Analiza profili ekspresji mikroRNA 1 mRNA w chioniaku podobnym do
chtoniaka Burkitta z aberracjg 11q (BLL,11q)
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Chtoniak podobny do chtoniaka Burkitta (BL, ang. Burkitt lymphoma) z aberracja
w obrebie dlugiego ramienia chromosomu 11 (BLL,11q, ang. Burkitt-like lymphoma with
11q aberration) to bardzo rzadka nowa tymczasowa jednostka chorobowa wyodrebniona
przez WHO w 2017 roku. Przypadki BLL,11q charakteryzuja si¢ szeregiem cech
morfologicznych, immunofenotypowych, genetycznych i klinicznych bardzo zblizonych
do cech BL. Jednocze$nie niektére BLL,11q odroznia od BL morfologia, odpowiadajaca
obrazowi typowemu dla chtoniakéw rozlanych z duzych komorek B, blizej
nieokreslonych (DLBCL,NOS, ang. diffuse large B-cell lymphoma, not otherwise
specified) lub chtoniakow posrednich pomigdzy BL a DLBCL. Chioniaki BLL,11q nie
ujawniaja rearanzacji MYC, wykazuja bardziej ztozony kariotyp niz BL, czesto obserwuje
si¢ weztowg lokalizacj¢ choroby. Zmiang cytogenetyczng charakterystyczng dla BLL,11q
jest obecno$¢ aberracji w obrgbie diugiego ramienia chromosomu 11 — jednoczesnej
duplikacji fragmentu 11q23.2-23.3 oraz delecji fragmentu telomerycznego 11q24.1-qter.

Przedmiotem dyskusji wciaz pozostaje kwestia, czy przypadki BLL,11q stanowia
odrebng jednostke, czy moze s3 szczegdlnymi wariantami innych jednostek
chorobowych, czy ich cechy blizsze s3 cechom chioniaka Burkitta, czy tez chloniaka
DLBCL,NOS z o$rodkdéw rozmnazania limfocytow B (GCB DLBCL,NOS, ang. germinal
center B-cell DLBCL). Doktadniejsza molekularna charakterystyka BLL,11q moze si¢

przyczyni¢ do lepszego poznania patogenezy tego agresywnego nowotworu z komorek B.

Celem niniejszej pracy byta charakterystyka molekularna BLL,11q w poréwnaniu
do chtoniaka Burkitta, a dodatkowo takze do GCB DLBCL,NOS, w oparciu o badanie
wzorow ekspresji mikroRNA 1 mRNA.

Material kliniczny stanowity probki zbierane prospektywnie, uzyskane od 122
pacjentéw Kliniki Nowotworéw Uktadu Chionnego Narodowego Instytutu Onkologii im.
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diagnozowani i/lub leczeni w latach 2003-2017: 12 przypadkow BLL,11q, 39
przypadkéw BL, 63 przypadki DLBCL,NOS (w tym 8 wtdérnych) oraz 8 HGBL (ang.
high grade B-cell lymphoma). Badania rozpoczety si¢ w okresie obowigzywania
klasyfikacji WHO chtoniakow z 2008 roku, jednak wszystkie rozpoznania zostaty
nastepnie zweryfikowane zgodnie z klasyfikacja WHO z 2017 roku.

Pierwszy, wstepny etap pracy obejmowal ocen¢ poziomu ekspresji trzech
mikroRNA: miR-155-5p, miR-21-5p oraz miR-26a-5p technikg RT-qPCR w BLL,11q,
BL, DLBCL,NOS i HGBL.

Kontynuacj¢ badan wstepnych stanowily okreslenie i analiza profili transkryptow
mikroRNA i mRNA w BLL,11q w porownaniu w szczegolnosci do BL oraz dodatkowo
do GCB DLBCL,NOS, z wykorzystaniem sekwencjonowania nastgpnej generacji (NGS,
ang. next generation sequencing). Do NGS wiaczono 6 probek BLL,11q, 8 probek BL,
6 probek GCB DLBCL,NOS oraz 8 probek GCB DLBCL,NOS z rearanzacja genu MYC,
dla ktérych dysponowano najdoktadniejszymi wynikami badan diagnostycznych i danymi
klinicznymi.

