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1 Bevezetés

A lymphomak olyan rosszindulatu daganatok csoportja, amelyek az immunrendszer
OsszetevBibdl szarmaznak, és altalaban a T- és B-sejteket érintik.

A Hodgkin-lymphoma (Hodgkin’s lymphoma, HL) az 6sszes lymphoma mintegy 10%-at teszi ki,
igy a ritka monoklonalis B-sejt eredetl vérképzbszervi rosszindulatu daganatok kozé tartozik.
A HL kialakuldsanak okat és rosszindulatu transzformaciéjanak mechanizmusa a széleskort
kutatasok ellenére sem feltart minden részletében.

A WHO 2008-as klasszifikacidja és 2016-os revizidja szerint a HL két csoportra oszthato:
nodularis lymphocyta-dominans Hodgkin-lymphomara (Nodular lymphocyte predominant
Hodgkin’s lymphoma, NLPHL) és klasszikus Hodgkin-lymphomadra (classicHodgkin’s
lymphoma, cHL). A HL mintegy 85%-4t a cHL teszi ki. A cHL tovabbi négy szovettani szubtipusra
oszthatd: nodularis sclerosis (NS), kevert sejtes (MC), lymphocyta gazdag (LR) és lymphocyta
szegény (LD) altipusra. A cHL jellegzetes neoplasztikus sejtje az un. Hodgkin-Sternberg-Reed
sejt (HRS). A nagy, mononuklearis Hodgkin-sejteket és a nagy, tobbmagvu Reed-Sternberg (RS)
sejteket egy nem-neoplasztikus sejtpopulacié veszi kordil.

A hypoxiat a fizioldgiasnal alacsonyabb szoveti oxigénparcialis nyomasként (pO.) hatarozzak
meg. Ez bekovetkezhet hipoperfuzid vagy a sejtek megndvekedett oxigén igénye miatt. Az
érellatas kapacitdsat meghaladé allapot bioenergetikai valsdghoz vezet. A hypoxia mar a
tumorprogresszié korai szakaszdban kialakulhat, és alapvetd hatdst gyakorol a tumorok
mikodésére. A hypoxia olyan jelatviteli utvonalakat aktivalhat a daganatos sejtekben,
amelyek lehetdvé teszik az alacsony oxigénszint melletti tulélést. A hypoxia szamos adaptiv
mechanizmust indukalhat, amelyek kozponti vezérl6 molekuldja a hypoxia indukalta
transzkripcios faktor (Hypoxia inducible transcriptional factor, HIF). A HIFla a sejtek
homeosztazisanak szamos aspektusat befolyasolja, és aktivdléddsa metabolikus
valtozdsokhoz vezet. Csokkent oxigénszinttel jaré kérilmények kozott vagy oxigén hidnydban
a sejtek energiaellatasuk fenntartasanak érdekében atallnak a glikolizisre. A daganatos sejtek
normoxids korlilmények kozott is folytathatjak a glikolizist, ezt a jelenséget Warburg-
effektusnak nevezik.

A glikdzkatabolizmus azonban szamos metabolikus végtermék, tobbek kozott CO,, protonok
és tejsavfelhalmozddasatis eredményezi. Ezen anyagok tartds felhalmozédasaintracellularis

acidézishozvezethet, amely zavarhatja a bioszintetikus reakcidkat és a jelatvitelt, mivel asejt



mUikodésében szerepet jatszo legtébb molekula, reguldtorok és egyéb komponensek pH-
érzékenyek. A citoszolikus elsavasodas elkeriilése érdekében a sejtek megvaltoztatjak az
iondaramlast, és novelik a pH-szabdlyozé aktivitas mértékét. A transzmembran enzimek vagy
csatorndk aktiv upreguldcidja miatt az intracelluldris pH (pHi) visszatér a sejtek tulélését és
proliferaciojat biztositd, kdzel ligos pH értékekhez. A védekezé mechanizmusok altaldban a
CO, diffuzidjan, a laktat és a H* exportaldsan, valamint a CO; hidratdlasan alapulnak, és azt
célozzak, hogy bikarbonat ionok keletkezzenek.

A szénsavanhidraz IX (carbonic anhydrase IX, CAIX), egy er6sen HIFla-fliggé enzim- fontos
szerepet jatszik a sav-bazis egyensulyban, mivel aktivan katalizdlja a H* eltavolitasat a
fiziolégids intracelluldris pH visszaallitasa érdekében, mikdzben az extracellularis pH
elsavasodik. f[gy tdmogatva a daganatos sejtek tulélését az ellenséges mikrokdrnyezet
ellenére, és igy elGsegiheti a tumorsejtek invazidjat. A CAIX-hez kapcsolédd adaptiv vélasz
agressziv tumorfenotipussal és kemoterdpiaval szembenirezisztencidval jar egyitt.

A hypoxia mar a tumorprogresszié korai szakaszaban kialakulhat, és kulcsfontossagu hatast
gyakorol a tumorbiolégia szdmos aspektusdra. A hypoxias kérnyezetben a daganatos
sejteknek metabolikus adaptacion kell atesnilik a tulélés érdekében. Kordbbi tanulmanyok
arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az érett B-sejtek hypoxias kortilmények kozott
kulcsfontossagu HRS-sejtjellemzGkkel rendelkezé sejtekké alakulhatnak, és a hypoxia a
gyogyszerrezisztenciat is befolydsolja. A napi szovettani rutin gyakran tlikréz olyan szoveti
elvaltozdsokat, amelyek egyéb agressziv jellemz&kkel tarsulva hypoxids karosodasra utalnak.
Korabbi tanulmanyok arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a hypoxia az érett B-sejtekben a
HRS-sejtekhez hasonld atipiat és gydgyszerrezisztenciat valtki.

