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Bevezetés

A WTI1 gént egy gyermekkorban el6forduld vesedaganatbol, a Wilms
tumorbol izolaltak. A gén egy cink-ujj fehérjét kodol, amely transzkripcios
faktorként mas gének miikodését szabalyozza. Fiziologidsan az embrionalis
szervezet szamos sejtje mutat WT1 expressziot, de egészséges felndttekben
mar nem, vagy csak bizonyos szovetekben mutathatd ki kismértékii
expresszidja. Kezdetben tumorszupresszor génként tartottdk szdmon, majd
ismertté valt, hogy onkogénként is szerepet jatszhat rosszindulati daganatok,
mint emlé-, tiid6-, vastagbél-, ¢és hasnyalmirigyrak kialakulasaban.
Felfedezését kovetéen hamar igazoltadk, hogy heveny leukémidkban is
kimutathaté expresszidja, mely rossz prognozisra utal. Mara ez a nézet sokat
valtozott, a kezdeti WT1 expresszid nem jar feltétleniil rovidebb tuléléssel. A
betegek kovetése soran viszont jol hasznalhaté a WT1 gén expresszidjanak
meghatarozasa a minimalis rezidudlis betegség monitorozasara. A WTI1
génexpresszio jelenlétét a malignus lymphomak esetén kevéssé vizsgaltak, igy
errdl alig all adat rendelkezésiinkre. A WT1 gén ellenes antitesttel torténd
vakcinacio lehetdségeit szamos tanulmany vizsgalja. Ismereteink boviilésével
a feln6tt és gyermekkori leukémidk és lymphomak progndzisanak
meghatarozasaban, kovetésében és kezelésében lehet szerepe a WT1 gén
pontosabb megismerésének.

Irodalmi attekintés

A WTI gén

A Wilms tumor megismerését kovetden a WT1 gén tumorszupresszor
génként kertilt leirasra, késébb onkogén szerepe is nyilvanvalova valt. A WT1
gén kétiranyt hatasa felteheten a jelen 1évo kofaktoroktol, a kapcsolt gének
mikodésétdl, az adott sejttipustdl és a differencialodas fokatol fliggden alakul
ki.



A korai embrionalis fejlédés soran szamos szovetben jelenik meg
WT1 expresszid. FElengedhetetlen az embrionalis vese fejlddéséhez,
expresszidjanak zavara vese fejlodési rendellenességhez, akar Wilms tumor
kialakulasahoz is vezethet. Részt vesz a gonadalis nem meghatarozasaban, a
sziv myocyta sejtek proliferacidjanak szabalyozasaban, a koronaridk
kialakuldsaban, a mellhartyat ¢és peritoneumot képz6 mesothelium
kialakuldsaban. Fontos a maj fejlddése soran, erés WT1 expresszié mutathatd
ki embrionalis korban a harantcsikolt izmokban, az agy és gerincveld

ependymalis sejtjeiben is.

Egészséges felnott szervezetben csak kevés szerv, vagy szovet mutat
WT1 expressziot. A felnétt vese podocytaiban, a gonadok Sertoli és granulosa
sejtjeiben, a mesotheliumban, valamint a csontvel6i sejtek - a haemopoetikus
Ossejtek — kb. 1%-ban észlelhet6 a génexpresszio jelenléte.

Bara WT1 gén, mint tumorszupresszor gén felfedezése a Wilms tumorhoz
kothetd, az utobbi évtizedben mas szolid daganatok kialakulasaban is
igazoltak szerepét. Mesothelium eredetli daganatok, rhabdomyosarcoma,
emlorak, colorectalis rak, pancreas carcinoma és nem-kissejtes tiidérak esetén
is ismert novekedett expresszidja. A rosszindulati hematologiai betegségek
koziil koran felismerték fokozott expresszidjat AML-ben, ALL-ben, MDS-
ben. A WT1 lymphomakkal valé kapcsolatardl kevés adat ismert. Expressziot
igazoltak nyirokcsomoban Hodgkin lymphomaban, Burkitt lymphomaban,
DLBCL-ben ¢s ALCL-ben (anaplasztikus nagy-sejtes lymphomaban) is, de az
expresszio prognosztikai értékét még nem vizsgaltak.

A heveny myeloid leukéemia

A heveny myeloid leukémia (AML) esetében a csontveloben a
myeloblastok aranya eléri, vagy meghaladja a 20%-ot. A prognozis
szempontjabol fontos a betegek kromoszoma eltéréseinek azonositasa.
Emellett alapvetéen a beteg életkora, altalanos allapota, a primer vagy
szekunder eredet, az indukcios kezelésre adott valasz és az elért remisszid
mélysége, bizonyos molekularis markerek jelenléte, vagy hianya hatarozza
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meg a prognodzist. A felnéttkori AML optimalis kezelése maig nem megoldott.
A fiatal (<60 év) és iddsebb betegek kezelése alapvetden kiilonbozhet
egymastol, iddskorban a biologiai allapottol fiiggéen doézisredukcio is
sziikséges lehet, esetleg a kezelés palliativ és szupportiv ellatds irdnyaba
tolodhat el. Az AML-es betegek kemoterapias kezelése indukcios és
konszolidacios fazisra oszthatd. A kezelés hatékonysagat a komplett remisszio
aranyaval, annak mélységével, a Dbetegségmentes ¢€s teljes talélés
id6tartamaval jellemezhetjiik. A relapszusba keriilt betegek kezelésében mentd
protokollok keriilnek alkalmazasra. Remisszio esetén a prognosztikai tényezék
ismeretében Ossejtatiiltetésre kell torekedni. A refrakter betegek, a relapszusba
keriiltek, de a frissen felismert betegek kezelésére is szamos igéretes 1j
készitmény van vizsgalat alatt.

