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1. Bevezetés

A WTI gént eldszor 1990-ben izolaltak gyermekkorban el6forduld vese eredetii daganatbol, a
Wilms tumorbdl (Gessler M, 1990). Kezdetben tumorszupresszor génként tartottak szamon, azonban
mara mar ismert, hogy onkogénként is szerepet jatszik bizonyos rosszindulati betegségek, példaul a
heveny leukémidk kialakuldsaban (Huff V, 2011). Tobb tanulmany probalta feltarni a gén mitkodését,
amint onkogénként vagy tumorszupresszorként fejti ki hatasat, de a mechanizmus teljesen a mai napig
nem ismert, feltehetden az adott sejttipustdl fiiggben a WT1 fehérje funkcidja kiilonbdzo
kofaktorokhoz kotédve modosulhat (Sugiyama H, 2010). Ismert, hogy a génnek szerepe van az
egyedfejlodésben, fiziologidsan az embrionalis szervezet szamos sejtje mutat WT1 expressziot.
Atmeneti embrionalis WT1 expressziot kovetéen késdbb mar nem, vagy csak kismértéki expresszidja
mutathatd ki egészséges felnbttek bizonyos szdveteiben. Felndttkorban a podocytdk normalis
mikodésének fennmaradasat biztositja, €s részt vesz a hemopoesis szabalyozasaban is (Hastie ND,

2012).

Az utobbi évtizedben a kutatok mellett a klinikusok figyelme is a WT1 gén felé fordult. A 90-
es évektol tobb, klinikusokbol allé munkacsoport vizsgalta a gén szerepét szolid tumorokban (Hastie
ND, 1993). Ismert, hogy jelentdsége van az onkogenesisben emld-, tiid6-, vastagbél-, és
hasnyalmirigyrak esetén is, de pontos szerepe még nem tisztazott. A WT1 gén felfedezését kdvetden
mar két évvel kozolték, hogy heveny leukémidkban és myelodysplasias szindromaban egyarant
kimutathaté expresszidja a betegek tobbségében. Bar a pathogenezisben szerepe elfogadott, pontos
funkcidja nem ismert. AML-ben (heveny myeloid leukémiaban) kezdetben fontos prognosztikai
markernek tartottak, mely nagy expresszios szint mellett rossz prognozisra utal. Mara ez a nézet sokat
valtozott, ellentmondasos eredmények jelennek meg az irodalomban, de elmondhato, hogy a kezdeti
WT1 expresszi6 nem jar feltétleniil rovidebb taléléssel. A betegek kovetése soran a WT1 gén
meghatarozas ennek ellenére jol alkalmazhatd, felhaszndlhaté a remisszidba keriilt betegeknél a
minimalis rezidualis betegség monitorozasaban (Candoni A, 2011; Miyawaki S, 2010; Di Grazia C,
2016; Rossi G, 2016). Annak ellenére, hogy a WT1 gén és a leukémidk kapcsolatat szamos kutatas és
klinikai vizsgalat igazolta, a WT1 génexpresszio jelenlétét a malignus lymphomak esetén kevéssé
vizsgaltak, igy errdl alig all adat rendelkezésiinkre. A WT1 gén jelenléte a lymphomak kialakulasara is
hatassal lehet, ennek részletei azonban nem ismertek (Drakos E, 2005). Mind a szolid daganatokban,
mind a malignus hematologiai korképekben szamos tanulmany vizsgalja a WT1 gén ellenes antitesttel
torténd vakcinacio lehetdségeit, akar mas gyogyszerekkel kombinacidoban, leukémidban akar Ossejt
transzplantaciot kovetdéen hasznalva, de az eddig publikalt eredmények még nem alkalmasak

egyértelmli hosszutavi kovetkeztetések levonasara (Brayer J, 2015; Di Stasi A, 2015; Casalegno-



Garduno R, 2016). A jovoben birtokunkba keriilé WT1-gyel kapcsolatos 1j ismeretek, terapias

eredmények remélhetéen utat nyitnak a malignus betegségek kezelésében torténd jelentds javulasnak.

Osszességében tehat elmondhatd, hogy a gén legtobb funkciéja a mai napig nem teljesen
tisztazott, az ismert mechanizmusok részletei is tovabbi vizsgalatokat igényelnek. Ismereteink
boviilésével a felnétt és gyermekkori leukémiak és lymphomak prognédzisanak meghatarozasaban,

kovetésében és kezelésében lehet szerepe a WT1 gén pontosabb megismerésének.

Munkank soran vizsgaltuk a klinikdnkon AML-el és DLBCL-el kezelt betegek periférias
vérmintainak WT1 expressziojat, az expresszio és a betegek tulélésének kapcsolatat, illetve a WT1

gén alkalmazhatosagat a remisszidban 1évo betegek relapszusanak igazolasara és elorejelzésére.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A WTI gén

A WTI1 gént 1990-ben izolaltadk gyermekkori vesedaganatban — Wilms tumorban — szenvedd
gyermek mintajabol (Gessler M, 1990). A gén a 11-es kromoszéma rovid karjan (11p13) helyezkedik
el. Tiz exonbol all, egy cink-ujj fehérjét kodol, mely transzkripcids faktorként a DNS-hez kotodve
meghatarozott gének aktivatora vagy szupresszora lehet (Madden SL, 1991). A WT1 funkcioja
kiilonbozo sejtekben bizonyos transzkripcios kofaktor fehérjék jelenlététdl fiigg, mint példaul a CBP
(CREB-kot6 fehérje), vagy az Ela fehérje (Essafi A, 2011). A gén altal kodolt fehérje minden gerinces
¢lolényben megtalalhatd, tobbrétii funkcidja a 36 ismert izoformdajanak is koszonhetd (Hohenstein P,
20006). Egy, a gén 9. exona altal kodolt szakaszanak ismerten szerepe van a fehérje mitkddésében, ez
alapjan jelen van, vagy kimarad a fehérjébdl egy lizin-treonin-szerin (KTS) tripeptid szekvencia
(Hohenstein P, 2006). A KTS pozitiv és KTS negativ fehérje izoformak ardnya a kiilonbozo
szovetekben konstans mdodon 2:1 (Wagner KD, 2003). Maganak a KTS tripeptidnek dontéen az RNS-
hez val6 kotédésben lehet szerepe (Ladomery M, 2003), a fehérje KTS pozitiv izoformajanak emellett
feltehetéen az RNS-ek sejtmagba torténd szallitdsaban (nuklearis exportjdban) és atirdsaban
(transzlacio) is funkcidja van (Bor YC, 2006). A WT1 fehérje tehat nem csak transzkripcios faktorként
mikodik, hanem fehérje-fehérje és fehérje-RNS kapcsolatok révén szerepe van a poszttranszkripcios
szabalyozasban is, melyben donté jelentésége a WT1 KTS pozitiv izoformajanak van (Morrison AA,

2008). A tobbi izoprotein formahoz eddig nem sikeriilt konkrét funkciot tarsitani (Wagner KD, 2003).

2.1.1. A WTI gén szerepe az embrionalis fejlodésben

A korai embrionalis fejlodés soran szamos szdvetben jelenik meg WT1 expresszid (vesék,
gonadok, 1ép, csontveld, tiido, sziv, erek, bél, simaizom, gerincveld) (Dennis SL, 2002), mig sziiletést
kovetden nem, vagy csak az urogenitalis rendszerben, a kozponti idegrendszerben és a
hematopoesisben szerepet jatszo szovetekben észlelhetd minimalis mennyiségli expresszidja (Chau

YY, 2012).



Az urogenitalis rendszer fejlodése

A WTI1 gén elengedhetetlen az embrionalis vese fejlodésében (Kreidberg JA, 1993). A
fejlodés soran a maradando vese (metanephros) WT1 expresszidja szerepet jatszik a nem differencialt
mesenchymalis sejtek epithelialis atalakuldsaban (tranzicio). Ez az epithelialis atalakulas sziikséges a
nephronok kialakulasahoz (Davies JA, 2004). A mesenchymalis sejtek atalakuldsa nélkiil (knockout
egerekben) a nephronok teljes hidnya észlelhetd (Essafi A, 2011). A WT1 expressziojanak zavara vese
fejlédési rendellenességhez, akar Wilms tumor kialakulasahoz is vezethet (Guo JK, 2002). Emellett a
vese mikodésének fenntartasaban is feltételezik a gén szerepét, a glomerulusok podocytaiban

felndttkorban is észlelhetd expresszidja alapjan (Guo JK, 2002).

A WTI1 gén expresszidja a gonadok fejlédése soran is kimutathatd az ovariumok és a herék
koriili epithelialis sejtrétegben és a gonadalis mesenchymaban (Parenti R, 2014). Az Y kromoszéman
helyezkedik el az SRY gén, melynek jelenlétében férfi iranyu fejlddés indul meg. Az SRY gén
expresszidjat mas génekkel (pl. SOX9) 6sszhangban a WT1 gén is befolyasolja (Guo JK, 2002).

A sziv és erek fejl6dése

A sziv embrionalis fejlédése soran erés WT1 expresszid mutathatd ki (Parenti R, 2013).

crcr

kialakulasaban is (Moore AW, 1999; Scholz H, 2005). A sziv mellett a fejlédé erek endotheliumaban
is kimutathat6, jabb adatok szerint a daganatok vascularizaciojaban is kozrejatszik (Trindade F,

2011). Lezajlott myocardialis infarktust kdvetden pedig a neovascularizdcioban is van szerepe

(Wagner KD, 2003).

A tido és légutak fejldédése

A gén részt vesz a mellhartyat képzo mesothelium kialakuldsaban (Que J, 2008). Knockout
egerekben WT1 génexpresszié hianyaban tiidé fejlodési rendellenességek, koros tiidélebeny fuzid

alakul ki (Loo CK, 2012).

Egyéb szervek és szovetek fejlodése

A WT1 gén expresszioja a korai gestatios hetekben kimutathatd a mesothelium sejtjeiben, igy
felteheten részt vesz a peritoneum és a hastiri szerveket boritod serosus hartya kialakitasaban (Parenti
R, 2013). Fontos a m4aj fejlodése soran, a majsejtek fejlodését a RA/RXRa (retinsav/retinoid X

receptor o) Utvonalon keresztiil regulalja (Ijpenberg A, 2007). Erés WT1 expresszié mutathatd ki



embrionalis korban a harantcsikolt izmokban, mely a 20. gesztacios hétre eltinik (Parenti R, 2015).
Az agy és gerincveld ependymalis sejtjei is mutatnak WT1 expressziot. Bar a mechanizmus nem
ismert, de a génnek szerepe lehet az agykéreg, gerincveld és a periférias idegek fejlodésében egyarant

(Parenti R, 2014).

2.1.2. A WTI gén szerepe az egészseges felnott szervezetében

Az embrionalis korban szamos sejt rendelkezik WT1 expresszioval, ez alapjan a gén fontos
szerepét feltételezik az organogenezisben. Az expresszio a fejlodés soran megsziinik, egészséges
felndtt szervezetben csak kevés szervben vagy szovetben mutathatdé ki, de az ismert adatok arra
utalnak, hogy bizonyos sejtek kis mennyiségii WT1 expresszioja sziikséges azok élettani funkcidjanak
fenntartasahoz. (Mundlos S, 1993). A felnétt vese podocytdiban tobb tanulmany is igazolta jelenlétét,
feltehetéen szerepe a normalis funkcid fenntartdsaban lehet, defektusa esetén glomerulonephritis
kialakulasat észlelték (Guo JK, 2002). A gonadok Sertoli és granulosa sejtjeiben, a mesotheliumban,
valamint a csontveldi sejtek - a haemopoetikus dssejtek — kb. 1%-ban is észlelhetd még génexpresszid
(Guo JK, 2002; Chau YY, 2012). Annak ellenére, hogy a tumorok vascularizacidjaban feltételezik
szerepét, valamint myocardialis infarktust koveto regeneracié soran is mérheté WT1 génexpresszid, az
egészséges kardiovaszkularis rendszerben nem sikeriilt a gén kifejez6dését alatamasztani (Trindade F,
2011). Egér kisérletekben WT1 deléci6 indukalasat kovetden tiz napon belill sulyos
glomerulosclerosis, 1ép és exogén pancreas atréfia, gyors csont-€s zsirszovet csokkenés és vérképzési

zavarok alakultak ki (Chau YY, 2011).

2.1.3. A WTI gén kettos szerepe

A Wilms tumor megismerését kovetden a WT1 gén tumorszupresszor génként keriilt leirasra,
késobb pedig — elsdsorban a leukemogenesis kapcsan — onkogén szerepe is nyilvanvalova valt (Huff
V, 2011). Miikddésének megértéséhez a nephrogenesis, a hematopoesis, illetve a Wilms tumor és a
leukémiak, szolid daganatok genetikdjanak megismerése vezethet. Wilms tumor esetén a gén
mikodésének kiesése vonhatja magaval a daganat kialakulasat, mig leukémia vagy mas szolid daganat
esetén inkabb a koros génexpresszid allhat az onkogenezis hatterében (Huff V, 2011). A WT1 gén
kétiranytl hatasa feltehetden a jelen 1évé kofaktoroktdl, a kapcsolt gének miikddésétol, az adott
sejttipustol és a differencialodas fokatol fiiggden alakul ki, és igy viselkedik tumorszupresszorként

vagy onkogénként (Sugiyama H, 2010).



2.1.4. A WTI gén a daganatos betegségekben

Wilms tumor/nephroblastoma

Bar a WT1 gén, mint tumorszupresszor gén felfedezése a Wilms tumorhoz kothetd, delécidja csak
a tumorok 20%-ban mutathatdo ki (Huff V, 2011; Smith MA, 2014; Huang JL, 2015). Tobb
gyermekkorban vagy fiatal felnéttkorban felismerésre keriild szindroma is ismert, melyekben
eléfordul a vesék Wilms tumora, igy a WT1 génnek ezen szindromak kialakulasaban is szerepe lehet.
Ilyen a WAGR szindréma (Wilms tumor, aniridia, gonadoblastoma és mentalis retardacid), ahol
ismert genetikai hattér a 11p13 kromoszéma heterozigota delécidja (Akagi T, 2015). Szintén a WT1
gén mutacidja igazoldédott a Wilms tumorral €és urogenitalis abnormalitassal jaré6 Denys-Drash, ill.
gonadoblastomaval és veseelégtelenséggel jard Frasier szindroma esetén is (Huff V, 1996; Koziell A,

2000).

Szolid daganatok

Az utobbi évtizedben tobb kutatdécsoport is foglalkozott a felndttkori daganatok és a WT1 gén
lehetséges 0sszefiiggéseivel (Parenti R, 2015). Nem ismert az a mechanizmus, amellyel a gén az adott
daganat kialakulasdhoz vezet, de a tumoros angiogenesisben és metasztazis képzésben szerepe
felmeriil (Trindade F, 2011). Tobb mesothelium eredetii daganat esetén feltételezhet6 a WT1 gén
szerepe, mint példaul a mesotelioma, ovarium tumorok, vagy a Sertoli sejtes daganatok (Zhao C,
2007). Over expresszidja rhabdomyosarcoma esetén is leirasra kertilt (Salvatorelli L, 2011), emellett
emlérakban (Qi XW, 2015), colorectalis rakban (Miyata Y, 2015), pancreas carcinomaban (Takakura
K, 2015) és nem-kissejtes tiidérakban (Wang X, 2013) is igazoltak expresszidjat, bar a daganatok
kialakulasaban jatszott szerepe ezekben az esetekben sem ismert. Colorectalis és emlddaganatokban,

valamint nem-kissejtes tiidérak esetén prognosztikai szerepe bizonyitott (Qi XW, 2015).