Azonban a cHL-ben a hypoxia altal kivaltott metabolikus adaptaciérél és pH-szabalyozasral

altaldban hidnyoznak az adatok.



2 Célkitdizés

2.1 A CAIX enzim expresszidjanak kvantitativ elemzése cHL-es betegmintakban

Ebben a tanulmanyban cHL betegek biopszias mintait kivantuk megvizsgalni, annak
érdekében, hogy betekintést nyerjlink a hypoxiaval kapcsolatos valtozasok komplexitdsdba, a
CAIX expresszidjabaésannaka lymphomak progressziéjaban betoltott szerepébe.

Fel kivantuk mérni, hogy a CAIX expresszidja hogyan korrelal a betegek tulélésével és mas
klinikai paraméterekkel (pl. életkor, nem, relapszus, terapidra adott valasz).

A fénymikroszképos vizsgalataink mellett digitdlis képelemzéssel is elemeztiik mintainkat a
3DHistech (Budapest, Magyarorszag). daltal kifejlesztett ésvalidaltalgoritmussal QuantCenter,

DensitoQuant modul segitségével.

2.2 A CAIX el6fordulasa és dinamikaja kisérleti cHL modellekben

Célunk az volt, hogy megvizsgaljuk a hypoxiaval Osszefliggésbe hozhatd adaptacids
mechanizmusokat, a sejtkinetikai faktorok és markerek expresszidjat, tovabba a terapiara

adott valasz megvaltozasat cHL sejtkulturakban.

E célbdl:
o jellemeztikésvalidaltukaz L1236 és1428 human Hodgkin-lymphomasejtvonalakat.
e meghatdroztuk a hypoxia hatdsat tobb HIFla downstream effektor mRNS- és
fehérjeexpresszids szintli expresszidjan keresztiil.
e in vitro kisérleteket végeztiink egy gyakran alkalmazott terapias
gyogyszerkombinacidra, az ABVD-re adott valasz - hatékonysdg és hatasossag -

normoxiaban és hypoxidban torténd vizsgalatara.



3 Anyag és mddszertan

3.1 A mintak kivalasztasa és immunhisztokémiai elemzése

A cHL-es mintdk a 1999 és 2019 kozo6tti id6szakbdl a Debreceni Egyetem Klinikai Kozpont
Patoldgiai Osztalyan és a Nyiregyhdzi Jésa Andras Oktatdkorhaz, Patoldgiai Osztalyan
archivumabdl szarmaztak. A cHL szovettani diagndzisat a WHO legujabb klasszifikacidja
alapjan allapitottuk meg. A nagymennyiségl patogndmikus HRS-sejtekkel rendelkezs eseteket
valasztottuk ki tovabbi vizsgalataink targyaul. Rutin patoldgiai festésen (hematoxilin-eozin -
HE) allapitottuk meg a szovetminta szoveti jellemzdit (strdma, nekrdzis stb.), tovabba IHC-
paneltis készitettlink, megvizsgaltuk a PAX5, CD20 és CD30, LMP-1 és LCA expresszi6jat. Az
IHC-t sorozatmetszeteken végeztiik el, CD30-hoz a Ber-H2 antitest klon (Dako-Agilent,
Glopsrup, Danemark), CAIX-hez a nyul poliklonalis antitest-klénokat hasznaltunk. EnVision
Flex torma-peroxidaz/diaminobenzidin (HRP/DAB)* kromogén-detektald rendszert (Dako-
Agilent) hasznaltunk a specifikus antitest kot6dés kimutatdsdra, az antigén 9,0 pH-n torténd
feltarasat kovetden. CAIX negativ kontrollként NLPHL mintakat, CAIX pozitiv kontrollként
vesesejtes rakot hasznaltunk.

Kettds immunhisztokémiai festéstis végeztiink a MIB1 aktivitds és a CAIX expresszidjanak
vizsgdlatanak céljabdl. El&szor is, a nuklearis MIB1-et specifikusan megjeloltik és detektaltuk
az EnVision Flex HRP/DAB* segitségével, majd a CAIX antitesttel kovetkezett a masodik
inkubacié. A CAIX-et Flex HRP rendszerrel vizualizaltuk lila VIP kromogén felhasznalasaval
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). A jeldletlen sejtmagok festésére metil-zold
oldatot (Vector Laboratories) hasznaltunk.

A CAIX immunhisztokémiai festést poli- és monoklonalis antitestekkel egyarant végeztik. Az
immunhisztokémiai festést a gyartd protokollja szerint végeztik, a detektaldshoz

diaminobenzidin (DAB) kromogént hasznaltunk.

3.1.1 Immuncitokémia
A sejtkulturdbdl szarmazé citospin prepardtumokat 10%-os formaldehidben fixaltuk, miutan

egyszer PBS-ben mostuk 6ket. 24 6ra fixalasiid6 utan a sejtek egy-egy cseppjét liveglemezekre



helyeztiik, majd hagytuk megszaradni (1 éra). Az immunhisztokémiahozaBenchMark ULTRA
protokolljat hasznaltuk. A festést BenchMark Ultra immunfest6 gépen végeztik (Roche
Diagnostics, Németorszag). Az antigén feltardsa utdn a detektdlasra OptiView DAB IHC és
UltraView Universal DAB Detection kitek voltak alkalmazva.

