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BEVEZETES

Az elmult évtized molekularis genetikai kutatdsainak eredményei alapjan altaldnosan
elfogadott, hogy a daganatképzddés szempontjabol kritikus fontossagti génekben (onkogének,
tumor-szuppresszor és DNS kijavitasdban kozremiikodo gének) bekdvetkezd mutaciok
felhalmozodasa vezet a tumorok kialakulasdhoz (Cavenee WK 1995). A malignus fenotipus
megjelenésében a genetikai valtozasok mellett fontos szerepiikk van az epigenetikai
inaktivaciés mechanizmusoknak is. A fent emlitett kulcsfontossagii gének promotereinek
hipermetilacidja jelentds szerepet jatszik a transzkripcid és a sejtciklus folyamataiban. A
cellularis és viralis promoterek szabalyzo régioban a CpG dinukleotidok metilacidja direkt
médon  gatolja a transzkripcids faktorok kotddését, kozvetetten pedig inaktiv
kromatinstruktara kialakulasahoz vezet, és a promoter kikapesolasat eredményezi (Lewis JD
1992, Esteller M 2001).

A pl6™* s pl4™F  tumor-szuppresszor gének genetikai és epigenetikai
inaktivacidjanak gyakorisagat szamos malignus korképben vizsgaltak. Azonban ezen gének
karosoddsa ¢és a tumor progresszidja kozotti Osszefiiggést kevésbé tanulmanyoztik.
Vizsgalataink egy részét az egyik leggyakoribb leukémia tipus, a kronikus mieloid leukémia
(CML) kiilonbozo fazisaibdl szarmazod mintdkon végeztik. A CML progresszidjaval
kapcsolatos korabbi molekularis bioldgiai kutatasok dontéen a kronikus fazis (KF) és a
blasztos krizis Osszehasonlitasara szoritkoztak. Akceleralt fazisbol (AF) szarmazo mintakat
kevés esetben vizsgaltak, és a kis esetszam miatt ezek az eredmények nem voltak alkalmasak
definitiv kovetkeztetések levonasara. Ezekbdl az elézményekbdl kiindulva kovetéses
vizsgalatokban hasonlitottuk ossze a pl6™<* és a pl4™™" tumor-szuppresszor gének
valtozésait a CML kronikus és akceleralt fazisaban.

A DNS tumorvirusok onkoproteinjei beavatkozhatnak a sejtciklus szabalyozasaba.
Mivel kontrollalatlan sejtproliferaciot is eredményezhetnek, ezért kisérleteinket Epstein-Barr
virussal (EBV) fert6zott mintakon is elvégeztik. Kordbban Burkitt limfomas (BL)
sejtvonalakon, biopszidkon és EBV-vel immortalizalt limfoblasztoid sejtvonalakon (LCL)

més szerzOk mér beszamoltak a p16™**

gént érintd mutacids €s metilacids valtozasokrol. A
pI4™F gént illetben azonban kevés vizsgalat tortént. Nem tanulméanyoztak EBV-vel
transzformalt B-limfocitakban, frissen kialakitott LCL-ekben ¢és folyamatos passzalason
atesett LCL-ekben a p16™**/p14*%" génben bekovetkez6 genetikai és epigenetikai valtozasok
szerepét sem. A kiilonb6zé EBV-vel asszocialt tumorokban a virusfehérjék expresszios

mintazata eltér6. Az EBV-pozitiv sejtvonalak latencia tipusa €s ezaltal az expresszalt viralis



proteinek jol ismertek. Kézismert, hogy a human populéciéo EBV fertézottsége nagy, azonban
a virus és a daganat kifejlodése kozotti ok-okozati Osszefiigggés szdmos esetben nem
bizonyitott. Ezért a virus szerepe sejtvonalakon sokkal inkabb tanulmanyozhat6. Kisérleteink
masodik felében normal B-limfocitakban, frissen kialakitott LCL-ekben, immortalizalt
LCL-ekben és BL sejtvonalakban vizsgaltuk a fent emlitett 2 tumor-szuppresszor gén

valtozasait.



IRODALMI ATTEKINTES

Sejtciklus

A sejtek osztdédaskor 6nmagukkal azonos vagy kozel azonos utddsejteket hoznak létre
a sejtciklus soran. Az osztodasok kozott megduplazzak genetikai allomanyukat, és azokat
szétosztjak két utddsejt kozott. A sejtciklus S fazisdban a DNS replikacigja torténik. A
sejtciklus M fazisdban (mitdzis) az Osszetomoritett kromoszomak mikrotubularis orsora
keriilnek, majd az anafazisban a testvérkromatiddk szegregalédnak (Nurse P 1994). A
sejtciklus ellenérz6 mechanizmusa képes gatolni ezt a két szakaszt. Az S fazis elott a
citoplazmatdmeg ellendrzése torténik, csak akkor kezdédhet meg a DNS szintézis ha az egy
kritikus mértéket meghalad. A sejtek citoplazmdjanak novekedése a sejtciklus G; fazisaban
zajlik (Pardee AB 1989). Az M fazis el6tt is 1étezik egy ellendrzd pont, ugyanis a kromatidak
szétvalasztdsa csak akkor kovetkezhet be, ha a DNS replikaci6 befejez6dott, ¢és a
kromoszomak mindegyike a mitotikus apparatushoz kapcsolodott. A DNS hibajavité gének
kijavitjak a DNS hibakat, megakadalyozva azok atadasat az utddsejtekbe. Ez a sejtciklus G,
fazisa. A Gy, S, Gy, M fazisok meghatarozott sorrendjét egy bonyolult, fehérjékbdl allo
szabalyoz6 haldézat iranyitja. A sejtek funkcidoképesek tudnak maradni akkor is, ha nem
proliferalnak, kilépnek a sejtciklusbol, ezt az Gn. nyugalmi allapotot Gy fazisnak nevezziik
(Pardee AB 1989, Nasmyth K 1996).

A sejtciklus szabdlyozasaban, DNS kijavitasaban kozremitkodé gének, onkogének,
tumor-szuppresszor gének és ciklin-dependens kinadzok (CDK) vesznek részt. Az onkogének a
sejtosztodas agonistai, a sejtciklus G;-S atmenete soran fejtik ki funkcidjukat, elésegitik a
sejteknek a sejtcikluson valod 4athaladasat. Ezzel szemben a tumor-szuppresszor gének a
sejtosztodas antagonistdi, gatoljak a sejtek G;-bol S fazisba, valamint a G,-bdl M fazisba
torténd atmenetét (Ho A 2002). A ciklin-fiiggod kindzok az onkogénekhez hasonldan a sejtek a
sejtciklus kiilonb6zo fazisan valo atjutasat segitik. Ezek a szabalyzasban részt vevod elemek

egymasra is hatnak, a sejtciklus szabalyoz6 rendszerének alapjat képezik (King RW 1996).
Ciklin-dependens kinazok (CDK) és inhibitoraik (CDKI)
A sejtciklus szabalyozasaban olyan protein kinazok is részt vesznek, amelyek csak

akkor aktivak, ha hozzajuk egy szabalyz6 fehérje alegység, un. ciklin kapcsolodik, melyre

jellemzd, hogy koncentracidja folyamatosan valtozik a sejtciklus soran. Ennek megfeleléen



ezeket a protein kindzokat ciklin-fliggd kindzoknak (CDK) hivjuk. A ciklin oszcillacid
hatterében részben mRNS-iik transzkripcidés szabalyozasa, részben ubiquitin ligaz éltal
meghatéarozott proteolizis all. A CDK-k szabalyozasban a ciklinek mellett a CDK inhibitorai
(CDKI) vesznek részt (Hunter T 1994, Ortega S 2002).

A CDK-k aktivalodhatnak ciklink6todéssel, valamint treonin oldallancuk
foszforilacidjaval. Inaktivalodasuk az N-terminalis vég kozelében elhelyezkedd oldallancok
foszforilacigjaval, valamint CDKI—k altal torténhet.

A G fazisban alacsony CDK aktivitas jellemz6é a CDKI-k jelenléte, illetve a ciklin
gének transzkripcidjanak gatlasa miatt. Az S fazisban a ciklinek szintézise utan a CDK-k
elinditjak a replikaciot. Az M fazisban a CDK-k aktivaljak az anafazist el6segité komplexeket
(APC), ami a ciklinek lebontasahoz vezet. Az aktiv APC-t a G; fazisban felhalmozd6do
CDK-k kapcsoljak ki (King RW 1996).

A sejtciklus G fazisanak progressziojat a CDKI-k 2 csoportja szabalyozza. Az egyik
csoport a Cip/Kip csaladba tartozé p21<P!, p275P!| p57%"P* proteinek, amelyek a Ciklin D-,
E-, és A-dependens kinazok aktivitasat befolyasoljak. Heterodimer formaban kotédnek a
ciklin-CDK2 komplexhez, és gatoljak annak aktivitdsat. A CDKI-k masik csoportja az INK4
(inhibiting cdk4) csaladba tartozé pl6™ *, p15™KE p18™NKAC H19™NKD fehériket foglalja
magaban. Ezek a fehérjék csak a CDK4 és CDK6-hoz tudnak kotddni, magahoz a ciklin
D-hez nem. A CDK4/6-hoz vald kapcsolodasukkal megakadalyozzak annak ciklin D-hez
kotodését, igy gatoljak a sejtciklus Go-G; atmenetét. A sejtciklus soran tovabbi ciklin-CDK
kapcsolatoknak van szabalyzé szerepiik: a ciklin B-CDK1 a G,-atmenetet, a ciklin E-CDK2 a
Gi-S atmenetet gatoljak (Sherr CJ 1998, Sherr CJ 1999, Ho A 2002).

Tumor-szuppresszor gének

A sejtproliferacid negativ  szabdlyzéi a tumor-szuppresszor gének, vagy
antionkogének. A tumor-szuppresszor géntermékek negativ visszacsatolo mechanizmusokban
vesznek részt. Gatoljak a sejtek G; fazisbol S fazisba jutasat, illetve a szintézis utan
szabalyozzak a G, és M fazisba torténd atmenetet is. Felfedezésiik normal és transzformalt
fuzionalt hibrid sejtek elveszitették onkogenitasukat. Csak akkor alakult ki tumor, ha a normal
kromoszoma elveszett, vagy valamely génjében (tumor-szuppresszor gén) delécid kovetkezett

be (Marsall CJ 1991).



A tumor-szuppresszor gének recesszivek, szemben a domindnsan hat6 onkogénekkel.
kialakulasdhoz, a tumor-szuppresszor gének funkcidja akkor sziinik meg, ha a mutacié
mindkét allélban bekovetkezik, vagy az egyik allélban 1étrejétt mutdciot koveti a masik allél
elvesztése, amely ezéltal homozigotasag kialakuldsdhoz vezet (Knudson AG 1971). Ezekben a
génekben a mutacido a szomatikus és az ivarsejtekben is jelen lehet, azaz 6rokolhetd. Az
onkogének esetén csak a szomatikus sejtben kdvetkezhet be mutacio, ezért nem 6roklodik.

Daganatos megbetegedés alakulhat ki az onkogének aktivitasanak, illetve expresszios
spektruméanak megvaltozasan kiviil akkor is, ha a tumor-szuppresszor gének inaktivalodnak.
Ellentétben az onkogénekkel, ahol a fehérje megvaltozott funkcidja okozza a folyamatos
sejtproliferaciot, a tumor-szuppresszor gének esetében a fehérje funkcidjanak elvesztése okoz
tumort. A tumor-szuppresszor fehérjék inaktivalodasa leggyakrabban a génben bekdvetkezd
aberraciora, vagy egyes DNS virusok korai fehérjéinek szerepére vezethetd vissza. Egy
tumorgatld gén szamos szovetben, mig adott onkogén csak kevés szdvetben képes tumort
okozni. A tumor-szuppresszor fehérjék jelentds része a magban (pl.: RB, p53, WT-I,
pl6™K44p144RF  BRCA1) lokalizalodik. Koziilik néhany transzkripcios faktor, illetve DNS
kotéfunkceioval is rendelkezik, igy részt vesz a génexpresszid szabalyozasaban. A sejtmagon
kiviil a citoszolban (pl.: APC, MCC), a sejtmembranban, illetve a membranhoz kotve
(pL.: DCC, NF-1, NF-2, VHL) is elhelyezkedhetnek (Gao X 1995).