Malignus hematologiai kérképek

A rosszindulati hematologiai betegségek koziil AML-ben vizsgaltak leggyakrabban a WTI
jelentdségét és prognosztikai értékét. A gén felfedezése utan mar két évvel igazoltdk fokozott
expressziojat AML-ben és ALL-ben (heveny lymphoid leukémiaban) szenvedd betegek mintaiban
(Miwa H, 1992). A leukémia patogenezisében szerepe ugyan eclfogadott, de ennek molekularis
részletei nem tisztazottak. Egy lehetséges magyarazat szerint a WT1 blokkolja az interferon regulalod
faktor 8 (IRF8) expresszidjat, mely tumorszupresszorként szerepel a leukemogenesisben (Vidovic K,

2010). Egerekben és in vitro, human leukémas sejtekkel végzett vizsgalatok alapjan igazolhato, hogy a
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hemopoetikus pluripotens dssejtek kis szazalékban (1-1,2%) szintén exprimaljak a WT1 gént. Ezek
érés kozbeni down-regulacidja normalis szovet-specifikus sejt differencialédast eredményez, mig ha
ez a down regulacié elmarad — feltehetden mas genetikai eltérések kozbenjarasaval — tovabbi
proliferacio és daganatos transzformacié alakul ki (Hosen N, 2002). Ezen kiviil bizonyos AML
szubtipusokban, ahol igen alacsony a WT1 expresszid, a tumorszuppresszor hatis abszollt, vagy

relativ csokkenése, illetve kiesése is szerepet jatszhat a leukemogenezisben (Heesch S, 2010).

A korai tanulmanyokban nem volt egyértelmii a WT1 prognosztikai szerepe AML-ben (Gaiger
A, 1998). Jelenleg a legtdobb szerzé egyetért abban, hogy nem a diagnoéziskor észlelt WTI
pozitivitasnak van dont6é prognosztikai értéke (Noronha SA, 2009; Mossallam GI, 2013; Yi-Ning Y,
2015). A remissziot elért betegek minimalis rezidualis betegségének (MRD) kovetésében viszont
hasznos marker (Candoni A, 2011; Shibasaki Y, 2015; Malagola M, 2016; Rossi G 2016). A WT]1
expresszidja ugyanis az életkortdl, az AML altipustdl és citogenetikai rizikocsoporttdl fiiggetlen
paraméterként jelezheti a relapszust. (Cilloni D, 2004; Rossi G, 2016). Arra vonatkozdan azonban
nincsenek teljesen egyértelmii adatok, hogy az ijonnan megjelend expresszid mértéke befolyasolja-e a
kitjuld betegség agresszivitasat. Kevés tanulmany meghatarozta ugyan a koros expresszio
kiiszobértékét, az e folotti expresszid relapszus mértékére gyakorolt hatasat nem tudtak egyértelmiien

alatamasztani (Polak J, 2012).

Gyermekkori és feln6ttkori ALL-ben is vizsgaltak a gén szerepét, de prognosztikai markerként
nem talaltak egyértelmiien hasznalhatonak, mivel tobb nagy esetszamu tanulmany sem észlelt
szignifikdns tulélésbeni kiilonbséget a gént exprimald €s nem exprimald betegek kozott (Sadek HA,
2011).

Myelodysplasiaban (MDS) szenvedd betegeknél is igazoltak a WT1 génexpresszio jelenlétét,
amelynek egyéb, egy-, vagy tobbvonalas citopéniaval jard korkép differencial diagnosztikajaban is
szerepe lehet (Baba M, 2015). Idegen donoros &ssejt atiiltetést kovetéen pedig a relapsus
monitorozasaban is igazoltan hasznos (Yoon JH, 2015).

A WTI1 lymphomakkal valé kapcsolatarol kevés adat all rendelkezésre. WT1 expressziot igazoltak
Hodgkin lymphomaban (Vadasz Z, 2012), valamint Burkitt lymphomaban, DLBCL-ben é¢s ALCL-ben
(anaplasztikus nagy-sejtes lymphoméban) is, de az expresszid prognosztikai értékét még nem

vizsgaltak (Drakos E, 2005).

2.1.5. A WTI gén immunterapids vonatkozasai

Bar a WT1 gén kezdetben tumorszupresszorként valt ismertté, késobb onkogén szerepe is

elfogadotta valt (Sugiyama H, 2005). In vitro kisérletekben human daganatsejtek novekedését gatoltak
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a WT1 gén ellenes antisense oligomerekkel (Yamagami T, 1996). Ezen kisérletek alapja az a feltevés
volt, hogy a leukémias blast sejtek ¢€s a szolid daganatsejtek magas WT1 expresszidja megfelel tumor
asszocialt antigénnek (TAA), mely WTT1 specifikus citotoxikus T sejt (CTLS) valaszt indukalhat. Egér
kisérletekben a WT1 specifikus citotoxikus T sejtek elpusztitottdk a WT1 expressziot mutatod
daganatszovetet (Gao L, 2003). Ezen vizsgalatok alapjan felmeriil a WT1 ellenes immunitas
lehetséges szerepe is. Egy 2009-ben publikalt nemzetkozi vizsgalat 75 antigént vizsgalt abbol a célbol,
hogy meghatarozzak a tumorellenes terapia idealis targetjeit (Cheever MA, 2009). Az antigének tobb
jellemzojét hasonlitottak 0ssze, igymint specificitds, immunogenitas és expresszios szint. Bar egyik
antigén sem felelt meg tokéletesen az Osszes vizsgalati szempontnak, az antigének kozott felallitott

rangsor elso helyén a WT1 4llt.

Az els6 fazis I klinikai vizsgalat 2001-ben indult. AML-ben, MDS-ben, emlé- és tiidorakban
szenvedd betegeknél végeztek hatékony immunterapiat, WT1 ellenes vakcinaciot (Oka Y, 2004).
Jelentés WT1 expresszio csokkenés volt elérheté az MRD pozitiv remisszioba keriilt AML-es, tiid6-,
ill. emlérakban szenvedd betegekben. MDS-ben sulyos leukopenia alakult ki, az azonos d6zisban adott
immunterapia mellett (Oka Y, 2004). Ezek alapjan elmondhatd, hogy az egyébként egészséges
vérképzéssel rendelkez6 betegek (szolid daganatok esetén) WTI1 vakcinacidja kell6képpen
biztonsagos volt, de a sériilt vérképzéssel jar6 MDS esetén alacsonyabb ddzisban alkalmazandd a
WT1 peptid vakcinaci6 (Oka Y, 2003). Tovabbi vizsgalatok torténtek az elmult években
glioblastomaban,  vesesejtes  carcinomaban, myeloma multiplexben is. Gyermekkori
rhabdomyosarcomaban is sikeresen alkalmaztak mar WT1 ellenes immunterapiat (Sugiyama H, 2010).
Tobb vizsgalat tortént 2004 és 2016 kozott AML-es betegek WTI1 ellenes immunizacidjaval
kapcsolatban, ahol a vakcinaval kezelt betegek OS-nek hoénapokkal torténd javulasat tapasztaltak
(Brayer J, 2015; Di Stasi A, 2015; Casalegno-Garduno R, 2016). Emellett feltételezhetd, hogy
szintetikus WT1 analdg peptidek eldallitasaval, a WT1 immunizacié checkpoint inhibitor (CTLA-4
vagy PD1 gatlok) kezelés kiegészitésével (Brayer J, 2015), vagy bispecifikus T-sejt engager (BiTE)
antitestekkel (Dao T, 2015) a jovében tovabb javuld eredmények érhetéek el, ami a kezelés széles

kort alkalmazasahoz vezethetne.

2.2. A heveny myeloid leukémia

A heveny myeloid leukémia (AML) a WHO 2000-es definicioja szerint a myeloid blast sejtek
klonalis, heveny lefolyasu proliferacioja (>20%) a csontvelében, vérben, esetleg mas szdvetekben
(Vardiman JW, 2002). A koros hemopoetikus Ossejtek fokozott proliferacidja, és differencialodasi
képességiik elvesztése eredményezi a leukémids blast sejtek felszaporodasat. A betegség 50 éve

gyogyithatatlan volt, napjainkban kemoterapiaval és Gssejt atiiltetéssel a 60 évnél fiatalabb betegek kb.
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40%-a, a 60 évnél iddsebb betegek 5-15%-a gyogyithaté meg, vagy lehet tartés talélé (Marcucci G,
2011). Az AML Kklinikai tiineteit a csontvel6i elégtelenség, azaz a neutrophil granulocytdk, a
thrombocytak és a vordsvérsejtek hianya eredményezi. Ezek kovetkeztében a betegeknél anémia,
fertézések és vérzékenység észlelhetd. Diagnosztikajaban a klasszikus csontveld és periférias vérkép
morfologia, valamint a mennyiségi vérkép vizsgalata mindenkor elengedhetetlen. AML esetében a
csontveldben a myeloblastok aranya eléri, vagy meghaladja a 20%-ot. A blast sejtek antigénjeinek
aramlasi citometriai vizsgalata ma nélkiilozhetetlen, melynek soran az un. myeloid markerek (CD13;
CD14; CD33; CD34; CD117 és citoplazmatikus myeloperoxidase) mellett a lymphoid markerek (pl.
CD3 és CD7) jelenléte, vagy hianya is vizsgaland6. A prognozis elérejelzéséhez és a kezelés
megvalasztasdhoz, az O&ssejt atiiltetés sziikségességének megitéléséhez is elengedhetetlen a
kromoszoma eltérések citogenetikai elemzése €s a molekularis genetikai modszerek is egyre nagyobb

szerephez jutnak (Marcucci G, 2011; Copelan EA, 2015).

Az AML osztalyozasa hosszu évekig (1985-2001) az un. French-American-British (FAB)
morfologiai alapi beosztason alapult. Ezt valtotta az 0j évezred elején a WHO klasszifikacidja (1.

crcr

DA, 2016).

Ez utobbi kiilonbozik a FAB-t6l: a blast hatarértéket 20%-ra csOkkentette a csontvelOben,;
figyelembe veszi az AML-t megel6z6 myelodysplasiat, myeloproliferativ betegséget, vagy
citosztatikus kezelést, realizalja a dysplasia jelent6ségét. Bizonyos nem random citogenetikai és
molekularis eltéréseknek (pl. (t(8;21), t(15;17), inv(16)/t(16;16) és 11q23) kiilon kategoriat alkot, és 1]
morfologiai altipusokat is leir, igy a jelzett genetikai eltéréseknek meghatarozd prognosztikai
jelentoséget ad. Ezzel eldrevetiti, hogy a genetika és a molekularis genetika egyre nagyobb

jelentdségiivé valik (Milligan DW, 2006).
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1.tablazat Az akut myeloid leukémia WHO szerinti osztalyozasa (2016)

7 s

Akut myeloid leukémia visszatérd genetikai eltérésekkel

AML, t(8;21)(q22;G22.1); RUNX1-RUNX1T1

AML, inv(16)(p13.1922) vagy t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11
APL (heveny promyelocitas leukémia) , PML-RARA

AML, t(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A

AML, t(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214

AML, inv(3)(g21.3926.2) vagy t(3;3)(q21.3;q26.2); GATA2, MECOM
AML, (megakaryoblastos) t(1;22)(p13.3;q13.3); RBM15-MKL1
Provizérikus entitasok: AML, BCR-ABL1

AML, NPM1 mutécio

AML, biallélikus CEBPA mutacid

Provizérikus entitasok: AML, RUNX1 mutacio

Akut myeloid leukémia myelodysplasiaval tarsulé valtozasokkal

Terdpiahoz tarsulé myeloid neoplasidk

«Mdsként nem osztalyozhaté” AML, FAB-osztdlyozas

AML minimalisan differencialt
AML érés jelei nélkiil

AML érési jelekkel

AML myelomonocytds

AML monoblastos, monocytas
AML erythroid, erythroblastos
AML megakaryoblastos

Akut basophil leukémia

Akut panmyelosis myelofibrosissal

Myeloid sarcoma

Myeloid proliferacié Down szindrdmahoz kototten

Atmeneti abnormalis myelopoesis
Down szindrémahoz asszocidlt myeloid leukémia

Bizonytalan sejteredetii akut myeloid leukémia

Differencidlatlan akut leukémia

Kevert fenotipusu akut leukémia, t(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL1
Kevert fenotipusu akut leukémia, t(v;11923.3); MLL

Kevert fenotipusu akut leukémia, B/myeloid, NOS

Kevert fenotipusu akut leukémia, T/myeloid, NOS
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A kromoszoéma eltéréseik alapjan a betegek kedvezd, intermedier I, intermedier II és kedvezbtlen
csoportba sorolhatoak (2. tablazat) (Mrozek K, 2012). Emellett a frissen diagnosztizalt AML-es beteg
progndézisat alapvetden a beteg életkora, altalanos allapota, a folyamat primer vagy szekunder jellege,
a genetikai eltérések, az indukcios kezelésre adott valasz €s az elért remisszid mélysége hatarozzak
meg (Juliusson G, 2009). Az életkor nagyon fontos tényezd, a 60 év feletti betegek kezelésének
eredményei és életkilatasai 1ényegesen kedvezoétlenebbek, mint a fiatalabbaké. A fenti tényezOkon
kiviil a kezdeti fehérvérsejt szam, CD34 pozitivitds és MRD prognosztikai szerepét is ismerjiik

(Sekeres MA, 2004).

2.tablazat Az AML prognosztikai csoportositisa citogenetika és molekularis markerek alapjan

0 progndzis

t(8;21)(q22;G22)

inv(16)(p13.1922) vagy t(16;16)(p13.1;q22)

NPM1 mutdcié FLT3-ITD nélkil (normal karyotipus)
CEBPA mutacid (normal karyotipus)

intermedier | progndzis

NPM1 és FLT3-ITD mutacié (normal karyotyius)
vad tipusi NPM1 és FLT3-ITD (normal karyotipus)
vad tipusi NPM1 FLT3-ITD nélkiil (normal karyotipus)

intermedier Il prognézis

t(9;11)(p22;G23), MLLT3-MLL
citogenetikai eltérések, melyek nem jé, vagy a rossz prognosztikusak

rossz prognozis

inv(3)(q21g26.2) vagy t(3;3)(q21;926.2)
t(6;9)(p23;q34)

t(v;11)(v;q23)

-5 vagy del(5q)

-7

abnl(17p)

komplex karyotipus eltérés
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A leggyakoribb prognosztikai jelent6séggel bir6 molekularis markerek a kovetkezoek

(Celalettin U, 20006):

FLT3 (Fms-like tirozin-kinaz)

Az FLT3 gén egy Ill-as tipusu tirozin-kinaz aktivitassal bird receptor génje, ami a 13-as
kromoszoéman helyezkedik el. Normalis esetben fontos szerepet jatszik a hemopoesis korai 1épéseinek,
szabalyozéasaban. Nakao és mtsai kozolték eldszor 1996-ban az FLT3 gén JM domain-jének internal
tandem duplikaciojat (ITD). Ezt késébb tobben igazoltak, el6fordulasi aranya AML-ben 20-30%-nak
adodott (Small D, 2006). Az ITD-n kivil a kindz domain pontmutacioi is ismertek, melyek
gyakorisaga 10% koriili. Az FLT3 ITD-vel rendelkez6 AML-es betegek betegségmentes tulélése
(DES) és teljes tulélése (OS) szignifikansan rosszabb, mint a mutaciéval nem rendelkezéké (Port M,
2014). Normal karyotipus mellett észlelt FLT3 ITD pozitivitas esetén allogen 6ssejt transzplantacio
javasolt, bar transzplantaciot kvetden is nagyobb ezekben a betegekben a relapszus aranya. Az utdbbi
években nagy érdeklddés alakult ki az FLT3 ITD mutaciét célzé FLT3 inhibitor gydgyszerek iranyaba
(pl. sorafenib), melyek 0j terapias lehetdséget jelenthetnek, foleg kombindcidban a kezelés javulasat

eredményezhetik.

