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I. BEVEZETES

A krénikus lymphocytas leukemia (CLL) monomorf, kicsi, kerek vagy
megjelend nagyobb méretii prolymphocytakbol és paraimmunoblastokbol allo
proliferaci6 a periférias vérben (PV), csontvelében (CSV), Iépben és
nyirokcsomdkban. A World Health Organization (WHO) osztalyozasa alapjan az
érett B-sejtes non-Hodgkin lymphomak kozé tartozd, alacsony malignitasu
lymphoma. A kis lymphocytas lymphoma (SLL) a CLL eltéré megjelenési formaja,
ahol a CLL-es sejtek a nyirokcsomokat és a 1épet infiltraljak, de a csontvel6t és a
periférias vért nem. A CLL a ,,nyugati orszagok” felnott lakossadganak leggyakoribb
leukémias megbetegedése, az 6sszes non-Hodgkin lymphoma mintegy 7%-a. Az
incidencia az életkorral nd. Férfi predominancia megfigyelhetd, a férfi : nd arany
1.7: 1

A nyirokcsom6t érinté CLL/SLL szdvettani morfologija alapjan diffiz és
pszeudofollikularis ~ mintdzatot mutatdé formakat kiillonboztetink meg.
Pszeudofollikularis a mintazat, ha 20x-os latdtérnél nagyobb vagy egymassal
0sszefolyo pszeudofollikulusok (PF) lathatoak. A PF-ek teriiletén prolymphocytak
és paraimmunoblasztok akkumuldléodnak, mig a kornyezd kissejtes teriileteken
(interfollikularis terek, IF) kisméretli neoplasztikus sejtek vannak jelen. A PF sejtjei
CD10 és Bcl-6 negativak, Bcl-2 pozitivak, a tipusos CLL sejtek kozott nagyméretii
Ki-67 pozitiv sejtek vannak jelen.

A CLL/SLL sejtjeire a CD20, CD22, CDS5, CD19, CD79b, CD23 és CD43,
valamint valtozé mértékben a zéta-asszoaacialt protein-70 (ZAP-70) expresszidja
jellemzd. A genetikai szervezddést tekintve a CLL heterogén betegségcsoport.
Floureszcens in-situ hibridizaciés (FISH) vizsgalattal az esetek kb. 80%-aban
mutathatd ki valamilyen citogenetikai eltérés. Az esetek mintegy 50%-aban a

13q14.3 delécidja, kb. 20%-aban a 12-es kromoszoma triszomiaja, 25%-ban a
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11922-23 delécidja van jelen. Emellett gyakori a 17pl3 és a 6921 delécidja. A
13q14.3 régidban lokalizalodnak a miR-16-1 és miR-15a mikroRNS-¢k, mig az
ATM gén a 11q22-23, és a TP53 gén a 17pl3 regiora lokalizalodik. Tovabbi
genetikai jellemzO az expresszalt immunglobulin nehéz lanc gén varidbilis
60%-aban szomatikus mutaciot hordoz.

A betegek prognozisanak megitélésében a stadiumbeosztas mellett a
citogenetikai eltérések a meghatarozoak. A nem mutalt IgHV gén, a fokozott ZAP-
70 és CD38 protein expresszio és a del11q rosszabb progndzist jelent. A leglijabb
vizsgalatok alapjan — terapias szempontbol — az egyik legfontosabb prognosztikai
tényez6 a TP53 mutacids statusz. Ezenfelill az agresszivebb lefolyast esetekben
szOvettanilag nagyméretii vagy osszefolyd PF-ok lathatoak.

A CLL a betegek mintegy 5-30%-aban agresszivebb formaba
transzformalodik. A transzformacid leggyakrabban a nyirokcsomokban, ritkan a
csontveldben alakul ki. A transzformaciéo kovetkeztében a betegek varhatd
¢lettartama jelentdsen lecsokken. A leggyakoribb transzformacios forma, mely a
betegek mintegy 2-8%-aban alakul ki, az Gn. Richter transzformacio (Richter
szindréma, RT), melynek soran a CLL diffiz nagy B-sejtes lymphomaba (DLBCL)
transzformalodik. Ritkabban prolymphocytas lymphomaba, Hodgkin-lymphomaba
vagy akut lymphoid leukémiaba valé transzformacié is eléfordul.

