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1. A PALYAZAT TUDOMANYOS HATTERE ES FOBB CELKITUZESEI

A krénikus lymphocytds leukémia (CLL) egy indolens megbetegedés, amely az esetek 5-10%-
aban egy agresszivebb lymphoma tipusba transzformalddik. A transzformdcié a prolymphocytak
szamanak emelkedésében (prolymphocytds transzformacié [PLT]), illetve diffGz nagy B-sejtes
lymphoma kialakuldsaban (Richter transzformacio [RT]) nyilvanulhat meg. Munkacsoportunk korabbi
eredményei alapjan a kiilonb6z6 molekularis mechanizmusoknak, igy a genetikai instabilitasnak, az
aberrans szomatikus hipermutacidonak (ASHM) és az emelkedett aktivacio-indukalt citidin deaminaz
(AID) szintnek szerepe lehet a tumorsejtek transzformacidjaban [1-3], azonban a transzformalt sejtek
eredete és az azt elinditd6 mechanizmusok nem ismertek. A CLL-es betegek nyirokcsomdi a
transzformdlt CLL sejtekre emlékeztets, kevésbé érett sejtekbdl 3llé kis csoportokat, un.
pseudofolliculusokat tartalmaznak (1. dbra). A betegség lefolyasa soran a pseudofolliculusok mérete
megndéhet, azonban ezek transzformdcidval valé kapcsolata nem ismert. Feltételezésiink szerint ezen

pseudofolliculusok jelentik a CLL progresszidjanak és transzformacidjanak kiindulépontjat.

1. abra: Krénikus lymphocytas leukémia (nyirokcsomo
metszet,40x, metilén-kék festés). A felvétel jobb oldalan
jol lathatd a nagyobb, kevésbé érett sejtekbdl alld
pseudofolliculdris régid. (IF: interfolliculdris régio; PF:
pseudofolliculdris régid)

Palyazatunk f6 célkitlizése a pseudofolliculusok transzformacidban betoltott szerepének
tisztazasa érdekében a pseudofolliculusokat alkotd éretlenebb B-sejtek genetikai és epigenetikai
hatterét vizsgdltuk, valamint az itt észlelt genetikai eltéréseket vetettiik 6ssze a pseudofolliculusokon

kiviili érettebb fenotipusu tumorsejtekben megfigyelt valtozasokkal.

A palyazati idGszak sordan — az irodalomban aktudlisan megjelen6 Uj felfedezéseknek
megfelel6en — ez eredeti célkitlizésekhez képest egyéb elképzeléseket is megvaldsitottunk, reagdlva

ezzel a legfrissebb irodalmi adatokra és trendekre. Tovabbda, az epigenetika térhdditasanak
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készonhetéen, bizonyos megfigyeléseket, kisérleteket egyéb lymphoma tipusokra (dontéen

follicularis lymphoma) is kiterjesztettiink.

2. ATAMOGATASI IDOSZAK ALATT ELERT TUDOMANYOS EREDMENYEK BEMUTATASA

< sz

szinten vizsgaltuk. Kezdeti kisérleteinkkel arra kivantunk valaszt kapni, hogy vajon megfigyelhet6-e
bizonyos genetikai eltérések akkumulacidja a pseudofolliculusok teriletén (2.1 fejezet). Majd array
alapu génexpresszios vizsgalatokkal 6sszehasonlitd analizist végeztiink CLL-es betegek nyirokcsomai,
csontvelGi és periférias vér mintdi kozott ezen kompartmenteknek a CLL-es tumorsejtekre kifejtett
hatdsat vizsgalva (2.2 fejezet). A pseudofolliculusok tovabbi karakterizdldasa céljabdl mikroRNS
expressziods vizsgalatokat folytattunk 6sszehasonlitva a mikrodisszekcidval szeparalt pseudofollicularis
és interfollicularis régidkat (2.3 fejezet). Végiil az epigenetikai szabalyozasban szerepet jatszé hiszton
metiltranszferdz, EZH2 expresszidjat vizsgaltuk CLL-ben (2.4 fejezet). Az elmult év ravilagitott az
epigenetikai szabalyozdsban bekovetkez6 valtozasok kulcsszerepére B-sejtes lymphomakban, ahol a

follicularis lymphoma (FL) modell érték(i betegségként jelent meg. igy bizonyos epigenetikai

« sz

2.1 Genetikai instabilitas vizsgalata kromoszéma szinten

Vizsgalataink sordn 12 CLL-ben szenved6 beteg formalinban fixalt paraffinba dagyazott
nyirokcsomé mintdiban del(11)(q22.3) (ATM), del(13)(q14.3) (RB-1), del(17)(p13.1) (p53) és +12
genetikai eltéréseket mutattunk ki fluoreszcens in situ hibridizaciés (FISH) eljarassal. A
pseudofolliculusok demarkacidja |ézer sugdrral tortént a metszeteken metilén-kék festést kovetden.
Majd ezt kdvet6en 11g22.3 (ATM), 13g14.3 (RB-1), és 17p13.1 (p53) locusokra specifikus single color
DNS prdbakkal valamint 12 kromoszéma centromera probaval FISH vizsgalatokat végeztiink (2. dbra).
Ezt kovette a metszetek szkennelése (Mirax Scan, 3D Histech Ltd, Budapest, Hungary) és a szkennelt
metszeteket képanalizald szoftverrel vizsgaltuk (Mirax Viewer 1.11, 3D Histech Ltd, Budapest,
Hungary). A pseudofolliculusok relokalizaciéjat kovetéen mindkét teriileten minimum 300