NPM1 (nucleophosmin 1)

A NPMI1 egy foszfoprotein, melynek szerepe van a riboszoma biogenezisében, mit6zis soran a
centroszéma duplikacidjaban, sejtproliferacioban és apoptdzisban. Leggyakoribb mutacioja egy négy

bazisparbol allé inszercid, mely normal karyotipus esetén 50-60%-ban észlelhetd, igy a leggyakoribb

crcr

CEBPA (CCAAT enhancer binding protein)

A CEBPA egy transzkripcids faktor, amely a neutrophil sejtek differencialodasaban jatszik
szerepet. Mutacioja normal karyotipus esetén kb 10%-ban észlelhetd, j6 progndzist mutat (Port M,

2014).
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szerepet. Az Osszes akut myeloid leukémias eset 2-14%-ban észlelheté mutédcidja, mely rossz

prognozisra utal (Yohe SJ, 2015).

MLL (mixed lineage leukemia/lysin-specific methyltransferase)

Az MLL gén 4-14%-ban mutalt és rossz prognozissal tarsul (Gole B, 2015).

WTI1 (Wilms Tumor gén)

AML-ben 4-11%-ban igazolt mutacidéja, melyet kezdetben egyértelmiien kedvezdtlen
prognosztikai markernek tartottak, azonban ezt a késébbi vizsgalatok mar nem tamasztottak ala
egyértelmtien (Yi-Ning Y, 2015; Rampal R, 2016; Toogeh G, 2016). Az over expresszié — amely az
AML-es betegek 73-93%-ban kimutathatdo — az MRD vizsgalatara és a relapszus eldrejelzésére
alkalmazhato (Cilloni D, 2004; Owen C, 2010; Candoni A, 2011; Casalegno-Garduno R, 2016;
Malagola M, 2016; Rossi G 2016). A WT1 gén mutacidja és expresszidja kozotti 0sszefliggés a mai

napig nem tisztazott. A leukémidkat tekintve sem a fokozott WT1 expresszido nem jar feltétlenil a

srer

crcr

crcr

expresszios szintje ugyan emelkedett volt a kontrollhoz képest, de mégis kisebb, mint WT1 gén vad

tipusaval bir6 AML-es betegekében (Luo CK, 2014).

Egyéb, rutinszeriien még nem vizsgalt molekularis markerek a TET2, TP53, RUNX1, PHF6,
IDH1, IDH2, ASXL1, MLL-PTD, DNMT3, EVIlI. A prognozis tovabbi pontositisaban a

génexpresszios profil (GEP) vizsgalata is segitségiinkre lehet hamarosan.

A felnéttkori AML optimalis kezelése nem megoldott. A fiatal (<60 év) és idésebb betegek
kezelése alapvetden kiilonbdzhet egymastol, idéskorban a bioldgiai allapottol fiiggéen dézisredukeid
is sziikséges lehet, esetleg a kezelés palliativ és szupportiv ellatas iranyaba tolddhat el. Az AML-es

betegek kemoterapias kezelése indukcios és konszolidacios fazisra oszthatd. A kezelés hatékonysagat
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a komplett remisszié aranyaval, annak mélységével, a betegségmentes tuléléssel és a teljes tulélés

id6tartamaval jellemezhetjiik (Milligan DW, 2006).

Az indukciés kezelés legelterjedtebb formaja a standard "3+7” protokoll: daunorubicin
(Dauno) vagy idarubicin (IDA) 3 napig, illetve cytozin arabinozid (araC) tartds infuziéban 7 napon at.
Egy vagy két "3+7” indukcios kezeléssel a 60 évesnél fiatalabb betegekben 50-80%-ban érhetd el CR
(Yanada MG, 2008).

A remisszioba keriilt betegeknél tovabbi kezelésre van sziikség, melynek célja a leukémias
sejtpopulacio tovabbi csokkentése. A kezelésnek ezt a fazisat konszolidacionak nevezziik.
Konszolidacio torténhet konvencionalis kemoterapiaval, vagy allogén, ritkdn autolég hemopoetikus
Ossejt transzplantacidoval. Az allogen Ossejt atiiltetés elsésorban a betegek genetikai eltérésein alapulo
rizikd besorolasatol, a terapias valasztol, és a transzplantacidhoz kotddd, egyedileg meghatarozott
rizikobecsléstdl fiigg (Sorror ML, 2014; Armand P, 2014). Intenziv konszolidacios kemoterapiaként a
60 évesnél fiatalabb betegek esetén kettd - négy ciklus nagydozisu araC kezelésre (2000-3000 mg/m2)
van sziikség (Byrd JC, 2004). J6 prognozisu fiatal betegek esetén 60-70%-0s gyogyulasi arany érhetd
el. Azoknal a betegeknél, akiknél konvencionalis kemoterapia mellett nem varhato tartdés remisszid —
elsésorban az intermedier €s rossz prognozisi 60 évesnél fiatalabb betegek esetén, ahol nagy a
relapszus esélye - CR-ben végzett allogen hemopoetikus Ossejt atiiltetésre kell torekedni (Koreth J,
2009). Sajnos az eljaras korai halalozasa nem csekély (20-30%), és a graft versus host betegség
(GVHD) kovetkeztében kialakult kés6i mortalitas sem elhanyagolhato. Fontos azonban megjegyezni,
hogy a GVHD-nak antileukaemias effektusa is van (Kolitz JE, 2006). Donornak a HLA-identikus
testvér az idealis. Ennek hianyaban HLA-identikus idegen donortol szarmazo Ossejtekkel (matched
unrelated dondor — MUD), esetleg koldokzsinorvérbdl nyert Ossejtekkel torténhet meg a
transzplantacio (Ballen KK, 2012). Uj lehetéségként, siirgetd transzplantacid, vagy nem megfeleld
idegen donor esetén kisérd betegségekkel nem rendelkez6 fiatal betegeknél felmeriil a haploidentikus

Ossejt transzplantacié lehet6sége is (Ciurea SO, 2015).

Jo biologiai allapoti 70-75 év alatti betegekben a fiataloknal alkalmazott teljes dozisu kezelés,
vagy csokkentett adagu citosztatikus indukcios (,,3+7” protokoll) és konszolidaciés (nagy dozisu araC)
kezelés javasolt (Sanford D, 2015). Iddsebb, vagy jelentés komorbiditassal rendelkez6é betegek esetén
alkalmazhato redukalt intenzitasi kemoterapia, ami viszont ndveli a relapszus lehet6ségét. Rossz
altalanos allapot, sulyos kisérd betegségek esetében palliativ kezelésként csak sejtszam csokkentés (pl.
oralis IDA, hydroxyurea, kis d6zist araC), vagy Gjabban hypometilalé szerek (decitabine, azacitidine),
nukleozid analdg (sapacitabine) adasa elfogadott, elsdsorban klinikai tanulmany keretein beliil

(Dombret H, 2015).
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A relapszusba keriilt betegek kezelésében a nagydozisu araC és a korabbitol eltéré antraciklin
kombinacidja (pl. mitoxantrone + nagy dozisti araC=HAM - vagy fludarabin + IDA+ nagy adag araC

= FLAGIDA) kertil leggyakrabban alkalmazasra. Remisszio elérhetd, de az legtobbszor rovid.

A refrakter betegek és a relapszusba keriiltek, de a frissen felismert betegek kezelésére is
szamos Ujabb igéretes készitmény van vizsgalat alatt: tirozin-kinaz (FLT3 és KIT) gatlok, IDHI1 és
IDH2 inhibitorok, masodik generacids hypometilald szerek (Issa JP, 2015; Ravandi F, 2015; Sarkaria
SM, 2014). A vosaroxin topoizomeraz Il gatldé és a monoklonalis antitestek (anti-CD33, anti-CD123)
érdemelnek még emlitést (Gasiorowski RE, 2014; Lynn RC, 2015; Ravandi F, 2015).

A kemoterapiaval azonos fontossagu a szupportiv kezelés, amely a szovédmények kivédését

célozza (Milligan DW, 2006).

Az akut promyelocytds leukémiat a koros promyelocytdk felhalmozodasa, a diffuz
intravascularis coagulatio, a 15 és 17-es kromoszoémak kozotti reciprok transzlokacio, és a
PML/RARa molekularis genetikai eltérés jelenléte jellemzi. Leggyakrabban kombinalt kezelést
(ATRA + antraciklin) alkalmazunk, mely a betegek tobbségében tartds remisszidt eredményez.
Konszolidaciora antraciklin (vagy antraciklin és araC kombinacidé) hasznalatos ATRA-val
kombinalva, emellett 1-2 évig tart6 fenntartdé kezelés (3 havonta ATRA+ tartés antimetabolit
citosztatikumok) is javasolt. A relapszus kezelésében az arzén trioxid a leghatékonyabb gyogyszer,
relapszus estén is a betegek 80%-ban remisszidt eredményezhet. Az ATO (arzén-trioxid) kezelést

kovetd masodik remisszidban autolog Gssejt transzplantacid jon szoba (Alimoghaddam K, 2014).

2.3. A diffuz nagy B-sejtes [ymphoma

A diffaz nagy B-sejtes lymphoma (DLBCL) a felndttkor leggyakoribb malignus lymphoid
daganata. A non-Hodgkin lymphoma incidenciaja 15-20/100 000 f6 évente Eurdpaban, amelynek
mintegy harmada DLBCL (Martelli M, 2013).

A DLBCL 2016-0os WHO Kklasszifikacioja a 3. tablazatban lathat6. Mindegyik alcsoportja tobb
morfologiailag, vagy klinikailag kiilonbdz6 betegségtipust tartalmaz. A DLBCL leggyakoribb formaja
a DLBCL NOS, mely centroblastokbol és immunoblastokbo6l allé lymphoid daganat (Swerdlow SH,
2016).
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3.tablazat A DLBCL WHO szerinti klasszifikacioja (2016)

Diffuz nagy B-sejtes lymphoma (DLBCL) ,,masként nem osztdlyozhaté” NOS
Csiracentrum B-sejt eredet(i
Aktivalt B-sejt eredet(i

T-sejt/histiocyta gazdag B-sejtes lymphoma (T/HRBCL)

Primer kozponti idegrendszeri DLBCL

Primer cutan DLBCL (PCLBCL), labra lokalizalédé ,leg type” DLBCL

EBV pozitiv DLBCL "masként nem osztalyozhatd" NOS

EBV pozitiv mucocutan fekély

DLBCL kroénikus gyulladassal

Lymphomatoid granulomatosis

Primer mediastinalis nagy B-sejtes lymphoma (PMBL)

Intravascularis nagy B-sejtes lymphoma (IVLBCL)

ALK (anaplasztikus lymphoma kinaz) pozitiv nagy B-sejtes lymphoma

Plasmablastos lymphoma (PBL)

Primer effazionalis lymphoma (PEL)

HHVS8 pozitiv DLBCL "mdsként nem osztalyozhatd" NOS

Nagy malignitasu B-sejtes lymphoma, MYC és BCL2 és/vagy BCL6 pozitivitassal

Nagy malignitasu B-sejtes lymphoma, "masként nem osztadlyozhaté" NOS

B-sejtes lymphoma, nem osztalyozhatd, DLBCL-re és klasszkus Hodgkin lymphomdra jellemz6 eltérésekkel

A diagnozis alapja a nyirokcsomé biopszia és ennek szdvettani vizsgalata. A szdvettani
vizsgalat mellett képalkotdo (pl. mellkas rontgen, hasi ultrahang, CT, PET-CT) és laboratoriumi
vizsgalatok is sziikségesek a betegség kiterjedtségének megitélése. A vizsgalatokkal lehetséges a
betegség stadiumanak meghatarozasa (Carbone PP, 1971), melynek ma mar a PET-CT a legfontosabb

része. A DLBCL stadiumbesoroldsa az Ann Arbor rendszer alapjan torténik.

Az egyénre szabott kezelés meghatarozasahoz sziikséges a beteg IPI (International Prognostic
Index) alapjan torténd rizikd besorolasa (Shipp M, 1993). Az IPI 6t prognosztikai tényezo6 (életkor,
stadium, LDH, altalanos allapot, extranodalis érintettség) alapjan négy kiilonb6z6 rizikod csoportot
(kis, kis-intermedier, nagy-intermedier, nagy) hoz Iétre, melynek a kezelésben van jelentdsége.
Hasznalatos az életkorra igazitott rizikd besorolas (aalPI) is. A hagyomanyos prognosztikai markerek
mellett az utdbbi években az un. interim PET-CT-nek (altalaban a 4. kemoterapias ciklust kovetd PET-
CT vizsgalat a kezelésre kialakult nyirokcsomé aktivitas €s kiterjedés csokkenésének megitélése) van
prognosztikai jelentésége, mivel felismerhetdek a nem jol reagalod esetek (Seam P, 2007). A WT1 gén

crcr

kifejez6dés prognosztikai értékét még nem vizsgaltak (Drakos E, 2005).

A nem kiterjedt DLBCL esetek progresszid mentes tulélése 80-85%-0s, mig a Kkiterjedt
betegséggel rendelkez6ké 50%-os (Martelli M, 2013). A DLBCL-es betegek kezelése alapvetden az
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R-CHOP protokoll adasaval indul, a beteg altalanos biologiai allapotat €s a betegség kiterjedését is
figyelembe véve. Szoros kovetés mellett, a terapias valaszt figyelve alapvetden egyénre szabottan
sziikséges a kezelés megvalasztasa, az esetleges doziscsokkentés, intenzifikalas, vagy terapia valtas
mérlegelése (Schmitz N, 2012). Elsdsorban relapszus, de akar egyénre szabottan rossz prognozis
esetén autolog Ossejt atiiltetés javasolt intenziv kemoterapiaval elért CR-t kovetden (Pfreundschuh M,

2008; Vitolo U, 2009).

A DLBCL kezelésének fegyvertara béviilt az utobbi években, elsésorban tanulmanyok
keretein belill. Az Uj szerek Onmagukban, vagy a standard R-CHOP kemoterapias protokollal
kombinalva alkalmazhatéak (Martelli M, 2013). Az immunmodulald szerek (imidek) koziil
alkalmazhato a lenalidomide (Fang C, 2015; Vitolo U, 2014), az mTOR inhibitor temsirolismus és
everolismus (Merli M, 2015; Barnes JA, 2013), a proteaszoma gatldo bortezomib, hiszton deacetilaz
inhibitor vorinostat €s az angiogenesis gatld bevacizumab, vagy az antiCD20 monoklonalis antitest,
GA101 (Elstrom RL, 2012; Alduaij W, 2011). A bruton kinaz gatl6 ibrutinib alkalmazasaval refrakter
vagy relabald betegekben 37%-0s remisszids arany érheté el (Wilson WH, 2015). Tovabbi
tapasztalatok varhatoak a PD-1 elleni antitest (nivolumab, pembrolizumab), ¢s a CD19 és CD3 ellenes
bispecifikus antitest (Bite), a blinatumomab alkalmazasaval is (Boussiotis VA, 2015; Nagorsen D,

2012).
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3. Célkitiizések

Klinikai vizsgalatunk soran a Humangenetikai Intézettel kollaboraciéban vizsgaltuk AML-ben és
DLBCL-ben a WT1 expresszio megjelenését és jelentoségét. A vizsgalat elején megfogalmazott

kérdéseink a kovetkezOk voltak:

1. AML-ben, periférias vérbdl megbizhatéan vizsgalhato-e a WT1 expresszido az altalunk

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

3. Milyen prognosztikai jelentdsége van AML-es beteganyagunkban a WTI1 expresszio

mértékének a betegség felismerésekor, majd az els6 indukcios kemoterapiat kovetden?
4. A WTI expresszio vizsgalata alkalmazhat6-e AML-ben az MRD monitorozasara?
5. DLBCL-es betegek esetén a WT1 expresszio megbizhatoan vizsgalhato-e periférias vérbol?