Szamos tanulmdny igazolja a PF-ok jelentéségét a betegség
progresszidjaban ¢és progndzisaban. Utankdvetéses vizsgalatokban a betegség
elorehaladtaval a PF-ok szama és mérete nov; a PF-is mintazatot mutatd CLL
agresszivabb lefolyasi. A PF-okban Ki-67-tel magasabb proliferacios rata
igazolhato, illetve a PF-0K sejtjeiben fokozott a c-Myc és a ciklin D2 expresszidja.

Munkacsoportunk korabbi tanulmanyaiban igazolta, hogy a pszeudofollikularis
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mintazatot mutat6 CLL-es betegek nyirokcsomoiban a rosszabb prognozissal jard
citogenetikai eltérések a pszeudofollikulusok sejtjeiben nagyobb gyakorisaggal
fordulnak el6. Az irodalombdl ismert, hogy a pszeudofollikularis mintadzatot mutato
CLL esetek gyakrabban transzformalddnak agresszivabb formaba.

A mikroRNS-ek (miRNS, miR) olyan révid, nem kodolo, koriilbeliil 22-24
nukleotid hosszisdgi RNS molekulak, melyek a poszttranszkripcids szabalyozas
fontos szereploi. Negativ szabalyozasi szerepet toltenek be. A mikroRNS-ek
sokszor onkogének és tumorszuppresszor gének kozelében lokalizalédnak. A
daganatok kialakuldsdban kulcsfontossagli szerepet jatszanak. Szolid tumorok
mellett malignus hematologiai betegségekben, igy a kiilonbozé lymphomékban is
korosan expresszalodnak bizonyos miRNS-ek. Az irodalmi adatok alapjan a CLL
kialakulasaval és progresszidjaval tobb mint 20 miR szerepe hozhato
Osszefiiggésbe.

Az enhancer of zeste homologue 2 (EZH2) a polycomb repressor complex
2 (PRC2) tagja. A H3 hiszton 27-es lysinén metilal. Szerepet jatszik a sejtciklus és
sejtdifferencialédas szabalyozasaban. Szamos gén transzkripcidjanak epigenetikus
szabalyozdja. Az EZH2 overexpresszidja ismert a high-grade centrum-
germinativum (CG) eredetli lymphomakban, ugymint diffiz nagy B-sejtes
lymphomaban és high-grade follikularis lymphomaban (FL). Utdbbiakban az EZH2
aktivald mutacioi is ismertek. Az EZH2 szerepe a CLL patomechanizmusaban nem
tisztazott. Tanulmanyokbdl ismert, hogy CLL-ben a Ki-67 pozitiv nagyméretii
tumorsejtek expresszaljak az EZH2-t, illetve az EZH2 overexpresszidja CLL-ben
Osszefiiggésbe hozhato a rosszabb prognoézissal. Az EZH2 overexpressziot mutatod
esetekben sokszor magas ZAP-70 expresszid vagy kromoszoma eltérés igazolhato.
Megfigyelték az EZH2 magasabb expressziojat olyan esetekben, ahol az IgHV gén

mutalatlan volt. EZH2 aktivalé mutaciok CLL-ben jelenlegi tudasunk szerint nem
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ismertek. Az EZH2 genetikai és molekularis megismerése fontos szerepet tolthet be
a jovObeni gyogyszeres terapia megalkotasdban. Az EZH2 expresszidjat egyes
mikroRNS-ek is befolyasoljak. Irodalmi adatok alapjan az EZH2 negativ
szabalyozoi a miR-101 és a miR-26a. Az EZH2 expressziot a miR-ek mellett
szamos mas molekula is szabalyozza, pl. a c-Myc, E2F1 és pRb.

