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ROVIDITESEK JEGYZEKE

A: adenin
AIHA: autoimmun hemolitikus anémia
AMO: anti-miRNA oligonukleotid

ATM: Ataxia Teleangiectasia mutalt

BCL-2: B-cell lymphoma 2

BCL-6: B-cell lymphoma 6

BCR: B-sejt receptor

BIRC3: Baculoviral IAP Repeat Containing 3

B-PLL: B-sejtes prolymphocytas lymphoma

BTK : Bruton tirozinkinaz

C: citozin

CCND1: ciklin D1 fehérjét kodolo gén

CD: ,,cluster of differentiation”, sejtdifferencialodasi antigének
CDKZ1.: ciklin-dependens kinaz 1

CDK2: ciklin-dependens kinaz 2

cDNS: komplementer DNS

CG: centrum germinativum

CLL-IPI: international prognostic index for patients with chronic lymphocytic
leukemia

CLL/SLL: kronikus lymphocytas leukemia/ kis lymphocytas lymphoma
CNV: copy number variation

CSV: csontveld

DAB: diaminobenzidin

DCCR8: DiGeorge Syndrome Critical Region 8

del: delécio

DLBCL.: diffiz nagy B-sejtes lymphoma

DN-az: dezoxyribonukleaz

DNS: dezoxiribonukleinsav

DZNep: 3-deazaneplanocin A
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EBV: Epstein-Barr virus

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

EED: embryonic ectoderm development

EID: early mouse embryogenesis

EZH2: Enhancer of zeste 2

FFPE: formalin fixalt paraffinba agyazott

FISH: fluoreszcens in-situ hibridizacio

FL: follikularis lymphoma

g: nehézségi gyorsulas

H3K27: histone H3 lysine 27

HE: hematoxilin eozin

HL: Hodgkin lymphoma

HMTaz: hiszton metiltranszferaz

HOTAIR: HOX antisense intergenic RNA

HSC: hemopoetikus dssejt

IF: interfollikularis terek

Ig: immunglobulin

IgHV: immunglobulin nehéz lanc gén variabilis régidja
IMGT/V-QUEST: International ImMunoGeneTics Information System
iwCLL: International Workshop of Chronic Lymphocytic Leukemia
Ki-67: proliferacios marker

LDT: lymphocyte doubling time

IncRNA: long non-coding RNA

LOH: loss of heterozygosity, heterozigdtasag elvesztése
M: mutalt

MBL : monoklonalis B-lymphocytosis

MGG: May-Griinwald-Giemsa

MiR: mikroRNS

MIRNS: mikroRNS

MRNS: messenger RNS

MM: Master Mix

MZ: marginalis z6na
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NHL: non-Hodgkin lymphoma

NM: nem mutalt

NOTCH1: Notch homolog 1, translocation-associated (Drosophila) gén
NOXA: PMAIP1, Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1
PCR: polimeraz lancreakcid

PF: pszeudofollikulus

PI3K: foszfatidil inozitol 3 kinaz

pRb: foszforilalt Retinoblastoma

PRC2: Polycomb repressive complex 2

PTEN: foszfataz tenzin

PV: periférias vér

gRT-PCR: kvantitativ val6s-ideji (real-time) PCR

Ras: Rat sarcoma, monomer G-fehérje csalad

Rb: retinoblastoma

RNS: ribonukleinsav

RNU-48: kis magi RNS 48

RT: Richter transzformacio, Richter szindroma

SAM: S-adenosylmethionine

SDS: natrium-dodecil-szulfat

SET: Su(var)3-9, Enhancer-of-zeste and Trithorax

SF3BL1: Splicing factor 3B subunit 1

shRNS: short hairpin RNA, kis hajtii RNS

SIRNS: small interfering RNA, rovid interferald RNS
SMIR: small molecular inhibitor of specific miRNA
SNF5: SMARCB1-et is tartalmaz6 protein komplex
SNP: single nucleotid polymorphism

snRNS: small non-coding RNS, kis nem-kodolé RNS
SR: Sternberg-Reed

Src: hianyos, nem-receptor tirozin-kinaz csalad
SUZ12: suppressor of zeste 12 homolog

T: timin

TAE: Tris-acetat-EDTA
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TBS: Tris pufferelt sdoldat

TE: Tris-EDTA

TE oldat: 10 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA
TGF-béta: transzformald novekedési faktor béta
TP53: tumor protein p53

TSR: template suppression reagent

U6 snRNS: kis nem-kodolo RNS

UTR: untranslated region

VASH1: Vasohibin-1 gén

VEGF: vascular endothelial growth factor
WHO: World Health Organization, Egészségiigyi Vilagszervezet
WIG-1: ZMATS3, Zinc Finger Matrin-type 3 gén
ZAP-70: zéta-lanc-asszocialt fehérje 70

ACt: delta CT
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I. IRODALMI HATTER

I.1. Krénikus lymphocytas leukemia

A kronikus lymphocytas leukemia (CLL) monomorf, kicsi, kerek vagy ovalis
nagyobb méretli prolymphocytakbdl és paraimmunoblastokbol allo proliferacid a
periférias vérben (PV), csontveldben (CSV), Iépben és nyirokcsomokban. A World
Health Organization (WHO) osztalyozasa alapjan az érett B-sejtes non-Hodgkin
lymphomak kozé tartozo, alacsony malignitasi lymphoma [1]. A korabbi T-sejtes
CLL-t az Gjabb osztalyozas alapjan T-sejtes prolymphocytas leukémianak nevezziik [2].
A kis lymphocytés lymphoma (SLL) a CLL eltéré megjelenési formaja, ahol a CLL-es
sejtek a nyirokcsomokat és a 1épet infiltraljak, de a csontveldt és a periférias vért nem.
Lymphadenomegalia és splenomegalia megfigyelhetd, de a periférids vérben kevesebb,
mint 5x10%L CLL-fenotipust lymphocyta van jelen és csontvels-infiltracié hianyaban

a betegeknek nincs citopéniaja [1].
1.1.1. Eldfordulas, klinikai jellegzetesség, genetikai hajlam

A CLL a ,nyugati orszagok” felndtt lakossaganak leggyakoribb leukémids
megbetegedése, az 6sszes non-Hodgkin lymphoma mintegy 7%-a. Az incidencia 2-6
eset/ 100 000f6/ év. Az incidencia az életkorral n6 és a 65 évnél fiatalabbak korében is
emelkedést mutat az Gjonnan diagnosztizalt esetek szama [1-3]. Az Amerikai Egyesiilt
Allamokban évente 15000 1j esetet diagnosztizalnak és a CLL okozta halalesetek
szama mintegy évi 4500-ra tehetd. Az atlagéletkor az elsé diagnoziskor 67 és 72 év
kozotti. Férfi predominancia megfigyelhetd, a férfi : nd arany 1.7 : 1. Az atlagéletkor
novekedésének koszonhetéen a jovOben az incidencia, prevalencia €s mortalitas
novekedése varhatd. A fiatalabb generacioban a diagndzis gyakorisagnovekedésének
hatterében a gyakoribb rutin vérvizsgalat allhat [1, 4]. Hazankban az incidencia 4,2/
100 000 6 /év, igy atlagosan 420 uj esetet diagnosztizalnak évente. Az atlagéletkor a
diagnoziskor 72 év. Az incidencia hazankban is nd az életkorral, 80 év felett
30/100 000/év [5]. A betegek kevesebb mint 10%-a 55 évnél fiatalabb [3].

A Dbetegség klinikai megjelenése ¢s lefolyasa igen eltérd lehet az egyes

esetekben. A betegek mintegy 70%-a [6] a diagndzis idépontjaban tiinetmentes; Kis
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szazalékban nem specifikus tlinetek jelentkeznek, mint pl. faradtsag, étvagytalansag,
sulyvesztés vagy €jszakai izzadas. F4ajdalmatlan, tomott nyirokcsoméd megnagyobbodas
kezdetben mintegy 50%-ban észlelhetd, de a betegség elérehaladtaval minden betegben
megjelenik. A generalizalt lymphadenopathia elGszor a nyaki és supraclavicularis
régiokat érinti [7]. Képalkoto vizsgalattal (mellkas rontgen, hasi ultrahang ill. mellkasi-
hasi computer tomografia) kezdetben az esetek mintegy 25%-aban mediastinalis és
10%-aban  hasi nyirokcsom6 megnagyobbodas igazolhatdé [6]. Maj- és
Iépmegnagyobbodas a kezdeti stadiumban nem jellemzé. A megnagyobbodott hasi
nyirokcsomok és belsd szervek hasi teltségérzést okoznak, mig a nagy mediastinalis
nyirokcsomok kovetkeztében terhelési nehézlégzés jelentkezhet. Borjelenségek
(viszketés, urticaria, purpura, herpes zoster és simplex, mycosis, gocos borinfiltratum)
szintén nem gyakoriak, azonban id6s betegnél az emlitett borjelenségek megjelenése
esetén mindig gondolni kell a hattérben CLL fennallasara. Mikulicz-szindroma (parotis
duzzanat ¢és konnymirigy érintettség) ritka, de el6fordulhat. A fertézés a
granulocitopénia ¢€s antitest hidny kovetkeztében kialakul6 leggyakoribb szovédmény és
egyben halalok is [8]. Autoimmun hemolitikus anémia (AIHA), illetve autoimmun
thrombocytopenia is kisérheti ritkan a CLL-t, ennek oka jelenleg nem ismert [6, 9]. A
laboreltérések koziil vezetd tiinet az allandod leukocitdzis magas, 70-95% kozotti
lymphocyta arannyal és allando, abszolut, >10 000/ml feletti lymphocytozissal [6]. M-
komponens a szérumban ritkdn megjelenhet [1, 6]. A CLL-es betegeknek a masodlagos
daganat kialakulas kockazata is emelkedett. Leggyakrabban bor-, tiidé-, vastagbél- vagy
méhnyakrak alakul ki [10] . A betegség mintegy 5-10%-ban magas malignitasu
lymphomaba transzformalodik (részletesen 1d. az 1.9 alfejezetben) [11]. A betegség
egyetlen eddig ismert rizikofaktora a csaladi halmozodas. A CLL-es betegek
csaladjdban 6-9-szeres a rizikd a korkép megjelenésére. A familidris forma korabbi
¢letkorban jelentkezik [3].

A 2008-as WHO 2016-0s revizidja un. ,Jlow-count” (alacsony sejtszamu) és
»high-count” (magas sejtszamu) monoklonalis B-sejtes lymphocytozist (MBL)
kiilonboztet meg. ,,Low-count” MBL esetén definicio szerint <0,5 x 10°L a
lymphocyta-szam, ez azonban nem tekinthetd prekurzor 1ézidnak. CLL-be torténd
progresszidja rendkiviil ritka — ha egyaltalan el6fordul —, ezért kovetést nem igényel. A
»high-count” MBL fenotipus és genetikai/molekularis tulajdonsagai a Rai 0 stadiumi
betegséghez nagyon hasonlitanak, ezért ezeknek a betegeknek éves kovetése sziikséges
[4,12].
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A 40 évnél idésebbek koriilbeliil 3,5%-aban figyelheté meg CLL-re jellemz6 fenotipusu
monoklonalis B-sejtes lymphocytozis [1]. A CLL esetek mintegy 10%-a familiaris és
ezen esetekben az elsd- és masodfoku rokonok kozott a B-sejtes lymphocytozis 40 éves
kor elétti eldforduldsa mintegy 15%; azaz tobb mint hdromszor gyakoribb az atlag
populacidhoz képest. A sporadikus CLL-ben szenvedd betegek rokonai kozott is 15%
koriili a MBL el6fordulasa, azonban ezen esetekben késébbi életkorban, 60 év felett
diagnosztizaljak. Familiaris CLL kapcsan 20 génben taldltak egypontos nukleotid
polimorfizmust (single nucleotid polymorphism, SNP), mely a betegséggel
Osszefiiggésbe hozhatd. Ezen SNP-k koziil hatrol feltételezik, hogy a MBL kockazatat is
novelik [13].

1.1.2. Morfologiai jellegzetességek

A CLL-es betegek periférias vérbél szarmazod keneteiken abszolut
lymphocytozis igazolhatd. Igen nagy szamban vannak jelen kisméretii, keskeny
citoplazmajt, kerek magvi lymphocytak, ahol a kromatin rogds, a magban magvacska
nem lathaté (1. abra). Széles, vilagos citoplazmaval és prominens magvacskaval
rendelkezd prolymphocytak csak elvétve azonosithatdoak. A mechanikailag kérosodott
lymphocytak maradvanyai, az un. Grumprecht-rogok gyakran jelen vannak. Az atipusos
CLL ritka, ilyenkor a keneteken igen nagyméretli, hasadt vagy behtzddasokat
tartalmazo sejtmagokkal rendelkezd lymphocytak figyelhetéek meg.

1. abra. CLL, periférias vér kenet (MGG, 600x).
Kis méretli, keskeny citoplazmaja, kerek magvu
CLL sejtek rogos kromatinnal. Magvacska nem

lathato.
10
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A csontvel6ébdl szarmazo aspiraciés mintan a periférias vérbol szarmazd keneteken

s

2. abra. CLL, csontvelokenet (MGG, 600x). A keneten
talnyomo tobbségben vannak jelen a CLL sejtek.

A csontvel6 infiltracid mértéke 10-90% ko6zott valtozik. Az infiltracio lehet nodularis,
interstitialis vagy diffuz. A nyirokcsomokbol szarmazo mintakban az eredeti follikularis
mintazat elmosddott, helyette kis CLL-es lymphocytak diffuz infiltracidja azonosithato
(3. abra). Az infiltratumban lazabb magszerkezetli sejtekb6l felépiild un.
pszeudofollikulusok (PF) is megjelennek, melyek a CLL/SLL proliferacios zonainak

felenek meg. A majban a portalis terek, mig a 1épben a voros pulpa infiltracidja jellemz6
[10].

11
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3. abra. CLL, nyirokcsomé6 (HE, 50x). A CLL sejtek diffuz
infiltracigja lathato, a vilagosabb teriiletek a
pszeudofollikulusok.

1.1.3. Immunfenotipus

A CLL/SLL sejtjei CD20, CD22, CD5, CD19, CD79h, CD23 és CDA43
markereket hordoznak [1]. A zéta-asszocialt protein-70 (ZAP-70) expresszidja valtozod
mértékll. Sejtfelszini monoklonalis Ig expresszid szintén kimutathatdo az esetek
tobbségében [10]. A jellegzetes immunfenotipus meghatarozasa periférias vérbol, illetve
csontveld aspirdcios mintdbol 4ramlascitometriai mérésekkel (4. 4bra), mig

nyirokcsomo biopszids mintdn immunhisztokémiai vizsgalatokkal torténik.

1.1.4. Genotipus

A genotipust tekintve a CLL heterogén betegségcsoport, a kialakulds hatterében
komplex genetikai eltérések allnak. Floureszcens in-situ hibridizacios (FISH)
vizsgalattal az esetek kb. 80%-4ban mutathaté ki valamilyen citogenetikai eltérés. Az
esetek mintegy 50%-aban a 13914.3 delécioja, kb. 20%-aban a 12-es kromoszoma
triszomiaja igazolhato. Ezen feliil gyakori eltérés a 17pl13, 11q22-23 ¢és a 6021
delécidja. A 13ql4.3 régioban a miR-16-1 és miR-15a mikroRNS, mig a 11g22-23

12
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régioban az ATM, és a 17p13 regioban a TP53 gén lokalizalodik [1]JA CLL tovabbi
genetikai jellemzdje, hogy az expresszalt immunglobulin nehéz lanc gén varidbilis
régiojaban (IgHV gén) mutacid igazolhat6. A gén lehet nem mutalt is, azonban az esetek
50-60%-aban szomatikus mutaciot hordoz. A mutacidés statusznak prognosztikai
jelentdsége van (1d. 1.1.7 alfejezet) [14].

CLL-es betegek periférids vérmintaiban 8 gén (TP53, ATM, SF3B1, NOTCHL1,
XPO1, MYD88, DDX3X, PTPN6) multiplex PCR (polimeraz lanc reakcid) alapu 0j
generacios szekvenalassal végzett vizsgalatban 102 kiilonb6z6, de tobbszor eléfurdulod
mutaciot hataroztak meg. Erdekes, hogy valamennyi esetben a mutacid jelenléte

rosszabb prognozissal tarsult [15, 16].
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4. abra. CLL, aramlas citometria (periférias vér). A: CD45/SSC diagram.
A reaktiv és a CLL-es lymphocytadk (piros) elkiiloniilnek a granulocytaktol
¢s monocytaktol (fekete). B-D: Tovabbi vizsgalatok a piros szinnel dbrazolt
sejtpopulacion beliil. B: A CLL-es sejtek lambda-konnyti-lanc monoklonalis
reakciot mutatnak, az expresszid intenzitdsa alacsony (jobb alsé kvadrans).
C: A leukaemias sejtek CD5 és CD23 pozitivak (jobb felsé kvadrans). D: A
leukaemias sejtek CD5 és CD19 pozitivak (jobb felsé kvadrans).
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1.1.5. Diagnosztikai kritériumok

A CLL diagnozis feléllitdisdhoz a nemzetkdzi ajanlasok, konszenzusok
(International Workshop on CLL, iwCLL) alapjan clengedhetetlen feltétel tobb, mint
5x10%L CLL-fenotipustt lymphocyta 3 hoénapnal hosszabb ideig kimutathatdo a
periférias vérben [2]. A keringé B-sejtek klonalis eredetét aramlas citometriai
vizsgalattal kell igazolni. Legtobbszor rutin vérvétel kapcsan deriil fény az atipusos B-
lymphocytdk jelenlétére a periférias vérben. Elofordul, hogy mas betegség kapcsan
végzett fizikalis vizsgalat sordn diagnosztizaljdk a 1ép ¢&s/vagy nyirokcsomo
megnagyobbodéast. Néha klinikai  tlinetek, mint pl. B-tiinetek (anémia,
thrombocytopenia, 14z) keltik fel a figyelmet. A CLL diagnézisdhoz nyirokcsomo-,
illetve csontvel6-biopszia nem sziikséges [3, 6]. Organomegalia, citopénia és B-tiinetek
hianyaban, amennyiben a periférias vér monoklonalis B-sejt szaporulata kevesebb, mint
5x10%L, monoklonalis B-lymphocytosisrol beszéliink [4]. SLL esetén a periférias
vérben kevesebb, mint 5x10%L CLL-fenotipusi lymphocyta van jelen [1] A diagnozis
felallitasahoz ez esetben nyirokcsomo biopszia sziikséges.

Differencialdiagnosztikai szempontbél a CLL-t el kell kiiloniteni egyéb
periférids  lymphocyta-szaporulattol,  nyirokcsom6  megnagyobbodds  esetén
nyirokcsomoé biopszids mintdbdl szdvettani vizsgalattal reaktiv elvaltozasoktol, ill.
kopenysejtes lymphomatol, hajas sejtes leukémiatol, lymphoplasmocytas lymphomatol
¢és T-sejtes non-Hodgkin lymphomatol (NHL) [10].

1.1.6. A CLL stadiumbeosztisa

A CLL klinikai stadiumbeosztasa a prognozis és kezelés szempontjabol fontos.
A CLL klinkai stddiuménak meghatarozasara 2 beosztas terjedt el. A Rai, illetve
modositott Rai beosztast inkabb az Egyesiilt Allamokban hasznaljdk, mig a Binet
beosztas Europaban terjedt el (1. Tablazat). EIobbi foként a hematologiai eltéréseken
alapul, mig utobbi alapja inkabb a betegség kiterjedése [6, 17, 18].

Megegyezés alapjan a kdvetkezo teriiletek egy régionak szamitanak: (1) fej-nyak
régio, mely a Waldeyer-gyliriit is magéba foglalja, fiiggetlentil attol, hogy hany teriileten

vannak megnagyobbodott nyirokcsomok; (2) axilla (mindkét oldali axilla érintettsége is
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egy régionak szamit); (3) agyéki régié (mindkét oldali), mely magaba foglalja a

felszines femoralis nyirokcsomokat is [2].

1. Tablazat. CLL staging és prognozis

, MODOSITOTT RAI- ) ,
RAI-STADIUM STADIUM (RIZIKO JELLEMZOK PROGNOZIS
STATUSZ)
lymphocytosis,
lymphocyta vérben > 15
0 alacsony 000/ul és >40% atlagos talélés >10év
lymphocyta a
csontvelben
1 kdzepes 0 s_tadlurn pl}l Sz nagy atlagos tulélés >8év
nyirokcsomok
2 kozepes W50 e atlagos tulélés >8¢é
P hepato-splenomegalia gos tu v
0-2 stadium plusz , 2l &|E z
3 magas it (8= 110 ) atlagos tulélés 6,5év
0-2 stadium plusz
4 magas thrombocitopénia (thr < atlagos tulélés 6,5év
100 000/ul)
BINET-STADIUM JELLEMZO PROGNOZIS

Hb > 100 g/1, thr >100G/1 és <3 nyirokcsomo-

A e i atlagos talélés >10év

B Hb > 100 g/1, thr >100G/1 és >3 nyirokcsomo- stlagos thl61és >8&v
regio erintett

c Hb < 100 g/1, thr < 100G/1 és barmely il S 6.5

nyirokcsomo-régio €rintett

1.1.7. Progndzis, prognosztikai és prediktiv faktorok

A RAI O/BINET A stadiumu betegek atlagos talélése 10 évnél tobb. RAI 2-
3/BINET B stadium esetén legalabb 8 éves tulélés varhatd, mig RAI 4-5/BINET C
stadiumban a betegek varhato élettartama csupan 6,5 év [2, 17].