6. A DLBCL-es betegek WT1 expresszidjanak van-e prognosztikai jelentdsége?
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4. Anyagok és modszerek

Vizsgélatunkat 2006. oktober és 2014. oktobere kozott folytattuk. Osszesen 60 AML-es, és 53
non-Hodgkin lymphomas beteg vett részt a vizsgalatban. A lymphomas betegek kozott 25 DLBCL-es,
8 MCL-es (kdpenysejtes lymphomas), 9 PTCL-es (periférids T-sejtes lymphoma), 2 Burkitt
lymphomas, 2 MALT (mucosa associated lymphoid tissue) lymphomas és 7 heveny lymphoid
leukaemias (B-ALL-es) volt. Jelen dolgozatban a 25 DLBCL-ben és a 60 AML-ben szenvedd beteg

adatait ismertetjiik.

A DLBCL-es betegek diagnozisa minden esetben nyirokcsomo szdvettani vizsgalatan alapult.
A klinikai stddium besorolast az Ann Arbor rendszer szerint végeztiik, a betegek rizik6d szerinti
besorolasa a klinikankon rutinszerien alkalmazott IPI score rendszer szerint tortént. Az AML-es
betegek diagnozisa a vérkép, a csontveld morfologiai, aramlasi citometriai és citogenetikai vizsgalatan
alapult. A WT1 expresszid kimutatasara periférias vérbol vettiink mintat. A betegek vizsgalata soran a
betegség felismerésekor és az els6 indukciot kovetden tortént vérvétel. A kiilon ismertetett esetek
kovetése soran vérvétel emellett a kezelést kovetden kialakult remisszid idszakaban és relapszus
esetén is tortént. A betegek megfeleld kovetését, az esetleges relapszus idében torténd felismerését
képalkotd vizsgalatok (pl. CT, PET-CT) és laboratoriumi vizsgalatok (pl. vérkép, csontveld
morfologia, aramlasi citometria, citogenetika) segitették. Vizsgalatunk megkezdése el6tt a betegek
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megfelelden.

4.1. Laboratoriumi modszerek

A betegektdl levett periférias vérmintak feldolgozasat, az mRNS izolalast és a vizsgalt gének
expressziodinak qRT-PCR-al torténé meghatarozasat a Humangenetikai Intézetben dolgozo kollégaink

—elsdsorban Dr. Bugly6 Gergely — végezték el.

Az mRNS izolalasahoz a betegek vérmintait PAXgene Blood RNA Tube csovekbe vettiik le. Az
RNS vérbol 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 génnek tobb izoformaja is ismert, melyek bioldgiai funkcidja is kiilonbozik. Az altalunk hasznalt
assay a gén egy olyan szakaszat detektalja, mely minden genetikai variansban jelen van (Polak J,
2013). A WT1 gén kifejez6désének szamszerli meghatarozasahoz sziikség volt egy olyan
referenciagénre, mely konstans és magas expressziot mutat. Kisérleteinkben endogén kontrollként a

glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogendz (GAPDH) gént alkalmaztuk. A GAPDH gén a nemzetkozi
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irodalomban is alkalmazott un. endogén kontroll gén, mivel expressziéja nem mutat eltérést az
egészséges és a neoplasztikus szovetekben (Mazrouei S, 2012). Az irodalomban el6fordulé masik
harom referencia gén (ABL gén, béta-aktin és murine leukemia onkogén 1) nem rendelkezik
kimutathato elénnyel a GAPDH génnel szemben. Szamitasainkhoz nem a kapott ,,Ct” ciklus
kiiszobértéket hasznaltuk, hanem mindkét gén expresszidjanak mértékét eldszor egy ismert DNS
Ct értéket egy kalibracios gorbére illesztettiik, és az igy kapott eredménybdl kdvetkeztettiink az egyes
mintdk mRNS tartalmara. Ezt kovetéen a vizsgalt WT1 gén expressziojanak mértékét egy
standardizalt numerikus értékkel (6nkényes egység) fejeztiik ki, mely megadta a 10* GAPDH mRNS
molekulara jutd6 WT1 mRNS molekulak szamat. Az igy kapott értéket hasznaltuk a tovabbi
szamitasokhoz. Ezzel elkeriilhet6 a kiilonb6z6 mintak eltérd RNS koncentracidja és az ez alapjan mért
eltérd Ct értékek torzitd hatasa. A legtobb esetben a mintak RNS koncentracidja 200-511 ng/ul kozott
volt, de ezzel a moédszerrel igen alacsony RNS koncentraciok (1 ng/ul) esetében is megbizhatod

eredményeket kaptunk.

4.2. Kontroll mintak

Ahhoz, hogy a WT1 expressziot pozitivnak tekinthessiik, meg kellett hatarozni a WTI1
expresszio ,,cut-off,, értékét. Egy 35 fobol allo kontroll csoportot alkalmaztunk, mely egészséges,
onkéntes egyénekbdl allt, akik kiilonbozo kortak és nemiiek voltak. Meghataroztuk a kontroll csoport
egyéneinck WT1 expresszidjat. A vérmintaikbol meghatidrozott WT1 expressziot a GAPDH
expresszio értékére normalizaltuk, melynek tartomanya 0,002-0,109 volt. Minden vizsgalt egészséges
egyén periférias vérében volt kismértékii WT1 aktivitds. A logaritmikusan transzformalt értékek v,
illeszkedés vizsgalataval igazoltuk, hogy a mért adatok normal eloszlast mutatnak (p=0, 9923). Azt
figyelembe véve, hogy egy normal eloszlast valtozo esetén a felsd 2,5 szazalékhoz tartozd érték
tekinthetdé magasnak, a 97,5 percentilis értéket (ami 0,108 volt) kerekitve adtuk meg a WT1 pozitivitas
kiiszobértékét 0,1-nek. Mivel a betegekben mért WT1 expresszios szintek széles skalan mozogtak
(0,0077-239,0), megallapitottunk egy masodik kiiszobértéket is a magas WT1 expresszionak (10,0). A
kiiszobérték segitségével meghatarozhatova valtak a WTI1 pozitiv és WT1 negativ betegek. A
génexpresszid mértéke a betegség progresszidja, vagy eredményes kezelése sordn nétt, csokkent,

illetve normalizalodott, vagy nem valtozott.
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4.3. Statisztika

Az adatok statisztikai analiziséhez a MedCalc software-t hasznaltuk (12.4.0 verzid). A teljes
talélés idejét hetekben adtuk meg, mely a diagnézistol a vizsgalati idészak végéig, vagy a beteg
halalaig tartdo id6t jelentette. A betegség mentes tilélést a remisszid kialakulasatol a relapszusig,
halalig, vagy a vizsgalati id6 végéig tartd hetek szamaban hataroztuk meg. Az emelkedett WT1
expressziot mutatd és nem mutatd betegek esetén a talélési gorbéket a Kaplan-Meier modszer
segitségével abrazoltuk. A gorbék Osszehasonlitasat long-rank teszttel végeztiik, mellyel a talélési

gorbék kozotti szignifikans kiillonbségeket fejeztiik ki.
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5. Eredmények

5.1. Az AML-es betegek WTI expresszioja

A vizsgalati id6 alatt 60 AML-es beteget kovettiink (a median kdvetési id6 37 hét volt). A betegek
adatait a 4. tablazat tartalmazza. A 28 férfi és 32 nébeteg median életkora 57,5 év volt, 19 - 80 év
sz¢ls6 értékekkel. 41 betegnek (68%) de novo, mig 19-nek (32%) szekunder heveny leukémidja volt.
A FAB Kklasszifikacio alcsoportjai koziil legnagyobb aranyban a myelomonocytas (M4) leukémia
fordult elé (35%). A szekunder AML esetén nem minden esetben volt meghatdrozhato a FAB
klasszifikacid szerinti beosztas. A betegség felismerésekor észlelt csontveldi infiltraciot jelzo
myeloblast ardny median értéke 70% volt, a csontveldi érintettség tartomanya 25-100% kozott
mozgott. A diagnoziskor talalt median fehérvérsejt szam 10,05 G/, (0,52-310 G/1) volt. Kis
fehérvérsejt szamot legtobbszor szekunder leukémiak (megeléz6 MDS) estén lattunk. A betegek
kromoszoéma vizsgalatat csak négy esetben nem lehetett értékelni. A leggyakoribb prognosztikai
alcsoportnak az intermedier riziko csoport bizonyult (a betegek 61%-a), hasonl6 aranyban az irodalmi
adatokhoz (Marcucci G, 2011; Mrozek K, 2012). A vizsgalt betegek 32%-a rossz prognozistinak, mig
vizsgaltuk. A betegek 70%-ban, azaz 42 esetben Keriilt sor erre a vizsgalatra. A vizsgalt betegek 19%-
a hordozott heterozigota ITD mutacidt, 7%-ban pedig TKD mutaciot észleltiink. A NPM1 vizsgalata
viszonylag kevés betegnél tortént meg (technikai okok miatt). A vizsgalt 24 betegbdl 21%-ban volt
észlelhetd a mutacid jelenléte. A betegek diagnozist kdvetd elsdként valasztott indukcios kezelése 60
éves életkor alatt ,,7+3” protokoll szerint tortént. A 60 évnél idésebb betegek kurativ célu, vagy
redukalt doézisti indukcids kezelésben, kis dozisu kemoterapiaban, vagy palliativ kemoterapias
kezelésben részesiiltek, a kisérbetegségeket és 4ltalanos allapotot is figyelembe véve. Osszesen 51
beteg kapott teljes, vagy redukalt dozisu indukcids kezelést, 9 beteg pedig palliativ kemoterapiaban
részesiilt. Harom t(15;17) transzlokacioval rendelkezd APL-es beteg AIDA (ATRA + idarubicin)
protokoll szerinti indukciot kapott. A remisszioba keriilt betegek konszolidacios kezelése nagy dozisu
araC volt. Refrakter esetben elsdsorban FLAGIDA, vagy HAM kezelést adtunk (8, ill 2 beteg). A
kovetési id6 végére a 60 betegbdl 14 (23%) volt életben, 46 beteg elhalalozott. A 60 évnél fiatalabb 36
beteg koziil 13-an (a 60 évnél fiatalabbak 36%-a) éltek a vizsgalati idonk befejezésekor. A 24 idés
beteg koziil csak egy beteg (a 60 évnél idésebbek 4%-a) maradt életben.
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4.tablazat Az AML-es betegek klinikai adatai

Vizsgalt betegek (betegszam, %) 60 (100)
Férfi 28 (46)
N6 32 (54)
Férfi/né arany 0.875
Median életkor (évek, tartomany) 57,5 (19-80)
Median csontvel6i blast arany diagnéziskor (%, tartomany) 70 (25-100)
Median periférias fvs szam diagnéziskor (G/I, tartomany) 10,05 (0,52-310)
AML tipusa (betegszam, %) 60 (100)
De novo 41 (68)
szekunder - MDS talajan 19 (32)
FAB altipusok (betegszam, %) 49 (100)
MO0 8 (16)
M1 7 (14,5)
M2 10(20,5)
M3 3(6)
M4 17 (35)
M5 4(8)
M6 0(0)
M7 0(0)
FLT3 mutacio (betegszam, %) 42 (100)
ITD mutélt 8(19)
TKD mutalt 3(7)
Negativ 31(74)
Npmc mutacié (betegszam, %) 24 (100)
Pozitiv 5(21)
Negativ 19 (79)
Karyotipus vizsgalat (betegszam, %) 56 (100)
J6 progndzis 4(7)

t(15;17) 3

t(8;21) 1
Intermedier prognozis 34 (61)
Rossz progndzis 18 (32)
1. kemoterapias kezelés eredménye (betegszam, %) 60 (100)
Komplett remisszid 25 (42)
Parcidlis remisszid 14 (23)
Refrakter 10 (17)
Meghalt 11 (18)
1. indukciés kezelésre adott vdlasz a WT1 expresszi6 fiiggvényében (életben 1évs betegek) 49

Diagndziskor és indukcié utan is WT1 negativ (7 beteg)
Komplett remisszio 3
Parcialis remisszio 4

Diagndziskor és indukcié utan is WT1 pozitiv (31 beteg)

Komplett remisszié 11
Parcialis remisszio 10
Refrakter 10

Diagndziskor WT1 pozitiv, kezelést kbvetéen WT1 negativ (11 beteg)
Komplett remisszid 11



5.1.1. WTI expresszio az AML felismerésekor

Az AML diagnozisakor a 60 betegb6l 53 esetében (88,33%) igazoldodott WT1 pozitivitas, melynek
median értéke 10,25 (0,216-239,0) volt (1. abra). A WT1 expresszid az egészségesekben 0,002-0,109
kozotti értéket mutatott (1. abra). A betegség felismerésekor észlelt fehérvérsejt szam, a csontveldi
blastok aranya és a diagnoéziskor mért WT1 expresszid mértéke kozott a Kruskal-Wallis proba
elvégzésével sem volt igazolhatd statisztikailag Osszefiiggés. Az irodalmi adatok szerint ez nem
varatlan. Ennek magyarazata az lehet, hogy a qRT-PCR segitségével igen kis mennyiségben
exprimalodo géntermék is azonositasra keriil, és annak ellenére, hogy ugyan a gén expresszidja
dontéen a daganatos sejt jelenlététdl fiigg, nincs egyenes aranyossag a daganatsejtek mennyisége €s a
WT1 expresszio mértéke kozott (Owen C, 2010). Nem talaltunk osszefliggést a WT1 pozitivitas, az
expresszi6 mértéke €s a de novo, vagy szekunder kezdet, az életkor és az egyik legfontosabb

prognosztikai faktor, a citogenetika (2. abra) vonatkozasaban sem (5. tablazat).
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l.abra A WT1 expresszio az egészséges kontroll csoportban és a betegekben az AML felismerésekor

(p<0,0001)
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2. abra A kezdeti WTI expresszio mértéke a karyotipus alapjan prognosztikai csoportokba sorolt

AML-es betegeinknél (p=0,498)

5. tablazat Az AML-es betegek adatai a kezdeti WT1 expresszio fiiggvényében

WT1 pozitiv WT1 negativ
Vizsgalt AML-es betegek (betegszam) 53 7
AML kezdete ( p=1,0)
De novo 36 5
Szekunder 17 2
Eletkor (p=0,698)
60 év felett 21
60 év alatt 32
Karyotipus (p=0,684)
J6 prognézis 4 0
Intermedier prognézis 30 4
Rossz progndzis 15 3
Nem értékelhetd 4 0

A talélési eredményeket megnézve a kezdetben WT1 negativ 7 beteg teljes tulélésének
medianja 113 hét (34-324 hét), a kétéves teljes tulélés valdszinlisége 57% volt. Ezzel szemben a

kezdetben WTT1 pozitiv 53 beteg teljes tulélésének median értéke 35 hét (2-324 hét), a kétéves teljes

29



tulélés valdsziniisége 20% volt. A diagnéziskor WT1 gént nem exprimald 7 beteg teljes tilélése jobb,

mint a WT1 pozitiv 53 betegé, de a kiilonbség nem bizonyult szignifikansak (p=0,0812) (3. abra). Az

elsé kemoterapias kezelés soran elhalalozott 11 beteg WT1 pozitiv volt.

100

90
80

70
60

50

40
30

Tulélés valoszninlsége (%)

20

10

o

100 200 300 400

3.abra A betegseg felismerésekor WT1 negativ és WTI pozitiv betegek teljes tulélese

WT1 diagnoziskor
—— negativ (n=7)
—— pozitiv (n=53)

A kezdetben WTI1 pozitiv 53 esetbdl 22 betegnél (a WTI1 pozitivak 41%-nal) tudtunk

indukciés 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 tilélés (a remisszio

idétartama) csak az & esetiikben volt meghatarozhat6. A tulélésbeni kiilonbség nem bizonyult

szignifikdnsnak (p=0,1232), de a kis betegszam miatt betegségmentes tulélési gdérbe relevans

statisztikai informaciot egyébként sem adhat.