Az ismert tumor-szuppresszor géneket, azok kromoszomalis lokalizacidjat és a
kiilonb6zé daganatokkal vald kapcsolatukat az I. tdblazat mutatja be. Ezek kozil a

retinoblasztéma (RB), p53, p16™*/p14*%" géneket részletesebben is jellemezziik.



I. tablazat: Tumor-szuppresszor gének lokalizacidja, funkcidja és veliik osszefiiggésbe
hozhato daganattipusok

Kromoszoma Gén Funkcio Jellemzé daganat és tarsulo korkép

2pl6 MSH6/GTBP  DNS-repair HNPCC, endometrium-, petefészek-,

2p22-21 MSH?2 DNS-repair hugyvezeték-, vastagbél-, végbél-,

3p21.3-p23 MLHI1 DNS-repair gyomorrak

3p25 VHL ? VHL, viladgossejtes veserak, retinalis
angioma, hemangioblasztoma, KIR

5ql1-13 MSH3 DNS-repair

5q21 APC B—katenin-szabalyozas FAP, vastagbél-,végbéladenoma, retina-
daganat, dezmoid tumorok

MCC ? vastagbél-, tiid6-, gyomor-, nyeldcso-,

emlo-, prosztata-, petefészekrak

9pl13 MLM ? familiaris melanéma

9p21-22 INK4A CDK-gatlas melanéma, hasnyalm.-, tiid6-, vastagbél-,
végbélrak, vérképzés betegsége

9q22.3 PTCH jelatadas Gorlin-szindréma, bor-, petefészekrak

10g23.3 PTEN/MMAC tirozin-foszfataz Cowden-betegség, pajzsmirigy-,
urogenitalis daganat, gangliocitoma

11p13 WT1 Transzkripcios faktor Wilms-tumor, szem-, hugyholyagrék,

11p15 pS7/KIP2 sejtciklus szabalyozas WBS, Wilms-tumor, hepatoblasztoma,
fejlodési rendell., adrenokortikalis rak

11ql3 MENI1 ? MENT1., pancreas carcinoma

11922 ATM DNS-repair ATM, limféma, emlérak

13q12-13 BRCA2 DNS-repair emlo-, hasnyalmirigyrak

13q14.3 RB sejtciklus-szabdlyozés RB, csont-, eml6-, tiid6-, vese-,
méhnyak-, csontveldrak

17p13.1 P53 Transzkripcios faktor LFS, szarkéma, emlérak, leukémia,
agy-, tiildoé-, vastagbél-, vese-,
maj-, gyomor-, hasnyalm.-, hererak

17q11 NF1 p21 GTPaz NF1, neurofibréma, agy-, csontrak

17921 BRCA1 DNS-repair emld-, prosztata-, petefészekrak

18g21.1 SMAD4/DPC4 TGF B—jelatvivo hasnyalmirigyrak

18g21.3 DCC sejtadhézio vastagbél, gyomor, szajiireg, nemi
szervek, hasnyalmirigy daganata

19p LKBI1 szerin-treonin kindz ~ PJS, vastagbélrak

22ql2.2 NF2 sejtadhézio NF2, akusztikus neuroma, glioma

Roviditések: ATM: Ataxia teleangiectasia, FAP: Familiaris adenomatosus polyposis,

HNPCC: herediter nem polyposus colorectalis carcinoma, KIR: kézponti idegrendszer, LFS:
Li-Fraumeni-szindroma, MEN: multiplex endokrin neoplasia, NF: Neurofibromatosis, PJS:
Peutz-Jeghers szindroma, VHL: von Hippel-Lindau-szindroma, WBS.: Wiedemann-Beckwith-

szindroma
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Retinoblasztoma (RB)

A RB gén a 13-as kromoszoéma hosszi karjan helyezkedik el. Errdl egy 105 kD
molekulastlyt, 928 aminosavbdl all6 nukledris foszfoprotein, a retinoblasztoma fehérje irddik
at (Yunis JJ 1978, Lee WH 1987, Hong FD 1989). Az RB fehérje a sejtciklus
szabalyozasaban vesz részt, miikddése a foszforilaltsagi allapotatol fiigg (Lee WH 1987,
Herwig S 1997).

A sejtciklus Go/G; fazisdban az RB protein hipofoszforilalt, azaz aktiv allapotban van,
ilyenkor koti az E2F transzkripcios faktort. A RB-E2F komplex gatolja az E2F
transzkripcidjat, ezaltal a sejtproliferaciot, illetve azt, hogy a sejt az S fazisba Iépjen. Az
inaktiv RB fehérje hiperfoszforilalt, ezaltal elvesziti a nukledris matrix-, és transzkripcids
faktor-koto képességét, igy az E2F szabadda valik. Ez azt eredményezi, hogy a sejtek a G1/Gy
fazisbol az S fazisba lépnek (Alberts AS 1993). Az RB fehérjét a DNS tumorvirusok korai
fehérjéi is inaktivalhatjak (pl.: EBNA-3C, EBNA-LP) (Jiang WQ 1991, Parker GA 1996). Az
RB t6bb onkogén transzkripcidjanak befolyasoldsa altal is szerepet jatszik a sejtciklus

szabalyozasaban (Gao X 1995, Grana X 1998).

pi3

A p53 gén megkozelitdleg 20 kb nagysagu, a 17-es kromoszoma rovid karjan
lokalizalodé DNS szakasz (Isobe M 1986). A gén terméke 393 aminosavbol épiil fel, ot
funkcionalis doménbdl all: N-termindlis transzkripcios aktivator (Unger T 1992), prolinban
gazdag szabalyz6 régid, a kozépso szekvencia-specifikus DNS-koto szakasz (el Deiry 1992),
valamint a C-terminalisan lokalizalodo tetramerképzésért felelds oligomerizacios rész (Kraiss
S 1988) és a p53 aktivitdsat befolyasold szabdlyzé domén (Ko LJ 1996, Shaw P 1996,
Okorokov AL 1997).

A p53 a genom stabilitdsat biztositja, igy kozponti szerepet jatszik a tumorok
kialakuldsanak gatlasaban (Lane DP 1992). A gén DNS karosodasra, hipoxidra, onkogén
szignalra aktivalodhat, amely a fehérje mennyiségének gyors ndvekedését okozza. A protein
aktivalhat sejtproliferaciot gatld géneket, vagy gatolhat sejtproliferaciot serkentdket. A sejtet a
G fazisban tartjak, id6t hagyva a DNS repair mechanizmusoknak. Ha ez a mechanizmus a
hibat nem tudja kijavitani, a p53 programozott sejthalalt (apoptdzist) indukal (Levine AJ
1997). A p53 normalis funkcidjat szdmos viralis onkoprotein (pl.: HPV E6, adenovirus E1B,

11



EBNA-LP) és cellularis fehérje (pl.: MDM-2, p14**") is modulalhatja. Ezek a fehérje-fehérje
kolesonhatasok a pS3 specifikus DNS-koté képességének és/vagy transzaktivald hatasanak

(pl.: adenovirus E1B, MDM-2) gatlasaval, illetve a fehérje degradaciojanak fokozéasaval
(pL.: HPV E6) idézik el6 a fehérje funkcidjanak kiesését (May P 1999).

p] 6INK4A és p]4ARF

1993-ban egy 0j gént fedeztek fel a humdn 9-es kromoszéma rovid karjan (9p21)
(Serrano M 1993). Az elsé kozlemények még csak egy, a cDNS-rél atiroddo 16 kDa
molekulasulytd proteinrél szamoltak be. FElesztd két-hibrid rendszer alkalmazasaval
egyértelmiivé valt, hogy ez a fehérje CDK4 inhibitor funkcioval (inhibiting cdk4) rendelkezik,
ezért a gént INK44-nak, az atirodott fehérjét pedig a pl6™**-nak nevezték el. A késobbi
tanulmanyokban kiilonbozé nevekkel illették ezt a gént. Mivel szdmos tumorban irtak le
kordbban 9p21 abnormalitast, ezért tobbféle szovetre specifikus tumor-szuppresszor génnek,
MTS1-nek (multiple-tissue tumor suppressor gene) (Fountain JW 1992, Olopade OI 1992), az
aberracio kovetkeztében kialakuld6 melandéma miatt melanomara hajlamositd génnek,
azaz MLMI-nek (melanoma susceptibility gene) (Cannon-Albright LA 1992), illetve a human
genom projektben a l0kusz elnevezése alapjan CDKN2-nek is nevezik (Ruas M 1998).

Korabban az INK4A génrdl tigy tudtdk, hogy 3 exont foglal magaban. Majd 1995-ben
felfedezték, hogy az elsé exont 20 kb tdvolsagra egy tovabbi exon elézi meg, amely még az
INK4A gén része. Ezt az exont, amelyrdl eleinte azt gondoltdk, hogy nem transzlalddik, exon
1B-nak, a korabbi elsé exont pedig exon la-nak nevezték el. Tovabbi vizsgalatok
eredményeként kideriilt, hogy az INK4A4 génrdl 2 tumor-szuppresszor fehérje irédik at. Az
egyik az exon la, exon 2, és exon 3 kodolé régiok felhasznalasaval létrejott pl6™<*. A
masik az exon 1B és exon 2 alkalmazésaval 1étrejott fehérje, melynél a k6zos masodik exon
eltéré leolvasasi kerettel irodik 4t (1. abra). Ezt a génterméket p14”* -nek (alternative reading

INK4A

frame) nevezték el. Ennek megfeleléen a késdbbiekben a pl6 ARE

¢s a pl4°™ gén, illetve
INK4A/ARF lokusz elnevezés is altalanossa valt. Mivel két kiilonboz6 génrdl van sz6, ezek
eltéré promoterekkel rendelkeznek (Mao L 1995, Quelle DE 1995).

A sejtmagban lokalizal6do p16INK4A fehérje 148 aminosavbdl all, az els6 exon az 1-42,
a masodik a 43-144, a harmadik exon pedig az utols6 4 aminosav kodolasaért felelds (Serrano
M 1993). A pl6™“** proteinben egy -citoszkeletalis fehérjekotd (ankyrin) domént

azonositottak, mely a protein-protein interakcidkban jatszik szerepet. Ezaltal a fehérje kotddni

képes a CDK4 és CDK6-hoz, igy a CDK-k inaktiv allapotba keriilnek, nem tudnak a ciklin
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D-hez kapcsolddni (Reymond A 1995). A CDK-ciklin D komplex kialakulasanak hianyaban
az RB fehérje foszforildlatlan marad (Medema RH 1995). Mivel a RB hipofoszforilaltan koti
az E2F transzkripcids faktort, ezaltal a pl6™"** fehérje kozvetett uton gatolja meg a
sejtproliferaciot, a Gi/S atmenetet (Koh J 1995).