A CAIX, CAXIl, HIFla, GLUT1, MIB1 expresszidjanak intenzitdsat és eloszlasédt
fénymikroszkdéppal (DM2500 mikroszkdp, Leica, Wetzlar, Németorszag) értékeltiik, majd a
metszeteket Pannoramic MIDI Slide Scannerrel (3D Histech, Budapest, Magyarorszag)
digitalizadltuk. A szabadkézi annotacidk elhelyezése utan, a szemikvantitativ elemzéshez a
QuantCenter Software 2, DensitoQuant moduljat hasznaltuk (3D Histech, Budapest,

Magyarorszag). A MIB1-CAIX kettdsfestéstis elvégeztik.

3.2 Digitdlis képelemzés

A digitdlis elemzésre csak a reprezentativ CD30 és CAIX festéssel rendelkezé nyirokcsomd
mintdkat hasznaltuk fel. A CD30 és a CAIX membran asszocialta fehérjék, igy elemzésiink
ugyanazzal a szoftverrel elvégezhetd. A targylemezeket a Pannoramic Slide Scanner MIDI
metszet szkennlé (3DHistech, Budapest, Magyarorszag) segitségével digitalizaltuk. A
metszetek kézi annotdlasat Caseviewer 2.2 program (3DHistech, Budapest, Magyarorszag)
segitségével végeztiik el. Szabadkézi annotacidkat alkalmaztunk a hamis pozitivitas elkeriilése
érdekében, igy kizartuk a sérilt terlleteket (pl. artefaktumok, ragasztémaradvanyok,
légbuborékok, erds hattérreakcid. szoveti redék). A CD30 és CAIX expresszidt QuantCenter
szoftverrel (3DHistech, Budapest, Magyarorszag) kvantitativan elemeztiik. A teljes targylemez
digitalis képelemzését pedig a DensitoQuant modullal végeztiik el. A DensitoQuant modullal
festékintenzitdsalapu elemzéstlehetvégezni.

A modul gyors, objektiv és szemikvantitativ elemzést biztositott ugy, hogy azonositotta az
egyes pozitiv pixeleken keresztiil a pozitiv festési reakciét. A modulban a kék és barna
tolerancia, a szinintenzitas, a score-szintek, a kontraszt és a gamma maddosithaté. Ezzel a
modszerrel a szoftver képes volt kiszamolni a hisztoszcoret (H-score) a digitalizalt metszeten
belll azonositott pozitiv és negativ képpontok aranya alapjan. Az elemzések utan a negativ
pixeleket kék szinnel, mig a pozitivitast egy szinspektrummal abrdzolta: a kevésbé pozitivak

sarga, mig az er6sen pozitivak piros szinnel jelentek meg.



3.3 Sejttenyésztés

Az L1236 és L428 sejtvonalakat a DSMZ-tdl (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH/German Collection of Microorganisms and Cell Cultures, Braunschweig,
Németorszag) szereztiik be.

A sejteket5 percig 1200 rpm-en centrifugaltuk, majd 2-3 naponta megfelel6 mennyiségli friss
tdpfolyadékban szuszpendaltuk. A sejteket RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, R5886) taptalajban
tartottuk, amely 10% FBS-t, 1% penicillint/streptomycint, 2 mM L-glutamint és 1% piruvatot
tartalmazott. A sejteket 37°C-on, parasitott, 5% CO2 inkubdatorban tartottuk. Az elemzések
el6tt a sejtszamot tripdnkék segitségével hataroztuk meg. A kisérleteket normoxids és
hypoxids koriilmények kozott végeztik. A hypoxias gazkeverék 1% Oz-t, 94% N»-t és 5% CO»-t

tartalmazott. A gaztartalyt a Linde cégtél vasaroltuk.

3.4 Azinvitrokisérletekhez hasznalt kemoterapias szerek

A gyodgyszereket a kdvetkez6 koncentracidkban hasznaltuk:
- Doxorubicin: 0,01 pM

- Vinblastin: 1 ug/ml

- Bleomicin: 10 pg/ml

- Dakarbazin: 250 pg/ml

- Acetazolamid: 50 uM.

3.5 A sejthaldl kimutatdsa - Propidium-jodid (PI) felvétele

A sejteket 24 lyukl sejttenyésztd lemezbe tettliik ki (60 000 sejt/lyuk), és kiilénb6z6
koncentracidju gyogyszerekkel kezeltiik 6ket normoxias és hypoxids koriilmények k6zott. A
fentemlitett kezeléstkovetSen asejteket 100 pl/ml propidium-jodiddal (Pl) festettiik meg és

30 percen keresztiil 37°C-on inkubaltuk. A sejteket FACS-csovekbe gy(jtottiik, asejteket PBS-



sel mostuk, majd ugyanilyen FACS-csévekbe gy(jtottik (PBS 1:1). Ezutdn az elhalt sejtek
szamat aramlasi citometridval (FACS Calibur, BD Biosciences) mértiik és a kapott adatokat

Flowing Software 2.5.1 szoftverrel elemeztiik ki.

3.6 Apoptozis kimutatdasa Annexin-V-FITC festéssel

Az L1236 és L428 sejteket 24 lyuku sejttenyésztGlemezbe tettik ki (60.000 sejt/lyuk), és
kiilonb6z6 koncentracidju gydgyszerekkel kezeltiik 6ket normoxids és hypoxias korilmények
kozott. A fent emlitett kezelést kovetSen a sejteket 100 pl/ml propidium-jodiddal (P1), 5 pl
FITC AnnexinV-vel (Akomponens) festettik és 1 6ran keresztiil jégen, sotétben inkubaltuk. A
sejteket FACS-csovekbe gyljtottik, a sejteket PBS-sel mostuk és ugyanabba a FACS-cs6be
gyujtottik (PBS 1:1). Ezutan a sejtek szamat daramlasi citometriaval (FACS Calibur, BD

Biosciences) mértiik és az adatokat Flowing Software 2.5.1 szoftverrel elemeztiik ki.

