikai eltérések
halmozodasa egyarant szerepet jatszik, az interleukin 15-nek is szerepet tulajdonitanak. A
refrakter esetekben az IEL-k monoklonalisak és abnormalis (cCD3'CD4CD8)
immunfenotipust (IF) mutatnak. Az ETL, mely a természetes immunitasban szerepet jatszo
intesztinalis IEL-k daganatanak tarthatd, szoros patogenetikai kapcsolatot mutat a colidkiaval.
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daganat. A rossz prognézis okai kozott a multiplicitast, valamint az els6 észleléskor (gyakran
akut hasi katasztrofa képében) detektalt eldrehaladott stadiumot kell kiemelni. Az esetek
jelentds részében tapasztalhato, hogy az ilyen intesztinalis T-sejtes limfoma az egész
bélrendszerre kiterjed. Tekintettel a betegség agressziv lefolyasara és kés6i detektalasara
célunk az volt, hogy a korkép kiilonbozd stadiumaiban nyert szovettani mintdk polimeraz-
lancreakcion (PCR) alapulé TCR gamma génatrendezodés vizsgalataval lehet6vé tegyiik a
minél korabbi diagndzis felallitasat és ezaltal a specifikus kezelés korai megkezdését, javitva
a betegek tulélését, valamint hogy bizonyitsuk a refrakter colidkidban immunhisztokémiai
modszerekkel detektalhato abnormalis IF-u IEL-ek mar a daganatos sejtpopuldcié részét
képezik. Célunk eléréséhez retrospektiv vizsgalatunkban 6 beteg (a korkép kiilonb6z6
stadiumaiban és a gasztrointesztinalis traktus kiilsnbdz6 szakaszaibol nyert) 40 (15 ETL, 4 RS
és 21 morfologiailag limfoma mentes-IEL) paraffinba-dgyazott szovettani mintdit, a
korszovettani feldolgozas mellett, immunmorfologiai vizsgalatnak, és a T-sejtes klonalitas
kimutatasa érdekében, polimeraz-lancreakcion (PCR) alapulé TCR gamma génatrendezddés
vizsgalatanak vetettiik ald. Ugyanis a monoklonalitas az esetek jelentds részében mar fennall a
morfologiailag még ETL-nek nem megfelel6 esetekben is. Mind a 15 ETL- és 4 RS mintaban
monoklonalitast, a 21 limféma mentes mintabol 13-ban monoklonalitast, 6-ban poli-,
oligoklonalitast detektaltunk, és 2 esetben sikertelen volt a PCR vizsgélat. Eredményeink
alatamasztjdk a PCR alapu TCR gamma génatrendez6dés vizsgdlatanak fontossagat a
betegség korai szakaszaban (hiszen 21 minta a morfolégiailag még RS-nek megfelelé
stadiumu) lehet6vé téve a minél korabbi diagnozis felallitasat és ezaltal a specifikus kezelés
korai megkezdését, javitva ezéltal a betegek tulélését. Tovabba ugyanazon beteg ETL-es
mintdjaban és a gasztrointesztinalis traktus killonbdzé szakaszaibol nyert morfoldgiailag
limfoma menes mintakban detektalt azonos nagysagi monoklonalis csik bizonyitja, hogy az
ETL az egész béltraktusra kiterjedd betegség €s a tulélés javitasa érdekében szisztémads
kezelés alkalmazésa nélkiilozhetetlen.

Cutan T-sejtes limfomakat (CTL) a non-Hodgkin limfémék kdzé soroljuk. CTL heterogén
betegség csoportot képeznek, melyek a bérben manifesztalodnak és malignus T limfocitak
alkotjak. A CTL korai diagnozisat neheziti a betegség sokféle klinikai és szdvettani
megjelenési formadi, tovabba az egységes diagnozis €s kezelés hianya. Mycosis fungoides
(MF) a leggyakoribb tipusa a primer CTL-nek, kozel 50%-at képezi. PCR alapi TCR gamma
génatrendezOdés érzékenységét vizsgaltuk szovettanilag igazolt CTL-ben, megk('innyit\;e a
bort érintd malignus és benignus limfoproliferativ korképek elkiilonitését és a rosszindulatd
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(8/13 MF, 2/13 limfomatoid papulosis-LP, 3/13 subcutdn panniculitisszerti T-sejtes limfoma-
SPTL) paraffinba agyazott szovettani mintdjan végeztiik el a TCRy génatrendezédés PCR
vizsgalatat. Egy SPTL-es beteget részletesen ismertettiink. Monoklonalitast a CTL-es esetek
85%-ban detektaltunk. Azt gondoljuk, hogy a PCR alapii TCR gamma génatrendez6dés elég
érzékeny modszer a T-sejtes monoklonalitas detektalasara CTL-ben, segitve a korai diagnézis
felallitasat. A disszertacioban részletesen ismertetett SPTL-ben bebizonyosodott, hogy az
irodalmi adatokkal egyez6en a TCR gamma génatrendezddés eldsegiti e beteségcsoportban az
indolens és agressziv forma megkiilonboztetését, ezaltal elésegitve a megfeleld terapias

eljaras kivalasztasat.