interfazisos sejtmagot értékeltiink.
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2. abra: Lézerrel jeldlt nyirokcsomdi pseudofollicularis (PF) és interfollicularis (IF) teriiletek reprezentativ FISH
analizise. (A) Metilén-kék festés (x60). (B) 11g22.3 locus FISH analizise Réviditések: IF: interfollicularis régid,; PF:
pseudofollicularis régio.

11q deléciot 5 esetben detektaltunk, 13q delécidé 2 esetben, 17p delécidé 2 esetben valamint 12
triszomia 1 esetben volt kimutathatd. 7 esetben a pseudofolliculusokban szignifikdnsan magasabb
volt a genetikai eltérések aranya, mint a PF-t korilvevé interfollicularis zénaban (3. dbra).
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3. dbra: 12 CLL-es beteg FISH vizsgalatanak eredményei. (A) 11g22.3 (ATM), (B) 139q14.3 (RB-1), (C) 17p13.1
(p53) locus és (D) 12 kromoszéma centromera préba (CEP12). (Balogh és mtsai, Leukemia & Lymphoma 2011
alapjdan).

Eredményeinket a Leukemia & Lymphoma folydiratban publikaltuk [4], ahol kdzleménylkre egy
szerkeszt6i kommentar is megjelent ,FISHing for answers in proliferation centers of chronic
lymphocytic leukemia lymph nodes” cimmel [5]. Ezen eredményeink a pseudofolliculusok szerepét
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sugalltdk a CLL progresszidja soran, azonban e hipotézis meger@sitéséhez tovabbi vizsgalatokat
folytattunk.

2.2 Génexpresszios profilok meghatarozasa CLL-ben

A CLL egy csontvel6i eredetl betegség, mely soran a tumorsejtek a periférids vérben valamint
a nyirokcsomdkban is megjelenhetnek. Array alapu globalis vizsgalatokkal kivantunk arra vélaszt
kapni, hogy a koérkép lefolydsa soran mely lokalizacioban fellép6 mikrokdrnyezeti hatdsok
kovetkeztében alakul ki a tumorsejtek genetikai instabilitdsa, mely a betegség transzformacidjaban

koézponti szerepet jatszhat.

- ~2 s

4. abra: CLL megjelenése a (A) periférias vérben, (B) csontvelGben és (C) nyirokcsomdban.

E kisérletsor soran hat CLL-ben szenvedd betegtSl egy id6pontban vettlink periférids vér,
csontvel6 és nyirokcsomd mintat. A nyirokcsomét teljes egészében feldolgoztuk, a csontvelS-
aspiratum és a periférids vér esetében a mononuklearis sejteket s(ir(iség-gradiens centrifugdldssal
kiilonitettik el. Minimum 75%-os tumorsejt-aranyt sikerilt elérni valamennyi minta és kompartment
esetében. Az RNS izolalast és minGségellenérzést kovetéen 18 mintan végeztiik el a génexpresszids
mérést, amihez Agilent Whole Human Genome Oligo Microarray 4x44K (Agilent Technologies)
lemezeket haszndltunk. A lemezeket Agilent Microarray Scanner segitségével olvastuk le, majd a
kapott adatokat az egyszinl oligonukleotid microarray formatumokra javasolt paraméterek
alkalmazasaval normalizaltuk. Az analizist Genespring GX szoftver segitségével, szigoru statisztikai

feltételek mellett (2X-es kiilonbség; TukeyHSD post-hoc test; One way ANOVA p<0.001; Benjamini-

Hochberg multiple correction test) végeztiik el.

Eredményeink alapjan mintegy 200 gén mutatott szignifikdnsan kiilonb6z6 expresszidt a
vizsgalt periférids vér, csontveld és nyirokcsomd kozott. A legnagyobb kilonbséget mutatd gének
listdja az 1. tdbldzatban talalhaté. Az elvégzett Utvonal elemzés eredményei alapjan a

legprominensebb dereguldlt Utvonalak kozott a B-sejt receptor (BCR) jelatviteli ut, az NFkB medidlt
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szignal transzdukcid, valamint a sejtciklus cyclinek altali szabdlyozdsa szerepelt (5. dbra). Ezen
eltérések a pseudofolliculusokat is magdba foglald nyirokcsomdi mintdkban bizonyultak a
legkifejezettebbnek, utalva a nyirokcsoméi mikrokdrnyezet szerepének fontossagara a CLL

progresszidja soran.