A p14*%F fehérje 132 aminosavbol épiil fel, az exon 1p kodolja az elsé 64 aminosavat,
a tobbi a kozos masodik exonrol kiilonbozo leolvasasi keretet alkalmazva irodik at (Stott FJ
1998). A pl4”**F protein is a sejtciklus negativ szabalyozasiban vesz részt. A protein
N-terminalisdval az MDM-2 C-terminalisdhoz tud kotédni, melynek eredményeként a p14*%*
gatolja az MDM-2 kotranszformacids aktivitasat. Mivel az MDM-2 N-terminalisan keresztiil a

ARF
4

p53-hoz képes kapcsolodni, a pl az MDM-2 proteinen keresztiil indirekten szabalyozza a

p53 fehérjét. Megakadalyozza annak MDM-2-fiiggd poliubiquitinaciés mechanizmuson
alapul6 lebontésat, illetve fokozza a p53-al Osszefiiggd transzkripciodt és az apoptdzist. A
pl14°%F az MDM-2 és a p53 fehérjék a sejtmagban lokalizalodnak. A p14**F az MDM2-p53

komplexet a sejtmagban visszatartja, megakadalyozva a p53 citoplazméaban vald

4*RF stabilizalja a p53 proteint, de a p53 is visszahat negativ

ARF ARF
4 4

feedback mechanizmussal a pl expressziojara. A pl protein tehat a kordbbiakban
részletezett p53 utvonalon keresztiil befolyasolja a sejtciklust (Kamijo T 1998, Pomerantz J

1998, Sherr CJ 1998, Zhang Y 1998).

INK4A —| CDK-4/6 —| RB

ATG ATG

exon 1

\

o] = ] >

—

1. dbra : A p16™* és a p14™*" gének kodolé szakaszai és a fehérjék szabdlyozo szerepe



A pl6™ 1 65 a p14™F gének szerepe a kiilonbézé tumorokban

A 9p21 kromoszomat érintd genetikai aberraciok szamos tumorral hozhatok
Osszefiiggésbe. A INK4A/ARF lokuszban bekovetkezd genetikai és epigenetikai véaltozadsok

INK4A 4 ARF .
6 ¢s a pl4™™ proteinek expresszidja. A tumor-szuppresszor

hatasara gatlodhat a pl
fehérjék hianya kovetkeztében megsziinik a G;/S atmenet gatlasa, a sejtek proliferacioja
kontrollalatlanna valik, ami malignus kérkép kialakulasdhoz vezethet.

Kamb-, Nobori és masok kiilonb6z6 tumorokbol szarmazd sejtvonalakban szamos
deléciot detektaltak ebben a kromoszomalis régidban. Delécid nélkiili pontmutaciot tudtak
kimutatni melanomads sejtvonalakon (Kamb A 1994, Nobori T 1994). Az els6 kozlemények
utdn szamos tanulmany vizsgalta az INK4A/ARF lokuszban bekovetkezd inaktivacios
mechanizmus ¢és a daganatos megbetegedés kialakuldsa kozotti 6sszefliggést human, ragesalo
¢s majom tumoros sejtkultarakon (He J 1994, Liu Q 1995, Ragione FD 1995). Mutécios
eltéréseket (misszensz, nonszensz, leolvasasi keret eltolodds, splicing defektus) azonositottak
melanoma, szarkdéma, hugyholyag-, prosztata- és tiidédaganatos sejtvonalakban. A mutacios
gyakorisdg kiilonbozd volt a sejtvonalakban, illetve a friss tumoros mintdkban. Példaul
emldrakos sejtvonalakban az INK4A4 gén delécios gyakorisdga
60%-nak adodott, mig friss emlddaganatokbol szarmazod mintdkban sem deléciot, sem
mutaciot nem tudtak kimutatni (Xu L 1994, Quesnel B 1995). A delécio eldfordulasa a
magasabb kockazati gliomakban gyakoribb volt, mint az alacsony kockazati gliomas mintak
esetében. Gyakoribb volt a delécido a melanomak koziil a metasztatikus esetekben (Reed JA
1995). Ezen adatokbdl valdszintisithetd, hogy az INK4A gén delécidja a tumor kifejlodése
szempontjabol egy késobbi, masodlagos esemény. Ezekbdl a vizsgalati eredményekbdl
kiindulva a késObbiekben kiterjedt citogenetikai, LOH (loss of heterozygosity;
heterozigdtasag elvesztése) és egyéb genetikai, valamint epigenetikai analizisek célpontja lett
szdmos daganatféleség, mint pl.: leukémidk, limfémak, melanomdk, multiplex mielomak,
szarkomak, agy-, fej- és nyak-, nyel0cs6-, emld, tiid6-, gyomor-, vastagbél- és egyéb
carcinomak. Ezekben a betegségekben az INK4A tumor-szuppresszor gén kiilonbozo

crer

az irodalmi hivatkozéasokat a II. és III. tablazat mutatja be.
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I1. tablazat: Az INK4A gént érinto eltérések gyakorisaga tumoros korképekben

Tumortipus Delécio Mutacio Metilacio Referencidk

(Hematologiai) (%) (%)

ALL B-sejtes 16 Siebert R 1996, Ruas M 1998

ALL T-sejtes 58 Siebert R 1996, Ruas M 1998

ALL 19-39 38-80 Ogawa S 1995, Siebert R 1996, Drexler HG
1998, Ruas M 1998, Claus R 2003

AML 2 30-90 Ogawa S 1995, Siebert R 1996,
Ruas M 1998, Claus R 2003

ATL 14-35 Ogawa S 1995, Ruas M 1998

CLL 13 10 Ogawa S 1995, Ruas M 1998, Claus R 2003

CLL B-sejtes 3 Ruas M 1998

CLL T-sejtes 0 Ruas M 1998

CML 1-35 24 Ogawa S 1995, Siebert R 1996,
Ruas M 1998, Drexler HG 1998

CML limfoid blaszt  24-50 Sill H 1995, Ruas M 1998

CML mieloid blaszt 0 Ruas M 1998

Hajassejtes leukémia 0 Ruas M 1998

Hodgkin-kor 0 61  Siebert R 1996, Ruas M 1998, Krug U 2002

MDS 0 20-79 Ogawa S 1995, Siebert R 1996,
Drexler HG 1998, Claus R 2003

Multiplex mieloma 0-3 46-71 Ogawa S 1995, Siebert R 1996, Ruas M
1998, Krug U 2002, Claus R 2003

NHL B-sejtes 3 Ruas M 1998

NHL T-sejtes 0 Ruas M 1998

NHL 13 10-88 Ogawa S 1995, Siebert R 1996, Ruas M
1998, Drexler HG 1998, Claus R 2003

PLL 0 Ruas M 1998

BL 52 Krug U 2002

Roviditések: ALL: akut limfoblasztoid leukémia, AML: akut mieloid leukémia, ATL: felnott
T-sejtes leukémia, CLL: kronikus limfocitikus leukémia, MDS: mielodiszplazias szindroma,
NHL: non-Hodgkin limfoma, PLL: prolimfocitikus leukémia

15



III. tablazat: Az INK4A gént érinté valtozasok gyakorisiaga szolid tumorokban és
sejtvonalakban

Szolid tumor Sejtvonal

Tumortipus  Delécio Mutdcio Metilacio Delécio Mutdcio Metilacio Referenciak

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
1

Agy 0,5 19-30 82 0 Kamb A 1995, Ruas M 1998,
Esteller M 2001

Bor ND 14 Ruas M 1998

Emlo 2 1 17-31 60 0 33 Herman JG 1995, Ruas M
1998, Esteller M 2001

Endometrium 0 4 Ruas M 1998

Fej- ésnyak 15 7 17-47 33 11 Kamb A 1995, Ruas M
1998, Esteller M 2001

Glioma 35-68 3 19 74 0 Kamb A 1995, Ruas M 1998,
Nakamura M 2001,

Gyomor 4 1 52 Ruas M 1998, Serrano J 2000

Hasnyalmirigy21-37 27-49 18-39 50 30 Kamb A 1995, Ruas M 1998,
Ueki T 2000, Esteller M 2001

Hugyholyag 49 7 9-67 38 19 Kamb A 1995, Ruas M 1998,
Esteller M 2001

M4 0 3 15 Ruas M 1998, Esteller M 2001

M¢éh 10 20 Ruas M 1998, Nakashima R
1999, Esteller M 2001

Melanoma 11 8-15 10 58 17 Kamb A 1995, Ruas M 1998,
Holland EA 1999,

Mesothelium 22 0 85 3 Kamb A 1995, Ruas M 1998,

NPC 35 0 22-46 Ruas M 1998, Kwong J 2002

NSCLC 31 5 21-28 25 0 Kamb A 1995, Ruas M 1998,
Sanchez-Cespedes M 1999

Nyeldesod 17 14-52  27-40 67 0 Kamb A 1995, Ruas M 1998,
Esteller M 2001

Pajzsmirigy 1 2 13 Ruas M 1998, Xing EP 1999

Petefészek 8 3 18 29 0 Kamb A 1995, Ruas M 1998
Esteller M 2001

Prosztata 3 5 69 60 Herman JG 1995, Ruas M
1998, Konishi N 2002

Szark6éma 5 3 20 31 0 Kamb A 1995, Ruas M 1998

SCLC 3 ND 0 4 0 Ruas M 1998

Vastagbél 0 0 30-40 O 0 92 Herman JG 1995,
Kamb A 1995, Ruas M 1998
Esteller M 2001,

Vese 8 23 56 0 23 Herman JG 1995, Kamb A

1995, Ruas M 1998

Roviditések: NPC: nasopharyngealis carcinoma, NSCLC: non-small cell lung cancer (nem
kis-sejtes tiidocarcinoma), SCLC: small cell lung cancer (kis-sejtes tiidocarcinoma)
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A tablazat adataibol kitiinik, hogy az INK4A4 gén eltéréseit a tumorok széles korében
tanulmanyoztak. A kordbban ismertetett emldrakos esethez hasonldan a sejtvonalakban ezen
gének alteracidja nagyobb aranyban figyelheté meg, mint a frissen izolalt biopsziakban
(II. tablazat). Gyakori deléciét ALL-ben, B-sejtes limfoid CML-ben, glioméakban, hasnyal-,
¢s hugyhdlyag carcinomdkban mutattak ki. Jelentds mutacios eltéréseket talaltak

INK4A

hasnyalmirigy-, nyeldcs6- és bérdaganatokban. A pl6 gén promotere metilalt allapotban

volt szamos tumor esetében (AML, ALL, BL, NPC, fej- és nyak-, gyomor- és prosztata

ARF
4

daganatok). A pl gén promoterének metilaltsagat, és az exon I1B-ban bekovetkezd

4% gén hipermetilaltsiga nagy

mutaciot kevesen vizsgaltak. Ezen adatok alapjan a p/
szdzalékban fordult eld szekunder glioblasztoma (31%) (Nakamura M 2001), gyomor- (26%),
vastagbél daganat (28%) (Esteller M 2001) és NPC (20%) (Kwong J 2002) mintadkban.

Az INK4A4 gén expressziojat a genetikai- és epigenetikai valtozdsok mellett a
— kordbban mar az RB/p53 ttvonal ismertetése soran leirt — tumorvirusok onkoproteinjei
(pl.: SV40 T-Ag, HPV E6 ¢és E7, adenovirus E1A és E2B, EBV LMP-1) is kiilonb6z6 mddon
befolyasoljak (fehérje-fehérje, fehérje-DNS interakcid, RB degradacio). Utaltunk az INK4A4
gén ¢és a tumor progresszidja kozotti Osszefiiggésre, illetve arra, hogy a gén valtozasai eltéréen
alakulnak kiilonb6z6 tumoros sejtvonalakban és frissen izolalt daganatos mintakban. Ezekbdl
az ismeretekbdl kiindulva vizsgalatainkban a tumor progresszidja ¢s az INK4A4 gén aberracidja
kozotti kapesolatot terveztiik tanulményozni a klinikai mintak mellett sejtvonalakon, valamint
virusmentes és virussal asszocialt tumoros esetekben. Igy esett valasztasunk a CML
kiilonb6zo fazisaiboél szarmazo klinikai mintakra, illetve EBV-vel immortalizalt

limfoblasztoid sejtvonalakra (LCL) és Burkitt limfomas sejtkultarakra.