NGS przeprowadzono na sekwenatorze lon Proton (Thermo Fisher Scientific).
Dla transkryptéw mRNA normalizacj¢ wynikow i réznicowa analize ekspresji pomiedzy
badanymi grupami chloniakéw wykonano w programie DESeq2, a dla mikroRNA
w programie edgeR. Na zbiorach danych uzyskanych metoda NGS wykonano szereg
analiz statystycznych i bioinformatycznych, korzystajac m.in. z pakietu statystycznego R,
w tym: analizy glownych skladowych 1 grupowania hierarchicznego, analizy profilu
ekspresji mikroRNA 1 gendéw regulowanych przez MYC oraz analize profilu ekspresji
genow tworzacych tzw. molekularng sygnatur¢ BL. Wykonano réwniez analizy
ontologiczne profilu czasteczek mRNA i mikroRNA, ktorych poziom ekspres;ji istotnie
statystycznie réznicuje badane grupy.

Weryfikacje wynikow NGS wykonano za pomocg techniki RT-qPCR, stosujac
metodg ACT, dla 7 czasteczek mikroRNA oraz 6 transkryptow genow, w tym MYC. Dla
genu MYC wynik RT-qPCR potwierdzono dodatkowo technikg cyfrowego PCR.

Podstawowe analizy statystyczne oraz ilustracj¢ graficzng wynikow wykonano

w programach GraphPad, SigmaPlot oraz Inkscape.



Wstepne badania ekspresji mikroRNA metoda RT-qPCR wskazaly m.in. na
zblizony poziom ekspresji miR-155-5p oraz miR-26a-5p w BLL,11q i w BL oraz na
wyzszy poziom ekspresji miR-21-5p w BLL,11q w poréwnaniu z BL.

Analiza profilu transkryptéw mRNA z uzyciem techniki NGS wykazata istotnie
r6zny poziom ekspresji 1097 czasteczeck mRNA pomigdzy BLL,11q i BL. Analiza
glownych sktadowych i grupowanie hierarchiczne wskazato na odrebnos¢ BLL,11q i BL.

W grupie transkryptéw mRNA istotnie roznicujacych BLL,11q i BL obecnych jest
szereg czasteczek warunkujgcych ekspresje biatek o kluczowym znaczeniu w patogenezie
nowotworow uktadu chtonnego, m.in. MYC.

Ze wzgledu na szczegdlne znaczenie czynnika transkrypcyjnego MYC
w patogenezie BL oraz na podobienstwo niektoérych cech BL i BLL,11q, mimo braku
translokacji MYC w BLL,11q, dla przypadkéw BLL,11q, BL oraz GCB DLBCL,NOS bez
i z rearanzacja MYC, wykonano analize¢ poziomu ekspresji gendéw, ktore moga byc
regulowane przez MYC. Wykazano, ze w BLL,11q ekspresja gendéw tej grupy jest
najblizsza profilowi, ktory charakteryzuje przypadki chtoniaka Burkitta, jednak analiza
glownych sktadowych wykonana w tym zakresie dla BLL,11q i BL wykazata odrgbnos¢
tych grup.

W pracy wykonano takze analiz¢ profilu ekspresji grupy genéw uznanych jako
tzw. molekularna sygnatura BL. Analiza ta wykazata najwigksze podobienistwo BLL,11q
do BL.

W ramach niniejszej pracy profil ekspresji mRNA réznicujacego BLL,11q 1 BL
analizowano rowniez w kontekscie zmian cytogenetycznych. We wszystkich przypadkach
BLL,11q zaobserwowano powielenie fragmentu DNA w locus 11¢23.2, gdzie
zlokalizowany jest gen NCAM1 [NCAMI (CD56)], ktorego ekspresja jest jedng
z diagnostycznych cech fenotypu, réznicujacych BLL,11q 1 BL. Jednocze$nie analiza
NGS wykazata ponad 5-krotny wzrost ekspresji NCAM1 w BLL,11q w poréwnaniu do
BL.

