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Relazione Scientifica

IPERMUTAZIONE SOMATICA ABERRANTE IN CELLULE TUMORALI di LINFOMA di HODGKIN A PREDOMINANZA LINFOCITARIA e LINFOMA DI HOGKIN CLASSICO 

Introduzione

Il linfoma di Hodgkin rappresenta una entità clinico-patologica nella quale vengono riconosciute due forme: il linfoma di Hodgkin classico (LHc)  ed il linfoma di Hodgkin a predominanza linfocitaria (LHPL) (Jaffe et al., 2001). L’analisi molecolare dei riarrangiamenti dei geni codificanti le regioni variabili delle catene pesanti e leggere delle immunoglobuline (IGV) ha dimostrato che le diverse forme di linfoma di Hodgkin originano da cellule B mature che hanno subito la reazione del centro germinativo (Marafioti et al., 1997)

Durante la risposta immune T-dipendente le cellule B attivate dall’antigene vanno incontro ad una espansione clonale nei centri germinativi e subiscono il processo di ipermutazione somatica (IMS). Tale processo causa l’accumulo progressivo di mutazioni puntiformi nelle sequenze dei geni IGV e contribuisce alla produzione di cloni di cellule B, esprimenti recettori per l’antigene ad elevata affinità, che differenziano in cellule B memoria e/o plasmacellule. Il processo fisiologico di IMS non colpisce esclusivamente i geni IGV, in quanto, altri geni normalmente espressi nel centro germinativo, fra i quali BCL6 (Peng et al., 1996), CD95/FAS (Muschen et al., 2000), CD79a e CD79b (Gordon et al., 2003) acquisiscono mutazioni somatiche in cellule B normali del centro germinativo. Tuttavia, il significato biologico di queste mutazioni non è stato ancora compreso. 

Un processo di IMS alterato è stato identificato in più del 50% dei linfomi diffusi a grandi cellule B (LDGCB) sia sistemici (Pasqualucci et al., 2001), sia del sistema nervoso centrale (Montesinos-Rongen et al., 2004) nonché in linfomi aggressivi associati ad HIV (Gaidano et al., 2003) o insorti in pazienti sottoposti a trapianto d’organo solido (Cerri et al., 2004). In seguito al malfunzionamento del processo di IMS, un certo numero di geni normalmente espressi nel centro germinativo, fra i quali i proto-oncogeni PIM1, MYC, RhoH/TTF e PAX5, acquisiscono mutazioni in una regione compresa fra 1000 e 2000 basi a valle del sito di inizio di trascrizione.  Nei proto-oncogeni PIM1, PAX, RhoH/TTF e MYC, queste medesime regioni sono coinvolte nelle traslocazioni cromosomiche, suggerendo che il processo di IMS aberrante possa avere un ruolo nella genesi dei riarrangiamnto cromosomici (Pasqualucci et al., 2001).

Sebbene molte indagini molecolari abbiano dimostrato l’origine, per gran parte dei HL, da cellule B mature del centro germinativo (Jaffe al., 2001; Stain et al., 1990; Marafioti et al., 1997; Brauninger et al., 2003), nessuno studio è stato finora eseguito per analizzare la presenza di IMS aberrante in questa malattia. Il motivo è da ricondursi a difficoltà tecniche dovute alla tipologia della malattia, che è caratterizzata da meno dell’1% di cellule neoplastiche, frammiste a varie popolazioni cellulari non neoplastiche.  


Allo scopo di valutare la presenza di IMS aberrante nel LH, in questo terzo anno di ricerca, in collaborazione con la Divisione di Ematologia dell’ Università di Perugina, abbiamo analizzato le cellule tumorali microdissettate da linfonodi di LHNPL di LHc per la presenza di mutazioni nei proto-oncogeni PIM1, PAX5, RhoH/TTF e cMYC. Il progetto è stato articolato in due fasi. Nella prima parte del progetto abbiamo messo a punto una tecnica di multiplex PCR per coamplificare i proto-oncogeni in studio in un’unica reazione di PCR. Nella seconda parte dello studio, le cellule tumorali sono state prelevate mediante microdissezione ed analizzate per la presenza di IMS aberrante mediante amplificazione e sequenziamento diretto dei proto-oncogeni.