Kronikus mieloid leukémia (CML)

A leukémiak egyik leggyakoribb forméja a kronikus mieloid leukémia (CML), amely a
csontvel6i multipotens Ossejt mieloid sejtsoranak klonalis daganatos proliferacidja. A
betegségnek két, illetve harom klinikai stddiuma kiilonboztethetd meg (Dickstein JI 1993,
Kantarjian HM 1993). A kezdeti kronikus fazist rendszerint az akceleralt fazis koveti. Azok a
betegek, akik tulélik az akceleralt fazist, a betegség blasztos krizisébe 1épnek (Sokal JE 1988,
Kantarjian HM 1998). Ez a malignus hematologiai kérkép elsdsorban a kozépkorosztalyt

érinti, altalaban 30-60 éves korban alakul ki.
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A kronikus fazisban a beteg vagy tlinetmentes, — és csak a rutinvizsgalatok hivjak fel a
figyelmet a betegségre, — vagy nem specifikusak a tiinetek. Bar a betegség felismerésekor
rendszerint még egyiitt van jelen a koéros és egészséges vérképzes, a fehérvérsejtszam igen
magas (>50x10°/1). A periférias vérben a granulocitasor aranya emelkedett. A csontveld
hipercellularis, amihez granulocitds hiperplazia tarsul. A mieloid maturdci6é balratolodésa
figyelhetd meg. Az akceleralt fazisra a kronikus fazisban alkalmazott terapidval szembeni
rezisztencia, a klinikai allapot hirtelen rosszabbodésa jellemzd. A korkép progresszidjanak
jelei heterogének. A periférias vérben a blasztsejtek aranya 20% kortili értéket érhet el, egyes
betegekben a blasztok és promielocitak egylittes aranya megkdzelitheti a 30%-ot. Az egyéb
hematolégiai jellemzok koziil a bazofiliat, trombocitozist €és a terapia irant refrakter anémiat
kell kiemelni. Nagyon karakterisztikus tiinet a splenomegalia. A blasztos fazisban a klinikum
¢s a vérkép az akut leukémidhoz hasonld. A mieloid &ssejt elveszti terminalis
differencidlodasra valo képességét, az éretlen hemopoetikus sejtek gyorsan proliferdlnak. A
blasztsejtek aranya a periférias vérben meghaladja a 20%-ot, a csontveldben pedig 30% folé
emelkedik. Az esetek kisebb hanyada (20-25%) limfoblasztos, tobbsége (60%) mieloblasztos
vagy kevert tipusi termindlis fazisba megy at. Egyes esetekben megakarioblasztos
transzforméciot is megfigyeltek.

A CML citogenetikai jellemzdje az esetek tobb mint 90%-dban megtaldlhatd
Philadelphia (Ph) kromoszoma jelenléte, mely a 9-es és a 22-es kromoszoma reciprok
transzlokacidja révén jon létre (Nowell PC 1960, Rowley JD 1973). A 22-es kromoszoma

azaltal rovidiill meg, hogy az ABL proto-onkogén, mely normalis koriilmények kozott a 9-es

cres

crer

crer

elnevezést kapta (Heisterkamp N 1983). A 1étrejové BCR-ABL fuzids génrdl egy 8,5 kb-os
mRNS irodik at (Shtivelman E 1985). Ez a mRNS egy 210 kDa molekulasulyt fehérjét kodol,
melynek megnovekedett tirozin kindz aktivitisa van a normal ABL fehérjéhez képest
(Konopka JB 1984). A Ph-negativ korképek nagy részében is sikeriilt a BCR-ABL fuzids gén
létrejottét igazolni.

A tipusos, Ph-kromoszoma-pozitiv CML progresszioja soran a betegek tobbségében
tovabbi citogenetikai abnormalitdsok is megfigyelhetdk, ezek leggyakrabban a 8-as, 19-es és

21-es kromoszomak triszOmiaja, ujabb Ph-kromoszéma, illetve 17q izokromoszoma
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megjelenése, tobb kromoszéma elvesztése pl.: 9-es, 5-0s, 13-as, 17-es vagy valamely részének
delécioja (Cervantes F 1986, Bernstein R 1988).

Mar citogenetikai vizsgalatokkal is arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a CML
progresszidjat szekunder genetikai valtozasok inditjak el (Bernstein R 1988). A molekularis
onkogenologiai moddszerek megjelenésével mod nyilt arra, hogy ezeket a genetikai
aberraciokat még részletesebben megismerjiik.

Az onkogén expresszid valtozasait szamos munkacsoport vizsgalta. Ezek koziil foleg
RAS gén mutacidt (Liu E 1988, LeMaistre A 1989), MYC és ABL expressziot mutattak ki
(Blick M 1984, Rothberg PG 1984), tovabba SIS génnel torténd vizsgalatokat (Groffen J
1983, Romero P 1986) végeztek a CML kronikus és blasztos fazisaban.

A tumor-szuppresszor gének koziil kiterjedten vizsgaltdk a p53 aberracioit a CML
blasztos krizisében (Ahuja H 1989, Feinstein E 1991, Nakai H 1992), valamint az RB gén
anomalidit (Ahuja HG 1991, Ishikura H 1997) is. Mindkét gén eltéréseit ki lehetett mutatni
mar az akceleralt fazisban is (Beck Z 2000).

Munkacsoportunk korabban a fent emlitett onkogének expresszios spektrumat és
fazisaban (Beck Z 1998, Beck Z 2000).

Az INK4A génben bekovetkezd valtozdsokat is tanulmanyoztdk CML-ben, bar a
betegség progresszidja és ezen gén inaktivalodasa kozotti osszefiiggés még kevésbé ismert. A
pl6™* génben deléci6 nem volt kimutathato a CML krénikus fazisaban, azonban
homozigéta delécidt detektaltak limfoid blaszt krizisben (34%) (Haidar MA 1995, Serra A
1995, Sill H 1995). A CML blasztos fazisaban a pl6™"** génben muticiot az esetek kis
szdzalékaban taldltak (Ogawa S 1995, Siebert R 1996, Guran S 1998). Metilacios
vizsgalatokkal a CML-es mintak 24%-aban mutattak ki p/6™*** gén prométer hipermetilaciot
(Claus R 2003). A pl4*®" génre vonatkozé mutacids és metilacios adatok nem allnak

rendelkezésiinkre ebben a leukémiatipusban.
Epstein-Barr virus (EBV)-asszocialt tumoros sejtvonalak

A Herpesviridae csalad Gammaherpesvirinae alcsaladjaba tartozé Epstein-Barr virus
120-200 nm atmérdju, burokkal rendelkezd, ikozahedralis szimmetridja DNS virus. A

virusgenom a daganatsejtekben extrakromoszomadlisan, episzomalis alakban perzisztal

(Kieff E 1982, Raab-Traub N 1986).
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Az EBV ubiquiter jellegli virus, a populacié legnagyobb része fertézddik vele. A virus
elsdsorban a nyal utjan terjed. In vivo az oropharynx, parotis és méhnyak epithelidlis sejtjeit,
valamint a B-limfocitakat fertézi meg. A virussal valé kolcsonhatas epithelidlis sejtekben
litikus, produktiv fert6zést, mig a B-limfocitdkban 4ltalaban latens, virusprodukciét nem
okoz6 fertdzést eredményez (Richtsmeier WJ 1987, Wensing B 2000).

Mig a primer fertéz€s mononucleosis infectiosa-t okoz (Evans AS 1972), a latens
fertdzés szdmos malignus korképpel hozhatd 6sszefiiggésbe. A B-sejtekbdl kiinduld limfomak
pl.: Burkitt limféma (Burkitt D 1965), immunkarosodott egyének limfoproliferativ
megbetegedése (Craig FE 1993), Hodgkin-limfoma (Harris NL 1994), B-sejtes
non-Hodgkin-limféma (Hamilton-Dutoit SJ 1991); T-sejtes limfomak pl.: T- sejtes
non-Hodgkin-limfoma (Jones JF 1988), letalis ,,midline” granuléma (Harabuchi Y 1990) és
epithelidlis sejtekbdl kiindulé daganatok pl.: nasopharyngealis carcinoma (zur Hausen H
1970, Niedobitek G 2000), gyomorrak (Osato T 1996).

A virussal fertézott sejtek immortalizalasaban és transzformalasaban a latens ciklus
virusspecifikus fehérjéinek lehet szerepe. Az EBV latens ciklusa soran 6 magfehérje
(EBNA- 1, 2, 3A, 3B, LP, 3C), 3 sejtmembranfehérje (LMP-1, LMP-2A, LMP-2B) ¢és 2
nukledris RNS (EBER-1, EBER-2) fejezddik ki. Az EBV latencidjanak 3 tipusa ismeretes,
melyek a latens virusfehérjék expresszids spektrumaban kiillonboznek egymastol. Az 1. tipust
latencidban csak az EBNA-1 és EBER antigének mutathatd ki. A II. tipusu latenciara az
EBNA-1, LMP-1, LMP-2A, LMP-2B, EBER-1 ¢és EBER-2 expresszioja jellemzo. A
III. tipusu latencidban valamennyi latens protein jelen van. Az L. tipusu latencia csak endémiés
Burkitt limfoméban, a III. tipust latencia immunszuppresszidhoz tarsuld limfoproliferativ
korképekben, valamint EBV-vel immortalizalt limfoblasztoid sejtvonalakban (LCL)
figyelhetd meg. Az EBV-pozitiv limfoméak tobbségére és a NPC-re a II. tipusu latencia
jellemzd (Wensing B 2000, Niedobitek G 2001).

A human tumorvirusok a sejtciklus stimuldldsadval és deregulalasaval jatszanak
kofaktoridlis szerepet a daganatok etiopatogenezisében. Kiilonosen fontos a malignus
transzformdcio kivaltasdban a tumor-szuppresszor gének ¢és géntermékek funkcidjanak
gatlasa. Az LP fehérje a p53 fehérje kotésére és inaktivalasara képes (Szekely L 1993), az LP
¢s EBNA-3C antigének pedig az RB fehérjék (pRB, p107) inaktivaldsédban jatszanak szerepet
(Jiang WQ 1991, Parker GA 1996). Az LMP-1 fehérje konstitutivan aktiv receptor
molekulaként miikodik a sejtmembranban (Gires O 1997), és a Bcl-2 valamint A20 proteinek

szintézisének indukaldsaval gatolja az apoptozist (Henderson S 1991, Laherty CD 1992),
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illetve az NF-xB ¢és INK transzkripcios faktorokat aktivalva stimuldlja a sejtproliferaciot
(Huen DS 1995, Kieser A 1997).

A human B-sejtekben latens fertézés kétféleképpen, a periférids vérbdl szeparalt
B-limfocitdk EBV-vel valé immortalizalasaval, illetve a virus hatasara BL-es vagy B-sejtes
tumorokbol szdrmaz6 sejtekben alakulhat ki. Mig a limfoblasztoid sejtek III. tipust latenciat
mutatnak, addig a BL tumorsejtek kezdetben I. latenciatipusba sorolhatok, majd a folyamatos
osztddas soran tovabbi EBV latenciafehérjék jelenhetnek meg, amely leggyakrabban a
III. latenciamintazatot mutatja (Nilsson K 1992).

A sporadikus és endémias BL-bdl szarmazo EBV-pozitiv sejtvonalak t(8,14), t(2,8)
vagy t(8,22) kromoszomalis transzlokaciét mutatnak. Bar a legtobb EBV-vel transzformalt
LCL-re normdl kariotipus jellemz6é, Okubo és tarsai kimutattdk, hogy atlag 160 osztodas
(PDL) utan aneuploidia, kromoszomalis atrendezddés €s erds telomerazaktivitas figyelhetd
meg. Ezek az események az LCL-ek EBV hatdsara torténd immortalizacios folyamataival
parhuzamosan jelentkeznek (Okubo M 2001).