Analiza profilu transkryptéw mikroRNA z uzyciem techniki NGS wykazata
istotnie rozny poziom ekspresji 39 czasteczek mikroRNA pomigdzy BLL,11q i BL.
Wyniki grupowania hierarchicznego oraz analizy skalowania wielowymiarowego

wskazaty na niecatkowitg odrgbnos¢ grup BLL,11q i BL oraz na wigksze zr6znicowanie



profilu ekspresji mikroRNA w obrgbie grupy BLL,11q w poréwnaniu do grupy
przypadkéw klasycznego chtoniaka Burkitta.

Ze wzgledu na wspomniane wczesniej szczegdlne znaczenie czynnika
transkrypcyjnego MYC w patogenezie BL oraz na podobienstwo niektérych cech BL
I BLL,11q, mimo braku translokacji MYC w BLL,11q, wykonano analiz¢ profilu ekspresji
grupy mikroRNA, ktorych poziom ekspresji moze by¢ regulowany przez MYC.
Stwierdzono, ze profil ekspresji tej grupy mikroRNA réznicuje BLL,11q i BL. Przy tym
trzeba zauwazy¢, ze ta sama analiza rozszerzona o przypadki GCB DLBCL,NOS bez
rearanzacji MYC i przypadki GCB DLBCL,NOS z rearanzacja MYC wykazala, ze w tej
grupie chtoniakow, przypadki BLL,11q wykazuja najwigksze podobienstwo do BL.

W grupie mikroRNA, ktorych poziom ekspresji istotnie réznicuje BLL,11q 1 BL
znalazly si¢ miR-34b-5p i miR-34c-5p, a badania cytogenetyczne wykazaty we
wszystkich badanych przypadkach BLL,11q, powielenie fragmentu DNA w locus
11923.1, w ktorym kodowane sg te mikroRNA. Zatem zwickszona ekspresja miR-34b-5p
i miR-34c-5p w BLL,11q moze by¢ wynikiem amplifikacji materiatu genetycznego
w tym obszarze.

Analizujac profile mRNA i mikroRNA o ekspresji istotnie roznicujacej BLL,11q
I BL wykazano, ze sa one powigzane z szeregiem Sciezek sygnatowych (np.:
sygnatowanie przy udziale interleukin), funkcji molekularnych (np.: wigzanie cytokin,
w tym chemokin do receptora CCR) i procesow biologicznych (np.: procesy transkrypciji,
translacji i metabolizmu RNA, proliferacja limfocytow B, procesy kataboliczne argininy,
adhezja ogniskowa, formowanie lamellipodiéw, formowanie cytoszkieletu), ktore moga

by¢ istotne w biologii tych dwdch nowotworow.
WNIOSKI

Chioniaki BLL,11q rdéznig si¢ istotnie na poziomie transkryptomow mRNA
1 mikroRNA od BL oraz od chtoniakéw GCB DLBCL,NOS.

O odmiennosci BLL,11q 1 BL $wiadczg takze wykazane roznice profilu ekspres;ji
grup czasteczek mRNA 1 mikroRNA, ktore moga by¢ regulowane przez MYC oraz
profilu grupy transkryptow mRNA definiowanej jako molekularna sygnatura BL. Przy
tym, w szerszym kontekscie, ktory uwzglednia takze GCB DLBCL,NOS bez



i z rearanzacja MYC, pomimo widocznych réznic, BLL,11q wykazuje najwicksze
podobienstwo do BL.
Uzyskana charakterystyka molekularna BLL,11q stanowi istotny argument

przemawiajacy za wyodrebnieniem BLL,11q jako oddzielnego podtypu agresywnego
B-NHL.