Materiali e Metodi

Pannello tumorale.   Questo studio è stato effettuato su cellule tumorali microdissettate da linfonodi congelati provenienti da pazienti con LHNPL (n = 10) e LHc (n = 9) con caratteristiche clinico-patologiche riconosciute dalla classificazione WHO (Jaffe et al., 2001). I campioni sono stati raccolti dagli Istituti di Patologia di Perugia, Pavia, Aviano, Bologna, Tolosa e Barcellona. Ogni caso è stato rivalutato da esperti emopatologi. 

Analisi immunoistochimica.   A partire dai linfonodi congelati sono state tagliate sezioni di 9m di spessore. Le sezioni sono state disidratate O/N e fissate con acetone, 10 minuti a t° ambiente. Nei casi di LHNPL, le cellule linfomatose sono state marcate con anticorpo monoclonale anti- CD20 (DakoCytomation, Gostrup, Denmark). Nei casi di LHc, le cellule di Reed-Sternberg e di Hodking sono state marcate con anticorpo monoclonale anti-CD30 (Ber-H2) (gentilmente fornito dal Prof. Herald Stein, Berlino). Le cellule T di controllo sono state marcate con un anticorpo policlonale specifico (DakoCytomation). Per la colorazione è stato utilizzato il metodo “Alcaline Phosphatase-anti Alcaline Phosphatase (APAAP) (Falini et al., 1986)

Microdissezione ed estrazione del DNA. In due casi, le singole cellule tumorali sono state microdissettate con un micromanipolatore idraulico e sono state raccolte in un volume finale di 20 l di TRIS-HCl 10 mM, pH 7,4 (Marafioti et al., 1997). Per i rimanenti casi è stato utilizzato un microdissettore laser (Olympus micro-beam with Palm “inside” technology, Olympus, Milano). Le cellule sono state catapultate dal raggio laser sulla superficie interna di un tappo di una provetta da 0,5 ml, previamente ricoperta con 20-40 l di  TRIS-HCl 10 mM, pH 7,4. Le cellule sono state raccolte posizionando il tappo su un tubo da 0,5 ml e centrifugando. In ogni tubo sono state raccolte 10-50 cellule tumorali, per un totale di 50-200 cellule / paziente. Per ogni paziente sono state inoltre microdissettate 30-50 cellule T, utilizzate come controllo negativo per la IMS aberrante. Tutte le cellule raccolte sono state immediatamente congelate a –80°C.

Il DNA genomico è stato estratto incubando le cellule con 400g/ml di proteinasi K / 0.2% Tween-20 a 55°C per 4 ore. La proteasi è stata poi inattivata a 95°C per 10 minuti.

Analisi mutazionale dei proto-oncogeni PIM1, PAX5, RhoH/TTF.  Per l’analisi mutazionale dei proto-oncogeni sono state scelte regioni geniche che si è visto contenere più del 90% delle mutazioni finora identificate nel LDGC sia dell’ospite immnocompetente, sia dell’ospite immunocompromesso (Pasqualucci et al., 2001; Gaidano et al., 2003).  L’amplificazione delle regioni di interesse è stata eseguita mediante protocolli di multiplex e nested PCR. Il primo ciclo di amplificazioni è consistito in due reazioni di multiplex PCR, in cui sono stati amplificati l’esone 1 di cMYC, RhoH/TTF e PAX5 in una reazione e l’esone 2 di cMYC e PIM1 nella seconda reazione. Per ogni reazione sono stati utilizzati 5-10 l di lisato cellulare (corrispondente approssimativamente a  5-20 cellule). Nel secondo ciclo di reazioni, ogni singolo proto-oncogene è stato amplificato individualmente a partire da 2l della multiplex PCR. I prodotti di PCR sono stati separati mediante elettroforesi su gel di agarosio e sequenziali direttamente con il kit ABI PRISM BigDye Terminator v1.1 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystem, Milano). La sequenza ottenuta è stata confrontata con la sequenza germinale corrispondente utilizzando adeguati programmi di allineamento. La presenza di mutazioni è stata confermata su prodotti di PCR indipendenti. Le sostituzioni nucleotidiche precedentemente riportate come polimorfismi o presenti nel DNA dei linfociti T dello stesso paziente, non sono state considerate.