A diffuz nagy B-sejtes lymphoma

A diffuz nagy B-sejtes lymphoma (DLBCL) a felnéttkor leggyakoribb
malignus lymphoid daganata. A diagndzis a nyirokcsomé szdvettani
vizsgalatan alapul, mig stadiumbesorolasra az Ann Arbor rendszert
hasznaljuk. A kezelés meghatarozasahoz sziikséges a beteg IPI (International
Prognostic Index) alapjan torténd riziké besorolasa is. A hagyomanyos
prognosztikai markerek mellett az interim PET-CT-nek van jelentdsége, mivel
felismerhetéek a nem jol reagald esetek. A nem Kkiterjedt esetek progresszid
mentes tulélése 80-85%-0s, mig a kiterjedt betegséggel rendelkezéké 50%-os.
A DLBCL-es betegek kezelése intenziv kemoterapiaval (altaldban RCHOP)
torténik. Elsésorban relapszus, vagy egyénre szabottan rossz prognozis esetén
autolog Ossejt atiiltetés javasolt az intenziv kemoterapiaval elért CR-t
kovetden. A DLBCL kezelésének fegyvertara is 0j szerekkel boviilt az utobbi
években.



Célkitizések

A Humangenetikai Intézettel kollaboracidban végzett vizsgalat soran az
AML-ben és DLBCL-ben észlelhet6 WT1 expresszioval kapcsolatos
kérdéseink a kovetkezoek voltak:

1. AML-ben, periférias vérbél megbizhatéan vizsgalhaté-e a WTI

expresszio az altalunk alkalmazott modszerrel?

2. Meghatarozhato-e numerikusan a WT1 expresszio koros tartomanya?

3. Milyen prognosztikai jelentésége van AML-ben a WT1 expresszio

mértékének a betegség felismerésekor, majd az elsé indukcios
kemoterapiat kovetden?

4. A WTI1 expresszi6 vizsgalata alkalmazhat6-e AML-ben az MRD

monitorozasara?

5. DLBCL-ben WT1 expresszid megbizhatéan vizsgalhatd-e periférias

vérbol?

6. A DLBCL-es betegek WTI1 expresszidjanak van-e prognosztikai

jelentdsége?

Anyagok és mdédszerek

2006. oktober és 2014. oktobere kozott 60 AML-es, és 25 DLBCL-es
beteget vizsgaltunk.

A periférias vérmintak elemzése a Humangenetikai Intézetben tortént.
Az mRNS izolalasahoz a betegek vérmintait PAXgene Blood RNA Tube
csovekbe vettiik le. Az RNS vérbdl torténd izolalasa PAXgene Blood RNA
Kit segitségével tortént. A WT1 gén expresszidjat Real Time qRT-PCR
modszerrel detektaltuk (Applied Biosystems 7500), melyben a gén
expresszios szintjének kimutatasa a TaqMan reakcion alapult (Applied
Biosystems Hs00240913-m1 assay). A WT1 gén kifejezodésének szamszerii
meghatarozasahoz sziikség volt egy olyan referenciagénre, mely konstans €s
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magas expressziot mutat, erre a glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz
(GAPDH) gént alkalmaztuk. Szamitasainkhoz nem a kapott ,,Ct” ciklus
kiiszobértéket hasznaltuk, hanem mindkét gén expresszidjanak mértékét egy
ismert DNS koncentracioju oldat PCR amplifikacidjanak mértékére
vonatkoztattuk. A szamitidsaink soran a kapott Ct érteket egy kalibracids
gorbére illesztettiik, és az igy kapott eredménybdl kovetkeztettiink az egyes
mintdk mRNS tartalmara. A vizsgalt gén expresszidjanak mértékét egy
standardizalt numerikus értékkel (6nkényes egység) fejeztiik ki, mely megadta
a 10* GAPDH mRNS molekulara jut6 WT1 mRNS molekulak szamat. Az igy

kapott értéket hasznaltuk a tovabbi szamitasokhoz.

Ahhoz, hogy a WT1 expressziot pozitivnak tekinthessiik, meg kellett
hatarozni a WT1 expresszio ,,cut-off,, értékét. Egy 35 fobol allo kontroll
csoportot alkalmaztunk, mely egészséges, Onkéntes egyénekbdl allt, akik
kiilonb6zo koruak és nemiek voltak. A vérmintaikbol meghatarozott WT1
expressziot a GAPDH expresszio értékére normalizaltuk, melynek tartomanya
0,002-0,109 volt. Minden vizsgalt egészséges egyén periférias vérében volt
kismértékii WT1 aktivitas. A logaritmikusan transzformalt értékek .
illeszkedés vizsgalataval igazoltuk, hogy a mért adatok normal eloszlast
mutatnak (p=0, 9923). Azt figyelembe véve, hogy egy normal eloszlast
valtozo esetén a felsé 2,5 szdzalékhoz tartozo érték tekinthetd magasnak, a
97,5 percentilis értéket (ami 0,108 volt) kerekitve adtuk meg a WTI
pozitivitas kiiszobértékét 0,1-nek. Mivel a betegekben mért WT1 expresszio
széles skalan mozogott (0,0077-239,0), megallapitottunk egy masodik
kiiszobértéket is a magas WTI1 expresszionak (10,0). A kiiszobérték
segitségével meghatarozhatdva valtak a WT1 pozitiv és WT1 negativ betegek.

