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1. A kutatas fobb eredményeinek rovid 6sszefoglal6ja magyar nyelven

A kutatas eredményeként bizonyitottuk, hogy a kronikus lymphocytas leukémia (CLL)
és a follicularis lymphoma (FL) kifejezett malignitasi lymphoméba torténd
transzformacigjaban, valamint a mediastinalis nagy B-sejtes lymphoma (MLBL)
kialakuldsdban szerepet jatszik egy napjainkban leirt, aberrans szomatikus hypermutécionak
(ASH) nevezett genetikai instabilitas. Ugyancsak bizonyitottuk, hogy azokban a lymphoma
transzformaciokban és MLBL-ban, ahol ASH van jelen, a centrum germinativum B-sejtek
expresszidja figyelhet6 meg. Ezen adataink arra utalnak, hogy a B-sejtes lymphomak
lefolyasa soran az AID enzim aktivalddhat és az egész genomra Kiterjedo, koztik a c-MYC, a
PAX-5 és a RhoH géneket érint6 genetikai instabilitas alakulhat ki.

Ugyancsak a palyazat keretében karakterizaltuk a WHO &altal meghatarozott, kronikus
lymphocytds leukémia emelkedett szamud prolymphocytaval (CLL/PL) nevezett entitas
bioldgiai sajatossagait. 1gVy gén, FISH és high resolution comparative genomic hybridization
(HR-CGH) mddszerek segitségével magas aranyl genomikus amplifikacio és delécio
aranyokat valamint intenziv klonalis szelekciot és evollciot igazoltunk. Ezen eredmények arra
utalnak, hogy a CLL/PL kialakuldsdban genomikus instabilitas és klonalis evolucié jatszhat
szerepet.

2. A kutatas fobb eredményeinek révid dsszefoglaloja angol nyelven

As a result of grant support we have provided evidences that in high-grade
transformation of chronic lymphocytic leukemia (CLL) and follicular lymphoma (FL) and
development of mediastinal large B-cell lymphoma (MLBL), a recently described genetic
instability called aberrant somatic hypermutation (ASH) has a central role. We have also
demonstrated that in lymphoma transformation and in MLBL, where tumor cells display
ASH, the enzyme which is involved in the somatic hypermutation and switch recombination
of germinal center B-cells called activation-induced cytidine deminase (AID) have high
expression. These results suggest that activation of AID enzyme in the natural history of B-
cell lymphomas may generate a genome wide genetic instability causing mutations of several
genes including c-MYC, PAX-5 and RhoH.

We have also characterized the biological features of a WHO lymphoma entity called
chronic lymphocytic leukemia with increased prolymphocytes (CLL/PL). Using IgVy gene,
FISH and high resolution comparative genomic hybridization (HR-CGH) analysis we have
shown high number of genomic imbalances and intensive clonal evolution and selection in the
course of the CLL/PL suggesting that a genome wide instability of the neoplastic cells may
play a role in the development of the disease.

3. A kutatas celja, a munkatervben vallalt kutatasi program

A pélyézat legfébb célkitiizése az volt, hogy meghatarozzuk az aberrans szomatikus
hypermutacio (ASH) okozta genetikai instabilitds és az aktivacié indukalta citidin deaminaz
(AID) enzim szerepét diffiz nagy B-sejtes lymphoma (DLBL) szubtipusok, koztik a
mediastinalis nagy B-sejtes lymphoma (MLBL) kialakulasaban és a mérsékelt malignitasu
lymphomék DLBL-be torténd transzformécidja soran. Célunk volt, hogy meghatarozzuk az
AID enzim expresszio es az ASHM kozti 6sszefliggését ezen lymphoma entitasokban.

4. A targykorben kidolgozott mddszerek, eljarasok
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4.1. Az ASH okozta genetikai instabilitas meghatarozasa target genek
mutécioanalizisével. Az ASH egy Ujonnan leirt biologiai folyamat, ahol a fiziologias
szomatikus hipermutacios mechanizmus onkogéneken hoz létre aberrdns mutaciot és ezaltal
genetikai instabilitast. Az ASH analizisere a PIM1, a PAX5, az RhoH1 és a MYC gének
mutacios analizisét dolgoztuk ki. A géneket PCR-el amplifikaltuk, majd a PCR termékek
DNS szekvendlasaval hataroztuk meg a mutéciok helyét és szamat.