Osszességében elmondhatd, hogy a PF-ok kiilonleges struktirak a
CLL/SLL-es nyirokcsomokban, melyeknek kdzponti szerepe valdszinisithet6 a
betegség fenntartdsaban és progresszidjaban, ugyanakkor a biologiai sajatossagaik
még kevéssé ismertek. Vizsgalataink alapvetd célja az volt, hogy tovabb
karakterizaljuk a CLL/SLL pszeudofollikulusait és ezzel hozzajaruljunk a betegség
pontosabb megismeréséhez. ElsGsorban arra voltunk kivancsiak, hogy a CLL
progndzisat negativan befolyasold tényezok koziil egyes mikroRNS-ek és az EZH2

expresszidja eltér-e a PF-okban a kornyez6, interfollikularis (IF) terekhez képest.

II. CELKITUZESEK

o

« A CLL kialakulasaval és/vagy progresszidjaval Osszefiiggé 19 mikroRNS
(miR155, -150, -29c, -264a, -1814a, -21, -153, -16, -34a, -221, -222, -223, -101, -
93-5p, -650, -92, -142-3p, -142-5p, -15b ) expresszidjanak Osszehasonlitisa
pszeudofollikularis mintazatot mutatdé CLL/SLL-es nyirokcsomok PF és IF

teriiletein.
% Az EZH2 fehérje expresszidjanak vizsgalata a PF-okban és az IF terekben.

% Az EZH2 transzkripcidjat szabalyozé c-Myc, E2F1 és pRb expresszidjanak

vizsgalata a PF-okban és az IF terekben.

s Az EZH2 gén aktivaldo mutacidinak analizise CLL/SLL-es esetekben.
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III. ANYAGOK ES MODSZEREK

II1. 1. Szovetmintak

Tanulmanyunkban 15 CLL/SLL-es beteg formalinban fixalt paraffinba
agyazott (FFPE) nyirokcsomé biopszias mintdjat hasznaltuk. Valamennyi minta
diagnodzisat az 1. sz. Patologiai és Kisérleti Rakkutatd Intézetben allitottak fel a
World Health Organization lymphoid szdvetek daganatos megbetegedéseinek
klasszifikaciojara vonatkozd  kritériumainak megfelelden, hisztopatologiai,
immunfenotipus, FISH és molekularis vizsgalatok alapjan. A szdvetmintdk az
elsddleges diagnozisbol, a kezelések elotti idészakbol szarmaztak. Mikroszkdpos
vizsgalattal minden CLL/SLL-es nyirokcsomd minta pszeudofollikularis mintazatot
mutatott. Vizsgalatainkba 7 n6 és § férfi szovetmintajat vontuk be, a diagnoziskor a
median életkor 58,47 év volt. Vizsgalataink ideje alatt egyik betegnél sem mutattak
ki high-grade transzformaciot. A legutobbi utankdvetés soran a 15 beteg koziil
kettdben Richter transzformacid, mig 1 esetben prolymphocytas transzformacio
fejlodott ki. A betegséggel dsszefliggd halalozast nem dokumentaltak.

A betegek prognosztikai szempontbdl jelentds kromoszéma eltéréseinek

(dell3q, dell7p, delllq és tril2) FISH vizsgalati eredményei mind a 15 esetben

rendelkezésre alltak.

III. 2. MikroRNS expresszio vizsgalat Kkvantitativ valés-idejii polimeraz

lancreakcioval

Munkank sordn 19, az irodalmi adatok alapjan a CLL kialakulasaval
és/vagy progresszidjaval dsszefiiggésben allo mikroRNS (miR155, -150, -29c, -26a,
-181a, -21, -154, -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-idejli polimeraz lancreakcidval (kvantitativ real-time
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PCR, gRT-PCR). A mikroRNS expresszid vizsgalatdhoz eldszér a CLL/SLL
nyirokcsomokbdl 1ézermikrodisszekcio segitségével PF és IF teriileteket
szeparaltunk, majd az 6sszegylijtott sejtekbdl RNS-t izolaltunk. Az RNS-b6l reverz
transzkripcioval cDNS-t szintetizaltunk, majd preamplifikaciot kovetden
elvégeztiik a valos-idejii PCR reakciot. A relativ expresszids szinteket ACt modszer

segitségével hataroztuk meg.