A betegek progndzisanak megitélésében a stadiumbeosztas mellett a
citogenetikai eltérések, IgHV gén mutacios statusza, TP53 mutacio, illetve a morfologiai
tipus a meghatdrozoak. A citogenetikai eltérések kimutatasa FISH vizsgalattal torténik.
A kromoszoma eltérések koziil a 13q delécido az ondlldban megjelend kromoszoma
eltérések koziil a leggyakoribb, az esetek mintegy 55%-aban all fenn. Az izolalt 13q14

delécio jo prognoézist jelent. A 11-es kromoszoma hosszl karjanak delécidja az esetek
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mintegy 25%-aban, és a naiv, nem kezelt betegek mintegy 10%-aban van jelen. A
del11g-t hordozo betegekre jellemz6 a kifejezett nyirokcsomo megnagyobbodas, gyors
progresszid és rovidebb tulélés. A 17-es kromoszoma rovid karjanak delécidja a
kezeletlen, naiv esetek mintegy 5-8%-aban igazolhatd. A deléci6 mindig magaba
foglalja a 17p13 régiot, ahol a TP53 gén lokalizalédik. A dell7p-t hordozé betegek
kemoterapia rezisztensek még addicionalis anti-CD20 kombinalt terapia esetén is. A 12-
es kromoszoma triszomidja az estek kb. 10-20%-aban igazolhatd. Patogenetikai szerepe
a CLL-ben nem ismert és prognosztikai szerepe is kérdéses [2]. A 6q delécid jelenlegi
tudasunk szerint prognosztikai szereppel nem rendelkezik [19].

Az IgHV gén mutécios statuszat tekintve a mutacidval jaré esetek progndzisa
jobb. Mutacio a betegek mintegy 50-60%-aban mutathato ki [14]. Az IgHV gén
mutacids statusza mellett a ZAP-70 és a CD38 protein expresszidja is fontos a
prognozis megitélésében. Mind a tirozin kindz aktivitasi ZAP-70 protein, mind a CD38
expresszidja Osszefiigg az IgHV gén muticidos statuszéval. Ezen fehérjék
expresszidjanak megjelenése rosszabb prognozist jelent [14, 20, 21].

A legujabb vizsgalatok alapjan — terapias szempontbol — az egyik legfontosabb
prognosztikai tényez6 a TP53 mutdcios statusz. Az igazolt dell7p-vel jar6 esetek
>80%-aban a masik TP53 allél mutacidja is igazolhato [2]. A TP53 mutacid igen rossz
prognozissal tarsul [22]. Dell7p hianyaban ugyanakkor TP53 mutaci6 ritkan fordul el6.
CLL-ben a TP53 mutacidja komplex genetikai eltérésekkel tarsul, mely felveti a
,karosodott DNS sejtvalasz” (DDR — DNA damage response) kapcsan az Gin. mutator
fenotipus lehetdségét CLL-ben [2].

Teljes genomidlis DNS metilacidos vizsgalatok alapjan a CLL-ben harom
epigenetikai alcsoport kiilonithetd el: naiv B-sejtekre emlékeztet6, memoria B-sejtekre
emlékeztetd ¢és intermedier jellegi CLL. A naiv B-sejtekekre emlékezteté CLL
csoportban tobbnyire nem mutalt az IgHV gén, a masik két csoportban tobbségében
mutalt. Az intermedier csoportba tartozo esetek lefolyasa agresszivabb.

Az utdbbi években teljes exon szekvenalassal a CLL csaknem teljes genetikai
hattere feltérképezésre keriilt. A fent emlitett kromoszoma eltérések mellett 44 tovabbi,
tobbszor eléforduld mutaciot €s 11 visszatérd szomatikus gén kopiaszam eltérést (CNV
— copy number variation) azonositottak [23]. A talalt mutaciok koziil néhanynak
potencialis klinikai jelentdsége van, a TP53 mellett pl. a NOTCH1, SF3B1, ATM ¢és
BIRC3 gén mutacioinak [1] [4].
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A felsoroltak mellett prognosztikai szerepe lehet a pszeudofollikularis
mintazatnak is. Az agresszivebb lefolydsu esetekben szoOvettanilag nagyméretii
pszeudofollikulusok lathatdak, melyek egy 20x latotérnél nagyobbak, vagy egymadssal
Osszefolynak [1].

A nemzetkézi CLL munkacsoport (International CLL-IPI working group; CLL-
IP1: international prognostic index for patients with chronic lymphocytic leukemia) a
betegség genetikai, bioldgiai €s klinikai tulajdonséagait egyiittesen figyelembe véve a
CLL osztalyozasanal olyan, egymastdl szamos tulajdonsagban eltérd rizikdcsoportokat
hozott 1étre, melynek segitségével a betegek konnyebben valaszthatok be klinikai
vizsgalatokba [24]. A munkacsoport 8 kiilonb6zd, fazis III. klinikai vizsgélatba
bevalasztott kezeletlen betegeket vizsgalt. 5 konnyen vizsgalhatdé paraméter —TP53
delécio/mutacid, IgHV mutacios statusz, P2 mikroglobulin koncentracié, klinikai
staddium és életkor a diagnoziskor- adatait Osszevetve 4 szignifikansan kiillonb6z6
prognézisu —alacsony, kdzepes, magas és igen magas kockazatu- csoportba sorolja a

betegeket.

1.1.8. A CLL progresszidja

A CLL a betegek mintegy 5-30%-aban agresszivebb formaba transzformalodik.
A transzformacid leggyakrabban a nyirokcsomdkban, ritkan a csontveldben alakul ki. A
transzformacio kovetkeztében a betegek varhato élettartama jelent6sen lecsdkken [10].
A betegség iddbeni eldrehaladtaval egyre tobb nagyméreti, aktivan proliferald
tumorsejt detektalhatd. A nyirokcsomokban €s a csontveldben ezekbdl a nagy sejtekbol
felépiil, egymassal 6sszefolyo tn. pszeudofollikulusok jelennek meg. Ezzel egyidében
a periférids vérben ndvekd szamban vannak jelen prolymphocytak. A B-sejtes
prolymphocytas lymphomaba (B-PLL) t6rténd transzformacioé azonban szerencsére igen
ritka.

A leggyakoribb transzformaciés forma, mely a betegek mintegy 2-8%-aban
alakul ki, az un. Richter transzformacié (Richter szindroma, RT), melynek soran a CLL
diffiz nagy B-sejtes lymphomaba (DLBCL) transzformalodik (5. abra) [1]. A
transzforméacié soran a betegek nyirokcsomoi hirtelen jelentds mértékben
megnagyobbodnak, emellett altaldban stulyvesztés is bekovetkezik. A RT extranodalisan
iIs megjelenhet [25]. A transzformalt DLBCL-es betegek atlagos talélése 1 évnél

kevesebb. Ezen esetekben a IgHV gén legtobbszor nem mutalt [1].
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Kevesebb mint 1%-ban a transzformacié soran klasszikus Hodgkin lymphoma
(HL) alakul ki. Ezen betegek tobbségében korabban az IgHV gén mutacidja kimutatasra
keriilt. CLL-es betegek Epstein-Barr virus (EBV) pozitiv Hodgkin lympho4jaa esetén az
EBV-pozitiv Sternberg-Reed (SR) sejtek 4ltalaban fiiggetlenek a CLL-es klontol.
Ugyanakkor néhany CLL-es betegben elszortan igazolhatéak SR-sejtek, melyek egy
része EBV-pozitiv. Ezeket az eseteket a diagnosztika soran HL-val nem szabad
Osszetéveszteni. Erdemes megjegyezni azt is, hogy fludarabin terdpia utin EBV-
asszocialt lymphoproliferativ betegség kialakulhat, és a betegségcsoportba az EBV-
pozitiv HL is beletartozik [1, 10, 26]. Kis szazalékban akut lymphoblastos leukémiaba

torténd transzformacio is eléfordul, mely kifejezetten aggressziv lefolyassal jar [10].
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5. abra. Richter transzformacioé (HE, 100x). A CLL-es lymphocytak ¢és
a diffiz nagy B-sejtes lymphoma sejtjeinek keveredése lathato
nyirokcsomobdl szarmazd mintaban.

1.1.9. A CLL kezelése

A Dbetegek dont6 tobbségében a diagnodzis felallitasanak idOpontjaban nincs

szlikség kezelésre. A CLL lefolyésa igen valtozatos, a betegek nagy részénél kezelést
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igényld aktiv szakok valtakoznak kezelést nem igényld inaktiv szakaszokkal. Néhany
betegnél soha nem jelentkezik aktiv szak. A daganatellenes terapia mellett a fert6zések,
anémia és thrombocytopenia miatt a betegek tobbsége szupportiv kezelést is igényel [8].
A betegek kezelésében a Hallek-féle 2008-as iwCLL (International Workshop of
Chronic Lymphocytic Leukemia) kritériumok a meghatarozoak [2].

Altalanossagban elmondhato, hogy az Gjonnan diagnosztizalt, tiinetmentes, RAI
O/BINET A stadiumu betegek mindaddig, amig progresszié nem figyelheté meg, csupan
szoros kovetést igényelnek. Szdmos tanulmany igazolta, hogy a fent emlitett
betegségcesoportban az alkilalo szerek alkalmazasa a talélést nem javitotta. Kezdeti,
tiinetmentes staddiumban alkalmazott chloarambucil kezelés nem befolyasolta sem a
betegségmentes tulélést, sem az Ossztulélést. Ugyanilyen stddiuma betegekben
intermittald6 kombinalt chlorambucil-prednisolon terapia mellett lassabb volt a
progresszio, de az Ossztulélés nem valtozott a kezeletlen csoporthoz képest. [27-29].

A moédositott RAT stadium szerint kdzepes- €s magas rizikoju, BINET B vagy C
stddiumtl betegek altalaban kezelést igényelnek. RAI kozepes rizkdju, BINET B
stadiumu betegek egy részénél a szoros kovetés elegendé lehet, mindaddig, amig nincs
progresszio, ill. a beteg tlinetmentes.

Aktiv betegségrdl beszéliink, ha a kovetkezd kritériumok kozil legalabb egy
teljestil:

e progrediald csontveld elégtelenség, anémia és/vagy thrombocitopénia, vagy a
meglévo vérkép-eltérések romlasa

e jelentds (a bordaivet legalabb 6 cm-rel meghaladd) vagy progrediald vagy
tiineteket okozo 1épmegnagyobbodas

e jelentds (hossziranyban legaldbb 10 cm atmérdjii) vagy progredialé vagy
tiineteket okozo nyirokcsomo-megnagyobbodas

e progrediald lymphocytozis infekcid nélkiil (abszolit lymphocyta szam 2 hénap
alatt >50%-o0s novekedése vagy a lymphocyta megkett6zodési idé (LDT,
lymphocyte doubling time) < 6 honap)

e autoimmun  hemolitikus anémia  és/vagy  thrombocytopenia,  mely
kortikoszteriodra vagy mas standard terapiara nem reagal

e B-tiinetek jelenléte: 6 honap alatt >10%-os sulyvesztés, faradtsag, hosszan tartd

laz infekcio nélkiil, tartos éjszakai izzadas infekcio nélkiil [30].
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Hypogammaglobulinémia vagy paraproteinemia Onmagdban nem jelent terdpids
indikéciot. Az abszolit lymphocyta szdm Onmagaban szintén nem jelent terapids
indikéciot, mivel a keringd CLL-es sejtek igen kis méretliek, ezért hiperviszkozitasi
szindroma nem jelentkezik. A kedvezétlen citogenetikai eltérés (dell7p) dnmagaban,
tiinetek nélkiil szintén nem jelent terapias indikaciot [2].

A kezelést igényld betegek monoterapiat vagy kombinalt kemoterapiat/ kemo-
immuno terapait vagy mas kombinalt kezelést kapnak. Monoterapiaban kiilonbozo
hatdsmechanizmust szerek allnak rendelkezésre, mint pl. citosztatikumok (alkilald
szerek, purin analdogok, Bendamustine), monoklonalis antitestek (anti-CD20 terapia —
Rituximab, Ofatumumab, Obinutuzumab vagy anti-CD52 antitest — Alemtuzumab), B-
sejt receptor (BCR) szignalaton hato szerek (ldelalisib, Ibrutinib, Acalabrutinib), BCL-2
(B-cell lymphoma 2) gatlok (Venetoclax), immunmodulalok (Lenalidomide). A
kombinalt kemoterapia legtobbszor fludarabin + ciklofoszfamid [2]. A standard immun-
kemoterapids kezelésre a betegek sokszor az elorehaladott életkor és a kisérobetegségek
miatt nem alkalmasak. Ezenfeliil a 17p deléciot hordozo betegek a standard terapiakra
sokszor rezisztensek. Az elmult években a CLL kezelésére szamos Uj terapids szert
vezettek be. Koziilik kiemelend6 a Bruton tirozinkinaz (BTK) gatldo Ibrutinib, a
foszfatidilinozitol -3- kinaz gatl6 Idelalisib és az anti-apoptotikus Venetoclax [2, 3].

A 2017. évi ajanlas szerinti terapias algoritmust a 2. tablazatban foglaltuk dssze [2].

2. Tablazat. Terapias sszefoglalo a 2017-es ajanlas alapjan [2].

Elsovonalbeli kezelés

L1 . del(17)p .
Stadium Fitness TP53 mut Terapia
BINET A-B,
RAI 0-2, Irrelevans | Irrelevans Nincs
inaktiv
Go o Nem FCR (>65 év BR?)
Aktiv d Igen Ibrutinib, Idelalisib+Rituximab (Allogén Gssejt Tx)
betegség vagy Nem Chlorambucil + Obinutuzumab vagy + Rituximab vagy
BINET C o + Ofatumumab vagy Ibrutinib
. oW go .. o
vagy RAI 3-4 . | Ibrutinib, Alemtuzumab, HD Rituximab vagy
gen
Ofatumumab
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Masodvonalbeli kezelés

Vélasz
elsévonalbeli Fitness Terapia
kezelésre
Terapiavaltas a kovetkezok valamelyikére: Ibrutinib, Idelalisib +
Refrakter Go go R, FA, FCR (BR utan), Venetoclax, A-Dex, Lenalidomid (+R),
vagy 3 éven BR (FCR utan), konszolidacios kezelés vagy allogén Tx felmeriil
beliil

- Terapiavaltas a kovetkezOk valamelyikére: Ibrutinib, Idelalisib +
progredialo Slowgo | R, Venetoclax, A, FCR-lite, BR, Lenalidomid (+R), Ofatumumub,
HD R

Progresszio

s Irrelevans Elsévonlbeli terapia ismétlése
>3 év utan

A, Alemtuzumab; B, Bendamustine; C, ciklofoszfamid; Dex, Dexamethason; F, Fludarabin; HD, nagy
dozisa; mut, mutacio; O, ofatumumab; R, Rituximab; Tx, transzplantacio

1.1.10. A CLL eredete

A CLL eredetét még nem sikeriilt pontosan feltarni, ugyanakkor szamos tedria
ismert a CLL keletkezésével kapcsolatban. CLL-ben a tumorsejtek CD19, CDS és
CD23 mellett IgM ¢és IgD felszini antigéneket expresszalnak. Az immunglobulin nehéz
lanc génben az esetek 50-60%-aban mutacid van jelen (M), mig az esetek egy részében
a génben muticidé nem mutathaté ki (NM). Ennek alapjan a CLL-t kordbban 2 csoportra
osztottdk: M-CLL és NM-CLL. Az M-CLL-ben a sejtek a tedria szerint a centrum
germinativumba bejutott B-sejtekbdl szarmaznak és ezen sejtekben az IgHV gén a
normalis szomatikus hipermutacios folyamaton atesett [31, 32]; mig az NM-CLL sejtjei
a naiv B-sejtekbdl szarmaznak [33].

Ugyanakkor az IgHV gén mutacidja nem véletlenszeriien alakul ki a CLL
sejtekben; illetve a CLL sejtjeiben jelen 1évé mutacio kiilonbozik a normal B-sejtekben
jelen 1év6 mutacioktol [32, 34, 35]. Microarray vizsgalatok alapjan az NM- és M-CLL
sejtjeinek génexpresszids profilja csak néhany génben tér el egymastol, ugyanakkor az
NM- ¢és M-CLL sejtjei a normal B-sejtektdl génexpresszid alapjan olyan nagy
mértékben térnek el, hogy feltételezés szerint egy sejttipusbdl szdrmazik mind az M-,
mind az NM-CLL és egyéb, nem génszintli promotalo faktor magyarazza az M és NM
esetek kiilonbozoségét [36].

Mas elképzelés szerint a CLL sejtek eldalakjai a marginalis zona B-sejtjeibdl is

szarmazhatnak. Ezt az elképzelést tamasztja ala, hogy a marginalis zona B-sejtjei
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funkcionalis szempontbol, ill. fenotipus tulajdonsagai alapjan is hasonlitanak a CLL
sejtjeihez [37]. A marginalis zona (MZ) B-sejtjei valoban hasonlitanak a CLL sejtjeire a
tekintetben, hogy az MZ B-sejtek is IgM és IgD felszini antigéneket expresszalnak, de
ezen sejtek CD5-t és CD23-t a CLL sejtekkel ellentétben nem expresszalnak. Ez az
eltérés magyarazhatja azt a feltételezést, miszerint a CD5 és CD23 expresszid a
betegség aktivalodasa soran jelenik meg [38, 39].

M- és NM-CLL-es betegek vérmintdinak citrometriai vizsgéalata soran nyert
sejtjein végzett mély szekvenalas soran ismert onkogének, mint példdul az SF3B1 és
sejtekben és a CLL-es tumorsejtekben is kimutathatoak voltak, mely alapjan
feltételezhetd, hogy a driver mutciok a CLL keletkezésének igen korai stddiumaban
kialalulnak [40]. Morabito és mtsai. eredményei alapjan felmeriil a CLL hemopoetikus
Ossejt (HSC) eredete is, ugyanis vizsgalataik szerint CLL-ben a tumorsejtek azon
képessége, hogy klonalis B-sejteket tudnak létrehozni valodszinlileg az Gssejtekben
alakul ki [12]. Ez felveti a lehetdségét annak, hogy CLL-ben az elsd, leukemogén
torténés a multipotens hemopoetikus Gssejtekben megy végbe [4]. A naiv B-sejtek —
melyek egy része mutaciokat hordoz- belépnek a nyirokcsomoba, ahol Gjabb mutaciok a
BCR szignalut aktivaciojahoz vezetnek, mely feltehetden definitiv klondlis
transzformacidhoz vezet és a CD5+ B-sejtek elszaporodnak. A hemopoetikus Ossejt
eredet mellett érdemes megemliteni ugyanakkor, hogy az M- és NM-CLL sejtjeiben a
NOTCHI1 szignalat aktivitasa, a mRNS splicing folyamata, a DNS karosodasra adott

sejtvalasz, valamint a gyulladasos valaszreakcio igen eltéroek [40].

1.1.11. A pszeudofollikuldris mintazatot mutaté CLL jellemzdi, prognosztikai
jelentosége

A nyirokcsomo6t érinté CLL/SLL szovettani morfoldgidja alapjan diffuz és
pszeudofollikularis mintazatot (6. abra) mutaté formakat kiillonboztetink meg. A
pszeudofollikulusok szovettani metszeten a valodi follikulusokkal ellentétben
szabalytalan alakt, valtozd méretli, atnézeti képen vildgos teriiletek, melyekben
nagyobb nagyitassal prolymphocytdk és paraimmunoblastok azonosithatoak. A PF
sejtjiei CD10 ¢és Bcl-6 negativak, Bcl-2 pozitivak, a tipusos CLL sejtek kozott
nagyméretii Ki-67 pozitiv sejtek vannak jelen [41-43].
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Evtizedek 6ta szdmos tanulmany vizsgalta és vizsgalja a pszeudofollikulusok
jelenlétének prognosztikai szerepét. Morrison 1989-es SLL esetekkel végzett
tanulmanyaban nem talalt Osszefiiggést a pszeudofollikulusok jelenléte és a talélés
kozott [44]. Garcia és munkatarsai is hasonld eredményre jutottak. Pszeudofollikularis
mintdzatot ~mutaté  CLL-es  nyirokcsomé  mintdkon  végeztek  ZAP-70
immunhisztokémiai vizsgéalatot, valamint ezen esetekben FISH vizsgélattal nézték a
kromoszoma eltérések jelenlétét, illetve vizsgaltdk az IgHV gén mutacios statuszat is. A
ZAP-70 pozitivitas egyértelmli Osszefiiggést mutatott a kedvezdtlen kromoszéma
eltérések jelenlétével, valamint magasabb expresszidja volt azokban az esetekben,
amelyekben az IgHV génben mutaci6 nem volt kimutathatdo. A pszeudofollikularis
mintazat eseteikben nem mutatott dsszefiiggést a mar ismert prognosztikai markerekkel
[45]. Mas tanulmanyok is alatamasztottak, hogy a pszeudofollikulusok mérete és a
paraimmunoblastok szama nem mutat Osszefiiggést a klinikai lefolyassal [46, 47],
azonban késobb utankovetéses vizsgalatokban ezzel ellentétes megfigyelések sziilettek,
miszerint a betegség elorehaladtaval a PF-ok szdma és mérete novekszik [48]. Giné és
munkatarsainak vizsgalatai alapjan azokban a CLL-es betegekben, akiknek a
nyirokcsomoiban Kiterjedt PF-ok voltak igazolhatoak, a betegség agresszivabb
lefolyasu, az 0Ossztalélés pedig rovidebb volt [49]. Gibson ¢és munkatarsai a
vizsgalataikban kimutattak, hogy a PF-ok sejtjeinek c-Myc fehérje expresszidja a
kornyez6 interfollikularis terekben (IF) 1évé kisméretli CLL-Sejtek expresszidjahoz
viszonyitva magasabb [50]. A ciklin D2 fehérje overexpressziojat a PF-okban szintén
kimutattak. Igawa as mtsai a fokozott ciklin D2 expresszio okdnak felderitése céljabol
tovabbi immunhisztokémiai vizsgalatokat végeztek NF«xB, pl5, pl6, pl8 és p27
antitestekkel. Hat esetbdl 6tben volt fokozott az NFkB expresszid, melyrdl ismert, hogy
expresszidja alacsony, a pl15-¢é fokozott volt. Eredményeik alapjan feltételezhetd, hogy
nem csupan az NFkB serkenti a ciklin D2 termelést, hanem indirekt modon, a p27
downregulacioja révén a c-myc is részt vesz e folyamatban [51]. Immunhisztokémiai
vizsgélatok sordn a pszeudofollikularis mintazatot mutatdé CLL esetek egy részében
ciklin D1 expressziot is megfigyelték a PF-okban, azonban a PF-os mintazatot nem
mutatd esetek kozott is eldfordultak olyanok, amelyekben ciklinD1 expresszio
kimutathat6 volt. CCND1 transzlokaciot egyik esetben sem igazoltak [52]. A felsoroltak
mellett az apoptozist gatld survivin fehérje expresszidja szintén magasabb a

pszeudofolliulusok teriiletén [49]. Irodalmi adatok azt a nézetet tamasztjak ala, hogy a
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pszeudofollikularis mintazatot mutatd6 CLL esetek gyakrabban transzformaldédnak
agresszivabb formaba [43]. A 2008-as WHO 2016-0s revizidja is kiemeli, hogy a nagy,
egybefliggd és/vagy kifejezetten proliferald pszeudofollikularis mintazatot mutaté CLL
prognozisa rosszabb [1, 4].