Hasonlo eredményeket kaptunk akkor is, ha csak a 41 de novo AML-es betegnél hasonlitottuk

Ossze az 5 kezdetben WT1 negativ és 36 kezdetben WT1 pozitiv beteg teljes talélését (p=0,1174), és a

koziiliik CR-be keriilt 3 WT1 negativ és 19 WTI1 pozitiv eset betegségmentes tulélését (p=0,134). A

kiilonbségek nem bizonyultak szignifikansnak.
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5.1.2. A WTI expresszio valtozasa az elso indukcios kezelest kovetden

Az els6 kezelést kdvetéen 49 beteg volt életben, koziilik mindenki indukcids kezelésben részesiilt.
A WTI1 génexpresszio ismételt vizsgalatara ezen 49 beteg esetén keriilhetett sor (4. abra). A kezelést

kovetden, a vérkép rendezddése utan mintegy 8-14 nappal tortént a vérvétel, a csontveld vizsgalataval

parhuzamosan.
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4.abra A WTI expresszio valtozdsa az indukcios kezelést kovetéen (p=0,002)

Az els6 indukcios kezelést kovetdben WT1 pozitiv betegek gén expresszidjanak mértéke
csokkent (median 3,53-r6l ill. 1,22-re) (4. abra). A kezdeti 7 WT1 negativ beteg mellett még 11 valt
WTI1 negativva. Igy osszesen 18 betegnek volt az indukcié utan kiiszobérték alatti (azaz normalis), 31
betegnek kiiszobérték feletti, és kozottiik csak 6t betegnek 10 fol6tti magas WT1 értéke, a kezdeti 34

erésen pozitiv WT expresszioval rendelkezd beteggel szemben.

Eloszor az indukciot kdvetéen életben 1évo 49 beteg koziil a kezelés utan WT1 negativ 18
beteg és a WT1 gént végig exprimald 31 beteg adatat vetettiik dssze. A teljes talélést dsszehasonlitva
szignifikans eltérés volt kimutathatdé (p<<0,0001) (5. abra). A WT1 negativ betegek kétéves talélési
valoszinlisége 61%-o0s volt, 206 hét median taléléssel, mig a WT1 pozitiv betegek kétéves talélési

valoszinlisége csak 24%-os volt, 46 hetes median taléléssel.
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5. abra Az elsd indukciot kovetéen WTI negativ és WTI pozitiv betegek teljes tulélese

A betegségmentes talélés tekintetében is szignifikans kiilonbség észlelhet6 (p=0,018) az elsé

indukciot kovetden CR-t elért 14 WT1 negativ és 11 WT1 pozitiv beteg DFS-e kozott (6. abra).
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6.abra Az elsé indukciot kévetden CR elért WT1 negativ és WTI pozitiv betegek betegségmentes

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

A kezdeti WT1 negativitas és az els6 indukcios kezelésre kialakuldo WT1 negativitas kozotti
tulélésbeni kiillonbség pontosabb megitélésére ezutan az elsé indukciot kovetden életben 1évé 49
beteget harom csoportra osztottuk. Ennek a harom csoportnak az OS és DFS eredményeit is

Osszehasonlitottuk.

Az els6é csoport az indukcid elott és utan is WT1 negativ (a kezdeti WT1 median értéke 0,0294)
maradt, ide 7 beteg tartozott, DFS csak 3 betegnél volt szamithatd, akik komplett remisszidba
keriiltek.

A masodik csoportba a végig WT1 pozitiv betegek keriiltek. Ezen esetek kezdeti WT1 expresszidjanak
medidnja 18,3 volt, ami ugyan minden esetben csokkent, de nem keriilt a kiiszobérték ald az indukciot

kovetden sem. Ide 31 beteg tartozott, CR 11 betegnél alakult ki, DFS naluk szamithato.

A harmadik csoportba azok a betegek keriiltek, akik diagnoziskor WT1 pozitivnak bizonyultak (az
expresszid medianja 7,66), de az elsd indukcié utin WT1 negativva valtak. Osszesen 11 beteg WT1

expresszidja csokkent a kiiszobérték ala. CR alakult ki mind a 11 betegnél.

A harmadik betegcsoport (az indukcids kezelésre negativva valok) kezdeti WT1 értékeinek
medianja 1ényegesen kisebb volt, mint a végig pozitivaké. Irodalmi adatok PML-ben és T-ALL-ben az
enyhe (naluk kézepes, ,,intermedier”) WT1 expressziot mutatd betegek tilélését jobbnak talaltak, még
a WTI1 expressziot nem mutatd betegekénél is (Heesch S, 2010; Hecht A, 2015). Vizsgaltuk, hogy a
kezelésre WT1 negativva valoé betegek esetén a kiiszobérték ala csokkené WTI1 szint, vagy a
diagnoziskor észlelt enyhe WT1 expresszio szerepe lehetett-e fontosabb a tulélés tekintetében. Ennek
vizsgalatdhoz mind a 11 WTI negativva valo beteghez hozzarendeltiink egy-egy végig WT1 pozitiv
beteget, akik kezdeti WT1 értéke (WT1 median: 6,4) legkozelebb esett az adott WT1 negativva
valoéhoz (WT1 median: 7,66). Emellett figyelembe vettiik az életkort (WT1 végig pozitivak medidnja
46 év, a WT1 negativva valok életkoranak medianja 41 év) és a leukémia de novo vagy szekunder (10-
10 de novo és 1-1 szekunder eset) jellegét is. Ezen két betegcsoport teljes talélését hasonlitottuk Gssze.
A 11 "illesztett" végig pozitiv beteg tulélése szignifikansan rosszabb volt (p=0,0278), minta 11 WT1
negativva vald betegé. Mivel a kezdeti WT1 érték a 11 végig pozitiv betegcsoportban 1ényegében
azonos volt a WT1 negativva valoékkal, ez az eredmény azt tamasztja ala, hogy nem a kezdeti WT1
mennyisége a dontd, hanem az, hogy a kezelés utan a gén expresszidjanak szintje a kiiszobérték ala

csOkken-e.
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A log-rank teszt elvégzésével szignifikans kiilonbséget észleltiink a harom betegcsoport OS
eredményei kozott (p=0,0015) (7. abra). A legjobb OS eredmény (median 222 hét, 35-324 hét) annal
a 11 betegnél észlelhetd, akik kezdetben ugyan mutattak WT1 expressziot, de az indukciot kovetden
WT1 negativva valtak, a kétéves tulélés valosziniisége 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 adddott. A legrosszabb teljes tulélést (median 43 hét, 5-209 hét) a végig WT1
expressziot mutatd 31 betegnél észleltiink, a kétéves tulélés valoszinlisége csak 7,8% volt. A tartds
WT1 expressziot mutatd betegek tulélési gorbéje szignifikansan (p=0,0001) rosszabb volt a masik két
csoport OS-ét6l (7. abra).

A WTI negativva valo, illetve a tartosan WT1 negativ betegek talélési valoszinliségének gorbéje 2 év
utan kb. 63, illetve 42%-nal vizszintessé valt, és a vizsgalat lezarasaig nem valtozott, amely tartos

remissziora utalhat.
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7.abra Kezdettél WT1 negativ, végig WTI pozitiv és kezdetben WTI pozitiv, majd indukcio utan

negativa valo betegek teljes tulélése

A betegségmentes tulélést tekintve (8. abra) - bar a betegszam kicsi, ezért relevans klinikai
informacié csak korlatozottan vonhaté le - jol elkiiloniil a harom gorbe, és a DFS gorbék is
szignifikdnsan kiilonboznek egymastol (p=0,0471). A legjobb betegségmentes talélés a végig WTI
negativ betegcsoportnal észlelhetd, ez 100%-0s valdsziniiségli, mivel a harom komplett remisszidéba

keriilt beteg tartésan remisszidban is maradt (median 167 hét, 71-167 hét). A kezdetben WT1 pozitiv,
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majd negativva valok (11 beteg) DFS értéke is kozel 65%-os (median 192 hét, 27-282 hét). A
legrosszabb DFS érték (27%) a végig WT1 expressziot mutatd 11 betegnél észlelheté (median 73, 7-
205 hét).
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8. abra Az elsé indukciot kovetden CR-ben levo végig WTI negativ, végig WTI pozitiv és kezdetben

WTI pozitiv, majd indukciora negativa valo betegek betegségmentes tulélése

5.1.2.2. Kezelési eredmények betegcsoportonként az elsd indukciot kovetden és a kévetés végen

o Az els6 kemoterapias kezelést kdvetden életben 1évé 49 betegbdl 25-nél (51%) alakult ki CR.

Mind a 60 vizsgalt beteget figyelembe véve a remisszios arany 42%-os.

o A 7 végig WTI negativ beteg koziil az elsé indukciot kdvetden 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 remissziodban volt (a legjobb DFS gorbe). A 4 PR-be kertilt beteg nem volt életben a

kovetés végén.

e A 31 betegbdl, akiknél végig kimutathato volt a WT1 expresszio, az elsé indukciot kovetden
11 esetben CR (35%), 10 esetben PR alakult ki (32%), 10 beteg (32%) pedig refrakternek
bizonyult. A tartésan WT1 pozitiv 31 beteg esetén volt a legrosszabb a remisszios rata,
emellett a koziiliikk indukcié utan CR-be keriilt 11 betegnél sem csokkent a kiiszobérték ala a

WT1 expresszidja. A kovetési id6 végére az elsé indukcid utan CR-be keriilt 11 betegbdl csak
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5.1.2.3.

4 volt életben, és koziiliik csak ketten (25%) voltak még mindig remisszidban. A tobbi, elsé

indukciéra CR-be nem keriilt 20 betegbdl a vizsgalat végével egy sem volt életben.

A kezdeti WT1 expressziot mutatd, majd WT1 negativva valo 11 betegnél az elsé indukciot
kovetéen minden esetben CR alakult ki. A kdvetési id6 végén 7 beteg volt életben, koziiliik 6

volt CR-ben.

A kovetési id0 végén az Osszes életben 1évé 14 betegbdl 11-en voltak CR-ben. Koziilik 3
beteg (27%) tartozott a végig WT1 negativ betegek kozé, 136 hét median talélési idével. Hat
beteg (55%) a kezdetben WT1 gént exprimald, majd negativva valt csoportba tartozott 247,5
illetve 156 hét tulélési idovel. A harom nem CR-ben 1év6 betegnél a vizsgalati idé zarasakor

kezelés zajlott aktiv betegségiik miatt.

Osszességében elmondhatd, hogy a WTI1 végig pozitiv betegek tulélése volt a
legkedvezdtlenebb, a CR arany a legrosszabb, és a koziiliik remisszioba keriilt 11 betegbdl a
kovetés végén mar csak 2 beteg volt remisszioban. A WTI1 negativ betegek OS értéke
alulmaradt a kezelést kovetéen WT1 negativva valdo betegekétdl, kevesebben keriiltek
remisszioba (42%), azok viszont remisszioban maradtak a kovetés végéig. Ezzel szemben a
WT1 negativva valé 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 kovetési ido

végéig.

A WTI1 negativva valo betegek koziil négy nem APL-es és harom APL-es beteg esetét
ismertetjiik kiilon. Koziiliikk a masodik indukciot kovetden 1 beteg, a konszolidacid soran 2, a
kemoterapiat kovetden 1 beteg relabalt. Mind a négy relapszus WT1 pozitivitassal
jelentkezett, WT1 negativ relapszus nem volt. Két relapszusba keriilt beteg az alapbetegség
progresszidja miatt halt meg. Egy fiatal férfi allogen Ossejt atiiltetést kdvetden infektiv
szovodmények miatt halt meg, egy beteg pedig a vélt gydgyulds miatt nem jelentkezett

kontroll vizsgalatokon. Mindharom APL-es betegben CR alakult ki.

Esetismertetések — nem APL-es betegek

Egy 59 éves nébetegnél 2007-ben feltehetéen MDS talajan kialakult, nagy indulé fehérvérsejt
szammal (212,4 G/l) és kozel 100%-o0s csontveldi leukémids infiltracioval jaro AML keriilt
felismerésre. Az ekkor mért WT1 érték 43,8 volt. Az els6 ,,7+3” indukcios kezelést kovetden

a szokasos vizsgalatokkal CR alakult ki, a WT1 expresszi6 pedig a kiiszobértek ala csokkent
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(0,045). Ezt kovetéen a beteg még egy indukcios kezelésben részesiilt. A masodik ciklus
kemoterapia utan is CR-ben volt, a WT1 expresszid tovabbra is kiiszobérték alatti volt
(0,0335). A beteg négy ciklus nagy dozisu araC konszolidacios kezelést kapott. Tiz héttel a
kemoterapia befejezése utan (a csontveld citologiai képe és aramlési citometria alapjan) a
beteg valtozatlanul komplett remisszidoban volt. A WT1 értéke ekkor szintén normalis (0,015)
volt, majd ujabb 10 hetet kovetden 0,149-re emelkedett. Tovabbi 4 héttel késobb a WT1
expresszid6 mértéke fokozodott (53,9). A csontveld vizsgalata (morfologia és aramlasi
citometria) ekkor még mindig remissziot jelzett, majd 2 héttel késobb hirtelen allapotromlas és
novekvo fehérvérsejt szam, relapszus igazolodott. Ezt csontveld vizsgalat is megerdsitette
(60% blast). FLAGIDA protokollal sem sikeriilt ismételt remissziot, vagy javulast elérni, és a
remissziét kovetéen Ot honappal a beteg meghalt. A halal oka thrombocytopenia

kovetkeztében kialakult agyvérzés volt (9. abra).
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9. abra Az elsd eset kdvetése soran mért WT'1 expresszio

2. Egy 65 éves nébetegnél kezdeti WT1 pozitivitassal (16,1) és 100%-o0s csontveldi infiltracioval
jar6o AML M4 igazolodott. Indukceids kezelést (,,7+3”) kovetden a csontveld morfoldgia és az
aramlasi citometria egyarant CR-t igazolt. A WT1 expresszié a cut-off érték ala csokkent
(0,0662). Ujabb indukcios kezelését kovetden ismét cut-off érték alatti expresszid igazolddott
(0,0689). Harom héttel kés6bbi kontroll soran a kezelés folytatdsa elott, klinikailag
tiinetmentes allapotban, jo vérkép mellett a WT1 expresszio mértékének novekedését észleltiik
(14,3). Az ekkor végzett csontveld vizsgalata relapszust igazolt (25% blast). Protokoll valtas
(FLAGIDA) mellett dontottiink. Bar a beteg a kezelést jol toleralta, a kemoterapiat kovetod

37



elhuzodo cytopenia idészakaban sulyos tiidégyulladas alakult ki, mely végiil, egy honappal a

relapszus észlelését kovetden a beteg halalat okozta (10. abra).
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10. abra A masodik eset kovetése soran mert WT'1 expresszio

3. Egy 25 éves férfibetegiinknél kozel 40%-os blast arannyal és nagy WT1 expresszioval (97,5)
jellemezhet6 AML M5 igazolodott. Az elsé ,,7+3” indukcios kezelést kovetéen CR alakult ki,
és WTI1 negativva valt (0,0641). Kezelése zavartalanul folytatédott, majd a masodik
konszolidaciés nagy dozisu araC kemoterapiat kovetéen két héttel tortént kontroll soran ismét
WT1 pozitivitdas volt kimutathatdé. Szerény mértékit WT1 expresszié (0,137) mellett a
csontveld morfologiai és aramlasi citometriai vizsgalata egyarant kezd6dd relapszusra utalt
(10% myeloblast a csontvelében). Salvage (FLAGIDA) kezelés mellett ismét CR alakult ki, a
WT1 expresszio mértéke pedig ujra a cut-off érték ala csokkent (0,004). A beteg sikeres
idegendonoros Ossejt transzplantaciora keriilt, de harom honappal a transzplantaciot kovetden

tiidégyulladas, majd gombaszepszis miatt elhalalozott (11. abra).
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11. abra A harmadik eset kovetése soran mért WT'1 expresszio