3.7 A hypoxiaindukalta elvaltozasok vizsgalata

3.7.1 mRNS izolalas és RT-qPCR
A sejtek teljes RNS izolaldsat TRIzol reagenssel (Invitrogen, TR118) készitettlk el, 2 ug RNS-t
hasznaltunk fel reverz transzkripcidra High Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA, 4368813) segitségével, a gyartd protokolljat kovetve. qPCR
BIO SyGreen Lo-ROX Supermix (PCR Biosystems Ltd., London, UK, PB20.11-05) reagenst
hasznaltuk a RT-gPCR-reakcidokhoz, a gének expresszids szintjét a Light-Cycler 480-al (Roche
Applied Science) detektaltuk. A normalizaldshoz a 36B4 és a GAPDH, valamint a ciklofilin A

gének mRNS expresszjdnak geometriai atlagat hasznaltuk.

3.7.2 Aramlasi citometria
A CAIX expresszidjat APC Conjugation Lightning-Link® (ab201807) kit és Mab75 antitest
(higitds: 1:1000) segitségével hataroztuk meg. Az L1236 és L428 sejteket T25 flaskakba
helyeztiik (10° sejt) és 48 6ran at normoxias és hypoxias kérilmények kdzottinkubaltuk. Majd
PBS-sel mostuk és 1000 RPM-en 5 percig, szobahémérsékleten centrifugaltuk. A PBS

eltavolitdsa utan a sejteket 1%-os formalinban rogzitettiik. HEPES-sel kimostuk a formalint a



mintakbol, majd az APCkonjugdcios Lightning-Link kitet haszndlvajeldltika mintdkat, agyartd
leirasat kovetve. A CAIX expresszidjat dramldsi citometridval (Novocyte Flow Cytometer, ACEA
Biosciences, Inc., San Diego, CA, USA) elemeztik. Azadatelemzésta NovoExpress® szoftverrel

végeztikel (1.3.0, ACEA Biosciences, Inc., San Diego, CA, USA, 2018).

3.7.3 Statisztikai elemzés

A histoscore-ta kovetkez6 képlettel szamoltukki:

H-score = ((1 x % gyengén fest6d& sejtek) + (2 x % kdzepesen festédb sejtek) + (3 x % erbsen
fest6dd sejtek)). A histoscore tartomanya 0-300 kdzott van.

Statisztikai elemzésiinkben a két csoport Osszehasonlitdsara nem-parametrikus Wilcoxon
signed-rank tesztet alkalmaztunk, az ett6l eltérd statisztikai probat jeleztik. A Mann-Whitney
U-tesztet a csoport alapu 6sszehasonlitdsokhoz alkalmaztuk. Nem-parametrikus Spearman-
féle korrelaciot és nem-parametrikus Kruskal-Wallis-szamitasokat végeztiink a CD30 ésa CAIX
parositott esetek értékkilonbségének elemzésére. Az adatokat atlag + SD-ben adtuk meg, az
eltéréseket jeleztlk. A statisztikai elemzést GraphPad Prism 6 szoftverrel (La Jolla, CA, USA)

végeztlk. A statisztikai szignifikaciat p<0.05 értékkel definialtuk.

4 Eredmények
4.1 CAIX és CAXIl expresszidjanak vizsgalata cHL-ben

A CD30+, CAIX+és CAXII+tumormeéret szdmszer(sitésére asorozatmetszeteket CD30, CAIX és
CAXIl immunhisztokémiai festéseket végeztiink el. A CD30 és CAIX expresszio specifikusnak
bizonyult a patognomonikus HRS sejtekre, azonban a CAXIl expressziéo nem volt specifikus
inkdbb stromalis reakciét mutatott. A HRS-en kivil egyetlen mas sejttipus sem bizonyult CAIX
pozitivnak, ami er6s membran és/vagy gyenge citoplazma-pozitivitas formajaban jelentkezett.
56/101 (55,4%) eset volt CAIX-pozitiv, vizsgalati csoportunk tobbi részét negativ esetként
definialtuk. Nekroézist csak 27/101 (26,7%) esetben észleltik, ebbél NS 20/27 (74,07%), 4/27
(14,81%) MC és3/27 (11,11%) LD, de az értékelt mintak 85% (23/27) bizonyult CAIX pozitivnak.
A nekrotikus gdcokat jellemz8en CAIX pozitiv sejtek vették koril. A megfigyelt jelenség

Osszhangbanvolta CAIX expresszié jelenlegiirodalmaval, amelyanekrotikus magot koriilvevé



adaptacids zonat képviseli. A vizsgdlati kohorszban a leggyakoribb szovettani altipus az NS
(70/101, 69,3%) volt, ezt kbvette az MC (20/101, 19,8%) és az LR (7/101, 6,9%), majd az LD
(4/101, 0,39%). A CAIX expresszid 56/101 (55,44%) esetben volt pozitiv, ezek tobbsége (46/70,
65,7%) az NS altipusban, mig az MC esetében csak 20% volt pozitiv (4/ 20) az 6sszes MC
esetbdl. Az LR-ben is alacsony volt a pozitivitas (2/7, 28%), ezzel szemben a legagresszivebb
klinikai varidnsban, az LD rendelkezettalegmagasabb pozitivitasi arannyal (100%, 4/4).