Munkacsoportunk korabbi tanulményaiban igazolta, hogy a pszeudofollikularis
mintazatot mutatdé CLL-es betegek nyirokcsomodiban a rosszabb prognézissal jard
citogenetikai eltérések a pszeudofollikulusok sejtjeiben nagyobb gyakorisaggal
fordulnak el6 [53].

6. abra Pszeudofollikularis mintazatot mutaté CLL-es beteg
nyirokcsomojanak szovettani metszete (HE, 50x) A vilagos teriiletek a
pszeudofollikulusok (PF), mig a koztik lathatdo sotétebb teriiletek az
interfollikularis terek (IF).

A pszeudofollikularis mintazat CLL-ben a csontveld infiltratumban is megjelenhet. A
legtjabb vizsgélatok alapjan a csontveldi pszeudofollikuldris mintazatot mutatd CLL
rosszabb prognozisu a diffiz csontveldi infiltraciét mutatd CLL esetekhez képest. A
vizsgalat szerint a betegek fiatalabbak (a tanulmanyban 53 év volt az atlagéletkor),
gyakrabban vannak B-tiineteik és a TP53 gén delécidja és/vagy mutacioja is gyakoribb
ezekben az esetekben (45,4%). Ugyanakkor a ZAP-70 és CD38 expresszio, illetve az
IgHV gén mutécids statuszéban szignifikans kiilonbség nem volt kimutathato. Az elsd
diagnozistol a kezelés sziikségességéig eltelt id6 rovidebbnek bizonyult, Richter

transzformacio gyakrabban fordult el6 és az Gssztalélés is rovidebb volt [54].
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1.2. A mikroRNS-ek

1.2.1. A mikroRNS-ek és funkciojuk

A mikroRNS-ek olyan rovid, nem kodold, koriilbeliil 22-24 nukleotid
hosszusdga RNS molekulak, melyek a poszttranszkripcids szabalyozas fontos szerepldi.
A mikroRNS-¢k mind a névény-, mind az allatvilagban széleskorben megtalalhatok és a
kiilonb6z6 azonositott MikroRNS-ek szama még mindig boviil. A human genom tobb,
mint 2000 miRNS-t tartalmaz [55]. Az els6 mikroRNS-t lin-4 néven 1993-ban
Caenorhabditis elegans-ban irtak le [56]. A kétezres évek elején mar a mikroRNS-ek
szerepét [57, 58] is ismerték. A génexpresszid szabalyozasaban betoltott dontGen
negativ szabalyozé szerepe mellett felismerték, hogy egyes esetekben pozitiv
szabalyozé szerepet toltenek be [59, 60]. Az egyes miRNS-ek akar szaz kiilonb6z6 gén
szabalyozasaban vehetnek részt, és a gének kozel 30%-a legaldbb egy miRNS
szabalyozasa alatt all [61].

A mikroRNS-ek az evolucié soran konzervativan meg6rzott modon fontos szerepet
jatszanak az egyedfejlédésben [62]. Szabalyozd szerepiik van a szivizomsejtek [63], a
thymus [64], a kozponti idegrendszer [65], az orafacialis régido [66] szabalyos
kifejlodésében. Kiilonféle biologiai folyamatokban vesznek részt, igy példaul az
immunfunkciokban, a proliferacioban, a sejtciklus szabalyozasaban, kiilonb6z6
metabolikus folyamatokban, az Oregedésben és az apoptozisban. Szdmos egyéb
funkcidjuk mellett, a miRNS-ek részt vesznek a heamatopoesis szabalyozasaban is [67-
81]. A kiilonboz6 sejttipusokban és szovetekben kiilonb6zé miRNS-ek eltéré mértékben

expresszalodnak [82].

1.2.2. A mikroRNS-ek bioszintézise és hatasmechanizmusa

A legtobb miRNS transzkripcidjat az RNS polimeraz-II végzi, ennek soran egy
hosszil primer transzkriptum, az Un. pri-miRNS keletkezik. A Drosha és DCCRS
(DiGeorge Syndrome Critical Region 8) proteineket tartalmazé un. nuklearis
mikroprocesszor komplex hasitasat kovetden 1étrejon a hajtii szerkezetii pre-miRNS. A
pre-miRNS mintegy 70 nukleotid hossztusagu [83]. Ezutan a pre-miRNS az exportin-5
fehérje segitségével kikeriil a sejtmagbol [84]. A citoplazmaban a Dicer és a TRBP (the
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human immunodeficiency virus transactivating response RNA-binding protein)
komplex lehasitja a hajtii- kanyart és kialakul a kettds lanct, 22-24 nukleotidbdl allo
érett miRNS [61, 85]. Ezutan a komplementer lanc lebomlik, mig a vezetészal
kapcsolédik a mikroRNS ribonukleinprotein komplexhez (angolul RNA induced
silencing complex- RISC), ahol a miRNS és target MRNS egymassal kapcsolodnak (6.
abra). A miRNS géncsendesitd szerepét vagy az mRNS degradacidjaval-
destabilizalasaval, vagy a transzlacio gatlasaval fejti ki [86, 87].

A mikroRNS-ek a target messenger-RNS (mRNS) komplementer 3° UTR
(untranslated region) részéhez kotddve fejtik ki negativ szabalyozo funkcidjukat. Teljes
komplementaritads esetén mRNS hasitds, kozel teljes komplementaritds esetén
transzlacio gatlast eredményez kotodésiik [88]. A mikorRNS-ek bioszintézisét és
hatdsmechanizmusat a 7. abran foglaltuk 6ssze [89]. Eddigi ismereteink szerint human

gének legalabb 10-30%-a mikroRNS szabalyozas alatt all [88].

RPN
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7. abra. A mikroRNS-ek bioszintézise és hatasmechanizmusa. Az RNS-polimeraz
segitségével eloszor pri-miRNS keletkezik, majd abbol a Drosha létrehozza a pre-
miRNS-t, mely az Exportin segitségével kijut a citoplazmaba, ahol a Dicer kialakitja az
érett egyszéh'l miRNSt mely a RISC-kel kapcsoltan k6t6dik a cél mRNS 3’UTR

crcr
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1.2.3. A MiRNS-ek szerepe a daganatok kialakuldsdban

Szamos tanulmany igazolta, hogy a mikroRNS-ek expresszidjanak valtozasai
fontos szerepet jatszanak a daganatok kialakulasaban. A mikroRNS gének sokszor
onkogének és tumorszuppresszor gének kozelében lokalizalodnak. Régota ismert, hogy
szamos mikroRNS eltéréen expresszalodik normal, illetve daganatos szovetben. A
mikroRNS-eket oncomiR ¢s tumorszuppresszor-miR csaladokba is sorolhatjuk. Az
oncomiR-ek onkogén szerepet tOltenek be és overexpresszidjuk révén a daganatok
kialakulasat és terjedését segitik. A tumorszuppresszor-miR-ek sokszor mutacio,
promoter metilacié vagy kromoszoma transzlokacié révén gatlas alatt allnak a
daganatokban, igy kiesik a tumor novekedést gatlé hatasuk [90-93]. Egyes mikroRNS-
ek mind onko-, mind tumorszuppresszor-miR szerepet betolthetnek [94].

Ujabb vizsgalatok eredményei alapjan a mikroRNS-ek egy részét a gyulladasos
folyamatokban felismert szerepiik révén ugynevezett inflamma-miR-eknek is
nevezhetjiik. A velesziiletett immunitas sejtjei a daganatsejtek mikrokdrnyezetében
nagy szamban vannak jelen. A sejtproliferaciot serkentd €s gatldo szigndljaik révén a
kontrollalasaban is szerepet jatszanak. A dontés, hogy proliferacié vagy gatlas irdnyaba
haladjanak a folyamatok, részben gén expresszié valtozasok altal szabalyozott, részben
poszt-transzkripcids szabalyozas alatt all. A tumorok mikrokdrnyezetében megtalalhatod
specifikus tumor-asszocialt immunsejtek jelenléte, illetve aktivacidja mikroRNS-ek
altal is szabalyozott folyamat. Daganatos betegségekben a mikroRNS-ek -eltérd
expressziojanak egyrészt genetikai, masrészt epigenetikai okai vannak. A mikroRNS
gének deletalodhatnak, amplifikdlodhatnak, promoter metilaci6é vagy acetilacié mellett
aberrans transzkripci6 vagy defektus a mikroRNS biogenezise soran egyarant

eléfordulhat. Egyes gének esetében a mikroRNS target 3’UTR régid szekvencidjanak

kapcsan példaul a let-7 mikroRNS szabalyoz6 funkcidja kiesik, ami folyamatos
sejtproliferaciohoz vezet [96, 97]. Nem kissejtes tiidérakban a KRAS onkogén 3’UTR
szabalyozé funkcidjanak kiesése révén folyamatos KRAS expressziohoz vezet [98].

A makrofagok antigén prezentald szerepiik mellett fagocita funkcioval is
rendelkeznek, illetve gyulladasos folyamatot tudnak indukélni. A makrofagok heterogén

csoportot alkotnak, altaldnossdgban M1 tipusu, klasszikus uton aktivalt és M2 tipusa,
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alternativ uton aktivalt makrofagokat kiilonboztetiink meg. A két csoport sajatos gén
expresszios profillal és funkcionalis fenotipussal rendelkezik. A miR-155, -181, -451
fokozottan expresszalodik az M1 makrofagokban, az M2 makrofagokra a miR-125a-5p,
-146a, -145-5p és -143-3p fokozott expresszidja jellemzé [95]. A miR-155 volt az els6
mikroRNS, melyrél kideriilt, hogy mind a természetes, mind a velesziiletett
immunitasban szerepe van [99]. A mIR-155 az IL-13 receptor al expresszid
szabalyozasan keresztiil gatolja a STAT6 aktivaciot [100]. A felsoroltak mellett egyre
tobb  mikroRNS-rélbizonyosodik be, hogy szerepet jatszanak gyulladasos
folyamatokban, a dagantok progresszidjaban vagy éppen a daganatos proliferacié
gatlasaban. A daganatok progresszidjaban fontos 1épés, hogy a daganatos szdvetet Un.
pro-tumor makrofagok infiltraljak. A miR-155 ebben a folyamatban is szabalyozo
szerepet t6lt be [101].

1.2.4. A miRNS-ek szerepe a daganatok elleni terdpidaban

A mikroRNS-ek hatasmechanizmusa mar alkalmazott és potencialis mikroRNS
elleni terdpia alapjat képezi. Daganatos betegségekben az oncomiR-ek expresszidjanak
gatlasa, illetve a tumor szuppresszor miR-ek expressziojanak serkentése eredményes
lehet.

A mikroRNS-ek célgénhez valo kotdédésének gatlasara szamos szer 1étezik, ilyen
pl. a mikroRNS szivacs (miRNA sponge), az antiszenz antagomerek ¢és a kis molekula
gatlok. A szintetikus mikroRNS szivacsok altalaban mikroRNS kétohellyel rendelkezd
plazmid vagy virus vektorok, melyek a sejtekben amplifikalédva fejtik ki hatasukat
[102]. Az anti-miRNA oligonukleotidok (AMO) teljes komplementaritast mutatnak a
target mikroRNS-sel és a kapcsolodas révén egyrészt a miR cél mRNS-hez vald
kotodését gatoljak, masrészt serkentik a miR lebontasat [103]. A specifikus miR-t gatlo
kis molekula inhibitorok (SMIR, small molecular inhibitor of specific miRNA) a target
mikroRNS-t harom kiilonb6zd szinten tudjak gatolni. Lehetdséget nyujt a pri-miRNS
transzkripcid gatlasara, a pre-miRNS DICER segitségével torténd érett mikroRNS-¢
alakulasat tudja gatolni, illetve gatolhatja a RISC kotédését a target mRNS-hez [104].
Preklinikai, fazis I és fazis II vizsgalatokban mikroRNS-ek gatlasan alapuld terdpias
szerek koziil elérhetdek mar miR-122, -155, -10b és -221 elleni szerek, illetve miR-t

utanzo szerek miR-34 és miR-29b esetében [95].
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A mikroRNS-ek gatlasa mellett a daganatokban csokkent expressziot mutatd
tumor szuppresszor miR-ek serkentése vagy helyettesitése szintén fontos terapias
lehetéség. A mikroRNS-t ,,utdnzo” szerek (miRNA mimics) koziil a miR-34 mimic

igéretes szer szolid tumorokban és lymphomakban egyarant [105].

1.2.5. A mikroRNS-ek szerepe a CLL kialakuldsdaban és progresszidjiban

Ismert, hogy a szolid tumorok mellett malignus hematologiai betegségekben, igy
a kiilonb6z6 lymphomakban is koérosan expresszalodnak bizonyos miRNS-ek [88].
Calin és munkatarsai 2002-ben irtak le elészor a mikroRNS-ek jelentGségét
lymphomaékban. Azoéta szamos tanulmany késziilt, melyek feltételezik a mikroRNS-ek
diagnosztikus, prognosztikus és prediktiv marker szerepét szamos lymphoid daganatos
betegségben. A CLL kialakulasaval és progresszidjaval kapcsolatban tobb, mint husz
kiilonb6z6 mikroRNS szerepét leirtdk. Tanulmanyok alapjan a CLL kialakulasdban
szerepet jatszhat a miR15a/16, miR-222 és miR-181, mig a progresszioban a miR-223,
-150, -29b/c,-150, -155-15a/16 szerepét feltételezik [90, 106-110]. Calin vizsgalataiban
azt tapasztalta, hogy a miR-15 és miR-16 mikroRNS-ek expresszidja CLL-ben
jelentdsen csokkent és ennek hatterében az esetek mintegy 65%-aban a 13q delécio
miatt kialakuld heterozigotasag elvesztése all (LOH, loss of heterozygosity) [90]. CLL-
es sejtvonalon végzett vizsgalatokon a miR-221/222 expresszids szintje jelentdsen
magas volt, ami 0Osszefliggésben allt a p27 anti-apoptotikus fehérje alacsony
expresszidjaval [106]. Marton ¢és munkatarsai CLL-es betegeken végzett
vizsgalataikban a miR-155 megemelkedett expresszidja mellett a miR-181a, let-7a és
miR-30d jelentdsen csokkent expressziojat figyelték meg [109]. A miR-155 magasabb
expresszidja kiilonbozé magas malignitdsu hematologiai betegségekben mar ismert
[111]. Feltételezhetd, hogy a miR-155 proto-onkogén szerepet tolt be és a target gének
(pl. SOCS1 és SHIP-1) expresszidjanak szabalyozasaval elsGsorban a fokozott
sejtproliferacio és sejttalélés iranyaba hat [112, 113]. A miR-155 a B-sejt receptoron
keresztiil (BCR) is serkenti a sejtproliferaciét nem csak a B-sejtek aktivalasa soran,
hanem a B-sejtes lymphomak egy részében is [114] [115]. CLL-es nyirokcsomod
mintakon végzett tanulmanyban in situ hibridizacioval kimutattak, hogy a BIC/pri-miR-
155 (a miR-155 eldalakja) a PF-ok sejtjeiben fokozottan expresszalodik, ezért
feltételezik, hogy a miR-155 szerepet jatszhat a CLL progresszidjaban [110]. RNS in
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situ hibridizacidés modszerrel Wang és mtsai. 8 pszeudofollikularis mintazatot mutatd
CLL-es beteg nyirokcsom6jabol szarmazo mintajan igazoltdk, hogy a magasabb miR-
155 ¢és alacsonyabb miR-150 expressziot mutatd tumorsejtek a PF-okban lokalizalddnak
[110]. A miR-150 tumorszuppresszor funkcidja ismert és csokkent expresszidjat
kimutattdk mar a legtobb human leukémidban, tobbek kozott a kronikus és az akut
myeloid leukémiaban is [116]. Feltételezések szerint az alacsonyabb miR-150
expresszi6 a BCR szignalat csokkent gatlaséhoz vezet, melynek fokozott
sejtproliferacié a kovetkezménye. A miR-150 egy masik célfehérjéje a FOXPI,
melynek — részben a miR-150 csdkkent expresszidjan keresztiil megvalosuld — fokozott
expresszidjat leirtdk CLL-ben és a fokozott expresszidt rosszabb progndzissal hozzak
osszefiiggésbe [117]. Calin egy masik vizsgalatdban azt talalta, hogy a rosszabb
prognézisu, NM és magas ZAP-70 expresszioval rendelkezé CLL-es betegekben a miR-
15a, -195, -221, -23Db, -155, -24-1, -146, -16-1 és -16-2 expresszidja magas, mig a miR-
223, -29a-2, -29b-2 ¢és -29c¢ expresszioja alacsony [91]. A miR-29c alacsonyabb
expresszidja egyes vizsgalatokban rosszabb prognoézissal tarsul [118]. Papakonstantinou
szignifikansan alacsonyabb miR-150, -29b, -29¢ és -101 expressziot talalt a mutaltalan
IgHV génnel rendelkezé CLL-es esetekben a mutalt IgHV génnel rendelkez6 esetekhez
képest [119]. A miR-17-92a cluster csalad tagjainak magasabb expresszidja gyakran
megfigyelhetdé lymphomakban [120]. Kisérlet igazolja, hogy B-sejt specifikus miR-17-
92a transzgén egerekben c-Myc medialt lymphoma fejlédik ki [121]; Gibson és mtsai.
pedig leirtak, hogy a CLL/SLL PF-aiban a c-Myc fehérje expresszidja magasabb [50]. A
miR-92a megvaltozott expresszidja CLL-ben szintén ismert [115, 118]. A mir-26a
megvaltozott expresszioja szintén ismert CLL-ben. CLL-ben egyik célfehérjéje a PTEN
[122]. Myc-medialt lymphomaban a miR-26a EZH2-t szabalyozo szerepe is ismert
[123]. Kopparapu és mtsai. CLL-es betegek vérmintdin végzett vizsgalataiban szintén
Osszefliggést talaltak a miR-26a alacsonyabb expresszidja és az EZH2 megndvekedett
expresszidja kozott [124].

Az irodalmi adatok alapjan a CLL kialakulasaval és progressziojaval
Osszefliggésbe hozhaté mikroRNS-eket a 3. tablazatban foglaltuk 6ssze [112, 122-131].
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3. Tablazat. A CLL ¢s egyéb lymphomdk kialakulasaval és progresszidjaval
Osszefliggésbe hozhatd fobb mikroRNS-ek és célfehérjéik

Bizonyitott és feltételezett

mikroRNS Lokalizici6  Lymphoma/leukaemia altipus B e,
célfehérjék

hsa-miR-155 21021.3 CLL, DLBCL, MCL, SMZL, NK/T, GCSAM, RTKN2, SMADS5,

PMBCL, cHL, ALCL-ALK(-), MALT, PIK3R1, INPP5D, DKC1,
PCMZL, BL AKT2, AID, SHIP1,

TP53INP1, SOCS1, AID,
PU.1

hsa-miR-150 19¢13.33 CLL, MCL, NK/T, cHL, PCMZL TRAF6, DKC1, AKT2,
GAB1, FOXP1

hsa-miR-181a 1932.1 CLL, DLBCL, ATL C-MYC, BCL-2, TP53INP1

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

hsa-miR-15a 13g14.2 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-29¢c 1932.2 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 Xpl11.3 CLL, BL, NMZL, DLBCL(ABC) p27, LMO2, KIT, PTEN

hsa-miR-222 Xpl11.3 CLL, BL, DLBCL, DLBCL(ABC) p27, LMO2, KIT, PTEN

hsa-miR-223 Xql2 CLL, NMZL, CTCL, MALT LMO2

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

hsa-miR-93-5p 7922.1 CLL TP53,
INP1

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

hsa-miR-92a-1 13g31.3 CLL, AML, ALL MCL1, DOCK5, FBXW?7,
BCL2L11, LMO2, NOTCH]1,
PTEN

hsa-miR-142-3p 17q22 CLL, NK/T, EBV+ ATL IL1A

hsa-miR-142-5p 17q22 CLL, BL, MALT IL1A, TP53INP1

hsa-miR-15b 3025.33 CLL, APL E2F1

hsa-miR-331 12g22 CLL, ALL, AML E2F-1, SOCS1

hsa-miR-26a 3p22.2 CLL EZH2, PTEN

ABC, aktivalt B-sejtes; ALCL, anaplasids nagysejtes lymphoma; ALL, akut lymphoid leukaemia; AML, akut
myeloid leukemia; APL, akut prolymphocytas leukemia; ATL, felnéttkori T-sejtes leukemia; BL, Burkitt
lymphoma; cHL, klasszikus Hodgkin lymphoma; CLL, kronikus lymphocytas leukemia; CTCL, kutan T-sejtes
lymphoma; DLBCL, diffuz nagy B-sejtes lymphoma; FL, follikularis lymphoma; MALT, MALT lymphoma; MCL,
kopenysejtes lymphoma; NK/T, NK/T sejtes lymphoma; NMZL/PCMZL, nodalis/primer kutan marginalis zéna B-
sejtes lymphoma; PMBCL, primer mediastinalis B-sejtes lymphoma; SMZL, splenikus marginalis zona lymphoma
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1.3. Enhancer of zeste 2

Az Enhancer of zeste 2 (EZH2) gén a 7-es kromoszoma hosszl karjanak 35-0s
kodolnak [132]. Az EZH2 fehérje jelenlegi ismereteink szerint 6t f6 funkcionalis
alegységbdl all: az EID (early mouse embryogenesis) domain az EED (embryonic
ectoderm development) protein megkotésében jatszik kozponti szerepet; a kovetkezéd
két alegység a PRC2 (polycomb repressive complex 2) alkotdjaval, a SUZI12-vel
(suppressor of zeste 12 homolog) valdé kapcsolddast biztositja; a ciszteinben gazdag
CXC-régi6 és a SET-domain (Su(var)3-9, Enhancer-of-zeste and Trithorax) pedig

egylittesen feleldsek a metiltranszferaz aktivitasért [133].