Analisi dei geni IGV.  I riarrangiamenti IGH sono stati ottenuti mediante un protocollo di seminested PCR. Il primo ciclo di amplificazione è stato effettuato utilizzando una miscela di primers senso, specifici per le diverse famiglie IGHV e complementari alla FR1, associati a primers antisenso complementari alla regione più esterna della FR4 (IGHJ-outer). Nel secondo ciclo di eazioni, ogni singola famiglia IGHV è stata amplificata, individualmente, a partire da 3 l della prima reazione utilizzando i medesimi primers senso associati a  primers antisenso posizionati internamente rispetto ai precedenti (IGHJ-inner). Le sequenze ottenute sono state analizzate ed allineate alle sequenze depositate nel database “V-BASE sequenze directory” (MRC Centre for protein Engineering, Cambridge, UK) per determinare le sequenze germinali V, D e J d’origine e definire il tasso di mutazione della regione V. Le sequenze IGV sono state considerate mutate se il tasso di mutazione risultava >  al 2.0%.
Analisi statistica.   I dati sperimentali sono stati tabulati in tabelle Excel (Microsoft, Redmond, WA). Per l’analisi statistica è stato utilizzato il software SPSS (6.0 per Windows). La significatività delle differenze nella prevalenza dei casi mutati e nelle frequenze di mutazione è stata data per p<0.05, utilizzando, rispettivamente, i test statistici 2 con la correzione di Bonferroni per confronti multipli ed il t-test. Le frequenze di mutazione sono state normalizzate il base alla composizione nucleotidica delle sequenze analizzate e sono state confrontate con le frequenze attese utilizzando il test 2 goodness-of-fit. 

RISULTATI

Incidenza della ipermutazione somatica aberrante in LHNPL e LHc.  In questo studio abbiamo analizzato 19 casi di LH, comprendenti 10 casi classificati LHNPL e 9 casi LHc. Per valutare la presenza di IMS aberrante, le cellule tumorali sono state isolate da sezioni di linfonodi congelati e analizzate mediante PCR e sequenziamento diretto per la presenza di mutazioni nei proto-oncogeni PIM1, RhoH/TTF, PAX5 e cMYC. In totale sono state analizzate 2500 cellule isolate dai casi di LHNPL e 2300 cellule isolate dai casi di LHc. L’incidenza della IMS aberrante nel LHNPL e LHc è mostrata in tabella 1. La presenza di mutazioni in almeno un proto-oncogene è stata riscontrata in 8/10 (80%) LHNPL e in 5/9 (56%) LHc; e in almeno due proto-oncogeni in 5/10 (50%) LHNPL ed in 3/9 (33%) LHc. Nel complesso, la prevalenza di casi con IMS aberrante nei LHNPL e LHc è sovrapponibile. Considerando, invece, il LHc, la IMS aberrante è significativamente più frequente nella variante a cellularità mista (4/4 casi), rispetto la variante a sclerosi nodulare (1/5; p = 0.025).

Nel LHNPL, il proto-oncogene più frequentemente colpito è risultato essere PAX5, mutato in 7/9 (78%) casi, seguito da PIM1 (38%), cMYC esone 2 (33%), RhoH/TTF (11%) e cMYC esone 1 (10%) (Tabella 2). Nel LHc, il proto-oncogene più frequentemente colpito è risultato essere cMYC esone 1, mutato in 4/9 casi (44%), seguito da PAX5 (22%). Nessuna mutazione è stata trovata in RhoH/TTF (Tabella 1). Confrontando le frequenze di mutazione dei diversi proto-oncogeni nel LHNPL e LHc, non è stata osservata nessuna differenza significativa, con l’eccezione di una tendenza verso una più elevata incidenza di casi mutati in PAX5 fra i LHNPL rispetto ai LHc (p= 0.096). L’analisi delle cellule T dei pazienti con mutazioni, ha consentito di escludere i polimorfismi.

Nel complesso, i dati ottenuti dimostrano che, nelle cellule tumorali di LHNPL e LHc, i proto-oncogeni PIM1, PAX5, RhoH/TTF e cMYC sono un bersaglio frequente del processo di IMS aberrante, analogamente a quanto originariamente osservato nel LDGCB (Pasqualucci et al., 2001).