Sajnalatos mddon, génexpresszios vizsgalatainkkal egyid6ben Hesishanu és munkatdrsai egy,
a mi kisérleti rendszeriinkkel szinte teljesen megegyez6 tanulmanyt publikdltak a Blood folydiratban
12 ClL-es beteg periférias vér, csontvel6 és nyirokcsomd mintdinak génexpresszids profiljat
Osszehasonlitva [6]. Az emlitett munkacsoport Affymetrix platformot haszndlva jutott Iényegében
ugyanazon megallapitasokra. gy egy alacsony impaktu folydiratban valé publikacié helyett,
génexpresszids tanulmanyunk eredményeit a mikroRNS expresszidval és epigenetikai szabalyozdssal

kapcsolatos megfigyelésekkel integralva tervezzik k6zolni.

1.Tablazat: A legnagyobb mértéki eltérést mutatod gének listdja a génexpresszids analizis alapjan.

Gén Leiras

DEFA3 defensin, alpha 3, neutrophil-specific (DEFA3), mRNA [NM_005217]

HBG1 hemoglobin, gamma A (HBG1), mRNA [NM_000559]

SLC4A1 solute carrier family 4, anion exchanger, member 1 [NM_000342]

HBG1 hemoglobin, gamma A (HBG1), mRNA [NM_000559]

TRIM58  tripartite motif containing 58 (TRIM58), mRNA [NM_015431]

S100A12 5100 calcium binding protein A12 (S100A12), mRNA [NM_005621]

SPTA1 spectrin, alpha, erythrocytic 1 (elliptocytosis 2) (SPTA1), mRNA [NM_003126]

AHSP alpha hemoglobin stabilizing protein (AHSP), mRNA [NM_016633]

GYPA glycophorin A (MNS blood group) (GYPA), mRNA [NM_002099]

MYL4 myosin, light chain 4, alkali; atrial, embryonic (MYL4), transcript variant 2, mRNA [NM_002476]
HEMGN  hemogen (HEMGN), transcript variant 1, mRNA [NM_018437]

EPB42 erythrocyte membrane protein band 4.2 (EPB42), transcript variant 1, mRNA [NM_000119]

LTF lactotransferrin (LTF), transcript variant 1, mRNA [NM_002343]
CA1 carbonic anhydrase | (CA1), transcript variant 2, mRNA [NM_001738]
HBM hemoglobin, mu (HBM), mRNA [NM_001003938]

ALAS2 aminolevulinate, delta-, synthase 2 (ALAS2), [NM_000032]

DEFA4 defensin, alpha 4, corticostatin (DEFA4), mRNA [NM_001925]

HBD hemoglobin, delta (HBD), mRNA [NM_000519]

ALAS2 aminolevulinate, delta-, synthase 2 (ALAS2), [NM_000032]

NFE2 nuclear factor (erythroid-derived 2), 45kDa (NFE2), transcript variant 1, mRNA [NM_006163]
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5. abra: Az utvonal analizis eredményei alapjan az egyik leginkabb deregulalt jelatviteli at a B-sejt receptor
medialta jelatvitel. (Piros, sarga és kék szimbdlumok jelzik az adott molekula mellett annak up- vagy
downregulaciéjat a nyirokcsomadban, csontvelSben illetve a periférias vérmintakban).
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2.3 MikroRNS expresszio vizsgalata pseudofollicularis mintazatot mutaté CLL-ben

A vizsgdlat alapvetd célja annak felderitése volt, hogy a CLL progresszidjdban ismerten
szerepet jatszd6 mikroRNS-ek kozott talalhaté-e olyan, amely eltér6 expressziot mutat a
pseudofolliculusokban (proliferaciés centrumokban) a koérnyez6 kis érett CLL sejteket tartalmazd
terliletekhez képest. MikroRNS expresszio analizist 15 esetben végeztiink TagMan® MicroRNA Assay
(Life Technologies) segitségével, olyan formalin fixalt paraffinba agyazott CLL-es nyirokcsomdkban,
amelyekben szovettani vizsgalattal pseudofollicularis mintdzatot lattunk. A vizsgalat elsé |épéseként
minden esetben metilénkékkel festett metszetekbdl Iézer-mikrodisszekciéval nyertiink ki kb. 5000
sejtet a pseudofolliculusok teriiletérél, és tovabbi kb. 5000 sejtet a kis, érett CLL sejteket tartalmazé
terliletekbdl. Ezt kovetSen teljes RNS izolalast végeztiink Recover All kit-tel (Life Technologies), majd
a vizsgalni kivant 19 mikroRNS-b&l cDNS-t készitettlink reverz transzkripcidval. A lézerrel kimetszett
mintdkbél nyerhetd korldtozott RNS mennyiség miatt a valds ideji PCR vizsgalat el6tt egy
el6sokszorozd (preamplifikacid) |épést is végeztiink. A mikroRNS-ek relativ expressziéjat ABI Prisms
7300 Sequence Detection System (Applied Biosystems) tipusu real-time PCR késziilékkel vizsgaltuk.
Az amplifikaciot kovet6en az adatokat a Sequence Detection Software version 1.3 (Applied
Biosystems) szoftver segitségével analizaltuk. Az értékelés soran az alkalmazott belsé kontrollhoz (U6
snRNS) viszonyitott relativ expressziét hatdroztuk meg delta CT mddszer felhasznalasaval (ACt= Ctye

snrns-Ctmirns). Statisztikai analizist Wilcoxon teszttel végeztiink.