A MIB1 expresszidjat is megvizsgaltuk cHL esetekben. Kettds immunhisztokémiai festést 26
esetben végeztink. Eredményeink szerint a MIB1 értékek szignifikdnsan alacsonyabbnak
bizonyultak a CAIX pozitiv populaciéban, mint a CAIX negativ populdcidéban (p< 0,001), ami
arra utalhat, hogy a CAIX pozitiv esetek adaptacidval 6sszefliggé sejtciklus-leallasban (cell

cycle arrest) vannak.

4.2 Digitalis elemzés - A CD30 és CAIX expresszidjanak kvantitativ meghatarozasa a
cHL-ben

101 mintat vizsgaltunk meg a digitdlis analizissel. Kézi annotaciét alkalmaztunk, majd a
mintakat a QuantCenter szoftver (3Dhistech, Budapest, Magyarorszag) DensitoQuant
moduljaval elemeztiik, amely automatikusan képes H-scoret szamolni. A cut-off szintet 1-es
H-score értékben hatdroztuk meg. A vizsgdlatot validald negativ esetekben a cut-off szintet
soha nem haladtak meg.

A CD30 értékekigenvaltozénak bizonyultak, ellentétbena CAIX értékekkel, amelyek altaldban
alacsonyok voltak. De a CAIX pozitiv mintdkban szignifikdnsan magasabbnak bizonyult a CD30
értéke a negativ esetekhez képest. A sejtklaszterek azonositasahoz a CD30+ tumortémeget
osszehasonlitottuk a CAIX- és CAIX+ 6sszmennyiséggel. A CAIX- esetekben - érdekes modon -
szignifikansan alacsonyabb volt a CD30 expresszidja, a CAIX+ esetekben azonban a CD30

6sszmennyisége nétt.

4.2.1 ACD30 és a CAIX kozotti kapcsolat vizsgalata

A legtdbb esetben a CD30 pozitivtumortomeg a CAIX+ esetekben nagyobb volt, mint a CAIX-
eseteknél, azonban e tényezb6k kozott nem taladltunk pozitiv korrelacid. A CAIX-expresszié igen

valtozénak bizonyult, és altaldban alacsonyabb volt a CD30-expressziéhoz képest. Ez arra



utalhat, hogy az enzim részleges upreguldcidja a HRS-sejt-szubpopuldcié funkciondlis
diverzitasara. A CAlIX-overexpresszidja a malignus sejtkompartment jellemzGje, mig a sejtes
hattér negativ maradt.

A CD30 esetébena minimalis érték 3,46, a maximalis pedig 151,33 volt (atlag 52,37 + 30,74),
mig a CAIX esetében a minimalis érték 2,16, a maximalis pedig 90,4 (atlag 18,7 + 18,8). A
statisztikai elemzés alapjan a CD30+ sejttomeg szignifikdnsan nagyobbnak bizonyult, ami
magasabb CAIX+ frakcidval tarsult (p= 0,008). A pixel alapu elemzésiink szerint a CD30-
expresszié az LD valtozatban volt a legmagasabb (n=4, tartomany: 24,29-109,95, atlag: 63,1 +
32,9), amit az NS kovetett (n= 70, tartomany: 2. 16-128,3, atlag: 46,85 * 27,5), az MC (n = 20,
tartomany: 3,38-151,3, atlag: 45,65 + 35,2) ésaz LR altipus, ahogyan az varhato volt (n = 7,
tartomany: 2,518-28,5, atlag: 17,5 + 8,8). A CAIX negativ esetekben a H-score tartomanya
0,01-0,99 (atlag: 0,37 +£0,29), a CD30 H-score a CAIX negativ esetekben 3,38 és 118,2 kdzott
volt (atlag: 37,38 + 25,34). A CAIX pozitiv esetekben a H-score 2,16-90,36 kozott volt, mig a
pozitiv esetek CD30 H-score-ja 3,46-151,33 (atlag 52,37 * 30,74). A pixelalapu elemzés azt
mutatta, hogy a CAIX-atlagos expresszidjaaz LD-valtozatban volt a legmagasabb, ezt kovette
az NS, MC és LR altipus. A statisztikai elemzés szerint a CD30+ sejttomeg szignifikdnsan
nagyobbnak bizonyult, ami magasabb CAIX+ frakciéval tarsult (p<0,0001). Negativ
kontrollként CD30 és CAIX kett6s negativ NLPHL eseteket (n=8) hasznaltunk. A CAIX+ és CAIX-
esetek CD30+ tumorméret kozotti szignifikans kilonbség azt jelzi, hogy a CAIX-upregulacié a
cHL progressziv formadiban fordul el8. Ez arra enged kdvetkeztetni, hogy a HRS-sejtek tulélési
elényt élveznek a tobbi sejthez képest. A CD30+ sejtek mennyisége a CAIX+ esetekben
megnovekedett, azonban a korreldcids elemzés szerint e markerek kozott nem volt pozitiv
korrelacio (p-érték = 0,475, Spearman rs: -0,008).

A tumoron belili variabilitas leirasara relativ pozitivitasi ardnyt szdmoltunk az dsszes cHL-
varians esetében. A CAIX/CD30 atlagos aranya 0,23 + 0,57 volt az 6sszes esetre és 0,35 +0,61
az 0sszes CAIX+ esetre. A CAIX/CD30 arany az LD altipusban volt a legmagasabb (0,87), ezt
kovette az NS(0,35), az MC (0,13) ésaz LR valtozat (0,83). Az LR altipusban a CAIX/CD30 arany
tovdbbra is magas maradt, de az esetek alacsony szama (n=2) és a mintdkon belili p ozitiv
események gyakorisaganemtette lehet6vé atovabbi statisztikai elemzést.