Profilo mutazionale dei proto-oncogenicMYC, PIM1, RhoH/TTF e PAX5 in LHNPL e LHc. La distribuzione delle mutazioni nei quattro proto-oncogeni analizzati in LHNPL e LHc è graficamente rappresentata in Figura 1 ed una descrizione dettagliata è riportata, rispettivamente, in Tabella 2 e Tabella 3. Il profilo mutazionale dei proto-oncogeni è riportato in Tabella 4. In totale, in  8 LHNPL, sono state identificate 34 mutazioni. Considerando i soli casi mutati, la frequenza media di mutazione corrisponde a 1,04/1000 pb (intervallo: da 0,24/1000 pb per cMYC esone 1 a 1,82/1000 pb per PAX5) (Tabella 4). In 5 LHc mutati sono state individuate 35 mutazioni. Considerando i soli casi mutati, la frequenza media di mutazione corrisponde a 1,92/1000 pb (intervallo: da 0,428/1000 pb per cMYC esone 2 a 2,61/1000 pb per PAX5) (Tabella 4). Un esempio rappresentativo di LHNPL con mutazioni in RhoH/TTF e PAX5 (Tabella 2, caso n°2) è mostrato in figura 2. La maggior parte delle mutazioni è rappresentata da singole sostituzioni nucleotidiche (n = 31 in LHNPL e n = 32 in LHc), mentre le delezioni o inserzioni sono state osservate in soli 5 casi (rispettivamente cMYC in LHNPL 8 e LHc 7, PIM1 in LHNPL 9, e PAX5 in LHNPL 3 e LHc 9) (Tabelle 2 e 3). Considerando i LHNPL, su 31 eventi mutazionali osservati, 20 sono risultati essere transizioni e 11 transversioni, con un rapporto transizioni/transversioni di 1,82 (atteso 0,5; p<0.01) (Tabella 4). Dei 32 eventi mutazionali identificati nei LHc, 19 sono risultati essere transizioni e 13 transversioni, con un rapporto transizioni/transversioni di 2,25 (atteso 0,5; p<0,001) (Tabella 4). Quattordici dei 31 eventi mutazionali trovati in LHNPL (45%) sono localizzati nei motivi RGYW/WRCY (frequenza di mutazione pari a 0,52% nei motivi RGYW/WRCY versus 0.21% fuori dai motivi RGYW/WRCY; p=0.08) (Tabella 5). Analogamente, 16 dei 32 eventi mutazionali trovati in LHc sono localizzati nei motivi RGYW/WRCY (frequenza di mutazione pari a 0,60% versus 0.19% fuori dai motivi RGYW/WRCY; p=0.042) (Tabella 3).

Il processo di IMS aberrante introduce mutazioni “missense” in LHNPL e LHc.  Mentre la maggior parte delle mutazioni trovate sono distribuite nelle regioni 5’ non codificanti, due mutazioni interessano le regioni codificanti di cMYC, nello specifico la sequenza dell’esone 2, codificante il dominio di attivazione trascrizionale. In particolare, il caso LHNPL 9 presenza una sostituzione nucleotidica che causa la sostituzione aminoacidica A44T (Figura 1, Tabella 2), mentre il caso LHc 8 presenza una sostituzione nucleotidica che causa la sostituzione aminoacidica T58A (Figura 1, Tabella 3). La T58 è un sito di fosforilazione critico per il controllo della stabilità della proteina, la cui perdita è stata dimostrata essere associata ad un aumento dell’attività trasformante di cMYC (Hemann et al., 2005). 

Analisi mutazionale dei geni IGHV.   La presenza di mutazioni nei proto-oncogeni cMYC, RhoH/TTF, PIM1 e PAX5 è stata messa in relazione allo stato mutazionale dei geni IGHV sia in LHNPL sia in LHc. Sebbene tutti questi geni acquisiscono mutazioni in seguito al processo di IMS, attivo nel centro germinativo, le mutazioni nei geni IGHV sono acquisite fisiologicamente dalle cellule B normali (Wagner et al., 1996; Rajewsky et al., 1996), mentre le mutazioni in cMYC, PIM1, PAX5 e RhoH/TTF sembrano limitate alle cellule linfomatose (Pasqualucci et al., 2001). 