Az dltalunk vizsgdlt mikroRNS-eket, valamint a nemzetkozi irodalombdl ismert néhany
fontosabb, a lymphoma-genesissel is 0sszefliggésbe hozhatd jellegzetességeiket az 1. tdbldzatban

foglaltuk 6ssze.
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2.Tablazat: A vizsgalt mikroRNS-ek és célfehérjéik

mikroRNS Lokalizdci6 Lymphoma/leukémia altipus Bizonyitott és feltételezett célfehérjék
hsa-miR-155 21921.3 CLL, DLBCL, MCL, SMZL, NK/T, PMBCL, = GCSAM, RTKN2, SMADS5, PIK3R1, INPP5D, DKC1,
cHL, ALCL-ALK(-), MALT, PCMZL, BL AKT2, AID, SHIP1, TP53INP1, SOCS1, PU.1

hsa-miR-150 19913.33 CLL, MCL, NK/T, cHL, PCMZL TRAF6, DKC1, AKT2, GAB1, FOXP1

hsa-miR-181a 1g32.1 CLL, DLBCL, ATL MYC, BCL-2, TP53INP1

hsa-miR-21 17923.1 CLL, SMZL, NK/T, cHL, DLBCL PDCD4, PTEN, ANP32A, SMARCA4,

hsa-miR-15a 13q14.2 CLL, ALCL, MCL, CTCL BCL-2, MCL1, CDK-6, TP53, HIF1A, BLIMP1

hsa-miR-16 13q14.2 CLL, ALCL, FL, cHL, CTCL, MCL BCL-2, MCL1, CDK-6, TP53, HIF1A, BMI1

hsa-miR-29c 1g932.2 CLL, NMZL, FL TCL1, MCL1, CDK-2, MCL-6, CDK-6, IGF-1R, STAT3

hsa-miR-34a 1p36.22 CLL, DLBCL BCL-2, CyclinD1, CyclinE2, CDK4, c-MYC, Sirt 1,
FOXP1, MET

hsa-miR-221 Xpll.3 CLL, BL, NMZL, DLBCL (ABC) p27, LMO2, KIT, PTEN

hsa-miR-222 Xpll.3 CLL, BL, DLBCL, DLBCL (ABC) p27, LMO2, KIT, PTEN

hsa-miR-223 Xq12 CLL, NMZL, CTCL, MALT LMO2

hsa-miR-101-1 1p31.3 CLL, FL, ALCL EZH2, FOXP1

hsa-miR-93-5p 7922.1 CLL TP53INP1

hsa-miR-650 22q11.22 CLL CDK1, ING4, EBF3

hsa-miR-92a-1 13g31.3 CLL, AML, ALL MCL1, DOCKS, FBXW7, BCL2L11, LMO2, NOTCH1,
PTEN

hsa-miR-142-3p 17922 CLL, NK/T, EBV+ ATL IL1A

hsa-miR-142-5p  17qg22 CLL, BL, MALT IL1A, TP53INP1

hsa-miR-15b 3925.33 CLL, APL EZF1

hsa-miR-331 12922 CLL, ALL, AML E2F-1, SOCS1

ABC, aktivalt B-sejtes; ALCL, anaplasias nagysejtes lymphoma; ALL, akut lymphoid leukaemia; AML, akut myeloid leukaemia;
APL, akut prolymphocytas leukaemia; ATL, felnGSttkori T-sejtes leukaemia; BL, Burkitt lymphoma; cHL, klasszikus Hodgkin
lymphoma; CLL, kronikus lymphocytds leukaemia; CTCL, kutan T-sejtes lymphoma; DLBCL, diffuz nagy B-sejtes lymphoma; FL,
follicularis lymphoma; MALT, MALT lymphoma; MCL, kdpenysejtes lymphoma; NK/T, NK/T sejtes lymphoma; NMZL, nodalis
marginalis zona lymphoma; PCMZL, primer kutan marginalis zona B-sejtes lymphoma; PMBCL, primer mediastinalis B-sejtes
lymphoma; SMZL, splenikus marginalis zona lymphoma.
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A megyvizsgalt 15 pseudofollicularis mintazatot mutatd CLL-es nyirokcsomdnal a 19 mikroRNS
kozll 4 esetében taldltunk statisztikailag is szignifikans expresszid kilonbséget a pseudofolliculusban
a kornyez6 kis érett CLL sejteket tartalmazo teriiletekhez viszonyitva: miR-155 (p=0,005), miR-150
(p=0,009), miR92a (p=0,011) és miR331 (p=0,022). Ezeken kiviil a miR29c expresszid esetében is
jelent6s kilonbséget figyeltlink meg, azonban statisztikailag ez nem bizonyult szignifikansnak
(p=0,061). Az egyes esetek pseudofolliculusaira és a kornyez6 kis érett CLL sejteket tartalmazd
terlleteire jellemz6 ACt értékeket az 6.-8. dbrdkon mutatjuk be a szignifikdns kilonbséget mutatd

mikroRNS-ek esetében.

