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Introduzione

Concetti generali.

     L’infezione provocata dal virus dell’epatite C (HCV) coinvolge circa 170 milioni di persone nel mondo 1 ed è correlata ad epatite cronica, cirrosi e cancro epatocellulare 2. L’HCV è stato associato a diversi processi immunomediati, inclusi i disordini ematologici; infatti HCV è caratterizzato da linfotropismo e la sua replicazione nelle cellule mononucleate del sangue periferico potrebbe essere implicata in alcune malattie linfoproliferative 3. L’ipotesi di un diretto coinvolgimento di HCV nei disordini linfoproliferativi è suggerita da studi che hanno evidenziato la presenza di proteine e particelle replicative HCV correlate nei linfociti periferici e nei campioni bioptici di linfoma 4,5.  Un recente studio basato su 66 lavori ha mostrato che l’infezione da HCV è abbastanza comune nei pazienti affetti da linfoma non-Hodgkin (LNH) 6. Si stima infatti che circa il 15% dei casi di LNH presentino questa infezione (una frequenza piuttosto alta rispetto all’1.5% della popolazione in generale), suggerendo quindi un possibile ruolo di HCV nello sviluppo di queste neoplasie 7. 

      Il meccanismo mediante il quale l’infezione dovuta ad HCV favorisca lo sviluppo dei LNH non è noto. Infatti la presenza di HCV è stata riscontrata nelle cellule stromali associate al tessuto tumorale, ma non nei linfociti B neoplastici. L’analisi del riarrangiamento immunoglobulinico VDJ suggerisce la possibilità che la stimolazione antigenica cronica delle cellule B dovuta all’infezione da parte di HCV contribuisca all’espansione di queste cellule e alla loro evoluzione in tumore 7.    

Ipermutazione somatica

Il processo di ipermutazione somatica (SHM), che colpisce le cellule B del centro germinativo (CG) durante il loro sviluppo, favorisce l’accumulo di mutazioni puntiformi all’interno delle regioni variabili dei geni immunoglobulinici (IgV) contribuendo alla diversità anticorpale necessaria per il corretto funzionamento del sistema immunitario 8. Oltre ai geni IgV, un altro bersaglio del meccanismo di ipermutazione somatica fisiologica è il gene BCL-6, un repressore trascrizionale che regola la maturazione delle cellule B del CG. Caratteristiche molecolari del processo di ipermutazione somatica sono : la prevalenza di sostituzioni di singoli nucleotidi, il maggior numero di transizioni su transversioni e bersagli specifici come i motivi AG/G/CT/AT (RGYW) 9. 

Recentemente, è stato suggerito che il meccanismo di ipermutazione somatica può essere aberrante e può contribuire allo sviluppo del linfoma diffuso a grandi cellule B (LDGC) nell’immunocompetente. La conseguenza è che, un gruppo di proto-oncogeni coinvolti nella linfomagenesi (PIM-1, PAX-5, RhoH/TTF e c-MYC), possono essere soggetti ad accumulo di mutazioni sia nelle loro regioni 5’ regolatorie (UTR) sia nelle loro regioni codificanti 10.

Contrariamente ai geni IgV e BCL-6, tuttavia, i proto-oncogeni PIM-1, PAX-5, RhoH/TTF e c-MYC non mostrano un livello significativo di mutazioni nelle cellule B normali del CG. 

PIM-1 codifica una serina-treonina chinasi implicata nella proliferazione e nella sopravvivenza cellulare 11. PAX-5 codifica un fattore di trascrizione specifico per le cellule B essenziale per il loro differenziamento. Questo gene è implicato in traslocazioni cromosomiche in circa il 50% dei linfomi linfoplasmocitoidi 12. RhoH/TTF codifica una piccola GTP-binding protein che appartiene alla superfamiglia Ras. E’ implicato in rare traslocazioni cromosomiche in  linfomi non-Hodgkin  che coinvolgono il gene LAZ-3/BCL-6 13. c-MYC, infine, codifica un fattore trascrizionale implicato nel controllo della crescita, della proliferazione, del differenziamento cellulare e della apoptosi di molti tipi cellulari. E’ ampiamente implicato nella tumorigenesi attraverso molti meccanismi, tra cui la traslocazione cromosomica 14. Lavori recenti hanno inoltre dimostrato che il meccanismo di ipermutazione somatica aberrante è un evento frequente sia nei LNH associati ad AIDS 15, sia nei linfomi primitivi del sistema nervoso centrale (LPSNC) 16.