I11. 3. Immunhisztokémiai vizsgalatok

Az EZH2 és az EZH2-t szabalyozo c-Myc, E2F1 és pRb fehérjék
expresszios szintjét a PF és IF terekben immunhisztokémia eljarassal vizsgaltuk. Az
immunreakcidokhoz biotinmentes konjugalt polimer, Novolink™ (Novocastra)
rendszert hasznaltunk. A metszeteket a Pannoramic 250 Flash II nagy felbontasa
scannerrel (3DHISTECH Ltd.) digitalisan szkenneltiik, majd a Pannoramic Viewer
software 1.15.4 (3DHISTECH Ltd.) programmal értékeltiik ki.

I11. 4. Az IgHV és EZH2 gének szekvencia vizsgalata

Az IgHV és EZH2 (16-os és 18-as exon, ismert aktivalo mutaciok) gének mutacios
statuszat direkt szekvenalassal vizsgaltuk meg. A mutaciok analiziséhez elészor a
nyirokcsomd mintdkbdl DNS-t izolaltunk, majd az altalunk vizsgalni kivant gén
régiokat PCR technikaval amplifikdltuk. A megtisztitott termékeket kapillaris
elektroforézissel megszekvenaltuk (BigDye 3.1 Terminator Cycle Sequencing Kit

(Applied Biosystems), majd a kapott szekvenciakat kielemeztiik.
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II1. 5. Statisztikai analizis

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

A vizsgalt valtozok eloszlasat Kolmogorov-Smirnov teszt segitségével
ellendriztiik. Normal eloszlasu valtozok esetén a kiilonb6zé csoportok kozotti
Osszehasonlitds soran fiiggetlen mintas t-probat alkalmaztunk, az Osszetartozo
értékeket pedig paros t-proba segitségével elemeztiik. Mindkét analizis soran
kétoldali probat alkalmaztunk. Azon valtozok esetében, amelyek nem mutattak
normal eloszlast, Mann-Whitney U-tesztet és Kruskall-Wallis tesztet alkalmaztunk.

Szignifikansnak tekintettiik az eltérést, ha p érték < 0,05 volt.

IV. EREDMENYEK
IV. 1. MikroRNS expresszié a CLL/SLL-es nyirokcsomék PF és IF tereiben

A CLL kialakulasaval és/vagy progresszidjaval kapcsolatba hozhatd
mikroRNS-ek koziil 19 expresszidjat hasonlitottuk Ossze 15 CLL/SLL-es
nyirokcsomd PF ¢és IF teriiletein, kvantitativ PCR reakcid segitségével. A relativ
kvantifikdcié eredményei alapjan 4 miRNS esetében talaltunk statisztikailag
szignifikans expresszid kiillonbséget 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).
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 kdrnyez0 IF teriiletekhez képest.
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IV. 2. Az EZH2 fehérje, valamint az EZH2 transzKripcidjat szabalyozé c-
Myc, E2F1 és pRb expressziéja CLL/SLL-es nyirokcsomok PF és IF tereiben.

Az EZH2 és az EZH2 transzkripcidjat szabalyozé c-Myc, E2F1 és pRb
expresszid  szoveti eloszlasanak tanulmanyozasahoz  immunhisztokémiai
vizsgélatokat végeztiink 15 CLL/SLL-es nyirokcsomé mintdn. A megfestett és
digitalizalt metszeteken PF és IF teriileteket jeloltiink ki és a teriileteken beliil
kvantifikaltuk a pozitiv sejtek aranyat. A vizsgalatok eredményeként szignifikansan
magasabb expressziot talaltunk a PF-ek teriiletén mind az EZH2 (p <0.001), mind
az 6t szabalyozo E2F1 (p <0.001), c-Myc (p <0.001) és pRb (p <0.001) esetében az

IF régiokhoz viszonyitva.

IV. 3. Az EZH2 gén aktivalé mutacidéinak analizise

Az EZH2 gén hotspot (Y646, A682 és A692) régidinak mutacid analizisét
bidirekcionalis Sanger szekvenaldssal végeztiik el 14 CLL/SLL-es nyirokcsomo
mintabol. A vizsgalat célja az volt, hogy felderitsiik, hogy esetleg aktivalé mutacio
tehetd-e felelossé az EZH2 overexpresszidért. A vizsgalatok soran az EZH2 gén 16-

o0s és 18-as exonjaiban visszatéré mutaciot nem tudtunk kimutatni.