A miR-155 és a miR-92a a pseudofolliculusokban szignifikdnsan magasabb expresszidt
mutatott. A miR-155 magasabb expressziéjat osszefliggésbe hoztdk kulénféle lymphomak és solid
tumorok kialakuldsaval, ill. progresszidjaval kapcsolatban, igy altaldanos oncomirként tartjak szamon.
A miR-155 a target gének (pl. SOCS1 és SHIP-1) expresszidjanak szabalyozasaval elsGsorban a fokozott
sejtproliferacié és sejttulélés irdnydba hat. Egy CLL-es nyirokcsomdé mintdkon végzett tanulmanyban
(Wang M et al. J Pathol, 2008) in situ hibridizaciéval kimutattak, hogy a BIC/pri-miR-155 (a miR-155
el6alakja) pozitivitast mutatd sejtek dontéen a pseudofolliculusokra lokalizalédnak. Ezt az adatot
kiegésziti eredményilink, mely szerint az érett miR-155 expresszidja is magasabb a proliferacios

centrumokban.
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6. abra: miR-155 expresszidja Az egyes esetek pseudofolliculusaira (PF) és a kérnyezd kis érett CLL
sejteket tartalmazo teriileteire (CLL) jellemz8 ACt értékek szemléltetésével. A magasabb ACt értékek
magasabb expressziét reprezentalnak.

A miR-92a a miR-17-92 cluster tagja és irodalmi adatok alapjan expresszidjara hatassal van pl.

az NFkB és STATS5. A miR-92a egyik célfehérjéje a tumorszupresszor PTEN, melyrél ismert, hogy CLL-
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ben alacsonyabb expresszidt mutat. Elképzelhetd, hogy a pseudofolliculusokban detektalt magasabb

ACt
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7. dbra: miR-92 expresszidja Az egyes esetek pseudofolliculusaira (PF) és a kornyez8 kis érett CLL
sejteket tartalmazo teriileteire (CLL) jellemz8 ACt értékek szemléltetésével. A magasabb ACt értékek
magasabb expressziét reprezentalnak.

A miR-150, a miR-331 és a miR-29c a pseudofolliculusokban alacsonyabb expressziot

mutatott a kornyez6 kissejtes részekhez képest. A miR-150-rél igazoltdk, hogy részt vesz a BCR-

jelatvitel szabalyozasaban, és pl. az AKT jelatviteli Ut gatldasan keresztil gatolhatja a sejtproliferaciot.

A miR-150 egy masik célfehérjéje a FOXP1, melynek fokozott expresszidjat leirtak rossz progndzist

mutaté CLL-ben. Ismert, hogy CLL-ben a tumorsejtek altaldnosan magas miR-150 expressziot

mutatnak, és a magas miR-150 expresszid Osszefliggésbe hozhatd a betegek hosszabb tulélésével.

Ezzel ellentétben, alacsonyabb miR-150 expresszidndl a betegek tulélése is rosszabb. A kordbban

emlitett in situ hibridizacids vizsgalattal kimutattak, hogy a pseudofolliculusokban kevesebb a miR-

150

pozitivitdst mutatd sejt, amelyet a mi eredményiink is aldtamaszt. Mindezek alapjan

valdszinUsithet6, hogy a proliferacidos centrumok alacsonyabb miR-150 expresszidja, pl. az AKT

jelatviteli at gatlasanak csokkenésén keresztiil, hozzajarul a CLL progresszidjahoz.
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8. dbra: miR-150 expresszidja az egyes esetek pseudofolliculusaira (PF) és a kornyezé kis érett CLL
sejteket tartalmazo teriileteire (CLL) jellemz8 ACt értékek szemléltetésével. A magasabb ACt értékek
magasabb expressziét reprezentalnak.

A miR-331 alacsonyabb expresszidjat tobb tumorban leirtdk. Egy vizsgdlat szerint a miR-331
és az E2F-1 expresszidja kozott kozvetlen kapcsolat van, és mivel az E2F-1 tumor-szuppresszorként és
onkogénként is viselkedhet, feltételezhet6, hogy a miR-331 negativ szabdlyozasanak kiesése miatt a
fokozottabban expresszalédd E2F-1 hatasa onkogén iranyba valtozik. Vizsgdlatunk soran 5 esetben
egyaltalan nem detektaltunk miR-331 expressziot és a tovabbi eseteknél is altaldban nagyon alacsony

expressziot mértiink, amely a pseudofolliculusok teriletén még alacsonyabbnak bizonyult.

miR-331
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9. abra: miR-331 expresszidja az egyes esetek pseudofolliculusaira (PF) és a kornyezé kis érett CLL
sejteket tartalmazo terileteire (CLL) jellemz8 ACt értékek szemléltetésével. A magasabb ACt értékek
magasabb expressziét reprezentalnak.

A miR-29c target fehérjéi kozil kiemelend6 a TCL1 és a STAT3, melyek gatlasaval a
sejtproliferacié szabalyozdsdban vesz részt. Egy vizsgdlatban a miR-29c és a miR-150
downreguldcidjat figyelték meg rossz progndzisu, uUn. ,unmutated” IgVH gént expresszald CLL-es
betegeknél. Eseteink tobbségénél (11/15 esetben, 73%) megfigyelhetd, hogy a miR29c alacsonyabb
expressziot mutat a proliferacids centrumokban, igy valdszin(sithetd, hogy ezeken a teriileteken a
tuléléséhez.