1.3.1. Az EZH2 szerepe a bioldgiai folyamatokban

Az EZH2 az EED és SUZI12 mellett a PRC2 harmadik eleme. A komplex
feladata a histone H3 lysine 27 (H3K27) metilacidja [134-137]. A SET domain a PRC2
katalitikus alegységeként hiszton metiltranszferazt (HMT4az) tartalmaz és metilaciot
katalizalva jarul hozzd bizonyos gének csendesitéséhez (8. abra). E funkcidja altal
fontos a sejtciklus, a sejtdifferencialodas és igy a tumorképzédés szabalyozasaban is
[138]. Szamos gén transzkripcidjanak epigenetikus szabalyozodja. Fontos szerepet
jatszik az embrionalis fejlédésben, azonban ismert, hogy funkciondlis aktivitasat
meglrzi a felndtt Ossejtekben, igy a hemopoetikus Ossejtekben is. Szerepe van a
myogén differenciacidban, az X-kromoszoma inaktivicioban €s a migrald primordialis
Ossejt Ujraprogramozasaban [139-141], valamint a carcinogenezisben is [142]. A
kozponti idegrendszer sejtjeiben az EZH2 gatolja az astroglia differenciaciot, és igy
gliomak kialakulasat indukalhatja [143]. Az EZH2 aberrans miikddése ismert szolid
tumorokban, ill. malignus hematologiai betegségekben is [144]. Attétes prosztatarakban
igazoltak, hogy egy EZH2 célgén P.-adrenerg receptort kodol. Gatlasa indukalja az
metasztazis képzésében is szerepet jatszik a Ras és az NF-kB aktivalasan keresztiil
[146]. Az EZH2 szerepe a tumoros angiogenezisben szintén ismert, a VEGF szignalutat
aktivalja a negativ szabalyoz6 VASH1 represszidjan keresztil [147]. Az EZH2
overexpresszioja ismert a high-grade centrum-germinativum (CG) eredetii
lymphomakban, iigymint diffiz nagy B-sejtes lymphomaban és high-grade follikularis
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lymphomaban (FL) [148]. Utobbiakban az EZH2 aktivalé mutacioi is ismertek [149].
Ezen aktivalé mutaciok révén vélhetdleg a H3K27 megvaltozott metilacids ratajan at
vezet a PRC2 célgénjeinek koros gatlasahoz [150-152]. Az EZH2 expressziojat szamos
molekula szabalyozza, kozéjik tartozik a miR-26a, c-Myc, E2F1 és Rb
(Retinoblastoma) [123, 124, 153-156].

EZH2 overexpresszid/aktivalé mutécié

VR

PRC2 . Transzkripcio
- @ e e

H3K27

8. Abra Az EZH2 hatismechanizmusa. Az EZH2 a PRC2 komplex tagjaként a H3
hisztonfehérje K27-es lizinét trimetilalva vezet a transzkripcid géatlasdhoz.

1.3.2. Az EZH? szerepe a normal hematopoezisben

Az EZH2, EED vagy SUZI12 gén funkcioveszté mutacionak a kdvetkezménye a
hemopoetikus 0dssejtek és progenitor sejtek aktivitdas fokozodasa. Ez alapjan
feltételezhetd, hogy a PRC2 komplex a hemopoetikus Ossejtek negativ szabalyozoja
[157]. Az EZH2 fokozott expresszidja védelmet nydjt a hemopoetikus Gssejtek
kimeriilése ellen sorozatos transzplantaciok soran [158]. Az EZH2 a felnétt
hemopoetikus 0Ossejteket meg tudja védeni az eloregedéstdl a differenciacid
szabalyozasa révén [159]. Az EZH2 az apoptozis gatlasa és a proliferacio serkentése
révén noveli a nyugvo hemopoetikus dssejtek szamat. A PRC2 komplex szdmos targetje
koziill az egyik legfontosabb a CDKN2A, mely az Rb/p53 utvonalon keresztiil a
proliferacid negativ szabalyozdja. Az EZH2 a pro-apoptotikus NOXA, p21 és WIGI
géneket gatolva is védi a hemopoetikus Ossejteket a sejthalaltol [160]. A
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lymphopoesisben a proilferald centrum germinativum B-sejtekben, a cirkulalo T- és B-
sejtekben és a plasmablastokban az EZH2 expresszioja fokozott [161]. Ezzel
egybehangzoban a trimetilalt H3K27 szintje is alacsony [162]. Az EZH2 DNS repair
gatlo hatasanak koszonhet az is, hogy az aktivalt B-sejtek az Ig gén aktivacio-indukalt
citidin deamindz (AID) medialt szomatikus hipermutécidja utan talélnek [149]. A B-

sejtek differencialodasa és érése soran az EZH2 szintje lecsokken [163].

1.3.3. Az EZH2 szerepe a lymphomagenezisben

Szamos tanulméany igazolta, hogy az EZH2 fokozott expresszidja szerepet
jatszik a malignus hematologiai betegségek kialakulasaban. Lymphomékban a fokozott
EZH2 expresszid Osszefiiggésbe hozhaté a fokozott sejtproliferacioval és a rosszabb
prognézissal [164, 165]. A Burkitt lymphomak 100%-aban, grade 3-as follikularis
lymphomak 87,5%-aban és diffiz nagy B-sejtes lymphomak 87,5%-aban mutathat6 ki
fokozott EZH2 expresszi6 [164]. A fokozott EZH2 expresszio hatterében leggyakrabban
az EZH2-t szabalyozé miR-101 és miR-26a Myc-medialt gatlasa all [156]. B-sejtes akut
lymphoblasztos leukémidban az EZH2 fokozott expresszidja jol korreldl a tumor
szuppresszor gén p2l, p53 és PTEN csokkent szintjével [166]. Monoklonalis
gammopathidban €s myeloma multiplexben szintén ismert, hogy az EZH2 fokozottan
expresszalodik [167]. A hematologiai betegségekben —a szolid tumorokkal ellentétben-
az EZH?2 fokozott expresszidjanak hatterében nem génamplifikacié all, hanem pozitiv
szabalyozoéinak fokozott miikodése. DLBCL-ben és follikularis lymphomaban emellett

ismert a gén katalitikus domainjében az EZH2-t aktivalé mutacio jelenléte [168].

1.3.4. Az EZH2 szerepe a CLL-ben

Az EZH2 szerepe a CLL patomechanizmusdban nem tisztazott. Kemenade és
mtsai. kimutattak, hogy CLL-ben a Ki-67 pozitiv nagyméretii tumorsejtek expresszaljak
az EZH2-t [148].

Az EZH?2 overexpresszioja CLL-ben ismert és dsszefliggésbe hozhatd a rosszabb
prognozissal. Azokban a CLL-es betegekben, akiknek lymphocyta szamuk a periférias
vérben emelkedett, illetve magas ZAP-70 expressziét mutatnak vagy kromoszoéma

eltérés igazolhaté, magasabb az EZH2 expresszioja [169]. Mas tanulmanyokban az
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EZH2 magasabb expressziojat figyelték meg azokban az esetekben ahol az IgHV gén
nem voltmutalt [170, 171].

Az EZH2 expresszidjat egyes mikroRNS-ek is befolyasoljak. A NM, rosszabb
prognozisi CLL-es betegekben az EZH2 overexpresszidjat a miR-101 csokkent
expresszidjaval hozzak Osszefiiggésbe [119]. Szolid tumorokon végzett vizsgalatokkal
igazoltak, hogy az EZH2 egyik negativ szabalyoz6ja a miR-26a [172]. Kopparapu és
munkatarsai vizsgalataikban azt talaltdk, hogy a rosszabb prognozisi EZH2
overexpressziot mutaté CLL-es betegek miR-26a expresszidja csokkent, és feltételezik,
hogy az EZH2 expresszi6 egyik negativ szabalyozo6ja CLL-ben is a miR-26a [124].

Mas tanulmanyok szerint az EZH2 expressziojat mikroRNS-ek mellett szamos
mas molekula is szabalyozza, pl. a c-Myc, E2F1, és Rb [50, 173-176]. A c-Myc az
EZH2 expressziojat fokozza az 6t negativan szabalyozo miR-26a gatlasaval [173]. A c-
Myc fokozott expresszidjat szintén kimutattak korabban a CLL/SLL PF-aiban [50]. A c-
Myc ugyanakkor az E2F1 transzkripcios faktort is aktivalja [174], mely ugyancsak
serkenti az EZH2 expressziot [153]. Az E2F1 szabalyozasaban a tumorszuppresszor Rb
fehérje is részt vesz; a foszforilacidé révén inaktivaloddo Rb (pRb) elengedi és ezaltal
aktivalja az E2F1-et [176, 177]. Ismert az is, hogy az SNF5 (SMARCBIl-et is
tartalmazo protein komplex) az EZH2 expressziojat gatolja, ezért ennek hianya esetén
egyes lymphomak progresszidja gyorsul [178].

Non-Hodgkin lymphomakban az EZH2 mutaci6 megjelenése viszonylag
gyakori: DLBCL-ban 9,7-22%-ban, FL-ban pedig 7-22%-ban szamithatunk jelenlétére.
A vizsgalt esetekben a muticio a 641-es aminosavat €rintette: fizioldgidsan ezen a
helyen tirozin épiil be a fehérjébe, FL és DLBCL egyes eseteiben azonban
leggyakrabban fenilalanin, ritkabban szerin, aszparagin és hisztidin [168]. FL-ban 3
kiilonb6z6 hot spot mutacio ismert (Y646, A682, and A692) [179, 180]. EZH2 aktivalo

mutaciok CLL-ben jelenlegi tudasunk szerint nem ismertek [181].

1.3.5. Az EZH? terapids jelentosége

Az EZH2 gén és fehérje szabalyozo szerepének megismerése fontos szerepet
jatszott az ellene Kkifejlesztett gyogyszerek megalkotasaban. Az EZH2 expresszio
befolyasolasara szdmos lehetdség van. Transzkripcios szinten lehet gatolni az EZH2-t

Src inhibitorokkal. Ezaltal az EZH2 mRNS és fehérje szintje is csokken [182]. A
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dihidrofolat reduktaz gatld methotrexat szintén csdkkenti az EZH2 expressziojat, ezen
keresztiil pedig tumor szuppresszor géneket serkent, valamint az E-cadherint, melyet az
EZH2 negativan szabalyoz [183]. Transzlacids szinten az EZH2 fehérje szintjének
csokkentése lehetséges kis interferaldo RNS (siRNS) duplex vagy rovid hajti RNS
(ShRNS) segitségével [184, 185]. Az EZH2-t szabalyoz6 miRNS-ek serkentése is
jelentés terapids szempontbdl. Az EZH2 fehérje depléciot eldidézé szerek a
legnépszeriibbek az anti-EZH2 terapidban. A legismertebb a 3-deazaneplanocin A
(DZNep). Ez a szer nem EZH2-specifikus, a PRC2 komplex masik két tagjanak, az
EED-nek és SUZ12-nek a szintjét is csokkenti [186]. A szelektiv EZH2 inhibitor ennél
specifikusabb, igy a nem-tumoros folyamatokban kevésbé érvényesiil a szer gatld
hatdasa. Az EZH2 hiszton-metiltranszferaz aktivitdsanak szelektiv gatldsa a PRC2
komplex lebontasa nélkiil igéretes szer lymphomakban, vad tipusu és mutans EZH2
esetén is hatasos [187]. Az EZH2 mutacié malignus hematologiai betegségekben
gyakori, ezekben a daganatokban a mutans EZH2 szelektiv gatloi lehetnek hatékonyak
[188]. A hiszton-metiltranszferazok mindegyike a metil-donor SAM-et (S-
adenosylmethionine) hasznalja kofaktorként, de a metil-donorok szerkezetiikben
eltérnek, ami lehetéséget ad specifikus EZH2 HMTaz aktivitdst gatld szer
kifejlesztésére [187].

Az EZH2, illetve a PRC2 komplex hatasmechanizmusa kapcsan még nem
a komplex.
A HOTAIR (HOX antisense intergenic RNA) hosszi nem-kodolé RNS (IncRNA, long
non-coding RNA) fontos szerepet jatszik a génszabalyozasban. Feladata specifikus
kromatin régiok megjel6lése, ami lehetévé teszi a PRC2 komplex szamara a dokkolast.
A HOTAIR-EZH2 interakci6 jelentdsége nagy, ugyanis a HOTAIR fokozott
expressziojat szamos szolid tumorban kimutattak és ez célzott terapia alapjat képezheti
[189]. Az EZH2-t a CDKI1 ¢és -2 (ciklin-dependens kinaz 1 és 2) foszforilalja és a
foszforilacié kovetkeztében fokozodik a HOTAIR-EZH2 kotédés [190]. A folyamatnak
megfelelé domainen torténd foszforilacid gatlas szintén terapias jelentdségii lehet [191].
Az EZH2 fehérje tobbszordsen foszforilalt. Foszforilacid révén a fehérje aktivitasa

befolyasolhato, tobbek kdzott a metiltranszferaz aktivitasat lehet csokkenteni [192].

Osszességében elmondhato, hogy a pszeudofollikulusok kiilonleges struktirak a

CLL/SLL-es nyirokcsomokban, melyeknek kozponti szerepe valdszinisithetd a
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betegség fenntartdsdban €s progresszidjaban, ugyanakkor a bioldgiai sajatossagaik még
kevéssé ismertek. Vizsgalataink alapvetd célja az volt, hogy tovabb karakterizaljuk a
CLL/SLL pszeudofollikulusait ¢és ezzel hozzajaruljunk a betegség pontosabb
megismeréséhez. Elsdsorban arra voltunk kivancsiak, hogy a CLL progndzisat
negativan befolyasold tényezOk koziil egyes mikroRNS-ek és az EZH2 expresszidja

eltér-e a PF-okban a kornyezd, interfollikularis terekhez képest.
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1. CELKITUZESEK

A CLL kialakulasaval ¢és/vagy progresszidjaval Osszefiiggd 19 mikroRNS
expressziojanak Osszehasonlitdsa pszeudofollikularis mintdzatot mutatdé CLL/SLL-
es nyirokcsomok PF és IF teriiletein.

Az EZH?2 fehérje expressziojanak vizsgalata a PF-okban ¢€s az IF terekben.

Az EZH2 transzkripcidjat szabalyoz6 c-Myc, E2F1 és pRb expresszidjanak

vizsgalata a PF-okban és az IF terekben.

Az EZH2 gén aktivalé mutacioinak analizise CLL/SLL-es esetekben.
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I1l. ANYAGOK ES MODSZEREK

I11.1 Beteganyagok

Tanulmanyunkban 15 CLL/SLL-es beteg formalinban fixalt paraffinba agyazott
(FFPE) nyirokcsomo6 biopszias mintajat hasznaltuk. Valamennyi minta diagnozisat az 1.
sz. Patologiai és Kisérleti Rakkutatdo Intézetben allitottak fel a World Health
vonatkoz6 kritériumainak megfelelden, hisztopatoldgiai és immunfenotipus vizsgalatok
alapjan [193, 194].

A szovetmintdk az elsddleges diagndzisbol, a kezelések el6tti iddszakbol
szarmaztak. Mikroszkopos vizsgalattal minden CLL/SLL-es nyirokcsom6é minta
pszeudofollikularis mintazatot mutatott. A betegek nemi aranya kiegyenlitett volt,
vizsgalatainkba 7 n6 és 8 férfi szovetmintajat vontuk be. A diagndziskor a median
¢letkor 58,47 év (40-78 év) volt. Vizsgalataink ideje alatt egyik betegnél sem mutattak
Ki high-grade transzformaciot. A legutobbi utankovetés soran a 15 beteg koziil kettdben
Richter transzformacio (3. és 4. esetek), mig 1 esetben prolymphocytas transzformacio
(6. eset) fejlodott ki. A betegséggel Osszefiiggd halalozast nem dokumentaltak. A
betegek prognosztikai szempontbol jelentds kromoszoma eltéréseinek (del13q, dell7p,
delllq és tril2) FISH vizsgalati eredményei mind a 15 esetben rendelkezésre alltak,
mivel ezeket a CLL diagndzisa soran az intézetben rutinszeriien elvégzik. A betegek
fontosabb klinikai adatait (nem, életkor a diagnoziskor, FISH vizsgalatok eredményei) a
4. tablazat foglalja dssze.

A vizsgalataink elvégzéséhez etikai engedéllyel rendelkeztink (TUKEB-
1552012).

111.2 MikroRNS expresszio vizsgalat kvantitativ valos-ideji polimeraz
lancreakcidval

Munkénk soran 19, az irodalmi adatok alapjan a CLL kialakulasaval és/vagy
progresszidjaval 0sszefliggésben all6 mikroRNS (miR155, -150, -29c, -26a, -181a, -21,
-15a, -16, -34a, -221, -222, -223, -101, -93-5p, -650, -92, -142-3p, -142-5p, -15b)
expressziojat vizsgaltuk TagMan® MicroRNA Assay (Life Technologies) segitségével,

kvantitativ valos-idejii polimeraz lancreakcioval (kvantitativ real-time PCR, qRT-PCR).
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A mikroRNS-ek expressziojat 15 pszeudofollikularis mintazatot mutat6 CLL/SLL-es
nyirokcsomé 1ézermikrodisszekcioval szeparalt PF és IF tereiben kiilon-kiilon
meghataroztuk. A mikroRNS expresszios vizsgalatok folyamatat a 9. abra foglalja

Ossze. A vizsgalat egyes 1épéseit a kdvetkezo alfejezetekben részletesen ismertetem.

4. Tablazat. A betegek klinikai adatai és a kromoszoma
vizsgélatok eredményei
Klinikai adatok FISH

Esetszdm Nem Eletkor Vizsgélatok
diagnoziskor ~eredményei

1 F 52 nincs eltérés

2 F 40 nincs eltérés

3 F 59 delllq

4 N 70 del6q

5 F 50 delllq, del13q
6 F 49 delllq, del13q
7 N 69 dell5p

8 N 58 delllq, del13q
9 F 49 nincs eltérés
10 F 70 delllq

11 N 78 delllq

12 N 58 tril2

13 F 49 dell7p

14 N 76 dell7p

15 N 50 nincs eltérés

del, delécid; F, férfi; FISH, fluoreszcens in situ hibridizacio; N, nd;
tri, triszOmia

111.2.1. Lézermikrodisszekcio

A 15 CLL/SLL-es FFPE nyirokcsomd biopszids mintabol mikrotommal
specialis UV-kezelt (254 nm-es UV fény, 30 percig) membranos lemezre (Membrane
Slide 1.0 PEN, Carl Zeiss, Jéna, Németorszag) 2-2 db félvékony metszetet készitettiink.
A metszeteket 100%-0s xilol, majd leszall6 etanol sor segitségével deparaffinaltuk.
Ezutan a metszeteket nukledz mentes desztillalt vizzel oblitettiikk, majd metilénkékkel

festettik.
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Leica 1ézer mikrodisszektor segitségével kb. 5-5000 sejtet izolaltunk a PF-okbdl és az
IF terekbdl a gyartod eldirasanak megfeleléen. Az izolalt sejteket Eppendorf csovekbe

gylijtottiik, és a tovabbi felhasznalasig (2-3 napig) -70 °C-0s hémérsékleten taroltuk.

0

£ PCR

D0

DO

N

9. abra. A mikroRNS expresszio vizsgalatanak folyamata. A mikroRNS expresszio
vizsgélatahoz elészor a CLL/SLL nyirokcsomokbdl 1ézermikrodisszekcid segitségével
PF ¢s IF teriileteket szeparaltunk, majd az 6sszegyljtott sejtekbdl RNS-t izolaltunk. Az
RNS-bdl reverz transzkripcioval cDNS-t szintetizaltunk, majd preamplifikaciot
kovetden elvégeztiik a valds-idejii PCR reakcidt. A relativ expresszios szinteket ACt
modszer segitségével hatdroztuk meg. Roviditések: IF, interfollikularis tér; LCM,
lézermikrodisszekcid; PF, pszeudofollikulus; preamp, preamplifikacio; RT, reverz
transzkripcid; QRT-PCR, kvantitativ valds-ideji polimeraz lancreakcid

111.2.2. RNS izoldlas

A mikrodisszekcio soran szeparalt PF ¢és IF teriiletekbdl szarmazo
tumorsejtekbdl teljes RNS izolalast végeztiink a RecoverAll™ Kit (Life Technologies)
segitségével a gyarto utasitasai szerint.