4. Egy 51 éves férfibetegnél M4 altipusu, 80%-os csontveldi infiltraciot okozo, WT1 pozitiv
(7,66) AML igazolodott. Az elsé ,,7+3” indukciot kovetden kialakult CR mellett a WT1
expresszio is cut-off érték ald csokkent (0,0454). Hat honappal a diagnézist kovetden, a
masodik nagydozisti konszolidacios kezelés utan két héttel magas periférias fehérvérsejt
szammal jard, nagy csontveld infiltraciot (60% blast) okozo relapszus jelentkezett, mely soran
a WT1 expresszio is emelkedett (1,03). Ment6 protokoll (FLAGIDA) mellett cut-off érték ala
csokkend WT1 expresszid (0,0132) és CR alakult ki, de a beteg ezutan kezelését dnkéntesen
megszakitotta a vélt gydgyulds miatt, és klinikankon a késébbiekben nem jelentkezett (12.

abra).
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12. abra A4 negyedik eset kévetése soran mért WT1 expresszio

5.1.2.4. Az APL-es betegek esetismertetése

A harom APL-es beteg koziil ketten bizonyultak betegségiik felismerésekor WT1 pozitivnak.
Egy 54 éves férfi betegiinknél jelentds csontveld-infiltracioval (70%) jellemezheto6 AML M3 és WT1
pozitivitas (0,216) igazolddott. AIDA kezelést kovetden CR-be keriilt, WT1 expresszidja a cut-off
érték ald csokkent (0,0627), azaz WT1 negativva valt, mely a konszolidacios és fenntartdo kezelés
soran is megmaradt (0,0229, majd 0,0308). Egy 46 éves nébetegnél a diagnoézis idején magas WT1
expresszio (55,0), 50%-os csontvel6i érintettség ¢és stulyos DIC (diszeminalt intravaszkularis
koagulacio) képében jelentkez6 APL igazolddott. Kezelését (AIDA) kovetéen CR-be keriilt, WT1
negativva (0,021) valt, majd relapszus jelentkezett, ezzel parhuzamosan ismételten emelkedé WT1
expresszioval (0,164). Arzén trioxiddal kiegészitett kezelését kovetéen molekularis remisszioban
(negativ PML/RARA PCR ¢és WTI1- 0,0324) autolog Ossejt atiiltetést végeztiink. Harom hoénappal a
transzplantaciot kovetd kontroll vizsgalaton emelkedd fevérvérsejt szam és a csontveld morfologiai
képe felvetette relapszus lehetoségét, de a WT1 érték negativ (0,042) maradt. Ismételt vizsgalatok
leukemoid reakcié mellett szoltak, lecseng6 fevérvérsejtszam mellett rendez6dé csontveldi képpel és a
WT1 negativitassal. A leukemoid reakcidé oka infekcid, vagy a novekedési faktor adasanak
mellékhatasa lehetett. A beteg tartésan CR-ben és molekularis remisszioban van. Egy 40 éves
férfibeteg kezdeti WT1 negativitas (0,038) mellett 50%-o0s csontveldi érintettséggel kapott indukcids

kezelést, a tovabbi kemoterapias ciklusok alatt végig komplett remisszioban maradt WT1 negativitas
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mellett. Mindharom beteg esetén tartdos CR alakult ki, két esetben a kezdeti WT1 pozitivitast kovetden

a CR elérésével parhuzamosan a WT1 expresszio is tartosan a cut-off érték ala csokkent.

5.1.3. A WTI génexpresszio mértékének hatasa a prognozisra

Vizsgaltuk, hogy a WT1 expresszio mértéke befolyasolja-e a betegség prognozisat. Emiatt eloszor
az 53 kezdetben WT1 pozitiv beteget két csoportra osztottuk a diagnoéziskor észlelt WT1 expresszio
mértékének fiiggvényében. Az elsé csoportba az a 19 beteg keriilt, akik WT1 expresszidjanak értéke
0,1 és 9,99 kozé esett, 6k voltak az enyhén pozitiv esetek, mig a masodik csoportba az erésen pozitiv,
nagy WTI1 expressziot (10,0 felett) mutato 34 beteg keriilt. A Kaplan-Meier gorbén abrazolva a
betegek teljes tulélése hasonld volt, a log-rank teszt segitségével sem talaltunk szignifikans eltérést a
két betegcsoport OS tulélési gorbéje kozott (p=0,5286) (13. abra). A koziilik CR-be keriilt 8 enyhén
pozitiv és 14 erésen pozitiv beteg DFS gorbéi sem mutattak eltérést (p=0,4719).
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13. abra A4 diagnozis idején enyhén pozitiv és erdsen WTI pozitiv betegek teljes tulélése

Akkor sem észleltiink kiilonbséget, ha csak azt a 31 beteget vizsgaltuk, akik az elsé indukcios
kezelést kovetden is WT1 pozitivak maradtak. K6zottiik megnéztiik a kezdeti WT1 expresszio alapjan
14 enyhe és 17 erGs expressziot mutatd beteg teljes talélését (p=0,6773) (14. abra). A DFS a kis
betegszam miatt (0sszesen 11 beteg: 2 enyhén WTI1 pozitiv, 9 eré6sen WT1 pozitiv) klinikai

relevanciat nem mutat (p=0,401).
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14. abra Az elsé indukcio utan tartosan WTI pozitiv betegek esetén észlelt teljes tulélés valosziniisége

enyhén pozitiv és erdsen pozitiv WT'l expresszio esetén

Nem volt szignifikans kiilonbség az OS-ben akkor sem (p=0,3112), ha az elsé indukcios
kezelésre negativva valé 11 betegnél hasonlitottuk Ossze a kiillonb6z6é kezdeti WT1 expresszidval
rendelkezd betegek (5 enyhe WT1, 6 erés WT1 expresszid) talélését (15 abra). Hasonld eredményt
kaptunk mind a 11 CR-be keriilt WT1 negativva valé beteg DFS-nek 0Osszehasonlitasakor is
(p=0,3674).
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15. abra Az elsé indukciot kévetden WT1 negativva valo 11 beteg esetén az enyhe kezdeti WT'1

expressziot és eros WT'1 expressziot mutato betegek teljes tulélése

Annal a 31 betegnél, akik WT1 pozitivitasa a cut-off érték felett maradt az elsé indukciot
kovetden is, az expresszid 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)
(16. abra). DFS-ben sem volt szignifikans kiillonbség (p=0,2254), a kis betegszam (6sszesen 11 beteg,
3 betegnél csokkent, 8 betegnél nem) miatt a talélési gorbe klinikailag nem relevans. Ugyanigy, a
kezelést kovetden is WT1 pozitiv betegek kdzott az expresszid 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 expresszié csokkenésnek,
hanem csak a kezelés utan kialakul6 WT1 negativitasnak (kiiszobérték alad csokkend expresszionak)

van donto szerepe.
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16. abra Az indukciot kévetden tartosan WTI pozitiv 31 beteg varhato teljes tulélésének valosziniisege

a WTI expresszio mértékének csokkenése fiiggvényében

5.2. A DLBCL-es betegek WT1 expresszioja

Osszesen 25 DLBCL-ben szenvedd beteg adatat dolgoztuk fel, a median kovetési idd 116 hét volt.
Tizenhét férfi (68%) és 8 (32%) ndbeteget kezeltiink. A betegek median életkora 54 év volt, életkoruk
tartomanya pedig 24-77 év. A DLBCL diagndzisa minden esetben szovettani vizsgalaton alapult,
elsésorban az érintett nyirokcsomobol. Ot esetben, amikor a koros nyirokcsomo mellett extranodalis
érintettség is felmeriilt, a nyirokcsomoén kiviil érintett szervbdl vett minta (egy esetben nyelvgydk
biopszia, egy esetben orbitdba tor0 szovetszaporulat, harom esetben gyomor biopszia) igazolt
DLBCL-t. Klinikai centrumként szamos varosbol érkeztek kezelésre betegek, akik szdvettani
vizsgalatat az adott korhazban végezték, ez magyarazza a hianyos szovettani altipus meghatarozast (2
csiracentrum, 4 aktivalt B-sejt eredetii altipus, 2 sziirke zona lymphoma ismert), valamint az atlagosnal
lényegesen nagyobb szamu magas rizikoju és kiterjedt betegséggel rendelkez6 esetet. A kezelés elbtti
stadium besorolas alapjan kiterjedt, IV. klinikai stadiumu betegség 10 esetben (40%), III. stadium 9
esetben (36%), 1. és II. stadium Osszesen 2 (8%), illetve 4 (16%) betegnél igazolodott. Extranodalis
érintettséget az Gsszes betegbdl 5 esetben (20%), mig mediastinalis bulky tumort 5 betegnél (20%)
észleltiink. Az IPI score alapjan 15 beteg (60%) tartozott a magas rizikdval rendelkezék kozé. B tiinet
16 betegnél (64%) volt észlelhetd. A kezelés megvalasztasanal a betegség Kkiterjedése, a beteg

bioldgiai allapota és életkora volt meghatdrozd. Osszesen 13 beteg (52%) részesiilt a kemoterapia
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mellett lokalis irradiacioban is. Tizenkét beteg (48%) csak kemoterapiat kapott. A diagndzist kovetden
elsdként valasztott kezelés az R-CHOP protokoll volt, a kemoterapias ciklusokat 14 vagy 21 naponta
ismételtiik. PET-CT-vel kovettiik a betegeket, nem megfelel terapias valasz esetén salvage kezelésre
valtottunk. Ilyen esetben betegeink leggyakrabban DHAP, ICE vagy IGEV protokoll szerinti
kezelésben részesiiltek, rituximab kiegészitéssel. Tizenhét beteg (68%) részesiilt autolog Ossejt
attiltetésben. Transzplantacio tortént a nagy rizikdju, rossz prognodzisu, kiterjedt tumortomeggel induld
betegeknél, akiknél nagy volt a relapszus valosziniisége, vagy akiknél kezelésiik soran progressziot
észleltiink. Az Gssejtgylijtésre jo terapias valasz, lehetdség szerinti komplett remisszio esetén keriilt
sor. A leggyakrabban alkalmazott Ossejt mobilizalé protokoll az R-DHAP wvolt. A betegek
kondicionalasa transzplantacié elétt R-BEAM, vagy Z-BEAM protokollnak megfeleld kemoterapia
adasaval tortént. A 17 beteg esetén a transzplantaciora a diagnozistol szamitva atlagosan egy-masfél
éven beliil keriilt sor intézetiinkben. A kemoterapia mellett 17 beteg (68%) keriilt remisszidba,
parcialis remisszio 6 (24%) betegnél alakult ki, mig kettd beteg (8%) eleve terapia refrakternek volt
tarthat6. A vizsgalati id6 végével 11 beteg (44%) volt életben. Az elhalalozott 14 betegbdl (56%) 10-
en alapbetegségiik progresszidja, ketten szepszis, egy beteg akut veseelégtelenség és egy beteg
transzplantacidt kovetd veno-okkluziv betegség miatt hunyt el. A betegek adatai a 6. és 7. tablazatban

lathatoak.
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6.tablazat A DLBCL-es betegek klinikai jellemzdi

Vizsgalt betegek (betegszam, %)
Férfi

NS

Férfi/n6 arany

Median életkor (évek, tartomany)

B tiinetek (betegszam, %)
Volt
Nem volt

Stadium (betegszam, %)
I

Il

I

\

Bulky tumor
Extranodalis érintettség

IPI score (betegszam, %)
Kis rizikd

Kis intermedier riziké
Nagy intermedier rizikd
Nagy riziko

Terapia (betegszam, %)
Kemoterapia
Kemoterapia és lokalis irradiacid

Autoldg transzplantacio (betegszam, %)
Tortént
Nem tortént

Terapias valasz (betegszam, %)
Komplett remisszio

Parcialis remisszio

Terapia refrakter

Halal oka (betegszam, %)
Alapbetegség progresszidja
Szepszis

Akut veseelégtelenség
VOD

25 (100)
17 (68)
8 (32)
2,125

54 (24-77)

16 (64)
9 (36)

2(8)
4 (16)
9 (36)
10 (40)

5 (20)
5 (20)

3(12)
7 (28)
6 (24)
9 (36)

12 (48)
13 (52)

17 (68)
8 (32)

17 (68)
6 (24)
2 (8)

14 (56)
10 (40)
2 (8)
1(4)
1(4)
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7. tablazat A DLBCL-es betegek klinikai jellemzdinek megoszilasa a WTI expresszio fiiggvényében

WT1 pozitiv betegek szama (%) = WT1 negativ betegek szama (%)
Osszesen 8(100) 17 (100)

Stadium (p=0,7425)

| 0(0) 2(12)
I 2 (25) 2(12)
1] 2 (25) 7(41)
1\ 4 (50) 6 (35)
Bulky (p=0,5201) 1(12) 4 (24)
Extranodalis (p=0,6681) 2 (25) 3(18)
IPl score (p=0,4439)

Kis riziké 2 (25) 1 (6)
Kis intermedier rizikd 1(12) 6 (35)
Nagy intermedier rizikd 2 (25) 4 (24)
Nagy rizikd 3(38) 6 (35)
B tiinet (p=0,3171)

Volt 4 (50) 12 (71)
Nem volt 4 (50) 5(29)
Kezelés (p=0,3195)

Kemoterapia 5(62) 7 (41)
Kemo és sugarterdpia 3(38) 10 (59)
Autoldg transzplantacié (p=0,6068)

Tortént 6 (75) 11 (65)
Nem tortént 2 (25) 6 (35)
Terapias valasz (p=0,8373)

Komplett remisszid 5(63) 12 (70)
Parcidlis remisszid 2 (25) 4 (24)
Refrakter beteg 1(12) 1(6)
Elhaladlozas oka (p=0,8013) 7 (88) 7 (41)
Progresszid 6 (75) 4 (24)
Szepszis 1(12) 1(6)
Akut veseelégtelenség 0(0) 1(6)
Veno-okkluziv betegség 0(0) 1(6)
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Kezdeti WT1 pozitivitast a 25 betegbdl 8 esetében (32%) tudtunk kimutatni (17. abra).
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17. abra Az egészséges kontroll csoport és a DLBCL-es betegek kezdeti WT1 expresszioja

(p=0,003)

Nem talaltunk Osszefliggést a kezdeti WT1 pozitivitas €s a betegség jellemzdi, igy a klinikai

stadium, IPI score €s a B tiinetek jelenléte kozott sem.

A kezdeti WT1 expresszid és korlefolyas kapcsolatat talélési gorbék segitségével vizsgaltuk. A
WT1 pozitiv és WT1 negativ betegek OS és DFS eredményeit is Osszehasonlitottuk. A kezdetben
WT1 gén negativ 17 beteg teljes tilélése (median: 131 hét, tartomany: 5-414 hét) szignifikdnsan jobb
volt (p=0,0475), mint a 8 WT1 pozitiv betegé (median 103 hét, tartomany: 40-224) (18. abra). A WT1

negativ betegek kétéves tulélési valoszintisége 68,8%, mig a WT1 pozitiv betegeké csak 37,5% volt.
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18.abra A kezdetben WTI negativ, illetve WT1 pozitiv DLBCL-es betegek teljes tulélésének

valosziniisege

A kezelés mellett az 6sszes betegbdl 17 (68%) keriilt CR-be, hatan (24%) PR-be és két beteg (8%)
terapia refrakternek bizonyult. A WT1 expresszios megoszlasukat tekintve a 8 WT1 pozitiv betegbdl 5
(a WT1 pozitivak 63%-a) CR-be, ketté (a WT1 pozitivak 25%-a) PR-be keriilt és egy beteg (a
pozitivak 12%-a) bizonyult terapia refrakternek. A 17 WT1 negativ beteg 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 elhalalozott 14 betegbdl 7 tartozott a WT1 pozitiv betegek kozé, 7 beteg pedig a
WT1 negativ betegek kozé.