Eredmények

Az AML-es betegek WT1 expresszioja

WTI expresszio az AML felismerésekor

Az AML diagnézisakor a 60 betegb6l 53 esetében (88,33%)
igazolodott WT1 pozitivitas. A diagndziskor mért WT1 expresszioé mértéke €s
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a betegség felismerésekor észlelt fehérvérsejt szam, a csontveldi blastok
aranya, a betegség primer vagy szekunder jellege, az életkor és a citogenetika
vonatkozasaban statisztikailag igazolhat6 6sszefiiggés nem volt.

A diagnoéziskor WT1 gént nem exprimald 7 beteg teljes tulélése jobb,
mint a WT1 pozitiv 53 betegé, de a kiilonbség nem bizonyult szignifikansak
(p=0,0812).

A kezdetben WT1 pozitiv 53 esetbdl 22 betegnél (a WT1 pozitivak
41%-nal) tudtunk indukcids kezelés mellett komplett remissziot elérni. A
kezdetben WT1 negativ 7 betegbdl pedig harom esetében alakult ki CR (a
WT1 negativak 43%-nal), igy a betegségmentes talélés (a remisszid
id6tartama) csak az 6 esetiikben volt meghatarozhat6. A tulélésbeni kiilonbség
itt sem bizonyult szignifikdnsnak (p=0,1232).

Hasonlo eredményeket kaptunk akkor is, ha csak a 41 de novo AML-es
betegeknél hasonlitottuk 6ssze a kezdetben WT1 negativ és WT1 pozitiv beteg
teljes talélését (p=0,1174), és a koziiliik CR-be keriilt WT1 negativ és pozitiv
esetek betegségmentes tulélését (p=0,134). A WT1 negativ betegek talélése
jobb volt, de a kiilonbségek nem bizonyultak szignifikansnak.

A WTI expresszio valtozasa az elsé indukcios kezelést kévetden

A WTI génexpresszio ismételt vizsgalatara az els6 kemoterapias kezelést
kovetden életben 1év6e 49 beteg esetén keriilhetett sor. Mind a 49 beteg
indukciés kezelésben részesiilt. Az kezdetben 7 WT1 negativ beteg mellett
még 11 valt WT1 negativva, igy 6sszesen 18 betegnek volt az indukcid utan
kiiszobérték alatti, 31 betegnek kiiszobérték feletti WT1 értéke.

A kezelés utan WT1 negativ 18 beteg ¢s a WT1 gént végig exprimald
31 beteg teljes talélést Osszehasonlitva szignifikans eltérés volt kimutathatd
(p<0,0001). A WT1 negativ betegek kétéves tulélési valosziniisége 61%-0s
volt, 206 hét median taléléssel, mig a WT1 pozitiv betegek kétéves talélési
valoszinlisége csak 24%-os volt, 46 hetes median taléléssel.



A Dbetegségmentes tulélés tekintetében is szignifikdns kiillonbség
észlelhetd (p=0,018) az els6 indukcidot kdvetden CR-t elért 14 WT1 negativ €s
11 WT1 pozitiv beteg DFS-e kozott.

Az indukcios kezelés utani harom betegcsoport tulélése a WT1
expresszio valtozasatol fiiggden

A kezdeti WT1 negativitas és az elsé indukcids kezelésre kialakuld
WT1 negativitas kozotti tilélésbeni kiilonbség pontosabb megitélésére az elsé
indukciot kovetden életben 1évo betegeket harom csoportra osztottuk. Az elsd
csoport az indukcio el6tt és utan is WT1 negativ maradt, ide 7 beteg tartozott,
DFS csak 3 betegnél volt szamithatd, akik komplett remisszioba keriiltek. A
masodik csoportba a végig WTI1 pozitiv betegek keriiltek. Ide 31 beteg
tartozott, CR 11 betegnél alakult ki, DFS naluk szamithaté. A harmadik
csoportba azok a betegek keriiltek, akik diagnéziskor WT1 pozitivnak
bizonyultak, de az elsé indukcié utdn WT1 negativva valtak. Osszesen 11
beteg WT1 expresszidja csokkent a kiiszobérték ala. CR alakult ki mind a 11
betegnél.

Szignifikans kiilonbséget észleltink a harom betegcsoport OS
eredményei kozott (p=0,0015). A legjobb OS eredmény (median 222 hét, 35-
324 hét) annal a 11 betegnél észlelhetd, akik kezdetben ugyan mutattak WT1
expressziot, de az indukciot kovetéen WT1 negativva valtak, a kétéves tulélés
valdszinlisége ebben az esetben 63% volt. Valamivel rosszabb az OS (median
180 hét, 34-324 hét) a végig WT1 negativ (7 beteg) csoportban, itt a kétéves
tulélés valoszinlisége 57%-nak adodott. A legrosszabb teljes tulélést (median
43 hét, 5-209 hét) a végig WT1 expressziot mutatd 31 betegnél észleltiink, a
kétéves tulélés valdszinlisége csak 7,8% volt.