Eldszor 400 pl emésztd puffert (Digestion Buffer) és 4 ul proteazt mértiink a
csovekbe. Ovatos keverés utan 3 6ran keresztiil 50 °C-os hdmérsékleten inkubaltuk a
mintakat. Inkubalas utan 480 pl Isolation Additive-ot mértiink a mintakhoz. Vortexelést
kovetéen 1,1 ml 100%-os etanolt mértlink a mintara és Ovatosan megkevertiik. A
gyljtdcsovekbe filtert helyeztiink, a filterekre a mintakbol 700-700 pl-t pipettaztunk. A
csoveket 10 000 g fordulatszamon 30-60 masodpercig centrifugaltuk, hogy az anyag a
filteren athaladjon. A filtert kivéve a csé aljan Osszegyllé folyadékot eltavolitottuk.
Ezeket a 1épéseket addig ismételtiik, mig a minta egészét atsziirtiik a filteren. Ezutan
700 pul Wash 1 mosofolyadékot mértiink az oldatra. 30 masodpercig tartd centrifugéalas
kovetkezett 10 000 g-vel. 500 ul Wash 2/3 mosofolyadékot pipettaztunk a filterre és
azonos koriilmények kozott ismét centrifugdltunk. DN-4z mixet készitettiink:
mintanként 6 pl 10x DN-4z puffert, 4 ul DNazt és 50 pl nukledz mentes vizet mértiink

0ssze. A mixbdl minden filterre 60 pl-t mértiink egyenként, majd ezt kdvetden szobahdn
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30 perces inkubélas kovetkezett. Ujabb 700 ul Wash 1-et mértiink a filterre, 30-60
masodpercig inkubaltunk, majd 30 masodpercig 10000 g-vel -centrifugaltunk.
Ismételten 500 pl Wash 2/3 oldatot mértiink a filterre, 30 masodpercig centrifugaltunk,
majd ezt a Iépést megismételtik. Mindezek utdn 10000 g-vel 1 percen at
centrifugéltunk és a cs6 aljan Osszegytlt folyadékot ledntottiik, mig végiil az dsszes
folyadék eltavolitasra keriilt. Végezetiil a filtert Gj gy(ijtdcsébe helyeztik, a filter
kozepére 60 pl Elution Solution elucids oldatot pipettaztunk és 1 percig maximum
sebességgel centrifugaltunk. A reverz transzkripcidig -70 °C-os hémérsékleten taroltuk

a mintakat.

111.2.3. Reverz transzkripcio

Az izolalt teljes RNS-bol a vizsgalni kivant miRNS-ek CDNS-sé torténd
atirasahoz el6szor un. primer poolt készitettink. A primer pool tartalmazta a
vizsgalandé miRNS-ek specifikus reverz transzkriptaz primerét, amelynek kiilonleges,
stabil, un. ,,stem-loop” szerkezete van. A stem-loop primer megndveli a szintetizal6do
cDNS hosszat, és optimalizalja az olvadasi homérsékletet [195]. Vizsgalatainkhoz
referencia, vagy un. haztartasi (,,house-keeping”) génként az RNU48 és U6 snRNS-eket
hasznaltunk, mert ezek expresszidja a lymphoid szovetekben egyenletes [12, 119, 195,
196]. A primer pool Osszetétele az assay azonositokkal az 5. tablazatban talalhato.

A kovetkezd 1épés a reverz transzkriptaz mix elkészitése volt. Ennek Osszetétele
I mintara vonatkoztatva a 6. tablazatban lathatdo. Az Osszemérés soran 12,5%-0S
veszteséggel szamoltunk.

A reverz transzkriptaz reakcié mixbdl esetenként 10,99 pl-t mértiink az eddig -
70 °C-os hémérsékleten tarolt RNS mintakhoz (4,01 uL) majd a 2720 Thermal Cycler
(Applied Biosystems, Life Technologies) késziilekkel elvégeztik a reverz
transzkripciot. A folyamathoz sziikséges RT hdprofil a 7. tablazatban lathatd. A

szintetizalt mintakat a tovabbi felhasznalasig -70 °C-os hdmérsékleten taroltuk.

111.2.4. Preamplifikacio

Mintdink RNS tartalma alacsony volt, ezért eldsokszorozast (preamplifikaciot)

végeztiink a TagMan® PreAmp Master Mix Kit (Applied Biosystems) segitségével.
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Ehhez elsé 1épésként a vizsgalanddo miRNS-ek specifikus primereit tartalmazo
preamplifikaciés primer poolt készitettiink. Az 5. tdblazatban felsorolt primereket
hasznaltuk, a 21 kiilonbozé6 20x TagManAssay miR 2,5 pl-jét 250 pl

végkoncentracioban.

5. Tablazat. Reverz transzkriptaz primer pool

=
~

Reverg transzkriptaz primer pool

5x RT primer miR-155 (Assay ID 002623)

5x RT primer miR-150 (Assay ID 002637)

5x RT primer miR-29c (Assay 1D 000587)

5x RT primer miR-26a (Assay 1D 000405)

5x RT primer miR-181a (Assay 1D 000480)
5x RT primer miR-21 (Assay ID 000397)

5x RT primer miR-15a (Assay ID 000389)

5x RT primer miR-16 (Assay ID 000391)

5x RT primer miR-34a (Assay ID 000426)

5x RT primer miR-221 (Assay ID 000524)

5x RT primer miR-222 (Assay ID 002276)

5x RT primer miR-223 (Assay 1D 002295)

5x RT primer miR-101 (Assay ID 002143)

5x RT primer miR-93-5p (Assay ID 001090)
5x RT primer miR-650 (Assay ID 001603)

5x RT primer miR-92 (Assay ID 000431)

5x RT primer miR-142-3p (Assay ID 000464)
5x RT primer miR-142-5p (Assay 1D 002248)
5x RT primer miR-15b (Assay ID 000390)

5x RT primer RNU-48 (Assay ID 001006)

5x RT primer U6 snRNS (Assay ID 001973)
IX TE 395

Osszesen 500
miR, mikroRNS; RT, reverz transzkriptaz; SNnRNS, small
nukleotid RNS; TE, Tris-EDTA

ggjojorjorjorjorjorjorjorjorforforfolrjorforjfolrjfor|ol| ool ol
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6. Tablazat. Reverz transzkriptaz reakcid mix

1
Reverz transzkriptaz reakcio mix minta
(ul)
RT primer pool 6,00
dNTPs with dTTP (100 mM) 0,30
MultiScribe Reverse Transcriptase (50 U/ul) 3,00
10X RT Buffer 1,50
RNase Inhibitor (20 U/ uL) 0,19
Total Mix 10,99

7. tablazat. RT

héprofil
16 °C 30 perc
42 °C 30 perc
85°C 5 perc
4°C o0

A 8. tablazatban lathato a preamplifikdcids reakcid mix 1 mintara vonatkoztatva. Az

elkészitésénél 12,5%-os veszteséggel szamoltunk.

8. Tablazat. Preamplifikacios reakcid mix

er oo oo 1 minta
Preamplifikacios reakcio mix (ul)
TagMan PreAmp MM (2x) 12,5
PreAmp primer pool 3,75
Nukleaz mentes viz 6,25
Total Mix 22,5

Kovetkezd 1épésként a cDNS mintdinkbol 2,5 pl-t mértink 6ssze 22,5 pl

preamplifikacios reakcié mix-szel egyenként. A 2720 Thermal Cycler (Applied

Biosystems, Life Technologies) késziilék segitségével elvégeztiik az elésokszorositast a

9. tablazatban szereplé héprofil mellett.
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9. Tablazat. A preamplifikacié hdprofilja

95°C 10 perc -
55°C 2 perc -
72°C 2 perc -
95°C 15 m.perc 12 ciklus
60 °C 4 perc

99,9°C 10 perc -
4°C 0

m-perc, masodperc

A folyamat végén a mintakhoz 175 pl I1x Tris-EDTA-t (TE) adtunk egyenként, majd a
higitott mintakat -70 °C-on taroltuk a tovabbi felhasznalasig.

111.2.5. Kvantitativ valds-idejii polimeraz lancreakcio

A mIiRNS-¢k relativ expresszidjanak meghatarozasahoz kvantitativ RT-PCR
reakciot végeztink az ABI Prism 7300 Sequence Detection System (Applied
Biosystems) késziilék segitségével.

A TagMan® proba koriilbeliil 15-30 bazisparbdl allo oligonukleotid. A proba 3’
végén un. ,,quencher” nem-fluoreszcens (,kiolto”) molekula, mig 5° végén un.
,reporter” fluoreszcens (,.festék”) molekula taldlhatdo. A TagMan® proba a target
génszakasszal komplementer, nagyjabol a génszakasz kozépsd részéhez kotddik. A
Lreporter” €s a ,,quencher” molekulak fizikai kozelsége miatt a ,,quencher” kioltja a
»reporter” fluoreszcencidjat mindaddig, amig a proba intakt. A reakci6 a folyamat soran
olyan 5’ exonukledz aktivitdssal rendelkez0 DNS polimerdz enzimet hasznél, mely a
probat el tudja hasitani. A hasitaskor a két fluorokrom annyira tavol keriil egymastol,
hogy a ,,quencher” molekula gitlo hatasa megsziinik és a ,reporter” molekula altal
kibocsatott floureszcens jel detektalhatova valik. Ez a folyamat csak akkor megy végbe,
ha a proba tud kotddni a target régiohoz, és a reakcido soran amplifikdlodik. A
kvantitativ RT-PCR reakcio elméleti alapja a 10. abran lathato [197]. A detektalhato jel
mind a keletkez6é PCR termék mennyiségével, mind az atirt cDNS mennyiségével, mind

a mintdban levé RNS mennyiségével aranyos.
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A gRT-PCR soran minden mintabdl 2 parhuzamos reakciot készitettiink. E16szor
az RT-PCR reakcié mixet mértiikk 6ssze (10. tdblazat), majd Osszeallitottuk a RT-PCR
reakcidelegyet (11. tablazat).

Belsé kontrollként RNU-48 ¢és U6 snRNS-t hasznaltunk minden esetnél. A
reakcid hdprofilja a 12. tablazatban olvashato.

A gRT-PCR soran nyert adatokat a Sequence Detection Software version 1.3
(Applied Biosystems) programmal elemeztiik. A kiértékelés soran az eredményeket 0n.
,threshold cycle” (Ct) értékek formajaban kaptuk. A Ct érték azt a ciklus szamot jel6li,
ahol a relativ fluoreszcencia-szint eléri az altalunk megadott kiiszobértéket. Ez a reakcio
elsd, exponencialis szakaszaban torténik meg. Ebben a szakaszban az amplifikacio

hatékonysaga még nagy és konstans (11. abra).
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10. abra. A kvantitativ RT-PCR reakcio elméleti alapja. 1. A primerpar bekotédik az
amplifikdlandé génszakasz két végéhez, a proba pedig a génszakaszon beliil az egyik
szalhoz. Fluoreszcens jel nem detektalhatd; az R és a Q molekulak kozel vannak
egymashoz. 2. A reakcio eldrehaladtdval a DNS polimeraz enzim az 5’ exonukleaz
aktivitasa segitségével hasitja a probat, igy megsziinik a Q molekula gatlé hatasa. 3. Az
R molekula fluoreszcenciaja er6sodik, detektalhatova valik [197].
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10. Tablazat. RT-PCR reakcio mix

RT-PCR reakcid mix 1 minta
()
Higitott PreAmp product (cDNS) 0,2
TagMan Universal MasterMix Il, No 10
AmpErase, UNG (2x)
Nuklaz mentes viz 8,8
Total Mix 19
11. Tablazat. RT-PCR reakcidelegy
RT-PCR reakcio L minta
(u)
RT-PCR reakcié mix 19
20x TagMan Assay miR 1
Total Mix 20

12. Tablazat. RT-PCR héprofil
10 perc 95°C -
15 m.perc 96 °C 50

60 m.perc | 60°C | ciklus

m.perc, masodperc

Minél nagyobb a miRNS kiinduldsi koncentracidja, annal alacsonyabb ciklusszdm
mellett lehet a fluoreszcenciat detektalni, azaz minél kisebb a Ct érték, annal nagyobb
volt a miRNS-ek mennyisége.

A kiértekelésnél a két parhuzamos reakcié Ct értékeinek atlagat hataroztuk meg
¢és a tovabbiakban az atlag Ct értékekkel szamoltunk (az egyszeriiség kedvéért Ct-vel
jeloljik az atlag Ct értéket is). A vizsgalatok soran hasznalt két referencia gén (RNU-48
€s U6 SnRNS) koziil az U6 snRNS expresszidja egyenletesebb eloszlast mutatott, ezért a

tovabbi szamitasoknal bels6 kontrollként ez
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Ciklusok szima
zel szamoltunk. A kontrollhoz valé normalizalas 1ényege, hogy elkeriiljiik az egyes
mintdk kiinduldsi mennyiségei kozotti eltérésekbdl adodo kiillonbségek valods értékként
vald kezelését.

Kovetkezd 1épésként kiszamoltuk a delta Ct (ACt) értékeket minden mintara (15
eset PF és IF teriiletei), vagyis minden egyes miRNS Ct értékét kivontuk a bels
kontrollként hasznalt U6 snRNS Ct értékébdl mintanként:

ACt(minta_IF) = Ct us(minta_IF) - Ct miR(minta_IF)

ACt(minta_pF) = Ct us(minta_PF) - Ct miR(minta_PF)
Ez a relativ érték mutatja, hogy az adott miRNS egy mintaban a belsd, stabilan
expresszalodo kontrollhoz képest milyen mértékben expresszalodik.
Mivel a PF és IF teriiletek kozotti expresszid kiilonbségekre voltunk kivancsiak az
érteke kozotti eltérés, a tovabbiakban a ACt értékekkel szamoltunk. Az eredmények

abrazolasanal is az irodalmi ajanlasok alapjan a ACt értékeket tiintettiik fel [198, 199].

111.3 Immunhisztokémiai vizsgalatok

Az immunhisztokémiai vizsgalatok elvégzéséhez Novolink™ (Novocastra)

rendszert hasznaltunk.
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15 pszeudofollikularis mintazatot mutaté CLL/SLL-es nyirokcsomé FFPE
biopszids mintabol Spum vastagsdgi metszeteket készitettiink. A metszeteket xilol
oldattal, majd leszallo6 etanol alkohol sor segitségével deparaffinaltuk. Az
antigénfeltarast hagyomanyos kuktdban végeztiik citrat pufferben (pH= 6,1), 6sszesen
42 percig. TBS-sel torténd oOblités utan az endogén peroxidaz gatlasa céljabol a
metszeteket 15 percig 1,5%-0s H2O> metanolos oldataba tettiik. Ujabb TBS 0blitést
kovetéen az aspecifikus antitest-kotédés elkeriilése végett a kit ,,Protein Block”
komponenével inkubaltuk a metszeteket 10 percig. Ezutan 2x5 perces TBS-sel valo
mosas kovetkezett, majd a 13. tdblazatban 1év6 antitesteket hasznaltuk az ott lathatd
higitasban. Az elsddleges antitesteket egy éjszakan at inkubaltuk. Mésnap ujabb 2x5
perces TBS-es oblités utdn a ,,Post Primary” komponenssel 30 percig inkubaltunk.
Ujabb 6blités kovetkezett, majd utana a ,,Novolink™ Polymer” komponenssel 30 percig
inkubaltuk metszeteinket. TBS-el torténd oOblités utdn az immunreakciot a DAB
(diaminobenzidin) szubsztrat/kromogén kit segitségével hivtuk eld 2 perces inkubalas

utan. Végiil hematoxilin festékkel festettilk meg a sejtmagokat.

13. Tablazat. Az immunhisztokémiai reakcid végrehajtasa soran alkalmazott antitestek
¢s higitasaik.

Antitest Tipus Klon Gyarté Higitas
Eod BD
EZH2 ger . Clone 11 Biosciences, 1:25
monoklonalis
USA
Egér Clone ]
E2F1 monoklondlis KH95 Abcam 1:50
Egér Thermo .
(P)Rb monoklondlis Clone 1F8 Scientific 1:50
C-MYC Nyal 1 Clone Y69 Abcam 1:50
monoklonalis

A metszeteket a Pannoramic 250 Flash II nagy felbontasu scannerrel (3DHISTECH
Ltd.) digitalisan szkenneltiik, majd a Pannoramic Viewer software 1.15.4 (3DHISTECH
Ltd.) NuclearQuant programja segitségével értékeltiik ki. Szamos, prolymphocytat és
paraimmunoblastot tartalmazo PF, valamint kis lymphocytakat tartalmazo IF teriiletet
jeloltink ki. A kijelolt PF és IF teriileteken beliil kiilon-kiilon 2500-2500 sejtben
értékeltiik a magpozitiv reakciokat. A +, ++ és +++ intenzitasu pozitivitast egyarant

pozitiv reakcioként értékeltiik.
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111.4 Az IgHV és EZH2 gének szekvencia vizsgalata

Az IgHV és EZH2 (16-0s és 18-as exon, ismert aktivaldé mutaciok) gének
mutacios statuszat direkt szekvenalassal vizsgaltuk meg, mely sordn a DNS izolalast
kovetd PCR amplifikacio utdn kovetkezett a Sanger-féle szekvenalas. A munka menetét

a 12. ébra foglalja 6ssze.

I11.4.1. DNS izoldlas

A nyirokcsomokbol genomialis DNS-t izolaltunk a RecoverAll Kit (Ambion,
Life Technologies) segitségével a gyartd utasitasainak megfeleléen. Az Eppendorf
csovekbe metszett mintakhoz 100%-0s xilolt adtunk, elkevertiik, majd 3 percig 50 °C-
on inkubaltuk. Ezt 2 perces centrifugalas kovette maximalis sebességgel, majd a xilolt
ledntottiik. 2x1 ml 100%-os etanollal mostuk a pelletet. Szobahdn torténd szaritas utan a
maradék etanolt eltavolitottuk. Ezutdn mintainkhoz hozzaadtuk az emészté puffert
(Digestion Buffer) és a protedzt. Ezt 16 6ras inkubacio kovette. Ezutan a mintdkhoz 120
ul Isolution Additive-t és és 275 ul 100%-os etanolt adtunk. Az elegyet jol
Osszekevertilk, igy fehéres zavaros oldatot kaptunk. A gyiijtdcsdvekbe egy-egy filtert
helyeztiink és pipettaval minden mintabol 700 pl-t mértiink a filterre. 10 000 g-vel 30
masodpercig centrifugaltuk, majd a feliiliszot eltavolitottuk. 700 pl Wash 1
mosoéfolyadékkal oblitettiink, 30 masodpercig 10 000 g-vel centrifugaltunk, majd
leontottiik az Osszegytilt folyadékot. Ezutan 500 pul Wash 2/3 folyadékot adtunk a

mintdhoz, majd ujabb centrifugalas utan ismét ledntottiik a folyadékot.
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12. abra. A mutacié analizis folyamata. A muticiok analiziséhez el0szor a
nyirokcsomd mintakbol DNS-t izolaltunk, majd az Aaltalunk vizsgalni kivant gén
régiokat PCR technikaval amplifikaltuk. A megtisztitott termékeket kapillaris
elektroforézissel megszekvenaltuk, majd a kapott szekvencidkat kielemeztiik.
Roviditések: PCR, polimeraz lancreakcio.
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A kovetkezO 1épés az RN-az mix elkészitése volt. A 10 pul RN-azhoz adtunk 50 ul
nukleaz mentes vizet, 1 mintara vonatkozolag. A mintakat a hozzéadott RN-az mix-szel
30 percig inkubaltuk szobahdén. Ujabb 700 pl Wash I hozzdadasa utdn 1 perces
szobahOn torténd inkubalds kovetkezett. Utana centrifugdlds, az Osszegytlt folyadék
eltavolitasa, majd ismét a Wash 2/3 folyadékkal valdé mosas €s centrifugalas kovetkezett
a fentebb leirt modon. A filtert 4j gytjtéesébe helyeztiikk. 60 ul el6zetesen 95 °C-ra
melegitett Elution Solution-t (eludlé oldatot) mértiink a filterre, majd 1 percig
inkubaltuk szobahdn. Végiil 1 percig maximalis sebességgel centrifugaltunk. Az igy
izolalt DNS-mintakat a tovabbi felhasznalasig 4 °C-on taroltuk. A 15 esetbdl 14-ben
tudtunk DNS-t izolalni, az egyik mintabdl (15. eset) a DNS izolalas sikertelen volt a

rendelkezésre allo kis mennyiségili szovet miatt.

111.4.2. Az IgHV és EZH?2 gének PCR amplifikdcioja

Mind az IgHV, mind az EZH2 gén PCR amplifikacidjahoz az AmpliTaq Gold®
kitet (Applied Biosystems) hasznaltuk, a reakciok az Applied Biosystems® 2720
Thermal Cycler (Life technologies USA) PCR késziilékben zajlottak le. A PCR
reakciokhoz 1 pul DNS templatot hasznaltunk 25 pl végtérfogatban. A PCR reakcid

Osszetétele 1 mintara a 14. tablazatban lathato.