Materiali e Metodi

Pannello tumorale ed estrazione del DNA.

Per questo studio è stato analizzato un pannello tumorale di 32 campioni di B-LNH  provenienti da pazienti con infezione cronica da HCV. Tutti i pazienti sono stati osservati presso il Centro di Riferimento Oncologico di Aviano dal 1994 al 2003 e sono risultati tutti siero negativi per il virus HIV. I casi sono stati selezionati in base alla disponibilità di tessuto tumorale congelato. I sieri ottenuti al momento della diagnosi sono risultati tutti positivi per gli anticorpi anti-HCV mediante l’ enzyme-linked immunosorbent assay (HCV 3.0; Ortho Diagnostic System, Raritan, NJ, USA) e il recombinant-based immunoblot assay (Chiron RIBA; Ortho Diagnostic System), e per l’HCV-RNA.

 In tutti i casi, il materiale è stato raccolto alla diagnosi prima di terapie specifiche. In accordo con le analisi morfologiche ed immunofenotipiche, la frazione di cellule tumorali presenti nei preparati era maggiore o uguale al 90%. In base alla classificazione WHO (World Health Organization), i LNH HCV correlati includono 20 linfomi diffusi a grandi cellule (HCV-LDGC n=20), 3 linfomi associati alla mucosa (HCV-MALT n=3), 4 leucemie linfatiche croniche/ linfomi a piccoli linfociti (HCV-LLC/SLLs n=4), 3 linfomi follicolari (HCV-LF n=3), 1 linfoma mantellare (HCV-MCL n=1) e 1 plasmocitoma (HCV-LPL n=1). Il DNA genomico è stato estratto utilizzando il metodo “salting-out” con lisi cellulare seguita da digestione con Pronase E e precipitazione con etanolo. 

Oligonucleotidi.

Le sequenze dei primers utilizzati per l’amplificazione di PIM-1, PAX-5, RhoH/TTF, c-MYC esone 1, c-MYC esone 2 e BCL-6 sono: PIM1-F, 5’-CCC TCA GTT GTC CTC CGA CTC-3’; PIM-1-R, 5'-GAT GTT TTC GTC CTT GAT GTC; PAX-5-F, 5’-TGT CCA CAC GCA GCG GGT CC -3’; PAX-5-R, 5’-AAG AGC TGA AAT GTC GCC GCC G -3’; RhoH/TTF-F, 5’-CTG CCC CAC ACA CAC TAA C-3’; RhoH/TTF-R, 5’-AAC TCT TCA AGC CTG TGC TG-3’; MYC-1-F, 5’-CAC CGG CCC TTT ATA ATG CG-3’; MYC-1R, 5’-CGA TTC CAG GAG AAT CGG AC-3’; MYC2-F, 5’-CCG CTG GTT CAC TAA GTG CG-3’; MYC-2R, 5’-GGA TGG GAG GAA ACG CTA AAG-3’; BCL6-10F, 5’-CTC TTG CCA AAT GCT TTG-3’, e BCL6-12R, 5’-CAC GAT ACT TCA TCT CAT C-3’.

 Analisi mutazionale di PIM-1, PAX-5, RhoH/TTF, c-MYC esoni 1 e 2 e BCL-6.