A betegségmentes tulélést tekintve is szignifikans kiilonbség
észlelhetd (p=0,0471). A betegségmentes tulélés a végig WTI1 negativ
betegcsoportnak, 100%-os valésziniiségli, mivel mind a harom CR-be keriilt
beteg tartdosan remisszioban is maradt (median 167 hét, 71-167 hét). A
kezdetben WT1 pozitiv, majd negativva valok (11 beteg) DFS értéke két évnél
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65%-0s (median 192 hét, 27-282 hét). A legrosszabb két éves DFS érték
(27%) a végig WT1 expressziot mutatd 11 betegnél észlelheté (median 73, 7-
205 hét).

Kezelési eredmények betegcsoportonként az elso indukciot kovetéen
és a kovetés végén

o Az els6 kemoterapias kezelést kovetden életben 1évo 49 betegbdl 25-
nél (51%) alakult ki CR. Mind a 60 vizsgalt beteget figyelembe véve a
remisszids arany 42%-os.

o A 7 végig WTI1 negativ beteg koziil az elsé indukciot kovetden 3
beteg esetén CR, 4 beteg esetén PR alakult ki (42% ill. 58%). A
harom CR-be keriilt beteg a kovetési id6 végén is életben és
remisszidban volt. A 4 PR-be keriilt beteg nem volt életben a kovetés
végén.

e Annal a 31 betegnél, akiknél végig kimutathaté volt a WTI
expresszio, az els6 indukciot kovetéen 11 esetben CR (35%), 10
esetben PR alakult ki (32%), 10 beteg (32%) pedig refrakternek
bizonyult. A CR-be keriilt 11 betegnél sem csokkent a kiiszobérték ala
a WT1 expresszidja. A kovetési id6 végére az elsé indukcio utan CR-
be keriilt 11 betegbdl csak 4 volt életben, és koziilikk csak ketten
(25%) voltak még mindig remissziéban. A tobbi, elsé indukciora CR-
be nem kertilt 20 betegbdl a vizsgalat végével egy sem volt életben.

o A kezdeti WT1 expressziét mutatd, majd WTI1 negativva valo 11
betegnél az elsé indukcidt kdvetden minden esetben CR alakult ki. A
kovetési id6 végén 7 beteg volt életben, koziiliik 6 volt CR-ben.

o A kovetési id6 végén az 0sszes életben 1évé 14 betegbdl 11-en voltak
CR-ben. Kozilik 3 beteg (27%) tartozott a végig WTI1 negativ
betegek kozé, 136 hét median talélési idével. Hat beteg (55%) a
kezdetben WTI1 gént exprimald, majd negativva valt csoportba
tartozott 247,5 hét median teljes talélési idovel, és 2 beteg (18%) a
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tartosan WT1 pozitiv csoportba, 209, illetve 156 hét talélési idovel. A
harom nem CR-ben 1évd betegnél a vizsgalati id6 zarasakor kezelés
zajlott aktiv betegségiik miatt.

o Osszességében elmondhatd, hogy a WTI1 végig pozitiv betegek
tulélése volt a legkedvezbtlenebb, a CR arany a legrosszabb, és a
koziiliikk remisszioba keriilt 11 betegbdl a kovetés végén mar csak 2
beteg volt remisszioban. A WTI1 negativ betegek OS értéke
alulmaradt a kezelést kovetden WTI1 negativva valdo betegekétdl,
kevesebben keriiltek remisszioba (42%), azok viszont remisszidban
maradtak a kovetés végéig. Ezzel szemben a WT1 negativva valo
betegek OS-e bizonyult a legjobbnak, CR 100%-ban alakult ki, de a
betegek 45%-a viszont relabalt, és a negativva valok 36%-a végiil
elhalalozott a kdvetési id6 végéig.

e A WTI negativva valo betegek koziil négy nem APL-es és harom
APL-es beteg esetét ismertetjiik kiilon. Koziiliitk a masodik indukciot
kovetden 1 beteg, a konszolidacio soran 2, a kemoterapiat kovetden 1
beteg relabalt. Mind a négy relapszus WT1 pozitivitassal jelentkezett,
WT1 negativ relapszus nem volt. Mindharom APL-es betegben CR
alakult ki.