14. Tablazat. A PCR reakci6 Osszetétele

Komponens mennyiség/cso
AmpliTaq Gold mix 12,5 ul
Forward Primer 1 ul
Reverse Primer 1 ul
Desztillalt viz 9,5 ul

Az IgHV gének PCR amplifikicidjdhoz sense primerként az IgH gén

crer

tervezett konszenzus primert hasznaltuk [200]. A PCR reakcié soran kb. 300-400
bazispar hosszsagl termékeket kaptunk az adott mintdban detektalhatd IgHV géncsalad
tipusatol fliggéen. A PCR termék tartalmazta az Ig gén FR1, CDR1, FR2, CDR2 ¢és FR3
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régidit. Az amplifikaciot elészor a CLL-ben ismerten gyakrabban jelen 1évé VHLI, -3 és
-4 régidk primereivel végeztik el. Mivel minden esetiinkben € 3 régid valamelyike
kimutathaté volt, a tovabbi, VH2, -5 és -6 régiok primereivel amplifikaciot és
kovetkezményes szekvenalast nem végeztink. A reakcidkhoz hasznalt primerek

szekvenciaja és olvadaspontja a 15. tdblazatban talalhato.

15. tablazat. Az IgHV gének amplifikacidjanal és szekvenaldsanal alkalmazott
primerek szekvenciaja és olvadaspontja

gén régio primer szekvencia olvadaspont
VH1-FR1 | 5’-GGC CTC AGT GAA GGT CTC CTG CAA G-3’ 63 °C
VH3-FR1 | 5’-CTG GGG GGT CCC TGA GAC TCT CCT G-3’ 66 °C
VH4-FR1 | 5°-CTT CGG AGA CCC TGT CCC TCA CCT G-3’ 65 °C

Ju consensus 5'-CTT ACC TGA GGA GAC GGT GAC C-3' 54 °C

crer

az Integrated DNA Technologies (IDT) PrimerQuest Tool programja segitségével
terveztik és a Bio-Science Kft.-n keresztil az IDT-t6l rendeltik. A primerek

szekvenciaja €s olvadaspontja a 16. tablazatban olvashato.

16. Tablazat Az EZH2 gén amplifikdcigjanal és
szekvenalasanal alkalmazott primerek szekvencidja és
olvadaspontja

gén régio primer szekvencia
EZH2 E16 F | 5-CTA-TTG-CTG-GCA-CCA-TCT-GA-3'
EZH2E16 R | 5-CAG-TGC-CTT-ACC-TCT-CCA-CA-3'
EZH2 E18F | 5-TCA-CTG-GGC-TGT-GCT-TAC-TTT-3'
EZH2 E18 R | 5-CCT-TTT-GCA-TAG-CAG-TTT-GGA-3'

A PCR amplifikaciés reakciok héprofiljait a 17. tablazat mutatja be.
Az anellaciés homérsékletet a primerek olvadaspontjanak figyelembevételével
hataroztuk meg. Az anellacidos homérséklet az IgHV-1 és -3 esetében 58 °C, IgHV-4
esetében 55 °C, EZH?2 exon 16 és 18 esetében 58 °C volt.
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17. tablazat. Az IgHV és EZH2 génamplifikécié hoprofilja

1épés homérséklet ido ciklus
kezdeti denaturacio 95 °C 10 perc -
denaturacio 95°C 30 m.perc
anellacio 55/58 °C 45 m.perc 35
extenzid 72 °C 45 m.perc
végso extenzid 72°C 5 perc -

m.perc, masodperc

111.4.5. A polimeraz lancreakcio soran nyert termék detektdldsa

Az amplifikalt termék elvélasztasa és detektilasa agardz-gélelektroforézissel
tortént. A futtatdshoz 2%-0S, GelRed®-et tartalmazd agardz gélt készitettink (2 g
agar6z, 100 ml 1x TAE puffer, 2 pul GelRed®). Futtaté pufferként 1x TAE oldatot (10X
TAE torzsoldat: 0,4 M TRIS, 0,2 M ecetsav, 0,01 M EDTA) hasznaltunk. A futas 120 V
fesziiltségen zajlott 50 percig. A migracios mintdzat detektalasat a Kodak 4400 MM
(Eastman Kodak Company, Rochester, NY, USA) géldokumentéacios rendszerrel

végeztik.

111.4.6. A polimeraz lancreakcio sordn nyert termék tisztitisa

A tisztitasi 1épés lényege, hogy a reakcioelegybdl eltavolitsuk a feleslegben
megmaradt és a tovabbiakban zavard6 komponenseket (ANTP-k, primerek). A PCR
termékek tisztitisahoz az enzimatikus EXOSAP-IT™ (Thermo Fisher Scientific)
modszert alkalmaztuk, a gyarto eldirasai szerint. A reakcid soran a feleslegben maradt
nukleotidok és primerek hidrolizissel bomlanak le. Mintanként 5 pl PCR termékhez 2 pl
EXOSAP reagenst mértiink. A reakciok az Applied Biosystems® 2720 Thermal Cycler
(Life technologies USA) késziilékben zajlottak le, a kovetkezd héprofillal: 37°C 15 perc
¢és 80°C 15 perc. A tisztitott terméket tovabbi felhasznalasig 4 °C-on taroltuk.
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111.4.7. A szekvendlo reakcio

A szekvenal6 reakcidhoz a Big Dye Terminator 3.1 (Applied Biosystems) kitet
hasznaltuk, a gyartd elbirasai szerint. A PCR termékek direkt szekvenalasat mindkét
iranybol elvégeztiik.

A szekvendld reakcid (cycle sequencing) egy egyirdnyl PCR reakcio és a
Sanger-féle dideoxi elven alapul. A 4 féle dideoxi nukleotid 4 kiilonb6zd fluoreszcens
festékkel jelolt. A reakcid soran a DNS-polimeraz enzim a 2’-3” dideoxi nukleotidokat
is beépiti a lancba, és ahol egy dideoxi analog beépiil, ott a DNS szintézis terminalodik.
Ennek oka, hogy a dideoxi nukleotidnak nincs 3’-OH csoportja, igy a soron kdvetkezd
nukleotid nem tud (a foszfatkotéssel) hozzakapcsolodni. Ennek megfelelden a reakcio
soran kiilonb6zd hosszisagh DNS fragmentek keletkeznek, melyek utolsd eleme
fluoreszcens festékkel jelolt dideoxi nukleotid.

A szekvenald reakci6 az Applied Biosystems® 2720 Thermal Cycler (Life
technologies USA) késziilékben zajlott. A reakcio pontos Osszetétele és az amplifikacio
hémérsékleti paraméterei a 18. illetve a 19. tiblazatban lathatoak. A szekvenalashoz is
a 15. és 16. tablazatban feltiintetett primereket hasznaltuk. A szekvenalasi reakcid utan
10 pl steril desztillalt vizet mértiink az elegyre; a mintakat tovabbi felhasznalasig 4 °C-

on taroltuk.

18. Tablazat. A szekvenald reakcid Osszetétele

osszetevok mennyiség/cso
BigDye Terminator 0,25 ul
BigDye Puffer 1,875 pul
Viz 6,375uL
primer (10 pm) 0,5 ul
PCR termék 1 ul
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19. Tablazat. A szekvenal6 reakcié hoprofilja

1épés hémérséklet | id6é |ciklus
kezdeti denaturacid 94 °C 2 perc -

denaturacio 94°C 30

m.perc
s 0 15

anellacio 55/58°C 25
m.perc
extenzio 60 °C 4 perc

m.perc, masodperc

111.4.8. A szekvendlo reakcio termékeinek tisztitdsa

A feleslegben megmaradt, a kapillaris elektroforézist zavard komponenseket
ismét eltavolitottuk. Ehhez az EdgeBio Performa kitet (EdgeBio, USA) hasznaltuk a
gyart6 elbirasai szerint. A specialis oszlopokat 3 percig 850 g-vel centrifugaltuk. Utana
az oszlopokat tiszta Eppendorf csdvekbe helyeztiik, és az el6z6leg 20 pl-re kiegészitett
szekvenald reakcid terméket ramértiik. Ujabb 5 perces centrifugalas kovetkezett 850 g-
vel. Az eludtum tartalmazta a tisztitott cycle sequencing reakcid terméket, melyet

tovabbi felhasznalasig 4 °C-on taroltunk.

111.4.9. Kapillaris elektroforézis és szekvencia analizis

Mintdinkat az ABI 3500 (Applied Biosystems, USA) genetikai analizator
segitségével futtattuk le és analizdltuk. A nyers adatok értékeléséhez a BioEdit
programot hasznaltuk.

A futtatast 96-lyukt plate-en végeztiik. A plate-be el6szoér 20-20 ul Formamid
reagenst mértiink, majd hozzamértilk a tisztitott terméket. A mintakat 95 °C-on
denaturaltuk 90 masodpercig, majd jégre helyeztiik. Ezutan kovetkezett a futtatas,
melynek soran a késziilék kapillaris elektroforézissel analizalta a fluoreszcensen jeldlt
DNS fragmenteket. A fragmentek un. ,,separation polymer” anyaggal telt kapillarisban
haladnak a katodtol az andd felé. Amikor a DNS-fragment eléri a detektor-ablakot a
kapillarisban, akkor lézer fény gerjeszti a floureszcens festéket és az emittalt fény

hulldmhossza alapjan elkiiloniti az adott fluorokroémoknak megfeleld bazisokat.
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A kapott IgHV gén szekvencidkat az IMGT/V-QUEST (International
ImMunoGeneTics Information System) program segitségével hasonlitottuk az
egészséges donoroktdl szarmazod germline gén szekvencidkhoz. Az IgHV gén
szekvencia analizise soran megkerestik a mintaban el6forduld IgHV génhez
legkozelebb 4all6 germline gént.

Az EZH2 gén szekvenciait az NCBI (National Centre for Biotechnology
Information) GenBank adatbazisban taldlhatd, egészséges donoroktdl szarmazo
referencia szekvencidkhoz hasonlitottuk.

Az elektroferogramokon a mutaciok kettés csucsok formdjaban jelentkeznek,
azaz a vad €s mutans tipust reprezentald bazisok egyiittesen vannak jelen. Ennek az oka
egyrészt, hogy a mutaciok heterozigdta formdban vannak jelen, mdasrészt hogy a

tumorsejtek k6zott vannak mutdciot nem hordozo normal sejtek is.

111.5 Statisztikai analizis

A statisztikai analizist az SPSS 20.0 verziojaval végeztiik, a grafikonokat
Graphpad 5.0 segitségével szerkesztettiik.

A vizsgalt valtozok eloszlasat Kolmogorov-Smirnov teszt segitségével
ellendriztiik. Normal eloszlasu valtozok esetén a kiilonb6z0 csoportok kozotti
Osszehasonlitas sordn fliggetlen mintas t-probat alkalmaztunk, az 6sszetartozo értékeket
pedig paros t-proba segitségével elemeztiik. Mindkét analizis soran kétoldali probat
alkalmaztunk. Azon valtozok esetében, amelyek nem mutattak normal eloszlast, a
csoportok kozotti kiilonbségeket Mann-Whitney U-teszt segitségével elemeztiik, az
Osszetartozo értékek vizsgalata soran pedig Kruskall-Wallis tesztet alkalmaztunk.
Szignifikansnak tekintettiik az eltérést, ha p érték < 0,05 volt.
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V. EREDMENYEK

IV.1. MikroRNS expresszio a CLL/SLL-es nyirokesomék pszeudofolliku-
lusaiban és interfollikularis tereiben

A CLL kialakulasaval és/vagy progresszidjaval kapcsolatba hozhaté6 mikroRNS-
ek koziil 19 expresszidjat hasonlitottuk 6ssze 15 CLL/SLL-es nyirokcsomé PF és IF
tertiletein, kvantitativ PCR reakci6 segitségével.

A relativ kvantifikacié eredményei (20. tablazat) alapjan 4 mMiRNS esetében
talaltunk statisztikailag szignifikdns expresszid kiilonbséget a PF régiokban az IF
teriiletekhez viszonyitva: miR-155 (p=0,005), miR-150 (p=0,009), miR-92a (p=0,011)
és miR-26a (p=0,018) (13. abra).

Az oncomiR-nek tartott miR-155 és miR-92a a PF-ekben szignifikansan
magasabb expressziot mutatott, mig a tumorszuppresszor MiR-150 és miR-26a a PF-

ekben alacsonyabb expressziot mutatott a kornyez6 IF teriiletekhez képest (13. abra).

miR-150 miR-26a
p=0,009 p=0,018
-

o
1

ACt (U6 - miR-150)
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N
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13. abra. A CLL/SLL-es nyirokcsomok pszeudofollikulusaiban szignifikansan
eltéré6  expressziot mutato MIRNS-ek. A miR-150 ¢és miR-26a a
pszeudofollikulusokban (PF) alacsonyabb, mig a miR-155 és miR-92a a PF-ekben
magasabb expressziot mutatott az interfollikularis (IF) teriiletekhez viszonyitva
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mért mikroRNS expressziok osszehasonlitdsa.

miR PF IF p-érték
ACt miR-150 3,65 +£0,62 4,13+ 0,56 0,009
ACt miR-155 3,16 £ 0,90 2,54 +1,13 0,005
ACt miR-92a 0,46 £ 0,68 0,10+ 0,60 0,011
ACt miR-26a (-5,34)+ 2,38 (-4,28)+253 0,018
ACt miR-29c (-4,52)+ 1,64 (-4,00)+0,96 0,166
ACt miR-181a (-6,73) £ 0,95 (-9,65)+ 3,73 0,096
ACt miR-21 (-222)+ 1,09 (-2,54)+1,28 0,360
ACt miR-15a (-587)+ 1,32 (-6,82)+3,20 0,615
ACt miR-16 2,21 +0,54 2,33+0,83 0,493
ACt miR-34a (-6,94)+5,84 (-6,39)+ 5,24 0,826
ACt miR-221 (-4,96)+ 0,74 (-6,39)+2,22 0,328
ACt miR-222 (-0,44)+ 1,22 (-0,43)+0,88 0,965
ACt miR-223 (-1,01)+ 0,79 (-0,86)+0,78 0,206
ACt miR-101 (-1,28) 2,21 (-2,57)+2,88 0,458
ACt miR-93-5p  (-4,54)+ 1,60 (-4,56)+1,46 0,944
ACt miR-650 (-4,73)+£ 1,36 (-529)+3,25 0,563
ACt miR-142-3p 1,10 £ 0,60 0,98 +£0,72 0,314
ACt miR-142-5p  (-3,35)+ 1,22 (-3,11)+1,19 0,402
ACt miR-15b (-434)+ 153 (-3,60)+0,63 0,210

Az értékek atlag + SD formaban vannak feltiintetve. A magasabb ACt értékek
magasabb expressziot reprezentalnak. ACt = Ctus — Ctmir: Ct, az a ciklus
szam, ahol a relativ fluoreszcencia-szint eléri az Aaltalunk megadott
kiiszobértéket; 1IF, interfollikulairs tér; PF, pszeudofollikulus; p-érték,
Student-féle t-teszt szerint.

IV.2. Az EZH2 fehérje, valamint az EZH2 transzkripcidjat szabalyozo c-
Myc, E2F1 ¢és pRb expresszioja CLL/SLL-es nyirokcsomék
pszeudofollikulusaiban és interfollikularis tereiben.

Az EZH2 és az EZH2 transzkripcidjat szabalyozo c-Myc, E2F1 és pRD
expresszio szoveti eloszlasanak tanulmanyozasahoz immunhisztokémiai vizsgalatokat
végeztiink 15 CLL/SLL-es nyirokcsomé mintan. A megfestett ¢és digitalizalt
metszeteken PF és IF teriileteket jeloltiink ki, és a teriileteken beliil kvantifikaltuk a
pozitiv sejtek aranyat. Az +, ++ és +++ intenzitasti pozitiv reakciokat egyarant
pozitivnak  tekintettik. A digitdlis  modszerrel  kvantitaivan  kiértékelt
immunhisztokémiai vizsgalatok statisztikai eredményei a 21. tablazatban lathatoak. A

szabadséagi fokok szamat ,,df ™ jeloli.
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A vizsgalatok eredményeként szignifikansan magasabb expressziot talaltunk a PF-ek
teriiletén mind az EZH2 (p <0.001), mind az 6t szabalyozé E2F1 (p <0.001), c-Myc
(p <0.001) és pRb (p <0.001) esetében az IF régiokhoz viszonyitva (14. abra).
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S 40
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220 1 ,—0.001
o p=0. .
z 1/ A l.
& 1 p=0.001  .* .
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ol - 'o..:o.o s % + a.:‘ ‘: :‘:: : .:. I...-.
0 — e . as

PF IF PF IF PF IF PF IF
c-Myc E2F1 EZH2 pRB

14. abra. Az immunhisztokémiai vizsgalatok kvantitativ elemzésének eredménye.
A vizsgalt 15 CLL/SLL-es nyirokcsoméban a digitalis analizis soran a c-Myc, E2F1,
EZH2 ¢és pRb fehérjék expresszidja szignifikansan magasabbnak bizonyult a PF
teriileteken az IF régiokhoz viszonyitva. A vonalak az atlagértékeket reprezentaljak.

21. Tablazat. A digitalis modszerrel kvantitaivan kiértékelt
immunhisz-tokémiai vizsgalatok statisztikai eredményei

n Atlag (%)£SD df  p-érték
PF 15 11,63£5.83

eMye e 15 2.4722,07 14 p<0.001
PF 14 5.9742.69

<

E2FL k14 2,50+2,10 13 p<0,00L
PF 15 15,56+8.57

EzH2 3 553,95 14 p<0,001

n,  PF 1 36,12423.50 3 <0001

P IF 14 13,2910,51 P<>,

PF: pszeudofollikulus; IF: interfollikularis tertilet, df: degree of freedom
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15. abra. Reprezentativ EZH2 (A, B), E2F1 (C, D), c-Myc (E, F) és pRb (G, H)
immunfestett képek pszeudofollikuliris mintazatot mutaté CLL/SLL-es betegek
nyirokcsomé mintaibél. A digitalis analizis alapjan az EZH2, E2F1, c-Myc és pRb
fehérjék expresszidja szignifikansan nagyobb a pszeudofollikularis (PF) teriileteken az
interfollikularis teriiletekhez viszonyitva. A PF teriileteket az abran piros kdrvonalakkal
emeltiik ki. Az A, C, E és G képeken az eredeti festések digitalizalt metszetei lathatok, a
B, D, F és H képeken ugyanezek a régiok latszanak a digitalis analizis utan (400x-0S

nagyitas

EZH2, E2F1, c-Myc és pRb immunfestett és digitalizalt metsztekrdl a 15. abran lathatok
reprezentativ. képek. Az d&bran az eredeti festés mellett feltiintettiik a digitalis
kiértékelést kovetd képet is, ahol a pozitiv reakciok zold szinnel, a negativ reakciok kék
szinnel jeloltek. A metszeteken a PF teriiletek konnyen beazonosithatok voltak a szdmos
nagyobb sejt (prolymphocyta €s paraimmunoblast) jelenléte alapjan. Az IF teriileteken
foként kis neoplasticus lymphocytak figyelhetdk meg és csak elszortan vannak jelen
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prolymphocytak és paraimmunoblastok. A képeken jol lathatd, hogy tobbségében a

nagyobb sejtek mutatnak pozitivitast.

IV.3. Az EZH2 gén aktival6 mutacioinak analizise

Az EZH2 gén hotspot (Y646, A682 és A692) régidinak mutacidé analizisét
bidirekcionalis Sanger szekvenalassal végeztik el 14 CLL/SLL-es nyirokcsomo
mintabol. A vizsgalat célja az volt, hogy felderitsiik, hogy esetleg aktivald mutacio
tehetd-e feleldssé az EZH2 overexpresszidért.

A vizsgalatok soran az EZH2 gén 16-o0s és 18-as exonjaiban visszatéré mutaciot

nem tudtunk kimutatni (16. abra).

A B C
G A ATACT G T G ATIGC AAC C T T T(G CAAAT

16. abra. Reprezentativ elektroferogramok az EZH2 gén 16-0s (A) és 18-as (B és C)
exonjainak hotspot régiéibol. A 14 CLL/SLL-es nyirokcsomo minta szekvenalasa
soran nem azonositottunk mutaciot a 16-0s (Y646 (A)) és 18-as (A682 (B) és A692 (C))
exonokban.

IV.4. Az IgHV gén szekvencia analizise

A 14 CLL/SLL-es esetben elvégzett IgHV gén mutacidés vizsgalatinak
eredménye a 22. tablazatban lathato. Az esetek két csoportra oszthatok az alapjan, hogy
mekkora a nukleotid eltérések szama a germline génekhez képest. Mutaltnak tekintettiik
azokat a mintdkat, amelyeknél a VH gének konszenzus szekvencidjaval vald egyezés

kisebb, mint 98% (9. és 11. esetek) (17. abra). A tovabbi esetek nem voltak mutaltak,
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ezeknél a mintaknal a szekvencia legalabb 98%-0s homologiat mutatott a konszenzus
szekvenciakkal (18. abra). A harom high-grade transzformaciot mutatd esetben (3., 4. és

6. esetek) az IgHV gén nem volt mutalt.

22. Tablazat. A CLL/SLL esetek IgHV gén mutacios statusza

Eset , .
széma IgHV gén profil
legkzelebbi mutaciok ;ZEk"e?C.'a
. . . omologia
germline gén szdma (%)
1 IGHV1-69*13 1 99,6
2 IGHV1-2*02 0 100
3 IGHV1-69*06 2 99,2
4 IGHV1-69*13 1 99,6
5 IGHV1-24*01 1 99,6
6 IGHV1-2*02 0 100
7 IGHV3-13*05 0 100
8 IGHV3-66*03 0 100
9 IGHV3-23*01 20 91,9
10 IGHV3-48*03 1 99,6
11 IGHV3-30*03 22 91,1
12 IGHV4-30-4*01 2 99,2
13 IGHV4-59*01 0 100
14 IGHV3-66*01 4 98,4
15 nem elérheto nem elérhetdé  nem elérhetd
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Closest V-REGIONs (evaluated from the W-REGION first nucleotide to the 2nd-CY'S codon)

Score Tdentity

M39663 Homsap IGHW3I-38+33 F

L@6616
M77334
L254@]1

oOmsap

Homsap IGHV3-38*19 F

Homsap
Homsap

IGHV3-33%@5
IGHV3-3@*a2

F
F

1837 91.13% (226/248 nt)

18142 98.32% (22472458 nt)

n

18142 98.32% (22472458 nt)
1alae 89.92% (2237248 nt)

Alignment with FR-IMGT and CDR-IMGT delimitations

_VH3

L L L LT FRLI-IMGT ---------===---
........................................... ctegegegtcccigaga

Homsap

IGHV3-3@*@3

caggtgcagctgetggagtictgegega. .