Az INK4A gén aberracioit (mutacid, delécid) BL sejtvonalakon, biopszids anyagokon
és LCL-eken is tanulméanyoztak (Ruas M 1998). Nagy gyakorisaggal figyelt¢k meg a p16™**
gén aberrans metilaltsagat (Klangby U 1998, Esteller M 2001). EBV-pozitiv limfomakban
nagyobb a pl6™* gén aberraciok és promoéter metilaciok gyakorisaga, mint a pI4*%" gén
esetében. Ennek ellenére a p14™"" fehérje az esetek mintegy felében nem fejezddik ki, vagy
abnormalis lokalizaciét mutat a sejtmagon beliil (Lindstrom MS 2001, Sanchez-Aguilera A
2002). A kiilonb6z6 tanulmanyokban eltérések vannak a mutaciok, delécidk, metildciok
gyakorisagat illetden, amely eltérések a viszonylag kis mintaszdmbol és az alkalmazott
modszerek kiilonbozdségébdl adodhatnak. Valosziniisithetd, hogy a genetikai és epigeneikai
valtozasok kovetkeztében létrejott pl6™*/p14”**F funkciovesztésnek fontos szerepe van a
Burkitt limfoma ¢és az LCL-ek kialakulasaban is (Drexler HG 1998, Klangby U 1998, Baur
AS 1999, Lindstrom MS 2001, Krug U 2002).
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CELKITUZESEK

Munkankban az irodalmi attekintésben ismertetett adatokbol kiindulva informaciot
kivantunk kapni a CML progresszidja és az EBV-vel fert6zott B-sejtek tumorgenezise soran a

6™ ¢s p14™F tumor-szuppresszor génekben bekovetkezd kiilonféle genetikai és az

pl
epigenetikai torténésekhez tartozd promoter metilacios valtozasok gyakorisagardl, valamint
ezek egymdashoz viszonyitott aranyarol. Vizsgélatainkkal valaszt kivantunk adni az aldbbi
kérdésekre:

1. Szerepet jatszik-e a CML progresszidjaban a pl6™*/p14*%F

gének inaktivacidja?
Ha igen, ebben milyen mechanizmusok vesznek részt, és ezek milyen gyakorisaggal
kovetkeznek be?

2. A genetikai valtozasok milyen jellegliek, érintik-e mindkét gént, illetve egy-egy gén
mindkét alléljat? Vannak-e mutacidos forrépontok? Ezek a genetikai valtozasok
mekkora kromoszémaszakaszt érintenek? Milyen a citogenetikai hattér a CML
akceleracidja soran? A citogenetikai vizsgalatok eredménye korreldl-e a
p16™ p 1 48E gént érinté valtozasokkal?

3. A pl6™*p14*% promoétereinek metilacidja az esetek hany szazalékaban

figyelheté meg a CML AF-aban? El6fordul-e mindkét prométer egyiittes metilacioja?

4. A tumoros sejtvonalakban az EBV jelenléte befolyasolja-e a tumor-szuppresszor
génekben bekovetkez0 eltérések gyakorisagat?

5. Van-e¢ kiilonbség normal B-sejtek, EBV-vel de novo transzformalt LCL-ek,
immortalizalt LCL-ek, és BL sejtkulturakban detektalt p16™**/p14**F alteraciok
kozott?

6. A B-sejtek tumorgenezisében a pI16™~*/p14**" génben bekovetkezd genetikai vagy
a promoter metilacios eltéréseknek van jelentdsebb szerepe?

7. A limfémagenezis mely stadiumaban kovetkezik be ezen tumor-szuppresszor gének

inaktivacioja?
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ANYAGOK ES MODSZEREK

CML-es mintak

Vizsgalatainkhoz a Debreceni Egyetem Orvos- ¢és Egészségtudomanyi Centrum
II. szamu Belgyogyaszati Klinikajarol szarmazé CML-es betegek vérmintait hasznaltuk.
Mindegyik beteg esetén 2 mintat vizsgaltunk. Az egyiket a diagnézis felallitasakor, a terapia
megkezdése eldtt, a masikat az akcelerdcio megjelenésekor, a terapiavaltast megelézden
vettek le. A CML féazisainak a diagnézisa a mar ismertetett klinikai és hematologiai

kritériumok alapjan tortént (Slamon DJ 1984, Kantarjian HM 1988).

Granulocitak szeparalasa

Kisérleteinkhez a granulocita sejteket CML-es betegek és egészséges egyének
periféridlis vérmintaibol szeparaltuk. A heparinnal alvadasgatolt vérbol a granulocitakat 74 és
55%-0s Percoll oldatbol készitett discontinuus gradiens centrifugdldssal (350 g, 20 perc)
szeparaltuk (Hjorth R 1981). Az egészséges egyének érett granulocitai, valamint a CML-es
betegekbdl szarmazd érett és éretlen granulocitaalakok az interfazisban jelentek meg. A

granulocitapopulacio tisztasaga meghaladta a 97%-ot.

Sejtvonalak

Kisérleteink masodik részében EBV-negativ BL sejtvonalakat: BL 41 (Rowe M 1986),
Ramos (Klein G 1975) és EBV-pozitiv BL sejtkulturakat: AG 876 (Magrath IT 1980), Akata
(Takada K 1984), Akuba (Klein G 1972), Daudi (Klein E 1968), Jijoye (Hinuma Y 1967),
Mutu III clone 99 (Gregory CD 1990), Namalwa (Nadkarni JS 1969), Rael (Klein G 1975),
Raji (Bodescot M 1984), valamint kétféle LCL csoportot alkalmaztunk. Az egyikbe a normal
B-sejtek EBV-vel torténd infekciojaval de novo l1étrehozott, transzformalt, de nem
immortalizalt (pre-immortalizalt) sejtvonalak tartoztak: LCLyuw, LCLAkuba, LCLjijoye; LCLRacl-
A masikba a kordbban kialakitott, 160 osztodast meghaladdé immortalizalt LCL-ek:
CB-M1-Ral-STO (Hedman H 1992), Cherry (Ernberg I 1986), IARC 171, JY (Speck SH
1985), LCL-721 (Kavathas P 1980). Mindegyik BL sejtvonalat és LCL-t 10% FBS-t, 2 mM
glutamint, 100 U/ml penicillint és 100 pg/ml streptomycint tartalmaz6 RPMI 1640-es
tapfolyadékban tartottuk fenn.
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B-limfocitak szepardlasa

Az EBV fertézéshez sziikséges periféridlis vér mononuklearis sejteket (PBMC)
Ficoll-Histopaque (Sigma, USA) siiriséggradiens centrifugalassal (800 g, 30 perc, 4°C)
nyertilk ki “buffy coat” preparatumokbol. A PBMC frakciot az interfazisbol szivtuk le,
PBS-sel mostuk, majd ebbdl a normal B-sejteket pan-B Dynabeads M450 (Dynal, Norvégia)
vasgyongyot tartalmazé anti-CD 19 ellenanyaggal gytijtottiik 0ssze a Sinclair és munkatérsai
altal leirt magneses szeparalasi protokoll szerint (Sinclair AJ 1994). A CD 19 ellenanyaghoz
kotott B-limfocitakat 37 °C-on 5% CO;-ot tartalmazd termosztatban 16-20 6ran 4t inkubaltuk,
mig a gyongyok le nem valtak a B-sejtekrél. Magneses szeparatorral a gyongyoket
eltavolitottuk a rendszerbdl, majd a B-limfocitdkat 15%-os FBS-t és antibiotikumot

tartalmazé RPMI 1640-es tapfolyadékban vettiik fel 2x 10° sejt/ml végkoncentracioban.

EBV termelése

Az EBV torzseket a kisérleteinkhez hasznalt EBV-pozitiv BL sejtkultirakon
termeltiik. A sejtvonalakat 6 napig 20 ng/ml tetra-forbol-észterrel (TPA) kezeltiik, majd a
sejteket 690 g-vel 15 percig centrifugaltuk. A feliiliszobol ultracentrifugalassal (113000 g,
60 perc, 4 °C) iilepitettiik ki a virust. Az iiledéket tapfolyadékkal dvatosan mostuk, majd a
virust az eredeti térfogat harmincad részét képezd tapfolyadékban (RPMI-1640, 20% FBS,

antibiotikum) szuszpendaltuk. A viruskoncentratumokat felhasznalasukig -70 °C-on taroltuk.

B-limfocitak fertézése EBV-vel

Nyugvé B-limfocitdkbol EBV-vel torténd infekcioval LCL-eket alakitottunk ki. A
frissen izolalt B-sejteket 96-lyukti mikrotiter plate-re helyeztiik (10° sejt/lyuk), és 37 °C-on
6 oran at inkubaltuk. Ezt kovetden a sejteket az eltérd BL sejtvonalakbdl szarmazo EBV-vel
alacsony multiplicitassal fertdztiik. A fertdzott sejteket hetente egyszer 15% FBS-t és
antibiotikumot tartalmazé RPMI-1640-es tapfolyadékkal passzaltuk. Négy-hat hét utan a
kialakult limfoblasztoid sejteket tenyésztOpalackba helyeztiik, és szaporitottuk. Amikor a

sejtszam elérte a 107 sejt/ml nagysagrendet, a mintakbol DNS-t izolaltunk.
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DNS izolalas

CML-es mintakbdl szarmazo6 granulocitdkbodl, vizsgalt EBV-negativ és EBV-pozitiv
BL sejtvonalakbdl, korabban ¢és frissen kialakitott LCL-ekbdl valamint normal
B-limfocitakbol (5x106-107sejt/ml) QIAGEN Blood kit (QIAGEN, USA) segitségével, a
mellékelt protokollt kdvetve DNS-t izoldltunk. Az extraktum DNS tartalmat és tisztasagat

cre

taroltuk felhasznalasukig.

Polimeraz lancreakcio (PCR)

Granulocitdkbol, a fent leirt sejtvonalakbdl és a B-sejtekbdl izolalt DNS-bdl az
INK4A/ARF 16kusz exonjait PCR-rel amplifikaltuk. A pl16™**" exon 1, exon 3 szakaszok
felsokszorozasdhoz mar korabban leirt primereket (Baur AS 1999, Chen TC 2000), mig a

INK4A4 e 7 e o . .
6™%* exon 2 szekvencidk esetében sajat tervezésii oligonukleotid

pl4*™ exon 1 és pl
primereket hasznaltunk. A kiilonb6z6 exonokra specifikus primerparok szekvencidit, az
amplimerek méreteit, illetve a kiilonb6zé reakciok anneldcidos homérsékleteit az elsd
kozlemény I. tablazata foglalja Gssze.

Az 50 ul végtérfogati PCR elegy Osszetétele a kdvetkezo volt: 300 ng genomialis
DNS, 25-25 pmol primer, 50 mM KCI, 1,1 mM MgCl, 10 mM Tris-HCI (pH 8.,3), 0,1%
zselatin, 200 uM dNTP, 5% DMSO ¢és 1,5 U RED Taq polimerdz (Sigma). A reakci6 az
Appplied Biosystem Gene Amp® PCR System 2700 tipusa (Appplied Biosystem, USA)
késziilékében tortént. A kezdeti 94 °C-os 5 perc idétartamt denaturacio utan az amplifikaciot
30-35 cikluson keresztiil végeztiik a kovetkezd paraméterek mellett: 94 °C 1 perc, 55-60 °C
1 perc, 72 °C 1 perc, majd egy végsd lanchosszabbito 1épés (72 °C 7 perc) kovetkezett. A PCR

termékeket etidium-bromid festéssel tettiik 1athatova UV fény alatt, 2%-o0s agarozt tartalmazo

gélelektroforézist kovetden.
Egyszalu konformacios polimorfizmus (SSCP) analizis

Az SSCP igen érzékeny és gyors modszer, mely alkalmas a génekben bekdvetkezd
valtozasok kimutatasara. Megfelel6 modszer a DNS szakaszban bekovetkezd genetikai
polimorfizmusok, mutaciok, deléciok vagy inszerciok detektilasara. Azonban a technika

érzékenysége forditottan ardnyos a vizsgalt szakaszok hosszaval, ¢és az SSCP
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alkalmazhatdsdga nagymértékben fiigg a kisérleti kortiilmények megfeleld beallitasatol (Orita
M 1989 a, Orita M 1989 b).