A WTI génexpresszio mértéke

Vizsgaltuk, hogy a WT1 expresszio mértéke befolyasolja-e a betegség
prognozisat. Emiatt elészor az 53 kezdetben WT1 pozitiv beteget két
csoportra osztottuk a diagnoziskor észlelt WT1 expresszi6 mértékének
fliggvényében. Az elsd csoportba az a 19 beteg keriilt, akik WTI
expresszidjanak értéke 0,1 és 9,99 kozé esett, 6k voltak az enyhén pozitiv
esetek, mig a masodik csoportba az erGsen pozitiv, nagy WT1 expressziot
(10,0 felett) mutaté 34 beteg keriilt. A betegek teljes tulélése kozott nem
talaltunk szignifikans eltérést (p=0,5286). A koziiliik CR-be keriilt 8 enyhén
pozitiv és 14 erGsen pozitiv beteg DFS gorbéi sem mutattak kiillonbséget
(p=0,4719).
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Akkor sem észleltink kiilonbséget, ha csak azt a 31 beteget
vizsgaltuk, akik az elsd indukcids kezelést kovetden is WT1 pozitivak
maradtak. Kozottiik megnéztiik a kezdeti WT1 expresszid alapjan 14 enyhe és
17 erés expressziot mutatd beteg teljes tulélését (p=0,6773). A DFS esetén
(6sszesen 11 beteg: 2 enyhén WT1 pozitiv, 9 erésen WT1 pozitiv) sem volt
szignifikans kiilonbség (p=0,401).

Nem volt szignifikans kiilonbség az OS-ben akkor sem (p=0,3112), ha
az els6é indukciods kezelésre negativva valo 11 betegnél hasonlitottuk Ossze a
kiilonb6z6 kezdeti WT1 expresszidval rendelkezd betegek (5 enyhe WTI, 6
er6s WT1 expresszio) tulélését. Hasonlo eredményt kaptunk mind a 11 CR-be
keriilt WT1 negativva valo beteg DFS-nek 6sszehasonlitasakor is (p=0,3674).

Annal a 31 betegnél, akik WT1 pozitivitdsa a cut-off érték felett
maradt az els6 indukciot kdvetden is, az expresszio 1 nagysagrenddel torténd
csokkenése (7 beteg) nem befolyasolta a teljes tulélést, az 1 log-al nem
csokkend WT1 expressziot mutatd betegekhez (24 beteg) képest (p=0,9228).
DFS-ben sem volt szignifikans kiilonbség (p=0,2254). Ugyanigy, a kezelést
kovetden is WT1 pozitiv betegek kozott az expresszido 2 loggal torténd
csokkenése (3 betegnél csokkent, 4 betegnél nem) sem befolyasolta a teljes
(p=0,5186) és a betegségmentes tulélést (p=0,0648) sem. Osszességében az
OS ¢és DFS javulasaban tehat nem az expresszid csokkenésnek, hanem csak a
kezelés utan kialakul6 WTI1 negativitasnak (kiiszobérték ala csokkend
expresszionak) van donto szerepe.

A DLBCL-es betegek WT1 expresszioja

Nem talaltunk Osszefiiggést a kezdeti WT1 pozitivitds és a betegség
jellemzdi, igy a klinikai stadium, IPI score és a B tiinetek jelenléte kozott sem.

A WTI1 pozitiv és WT1 negativ betegek OS ¢és DFS eredményeit
hasonlitottuk &ssze. A kezdetben WT1 gén negativ 17 beteg teljes tulélése
(median: 131 hét, tartomany: 5-414 hét) szignifikansan jobb volt (p=0,0475),
mint a 8 WT1 pozitiv betegé (median 103 hét, tartomany: 40-224). A WT1
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negativ betegek kétéves tulélési valdsziniisége 68,8%, mig a WT1 pozitiv
betegeké csak 37,5% volt.

A kezelés mellett az 6sszes betegbdl 17 (68%) keriilt CR-be, hatan (24%)
PR-be ¢és két beteg (8%) terapia refrakternek bizonyult. A WT1 expresszid
megoszlasat tekintve a 8 WT1 pozitiv betegbdl 5 (a WT1 pozitivak 63%-a)
CR-be, ketté (a WT1 pozitivak 25%-a) PR-be kertilt és egy beteg (a pozitivak
12%-a) bizonyult terapia refrakternek. A 17 WT1 negativ betegek koziil 12 (a
WT1 negativak 70%-a) keriilt CR-be, 4 (a negativak 24%-a) PR-be, és 1 beteg
(a negativak 6%-a) refrakter maradt. A vizsgalati id6 soran elhaldlozott 14
betegbdl 7 tartozott a WT1 pozitiv betegek kozé, 7 beteg pedig a WT1 negativ
betegek kozé.

A betegségmentes tulélések kozott szignifikans kiillonbség volt a WT1
expresszio fliggvényében (p=0,0004). A WTI1 pozitiv betegek remisszid
tartama (median: 22 hét, tartomany: 11-204 hét) jelentdsen rovidebb volt, mint
a WT1 negativ betegeké (median 113 hét, tartomany: 66-152 hét).

A kezdetben észlelt WT1 expresszio jelenléte mellett vizsgaltuk annak
kezelést kovetd valtozasat is. Kiilon néztiik a kezelés el6tt és utana is WT1
negativ, illetve végig WT1 pozitiv betegek mellett a megel6zéen WT1 gént
nem exprimald, majd a kezelés alatt WT1 pozitivva valdé 2 beteg teljes
talélését is. Ugyan a kis betegszam csak ovatos kovetkeztetéseket tesz
lehetové, de a kezelés soran WT pozitivva valo betegek talélése, ugyanugy
minta a végig WT1 pozitivaké szignifikdnsan rosszabb, mint a végig WT1
negativ betegeké (p=0,006), és kiilondsen rossz prognozisra utal.