Un riarrangiamento funzionale IGHV è stato identificato in 8/9 LHNPL ed in 7/8 HLc (Tabelle 2 e 3). In un caso (LHNPL 3), il riarrangiamento è risultato essere non funzionale in seguito all’inserimento, da parte del processo di IMS, di una mutazione di stop (mutazione “crippling”). In un altro caso (LHc 5) è stato identificato solo un riarrangiamento “out-of-frame” (Tabella 3). La presenza di IMS è stata riscontrata in 15/17 casi, con una frequenza di mutazione compresa fra 4,54%e 25,2% per i LHNPL (Tabella 2) e da 7,69% a 24,1% per i LHc (Tabella 3). In due casi di LHc è stato identificato solo un riarrangiamento potenzialmente funzionale, privo di mutazioni. Entrambi i casi presentano IMS aberrante. Complessivamente la frequenza media di mutazione di cMYC, RhoH/TTF, PIM1 e PAX5 è risultata essere da 50 a 100 volte inferiore alla frequenza di mutazione dei geni IGHV (Tabelle 2-4). Inoltre, considerando i casi mutati per i geni IGHV, il confronto fra le frequenze di mutazione non ha rivelato effetti soglia esercitati dalla frequenza di mutazione nei geni IGHV sulla presenza di mutazioni nei geni cMYC, PIM1, RhoH/TTF e PAX5, supportando l’ipotesi che il fenomeno di IMS aberrante sia dovuto ad un difetto qualitativo e non quantitativo del meccanismo attivo nel centro germinativo.

DISCUSSIONE

I risultati ottenuti in questo studio dimostrano che il processo di IMS aberrante, è attivo nelle cellule neoplastiche sia del LHNPL sia del LHc. In particolare, la presenza di mutazioni in almeno uno dei proto-oncogeni analizzati (PIM1, PAX5, RhoH/TTF e cMYC) è stata dimostrata nell’80% dei LHNPL e nel 55% dei LHc e, analogamente a quanto osservato nel LDGC-B (Pasqualucci et al., 2001), il profilo molecolare delle mutazioni acquisite dai proto-oncogeni è simile a quello che si riscontra nei geni IGV (Diaz et al., 2002). Infatti, le mutazioni identificate in PIM1, PAX5, RhoH/TTF e cMYC: i) sono prevalentemente rappresentate da sostituzioni nucleotidiche, e solo occasionalmente sono inserzioni o delezioni; ii) mostrano una prevalenza di transizioni rispetto le transizioni ed un elevato rapporto G+C/A+T; iii) colpiscono preferenzialmente i motivi RGYW/WRCY.

L’attivazione dei proto-oncogeni cMYC, TTF, PIM1 e PAX5 potrebbe avere un ruolo importante nella patogenesi dei linfomi, in quanto questi geni codificano per trasduttori del segnale (PIM1 e RhoH/TTF) e fattori di trascrizione (PAX5 e cMYC) coinvolti nello sviluppo / differenziamento delle cellule B e nella regolazione della proliferazione e dell’apoptosi e, inoltre, sono stati dimostrati essere coinvolti in traslocazioni cromosomiche associate alla neoplasie linfoidi (Hoover et al., 1991; Preudhomme et al., 2000; Morrison et al., 1998; Blum te al., 2004). 

Nel LHNPL e nel LHc, il processo di IMS aberrante può alterare la funzione di cMYC, PAX5, RhoH/TTF e PIM1 tramite almeno due meccanismi. Dato che la maggior parte delle mutazioni identificate cade nella regione 5’ non codificante, è ipotizzabile che alcune di queste mutazioni possano deregolare la trascrizione del gene, analogamente a quanto osservato per BCL6 e cMYC, rispettivamente nel LDGC-B e nel linfoma di Burkitt, (Pasqualucci et al., 2001) o alterare la stabilità dell’RNA messaggero.

Nel LHNPL sono state trovate un gran numero di mutazioni che colpiscono una regione limitata di PAX5 (nucleotidi 650-1000), posta immediatamente a monte dell’esone codificante 1B. L’analisi della sequenza effettuata con il “Transcription Element Search Software” / “TESS” (URL: http://www.cbil.upenn.edu/tess) ha evidenziato la presenza di siti putativi di legame per diversi fattori di trascrizione fra i quali SP1, ETS e AP2. 

In altri geni, come PIM1 e cMYC, le regioni maggiormente colpite dal processo di ipermutazione somatica sono regioni codificanti e, di conseguenza, alcune mutazioni potrebbero modificare le proprietà biochimiche e strutturali della proteina. In particolare, studi in vitro ed in vivo hanno dimostrato che alcune mutazioni che colpiscono il dominio transattivante di cMYC possono alterare l’attività di cMYC, interferendo con il suo stato di fosforilazione, la stabilità della proteina o la repressione del dominio transattivante da parte della proteina p107 (Gu et al., 1994; Hoang et al., 1995; Gregory et al., 2000). Nella nostra serie, in due LHNPL sono state identificate due mutazioni causanti sostituzione amimoacidica nell’esone 2 di cMYC, che codifica per il dominio transattivante. Una di queste mutazioni altera un sito di fosforilazione ben caratterizzato, la serina 58. Le mutazioni che alterano questo sito sono state dimostrate incrementare l’attività trasformante di cMYC (Hemann et al., 2005). 