-gECgtggtccagc----@ __________ ‘

Homsap
Homsap
Homsap
Homsap

VH3

IGAVI-38¥18
IGHV3-38*19
IGHV3-33%@5
IGHV3-3@*a2

M mmmn

caggtgcagctigetggagictgegega. .
caggtgcagctgetggagtictgegega. .
caggtgcagctgetggagtictgegega. .
caggtgcagctgetggagtictgegega. .

.gecgtggtccage----- a-----------
.gecgtggtccage----- a-----------
.gecgtggtccage----- a-----------
.ggcgtggtccage-----------------

CDR1-IMGT Lm----

Homsap

IGHV3-3@*@3

11
M99663

Homsap
Homsap
Homsap
Homsap

WH3
Homsap

IGHV3-38*18
IGHV3-38*19
IGHV3-33%@5
IGHV3-3@*a2

IGHV3-3@*@3

N mm M

mmmm@
+ ot ﬁr+<>

ﬂﬂﬂﬂ@

--------------- FRZ-IMGT ---------mmm=mmmm-> CDR

X32214
Les6le
M77334
L2a4@1

11

Homsap
Homsap
Homsap
Homsap

VH3

IGHV3-38*18
IGHV3-38*19
IGHV3-33%@5
IGHV3-3@*a2

N mm M

 M99EE3

Homsap

IGHV3-3@+*@3

X32214
Les6le
M77334
L2a4@1

11

Homsap
Homsap
Homsap
Homsap

VH3

IGHV3-38*18
IGHV3-38*19
IGHV3-33%@5
IGHV3-3@*a2

N mm M

--------- FR3I-IMAT -------cmmmmcmme e me e cmeee e e
gacaatgccaageatacgctotatctgcasatgastagcctgagaatigageacacgect

| M99EE3

Homsap

IGHV3-3@+*@3

X32214
Les6le
M77334
L2a4@1

11
M99663

Homsap
Homsap
Homsap
Homsap

WH3
Homsap

IGHV3-38*18
IGHV3-38*19
IGHV3-33%@5
IGHV3-3@*a2

IGHV3-3@*@3

N mm M

[ N o

BB el

X32214
Les6le
M77334
L2a4@1

Homsap
Homsap
Homsap
Homsap

IGHV3-38*18
IGHV3-38*19
IGHV3-33%@5
IGHV3-3@*a2

N mm M

17. abra. Reprezentativ abra az IMGT/V-QUEST program segitségével kapott
IgHV statusz eredményérdl egy mutans esetben. A mintdhoz (11. eset) legkozelebb
allo 1g germline gén a VH3-30*03 (kék keretben). A minta 22 bazisban tér el ett6l a
szekvenciatol, vagyis mutalt. A ,,-” vonal a bazisok azonossagat jelzi, az eltéréseket

piros keretekkel emeltem ki.
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Closest V-REGIONs (evaluated from the V-REGION first nuclectide to the 2nd-CY'S codon)

SCcore Ideptity
X52106 Homsap IGHW1-2*@82 F 1215 180.089% (2447244 nt
X92208 Homsap IGHW1-2*@83 F 121a 99.59% (2437244 nt
KF698733 Homsap IGHV1-2%B4 F 1226 G0,59% (243/244 nt)
HMB55674 Homsap IGHV1-2*@5 F 1157 G99,18% (242/244 nt)
X@7448 Homsap IGHV1-2*@1 F 1179 G8.36% (249,244 nt)

Alignment with FR-IMGT and CDR-IMGT delimitations

VH1

2 ]
X62186 Homsap IGHW1-2*@82 F

caggtgcagcigetgcagtctgggect. . .gaggtgaagaagcctgg-------------

¥922@8 Homsap IGHWV1-2*@3 F
KFg28733 Homsap IGHV1-2#@4
HM325674 Homsap IGHV1-2#*@5
X@7448 Homsap IGHW1-2*@1 F

caggtgcagctigetgcagtcigggect. . .gaggtgaagaagcttgg-------------
caggtgcagctgetgeagtcteggect. . . gaggtegaageagectgg-------------
caggtgcagctgetgeagtcteggect. . . gaggtegaageagectgg-------------
caggtgcagctgetgeagtcteggect. . . gaggtegaageagectgg-------------

----------------- > CDR1-IMGT ===
2 VH1 gtctectgcaagectictgmatacaccttc. .o vn el accgectactatatecac
X62106 Homsap IGHVL1-2¥B2 F 0 sescceecccmmmcc e i iaasssa T mmmmm———e——e—ao
X92208 Homsap IGHVL1-ZFB3 F 00 meecmmeccmmmme e e e e e it ssaam T mmmmmm——m—me—eo
KFB98733 Homsap IGHV1-2¥FB4 F = sc-ccmccccmmemcmmmmmmcme e i iaasssa= == === ——eee—e—ao
HMB55674 Homsap IGHV1-2FE5 F = 0 =-sccmecccmmemc e it sssam == === ———ee———ao
X87448 Homsap IGHVL1-2Z¥BL F 00 sceccmccccmmmcc e it ss s === ———e————ao

——————————————— FR2-IMGT -------------------3 CDR

(162196 Homsap IGHWV1-2*B2 F

¥92208 Homsap TGHVW1-2%@3 F  ------- Ml mmm o m e mmm oo
KF698733 Homsap IGHVL-2B& F - =mmm-mmm oo mmm oo
HM855674 Homsap IGHVL-2%8B5 F -~ === == ===-=mmmmmmmmmmo oo E-mmmm e
X@7445 Homsap IGHVL-2%BL F == =-m=-mmmm oo mmmeme e E-mmmm e
2-IMaT G

2 VH1

(XEEI@E Homsap IGHW1-2*@82 F

X922@8 Homsap IGHWV1-2*@3 F
KFg28733 Homsap IGHV1-2*@4
HM355674 Homsap IGHV1-2#@5
X@7448 Homsap IGHWV1-2*@1 F

VH1

--------- FRI-IMET ~------cmmmmmcmme e e e e mecme e e e e
gacacgtccatcagcacagcctacatggagctgagcagectgagatctgacgacacggcc

=
(ﬁﬁElBG Homszap IGHW1-2#@82 F

X922@8 Homsap IGHW1-2*@3 F
KFg28733 Homsap IGHV1-2#@4

HMB355674 Homsap IGHV1-2%B5 F =0 —- - - mmmmmmmmm oo e e e e t-
XB7448 Homsap IGHWL-2¥@1 F 00— mmmm s e e e e e e e t-
----------- > CDR3-IMGT
2 __WH1 gtgtattactgtaccaccaccaccgateagrageagectggtaccocctactactactacgst
(ﬁézlaﬁ Homsap IGHWV1-2+*@2 F mmmmmem-----g-C-pECE
¥92288 Homsap IGHV1-2*83 F mmmmmem-----g-C-pECE
KF&698733 Homsap IGHV1-2+04 mmmmmem-----g-C-pECE
HM855674 Homsap IGHV1-2+*@5 mmmmmem-----g-C-pECE
¥@7448 Homsap IGHV1-2*@1 F mmmmmem-----g-C-pECE

18. abra. Reprezentativ abra az IMGT/V-QUEST program segitségével kapott
IgHV statusz eredményérol egy mutaciét nem hordozoé esetben. A mintahoz (2. eset)
legkozelebb 4all6 Ig germline gén a VH1-2*02 (kék keretben). A minta nem tér el ettdl a
szekvenciatdl egy bazisban sem, vagyis nem mutalt. A ,,-” vonal a bazisok azonossagat
jelzi.
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IV.5. A mikroRNS-ek, illetve az EZH2, E2F1, c-Myc és pRb fehérjék
expressziojanak osszefiiggése az IgHV mutacios statusszal

A fehérje és miRNS expresszids eredményeinket Osszevetettiik a prognosztikai
szempontbol jelentds IgHV mutécios statusszal.
Azokban az esetekben, amelyekben az IgHV gén nem volt mutalt szignifikansan
alacsonyabb miR-150 expressziot mértiink mind a PF, mind az IF teriileteken a mutalt
esetekhez viszonyitva. ACt "°miR-150ig4v nm = 3,45+0,47, ACt P°miR-150ighv m =
4,69+0,50, t=-3,42, p=0,005 és ACt "miR-150igwv nm = 3,98+0,48, ACt ™miR-
150ighv_m = 4,95+0,37, t=-2,67, p=0,021) (19. abra).

A tovabbi miR-ek, illetve a vizsgalt fehérjék expresszidja és az IgHV gén

mutacids statusza kozott szignifikans dsszefliggést nem talaltunk.

6 p=0.005 p=0.021

ACt (U6 - miR-150)
2

[gHVNM  IgHVM  IgHVNM  IgHVM

PF IF
19. abra. A miR-150 expresszioja alacsonyabb a nem mutalt IgHV gént tartalmazé
esetekben. Szignifikansan alacsonyabb a tumorszuppresszor miR-150 expresszidja a
pszeudofollikularis (PF) és interfollikularis (IF) terekben is a rosszabb progndzist

reprezental6 nem mutalt IgHV génnel rendelkezdé esetekben. M, mutalt; NM, nem
mutalt.

IV.6. A mikroRNS-ek, illetve az EZH2, E2F1, c-Myc és pRb fehérjék
expressziojanak osszefiiggése a kromoszoma eltérésekkel

A fehérje és miRNS expresszios eredményeinket Osszevetettiik a prognosztikai

szempontbol jelents kromoszoma eltérésekkel (del13q, dell17p, delllq és tril2).
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Vizsgalataink szerint a 11q delécioval jar6 esetekben a miR-150 expresszidja az IF
teriilletén  szignifikansabb alacsonyabb volt (ACt "mir-150gei1q+ = 3,79+0,45,
ACt_""mir-150gen1q- = 4,42+0,48, t=2,66, p=0,020) (19. 4bra), mig a PF teriiletén csupan
hasonl6 tendenciat igazoltunk (p=0,071).

Kromoszoma aberracio(k) (ChA) jelenléte esetén szignifikansan alacsonyabb a
miR-26a expresszié a PF teriiletén (ACt PFmiR-26acha+ = -6,15+2,08, ACt PFmiR-
26acha- = -3,5+2,01; p=0,047) (20. abra).

Dell7p jelenléte esetén is szignifikansabb alacsonyabb a miR-26a expresszidja a
PF-okban dsszehasonlitva a del17p eltérést nem mutato esetekkel (ACt PFmiR-26agei17p+
=-8,57+2,43, ACt_PFmiR-26adein7p- = -4,96+1,99; p=0,035) (20. 4bra).

A tovabbi miR-ek, illetve a vizsgalt fehérjék expresszidja és a kromoszoma

eltérések jelenléte kozott szignifikdns Osszefiiggést nem talaltunk.

6 p=0.020
4 1
~ 2 .
Y B miR-150IF delllq +
= 0 B miR-150 IF dell1lq -
5 -2 miR-26a PF ChA +
= 4 miR-26a PF ChA -
@]
< 6 miR-26a PF dell7p +
® miR-26a PF del17p -
-8
-10 p=0.047
-12 p=0.035

20. abra. MikroRNS expresszié oOsszefiiggése a kromoszoma eltérésekkel.
Szignifikdnsan alacsonyabb a tumorszuppresszor miR-150 expresszidja az
interfollikularis (IF) terekben dell1q jelenléte esetén, valamint a miR-26a expresszidja a
pszeudofollikulusokban (PF) barmilyen kromoszoma aberracid (ChA) és izolaltan a
dell7p jelenléte esetén.
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V. MEGBESZELES

Nagyszamu irodalmi adat tdmasztja ala, hogy CLL/SLL-ben a PF-ok kiemelt
szerepet jatszanak a sejtproliferacioban és a betegség progressziojaban. A molekularis
eltérések is — beleértve a citogenctikai ecltéréseket és az aberrans onkoprotein
expressziot — jellemzéen a PF-ok teriiletén akkumuldlodnak. Gibson ¢és mitsai.
pszeudofollikularis mintazatot mutatd CLL-es nyirokcsomokbol szarmazé mintakban
immunhisztokémiai vizsgalatok soran azt talaltak, hogy az esetek 89%-aban a c-Myc
protein expresszidja 5 %-ot meghalad6 (64%-ban 25%-ot meghaladod) a PF teriileteken,
ezzel szemben az IF terekben az esetek tobbségében az expresszid 5% alatti. A c-Myc
gén atrendezodése az esetek 82%-aban nem volt igazolhatd, amely alapjan arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a c-Myc overexpressziojanak hatterében egyéb
szabalyozo molekuldk hatasa allhat [50]. Giné és munkatarsainak vizsgalataiban a
pszeudofollikularis mintdzatot mutaté CLL-es betegek nyirokcsomoiban a proliferacios
rata Ki-67 immunhisztokémiai vizsgalattal a PF-ok teriiletén 10% felettinek bizonyult,
mig a PF és IF teriileteket egylittesen vizsgalva ez a rata 2 %-nal kevesebbre tehetd [49].
Ciccone munkacsoportja azt talalta, hogy a pszeudofollikulusokban gazdag CLL/SLL-
es betegek mintaiban gyakoribb a 17p delécid, az IgHV gén atrendezddése, és a 12-es
kromoszoma triszomidja, valamint ezen esetekben a proliferacios rata Ki-67-tel 30%
feletti. Vizsgalataikban a pszeudofollikularis mintazatot mutatdé CLL/SLL-es betegek
talélése joval rovidebb volt (11 honap, a szovettanilag tipusos megjelenésit CLL/SLL-es
betegek 64 honapos talélésével szemben) [43]. Balogh és mtsai. vizsgalataikban
kimutattak, hogy a 11q delécio, 13q delécid és 17p delécio a PF-ok tumorsejtjeiben
szignifikansan nagyobb szamban fordul el6, mint az IF terek tumorsejtjeiben [53]. Mas
tanulmanyban a pszeudofollikularis mintazatot mutato CLL/SLL-es nyirokcsomokban a
PF-ok sejtjeiben ciklin-D1 fehérje expressziot detektaltak immunhisztokémia
vizsgalattal [52]. A ciklin D2 fehérje overexpresszidjat a PF-okban szintén kimutattak.
Igawa &s mtsai a fokozott ciklin D2 expresszi6 okéanak felderitése céljabol végzett
vizsgalataik alapjan azt talaltak, hogy az NFkB expresszio is fokozott €és utdbbirol
Eredményeik alapjan feltételezhetd az is, hogy a c-Myc indirekt modon, a p27
downregulacidja révén szintén részt vesz a folyamatban [51].

Osszességében az irodalmi adatok alapjan a pszeudofollikularis mintizatot mutatd

CLL/SLL klinikailag agresszivebb viselkedést mutat [1, 49, 201] és a PF-ok szerepét a
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proliferacioban jol mutatja, hogy sejtjeiben a Ki-67, CD23, CD71, MUM1/IRF-4,
valamint a cyclin-D1 és D2 fehérjék expresszidja magasabb az IF terekhez képest [41,
52, 202-204].

A mikroRNS-ck megvaltozott expressziojat CLL/SLL-ben szintén tobb
tanulmany igazolta, és szamos irodalmi adat sz6l amellett, hogy a mikroRNS-ek
szerepet jatszanak a betegség patogenezisében [112]. Nemrégiben leirtak a PF-ban a
sejtciklusba valo belépést, valamint a sejt ndvekedést szabalyozd mikroRNS-ek eltérd
expressziojat is. RNS in situ hibridizacios moddszerrel Wang ¢és mtsai. 8
pszeudofollikularis mintazatot mutaté CLL-es beteg nyirokcsomojabol szarmazéd
mintajan igazoltak, hogy a magasabb miR-155 és alacsonyabb miR-150 expressziot
mutato tumorsejtek a PF-okban lokalizalédnak [110].

Tanulmanyaink elsédleges célja az volt, hogy tovabb karakterizaljuk a CLL/SLL
pszeudofollikulusait és ezzel hozzajaruljunk a betegség pontosabb megismeréséhez.
Kivancsiak voltunk, hogy a CLL prognézisat negativan befolyasold faktorok koziil
bizonyos mikroRNS-ek és az EZH2 expresszidja eltér-e a PF-okban a kornyez6 IF
terekhez képest.

A mikroRNS expresszié vizsgalatahoz 15 pszeudofollikularis mintazatot mutato
CLL/SLL-es beteg nyirokcsomojanak PF és IF tereiben hasonlitottuk Ossze 19
mikroRNS expressziojat valdos ideji PCR reakcioval. A PF és IF tereket
lézermikrodisszekcidval kiilonitettiik el. A vizsgalt 19 mikroRNS koziil a miR-155 és a
miR-92a szignifikansan magasabb, mig a miR-150 és miR-26a szignifikansan
alacsonyabb expressziojat igazoltuk a PF-ok teriiletén. Eredményeink egy része
megerGsiti Wang és mtsai. eredményeit [110], tovabba alatamasztja azt a nézetet,
miszerint a PF-ok sejtjei eltéré tulajdonsaguiak az IF terek sejtjeihez képest.

A miR-155 magasabb expresszioja kiillonb6z6 magas malignitasi hematoldgiai
betegségekben mar ismert [111]. Feltételezhet6, hogy a miR-155 proto-onkogén
szerepet tolt be és a target gének (pl. SOCS1 ¢és SHIP-1) expressziojanak
szabalyozasaval elsdsorban a fokozott sejtproliferacio és sejttiilélés iranyaba hat [112,
113]. A miR-155 a B-sejt receptoron keresztiil (BCR) is serkenti a sejtproliferaciot nem
csak a B-sejtek aktivalasa soran, hanem a B-sejtes lymphomak egy részében is [114,
115]. A PF-okban igazolt magasabb miR-155 expresszié felveti a lehetGségét annak,
hogy a miR-155 megzavarja a PF-okban a BCR szignalutat, és ezen keresztiil vesz részt

a CLL/SLL progresszidjaban.
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Vizsgalatainkban egy madsik fontos oncomiR, a miR-17-92a cluster tagjaként
iIsmert miR-92a is szignifikansan magasabb expressziot mutatott a PF-ok teriiletén. A c-
Myc-medialt transzkripcid révén a miR-17-92a cluster csalad tagjainak magasabb
expresszidja gyakran megfigyelheté lymphomakban [120]. Kisérlet igazolja, hogy B-
sejt specifikus miR-17-92a transzgén egerekben cMyc-medialt lymphoma fejlédik ki
[121]; Gibson és mtsai. pedig leirtdk, hogy a CLL/SLL PF-aiban a c-Myc fehérje
expresszidja magasabb [50]. Ezen adatok alapjan feltételezhetd, hogy a c-Myc
overexpresszidja allhat az emelkedett miR-92a expresszié hatterében. Ismert az is, hogy
a MiR-17-92a csalad legfontosabb célfehérjéi a PTEN [205] és a TGF-béta [206]. A
PTEN-r6l ismert, hogy CLL-ben alacsonyabb expressziot mutat [207]. Elképzelhetd,
hogy a pszeudofollikulusokban detektalt magasabb miR-92a expresszio a PTEN
kinaz (PI3K) ut gatlasanak kiesése révén. Irodalmi adatok alapjan a miR-92a
expresszidja hatdssal van pl. az NFkB-re. DLBCL egy csoportjaban kimutattak, hogy a
miR-92a fokozott expresszidja révén csokken az NFkB-t negativan szabalyozo
TNFAIP3, CYLD és Rnfl termelés, ezaltal a fokozott NFkB termelés kovetkeztében
apoptozis gatlas az eredmény [121, 208]. A miR-ek fokozott expresszidja terapias
szempontbol fontos, ugyanis a miR-ek gatlasan alapuld szerek koziil mar szdmos
elérhet6 preklinikai fazisban, tobbek kozott az antagomiR-155 [95].

A 21. édbra szemlélteti a mIR-155 és a miR-92a szabalyozd szerepét a
sejtproliferacidban €s az apoptozisban.

Eredményeink alapjan a miR-150 expresszidja a PF-okban szignifikansan
alacsonyabbnak bizonyult. A miR-150 tumorszuppresszor funkcidja ismert és csokkent
expressziojat Kimutattak mar a legtobb human leukémiaban, tobbek kozott a kronikus és
az akut myeloid leukémiaban is [116]. Feltételezések szerint az alacsonyabb miR-150
expresszio a BCR szignalit csokkent gatlasdhoz vezet, melynek fokozott
sejtproliferacio a kovetkezménye [117]. A miR-150 egy masik célfehérjéje a FOXPI,
melynek — részben a miR-150 csdkkent expresszidjan keresztiil megvalosuld — fokozott
expressziojat leirtak CLL-ben és a fokozott expressziot rosszabb prognozissal hozzak
Oszefliggésbe [117]. Ismert, hogy CLL-ben a tumorsejtek altalanosan magas miR-150
expressziot mutatnak, és a magas miR-150 expresszio 0sszefiiggésbe hozhatd a betegek
hosszabb tulélésével [209]. Ezzel ellentétben, alacsonyabb miR-150 expresszional a

betegek tulélése is rosszabb.
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21. abra. A miR-155 és miR-92a lehetséges szabalyozé szerepe a
sejtproliferacioban és az apoptézisban. Az emelkedett miR-155 expresszio révén a
SHIP-1 gitl6 hatidsa csokken, ezéltal a BCR utvonalon keresztiil a sejtproliferacid
mértéke n6. A miR-92a fokozott expresszidja kovetkeztében a PTEN kevésbé gatolja a
PI3K-t, mely szintén a sejtproliferacio iranyaba hat. Emellett az NFxB alacsonyabb
expresszidja révén a az apoptozis mértéke is csokken.