Lényeges kiilonbség latszik a harom betegcsoport remissziot elért
eseteinek DFS eredményeiben is. A kezelés sordan WT1 negativ betegek
jelentdsen jobb betegségmentes tuléléssel rendelkeztek, mint a WT1 pozitiv,
vagy a kezelés soran pozitivva valo betegek (p=0,0002).
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Megbeszélés

A Wilms tumor gén és az AML kapcsolata

Mar két évvel a gén felfedezését kovetden igazoltak onkogén funkciojat,
bar pontos szerepe a leukémiak kialakulasaban nem tisztazott. Korabban az
AML felismerésekor mért nagy WT1 expressziot rossz prognosztikai jelnek
tekintették. A frissebb adatok ellentmondasosak, dontéen nem talaltak jobb
talélést a kezdeti WT1 negativ betegek esetében sem. Ezzel egyezé
eredményeket kaptunk mi is. Vizsgalataink arra utalnak, hogy a génexpresszio
kemoterapiat kovetd kimutathatdsaga esetén rosszabb a DFS és OS. A WT1
génexpresszio jelentéségét az MRD kovetésében latjuk. A kezelés utani WT1
pozitivitais MRD pozitivitast, és gyakoribb relapszust jelez.

A Wilms tumor gén expresszioja AML-es betegeinkben

Gazdag irodalmi hattérismeret all rendelkezésiinkre a leukémias
betegek WT1 expresszidjanak csontveldbdl torténd vizsgalatarol, de kevés az
olyan adat, amely szerint a periféridas vérminta alkalmasabb lehet a
génexpresszid vizsgalatara, mivel a csontveldi pluripotens &ssejtek 1-2%-a
altal normalisan is exprimalt gén okozta ,hattérza;” mértéke kisebb, a
periféridas vérminta pedig invaziv beavatkozas nélkiill nyerhet6, mind a
betegektdl, mind az egészséges kontroll onkéntesekt6l. Mi a korabban
ritkdbban hasznalt modszert alkalmazva, a betegek periférias vérmintait
elemeztiik. Kezdetben parhuzamos vizsgalatokat is végeztiink egyidejiileg vett
csontveld és periférias vérmintakbol, és a mért eredmények jol korrelaltak
egymassal, ¢és ezt az irodalom is meger6siti. Megjegyzendd, hogy
vizsgalatunkban az egészséges egyének periférias vérében is volt kimutathato
(kiiszobérték alatti) WT1 expresszio, ugyantgy, mint az irodalomban, ahol
egészséges egyének 30-40%-anak periférias vérében igazoltak WT1 aktivitast.
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A génexpresszio meghatarozadsa

Az irodalombol ismertetett vizsgalatokban a WT1 mRNS szintjének
logaritmikus csokkenését (valtozasat) vizsgaltak a betegek terapias valaszanak
tilkrében. Vizsgalatunkban a WTI1 génexpresszio kiiszobértékét elséként
hataroztuk meg a GAPDH referenciagénre normalizalva. Az egészséges
kontrollcsoporttél vett mintak WT1 expresszidja alapjan a WT1 pozitivitas
kiiszobértékét 0,1-nél hataroztuk meg. Ezt az egység nélkiilli szamot
hasznaltuk a betegek WT1 expresszidjanak kifejezésére, igy a kiiszobérték
segitségével meghatarozhatova valtak a WT1 pozitiv és WT1 negativ betegek.
Mivel a betegekben talalt WT1 expresszio mértéke széles skalan mozogott,
megallapitottunk egy masodik kiiszobértéket is az erésen pozitiv, magas WT1
expresszionak (10,0).

A leukémias betegek klinikai jellemzdi

A leukémias betegek 88,33%-ban igazoltuk a betegség felismerésekor
a WTI1 génexpresszid jelenlétét. Ez az arany megfelel az irodalomban
ismertetett eredményeknek. Nem volt 0sszefiiggés a FAB altipus, a csontveldi
blastos infiltracid, a kezdeti periférids fehérvérsejt szam, a karyotipus, az
FLT3 pozitivitds, a NPM1 negativitds és a WT1 expresszido megjelenése €s
mértéke kozott. Hasonld eredmények ismeretesek a nemzetkozi, nagyobb
betegszamu tanulmanyok eseteiben is.

A betegség felismerésekor észlelt WT1 expresszio

A leukémia felismerésekor a WT1 negativ betegek kétéves tlélés
valoszinlisége, a teljes tulélési, és a betegségmentes talélési eredményei
egyarant kedvezébbek voltak, mint a WTI1 pozitivaké, de a kiilonbség
statisztikailag nem bizonyult szignifikinsnak. Igy mi nem talaltuk
prognosztikai jelentdséget az AML felismerésekor észlelt nagyobb WTI
expresszionak, és az ujabb irodalmi adatok is erre utalnak.

14



A WTI expresszio valtozasa az indukcios kezelést kovetoen

A kezdeti WT1 pozitivitast mutatd betegek esetén az indukcios
kezelést kovetden észlelt WT1 expresszio kiiszobérték ala csokkenése minden
esetben CR kialakulasaval jart egyiitt. A betegség felismerése o6ta WTI
negativ, illetve a kezelés hatasara negativva valo betegeket egyiitt értékelve
szignifikansan jobb OS-t és DFS-t észleltiink.