 La regione amplificata ed analizzata, comunemente indicata come MMR (Minimal Mutated Region), dista, per tutti i geni analizzati, circa 1.5 Kb dal sito d’inizio della trascrizione ed è stata precedentemente dimostrata contenere > del 90% delle mutazioni nei linfomi diffusi a grandi cellule dell’immunocompetente. Questa regione comprende sia regioni codificanti nel caso di PIM-1 (esoni 1, 2, 3 e 4) e di c-MYC (esone 2), sia regioni regolatorie, nel caso di RhoH/TTF, PAX-5 e c-MYC esone 1. Gli amplimeri purificati sono stati sequenziati mediante il sequenziatore automatico ABI Prism 3100 genetic analyzer (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA) utilizzando il kit di sequenza ABI Prism Big Dye Terminator Kit version 1.1 (Applied Biosystem). La sequenza di entrambi i filamenti di DNA è stata eseguita utilizzando i primers forward (F) e reverse (R) utilizzati per l’amplificazione in PCR. La grandezza dei frammenti analizzati di PIM-1, PAX-5, RhoH/TTF, c-MYC esoni 1 e 2 e BCL-6 è, rispettivamente, di 1009 bp, 861 bp, 1109 bp, 1301 bp, 1167 bp e 739 bp. La sequenza di ogni prodotto di PCR è stata confrontata con quella wild- type presente su GenBank utilizzando i numeri di accesso AF386792 per PIM-1, AF386791 per PAX-5, AF386789 per RhoH/TTF, X00364 per c-MYC esoni 1 e 2, e AY189709 per BCL-6.

Analisi statistiche.

Per l’analisi statistica sui dati ottenuti è stato utilizzato il software SPSS (versione 6 per Windows). Le differenze riscontrate nelle frequenze di mutazione sono state ritenute statisticamente significative con un valore di p<0.05. La frequenza di mutazione normalizzata per ogni singolo nucleotide è stata confrontata con la frequenza di mutazione attesa tramite il test χ2 così come la frequenza di mutazione riscontrata all’interno dei motivi RGYW/WRCY.  
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Risultati

1) Frequenza di ipermutazione aberrante nei LNH HCV correlati.

I risultati ottenuti dopo sequenziamento diretto di PIM-1, PAX-5, RhoH/TTF, c-MYC e BCL-6 hanno evidenziato che l’ipermutazione aberrante di proto-oncogeni è un fenomeno relativamente frequente nei LNH HCV correlati. Infatti, mutazioni in almeno 1 dei 4 geni analizzati sono state trovate in 10/32 (31%) campioni di HCV-LNH: in particolare 8/20 (40%) HCV-LDGC, 1/3 HCV-MALT e 1/1 HCV-MCL. Mutazioni in più di 1 gene sono state trovate in 5/32 (16%) HCV-LNH ed in particolare 4/20 (20%) HCV-LDGC e 1/1 HCV-MCL. 

PIM-1 è stato trovato mutato in 4/32 (13%) casi, PAX-5 in 5/32 (16%), RhoH/TTF in 4/32 (13%) e c-MYC in 4/32 (13%).

2) Distribuzione delle mutazioni in PIM-1, PAX-5, RhoH/TTF e c-MYC.

La frequenza media di mutazione, calcolata solo tenendo conto dei casi mutati, varia da 0.38x10-3 per bp nel caso di c-MYC esone 1 e 6.76x10-3 nel caso di RhoH/TTF. La maggior parte delle mutazioni riscontrate sono sostituzioni di singole basi (n=51) (Tabella 1). Solo in 1 caso sono state osservate piccole delezioni o inserzioni di DNA. Delle 51 mutazioni osservate, 35 sono transizioni e 16 sono transversioni con un rapporto di 2.18 (atteso 0.5, p<0.001, χ2 test). L’analisi del pattern mutazionale, quando vengono considerati gli effetti cumulativi delle sostituzioni nucleotidiche osservate in PIM-1, PAX-5, RhoH/TTF e c-MYC, rivela che le basi G+C vengono colpite con una frequenza 3.5 volte maggiore rispetto alle basi A+T. Anche se sembra che le mutazioni cadano generalmente all’interno dei motivi RGWY/RWCY, la prevalenza non è statisticamente significativa (PIM-1, 6.7% versus 5.41%, PAX-5 10% versus 5.8%, RhoH/TTF 13% versus 7% e c-MYC esone 1, 2% versus 0.8%). In PIM-1 e c-MYC alcune mutazioni sono localizzate in esoni codificanti e possono provocare sostituzioni aminoacidiche con potenziali conseguenze strutturali e funzionali. In particolare, 6 mutazioni di PIM-1 trovate in 2 LNH HCV correlati cadono all’interno di queste regioni. Due di queste mutazioni provocano sostituzioni aminoacidiche (Pro79Ala nel caso 4093 e Asn7Lys nel caso 4100), mentre le rimanenti 4 mutazioni sono mutazioni silenti. 