Osszefoglalva digitalis képelemzés eredményeit: A CAIX+ sejtek a CD30 pozitiv sejtek egy
alfrakcidjat alkotjak, és jelentds funkcionalis heterogenitast jeleznek amalignus kl dnon beldll,

ami hozzdjarulhat az agressziv és rezisztens tumorsejt fenotipushoz.



4.3 A CAIX klinikai jelentosége

A betegek 47,5%-a n6 volt (48/101), és 30/48 (62,5%) bizonyult CAIX-pozitivhak. A férfi
betegek (53/101, 52,47%) esetében 49% volt CAIX-pozitiv (26/53). Betegeink 86,13%-a
(87/101) 60 év feletti volt. 48/101 (47,52%) beteg panaszkodott B-tliinetekre, amelyek kozdl
60,4% (29/48) bizonyult CAIX pozitivesetnek.

A CAIX-expresszid szoros kapcsolatot mutatott a nekrotikus teriiletekkel. Mig a nekrdzis nem
befolyasoltaazaltalanos tulélést, a CAIX expresszio esetében minimalis kiilonbség volt a CAIX
pozitiv és a CAIX negativ esetek kozott, mivel a progresszidmentes tulélés statisztikailag
eltérének bizonyult. Atulélésielemzést 72 hdnapra szamoltuk (n=81). A teljestulélés (Overall
survival, 0S) 0,823, a progressziémentes tulélés (Progression free survival, PFS) pedig 0,504
volt az elemzett vizsgdlati populacidéban. A Kaplan-Meier-gérbék és a Mantel-Cox statisztikai
elemzés azt mutatta, hogy a nekroézis - hidnya vagy jelenléte - nem befolyasolta az altalanos
tulélést (0,812 versus 0,833, p=0,469), azonban a két csoport kozott enyhe kilonbség volt a
PFS-ben (0,19 versus 0,579, p=0,146). Szignifikans kiilonbséget talaltunk azonban a CAIX-
expresszidban. Az OS minimalisan kilonb6zotta CAIX negativ és pozitiv esetek kozott (0,934
versus 0,699, p=0,097, nem szignifikans), de a PFS-ben felt(in6 kiilonbség volt a csoportok
kozott. Elemzésiink szerint a CAIX negativ csoportban statisztikailag szignifikansan hosszabb
volt a kumulativ PFS a CAIX pozitiv esetekhez képest (0,771 vs. 0,19, p<0,001). A CAIX-
pozitivitds esetén a kezelés kezdeti sikertelenségének pozitiv prediktiv értéke (Positive
predictive value, PPV) 0,76-nak bizonyult. A CAIX-negativitds negativ prediktiv értéke
(Negative predictive value, NPV) 0,66-nak bizonyult (p<0,003). Ezek az eredmények arra
utalnak, hogy a CAIX expresszidja novelheti a kezdeti kemoterdpia utdni

sikertelenség/progresszid valdszin(iségét (76,2%, illetve 65,9%).

4.4 A hypoxiaindukalta valtozasok in vitro elemzése

4.4.1.1 Sejtvonalak validalasa



PAX5 és CD30 immunhisztokémiai festéssel allapitottuk meg a sejtvonalak — L1236, L428 —
Hodgkin limféma eredetét. Mindkét sejtvonal expresszdlta a daganatra jellegzetes

markereket.

4.4.2 A hypoxia indukalt CAIX expresszid

4.4.2.1 A CAIX expresszidjanak kvantitativ meghatarozasa

A CAIX mRNS-szintl expresszidja hypoxia alatt indukalddott a normoxiahoz képest, azonban
az indukcid mértéke eltérs volt a két sejtvonalban. Az L1236 sejtekben kozel 10-szeres
novekedés volt tapasztalhaté hypoxia hatdsara. Az L428 sejtekben hasonlé tendencia

mutatkozott, de eznem érte el a statisztikai szignifikanciaszintet.

4.4.2.2 A hypoxia indukalja a CAIX expresszidjat

A formalinban fixalt mintdk szovettani vizsgalata azt mutatta, hogy a CAIX enzim expresszids
mintazata eltér6 a két sejtvonalban, ami 6sszhangban volt a gPCR eredményekkel. Az L428
csak minimalisan mutatta az enzim upreguldcidjat, mig az L1236 sejtvonalban a CAIX
expresszidja erGsen indukalhatdnak bizonyult hypoxia hatdsara. A mintdk szemikvantitativ
elemzéséhez digitalis képelemzést alkalmaztunk. A targylemezeket Pannoramic MIDI
Scannerrel szkenneltiik, és a DensitoQuant algoritmussal elemeztiik. Normoxidban a pixelek
kis hanyada volt pozitiv CAIX-re. Ezzel szemben hypoxia esetén a sejtek kozel 80%-a fest6dott

pozitivan CAIX-re.

4.4.2.3 A MIB1 aktivitas és a CAIX expresszid vizsgalata

Az L1236 sejtvonal esetében megvizsgdltuk a MIB1 expresszidjat is annak érdekében, hogy a
proliferacios index és a CAIX expresszidja kozotti esetleges Osszefliggést vizsgaljuk, a
retrospektiv vizsgalatunkhoz hasonldan. Kettés immunhisztokémiai festést végeztiink a
kénnyebb értékelés érdekében. Erdekes médon azt talaltuk, hogy a MIB1 ésa CAIX pozitivitas
kozott forditott kapcsolat allhat fenn, mivel a MIB1 pozitiv sejtekbél hidnyzott, vagy csak

minimalis CAIX-expressziét mutattak. A proliferdcids potencidl elvesztése arrautalhat, hogy a



hypoxias sejtek nyugalmi dllapotban vannak, asejtciklusuk leallt. Megallapitottuk, hogy a CAIX
expresszidjaidéfiggd moédon ndvekedettazL1236-ban, és a CAIX expresszidjatulnyomorészt

az 6rias HRS-sejtekhez kapcsolddott.