Az els6 indukcios kezelésre kialakulo WT1 negativitas jelentdségének
megitélésére a vizsgalt betegeket harom csoportra osztottuk. A betegség
felismerése ota WT1 pozitiv és WT1 negativ betegek mellett kiilon vizsgaltuk
a kezdetben WTI1 pozitiv, de kezelést kovetden negativva valo betegeket.
Ezek alapjan szignifikansan a legjobb OS tuléléssel a kezdetben WTI
expressziot mutatd, de az elsd indukcid hatdsara negativva valo betegek
rendelkeztek.

A harom betegcsoport eltéréen reagalt az els6é indukcios kezelésre A
végig negativ betegcsoportbol 42% keriilt CR-be, és 6k késObb is végig
remisszidban maradtak (DFS gorbe 100 %). Ezzel szemben a kezdetben WT1
pozitiv, majd negativva valdé betegek mindegyike CR-be keriilt az els6
indukcié utan, de a kovetés soran 45%-uk relabalt. A végig pozitiv betegek
elsd indukcids kezelésre adott valasz aranya és az esetlegesen kialakult
remisszé idétartama is a legkedvezdtlenebb volt.

Eredményeink Osszhangban allnak a WT1 gén leukemogenezisben
feltételezett kettds szerepét vazold modellel is, mely szerint a kemoterapiara
WT1 negativva valo esetekben (ahol a kialakult remisszi6 tartésnak bizonyult)
feltehetéen a WT1 gén onkogén hatasa szlinik meg, esetleg a
tumorszupresszor aktivitasa kozelithet az élettanihoz. Az alapjan, hogy a
kezdetben is kiiszobérték alatti WT1 expressziot mutatd, negativnak tekintett
betegek is reagalhatnak rosszul a kezelésre (nem alakul ki CR), elképzelheto,
hogy ezekben az esetekben a fizioldgiasan jelen 1évé tumorszupresszor
aktivitds esik ki, és ezt az indukcids kezelés nem mindig korrigdlja. A
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feltehetden végig gén aktivitast (onkogén hatast) mutatdé WT1 pozitiv betegek
jelentds része pedig nem, vagy rosszul reagalt a kemoterapiara.

Szamos tanulmany ismerteti, hogy a CR-be keriilt betegek esetén a
kezelés utan észlelt nagy WT1 érték kedvezbtlen, hangstlyozva az indukcids
kezelés utani fokozott WT1 szint prognosztikai szerepét. A mi
vizsgalatunkban a végig, kezelést kovetden is WT1 pozitiv csoport (a 0,1-nek
meghatarozott kiiszobérték feletti WT1 expresszio) kedvezdtlen eredményei is
ugyanezt jelenthetik.

Vizsgalatainkban a kezdetben WT1 pozitiv betegek esetén az
expresszio kezelést kovetd egy, illetve két nagysagrendbeli csokkenése sem
volt prognosztikai értékii a talélés tekintetében, amennyiben a WT1 expresszio
a koros tartomanyban maradt, azaz, ha nem csokkent a kiiszobérték ala.

Az els6 indukcids kezelésre WT1 negativva valo 11 beteg koziil
relapszusba keriilt négy esetben a WT1 expresszio ismételten a kiiszobérték
felé emelkedett. Az irodalom alapjan az emelkedd WT1 expresszio akar
hetekkel megeldzheti a klinikai relapszust. APL-es betegiinkben a WT1 szint
emelkedésének elmaradasa sokat segitett a relapszus kizarasaban.

A mi munkank is igazolja, hogy a WT1 génexpresszié meghatarozasa és
kovetése hatékony eszkoz lehet heveny leukémias betegeink MRD
vizsgalatara. Ez 6sszhangban van a nemzetkdzi kutatocsoportok vizsgalataival
is. Az expresszio novekedése pedig a relapszus korai jele lehet.

A WTI gén és a DLBCL kapcsolata

Munkank tervezése soran az elsé kérdést a mintavétel modja
jelentette. Az  irodalomban  ismert, hogy szOvettani  mintabol
immunhisztokémiai médszerrel kimutathatdé a WT1 gén expresszidja, de az
ismételt mintavételek mar nehézkesek. Vizsgalatunkkal arra kerestiink valaszt,
hogy meghatarozhaté-e a periférias vérbdl kezelés eldtt és utan a WT1
génexpresszid6 qRT-PCR  segitségével. Dolgozatunk irasakor nem
rendelkeztiink irodalmi adattal arra nézve, hogy mi az oka az NHL-ben

16



szenvedo betegek periférias vérmintaiban észlelt fokozott WT1 expresszidonak.
Feltehetéen a keringésben megjelend, fokozott WT1 expressziot mutatd koros
sejtek jelenléte adhatja meg erre a valaszt.

A DLBCL-es betegek WT1 expresszioi

A betegek 32%-ban igazolodott WT1 pozitivitds. A kis betegszam
ellenére a WT1 pozitivitds aranya megfelel a kevés NHL-16l sz616 tanulmany
nyirokcsomo6 mintaibol nyert adatainak. Az eltéré mintavételi modszer mellett
észlelt hasonldo WTI1 expresszi6 arra utal, hogy DLBCL esetén nem
sziikségszerli a nyirokcsomobol WT1 expresszio vizsgalata, elegendé a
periférias vérbdl vett minta a betegség kdvetésére.