Az eredményeinket az irodalmi adatokkal 6sszevetve a pseudofolliculusokban zajlé és a CLL

progresszidjat feltehetden befolydsolo feltételezett mechanizmusokat a 10. dbrdn foglaltuk 6ssze.
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10. dbra: Az eredményeink alapjan a pseudofolliculusokban jelent8s expresszié kilonbséget mutaté mikroRNS-
ek feltételezett, a CLL progresszidjat befolydsold hatdasmechanizmusai. A pirossal jeldlt mikroRNS-ek fokozott
expresszidjat figyeltik meg a pseudofolliculusokban. Ezen mikroRNS-ek dént6en tumor szupresszor szereppel
bir6 molekuldk negativ regulatorai. A zolddel feltintetett mikroRNS-ek doéntSen (proto-)onkogén funkcidt
betoltd molekuldk szabalyozéi. Ezen mikroRNS-ek csokkent expresszidjat figyeltik meg a
pseudofolliculusokban, igy valamennyi szignifikans eltérést mutatd mikroRNS expresszié valtozdsanak ereddje a
betegség progresszidjanak iranyaba mutat.

Eredményeink alapjan tovabbi vizsgalatokat végziink: (i) az esetek IgVH mutdcids statuszanak
meghatarozasa és ezek Osszevetése a klinikai, genetikai és mikroRNS expresszios adatokkal, (ii) a
szignifikans kilonbséget mutatd mikroRNS-ek esetében az irodalombdl ismert jelentésebb célgének

MRNS és fehérje expresszidjanak tanulmanyozasa.

Osszességében eddigi megfigyeléseink egy Uj néz6pontbdl is megerésitik azt a felvetést, mely
szerint a pseudofolliculusban zajlé folyamatok kiemelt jelent6ségliek a CLL progresszidjaban. Az

eredményeket 6sszefoglald kézirat bekiildés elétt all.
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2.4 Epigenetikai vizsgalatok CLL-ben

Az elmult 1-2 év az epigenetikai szemléletmdd el6retorését hozta a lymphomak tertletén,
aminek soran szamos lymphoma entitasban irtak le az epigenetikai szabalyozas kiilonb6z6 szintjeinek
zavarat. Dont6en a hiszton metilacids és acetilaciés gépezet meghibasodasa jelenik meg (j
momentumként e daganatok korében. CLL-ben ugyanakkor viszonylag kevés adat all
rendelkezéslinkre e terileten. Papakonstantinou és munkatdrsai egy hiszton metiltranszferaz, az
EZH2 fokozott expresszidjat irtdk le az agresszivabb klinikai képet mutatd CLL-ek esetében, ami

Osszefliggott a az EZH2 negativ szabdlyozéjanak, a mir-101-nek csokkent expresszidjaval [7].

MikroRNS tanulmdnyunk sordn mi is vizsgaltuk a mir-101 expresszidjat, és bar az nem
mutatott szignifikdns eltérést a psedofollicularis és interfollicularis teriiletek kdzott, az EZH2 fehérje
expresszio az esetek tobbségében déntéen a pseudofolliculdris teriletekre lokalizalédott (11. dbra).
Ez az izgalmas, Uj megfigyelés tovabb erGsiti eredeti felvetésiinket, miszerint a pseudofolliculusok
feltehet6en kiinduldpontjat jelentik a CLL progresszidjanak. Ennek jelent6ségét tovabb emeli az a
tény, hogy az EZH2 metiltranszferdz egy vonzd terapias célpontot képvisel szolid tumorokban és

lymphomdkban egyarant [8, 9].

Et
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11. dbra: EZH2 expresszid pseudofollicularis mintdzatot mutaté CLL-ben. Két
eset reprezentativ felvételén lathatd, hogy az EZH2 fehérje expresszid nagyrészt
a pseudofolliculusok terlletére lokalizalédik (A, C: 10x-es nagyitas, B, D: 20x-
szoros nagyitas).
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A fenti eredmények fényében tovabbi epigenetikai szabdlyozd molekuldk és kromatin jelek
analizisét tervezziik CLL-ben. Vizsgdlni fogjuk, hogy a fokozott EZH2 expresszid szerepet jatszik-e CLL
enzimmel asszocidlt repressziv kromatin jel, a H3K27me3 depozicidjat transzformacié elétt CLL-es és
transzformacién atesett CLL-es mintapdrok analizisével. A pseudofolliculusok teriiletén megfigyelt
magas EZH2 expresszid hatterében a mikroRNS szintl szabalyozas zavaran tul egyéb jeldtviteli utak
meghibasodasa is allhat, tobbek kozo6tt az AKT és c-MYC medialta jelatvitel, amit ugyancsak vizsgalni

terveziink ezen el6zetes eredmények alapjan.