4.2. AID mRNA expresszi0 meghatarozasa valos idejii PCR segitségével. Az AID
enzimnek kozponti szerepe van a fiziologids szomatikus mutacio és nehézlanc atkapcsolas
folyamataban. A lymphomakban kialakul6 ASH kialakuldsaban esetlegesen a fokozott AID
expresszidnak lehet szerepe, igy az AID expresszié mérésére valos idejii PCR-t dolgoztunk ki.
A normadl ertékit AID expresszidt centrum germinativum és periférids B-sejteken hataroztuk
meg.

4.3. AID protein expresszio meghatarozasa immunhisztokémiai reakcié segitségével. A
vizsgalataink sordn mért AID mMRNA expresszid protein szinten valé megjelenéset
immunhizstokamiai modszer beallitasaval igazoltuk. Az immunhisztokémiai reakcidhoz
szamos antitest és antigén feltarasi eljaras kovetéen TRS Ph6 bizonyult alkalmasnak.

4.4. High resolution comparative genomic hybridization (HR-CGH). A DNS nyerés és
vesztés szintjén kialakulo genetikai instabilitds meghatarozasara dolgoztuk ki és allitottuk be a
HR-CGH maddszert.

5. Elért eredmények

5.1. Aberrans somaticus hypermutacié (ASH) és aktivacié indukalta citidin
deamindz (AID) szerepe a mediastinalis diffuz nagy B-sejtes lymphomék (MLBL)
kialakulasaban. A MLBL-eken ezidaig végzett genetikai vizsgalatok komplex és multiplex
abnormalitasokat talaltak. Ezen eredmények alapjan merdlt fel, hogy a fizioldgids B-sejt
érésben szerepet jatsz0 AID-nek szerepe van egy folyamatos szomatikus hipermutacios
aktivitds fenntartasaban (ASH). Ezen elképzelés igazolasara vizsgaltuk az ASH jelenlétét
szamos génen (PIM-1, PAX, RhoH, Myc) illetve az AID mRNS expressziojat. Eredményeink
alapjan az ASH és AID expresszid egyarant szerepet jatszik ezen lymphoma entitds
kialakulasaban. Eredményeinket vezet6 eurdpai folydiratban kozoltik (Br. J. Haematol. 2005,
129:373)(IF:3.267). Az eredmények Bodor Csaba PhD hallgato téziseinek alapjat kepezik.

5.2. Az Aberrans szomatikus hypermutacio (ASH) és az aktivacio indukalta citidin
deaminaz (AID) szerepe a kronikus lymphocytas leukémia (CLL) transzforméacidjaban és
progressziojaban. lgazoltuk, hogy a ASH-nek és AID expresszidnak nincsen szerepe a CLL
sejtek kifejlodésében, azonban a betegség progresszidja soran magas AlD expresszid és ASH
igazolhatd. Ezen eredményeink alapjan igazolodott az a feltevésiink, miszerint a CLL
transzformacioja soran egy altalanos genetikai instabilitas kezdodik, melyért feltehetéen egy
magasabb AID expresszio felelés. Eredményeinket vezeté hematologiai folydiratban
kodzoltuk (Leukemia 2006, 20:1089-1095)(IF: 6.612)

5.3. Az aberréns szomatikus hypermutécio (ASH) szerepe a follicularis lymphoma
(FL) transzforméciojaban es progresszidjaban. Irodalmi adatok és sajat vizsgalataink alapjan
a FL egy genetikailag instabil tumor, azonban kialakulasaban nem jatszik szerepet az ASH.
Vizsgalatsorozatainkkal arra kerestlink valaszt, hogy a FL progresszidja soran aktivalddik-e
az ASH. A Kkisérletsorozatot kollaboracidban végeztik Gaidano Gianluca professzor
(Olaszorszag) munkacsoportjaval, mivel transzformalédo FL mintdk egyik intézetben sem
voltak elegendéek 6nallo vizsgalatsorozat inditdsahoz. Eredményeink dsszhangban a CLL-es
transzformacio folyamataval, intenziv ASH-t észleltink. Ezen eredményink tovabbi
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bizonyitékot szolgaltattak ahhoz, hogy a lymphoma transzformécidban és progresszioban
fontos szerepet jatszik az ASH. Eredményeinket vezet6 europai hematoldgiai folyoiratban
kozoltik (Haematologica 2006, 91:1405-1409) (IF: 4.575).