A PCR soran amplifikalt termékek 2 pl-¢hez 38 pl 95%-o0s deionizélt formamid/10
mM NaOH/0,05% bromfenolkék/0,5% xilén-cianol elegyét adtuk. A mintdkat 70 °C-on
5 percig denaturaltuk, majd jégen gyorsan lehiitottilk. A denaturdlt DNS széalakat nativ,
7,5%-o0s poliakrilamid gélben futtattuk 4 °C-on 4-5 6ran at, 300 V fesziiltség mellett.

Az elektroforézist kovetden a DNS szakaszokat az eziist-festés standard protokolljat
alkalmazva mutattuk ki, melynek sordn a gélt eldszér 10% etanol/0,5% ecetsav tartalmu
oldatban fixaltuk, majd AgNOs oldatban festettiik (Goldman D 1982). Az el6hivas 1,5%
NaOH/0,1% formaldehid elegyével tortént, majd ezt kovetden a gélt 0,75% Na,COs; oldattal
kezeltiik, végilil megszaritottuk. A gélen lathato futasi kiilonbségek jelezték az exonokban

bekovetkezett genetikai eltéréseket.

DNS szekvenalas

INK4A
6

Valamennyi CML-es minta, illetve BL sejtvonal esetén a pl exon 1, 2, 3 ¢és

14" exon 1 szekvenciait direkt szekvenalassal hataroztuk meg. A PCR reakciot kovetéen

p
az amplifikalt DNS-t Microcon (Millipore, USA) oszlopon tisztitottuk standard protokoll
szerint. Az igy kapott termékekbdl szekvenald PCR-t (96 °C 30 sec, 50 °C 15 sec, 60 °C 4 perc
/25 ciklus/) végeztiink ABI Prism Big Dye Terminator Ready Reaction Kit segitségével
(Applied Biosystem). Az amplifikalt termékeket DyeEx Spin Kit-tel (QIAGEN) tisztitottuk.
A szekvendlandd6 DNS mintdkat 20 pl formamidban vettiik fel, majd denaturalést
(92-95 °C-on 2 perc) kovetden a mintakat ABI Prism 310 (Applied Biosystem) automata

szekvenatorban futtattuk.

Metilacio-specifikus polimeraz lancreakcio (MSP)

A pl6™* &5 p14™F gének promotereinek metilaciojat Herman és tarsai altal
korabban leirt metilacid-specifikus PCR-rel vizsgaltuk (Herman JG 1996). A CML krénikus
¢és akceleralt fazisaibol szeparalt DNS, valamint BL sejtvonalak, koradbban illetve frissen
kialakitott LCL-ek, és normdl B-sejtekbdl szarmaz6 genomidlis DNS 1-1 pg-jat 1 mM
Hidroquinon/3,8 M Na-biszulfit elegyében modifikaltuk, majd Wizard DNA Clean-Up oszlop
(Promega, USA) segitségével tisztitottuk. Az etanolos kicsapast kovetden a modifikalt DNS-t
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30 pl desztillalt vizben szuszpendaltuk. Modifikélds utan a metilalt és a nem metilalt DNS
PCR alkalmazasaval megkiilonbdztethetd.

A 25 pl végtérfogatua PCR elegy Gsszetétele a kdvetkezd volt: 30 ng modifikalt DNS,
20 pmol primer, 50 mM KCIL, 1,1 mM MgCl,, 10 mM Tris-HCI1 (pH 8,3), 0,1% zselatin,
200 uM dNTP, 5% DMSO ¢és 1,5 U RED Taq polimeraz (Sigma). A reakcio a kovetkezd
modon tortént: egy elOzetes denaturacid (94 °C/5 perc), az ezt kovetd 6 reakcio:
(95 °C/45 sec, 60-64 °C/45 sec, 72 °C 45 sec; 35 ciklus) majd egy végsé lanchosszabbitd 1épés
(72 °C/4 perc). A reakcié utan a metilalt, illetve a nem metilalt DNS szakaszokat
etidium-bromidos festést kovetd agaroz-gélelektroforézissel mutattuk ki. A p16™%* és p14**"
gének metilacio-, és nem metilacio-specifikus primerek szekvencidi, az amplimerek mérete és

az annelacids homérsékletek az els6 kozlemény 1. tdblazataban lathatok.

Citogenetikai vizsgalatok

A CML-es mintdk citogenetikai  vizsgalatait a  Debreceni  Egyetem
Gyermekgyogyaszati Klinik4janak genetikai laboratoriumédban végezték. A kromoszomak
identifikalasa a G és Q savozasi technikédval tortént (Caspersson T 1970, Seabright M 1971).
A klasszifikalasnal az ,,International System for Human Cytogenetic Nomenclature” szabalyai

voltak a mérvadoak (ISCN 1978).
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EREDMENYEK

Munkank els6 részében a CML kronikus és akceleralt fazisabol szarmazo
vérmintakbol granulocitdkat szeparaltunk, melybdl DNS-t izolaltunk. Vizsgalataink masodik
felében szintén DNS-t izolaltunk BL sejtvonalakbdl, immortalizalt és transzformalt

LCL-ekbol, valamint normal B-sejtekbdl. A fent felsorolt DNS mintakat hasznaltuk fel a

INK4A ARF
6 4

pl éspl gének genetikai és promoter metilacios eltéréseinek tanulmanyozasara.

Hematologiai és citogenetikai adatok

Az 1. kozlemény II. tablazata a betegek hematologiai paramétereit és citogenetikai
adatait foglalja Ossze. Vizsgélatainkhoz 30 beteg kronikus, és akceleralt fazisabol levett
vérmintaparok alltak rendelkezésiinkre. A betegek atlagéletkora 55 év volt, koziiliik 16 volt né
¢s 14 férfi. Valamennyi betegnél szignifikans granulocitozist figyelhettiink meg. Az
akceleralt fazis kezdetén blasztsejtek jelentek meg a vérben. Az AF tovabbi hematologiai
jellegzetessége koz¢ tartozott a bazofil sejtek nagy szazalékos aranya (1. tablazat 2, 8, 11, 15,
16, 19, 24, 27 és 30-as szamu mintak), a trombocitozis (4, 9, 13, 14, 18, 22, 24 és 25-0s szamu
mintak) €s az anémia (2, 3, 6, 8, 10, 12, 14, 15, 18, 20, 22, 23, 27 és 30-as szam mintak). A
betegség kronikus fazisdban az interferon-a (IFN) kezelés alkalmazasa el6tt hidroxiuredval
(HU) tartottak a fehérvérsejtszamot 20x10°sejt/l alatt. Akceleralt fazisban ndvekedett dozist
IFN-t kisebb dozisti arabinozid C-vel (ara-C) kombinaltak. Egyes betegeknél a terapiat
HU-val is kiegészitették. A terapia az egységes kritériumok szerint a hematologiai és
citogenetikai paraméterek alapjan tortént.

A kronikus fazisi mintdkban — eltekintve a Ph kromoszéma jelenlététdl — a kariotipus
normalis volt. Azonban 30 betegbdl 14 esetben az AF kezdetekor a Ph kromoszoma mellett
tovabbi kromoszomalis eltérések jelentek meg. A 13-as kromoszéma vagy annak hosszu
karjanak elvesztését 3 esetben, a 17-es kromoszoma, illetve annak révid karjanak rovidiilését
vagy hosszu karjabol kialakult izokromodszomat 5 betegnél figyeltiink meg. Masodik Ph
kromoszoma jelent meg 2 beteg esetében. Tovabbi kromoszomalis aberracok kozé sorolhato a
8-as, 19-es, 21-es kromoszoma triszoOmidja, az 5-0s, 7-es, 18-as, 20-as, 21-es kromoszémak,
valamint a 2-es kromoszoma hossz karjanak, a 16-os kromoszéma rovid karjanak az
elvesztése. Citogenetikai vizsgalattal kimutathato, a 9-es kromoszomat érinté aberracié nem
volt. A citogenetikai eltérést mutatdé mintak koziil 11 rendelkezett tobbszords kromoszomalis

aberracioval.
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De novo LCL-ek kialakitasa

A pan-B Dynabeads madagneses szeparalassal ,buffy coat”-bol B-limfocitdkat
izolaltunk. A kiilonbdz6 BL sejtvonalakban termelt EBV torzsekkel fertdztiikk a frissen
szeparalt B-sejteket. Négy-hat hét elteltével limfoblasztoid sejtek alakultak ki. Négy 1j
sejtvonalat (LCLwmuw, LCLAkuba, LCLjjjoye, LCLRaer) sikertilt kialakitanunk Mutu, Akuba, Jijoye

¢s Rael sejtvonalakbol szarmazo EBV-vel fertdzott nyugvo B-limfocitadkbol.

INK4A/ARF lokusz kodolo szakaszainak PCR-SSCP analizise

A krénikus ¢és akceleralt fazisbol szarmazé CML-es vérmintakbol Percoll gradiensen
torténd centrifugdlassal granulocitdkat szeparaltunk. Ezekbdl a sejtekbdl, a ,,régi”, és a de
novo kialakitott LCL-ekb6l, az EBV-negativ €s pozitiv BL sejtvonalakbol, valamint a normal
B-sejtekbdl DNA Blood kit segitségével DNS-t izolaltunk. Az INK4A/ARF lokusz exonjait
PCR-rel sokszoroztuk fel, majd az amplifikaci6 hatékonysagat agardz-gélelektroforézissel
ellendriztiik. A modszer az amplimerek kimutatasa mellett a nagyobb genetikai eltérések,
deléciok kimutatasara is egyarant alkalmas. A kiilonb6zd exonok amplimerjeit a korabban

leirt SSCP technikaval elemeztiik. A futasi kiilonbségeket mutatd mintakat szekvenaltuk.

INK4A/ARF [6kusz szekvencia analizise

Az PCR-SSCP moddszer alkalmas ugyan az adott DNS szakaszon beliili genetikai
eltérések kimutatdsira, azonban a mutdcid helyérdl és jellegérdl csak a szekvendlds adhat

ARF

6™ exon I, 2, 3 és a pl4

pontos valaszt. A PCR-rel felsokszorozott pl/ exon 1
amplimerek szekvencidinak meghatdrozasdhoz kozvetlen DNS szekvenalast végeztiink. A
CML-es mintak szekvenalasi eredményeit az elsé kozlemény III. tdbldzata mutatja be. Nem
talaltunk genetikai valtozést egyetlen kronikus fazisi mintdban sem. Ezzel szemben 17 AF
minta esetén tudtunk muticiét kimutatni, azonban a szekvenalé kromatogramm alapjan
valamennyi eltérés heterozigdta mutacio volt.

A p16™5* 1. exonjaban 10 betegnél talaltunk mutaciot. Egyik esetben a 12. kodonban
a G—A atmenet nem eredményezett aminosavvaltozast (Ala—Ala). Mivel ez a nukleotid

csere a KF-ben nem jelent meg, inkabb tekinthetd csendes muticionak, mint

polimorfizmusnak. Hat AF mintdban a 35. kodonban az AGT—ATT valtozas
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szerin—izoleucin aminosavvaltast okozott. Egy mintdban a 26. kodonban bekdvetkezd
pontmutaciéo (GCG—GTG) az alanint valinra valtoztatta. A fennmarado6 2 beteg esetén a 18.
kodonban detektaltunk nonszensz mutaciét (GAG—TAG).