2.5 Epigenetikai vizsgalatok follicularis lymphomaban

Az EZH2 hiszton metiltranszferdz aktivalé mutacidit irtdk le follicularis lymphomaban
szenved6 betegek mintegy 8%-aban [10]. Mivel az elsé tanulmdany alacsony esetszdmon vizsgalta
ezen mutdacidk gyakorisagdat és eloszlasat, valamint figyelembe véve azt, hogy az EZH2 az aktivald
mutaciok kovetkeztében egy vonzd terdpids célpontként jelent meg, Uj generacidés szekvenalasi
eljarassal vizsgalatuk az EZH2 mutdcidkat mintegy 400 FL beteg mintajan, a teljes kddold régiot
analizdlva. A kordbban koz6lt eredményeknél [ényegesen magasabb mutdcids gyakorisagot figyeltiink
meg: esetek mintegy 24%-aban sikerilt EZH2 mutaciot kimutatni a katalitikus aktivitassal rendelkezd
SET doménben (12. dbra). A varians allélfrekvencidk analizise arra utal, hogy ezen mutaciok tébbsége

valddi klonalis eltérésnek tekinthet6.
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12. abra: Funkciényeréses EZH2 mutaciok eloszldsa és tipusai follicularis lymphomaban (n=400).

Vizsgaltuk tovdbba az EZH2 mutaciok mintdzatat az FL transzformacidja soran a

transzformaciét megel6z6 és azt kbveté minta-parok analizisével. Eredményeink alapjan az EZH2
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mutaciok az esetek tobbségében a transzformacid el6tt és utan is jelen voltak, viszonylag stabil
varians allélfrekvenciadval (12. dbra), ami arra utal, hogy az EZH2 mutacidk korai ,driver”
eltérésnek tekinthet6ek, ami alapjan a szelektiv EZH2 gdatldszerek alkalmazasa racionalis terapids
stratégidt jelenthet FL-ben. Az EZH2 mutdcidkkal kapcsolatos eredmények publikalasa

folyamatban van a Blood folydiratban.

EZH2 mutaciok FL transzforméacibja soran
80%

//‘ ® Case 1 (Y646F)
60% * B Case 4 (Y646F)
© —_—
I 3 A Case 10 (Y646H)
% 0% ® Case 12 (Y646F)
£ ¥ Case 15 (Y646F)
= ® Case 23 (YB646F, K634E)
20% -
*  Case 18 (Y646C)
Case 13 (Y646H)
0% : +
FL tFL

13. dbra: EZH2 mutaciok follicularis lymphoma transzformacidja soran.

Az Uj generacios szekvendldson alapuld teljes genom és exom tanulmanyok térnyerésének
koészonhetSen az elmult két év soran szamos Uj epigenetikai szabdlyozé molekula gyakori mutacioit
irtdk le FL-ben, tobbek kozott az MLL2 hiszton metiltranszferdz, a CREBBP és EP300
acetiltranszferazok mutacioi jelentek meg Ujonnan leirt , driver” eltérésekként [11]. Egy nemzetkozi
egyuttm(kodés keretén beliil lehetéséglink nyilt teljes genom szekvenalast végezni 6 FL-ben
szenvedd beteg agresszivebb lymphomaba torténd transzformacié el6tti és a transzformacidt kovets
minta-pdrjain a transzformdcidban szerepet jatszd6 mutdcidk feltdrdsdnak céljabdl. A
genomszekvenalas sordn az eddig ismert mutdcios célpontokon tul (EZH2, MLL2, CREBBP, EP300),
tobb, kordbban FL-ben még nem kozolt jelatviteli Ut komponenseinek mutacidit irtuk le. Ezek koziil a
legjelentésebbek a JAK-STAT jelpdlya komponensei: STAT6 és SOCS1 gének; korai B-sejt fejlédésben
szerepet jatszd gének: EBF1, IKZF3; valamint a BCR jelatvitel néhany komponense: CD79B, CARD11
(14. dbra). E tanulmany az FL transzformacidjanak genom szintl térképét tarja elénk, a betegség
klonalis evoluciéjardl is Uj informdacidkat szolgaltatva. Eredményeink publikacidja folyamatban van a

Nature Genetics-ben (elsG revizid).
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14. abra: Teljes genom szekvenaldssal analizalt FL és transzformdcion atesett FL
mintaparokban megfigyelt f6bb mutacids célpontok és jelpalyak 6sszefoglaldsa.
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3. A PALYAZATI TEMAHOZ SZOROSAN NEM KAPCSOLODO KUTATASI AKTIVITAS AZ OTKA
TAMOGATAS FELNTUNTETESEVEL

Az alabb ismertetett kutatdsi téma nem kapcsolédik szorosan jelen paélyazatban
megfogalmazott célkitlizésekhez, azonban mikrokdrnyezet és lymphoma progresszié analizis l1évén,
szervesen kapcsolddik munkacsoportunk fé kutatdsi irdnydhoz. E tevékenység eredményeként

készilt publikacié esetében is feltlintetésre keriilt a jelen OTKA tamogatas.