1V. 4. Az IgHV gén szekvencia analizise

A 14 CLL/SLL-es esetben elvégzett IgHV gén mutacids vizsgalat
eredményeként 2 esetet tekintettiink mutaltnak (9. és 11. esetek), a tovabbi esetek
mutalatlanok voltak. A harom high-grade transzformaciét mutaté eset (3., 4. és 6.

esetek) mindegyikében mutalatlan volt az IgHV gén.



PF mintdzatu CLL-ben EZH2 és miR expresszid vizsgalata Szurian Kinga

IV. 5. A mikroRNS-ek, illetve az EZH2, E2F1, c-Myc és pRb fehérjék

expressziojanak osszefiiggése az IgHV mutaciés statusszal

A fehérje és miRNS expressziés eredményeinket Osszevetettik a
prognosztikai szempontbdl jelentés IgHV mutacios statusszal. Azokban az
esetekben, amelyekben az IgHV gén mutalatlan volt szignifikansan alacsonyabb
mMiR-150 expressziot mértiink mind a PF, mind az IF teriileteken a mutalt esetekhez
viszonyitva (ACt_"°miR-150ig1v nm 3,45£0,47, ACt P°miR-150ignv M =
4,69+0,50, t=-3,42, p=0,005 és ACt ""miR-150ig4v nw = 3,98+0,48, ACt "miR-
150igHv m = 4,95+0,37, t=-2,67, p=0,021). A tovabbi miR-ek, illetve a vizsgalt
fehérjék expresszidja és az IgHV gén muticios statusza kozott szignifikans

Osszefiiggést nem talaltunk.

1V. 6. A mikroRNS-ek, illetve az EZH2, E2F1, c-Myc és pRb fehérjék
expressziojanak osszefiiggése a kromoszoma eltérésekkel

A fehérje és miRNS expressziés eredményeinket Osszevetettik a
prognosztikai szempontbol jelentés kromoszoma eltérésekkel (dell3q, dell7p,
delllq és tril2). Vizsgalataink szerint a 11q delécioval jaré esetekben a miR-150
expresszidja az IF teriiletén szignifikansabb alacsonyabb volt (ACt_'"Fmir-150gei11q+
=3,79+0,45, ACt_'""mir-150gen1q- = 4,42+0,48, t=2,66, p=0,020), mig a PF teriiletén
csupan hasonlé tendenciat igazoltunk (p=0,071). Kromoszoéma aberracio(k) (ChA)
jelenléte esetén szignifikansan alacsonyabb a miR-26a expresszio a PF teriiletén
(ACt_PPmiR-26acha+ = -6,15+2,08, ACt PFmiR-26acha- = -3,5£2,01; p=0,047).
Dell7p jelenléte esetén is szignifikansabb alacsonyabb a miR-26a expresszidja a
PF-okban &sszehasonlitva a dell7p eltérést nem mutaté esetekkel (ACt PFmiR-

26adenn7ps = -8,57+2,43, ACt_PFmiR-26agdenn7p- = -4,96+1,99; p=0,035).
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A tovabbi miR-ek, illetve a vizsgalt fehérjék expresszidja és a kromoszéma

eltérések jelenléte kozott szignifikans dsszefliggést nem talaltunk.

V. MEGBESZELES

Nagyszamu irodalmi adat tamasztja ald, hogy CLL/SLL-ben a PF-ok
kiemelt szerepet jatszanak a sejtproliferacioban és a betegség progressziojaban. A
molekularis eltérések is — beleértve a citogenetikai eltéréseket és az aberrans
onkoprotein expressziot — jellemzéen a PF-ok teriiletén akkumulalodnak. A
pszeudofollikulusok teriiletén fokozott a proliferacios rata és emelkedett a c-Myc és
ciklin D1 expresszid. A rosszabb prognozissal jaré kromoszéma aberraciok is a PF-
ok teriiletén halmozodnak fel. Az IGHV gén atrendezédése is gyakoribb a PF-ok
sejtjeiben. Vizsgalataikban a pszeudofollikularis mintazatot mutato CLL/SLL-es
betegek tulélése joval rovidebb volt a szovettanilag tipusos megjelenésti CLL-hez
képest. Osszességében az irodalmi adatok alapjan a pszeudofollikularis mintazatot
mutatd6 CLL/SLL klinikailag agresszivebb viselkedést mutat.