A pl6™* 2. exonjaban 11 mutaciét tudtunk kimutatni. A 80. kodonban csendes
mutaciot (Glu—Glu) 5 minta esetében, a 61. (Glu—Gln), 105. (Leu—Met), 123. (Arg—His),

130. (Arg—Ile) kodonokban misszensz mutaciot 6 esetben figyeltink meg. Mivel a p/6™%*

ARF INK4A
4 6

és pl géneknek eltérd ugyan a leolvasasi keretiik, de k6zos a 2. exonjuk, ezért a p/

ARF
4

génben talalt mutacidk 7 esetben érintették a p/ gént is. A 80. kodonban bekdvetkezd

ARF
4

csendes mutacié a pl gén 103. kodonjdban misszensz mutaciot (Gly—Arg)

eredményezett. A 61. és a 105. kodonban detektalt misszensz mutacié a pl4*%"

gén 83. és
127 kodonjéban szintén misszensz mutaciot okozott.

A pl14™" 1. exonjaban 3 mintdban talaltunk misszensz mutaciot. A 21. kodonban
G—A 4atmenet arginin—lizin aminosavvaltast eredményezett 2 beteg esetében. A harmadik
mutacid a 34. kodont érintette, mely Trp— Arg valtassal jart.

Az 3. exonban mutaciét egyik minta esetében sem tudtunk detektalni.

A vizsgalt EBV-negativ és pozitiv BL sejtvonalak, valamint frissen kialakitott LCL-ek
¢s normal B-sejtek szekvenaldsi eredményeit a masodik kozlemény II. tdblazata foglalja
Ossze. Harom BL sejtvonalban tudtunk heterozigota mutacidt kimutatni. A Namalwa
sejtvonalban a pIl6™%** 2. exon 98. kodonjaban talalt G—T atmenet valin—leucin

: 14k 7 gt e ARF
aminosavvaltadst eredményezett. Ez a mutdcid érintette a pl4

gén 120. kodonjat is
(CGT—CTT) és arginin—leucin aminosavcserét okozott.

A pI16™* 1 exonjaban 2 mutéciot detektaltunk. A Mutu sejtvonalban a 27. kodonban
(GGG—-TGG) torténd mutacio a glicint triptofanra valtoztatta. A Daudi sejtvonalban
nonszensz mutacié (GAG—TAG) kovetkezett be a 18. kodonban (Glu— Stop).

Az 3. exonban, és a pl4*%F

gén 1. exonjadban mutéciot egyik minta esetében sem
tudtunk kimutatni. A frissen kialakitott LCL-ekben és a B-limfocitdkban genetikai eltérést

nem sikertilt detektalni.
A p16™* 65 p14*%F prométerek metilacios vizsgdlata
A 30 CML-es beteg mintaparjaibol, valamint 2 EBV-negativ, 9 EBV-pozitiv BL

sejtvonalbdl, 5 korabban kialakitott, 4 de mnovo létrehozott LCL-b6l és normal

B-limfocitakbol izolalt DNS mintikban a pl16™%* és a  p14*®" tumor-szuppresszor gének
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promotereinek hipermetilaltsagat MSP modszerrel hataroztuk meg. Az MSP soran a metilalt,
illetve a nem metilalt allél megkiilonboztethetd az eltérd szekvencidk alapjan, ugyanis
Na-biszulfit hatdsara a modifikalt DNS nem metilalt alléljdban a citozin uracilra cserélddik,
mig a metilalt allél valtozatlan marad. Specifikus primerparokkal a metilalt és a nem metilalt
DNS PCR-rel amplifikalhatd. A kronikus fazisu mintdkban metilacidt nem tudtunk kimutatni

egyik gén esetében sem. Azonban a vizsgalt akceleralt fazisi mintadk nagy szdzalékaban volt

INK4A ARF
6 4

metilalt mind a p/ , mind a p/ gének promotere. Metilacios eredményeinket az elsd
kozlemény I1I. tablazata foglalja 0ssze.
A 30 mintabol a pl6™** promotere 12 esetben (III. tablazat 1-10, 13, és 14 szamu

mintak), a p /4%

promotere szintén 12 betegben (1-12 szdmi mintak) volt metilalt. A két gén
egylittes metilaltsagat 10 esetben figyeltiilk meg. Egy abran valamennyi minta MSP analizisét
nem tudtuk bemutatni, azonban az 1. kozlemény 1. abrdja jol reprezentalja a metilacio
eredményeit. Egyes esetekben ugyanazon mintdn beliil a metilélt, illetve a nem metilalt
specifikus primerekkel is jelet kaptunk. Nyolc AF mintdban (8-10, 12-14 szamu betegek) a
mutacids és a metilacids eltérések egylitt jelentkeztek. Hat AF minta esetében genetikai

aberracio nélkiil detektaltunk promdter metilaciot.

A BL sejtvonalakra, LCL-ekre, normal B-sejtekre vonatkozé metilacios
eredményeinket a masodik kozlemény I. tablazata mutatja be.
Valamennyi vizsgalt EBV-negativ és pozitiv BL sejtvonalban pl6™** promoter

metilaciot tudtunk kimutatni. A Ramos, Jijoye, Namalwa sejtvonalakban ezen gén metilacigja

ARF
4

részleges volt. Ezzel szemben egyik BL kultiraban sem talaltunk p7/ promoter metilaciot,

kivétel a Ramos sejtvonal, melyben csak részleges metilaciot detektaltunk.

A korabban kialakitott 5 LCL-ben 4 esetben figyeltiik meg mindkét gén promoterének

ARF
4

egylittes metilaciojat. Ezek kozil a pl promoter csak részleges metilaciot mutatott a

Cherry sejtvonalban. A CB-MI1-Ral-STO limfoblasztoid sejtvonal az egyetlen kivétel,

ARF
4

amelyben a pl gén promotere metilalatlan volt. Azonban ebben az LCL-ben is

kimutattuk a p16™**

promoter részleges metilacidjat.

A de novo kialakitott LCL-ekben ¢és normdl B-limfocitdkban egyik
tumor-szuppresszor gén promotere sem volt metildlt. Az MSP analizist a BL sejtvonal
egy-egy példajan keresztiil a 2. kézlemény 1. abraja, mig a kordbban kialakitott LCL-ek,

valamint normal B-sejtek esetében ugyanezen kozlemény 2. dbraja szemlélteti.
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MEGBESZELES

A p16™* &5 p14*% gének genetikai és prométer metilaciés valtozdsainak vizsgdlata a CML

kronikus és akceleralt fazisaban (1. kozlemény)

A CML-nek jol elkiilonithetd fazisai vannak, igy alkalmas modell a daganat
kialakulasakor, illetve a betegség progresszidjakor bekovetkezd molekularis genetikai
valtozasok tanulmdnyozasara. A t (9,22) kromoszomalis transzlokacié molekularis torténései
¢s klinikai jelentdsége mar jol ismertek (Heisterkamp N 1983). Azonban a CML KF-AF
atmenet soran tobb tovabbi genetikai esemény is lejatszodik, pl. tovabbi citogenetikai
aberraciok jelennek meg, valtozasok kdvetkeznek be az onkogének €s a tumor-szuppresszor
gének expresszidjaban.

A vérképzd rendszer malignus korképeinek tanulmanyozdsa sordn a tanulmanyok

INK4A
6

pl alteracio két f6 tipusarol szdmoltak be kiilonboz6é leukémia- és limfomatipusokban.

Gyakori homozigéta deléciot irtak le ALL, ATL és a CML limfoid blasztos fazisaban. A

masik f6 p16™*

p16™* gén promoter metilalt az AML, ALL, BL, NHL és MM mintakban (lasd II. tablazat).

inaktivaciés mechanizmus a promoéter metilacio. Nagy szézalékban volt a

Ezzel ellentétben a pl4*" gén szerepe a hematoldgiai daganatokban kevésbé ismert. T-sejtes
ALL-ben kimutattdk, hogy az INK4A/ARF lokuszban bekdvetkezd homozigdta delécio
egyarant érinti a pI 6™~ és a p14**" gént is (Gardie B 1998).

ARF

Munkénk soran azt vizsgaltuk, hogy a p16™%*/p14**" génekben milyen inaktivacios

kovetkeznek be. Osszhangban a korabbi tanulmanyokkal, nem tudtunk homo-, vagy
heterozigota deléciot kimutatni a CML KF és AF-aban (Ogawa S 1995, Sill H 1995, Guran S
1998). A CML AF-ben relative nagy szdmban sikeriilt heterozigéta mutaciot detektalni,
kordbban ilyen eredményekrdl nem szdmoltak be. Mivel a KF-ben, azaz a kezelések el6tt,
genetikai eltérést egyetlen esetben sem tapasztaltunk, nem zarhat6 ki az a feltevés, hogy a
kemoterapids kezelés indukalta a mutaciok 1étrejottét. Az exon la-ban 10, az exon 1B-ban
3 esetben detektaltunk baziscserét. A minddssze 4 aminosavat kodold exon 3-ban eltérést
egyik AF-01 mintdban sem taldltunk. Az exon 2-ben a 11-bdél 7 olyan nukleotidvaltozast

ARF
4

figyeltiink meg, amely érinti mind a p/6™~*, mind a pI gént. Nagyobb szamban talaltunk

misszensz, mint csendes vagy nonszensz mutaciot. Valamennyi mutéci6 heterozigota volt. Az
INK4A/ARF 16kuszban 2 mutaciés forropontot azonositottunk a pl6™* 1. exon 35.

ARF
4

(Ser—lle), és a 2. exon 80. kodonjadban (Glu—Glu). Ez a nukleotidvaltas érinti a p/ gént
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is, a gén 103. kodonjaban eredményez Gly—Arg aminosavcserét. Ezek a mutacios
forropontok kiilonbdznek attdl, mint amirél mas tumorokban beszamoltak (Caldas C 1994). A
heterozigota mutacidok azért fontosak, mert a heterozigétasag elvesztésével megteremthetik a
lehetdségét a tumor-szuppresszor fehérjék funkciovesztéséhez.

A CML AF-ben a pl6™* gén promoéterének metilaltsagat elséként mutattuk ki.
Eredményiink ellentétben 4ll azzal az egyetlen tanulmannyal, melyben nem tudtak p/6™%*
metilaciot detektalni. Ennek oka feltételezhetéen a kis mintaszam volt (Nguyen C 2001). A

CML KF-ben egyetlen mintaban sem talaltunk promoter metilacidt. Ezzel szemben az esetek

INK4A ARF
6 4

kozel felében figyeltiink meg p/ ¢és pl promoter metilaciot. Ha a promoéter metilalt,
nem torténik génexpresszio, a pl6T - és a pld*™" proteinek hidnydban pedig
— az irodalmi attekintésben részletezett mddon — karosodik mind a p53, mind a
retinoblasztoma ttvonal sejtciklust szabalyzo mikodése. fgy a tumorsejtek szelektiv

INK4A4 4
6

szaporodasi elonyre tesznek szert. Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy a p/ és

ARF
4

apl gének metilacié okozta transzkripcios inaktivalasa egy fontos mechanizmus lehet a

Mas tumor-szuppresszor gének strukturdlis eltérései is vezethetnek a CML
progresszidjahoz. Az AF-ben 6 beteg esetében talaltunk 13-as (RB) és/vagy 17-es
kromoszoma (p53) aberracidot. Néhany betegnél 2q-, -5, -7, 16p- ¢és -18 kariotipus
abnormalitdsok voltak. Ezeken a kromoszoémakon tovabbi tumor-szuppresszor gének
lokalizalodnak (Hesketh R 1995). A PMS-1 a 2-es, az APL az 5-0s, a PMS-2 a 7-es, a TSC-2 a
16-0s, és a DCC a 18-as kromoszoman helyezkedik el. Bar ezen gének szignifikdns valtozasai
nem ismertek, az APL, DCC, PMS-1, PMS-2 és TSC-2 gének inaktivéacioja is fontos lehet a
CML KF-bol AF-be torténd atmenetében. Két betegnél az AF-ben talalt masodik Ph
kromoszoma jelenléte tovabb ndvelheti a leukémias sejtek szaporodasat, bar plusz Ph
kromoszoma megjelenése ritka esemény a CML AF-aban (Swolin B 1985). Mas genetikai
események, pl. kiilonbdzd onkogének expresszidjanak valtozésai is szerepet jatszhatnak a

betegség progresszidjaban (Beck Z 1998).
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A pl6™* 147 gének szekvencidlis és metildcios eltéréseinek tanulmdnyozdsa EBV-vel

fertozott LCL-ekben és BL sejtvonalakban (2. kozlemény)

B-limfocitakbol EBV-vel torténo fertdzéssel frissen kialakitott LCL-ek, korabban
létrehozott immortalizalt LCL-ek és BL sejtvonalak kivalo in vitro modell rendszert nytdjtanak
az EBV virussal fertdzott B-sejtek tumorgenezise soran bekovetkezd molekuléris biologiai
valtozasok vizsgalatahoz.