Il fatto che il LHNLP, il LHc ed il LDGCB siano colpiti dal processo di ipermutazione somatica aberrante pone importanti questioni riguardo la loro patogenesi ed istogenesi.

Il LHNPL differisce chiaramente dal LDGCB per il suo decorso indolente, per il profilo di crescita nodulare e la risposta alla terapia (Mason et Al., 1994). Ma vi sono diversi aspetti che accomunano queste due malattie: i) le cellule tumorali di LHNPL esprimono frequentemente BCL6 (Falini et al., 1996) e mostrano un fenotipo simile a quello del LDGCB (Jaffe et al., 2001), con l’eccezione delle IgD che qualche volta sono espresse nelle cellule di LHNPL; ii) le cellule tumorali di entrambe le neoplasie originano da cellule B del centro germinativo (Jaffe et al., 2001); iii) sia il LHNPL sia la variante “T-cell/histiocyte-rich” del LDGCB sono la probabile espressione di un continuum morfologico e biologico (McBride et al., 1996; Franket al., 2002); iv) sovente, il LHNPL è associato ad una diagnosi simultanea o successiva di LDGCB e, in alcuni casi, è stata dimostrata la medesima origine clonale per le due entità (De Jong et al., 1996). Infine, il LHNPL presenta riarrangiamenti di BCL6, ad una frequenza (circa il 40%) del tutto sovrapponibile a quella che si osserva nel LDGCB (Wlodarska et al., 2003).  Quindi, il processo di IMS aberrante rappresenta un ulteriore indicatore molecolare della similarità fra LHNPL e LDGCB. 

La presenza di IMS aberrante nel LHc ha importanti implicazioni sulla patogenesi di questa malattia. Sebbene il LHc sia riconosciuto essere una entità clinico-patologica distinta (Jaffe et al., 2001), esso possiede alcune caratteristiche comuni al LDGCB: i) le cellule tumorali della maggior parte dei casi di LHc originano da cellule B del centro germinativo (Kuppers et al., 2005) ; ii) le linee cellulari di LHc mostrano un profilo di espressione genica molto simile a quello espesso dalle linee di LDGCB (Kuppers et al., 2003). Inoltre, il LDGCB primitivo del mediastino, anch esso colpito dal processo di IMS aberrante (Bodor et al., 205) condivide diverse caratteristiche clinico-patologiche con il sottotipo a sclerosi nodulare del LHc (Jaffe te al., 2001) e mostra un profilo di espressione simile a quello presentato dalle linee di LHc. (Savage te al., 2003; Rosenwald et al., 2003). 

I nostri risultati mettono in evidenza un’altra caratteristica comune al LDGCB ed il LHc e suggerendo una stretta relazione fra LHNPL e LHc, in accordo con gli studi di espressione genica che mostrano alcuni geni caratteristici espressi sia nel LHc, sia nel LHNPL (PRAME, IPL, FER, Rab13, EAR3) (Kuppers et al., 2003). 

Come precedentemente suggerito per il LDGCB, anche per il LHc ed il LHNPL si può ipotizzare che l’attività aberrante del processo di IMS svolga un ruolo importante nella patogenesi di queste malattie. I risultati ottenuti mostrano una sensibile differenza nella prevalenza dei geni affetti dalle mutazioni nelle diverse malattie. In particolare, PAX5 è risultato essere più frequentemente mutato nel LDGCB e nel LHNPL rispetto al LHc, mentre RhoH/TTF, che è frequentemente mutato nel LDGCB (Pasqualucci et al., 2001; Gaidano et al., 2003; Montesinos-Rongen et al.,), nel LHc e LHNPL  sembra essere meno colpito dal processo di IMS aberrante. E’ plausibile che l’alterazione, da parte del processo mutazionale, di altri geni ancora da identificare, in associazione alla risposta immune dell’ospite possano contribuire a determinare le differenze clinico-biologiche di queste malattie.
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Tabella 1. Incidenza della ipermutazione somatica aberrante in LHNPL e LHc

	Istologia
	Casi mutati / testati (%)

	
	cMYC esone 1
	cMYC esone 2
	RhoH/TTF
	PIM1
	PAX5

	
	