A mikroRNS-ek megvaltozott expressziojat CLL/SLL-ben szintén tobb
tanulmany igazolta, és szamos irodalmi adat szol amellett, hogy a mikroRNS-ek
szerepet jatszanak a betegség patogenezisében. Wang és mtsai. RNS in situ
hibridizaciés modszerrel igazoltak, hogy a magasabb miR-155 és alacsonyabb miR-
150 expressziot mutatd tumorsejtek a PF-okban lokalizalodnak.

Tanulmanyaink els6dleges célja az volt, hogy tovabb karakterizaljuk a
CLL/SLL pszeudofollikulusait és ezzel hozzajaruljunk a betegség pontosabb
megismeréséhez. Kivancsiak voltunk, hogy a CLL progndzisat negativan
befolyasolo faktorok koziil bizonyos mikroRNS-ek és az EZH2 expresszioja eltér-
e a PF-okban a kdérnyezd IF terekhez képest.
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A mikroRNS expresszi6 vizsgalatahoz 15 pszeudofollikularis mintazatot
mutaté CLL/SLL-es beteg nyirokcsomojanak PF és IF tereiben hasonlitottuk dssze
19 mikroRNS expresszidjat valos idejii PCR reakcioval. A vizsgalt 19 mikroRNS
koziil a miR-155 és a miR-92a szignifikansan magasabb, mig a miR-150 és miR-
26a szignifikdnsan alacsonyabb expressziojat igazoltuk a PF-ok teriiletén.
Eredményeink egy része megerdsiti Wang és mitsai. eredményeit, tovabba
alatamasztja azt a nézetet, miszerint a PF-ok sejtjei eltérd tulajdonsagtiak az IF terek
sejtjeihez képest.

A miR-155 magasabb expresszidja kiilonb6z6 magas malignitasa
hematologiai betegségekben mar ismert. Feltételezhetd, hogy a miR-155 proto-
onkogén szerepet tolt be és a target gének (pl. SOCS1 és SHIP-1) expresszidjanak
szabalyozasaval elsésorban a fokozott sejtproliferacio és sejttulélés iranyaba hat. A
mMiR-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. A PF-
okban igazolt magasabb miR-155 expresszio felveti a lehetdségét annak, hogy a
miR-155 megzavarja a PF-okban a BCR szignalutat, és ezen keresztiil vesz részt a
CLL/SLL progresszidjaban.

Vizsgalatainkban egy masik fontos oncomiR, a miR-17-92a cluster
tagjaként ismert miR-92a is szignifikAnsan magasabb expresszidt mutatott a PF-0k
tertiletén. A c-Myc-medialt transzkripcié révén a miR-17-92a cluster csalad
tagjainak magasabb expresszidja gyakran megfigyelhetd lymphomakban. Kisérlet
igazolja, hogy B-sejt specifikus miR-17-92a transzgén egerekben c-Myc-medialt
lymphoma fejlédik ki; Gibson és mtsai. pedig leirtak, hogy a CLL/SLL PF-aiban a
c-Myc fehérje expresszidja magasabb. Ezen adatok alapjan feltételezhetd, hogy a c-
Myc overexpresszioja allhat az emelkedett miR-92a expresszid hatterében. Ismert
az is, hogy a miR-17-92a csalad legfontosabb célfehérjéi a PTEN és a TGF-béta. A
PTEN-r6l ismert, hogy CLL-ben alacsonyabb expressziot mutat. Elképzelhetd,
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hogy a pszeudofollikulusokban detektalt magasabb miR-92a expresszié a PTEN
apoptozist.