3) Mutazioni di BCL-6 nei LNH HCV correlati.

L’analisi mutazionale di BCL-6 è stata effettuata su tutti e 32 i campioni. Sono risultati mutati 14/32 (44%) casi, in particolare 10/20 (50%) HCV-LDGC, 1/3 HCV-MALT, 2/4 HCV-LLC/SLLs e 1/3 HCV-LF. Sono state osservate 34 sostituzioni nucleotidiche, delle quali 19 transizioni e 15 transversioni, con un rapporto pari a 1.26 (atteso 0.5, p=0.06,  χ2 test) (Tabella 1). Le mutazioni osservate mostrano una prevalenza di G+C rispetto ad A+T con un rapporto di 1.26. Inoltre,  come atteso, le mutazioni cadono di prevalenza all’interno dei motivi RGYW/WRCY (10% versus 4%, p=0.01).

Conclusioni

Lo scopo del progetto è stato quello di analizzare il ruolo dell’ipermutazione somatica aberrante all’interno di un pannello di linfomi HCV correlati. Come visto nel caso dei LDGC dell’immunocompetente e AIDS correlati, le mutazioni di PIM-1, PAX-5, RhoH/TTF e c-MYC sono un evento relativamente frequente nei linfomi che insorgono in pazienti HCV positivi. 

Tuttavia, nei LNH HCV correlati, la frequenza dei casi mutati in almeno 1 gene (31%) è più bassa di quella riportata nei linfomi dell’immunocompetente (75%) e AIDS correlati (50%) ma, quando si considerano i loci mutati, la frequenza di mutazione per 100 paia di basi è confrontabile con quella riportata per i casi non HCV-infetti 10,15. Il profilo mutazionale di PIM-1, PAX-5, RhoH/TTF e c-MYC  riscontrato nei LNH HCV correlati, caratterizzato da sostituzioni di singoli nucleotidi, dalla prevalenza di queste su G+C rispetto ad A+T e dalla maggioranza di transizioni su transversioni, è simile a quello riportato in precedenza 10,15. I proto-oncogeni colpiti da ipermutazione somatica aberrante codificano proteine con funzioni diverse, tra cui trasduttori di segnale (PIM-1 e RhoH/TTF) e fattori trascrizionali (PAX-5 e c-MYC). Hanno in comune alcune caratteristiche: sono espressi dalle cellule B nel centro germinativo, sono coinvolti in traslocazioni cromosomiche in alcuni linfomi e controllano la crescita, il differenziamento e l’apoptosi delle cellule B. 

Le mutazioni colpiscono sia regioni regolatorie sia regioni codificanti di questi geni. Questo comporta la potenziale deregolazione della trascrizione di alcuni di questi geni (PAX-5, RhoH/TTF e c-MYC) e l’alterazione della proteina codificata (PIM-1 e c-MYC). In questo ultimo caso, le mutazioni che provocano la sostituzione di alcuni aminoacidi potrebbero alterare le proprietà biochimiche e strutturali della proteina. 

Negli immunocitomi associati ad HCV è stata riscontrata la presenza di ipermutazione somatica e di variazione intraclonale nei geni IgV. Questo dato suggerisce un possibile ruolo della stimolazione antigenica nella crescita e nell’evoluzione di questi tumori 17. Quindi, visto che BCL-6 è un bersaglio fisiologico del processo di ipermutazione somatica, le mutazioni presenti in questo gene sono state considerate come marcatori della penetranza dell’ipermutazione somatica nella serie di linfomi studiata. Il numero di LNH HCV correlati mutati in BCL-6 riflette quello riportato nei linfomi precedentemente studiati, così come la prevalenza delle mutazioni si concentra all’interno dei motivi RGYW. Questi risultati confermano che il processo di ipermutazione somatica fisiologica è normalmente attivo nei LNH HCV correlati. 