A betegségmentes talélések kozott szignifikans kiilonbség volt (p=0,0004). A WT1 pozitiv
betegek remisszié tartama (median: 22 hét, tartomany: 11-204 hét) jelentésen rovidebb volt, mint a

WT1 negativ betegeké (median 113 hét, tartomany: 66-152 hét) (19. abra).
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19. abra A4 kezdetben WTI negativ, illetve WT1 pozitiv DLBCL-es betegek betegségmentes tulélése

A kezdetben észlelt WT1 expresszio jelenléte mellett vizsgaltuk annak kezelést kovetd
valtozasat is. Kiilon néztiik a kezelés elott €s utana is WT1 negativ, illetve végig WT1 pozitiv betegek
mellett a megel6zéen WT1 gént nem exprimald, majd a kezelés alatt WT1 pozitivva valo 2 beteg
teljes tulélését is. Ugyan a kis betegszam csak ovatos kdvetkeztetéseket tesz lehetéve, de a kezelés
soran WT1 pozitivva valo betegek tulélése, ugyantigy mint a végig WT1 pozitivaké szignifikansan
rosszabb, mint a végig WT1 negativ betegeké (p=0,0006), és kiilondsen rossz prognozisra utal (20.

abra).
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20. abra A teljes tulélés valoszintisége a végig WT1 negativ, a kezdetben negativ, majd kezelés soran

pozitivva valo betegek, és a végig WTI pozitiv betegek esetén

A kis betegszam ellenére ugyanugy lényeges kiillonbség latszik a harom betegcsoport
remissziot elért eseteinek DFS eredményeiben is (21. abra). A kezelés soran WT1 negativ betegek
jelentésen jobb betegségmentes tuléléssel rendelkeztek, mint a WT1 pozitiv, vagy a kezelés soran

pozitivva valo betegek (p=0,0002).
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21. abra A kezelést kovetéen remisszioba keriilt, kezdetben WT1 pozitiv, kezdetben WT1 negativ és a

kezeles soran pozitivvad valo esetek betegségmentes tulélése

A kezdetben WT1 negativ, majd kezelésiik soran WT1 pozitivva valé két beteg esetét roviden

kiilon is ismertetjiik:

e Egy 54 éves ndbeteg kezdeti WT1 negativitas (0,002) mellett hat ciklus R-CHOP kemoterapia
utan PET-CT-vel igazolt CMR-be keriilt. Kiterjedt betegsége miatt Z-BEAM kondicionalas
utan autolog Ossejt atiiltetés tortént. Nyolc héttel a transzplantacidt kovetden wjonnan
megjelent, 1égzési panaszokat okozé mellkasi bulky tumor és nagy hasi nyirokcsomo
konglomeratumok jelezték a betegség gyors relapszusat. Az ekkor tortént mintavétel WT1
pozitivitast (0,139) igazolt. Ment6 kezelés indult (R-IGEV és lokalis mellkasi irradiacio), de a
beteg allapota rapidan hanyatlott, heveny 1égzési elégtelenség tiinetei kozott,

alapbetegségének progresszidja kovetkeztében elhaldlozott.

e Egy 50 éves, kezdetben WT1 negativ (0,0019) férfibetegnél hat ciklus R-CHOP kezelést
kovetden PET-CT-vel igazolt komplett metabolikus remisszié alakult ki. A kemoterapia
befejezése utan nyolc héttel azonban ujonnan megjelend pericardialis és pleuralis
folyadékgyiilem hatterében alapbetegségének progresszidja igazolodott. Ekkor nagy WTI
expressziot (226,0) észleltiink, a beteg mentd kemoterapias protokollok alkalmazasaban
részesiilt (R-DHAP, majd R-IGEV), de életét tovabbi kemoterapias kezeléssel sem sikeriilt

megmenteni, és hat héttel a relapszust kovetden a beteg elhalalozott.
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6. Megbeszélés

6.1. A Wilms tumor gén és az AML kapcsolata

Mar két évvel a gén felfedezését kovetden igazoltak onkogén funkcidjat, bar pontos szerepe a
leukémidk kialakulasdban a mai napig sem tisztazott. Korabban az AML felismerésekor kimutathato
nagy WT1 expressziot rossz prognosztikai jelnek tekintették (Miwa H, 1992; Bergmann L, 1997). A
frissebb adatok ellentmondasosak, az irodalombdl ismert eredmények dontéen nagyobb része nem
talalt szignifikansan jobb tulélést a kezdeti WT1 negativ betegek esetében sem (Noronha SA, 2009;
Gianfaldoni G, 2010; Mossallam GI, 2013; Rossi G, 2016). Ezzel egyez6 eredményeket kaptunk mi is.
Vizsgalataink emellett arra utalnak, hogy a génexpresszidé kemoterapiat kovetd kimutathatosaga esetén
a DFS és OS egyarant rosszabb. A WT1 génexpresszid jelentdségét az MRD kovetésében latjuk. A
WT1 pozitivitas MRD pozitivitast, és gyakoribb relapszust jelez (Candoni A, 2011; Casalegno-
Garduno R, 2016; Malagola M, 2016; Rossi G, 2016). Szamos vizsgalat elemzi fontossagat az Gssejt
attiltetést kovetden észlelhetd expresszionak, mint az MRD kimutatas eszkdzének is (Candoni A,
2011; Casalegno-Garduno R, 2016; Di Grazia C, 2016; Rossi G, 2016). Emellett igéretes

immunologiai fegyver lehet a leukémiak hatékonyabb kezelésében is (Casalegno-Garduno R, 2016).

6.1.1. A Wilms tumor gén expresszioja AML-es betegeinkben

Tanulmanyomban 60 AML-es és 25 DLBCL-es beteg adatat dolgoztuk fel, az adatokat 2006.
oktober és 2014. oktober kdzott gyijtottik.

Gazdag irodalmi hattérismeret all rendelkezésiinkre a leukémias betegek WT1 expresszidjanak
csontveldbdl torténd vizsgalatarol (Ostergaard M, 2004; Gray JX, 2012; Andersson C, 2012; Polak J,
2013; Cilloni D, 2009). Van azonban olyan irodalmi adat is, amely szerint a periférids vérminta
alkalmasabb lehet a génexpresszid vizsgalatara, mivel a csontveldi pluripotens Ossejtek 1-2%-a altal
normalisan is exprimalt gén okozta ,hattérzaj” mértéke kisebb. Ezzel pedig jobb (akar egy
nagysagrenddel nagyobb) szenzitivitds érhetd el (Cilloni D, 2008). Megjegyzendd azonban, hogy
vizsgalatunkban az egészséges egyének periférias vérében is volt kimutathatd (kiiszobérték alatti)
WT1 expresszio, ugyanugy, mint az irodalomban, ahol egészséges egyének 30-40%-anak periférias
vérében igazoltak WT1 aktivitast (Ostergaard M, 2004). Emellett a periférias vérminta pedig invaziv

beavatkozas nélkiil nyerhetd, mind a betegekt6l, mind az egészséges Onkéntesektdl, akik mintait
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kontrollként hasznaltuk fel. Vizsgalatunk soran a korabban ritkdbban hasznalt modszert alkalmazva, a
betegek periférias vérmintait elemeztiik. Megjegyzendd, hogy bar az ,,Anyagok és modszerek”
fejezetben nem Kkeriilt leirasra, de kezdetben parhuzamos vizsgalatokat is végeztiink egyidejileg vett
csontveld és periférias vérmintakbol, és a mért eredmények jol korrelaltak egymassal, és ezt az

irodalom is megerdésiti (Ostergaard M, 2004).

6.1.2. A génexpresszio meghatarozdasa

Az irodalombdl ismert vizsgalatokban a WT1 mRNS szintjének logaritmikus csokkenését
(valtozasat) vizsgaltak a beteg terapias valaszanak tiikrében, ezzel jellemezve a génexpresszio
csokkenésének, vagy novekedésének tulélésre gyakorolt hatasat (Gianfaldoni G, 2010; Renneville A,
2009; Rossi G, 2016). Vizsgalatunkban a WT1 génexpresszid kiiszobértékét elsdként hataroztuk meg
a GAPDH referenciagénre normalizalva. Ennek segitségével numerikusan definialtuk a WT1 negativ,
enyhén, valamint erdsen WTI pozitiv betegeket. Igy elemeztiik a terapiat koveté génexpresszio

valtozas jelentoségét.

A periférids vérmintabol meghatarozott WT1 expresszidot egy endogén referenciagénre
normalizaltuk. Az ismert referenciagének (GAPDH, ABL, béta-aktin és murine leukemia onkogén 1)
koziil a GAPDH gént hasznaltuk fel. Irodalmi adatok alapjan egyik referenciagén sem nyujt eldnyt a
masikkal szemben kontroll génként alkalmazva (Ogawa H, 2004; Ostergaard M, 2004; Cilloni D,
2008; Cilloni D, 2009; Noronha SA, 2009; Willasch AM, 2009; Gray JX 2012; Polak J, 2012). A
génexpresszid mértékét a GAPDH expresszio ismeretében értékeltilk, meghataroztuk az 10000

GAPDH mRNS-re jutd6 WT1 mRNS molekula mennyiségét.

Az irodalomban nincs a WTI1 expresszionak numerikusan egyértelmiien megadott
kiiszobértéke. Vizsgalatunkban a kiiszobértéket az egészséges kontrollcsoporttdl vett mintak GAPDH-
hoz viszonyitott WT1 expresszioja alapjan hataroztuk meg, a WT1 pozitivitas a kontroll mintak 97,5
percentiliséhez tartozo érték (0,108) kerekitése 0,1-re. A kiiszobértékét 0,1-nek adtuk meg. Ezt az
egység nélkiili szamot hasznaltuk a betegek WT1 expresszidjanak kifejezésére, igy a kiiszobérték
segitségével meghatarozhatova valtak a WT1 pozitiv és WT1 negativ betegek. Mivel a betegekben
mért WT1 expresszids szintek széles skalan mozogtak, megallapitottunk egy masodik kiiszobértéket is
az erdsen pozitiv, magas WT1 expresszionak (10,0). Alapul véve a matematikai szamitasainkat, az
altalunk vizsgalt betegek ¢€s a hozzajuk tartozdo WT1 expresszios értékek elemzése igazolta, hogy a
statisztikailag megadott 0,1-es expresszids hatar valoban megbizhatdan elkiiloniti a WT1 expressziot
ezen érték alatt, illetve e felett expresszald betegek tulélését, progresszidjanak és relapszusanak

valoszinliségét.
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6.1.3. A leukémias betegek klinikai jellemzdi

A vizsgalati id6 alatt a betegek 41%-a keriilt CR-be, és a vizsgalat befejeztével életben 1évo

betegek aranya 23% volt.

A 60 leukémias betegbdl 53 esetén (88,33%) igazoltuk a betegség felismerésekor a WTI
génexpresszio jelenlétét. Ez az expresszios arany megfelel az irodalomban ismertetett eredményeknek

is, amely az altalunk hasznalt metodika helyességére utal (Cilloni D, 2009; Ostergaard M, 2004).

Nem volt 6sszefiiggés a FAB altipus, a csontveldi blastos infiltracio mértéke, vagy a kezdeti
periférias fehérvérsejt szam és WT1 expresszid megjelenése és mértéke kozott. Ugyanigy, a tobbi
ismert rossz prognosztikai tényezo jelenléte sem korrelalt a gén expresszidjaval (rossz progndzisi
karyotipus, FLT3 pozitivitas vagy NPM1 negativitas). Hasonl6 eredmények ismeretesek a nemzetkdzi,
nagyobb betegszamu tanulmanyok eseteiben is, nem talaltak 6sszefliggést a diagndziskor észlelt WT1
expresszio, a FAB altipusok, ill. a klasszikus cytogenetiai prognosztikai csoportok kozott sem

(Ishikawa Y, 2011).

6.1.4. A betegség felismerésekor észlelt WT1 expresszio

A leukémia felismerésekor a WT1 negativ betegek teljes tulélésének median értéke és a
kétéves tulélés valoszinlisége egyarant kedvezobb volt, mint a WT1 pozitivaké. Bar a WT1 negativ
betegek teljes és betegségmentes tilélési eredményei jobbak voltak, a kiillonbség statisztikailag nem
bizonyult szignifikansnak (OS: p=0,0812; DFS: p=0,1232). A betegség felismerésekor észlelheté WT1
expresszid6 mértéke és annak prognozisra gyakorolt hatdsa vitatott. Korabban a WT1 fokozott
expresszidjaval jard eseteket egyértelmiien kedvezétlennek tartottak (Miwa H, 1992; Bergmann L,
1997). Mi nem talaltuk prognosztikai jelent6ségét az AML felismerésekor észlelt nagyobb WT1
génexpresszionak, és az 0jabb irodalmi adatok is erre utalnak (Mossallam GI, 2013; Gianfaldoni G,
2010). A korabbiakkal ellentétben egyes szerz6k a nagy WT1 expressziot mutatd AML-es betegek
esetében akar jobb tulélést is talaltak (Miglino M, 2011). APL-ben és T-sejtes ALL-ben a kezdeti nagy
WT1 érték volt a legkedvezotlenebb, ezt kovette a kicsi vagy hianyzo WT1 expresszid és mindkét
korképben a kdzepes mértéki expressziod esetén talaltak a legjobbnak a CR aranyt és a talélést (Heesch
S, 2010; Hecht A, 2015). Ezek a nem egy iranyba mutato, sokszor ellentmondé adatok utalhatnak arra
is, hogy a metodikabol fakado eltérések mellett a WT1 szerepe a kiilonb6z6 alcsoportba tartozé AML-

es betegek leukemogenezisében eltérd lehet (Ostergaard M, 2004). Feltevések szerint magyarazhatja a
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diverz eredményeket, hogy a WTI1 gén akut leukémidban elsésorban onkogénként, de
tumorszuppresszor génként is részt vehet a leukemogenezis bonyolult és nem teljesen ismert
folyamataiban. Ezek alapjan nagy WTI szintek esetén az onkogén hatas érvényesiilhet, mig a hianyzo,
vagy alacsony WT1 expresszio révén a tumorszuppresszor hatas kiesése is hozzajarulhat a leukémia
kialakulasahoz, mely mas genetikai karosodassal egyiitt differenciaci6 zavart, leukemoid
transzformaciot hozhat 1étre (Ostergaard M, 2004; Heesch S, 2010). Ezekben az esetekben a fokozott
WT1 expresszid indukalta megndvekedett proliferacios aktivitas, és a gatolt apoptosis hozzajarulhat a
csokkent kemoterapias érzékenységhez, ill.rezisztencidhoz is (Heesch S, 2010). A WT1 gén Osszetett
mikodésével és hatdsainak sokféleségével magyarazhatjuk az egymasnak sokszor ellentmondd

klinikai eredményeket, melyek pontos megértése még varat magara.

6.1.5. A WTI expresszio valtozasa az indukcios kezelést kovetoen

Vizsgalatunk soran a kezdeti WT1 pozitivitast mutatd betegek esetén az indukcios kezelést
kovetden észlelt WT1 expresszido kiiszobérték ala vald csokkenése (azaz molekularis remisszid)
minden esetben komplett hematologiai remisszio kialakulasaval jart egyiitt. A betegség felismerése ota
WT1 negativ, illetve a kezelés hatasara negativva vald betegeket egylitt nézve statisztikailag

szignifikdnsan jobb teljes thlélést (p<0,0001) és betegségmentes tulélést (p=0,0180) észleltiink.

Az els6 indukcios kezelésre kialakulo WT1 negativitas jelentdségének megitélésére, a vizsgalt
49 beteget harom csoportra osztottuk. A betegség felismerése 6ta WT1 pozitiv 31 beteg és 7 WT1
negativ beteg mellett kiilon vizsgaltuk a kezdetben WT1 pozitiv, de kezelést kdvetéen negativva valo
11 beteget. Ezek alapjan a legjobb OS tuléléssel a kezdetben WT1 expressziét mutatd, de az elsé
indukcié hatasara negativva valo betegek rendelkeztek, tulélésiik még a betegség felismerésétol WT1

negativ eseteknél is kedvezdbbnek bizonyult.