	
	
	
	

	LHNPL (n=10)
	2/10 (10.0%)
	3/9 (33.3%)
	1/9 (11.1%)
	3/8 (37.5%)
	  7/9 (77.8%)*

	
	
	
	
	
	

	LHc (n=9)
	4/9 (44.4%)
	1/9 (11.1%)
	0/8 
	1/9 (11.1%)
	2/9 (22.2%)

	
	 
	 
	 
	 
	 


*Confronto della incidenza di mutazione in PAX5 in LHNPL ed in LHc, p=0.096
Tabella 2. Analisi mutazionale dei geni IGHV, cMYC, RhoH/TTF, PIM1 e PAX5 in LHNPL

	Caso
	IGH
	 
	Mutazioni (posizione)a

	
	IGHV
	IGHD
	IGHJ
	% mutazione
	Stato funzionale
	 
	cMYC esone 1
	cMYC esone 2
	RhoH/TTF
	PIM1
	PAX5

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	   LHNPL 1
	3-30
	6-06
	5b
	25.2
	+
	
	-
	-
	-
	-
	-

	LHNPL 2
	3-33
	5-24+5-18
	6b
	7.14
	+
	
	-
	-
	 G261A; G395A 
	G1323A
	G729A; C1026G; G1425C; C1436G

	   LHNPL 3
	4-34
	2-15
	4b
	4.54
	crippled
	
	-
	G4580T
	-
	-
	C674T; C848T; del18bp (1317-1334); C1357G

	LHNPL 4
	4-34
	3-03
	6b
	12.3
	+
	
	-     
	T4312A 
	-    
	-    
	na

	LHNPL 5
	3-07
	4-17+3-03+7-27
	6b
	6.73
	+
	
	-
	na
	-
	na
	G910A; C953T; C962T; G1070C; G1342A

	LHNPL 6
	4-59
	4-17
	4b
	9.18
	+
	
	-
	-
	-
	-
	C731T; T805G

	LHNPL 7
	na
	
	
	
	
	
	G3019A; G3056A
	-
	-
	na
	A762G

	LHNPL 8
	3-33
	D5
	6c
	5,36
	+
	
	delG3028
	-
	na
	T1365C, C1682T
	G847A, C958T

	LHNPL 9
	4-39
	D4
	4b
	5.94
	+
	
	-
	G4650A
	-
	del1137-1140
	C674G, T771G, C853G, A1033G

	LHNPL 10
	3-74
	2-02
	4b
	9.33
	+
	
	-
	-
	-
	-
	-

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 


a Numerazione in accordo alle sequenze X00364 (cMYC), AF386789 (RhoH/TTF), AF386792 (PIM1) e AF386791 (PAX5) depositate in GenBank.
na, non analizzato; del, delezione

Tabella 3. Analisi mutazionale dei geni IGHV, cMYC, RhoH/TTF, PIM1 e PAX5 in LHc

	Caso
	IGH 
	 
	Mutazioni (posizione)a

	
	IGHV
	IGHD
	IGHJ
	% mutazione
	Fstato funzionale
	 
	cMYC esone 1
	cMYC esone 2
	RhoH/TTF
	PIM1
	PAX5

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	LHc1
	1-69
	3-09+1-26
	4
	24.1
	+
	
	-
	-
	-
	-
	-

	LHc 2
	4-39
	na
	4
	7.69
	+
	
	-
	-
	-
	G1255A; G1554A
	-

	LHc 3
	3-33
	3-03
	6b
	6.77
	+
	
	-
	-
	-
	-
	-

	LHc 4
	4-39
	na
	5b
	13.6
	+
	
	-
	-
	-
	-
	-

	LHc 5
	3-11
	na
	6c
	1.24
	out-of-frame
	
	G2471A; G2851A
	-
	-
	-
	-

	LHc 6
	1-69
	na
	6b
	14.4
	+
	
	-
	-
	-
	-
	-

	LHc 7
	4-39
	3-22
	4b
	0
	+
	
	T2486C, A2528G, T2771A, G2805A, T2868A, T3152C, T3268C, A3305T, insT3426
	-
	na
	-
	C718T, C871T

	LHc 8
	na
	
	
	
	
	
	T2456G, G2709T, A2730G, C2732A, C2770T, C2778G, T2868C,G2886A,  del38bp 2891-2928, G2933A
	A4692G
	-
	-
	-

	LHc 9
	5-a
	6-13
	6c
	0
	+
	
	A2490G, C3319T
	-
	-
	-
	T788C, G847A, C848G, C853A, G971A, del3bp 1045-1047, G1425A

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 


aNumerazione in accordo alle sequenze X00364 (cMYC), AF386789 (RhoH/TTF), AF386792 (PIM1) e AF386791 (PAX5) depositate in GenBank.
na, non analizzato; del, delezione; ins, inserzione.