Sem a kezdeti tumortomeg, sem a klinikai stadium, az életkor, az IPI
score, vagy a B tiinetek jelenléte és WT1 expresszid kozott nem talaltunk
Osszefliggést.

Szignifikans kiilonbség volt észlelhetdé a kezdeti fokozott WTI
expressziot mutatd €és nem mutatd betegek teljes tulélése kozott. Feltehetben a
rosszabb prognozissal jar6 WT1 pozitivitas esetén tobb koros, malignus sejt
keriilhet a keringésbe, valoszinilileg agresszivabb betegséggel allhatunk
szemben.

A kemoterapias kezelés eredményeként CR-be keriilt WT1 negativ
esetek betegségmentes tulélése is szignifikdnsan jobbnak bizonyult, mint az
eredetileg CR-be keriilt, de tovabbra is WT1 pozitiv betegeké. Bar a vizsgalt
betegek koziil a WT1 pozitivak nagyobb aranyanal alakult ki CR, a remisszio
idétartama (és a teljes tulélés is) jelentdésen révidebbnek bizonyult és a
halalhoz vezetd ok leggyakrabban a lymphoma progresszidja volt. Ez
felvetheti, hogy a kezdetben WTI1 pozitiv betegeknél akar intenzivebb
indukciés kezelésre, korai autoldég Ossejt transzplantaciéra vagy mas
tamadaspontl kezelésre lenne sziikség.

Két, kezdetben WT1 negativ betegnél a kemoterapias kezelés soran
megjelend WT1 expresszio a betegség szokatlanul gyors progresszidjaval és
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relapszusaval jart. Ugyan két betegbdl nem lehet definitiv kdvetkeztetéseket
levonni, de ezen esetek nagyon rossz tulélési eredményei felhivjak a figyelmet
arra, hogy ezt a kérdést tovabb kell vizsgalni, mert a standard
immunokemoterapia minden bizonnyal kiegészitésre, vagy modositasra szorul
ezekben az esetekben.

Osszességében adataink arra utalnak, hogy a WT1 génnek az akut
leukémidk mellett a DLBCL patogenezisében is szerepe Iehet, ami
valdszintileg a WT1 gén onkogén funkciojaval fiiggene 6ssze. Eredményeink
szerint a fokozott expresszid6 kimutatdsa a betegség pontosabb
prognosztizalasara, a kezelés monitorozasara ¢és a korai relapszus
elérejelzésére egyarant alkalmazhaté a DLBCL-ben szenvedd betegekben,
melynek terdpids vonzata is lehet. Ha a sorozatos MRD vizsgalatok
progressziv betegséget igazolnak, akar kezdeti WT1 pozitivitas esetén is
felmeriilhet a kezelés intenzifikalasa, akar az els6 CR-ben 0&ssejt
transzplantacié lehetésége is. A késObbiekben akar immunterapids
fegyverként is hasznalhato lehet a betegség kezelésében. Mindehhez nagyobb
betegszamu vizsgalatokra lenne még sziikség.

Uj megallapitasok

1. Elészor hataroztuk meg a WTI1 expresszid kiiszobértékét sajat
metodikankkal periférias vérben, egészséges kontroll mintdk és a
GAPDH endogén referenciagén segitségével, mely folott az
eredményeket korosnak tekintettilk. A WT1 pozitivitas kiiszobértéke
0,1, az er6s WT1 pozitivitas kiiszobértékét 10,0-nél adtuk meg.

2. Elészor igazoltuk magyar AML-es betegcsoport esetén, hogy a
kezdeti WT1 negativnak tartott csoport tulélése ugyan kedvezébb, de
a kiilonbség nem bizonyult statisztikailag szignifikansnak.

3. Igazoltuk, hogy a kezelés hatdsara negativva vald (azaz molekularis
remisszidba keriil6) AML-es betegek tulélése szignifikdnsan jobbnak
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bizonyult a végig WTI pozitiv és a kezdettdl WTI1 negativ
betegekénél is.

A tartésan WT1 negativ AML-es betegek indukcios kezelésre adott
kedvez6 valasz aranya kisebb, de ha CR alakult ki, akkor nem
észleltiink relapszust.

AML-es betegeknél a kiiszobérték felett marado WT1 expresszio egy,
illetve két log csdokkenése nem befolyasolja a tulélést.

DLBCL-ben a WT1 expressziot elsdként vizsgaltuk periférias vérbol.
Az irodalombol ismert nyirokcsomodbdl tortént mintavétellel azonos
eléfordulasi gyakorisagot talaltunk.

DLBCL-ben a kezdeti fokozott WT1 expresszio nincs dsszefiiggésben
a beteget jellemz6 egyéb prognosztikai paraméterekkel (életkor,
klinikai stadium, IPI score, B tiinetek).

Fokozott WT1 expressziot nem mutatd DLBCL-es betegek teljes és
betegségmentes tulélése szignifikansan jobbnak bizonyult.

Kezelést kovetden a korossd valo WT1 expresszid6 az AML-hez
hasonléan DLBCL-ben is relapszusra utal, igy a WT1 expresszio
meghatarozasa MRD megallapitasara és monitorozasara ebben a
korképben is alkalmas.
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