4.4.2.4 A CAIX dinamikus expresszidjanak vizsgalata

Aramlasi citometria segitségével allapitottuk mega CAIX+és a CAIX- sejtpopulacidk eloszlasat.
Az L1236 sejtvonalban hypoxiahatdsara megemelkedetta CAIX+ sejtek szdma. Eredményeink
alapjan, normoxidban detektalhatd volt egy nagy mennyiségl CAIX- sejtpopulacid és egy
kisebb sejtcsoportbdl allé6 CAIX+. Hypoxiaban azonban jelentGs mértékben megvaltozott a
sejtek megoszlasa. A sejtek a CAIX+ tartomdnyba mozdultak el, ami arra utal, hogy a sejtek
egy fenotipus-valtason mentek keresztil, annak érdekében, hogy tuléljenek a hypoxids niche-
ben.

Az 1428 sejtvonalban csak minimalis mértékben kdvetkezett be a CAIX+ tartomanyba torténé

elmozdulas.

4.4.2.5 A citotoxikus kezeléshatasa az L1236 sejtvonalban

Az acetazolamid (AA) a CAIX inhibitora. Kovetkezd 1épésként megvizsgdltuk, hogy az AA-
kezelés mddosithatja-e a cHL-sejtek ABVD-kezelésre adott valaszat. Hypoxids kornyezetben a
a propidum-jodid pozitiv sejtek aranya nagyon magas volt, lehetetlenné téve a spontan
sejthaldlon fellli sejthaldl kimutatasat, ezért normoxias koriilmények kézott végeztik el a
kisérleteket. L1238 sejteket ABVD-vel, acetazolamiddal vagy a kett6 kombinacidjaval kezeltiik
24 6ran at. Normoxiaban az AA nem indukalt sejthalalt, mig az AVBD-vel kombinalva a
propidium-jodid pozitivsejtek ardnyanak névekedésétfigyeltiik meg. Akét szer kombindcidja

novelte az elhaltsejtek szamat.

Osszességében azt javasoljuk, hogy a CAIX gatldsa az enzim aktivaldsanak megsziintetése
érdekében Uj terdpids megkozelités lehet a kemoterapids gydgyszerek hatékonysaganak és

hatdsossaganak novelésére.



5 FO6bb eredmények és kovetkeztetések

Roviden 6sszefoglalva, jelen Ph.D munkafébb megallapitasai a kovetkezék:

A cHL patognomikus sejtjei -a HRS-sejtek - CAIX-et expresszalnak. A CAIX expresszidja
szelektiva HRS-sejtekre.

Az enzim expresszidjajellemzé volta perinekrotikus teriileteken.

A CAIX expresszié kimutatdsa és nyomon kovetése prediktiv értékkel bir a cHL
progresszidjara, és el6re jelezheti a kezelésre adott vélaszt, valamint a betegség
kimenetelét. Ezek ismeretében érdemes megfontolni a CAIX biomarkerként vald
hasznalatat ebben a daganattipusban.

A digitalis képelemzésen alapulé vizsgalat képes volt kimutatni a CD30 és CAIX pozitiv
sejteket. Ezzel améddszerrel szdmszer(siteni lehetett a markerek expressziéjat. A CAIX-
pozitiv sejtek a CD30-pozitiv sejtek szubfrakcidjat alkottak.

Az L1236 sejtvonalban, hypoxia hatasara a CAIX expresszidjaban szignifikans
novekedés volt kimutathato.

Eredményeink alapjan a megnovekedett CAIX expressziod forditott korreldcidban all a
MIB1 aktivitassal.

Ugy tinik, hogy a CAIX expresszié hozzajarulhat a sejtciklus ledllasahoz, ami véds

mechanizmust biztosithat a hypoxiaellen.



6 Publikacios lista

DEBRECENI
EGYETEM

DEBRECENI EGYETEM

EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400

Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

Jeldlt: Matolay Orsolya
Doktori Iskola: Klinikai Orvostudomanyok Doktori Iskola

Nyilvantartasi szam: ~ DEENK/481/2021.PL
Targy: PhD Publikacios Lista

A PhD értekezés alapjaul szolgal6 kozlemények

1. Méhes, G., Matolay, O., Beke, L., Czenke, M., Jéna, A., Miltényi, Z., lliés, A., Bedekovics, J.:
Hypoxia related carbonic anhydrase X expression is associated with unfavourable response

to first-line therapy in classical Hodgkin's lymphoma.

Histopathology. 74 (5), 699-708, 2019.
DOI: http://dx.doi.org/10.1111/his.13808
IF: 3.626

2. Matolay, O., Beke, L., Gyurkovics, A., Francz, M., Varjasi, G., Rejt6, L., llliés, A., Bedekovics, J.,
Méhes, G.: Quantitative Analysis of Carbonic Anhydrase IX Uncovers Hypoxia-Related

Functional Differences in Classical Hodgkin Lymphoma Subtypes.

Int. J. Mol. Sci. 20 (14), 1-12, 2019.
DOI: http://dx.doi.org/10.3390/jms20143463
IF: 4.556

Tovabbi kézlemények

3. Matolay, O., Badon, E. S., Balazs, L., Juhasz, P., Csonka, T., Méhes, G.: A szénsavanhidraz IX
szerepe a malignus daganatok progresszidjaban - lehetséges terapias célpont?

Magyar Onkol. 65, 157-166, 2021.