In questo studio, tutti i casi che presentano mutazioni in uno dei 3 proto-oncogeni PIM-1, PAX-5 e RhoH/TTF sono mutati anche in BCL-6 (Tabella 1). Viceversa, i casi che presentano mutazioni nel gene c-MYC (esone 1) sono germinali in BCL-6 e, raramente, presentano mutazioni negli altri geni studiati. Questo dato si differenzia da ciò che si è osservato nei LNH dell’immunocompetente e AIDS correlati. Lo spettro mutazionale dei proto-oncogeni analizzati all’interno del pannello di LNH HCV correlati mostra un trend, ma non una significatività, per i motivi RGYW. Questo dato è in contrasto con ciò che si è osservato nei linfomi dell’immunocompetente, dove i bersagli specifici RGYW sono significativamente colpiti. I nostri dati tuttavia confermano quello che è stato recentemente visto sui geni p53 e β-catenin 18  nei linfomi HCV correlati. Anche in questo studio infatti le mutazioni cadono di preferenza all’interno dei motivi RGYW, ma non c’è una significatività statistica. Il pattern mutazionale è compatibile invece con un particolare fenotipo determinato dalle DNA polimerasi attivate da HCV 18. In conclusione, i dati indicano che il fenomeno dell’ipermutazione aberrante non è uno dei maggiori meccanismi che contribuiscono alla trasformazione neoplastica nelle neoplasie linfoidi associate all’infezione da HCV.
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Tabella 1. Analisi  mutazionale di PIM-1, PAX-5, RhoH/TTF, c-MYC e BCL-6  nei LNH HCV correlati.

	Paziente
	Istologiaa
	PIM-1
	PAX-5
	RhoH/TTF
	c-MYC exon 1 and 2
	BCL-6

	
	
	
	
	
	
	

	4079
	LDGC
	-
	-
	-
	-
	T570C, C780G, C786G, T838A

	4082
	LDGC
	1097G, C1345T, G1495A, G1497A
	G948A, G1017C, C1185T, G1206A, G1266A, G1287A, G1333A, G1347A, C1350T, G1381A
	A295C, T300C, A373T, A421G, T488C, C515T, G538T, A582C, A748G, G884A, C885A, C890A, A894G, G900A, TCACCGGTTT (869-878)
	-
	G734T, G809C

	4085
	LDGC
	-
	-
	G700A, C885T
	-
	A465C, A4787G

	4090
	LDGC
	-
	-
	-
	G2397A
	-

	4093
	LDGC
	C1119T, G1127C, G1242A, C1875T, C1720G
	-
	T956G
	-
	G479C, A508G, G1067C

	4100
	LDGC
	C1158G, T1177C, C1191A, A1746G
	C848T, C1052A
	-
	-
	T510C, G541A, T633G

	4159
	LDGC
	-
	G1134A
	-
	-
	T488A, G954A

	4160
	LDGC
	-
	-
	-
	-
	C958T

	4161
	LDGC
	C1325T
	G1045C
	A852G, C885G
	-
	A495G, T557C, C786G, G779A,

	4163
	LDGC
	-
	-
	-
	-
	G859A, G954A,

	4164
	LDGC
	-
	-
	-
	G2709A
	-

	4166
	LDGC
	-
	-
	-
	-
	T892G, C905T, G953A, C936A

	4076
	MALT
	-
	-
	-
	G3031A
	-

	4165
	MALT
	-
	-
	-
	-
	G805A,

	4083
	LLC/SLL
	-
	-
	-
	-
	A1065G

	4089
	LLC/SLL
	-
	-
	-
	-
	A583G, C789G, G1003A

	4081
	LF
	-
	-
	-
	-
	G722C, T736C

	4087
	MCL
	-
	G847T
	-
	G3004A
	-

	
	
	
	
	
	
	


aLDGC, linfoma diffuso a grandi cellule B; MALT, linfoma associato alla mucosa; LLC/SLL, leucemia linfatica cronica/ linfoma a piccoli linfociti; LF, linfoma follicolare; MCL, linfoma mantellare.
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