Tabella 4. Caratteristiche delle mutazioni di cMYC, RhoH/TTF, PIM1 e PAX5 in LHNPL e LHc

	Locus
	Frequenza di mutazione/1000 pb (intervallo)
	
	Delezioni/Inserzioni
	
	Sostituzioni nucleotidiche
	
	transizioni/transversioni

(rapporto ; p)
	
	G+C / A+T

(rapporto)
	
	RGYW/WRCY

	
	LHNPL
	LHc
	
	LHNPL
	LHc
	
	LHNPL
	LHc
	
	LHNPL
	LHc
	
	LHNPL
	LHc
	
	LHNPL
	LHc

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	cMYC 
	0.24

(0.20-0.40)
	1.22

(0.40-2.23)
	
	1/0
	1/1
	
	5
	22
	
	3/2

(1.5)
	15/7

(2.1 ; p=0.02)
	
	4/1

(4.0)
	10/12

(0.83)
	
	2
	13  (p=0.03)

	esone 1
	0.58

(0.38-0.77)
	2.21

(0.77-3.84)
	
	1/0
	1/1
	
	2
	21
	
	2/0
	14/7

(2.0; p=0.04)
	
	2/0
	10/11

(0.91)
	
	1
	13

(p=0.04)

	esone 2
	0.428


	0.428
	
	0/0
	0/0
	
	3
	1
	
	1/2
	1/0
	
	2/1
	0/1
	
	1
	0

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	RhoH/TTF
	0.902
	0
	
	0/0
	0
	
	2
	0
	
	2/0
	0/0
	
	2/0


	0/0
	
	1
	0

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	PIM-1
	0.661

(0.49-0.99)
	0.991


	
	1/0
	0
	
	3
	2
	
	3/0
	2/0
	
	2/1

(2.0)
	2/0
	
	2
	0

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	PAX-5
	1.82

(0.58-2.90)
	2.61

(1.16-4.07)
	
	1/0
	1/0
	
	21
	8
	
	12/9

(1.33)
	6/2

(3.0)
	
	17/4

(3.2)
	7/1

(1.67)
	
	9
	3

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Tutti i geni
	1.04
	1.92
	
	3/0
	2/1
	
	31
	32
	
	20/11

(1.82; p=0.017)
	23/9

(2.55; p<0.01)
	
	25/6

(4.17)
	19/13

(1.46)
	
	14
	16

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


Legenda alle figure

Figura 1.  Analisi mutazionale dei proto-oncogeni PIM1 (A), PAX5 (B), RhoH/TTF (C) e cMYC (D).  Sono mostrati i loci genici con le regioni non codificanti e codificanti. Le regioni amplificate e sequenziate per ciascun gene sono espanse ed allineate alle sequenze di ciascun caso di LHNPL e LHc mutato. Ogni linea corrisponde a due alleli. Ogni segmento corrisponde ad un intervallo di 20bp, tranne per cMYC dove corrisponde ad un intervallo di 40bp. 

Figura 2. Microdissezione ed analisi mutazionale di un caso rappresentativo di LHNPL (Tabella 2, caso 3). (A) Biopsia linfonodale con un nodulo neoplastico contenente le cellule  neoplastiche il cui nucleo ha un caratteristico aspetto a “popcorn” (in alto a sin: ematossilina-eosina, 800x). Colorazione con anti-CD20 che evidenzia l’aspetto nodulare del linfoma (in alto al centro, immunoperossidasi, 150x). Le cellule tumorali sono CD20 positive e circondate da un anello di cellule T CD20 negative (in alto a dx: immunoperossidasi, 800x). Cellule tumorali CD20 positive prima e dopo la microdissezione laser (in basso, sin e dx, APAAP). (B) Elettroferogramma mostrante le mutazioni nei geni le mutazioni nei geni RhoH/TTF e PAX nelle cellule tumorali microdissettate (Tabella 2, caso 2)
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