Eredményeink alapjan a miR-150 expresszidja a PF-okban szignifikansan
alacsonyabbnak bizonyult. A miR-150 tumorszuppresszor funkcidja ismert és
csokkent expresszidjat kimutattak mar a legtobb human leukémiaban, tobbek kozott
kréonikus myeloid leukémidban is. Feltételezések szerint az alacsonyabb miR-150
expresszid a BCR szignalit csokkent gatlasahoz vezet, melynek fokozott
sejtproliferacio a kovetkezménye. A miR-150 egyik célfehérjéje a FOXP1, melynek
fokozott expresszidjat leirtdk CLL-ben és a fokozott expresszidt rosszabb
prognozissal hozzak dszefiiggésbe. Ismert, hogy CLL-ben a tumorsejtek altalanosan
magas mMIiR-150 expressziot mutatnak, és a magas MiR-150 expresszid
Osszefiiggésbe hozhatd a betegek hosszabb talélésével. Ezzel ellentétben,
alacsonyabb miR-150 expresszional a betegek tulélése is rosszabb. A korabban
emlitett in situ hibridizacios vizsgalattal kimutattak, hogy a pszeudofollikulusokban
kevesebb a miR-150 pozitivitast mutatd sejt, amelyet a mi eredményiink is
alatamaszt. Mindezek alapjan valdsziniisithetd, hogy a proliferaciés centrumok
alacsonyabb miR-150 expresszidja -pl. az AKT jelatviteli ut gatlasanak
csdkkenésén keresztiil- hozzajarul a CLL progresszidjahoz. Osszességében a
csokkent miR-150 termelés kapcsolatba hozhatdé a tumorsejtek megnovekedett
proliferacios aktivitdsaval, mely megerdsiti a feltételezést, miszerint a PF-ok
kiemelt szerepet jatszanak a betegség progresszidjaban.

A miR-26a expresszidja szintén szignifikansan alacsonyabbnak bizonyult
PF-okban. A miR-26a egyik ismert szerepe, hogy — szamos fehérje mellett — gatolja
az EZH2 expressziojat. Az alacsonyabb miR-26a szint fokozott EZH2

termelddéshez vezet, mely szintén a sejtproliferaciot segiti eld.
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Jelen munkankban az EZH2 expresszidjat immunhisztokémiai
vizsgélatokkal tanulmanyoztuk 15 CLL/SLL-es nyirokcsomdban, ¢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 lokalizaloédnak.

Szamos kutatasi eredmény alapjan feltételezhet6, hogy CLL/SLL-ben a
fokozott EZH2 expresszié rosszabb progndzissal tarsul, ugyanakkor a CLL/SLL
patomechanizmusaban az EZH?2 pontos szerepe még nem tisztazott. Eredményiink,
miszerint az EZH2 expresszio els6sorban a PF-0K sejtjeire lokalizalodik, megerdsiti
azt a hipotézist, hogy a CLL progresszidjaban a PF-oknak kiemelt szerepiik van.

Visszatéré6 EZH2 mutacié a CLL-ben nem ismert, ugyanakkor szerettiik
volna biztosan kizarni, hogy esetleg aktivalé mutacio all-e az EZH2 overexpresszio
hatterében. A 15 CLL/SLL mintabol 14 mintan tudtuk elvégezni az EZH2 16-o0s és
18-as exonjanak szekvencia analizisét, mely soran mutaciot 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 expresszid hatterében. A CLL/SLL PF-aiban ismert a c-Myc
overexpresszidja. A c-Myc az EZH2 expressziojat gatld miR-26a szabalyozasan
keresztiil all kozvetett viszonyban az EZH2-vel, és emellett a c-Myc az E2F1
transzkripcios faktort is aktivalja. Az E2F1 serkent6en hat az EZH2-re. Az E2F1-et
a tumorszuppresszor Rb is szabalyozza, oly modon, hogy az Rb foszforilacioé révén
inaktivalodik, ezaltal a gatlas kiesése révén né az E2F1 termelés. Fenti irodalmi
adatok alapjan immunhisztokémiaval vizsgaltuk a c-Myc, az E2F1 és a pRb

expresszidjat a 15 CLL/SLL-es nyirokcsomo6 mintan. A digitalis kvantitativ
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kiértékelés segitségével mindharom fehérje expresszidja szignifikansan
magasabbnak bizonyult a PF-okK teriiletén az IF terekhez képest. Ezen erdemények
a miR-26a fokozott expresszidjaval egyiitt felvetik a lehetdségét annak, hogy a c-
Myc/E2F1, c-Myc/miR-26a és pRb/E2F1 utak a felelések a PF-ok teriiletén
megfigyelt fokozott EZH2 expresszioért.