Vizsgdlatunk sordn a mikrokornyezet szerepét elemeztiik a primer csont difflz nagy B-sejtes
lymphomak progndzisaban. A primer csont diffuz nagy B-sejtes lymphoma (PBDLBCL) egy 6nallé
klinikopatolégiai entitdas, mely az extranodalis lymphomak kozel 5%-t teszi ki. A betegség
progndzisaval osszefligg a fiatalabb életkor, korai stadium, alacsony IPI score, a centroblastos
morfoldgia és a tumorsejtek centrum germinativum B-sejt eredete. Kisérleteink soran tisztazni
kivantuk a tumor mikrokornyezet sejtésszetételét, a tumorsejtek fenotipusat, valamint a PI3K/TOR

szignal transzdukcids Utvonal szerepét a betegség progndzisa és progresszidja tikrében.

41 PBDLBCL-ben szenvedd beteg biopszids mintdjabdl szoveti multiblokk technika (TMA)
alkalmazasaval meghatdroztuk a tumorsejtek sejteredetét Tally algoritmus segitségével. Majd ezt
kovetSen kulénb6z6 T-sejt szubpopuldcidkra, makrofagokra, illetve dendritikus sejtekre specifikus
antitestekkel megvizsgaltuk a reaktiv tumor mikrokérnyezet sejtosszetételét, illetve meghatdroztuk a

reaktiv sejtek szazalékos ardnyat. Tovabb3 vizsgaltuk az mTOR utvonal aktivitasat a tumorsejtekben.

Eredményeink alapjan szignifikdns kilonbség volt kimutathaté a tumort infiltralé T-
lymphocytak ardny szempontjabdl a komplett remissziét mutatd, valamint a progressziét mutatd
esetekben. A jé progndzist mutatd esetekben 10% feletti CD3+ T-lymphocyta arany, valamint az 5%
feletti CD8+ és CD4+ T-lymphocyta arany volt észlelhet6. A tumorsejtek magas proliferacios ratdja,
illetve magasabb aranyd makrofag infiltracido a mikrokérnyezetben rossz progndzisu esetekben volt

megfigyelhetd (15. dbra).

Eredményeink szerint a nagy ardnyu T-sejtes infiltracio fliggetlen prognosztikai faktornak
bizonyult a PBDLBCL tulélésének szempontjdbdl, ami 6sszhangban van a noddlis DLBCL-ben leirtakkal
és aldtdmasztja azt az elképzelést, hogy a tumor ,immunsurveillance” fontos faktor a betegek
tulélése szempontjabdl. Ezen megfigyelések publikacidja bekildott kézirat formajaban folyamatban

van.
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15. dbra: A T-sejt subpopulaciék, makrofagok, valamint a
tumorsejtek osztodasi ratajanak vizsgalata a tulélés szempontjabal

Vizsgalatunk soran ugyanakkor nem talaltunk kiilonbséget a tulélés szempontjabdl a centrum
germinativum B-sejtes (GCB) illetve az aktivalt B-sejtes (ABC) eredet(i esetek k6z6tt. Az mTOR utvonal
aktivaciéja magasabb volt az aktivalt B-sejtes eredetli esetekben, azonban a tuléléssel nem mutatott
Osszefliggést. (Az mTOR utvonalat szoveti microarray technika segitségével noddlis diffuz nagy B-
sejtes lymphomaban és Hodgkin lymphomaban is vizsgdltuk. E tanulmanyok mar megjelent

publikdciét a 4. fejezetben soroljuk fel: Sebestyén és mtsai 2012, valamint Mdrk és mtsai 2013.
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4. A PALYAZATI IDOSZAK ALATT MEGJELENT ES BIRALAT ALATT ALLO PUBLIKACIOK AZ
OTKA TAMOGATAS FELTUNTETESEVEL

= Elfogadott kdzlemények:

1. Balogh, Z. et al., High rate of neoplastic cells with genetic abnormalities in proliferation
centers of chronic lymphocytic leukemia. Leukemia & lymphoma, 2011. 52(6):1080-4.
IF: 2.580.

2. Sebestyen, A, et al., Activity and complexes of mTOR in diffuse large B-cell lymphomas--a
tissue microarray study. Mod Pathol, 2012. 25(12): p. 1623-8. IF: 4.792.

3. Mark, A., et al., Characteristic mTOR activity in Hodgkin-lymphomas offers a potential
therapeutic target in high risk disease - a combined tissue microarray, in vitro and in vivo
study. BMC Cancer, 2013. 13: p. 250. IF: 3.330.

= Birdlat alatt all6 kozlemények (mddositasok elvégzése folyamatban):

4. Bo6dor, C. et al., High incidence of EZH2 mutations with variable allele frequencies in follicular
lymphoma and its consequences for ezh2 targeted therapy. Kozlésre elklldve, javitott verzid
ekészitése folyamatban, Blood, IF: 9.898.

5. Bo6dor, C., Okosun J., Wang J. et al., Integrated genomic analysis reveals the driver mutations
and evolution patterns fundamental in the initiation and progression of follicular lymphoma.
Kozlésre elklldve, javitott verzid ekészitése folyamatban, Nature Genetics, IF: 35.532.

6. Rajnai, H. et al., Impact of the microenvironment on the prognosis of primary bone diffuse
large B cell lymphoma, Histopathology, IF: 3.500

A birdlat alatt allo publikacidk (4-6) cimlapjat és absztraktjat mellékletként csatoltuk a palyazati

jelentéshez.
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