4. Kis, A., Dénes, N., Péli-Szabo, J., Arato, V. Z., Beke, L., Matolay, O., Enyedi, K. N., Méhes, G.,

68Ga-NODAGA-c(NGR) Peptide.
BioMed Res. Inter. 2021, 1-11, 2021.
IF: 3.411 (2020)




DEBRECENI EGYETEM
D E B R E c E N I EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400
EGYETEM Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

5. Méhes, G., Matolay, O., Beke, L., Czenke, M., Pérszasz, R., Miko, E., Bai, P., Berényi, E.,
Trencsényi, G.: Carbonic Anhydrase Inhibitor Acetazolamide Enhances CHOP Treatment
Response and Stimulates Effector T-Cell Infiltration in A20/BalbC Murine B-Cell Lymphoma.
Int. J. Mol. Sci. 21 (14), 1-14, 2020.

DOI: http://dx.doi.org/10.3390/ijms21145001
IF: 5.923

6. Kis, A., Péli-Szabo, J., Dénes, N., VVagner, A., Nagy, G., Garai, |., Fekete, A., Szikra, D. P., Hajdu,
I., Matolay, O., Méhes, G., Mezé, G., Kertész, |., Trencsényi, G.: In vivo Imaging of Hypoxia
and Neoangiogenesis in Experimental Syngeneic Hepatocellular Carcinoma Tumor Model
Using Positron Emission Tomography.

Biomed Res. Int. 2020, 1-10, 2020.
DOI: http://dx.doi.org/10.1155/2020/4952372
IF: 3.411

7. Varga, G., Ghanem, S., Szabd, B., Nagy, K., Pal, N., Tanczos, B., Somogyi, V., Barath, B., Deak,
A, Matolay, O., Bidiga, L., Pet&, K., Németh, N.: Which remote ischemic preconditioning
protocol is favorable in renal ischemia-reperfusion injury in the rat?

Clin. Hemorheol. Microcirc. 76 (3), 439-451, 2020.
DOI: http://dx.doi.org/10.3233/CH-200916
IF: 2.375

8. Matolay, O., Méhes, G.: Sustain, Adapt, and Overcome: hypoxia Associated Changes in the
Progression of Lymphatic Neoplasia.
Front Oncol. 9, 1-7, 2019.
DOI: http://dx.doi.org/10.3389/fonc.2019.01277
IF: 4.848

A kozl6 folyoiratok dsszesitett impakt faktora: 28,15

A kozl6 folydiratok 6sszesitett impakt faktora (az értekezés alapjaul szolgalo kézleményekre):
8,182

*
A DEENK a Jeldlt altal az iDEa Tudostérbe feltdltott adatok bibliografiai és tudoma’ny{'ﬁatriai

ellendrzését a tudomanyos adatbazisok és a Journal Citation Reports Impact Factor I'ls/j.a alap
elvégezte. N\

o
T
2
*
L
>/

Debrecen, 2021.10.29.



Tamogatasok

A kutatas az Innovacids és Technoldgiai Minisztérium UNKP-20-3-11-DE-488 és az UNKP-21-4-
I-DE-253 kédszamu Uj Nemzeti Kivaldsag Programjanak a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és
Innovacids Alapbdl finanszirozott szakmai, valamint az EFOP-3.6.1-16-2016-00022 VENTURE
CATAPULT, EFOP-3.6.3-VEKOP-16-2017-00009 tdmogatdsaval késziilt.

K6szonetnyilvanitas

Mindenekel6tt szeretnék koszonetet mondani témavezetémnek, Prof. Dr. Méhes Gabornak,
a Debreceni Egyetem Klinikai K6zpont Patoldgiai Intézet vezetSjének a doktori tanulmanyaim
soran nyuljtott tlirelmes Utmutatasaért, batoritdsdért, folyamatos tadmogatdsaért és
motivacidjaért.

Koszonom tovabba Prof. Dr. Bay Péternek, hogy lehetévé tette szdmomra, hogy a
kutatocsoportjaban dolgozhassak. Halds vagyok, észrevételeiért, tandcsaiért, tAmogatdsaért.
K6szondm Kapitanyné Dr. Miké Editnek, Péliné Szabd Juditnak az értékes konzultacidkat és
hasznos tanacsokat. Nagyon hélas vagyok Dr. Kovacs Tiindének., Ujlaki Gyuldnak, Sarkozi
Zsanett Mercédesznek, Jankd Laurdnak a kisérletek elvégzésében nyujtott segitsé glikért.
Kdszonettel tartozom Beke Livianak az immunhisztokémiai festésekért.

Oszinte készonetemet fejezem ki tovabbd Prof. Dr. Vereb Gydrgynek és Rebenku Istvannak,
akik lehetGséget biztositottak arra, hogy csoportjuk keretén belil dolgozhassak, hozzaférést
biztositottak a laboratériumhoz és a kutatdsi eszk6zokhdz. Tamogatdsuk nélkil ez a kutatas
nem valdsulhatott volnameg.

Szeretném megk6szénni minden volt tudomanyos didkomnak/TDK-hallgatomnak, hogy
csatlakoztak hozzam ezen a csodalatos Uton, és nemcsak tanultak télem, hanem tanitottak is:
Dr. Vajda Aron, Dr. Tarkanyi Néra, Dr. Kiss Viktéria Edina, Viola Szabolcs, valamint Dobi Péter
és Filop Adam.

Végiil, de nem utolsésorban, szeretném kifejezni halamat szeret6 és tdmogaté csalddomnak
és minden kedves bardtomnak a doktori tanulmanyaim soran nyujtott folyamatos

batoritasukért, tdmogatdsukért éstolerancidjukért.