5.4. A kronikus lymphocytas leukémia prolymphocyta szaporulattal jaro tipus (CLL/PL)

(2]

molekularis jellemzése. A 2001-ben megjelent WHO osztalyozas alapjan 6nallo
entitasnak nevezett CLL/PL molekularis jellemzését végeztik el az IgH géen mutacios
stdtuszanak, a CLL-re jellemzé genetikai eltérések FISH és a tumorsejtek HR-CGH
elemzésével. Eredmenyink arra utalnak, hogy a CLL/PL elsésorban a ,,mutalatlan” IgH-
val rendelkez6é tumorok kozul alakul ki és a tumorban elsésorban random megoszlasu
genetikai eltérések mutathatdak ki. Ezen adatok is arra utalnak, hogy a progressziv
tulajdonsagokat 61t6 indolens lymphomak kialakulasaban genetikai instabilitas jatszik
szerepet. Eredményeinker a Hematol. Oncol. 2007, 25:90-95(IF: 1.774) folyodiratban
kozoltuk.
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7. A szerzédésben vallaltaktol valo eltérés okai

7.1. A szerzgdésben vallalt, azonban nem teljestlt kutatasok: A szerzédésben vallalt

minden kutatast elvégeztiink, azonban a vizsgalatok egy része (AID és ASHM vizsgalata egyeb
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DLBL esetben) nem bizonyult olyan mértékben szignifikansnak, hogy kézlemény forméajaban
megjelenjen.

7.2. A szerzgdésben nem szerepld, azonban teljesitett kutatdsok: A lymphomak
pathogenetikai kutatasa egy dinamikus tudomanyag, melynek irdnyvonalai és Uj aspektusai 4-5
éves periodusban nem szamolhatoak ki. Ebb6l adéddan a palyazat megvaldsitasa soran szamos
0j aspektusa meriilt fel a lymphoma kutatasnak. Igy pl. a szerzédésben nem szerepelt CLL/PL
molekularis jellemzése, azonban Kkialakulasat és patogenezisét tekintve progressziv
viselkedéssel rendelkezik, igy vizsgalata kézenfekvé volt. Ugyancsak nem szerepel a CLL és
KL aramlascitometriai differencialdiagnosztikajdban szereplé CD23 antigen eloszlasi
mintézata. Ezen vizsgalatsorozattal meghataroztuk a két entitds kozti kilonbseéget és a napi
aramlascitometriai diagnosztikaban hasznalhaté kapuzasi értékeket.
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9. A kutatasi téma tovabbi lehetséges iranyai, az eredmenyek hasznositasanak
lehetéségei

9.1. A kutatasi téma tovabbi lehetséges iranyai: A munkacsoport a lymphoma
transzformacio témakorében 1996-6ta rendelkezik OTKA Kkutatasi tamogatassal. A jelen
kutatasi eredmények alapjan nyilvanvaldva valt, hogy az ASH és az AID expresszio kdzponti
szerepet jatszoik a lymphomatranszforméacié folyamataban. Tovabbi kutatasi iranyvonal
lehetne annak a CLL sejtcsoportnak a meghatarozasa, ahol elindul az AID expresszio és ASH.
Elképzeléseink szerint a genetikai instabilitast elinditd sejtcsoport talan a nyirokcsomok
pseudofolliculusaiban helyezkednek el. Ezen elképzeléseink megvaldsitasahoz OTKA
palyazatot adtunk be.
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9.2. Az eredmények hasznositasanak lehetdségei: Az eredményink elsésorban a
lymphoma alapkutatds teriiletén hoztak (j eredményeket, amelyek a lymphomak
transzformaciojanak és patogenezisének jobb megeértéséhez vezetnek. Az eredmeények
mindennapi gyakorlati haszna limitalt. Eredményeink alapjan az AID expresszio és az ASH
korai indikatorai lehetnek a CLL és FL transzformécionak. A CLL/PL-ben végzett
vizsgalataink alapjan vilagossa Vvalt, hogy azon CLL esetek, melyek IgH mutécidét nem
hordoznak, alakul ki prolymphocyta szaporulat. Ezen eredmények alapjan a transzformacio
kialakulésa el6tt megallapithatd egy adott CLL esetében, hogy potencialisan transzformalodo
tumor vagy sem.

10. A kutatas megvalositasahoz kapott egyéb tAmogatasok

OTKA T 032572: ,,Genetikai instabilitas szerepe a B-sejtes non-Hodgkin lymphomak
transzformacidjaban és klonalis szelekcidjaban” cimi OTKA péalyazatomnak folytatasat
képezte a jelen palyazat. A T32572 péalyazat eredményeire épult a jelen palyazat, igy a két
palyazat eredményei kdzott bizonyos atfedések vannak.

ETT 144/2003: ,,A primer mediastinalis B-sejtes lymphoma pathogenesisiének és

molekularis sajatossagainak vizsgalata” cimi ETT palyazat hozzajarult e témaban végzett
vizsgalatainkhoz.