A kordbban emlitett in situ hibridizacidos vizsgalattal kimutattdk, hogy a
pszeudofollikulusokban kevesebb a miR-150 pozitivitast mutato sejt [110], amelyet a
mi eredményiink is alatamaszt. Watanabe mIiR-150 transzfektalt lymphoma
sejtvonalakon végzett tanulméanyai alapjan a miR-150 direkt gatolja a DKCl-et és az
AKT2-t, emellett csokkenti a foszforilalt AKT mennyiségét. A miR-150 direkt kotddik
az AKT2 és a DKC1 3’UTR régiojahoz. Az AKT foszforlilacidja révén aktivalodik a
PIBK-AKT tutvonal. A PI3K-AKT utvonal folyamatos aktivacidja a proliferacid
iranyaba tolja el a folyamatokat. A pAKT a telomerdz aktivitidson keresztiil vezet a
daganatsejtek immortalizaciojahoz [210]. Mindezek alapjan valosziniisithetd, hogy a
proliferaciés centrumok alacsonyabb miR-150 expresszioja, pl. az AKT jelatviteli at
[117] gatlasanak csokkenésén keresztiil, hozzajarul a CLL progresszidjahoz.

Osszességében a csokkent MiR-150 termelés kapcsolatba hozhato a tumorsejtek
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megnovekedett proliferacios aktivitdsdval, mely megerdsiti a feltételezést, miszerint a
PF-ok kiemelt szerepet jatszanak a betegség progresszidjaban.

A miR-26a expresszidja szintén szignifikansan alacsonyabbnak bizonyult a PF-

okban. A miR-26a egyik ismert szerepe, hogy — szamos fehérje mellett — gatolja az
EZH2 expressziojat. Sander és mtsai lymphoma sejtvonalakon vizsgaltak a miR-26a
lehetséges célgénjeit. MiR-26a szekvenciat tartalmazé vektorral klonozott B-sejtes
lymphoma sejtvonalakat hasonlitottak Ossze lires vektorral transzfektalt sejtvonalakkal.
Vizsgalatuk eredményei szerint az EZH2 a miR-26a targetje, lymphoma sejtvonalakon a
miR-26a expresszi6 alacsony, mig az EZH2 termelés fokozott. Azdta tobb tanulmany
igazolta, hogy az EZH2 3’UTR régidjahoz direkt kotdédik a miR-26a. Szintén
tanulmanyokbdl ismert, hogy a miR-26a direkt gatolja a ciklin D2 és E2 expressziot, €s
a miR-26a egyik bizonyitott negativ szabalyozdja pedig a Myc [123, 173, 211]. Az
alacsonyabb miR-26a szint tehat fokozott EZH2 termelddéshez vezet, mely szintén a
sejtproliferaciot segiti eld. A 22. dbra szemlélteti a miR-150 és a miR-26a szabalyozo
szerepét a sejtproliferacioban.
A mikroRNS-ek megvaltozott expresszidjanak tehat feltehetéleg sSzerepe van a
CLL/SLL progressziojaban, igy a terapias konzekvencia mellett a betegség varhato
progresszidjanak elézetes jelzésére is alkalmas lehet. Amennyiben a betegeknek
leukémias vérképe is van, ugy folyadék alapu citologiara alapozott Gj generacios
szekvenald eljards alkalmas lehet annak felderitésére, hogy az esetlegesen PF-okbol
szarmaz0, megvaltozott miR expresszidju sejtek a periférias vérben kimutathatdak-e és
ha igen, milyen szamban. Eziranyl vizsgalatok az irodalmi adatok alapjan és jelenlegi
tudasunk szerint nem ismertek.

Jelen munkankban az EZH2 expresszidjat immunhisztokémiai vizsgéalatokkal
tanulmanyoztuk 15 CLL/SLL-es nyirokcsomoban, és a digitalis kvantitativ kiértékelés
segitségével szignifikansan magasabb expressziot igazoltunk a PF-ok teriiletén az IF
teriiletekhez képest. Ez az eredmény parhuzamban all van Kemenade és mtsai.
vizsgalatainak eredményével, miszerint a magasabb EZH2 expressziot mutatd sejtek
nagyméretli, Ki-67 pozitiv tumorsejtek, amelyekrél ismert, hogy tobbségiikben a PF-
okra lokalizalodnak [148].
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22. abra. A miR-150 és miR-26a szabalyozo6 szerepe a sejtproliferacioban. A miR-
150 alacsonyabb expresszidja az AKT jelatviteli uton keresztiil a fokozott proliferacié
iranyaba hat, illetve a FOXP1-et gatlo hatdsanak csokkenése révén a betegség rosszabb
prognozisaval jar egyiitt. A miR-26a csokkent expresszidja a fokozott EZH2
expresszion keresztiil szintén serkenti a sejtproliferaciot.

Szamos kutatasi eredmény alapjan feltételezheté, hogy CLL/SLL-ben a fokozott EZH2
expresszid rosszabb prognoézissal tarsul, ugyanakkor a CLL/SLL patomechanizmusaban
az EZH2 szerepe pontosan még nem tisztazott [124, 169, 170]. Eredményiink, miszerint
az EZH2 expresszio els6sorban a PF-ok sejtjeire lokalizaloédik, megerdsiti azt a
hipotézist, hogy a CLL progressziojaban a PF-oknak kiemelt szerepiik van.

Visszatéré6 EZH2 mutacio a CLL-ben nem ismert [212] [213, 214], ugyanakkor
szerettiik volna biztosan kizarni, hogy esetleg aktivaldé mutacio all-e az EZH2
overexpresszio hatterében. A 15 CLL/SLL mintabol 14 mintan tudtuk elvégezni az
EZH2 16-os ¢és 18-as exonjanak szekvencia analizisét, mely soran mutaciét nem
azonositottunk.

Tovabbi célunk volt annak felderitése, hogy a fentebb leirt miR-26a mellett még
milyen mas szabalyozok eltérései allhatnak a PF-ban megfigyelhetd megnovekedett
EZH2 expresszi6 hatterében.

A CLL/SLL PF-aiban ismert a c-Myc overexpresszioja [50]. A c-Myc az EZH2

expresszidjat gatld miR-26a szabalyozasan keresztiil all kdzvetett viszonyban az EZH2-
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vel, és emellett a c-Myc az E2F1 transzkripcios faktort is aktivalja [173, 174]. Az E2F1
serkentden hat az EZH2-re [153]. Az E2F1-et a tumorszuppresszor Rb is szabalyozza,
oly médon, hogy az Rb foszforilacio révén inaktivalodik, ezaltal a gatlas kiesése révén
n6é az E2F1 termelés [175, 176]. Fenti irodalmi adatok alapjan immunhisztokémiaval
vizsgaltuk a c-Myc, az E2F1 és a pRb expresszigjat a 15 CLL/SLL-es nyirokcsomo
mintan. A digitalis kvantitativ kiértékelés segitségével mindhdrom fehérje expresszidja
szignifikansan magasabbnak bizonyult a PF-ok teriiletén az IF terekhez képest.

Ezen erdemények a miR-26a fokozott expressziojaval egyiitt felvetik a
lehetéségét annak, hogy a c-Myc/E2F1, c-Myc/miR-26a és pRb/E2F1 utak a feleldsek a
PF-ok teriiletén megfigyelt fokozott EZH2 expresszidért.

Az EZH2 expresszid szabalyozédsira szdmos eltérd modon hatd szer all
rendelkezésre. Koziilik lymphomdkban leginkabb tanulmanyozott a péan-
metiltranszferaz gatlo (3-deazaneplanocin A, DZNep), melynek hatasat szamos
aggressziv lefolyasti lymphomaban tanulmanyoztdk, pl. kdpenysejtes lymphomaban,
Burkitt lymphomaban vagy DLBCL-ben [215], azonban CLL/SLL kapcsan hasonlo
vizsgalati eredmények még nem allnak rendelkezsére.

A normal nyirokcsom6 centrum germinativumaira is jellemzo az EZH2, E2F1,
c-Myc és pRb megnovekedett expresszidja. A normal nyirokcsomoban a c-Myc fehérje
fontos szerepet jatszik a centrum germinativum kialakulasaban, azonban expresszidja a
metabolikus aktivitasahoz c-Myc nem sziikséges. Mas munkacsoportok azt talaltak,
hogy a CG-on beliill Myc-pozitiv szubpopulacié kimutathaté, mely magasabb
kockézatot jelenthet malignus transzformacio kialakuldsara. Magas malignitasu érett B-
sejtes lymphomakban sokszor van jelen a Myc gén transzlokacioja, de sokszor Myc-
transzlokacid hianyaban is fokozott a Myc expresszidja. Az E2F1 mRNS és fehérje
expresszio is magas a CG B-sejtjeiben. Az E2F1 mellett az EZH2 és pRB magasabb
expresszioja is kimutathato. A CG sejtjeiben a pRB-E2F1 utvonalon keresztiil fokozott
az EZH2 termelés. Ez a szabalyozo kor ismert DLBCL-ben is. Tanulmanyaink alapjan
CLL/SLL-ben is hasonlo6 folyamatot feltételezhetiink, ugyanakkor eredményeink alapan
a szabalyozd korbe a c-Myc/miR-26a utvonal is beleszol. Mig CLL-ben a PF-ok
teriiletén atipusos sejtek taldlhatoak, az egészséges nyirokcsomd centrum
germinativumaban normal B-sejtek vannak. Ett6l fiiggetleniil jogosan meril fel a

feltételezés, hogy a normal CG-ban elszortan jelen 1évé Myc pozitiv sejtek nagyobb
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eséllyel transzformalodnak malignusan [175, 216-219]. CLL-ben ez a folyamat még
nem tisztazott.

CLL-ben az EZH2-t szabalyozé utakat a 23. abra szemlélteti.

pRB

en\Vi{omy —> E2F1

ETE »e: (@)

23. abra. Az EZH2-t szabalyoz6 utak. A c-Myc fokozott expresszidja révén egyrészt
csokken a miR-26a expresszio, masrészt nd az E2F1 expresszio. Utdbbi expressziojat az
RB — foszforilacio révén létrejové — gatld hatasanak kiesése is fokozza. Az alacsony
miR-26a és magas E2F1 expresszio kovetkeztében n6 az EZH2 expresszidja.

Tanulmanyainkban megvizsgaltuk a miRNS, EZH2, c-Myc, E2F1 és pRDb
expresszid és az IgHV gén mutacios statusza, valamint a CLL/SLL-ben prognosztikai
jelentdséggel bird kromoszoma aberraciok lehetséges kapcsolatat is. Bar a vizsgalat
elemszama kevés, statisztikailag szignifikansan alacsonyabb miR-150 expressziot
mértiink mind a PF, mind az IF teriiletén azokban az esetekben, amelyekben az IgHV
gén nem volt mutalt. Régota ismert, hogy CLL-ben rosszabb prognoézisra utal, ha az
IgHV génben mutaciét nem nincs jelen [14, 220, 221]. Tobb kutatocsoport felvetette
mar a lehetdségét annak, hogy a csokkent miR-150 expresszid kapcsolatban all az IgHV
gén nem mutalt statuszaval [117, 119, 196], ugyanakkor a két eltérés kapcsolata még

nem teljesen tisztazott.
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Rabello ¢és mtsai. vizsgalataik soran emelkedett EZH2 expressziot talaltak
azokban a CLL-es betegkben, akik valamilyen visszatér6 kromoszoma eltérést
hordoztak. Mi hasonld szignifikans Osszefiiggést nem talaltunk, ugyanakkor a 11q
delécioval jaro esetekben a miR-150 expresszidja az IF teriiletén szignifikansabb
alacsonyabb volt. A rosszabb prognozissal tarsuldé kromoszoéma aberraciot hordozo
esetekben a PF-ok teriiletén a mir-26a expresszioja is alacsonyabbnak bizonyult a
kromoszoma eltérést nem mutatd esetekhez képest.

Vizsgalatunk érdekes eredménye, hogy 17p delécid esetén a PF-okban szintén
alacsonyabb volt a miR-26a expresszidja a 17p deléciot nem hordozé esetekhez képest.
17p delécio esetén a TP53 gén deletlt és ezen deléciot hordozo betegek kemoterapia
rezisztensek. Az igazolt del17p-vel jaro esetek >80%-aban a masik TP53 allél mutacioja
igazolhatdo [2]. Dell7p hidnyaban TP53 mutacié ritkabban fordul elé. A TP53
mutacidja igen rossz prognozissal tarsul [22]. A legujabb vizsgalatok alapjan — terapias
szempontbol —a CLL/SLL egyik legfontosabb prognosztikai tényezdéje a TP53 mutacios
statusz. 17p delécio és/vagy TP53 mutacid jelenléte esetén, ha a betegség aktiv és a
beteg jo allapotl elsdvonalbeli kezelésként a BTK gatld Ibrutinib vagy a PI3K gatlo
Idelalisib a valasztandd szerek [2]. A PI3K fokozott aktivitasaért felelés upstream
mediatorok - pl. miR-92a, melynek fokozott expresszidja kovetkeztében csokken a
PTEN PI3K-t gatlo hatasa - terapias befolyasolasara egyeldre nincs mod. A miR-26a—
17p delécio lehetséges kapcsolatara iranyuld vizsgalat pedig az irodalmbdl eddig nem

ismert.
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VI. KOVETKEZTETESEK

A dolgozat f6 megallapitasai a kdvetkezdk:

» Az oncomiR-¢k koziil a miR-155 és a miR-92a fokozott expresszidja, a
tumorszuppresszor miR-ek koziil a miR-150 és a miR-26a csokkent expresszidja
igazolhat6 a pszeudofollikulusok teriiletén az IF teriiletekhez képest CLL/SLL-

es betegek nyirokcsomoiban.

» EZH2 overexpresszio igazolhato a CLL/SLL-es betegek nyirokcsomoinak PF
terliletein az IF teriiletekhez képest, melynek hatterében feltehetéen a c-
Myc/E2F1, c-Myc/miR-26a ¢és pRb/E2F1 szabalyozé utvonalak megvaltozott

mukodése all.

» Az EZH2 overexpresszid hatterében EZH2 gén aktivalé mutacié nem igazolhato
a CLL/SLL-es esetekben.

> Osszefiiggés lehet a rosszabb prognézissal jaré kromoszéma aberraciét hordozé
betegek, ill. a szintén rosszabb prognozisat NM IgHV gén statuszl betegek és a

miR-26a csokkent, illetve az EZH2 fokozott expresszidja kozott.
> Osszességében eredményeink alatdmasztjak, hogy a CLL/SLL PF-ai kiilonleges

biologiai sajatossdgokkal rendelkeznek, és a betegség progresszidjaban szerepet

jatsz6 molekularis eltérések elsdsorban a PF-ok sejtjeiben jelennek meg.
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VII. OSSZEFOGLALAS

Nyirokcsomoban a kronikus lymphocytas leukemia/kis lymphocytas lymphoma
(CLL/SLL) sajatossaga a neoplasztikus kis lymphoid sejtek diffuz infiltracioja mellett a
prolymphocytakat ¢és paraimmunoblasztokat tartalmazé pszeudofollikulusok (PF)
jelenléte. Szamos vizsgalat igazolja, hogy a kiilonféle molekularis eltérések a PF-ek
tumorsejtjeiben halmozodnak fel, mely alapjan feltételezhet, hogy a PF-ek kiemelt
szerepet jatszanak a sejtproliferacioban és a betegség progresszidjaban. Ismert tovabba,
hogy a kiterjedt pszeudofollikularis mintazatot mutaté esetek lefolyasa kedvezétlenebb.

A PF-ek szerepének tovabbi vizsgalatara 15 pszeudofollikularis mintazatot
mutatd CLL/SLL-es beteg nyirokcsom6 mintaiban vizsgaltuk 19 — a CLL
kialakulasaban és progresszidjaban szerepet jatszé — mikroRNS, illetve az EZH2
expresszidjat a PF teriileteken az interfollikularis (IF) teriiletek expresszidjaval
Osszehasonlitva. Az EZH2-t szabalyozd c-Myc, E2F1 és pRb expressziojat is
vizsgaltuk, illetve az EZH2 mutacié analizisét is elvégeztiik. A kapott eredményeket
Osszevetettik a FISH vizsgalat soran taldlt kromoszoma eltérésekkel, valamint a
betegek IgHV statuszaval.

Eredményeink alapjan az oncomiR miR-155 és miR-92a expresszidja a PF-
okban fokozott, mig a tumorszuppresszor miR-150, valamint az EZH2-t gatlo6 miR-26a
expresszidja alacsonyabb az IF teriiletekhez viszonyitva. Az alacsony miR-150
fokozott a PF-okban. Aktivalo EZH2 mutaciot nem azonositottunk, azonban az EZH2-t
szabalyozo6 c-Myc, E2F1 és pRb szintén fokozottan expresszalodott.

Osszeségében vizsgalatainkkal oncomiR-ek magasabb és tumorszuppresszor-
miR-ek alacsonyabb expresszidjat, illetve az EZH2 és az 6t szabolyozo fehérjék
fokozott termelését igazoltuk CLL/SLL PF-aiban, mely tjabb bizonyitékkal szolgal
arra, hogy a PF-ok eltérd biologiai sajatossagokkal rendelkeznek az IF terekhez képest.
Eredményeink alatdmasztjak azt a hipotézist is, miszerint a CLL/SLL progresszijaban

szerepet jatszo biologiai folyamatok elsdsorban a PF-0K teriiletén zajlanak le.
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VIIl. SUMMARY

Beside the diffuse infiltration of small neoplastic lymphocytes, proliferation
centres (PCs) comprising prolymphocytes and paraimmunoblasts are histological
hallmarks of lymph nodes in chronic lymphocytic leukemia/small lymphocytic
lymphoma (CLL/SLL). Several studies have confirmed, that various molecular
alterations accumulate in the tumor cells of PCs, supporting that PCs may have an
important role in cell proliferation and progression of the disease. It is also well known
that extended PCs are related to a less favourable prognosis.

To further characterize the pathogenic role of PCs, the expression levels of 19
selected miRs known to be involved in the development of CLL/SLL were compared in
the PCs and the intervening small cell areas in lymph nodes of 15 patients with
CLL/SLL. We also examined the expression level of EZH2 protein, the overexpression
of which has recently been recognized as poor prognostic factor in CLL/SLL and its
mutational profile, as well as the expression of its upstream regulators c-Myc, E2F1 and
pRb. The results were also compared to the cytogenetic alterations defined by FISH
analysis and to the IgHV mutational status.

Two known oncomiRs, miR-155 and -92a were upregulated, the tumor
suppressor miR-150 and miR-26a, inhibitor of EZH2 were downregulated in the PCs.
Low expression of miR-150 was also associated with loss of 11qg. Our results showed a
significantly increased expression of EZH2 in the PCs. No EZH2 activating mutations
were detected, however, overexpression of c-Myc, E2F1 and pRb proteins were
confirmed.

In summary, higher expression of oncomiRs, lower expression of tumor
suppressor miRs and the upregulation of EZH2 and its regulator proteins in PCs of
CLL/SLL lymph nodes provide further evidence for the distinguished biological
features of the PCs, and also support the hypothesis that pathogenic processes proved to

be involved in a more aggressive CLL/SLL take place predominantly in the PCs.
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fejlodésemet éveken at tamogatta és tamogatja. K6szonom, hogy befogadott a laborjaba
¢s munkamat végig segitette szakmai tandcsaival.

Koszonettel tartozom Prof. Raso Erzsébetnek, Prof. Kovalszky Ilonanak és Prof.
Nagy Péternek, hogy laborjukban dolgozhattam. Koszondom az értékes szakmai
tamogatast.

Ko6szonom Dr. Csala Irénnek, Dr. Dezs6 Katanak és Dr. Marosvari Doranak a
k6z6s munkat €s tanitast.

Koszonettel tartozom Piurkd Violettanak, Baranyné Pallag Adriennenek és
Kaminszky Zsuzsanak, Kurucz Csillanak, Tamasi Annanak, Hollosi Péternek és Bratu
Zitanak a sok segitségért.

Koszonom Dr. Sebestyén Annanak értekezésem attanulmanyozasat, a hasznos
észrevételeket és megjegyzéséket.

K6sz6ném Dr. Bodor Csabanak az értékes szakmai tanacsokat.

Koszonettel tartozom Laczik Cecilidnak és Szildgyi Ilondnak, hogy barmikor
fordulhattam hozzajuk segitségeért.

Koszonettel tartozom kozvetlen munkatarsaimnak, Dr. Rajnai Hajnalkanak, Dr.
Téglasi Vandanak, Dr. Csernus Balazsnak, és Dr. Székely Tamasnak az onzetlen
szakmai segitségért, timogatasért és a viddm hangulatért, az egyiitt eltoltott munka- és
szabadidoért.

K6szonom Prof. Sapi Zoltannak a timogatasat.

Szeretném halamat kifejezni mindazoknak, akiknek Onzetlen timogatasa és
segitsége lehetdvé tette, hogy ez a munka 1étrejdjjon.

Koszonettel tartozom Sziilleimnek ¢és Testvéreimnek, férjemnek, Hencsei
Tibornak, valamint barataimnak, Dr. Torbagyi Péternek, Dr. Illyés Ildikonak és Dr.

Gagyi Evéanak, akik tiirelmesen tamogattdk a munkamat.
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