A humén B-limfoblasztoid sejtvonalak tumorgenezise tobblépcsds folyamat. Az
LCL-ek immortalizacidja a limfomagenezis késébbi stddiumaban jatszodik le. Ez a folyamat
tumor-szuppresszor gén inaktivacioval, kromoszomalis aberraciokkal, telomerazaktivitas- €s
onkogénexpresszios valtozasokkal jar egyiitt (Lindstrom MS 2001, Okubo M 2001). Az EBV
fertdzést kovetd transzformacid nem jelent feltétleniil immortalizacidt, ugyanis kimutattak,
hogy az EBV-transzformalt LCL-ek immortalizacidja csak atlag 160 osztédas utan kovetkezik
be (Kataoka H 1997). Az erételjes telomerdzaktivitas sejtproliferaciot eredményez
LCL-ekben, azonban a telomerazaktivitas nélkiilozhetetlen, de nem elégséges feltétele az
EBV-transzformalt B-limfoblasztoid sejtvonalak folyamatos osztddasdhoz (Kataoka H 1997).
Kariotipus analizissel igazoltak, hogy a kromoszomadlis atrendezddés szintén lényeges
Iépesnek tekinthetd az LCL-ek immortalizacigjaban (Kataoka H 1997, Okubo M 2001).
Kimutattak, hogy a kromoszomalis eltérések, és az er0s telomerdzaktivitds parhuzamosan
jelentkezik az immortalizacids folyamatban (Okubo M 2001). Tovéabba azt, hogy LCL-ek és
BL sejtvonalak esetén az immortalizalt fenotipus megjelenéséhez a tumor-szuppresszor
génekben bekovetkezd genetikai és epigenetikai valtozasok vezetnek, melyek hatasara
kontrollalatlan sejtosztodas kovetkezik be (Lindstrom MS 2001). A pl6™**/p14**F
tumor-szuppresszor gének genetikai vagy epigenetikai mechanizmussal  torténd
inaktivacidjanak szerepe a limfémagenezis soran nagyrészt még tisztazatlan. Ezért ezen két
gén muticidos ¢és metilacios eltéréseit vizsgaltuk nyugvé B-limfocitdkban, de novo
transzformalt B-sejtekben (pre-immortalizalt LCL), post-immortalizalt LCL-ekben,
EBV-pozitiv és negativ BL sejtvonalakban.

Nem sikeriilt kimutatni deléciét és homozigéta mutacidét B-limfocitdkban, pre-, és
post-immmortalizalt LCL-ekben, valamint BL sejtvonalakban egyik gén esetében sem. Az
INK4A/ARF lokuszban az LCL-ek, BL sejtvonalak szekvenciaanalizisével 3 EBV-pozitiv BL
sejtvonalban talaltunk heterozigota mutacidt (2. kozlemény/Il. tébldzat). Normal
B-limfocitakban, frissen kialakitott LCL-eckben nem tudtunk mutaciét kimutatni a

pl6™*p14%F gének egyik exonjaban sem. A korabbi tanulmanyokkal egyetértésben
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megallapithatjuk, hogy BL-ben ritka torténés a két gén genetikai eltérések hatdsara
bekovetkezett inaktivacidja (Herman JG 1997, Drexler HG 1998, Krug U 2002).

A daganatok kifejlodésének kockazatat adott tumor-szuppresszor génben Iétrejott
genetikai eltérések mellett az epigenetikai véltozasok is ndvelik. A {6 epigenetikai
szigetek metilacigja tekinthetd (Esteller M 2001). A metilacid tipusa és mértéke
szovetspecifikus, €s egy adott tumor esetében sem metilalt az Gsszes tumor-szuppresszor gén.
Szamos malignus korképben — kozottik limfomakban is — kimutattak, hogy a pl16™** és
pI4™F gének metilaciojaval a fehérjeexpresszio csokken, ezen tumor-szuppresszor fehérjék
hianyaban pedig megsziinik a sejtosztodasra gyakorolt antagonista hatds, szabdlyozatlan
sejtproliferacié kovetkezik be (Esteller M 2001, Sanchez-Aguilera A 2002). Ezeket a
valtozasokat ezért BL sejtvonalakban ¢s kiilonb6z6 stadiumban 1évé LCL-ekben
tanulmanyoztuk.

Metilacios vizsgélataink eredménye azt mutatja, hogy valamennyi BL sejtvonalban a

INK4A
6

pl gén részlegesen vagy teljesen metilalt. Eredményeinkkel 6sszhangban Klangby és

tarsai ugyanebben a tumortipusban hasonléan gyakori p16™*

metilaciorol szamoltak be, mig
vizsgalataikban az LCL-eknek csak kis szdzalékdban taldltak metilacidt (Klangby U 1998). A
primer B-sejtekben, illetve de novo immortalizalt LCL-ekben mi sem tudtunk p16™**!
metilaciot kimutatni, azonban a 160 osztddast elért LCL-ek szinte mindegyikében ez a gén
hipermetilalt volt. Ezek alapjan megallapithatjuk, hogy a BL sejtvonalak, és LCL-ek
tumorgenezisében kdzponti szerepet jatszhat a pl6™* gén epigenetikai inaktivacioja. A

6™ 4 proteinek hianya a B-sejtek immortalizacidjahoz vezethet.

pl

A normal B-limfocitdkban, frissen Iétrehozott LCL-ekben ¢és EBV-pozitiv BL
sejtvonalakban a pI4**" gén nem volt metilalt. A 160 PDL-t meghaladé post-immortalizalt
LCL-ckben azonban egy minta kivételével valamennyi vizsgalt sejtkulturaban a pl4*%F
promoter részleges (Cherry), vagy teljes metilaciot mutatott. Ezek az adatok azt mutatjak,
hogy a p14™®" gén hipermetilacioja a B-sejtek immortalizaciojahoz sziikséges lehet, azonban a
BL fenotipus kialakul4dsédban nincs szerepe.

Néhany esetben a pl6™5* és p14**" gének promoétere részleges metilaciot mutatott
(2. kozlemény 1. tabldzata), amely szintén eredményezheti a 2 tumor-szuppresszor gén
inaktivalodasat. Kimutattdk ugyanis, hogy a metilacio szintje (részleges vagy teljes metilacio)
a fehérjeszintézis mértékével korrelal. Minél inkabb metilalt a gén promotere, annal kisebb

mértékili a génrdl torténd fehérjeexpreszio (Klangby U 1998, Zheng S 2000).
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A viralis proteinek szerepet jatszhatnak a daganatok kifejlodésében, és eldsegithetik a
sejtekben azon genetikai valtozasok 1étrejottét, melyek a tumor progresszidjahoz ¢és
immortalizacidhoz sziikségesek. Az EBV latens proteinek jelenléte eldsegitheti a B-sejtek
transzformdciojat, illetve az apoptozis gatlasdval kontrollalatlan  sejtproliferdciot
eredményezhet (Young LS 2003). Az LMP-1 fehérjérdl leirtak, hogy a metil-transzferaz
enzim aktivalasaval képes metilalni egyes gének promoéterét (Tsai CN 2002). A vizsgalt
LCL-ek mindegyikére és BL sejtvonalak nagy részére III. latenciatipus jellemz6, tehat szamos
EBV latens protein expresszalodik, melyek a p14*%F fehérje kifejezédése ellenére az LCL és

INK4A
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BL sejtek szelektiv szaporodasi elényét biztosithatja. Mig a pl metilaciot mutatd6 BL

sejtvonalak kozott EBV-pozitivak és negativak egyarant voltak, az egyetlen p/4**" metilaciot
mutato sejtvonal (Ramos) EBV mentes volt. Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy nem

elsédlegesen az EBV latens fehérjéinek van szerepe a pl6™~"/p14™*F

gének metilacidjdnak
kivéltasaban.

Eredményeinket Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy az EBV-transzformalt LCL-ek
evolucidja egy tobblépcsds folyamat, magédban foglalja a tumor-szuppresszor gének

inaktivalasat, amely a sejtciklus negativ kontrolljanak elvesztését eredményezheti. A vizsgalt

BL sejtvonalak esetén a pl6™* az LCL-ekben pedig a pl6™** és p14***

tumor-szuppresszor gének egyiittes epigenetikai inaktivalasa jatszhat fontos szerepet a

tumoros fenotipus kivaltasaban, illetve az immortalizacidban.
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OSSZEFOGLALAS

Megallapithatjuk, hogy a CML progresszidjaban alapvetd szerepe van a pl6™<* és

Ji 4ARF

p tumor-szuppresszor gének genetikai és epigenetikai iton vald inaktivacidjanak.

. Nagyobb genetikai aberraciot, deléciot és a 9-es kromoszomat érintd citogenetikai

eltérést nem talaltunk. A CML akceleralt fizisaban a 30 minta kozil pl6™**

1. exonjaban 10, 2. exonjaban 11, pI4*® 1. exonjaban pedig 3 esetben mutattunk ki

heterozigota mutaciot. A 2. exonban talalt eltérések koziil 7 érintette a pl4**"

gént is.
Két mutécios forropontot azonositottunk a p/6™* 1. exon 35. (Ser—lle) és a 2. exon
80. kodonjaban (Glu—Glu).

A pl16™* gén 12, a p14*®F gén promotere szintén 12 AF-u betegnél volt metilalt.

A két gén egyiittes metilaltsagat 10 esetben figyeltiik meg.

Mivel az EBV-mentes BL sejtvonalak metilacios mintdzata nem kiilonbozott

INK4A/p]4ARF

jelentésen az EBV-pozitiv mintdkétol, feltehetdleg a pl6 gének

metilacidjanak kivaltdsdban nem elsddlegesen az EBV latens fehérjéi jatszanak

szerepet.

. Harom BL sejtvonalban azonositottunk heterozigota mutaciot, 2 esetben a pl6™~*

1. exonjaban, 1 mintaban pedig a pI16™** 2. exonjaban, amely valtozas érintette a
p14™F gént is. Valamennyi vizsgalt EBV-negativ és pozitiv BL sejtvonalban p/6™~*

promoéter metilaciot tudtunk kimutatni. Ezzel szemben egyik BL kultaraban sem

ARF
4

talaltunk p/ promoter metilaciot, kivétel a Ramos sejtvonal, melyben csak

részleges metilaciot detektaltunk. A koradbban kialakitott LCL-ek nagy részében

mindkét gén promdterének egyiittes metilacidjat figyeltiik meg. A de novo kialakitott

INK44 ARF
6 4

LCL-ekben és normal B-limfocitdkban sem a p/ , sem a pl gén promotere

nem volt metilalt.

. Vizsgalati eredményeink alapjan, a p16™**/p14*%*

promoterek metilacioja fontosabb
mechanizmus lehet a tumor progressziojaban és az immortalizacioban.
A B-sejtek tumorgenezise egy tobblépcsds folyamat, melynek csak egy késdbbi

stddiumaban jatszik szerepet az INK4A/ARF gén inaktivacio.
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