Tanulmanyainkban megvizsgaltuk a miRNS, EZH2, c-Myc, E2F1 és pRb
expresszio és az IgHV gén mutacidés statusza, valamint a CLL/SLL-ben
prognosztikai jelentdséggel bird kromoszoéma aberraciok lehetséges kapcsolatat is.
Bar a vizsgalat elemszama kevés, statisztikailag szignifikdnsan alacsonyabb miR-
150 expressziot mértiink mind a PF, mind az IF teriiletén azokban az esetekben,
amelyekben az IgHV gén mutalatlan volt. Régota ismert, hogy a mutéalatlan IgHV
gén CLL-ben rosszabb progndzisra utal. Tobb kutatocsoport felvetette mar a
lehetdségét annak, hogy a csdkkent miR-150 expresszid kapcsolatban all az IgHV
gén mutalatlan statuszaval, ugyanakkor a két eltérés kapcsolata még nem teljesen
tisztazott.

Rabello és mtsai. vizsgalataik soran emelkedett EZH2 expressziot talaltak
azokban a CLL-es betegekben, akik valamilyen visszatéré kromoszoéma eltérést
hordoztak. Mi hasonld szignifikdns dsszefliggést nem talaltunk, ugyanakkor a 11q
delécidval jard esetekben a miR-150 expresszidja az IF teriiletén szignifikdnsabb
alacsonyabb volt. A rosszabb prognozissal tarsuld kromoszoma aberracidt hordozo
esetekben a PF-ok teriiletén a mir-26a expresszidja is alacsonyabbnak bizonyult a
kromoszoma eltérést nem mutaté esetekhez képest.

Vizsgalatunk érdekes eredménye, hogy 17p delécié esetén a PF-okban
szintén alacsonyabb volt a miR-26a expresszidja a 17p deléciot nem hordozo
esetekhez képest. 17p delécid esetén a TP53 gén deletalt és ezen deléciot hordozo

betegek kemoterapia rezisztensek. Az igazolt del17p-vel jaro esetek >80%-aban a
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masik TP53 allél mutacioja igazolhato. Dell7p hidnyaban a TP53 mutécio kevésbé
gyakori. A TP53 mutécidja igen rossz prognozissal tarsul. A legajabb vizsgalatok
alapjan — terapias szempontbol — a CLL/SLL egyik legfontosabb prognosztikai
tényezdje a TP53 mutécios statusz. A miR-26a—17p delécid lehetséges kapcsolatara

iranyulo vizsgalat az irodalmbol eddig nem ismert.
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V1. KOVETKEZTETESEK

Az oncomiR-ek koziil a miR-155 és a miR-92a fokozott expresszidja, a
tumorszuppresszor miR-ek kozil a miR-150 és a miR-26a csokkent
expresszioja igazolhato a pszeudofollikulusok teriiletén az IF teriiletekhez

képest CLL/SLL-es betegek nyirokcsomoiban.

EZH2 overexpresszio igazolhaté a CLL/SLL-es betegek nyirokcsomoinak
PF teriiletein az IF teriiletekhez képest, melynek hatterében feltehetben a
c-Myc/E2F1, c-Myc/miR-26a és pRb/E2F1 szabalyoz6 ttvonalak

megvaltozott miikodése all.

Az EZH2 overexpresszid hatterében EZH2 gén aktivald mutacidé nem

igazolhat6 a CLL/SLL-es esetekben.

Osszefiiggés lehet a rosszabb prognozissal jaré kromoszoma aberraciot
hordoz6 betegek, ill. a szintén rosszabb prognézisi NM IgHV gén statusza
betegek és a miR-26a csokkent, illetve az EZH2 fokozott expresszidja

kozott.

Osszességében eredményeink aldtdmasztjak azt a nézetet, mely szerint a
CLL/SLL PF-ai kiilonleges bioldgiai sajatossagokkal rendelkeznek, és a
betegség progresszidjaban szerepet jatszo molekularis eltérések elsésorban

a PF-ok teriiletén halmozodnak fel.
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