Az eredményekben leirt adatok szerint a WT1 expresszio valtozasa alapjan elkiilonitett harom
betegcsoport eltéréen reagalt az elsé indukcios kezelésre. A végig negativ csoportba tartozd
betegeknek csak 42%-a keriilt CR-be, de 6k kés6bb is végig remisszidban is maradtak (DFS 100%).
Ezzel szemben a kezdetben WT1 pozitiv, majd negativva valé betegek mindegyike CR-be keriilt az
els6 indukcio utan, de a kovetés soran 45%-uk relabalt. A végig pozitiv betegek elsé indukcids
kezelésre adott valasz aranya €s az esetlegesen kialakult remissz6 id6tartama is a legkedvezotlenebb

volt.

Az indukcids kezelésre negativva valo betegek kezdeti WT1 értékeinek medianja 1ényegesen
kisebb volt, mint a végig pozitivaké. Egyes szerz6k APL-ben és T-ALL-ben az enyhe (naluk kozepes,
Hintermedier”) WT1 expressziot mutatd betegek tulélését talaltak a legjobbnak (Heesch S, 2010; Luo
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CK, 2014; Hecht A, 2015). Ezt ismerve néztiilk meg, hogy a kezelésre negativva valé betegek esetén a
kiiszobérték ala csokkené WT1 szint, vagy a diagndziskor észlelt kezdeti enyhe WT1 expresszid
szerepe lehet-e fontosabb a tulélés tekintetében. A kapott eredmények alapjan a kezelésre negativva
valo betegekkel azonos kezdeti WT1 szinttel bird, de végig WTI1 pozitiv betegek talélése
szignifikansan rosszabb volt (p=0,00278), mint a 11 WT1 negativva valo betegé. igy ez az eredmény
azt tamasztja ala, hogy nem a kezdeti WT1 mennyisége a legfontosabb, hanem az, hogy a kezelés utan

a gén expresszidjanak szintje a kiiszobérték ala csokken-e.

Eredményeink 6sszhangban allnak a WT1 gén leukemogenezisben feltételezett kettds szerepét
vazoldé modellel is, mely szerint a kemoterapidra WT1 negativva valo esetekben (ahol a kialakult
remisszié tartosnak bizonyult) feltehetben a WT1 gén onkogén hatasa sziinik meg, esetleg a
tumorszupresszor aktivitasa kozelithet az élettanihoz (Heesch S, 2010). Az alapjan, hogy a kezdetben
is kiiszobérték alatti WT1 expressziot mutatd, negativnak tekintett betegek is reagalhatnak viszont
rosszul a kezelésre (nem alakul ki CR), elképzelhetd, hogy ezekben az esetekben a fizioldgiasan jelen
1évé tumorszupresszor aktivitds esik ki, és ezt az indukcidés kezelés nem mindig korrigalja. A
feltehetéen 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 kedvezdtlen (Miyawaki S, 2010; Cilloni D, 2008; Shibasaki Y, 2015), hangsulyozva az
indukciés kezelés utani fokozott WT1 szint prognosztikai szerepét. Nomdedeu és mtsai (2013)
nagyszamu AML-es beteget vizsgaltak, és indukcids kezelést kovetden legyakrabban eléfordulo
relapszust és legrovidebb OS-t azokban a betegekben észleltek, akiknél az indukcié utan a WT1
kopiak szama nagyobb volt 170-nél, 10° ABL génre vonatkoztatva. Cilloni és mtsai (2009) szerint
ugyanezek az eredmények 250 kopia szam felett igazolddtak, Rossi és mtsai (2014, 2016)
kozleményében pedig 77 x 10* ABL kopia érték fo16tt talaltak révidebb OS-t. A mi vizsgalatunkban a
végig, kezelést kdvetden is WT1 pozitiv csoport (a 0,1-nek meghatarozott kiiszobérték feletti WT1

expresszio) kedvezotlen eredményei is ugyanezt jelenthetik.

A diagnéziskor észlelt WT1 pozitivitds mértéke nem befolyasolta tulélését. A Kaplan-Meier
gorbék hasonlo lefutast mutattak, s a log-rank teszt sem jelzett 6sszefiiggést a WT1 pozitivitas mértéke

és a teljes talélés kozott. (p=0,5286).

Vizsgalatainkban a kezdetben WT1 pozitiv betegek esetén az expresszio kezelést kovetd egy,
illetve két nagysdgrendbeli csokkenése sem volt prognosztikai értékii a talélés tekintetében,
amennyiben a WT1 expresszid a koros tartomanyban maradt, azaz, ha nem csokkent a kiiszobérték
(0,1) ala (nem alakult ki molekularis remisszio). Két masik munkacsoport vizsgalatdban az indukcids
kezelést kovetd WT1 expresszié 2 log csokkenése szignifikansan jobb teljes és betegségmentes

tulélési eredményeket mutatott (Cilloni D, 2009; Rossi G, 2016).
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Az els6 indukcios kezelésre WT1 negativva valo 11 beteg koziil relapszusba keriilt négy beteg
esetén a WT1 expresszio ismételten a kiiszobérték felé emelkedett. Az irodalom alapjan az emelkedo
WT1 expresszid akar hetekkel (2-42) megeldzheti a klinikai relapszust (Ostergaard M, 2004). Mi egy
betegnél regisztraltuk hat héttel a relapszust megelézéen a WT1 szint kiiszobérték folé emelkedését, a
tobbi esetben a relapszus idején vett minta igazolta a WT1 ismételt pozitivitasat. APL-es beteglinkben

a WT1szint emelkedésének elmaradasa sokat segitett a relapszus kizarasaban.

A mi munkank is igazolja, hogy a WT1 génexpresszid meghatarozasa és kovetése hatékony
eszkdz lehet heveny leukémias betegeink MRD vizsgalatira. Ez O6sszhangban van a nemzetkozi
kutatoécsoportok vizsgalataival is, mely szerint a WTI1 génexpresszid kemoterapiat kovetd
valtozdsanak (megmaradt nagy WT1 expresszd, illetve a jelentds csokkenés hianya) prognosztikai
jelentésége van (Candoni A, 2011; Shibasaki Y, 2015; Rossi G 2016). Az expresszié novekedése a
relapszus korai jele lehet (Gianfaldoni G, 2010; Renneville A, 2009; Casalegno-Garduno R, 2016;
Malagola M, 2016; Rampal R, 2016; Rossi G, 2016). Igazolt tény, hogy a WTI1 expresszio
meghatarozasanak jelent6sége van a transzplantacio sikerességének elorejelzésében is. WTI
pozitivitdas (vagyis MRD pozitivitds) esetén végzett transzplantacid utan gyakoribb a relapszus
megjelenése és rovidebb a betegek tulélése, ugyanugy, mint WT1 negativitast kovetéen a post-
transzplantacids idészakban megjelend WT1 pozitivitas is gyakoribb relapszussal jar (Pozzi S, 2013).
Nincs azonban egyértelmii irodalmi adat arra, hogy a megjelend expresszid mértéke befolyasolja-e a
kialakulé relapszus nagysagat (Polak J, 2012). Célszerli lenne a betegek vizsgalata soran a WTI
meghatarozas és a multiparaméteres aramlasi citometria egyiittes alkalmazdsa az MRD kovetésére
(Marani C, 2013; Rossi G, 2014; Shibasaki Y, 2015; Malagola M, 2016). Egyes adatok szerint a két
modszerrel kiilon-kiilon kapott eredmények hasonloak, a részletes dsszehasonlitas alapjan azonban az
indukciés kezelés utani korai progresszid megitélésére a WT1 expresszid meghatarozasa, a
konszolidacios kezelés utdn a multiparaméteres aramlasi citometria tiinik valamivel alkalmasabbnak
(Rossi G, 2014; Malagola M, 2016; Rossi G, 2016). Ez a megallapitds azonban még tovabbi

vizsgalatot igényel.

6.2.4A WTI gén és a DLBCL kapcsolata

Munkénkban a non-Hodgkin lymphomas esetek koziil a DLBCL-ben szenvedd betegek WT1
expresszidjat vizsgaltuk. Kevés irodalmi adat all rendelkezésre a WT1 gén szerepérdl és klinikai
jelentéségérdl lymphomakban. Hairom munkacsoport immunhisztokémiai festéssel mutatta ki a gén
expresszidjat nyirokcsomo szovettani mintakbol non-Hodgkin lymphomaban (Drakos E, 2005; Wang

YF, 2012) és Hodgkin lymphoma esetén (Vadasz Z, 2012). Vadasz és munkatarsai feltételezték a
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WT1 gén esctleges proangiogenetikus szerepét a Hodgkin lymphoma kialakulasaban, de ennek
szélesebb irodalma nem ismert. Wang ¢és munkatarsai 2012-ben ALCL-ben szenvedd betegek
nyirokcsomo6 mintaiban vizsgaltak a gén expressziojat, prognosztikai jelentdségét és annak tualélést
befolyasold hatasat. A teljes talélést vizsgalva a WT1 expresszionak nem volt prognosztikai
jelentésége, bar megallapitasukat limitalja, hogy csak a kezdeti szOvettanbdl nyert minta
immunhisztokémiai vizsgalatat végezték el, és ezeket az eredményeket vetették Ossze a betegek
talélésével. Ismételt mintavétel nem tortént, igy a WT1 gén expresszidjanak idébeni valtozasat nem

kovethették.

6.2.1. Mintavetel DLBCL-es betegek esetén

Munkank tervezése soran az elsd kérdést a mintavétel modja jelentette. Mint azt néhany sorral
fentebb jeleztiik, az eddigi kutatocsoportok a daganatos nyirokcsomébol vett minta WT1 gén
expresszidjat vizsgaltdk. A betegség felismerésekor vett szdvettani mintabol immunhisztokémiai
modszerrel kimutathato a WT1 gén expresszidja, de az ismételt mintavételek mar nehézkesek. A
kezelést kdvetden jo terapias valasz esetén nincs vizsgalhatd nyirokcsomo, illetve a betegek kovetése
soran nem szerencsés ismételt sebészeti beavatkozasokkal mintat nyerni. Emellett a betegek szovettani
mintaihoz nem lehet egészséges egyének nyirokcsomoit eltavolitva azokat kontrollként hasznalni.
Vizsgalatunkkal arra kerestiink valaszt, hogy meghatarozhato-e a periférias vérbol kezelés elétt és utan
a WTI1 génexpresszid6 qRT-PCR segitségével DLBCL-ben. Kimutathat6-e korrelacio a betegség
stadiumaval, valamint hasznalhato-e a WT1 meghatarozas prognosztikai faktorként. Az egészséges
onkéntesek periférids vérmintaibol meghatarozott WT1 expresszidé vizsgalataink szerint megfeleld

kontrollnak volt tekinthetd.

6.2.2. A periferias vérben észlelt WT'1 génexpresszio lehetséges magyardzatai

Dolgozatunk irasakor nem rendelkeztiink irodalmi adattal arra nézve, hogy van-e, és ha igen,
mi az oka az NHL-ben szenvedd betegek periférias vérmintaiban észlelt fokozott WT1 expresszionak.
A kétezres évek elején elkezdett WT1 expresszids vizsgalatok eldszor az AML-re fokuszaltak, majd a
gyermekkori és felndtt akut lymphoid leukémiak vizsgalata kovetkezett (Magyarosy, 2003). Mind a
két esetben egyértelmiivé valt, hogy a periférias vér alkalmas a WT1 expresszié vizsgalatara. A
kozelmultban MDS-ben és CML-ben (kronikus myeloid leukémiaban) is leirtak a betegség kovetésére

a génexpresszid meghatarozasat periférias vérbél (Van Dijk JP, 2002; Szantdé A, 2015). Normalis
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hemopoesis esetén a CD34 pozitiv csontveldi Ossejtek mutatnak WT1 expressziot. MDS-ben tobb
tanulmany is igazolta, hogy CD34 negativ, de egyéb dysplasias abnormalitdsokat mutaté, nem
gén aktivitasa, szemben a normalis sejtekkel, és ezek a dysplasias sejtek megjelenhetnek a periférias
keringésben (Ueda Y, 2013; Van Dijk JP, 2002). NHL-ben a keringésben megjelend, fokozott WT1
expressziot mutatd koros sejtek jelenléte magyarazhatja a periférias vérben mérheté WT1 expressziot,
mivel fokozott szamban keringé normalis hemopoetikus Ossejt jelenlétére nincs adat. NHL esetén a
periférias vérben keringé daganatsejtek kimutatasanak szenzitivitasa (relapszus esetén 1/100 sejt) joval
alacsonyabb, mint maganak a gén expresszidjanak szenzitivitasa (1/10000). (Magyarosy, 2003). Ez azt
is magyardzhatja, hogy a WT1 expresszio korai emelkedése miért jelzi elére a relapszust és a
kedvezo6tlenebb kimenetelt a relapszus megjelenése eldtt. Emellett elképzelhetd, hogy a daganatos

crcr

méréseink soran.

6.2.3. A DLBCL-es betegek WTI expresszios eredményei

A 25 betegbdl a vizsgalati id6 végére csak 11 beteg (44%) maradt életben, amit az magyaraz,
hogy transzplatacios klinikai centrumként a kdrnyezé korhazakbol az eldrehaladott stadiumban 1évo
DLBCL-es betegek nagyobb szamban keriiltek hozzank kezelésre autolog Ossejt transzplantacio
potencialis varomanyosaiként. Az els6, a betegség igazolasakor gylijtott adatok és a kezdeti WT1
expresszié kozott kerestiink Osszefiiggést. A betegek koziil 8 esetében (32%) igazolodott WTI
pozitivitds. A kis betegszam ellenére a WT1 pozitivitds aranya megfelel a kevés NHL-rol sz6l6
tanulmany nyirokcsomo6 mintaibol nyert adatainak (Wang YF, 2012). Hasonld expresszids arany
észlelhetd az eltérd mintavételi modszer mellett is, mely arra utal, hogy DLBCL esetén nem
sziikségszerli a nyirokcsomdé WT1 expresszid vizsgalata, elegendd a periférias vérbol vett minta a

betegség kovetésére.

Sem a kezdeti tumortdmeg, sem a klinikai stadium, az életkor, az IPI score, vagy a B tiinetek

jelenléte és WT1 expresszio kozott nem talaltunk 6sszefiiggést.

Az AML-es eredményeinktdl eltérden jelentos kiilonbség volt észlelhetd a kezdeti fokozott
WT1 expressziot mutatd és nem mutatod betegek teljes tulélése kozott. A WT1 negativ betegek kétéves
tulélési valdszinlisége (68,8%) és teljes tulélése (median 131 hét, tartomany: 5-414 hét) szignifikansan
jobb volt (p=0,0475), mint a WT1 pozitiv betegek kétéves tulélésének valdsziniisége (37,5%) és teljes
talélése (median 103 hét, tartomany: 40-224 hét). Kezdeti vizsgalataink alapjan az eltérések

egyértelmli magyarazatat nem tudjuk, és az irodalomban sem talaltunk erre vonatkozé adatokat.
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Korabban megjelent kozleményiinkben munkacsoportunk kopenysejtes lymphomaban a DLBCL-hez
hasonldéan kedvezObbnek taldlta a kezdetben WT1 negativ betegek tulélését. Periférias T-sejtes
lymphomaban szenvedéknél nem volt kiilonbség a tulélésben. MALT és Burkitt lymphomaban WT1
expresszié nem volt kimutathaté (Ujj Zs, 2014). Feltehetéen a rosszabb prognoézissal jaro WT1
pozitivitds esetén tobb koros, malignus sejt keriilhet a keringésbe, valdsziniileg agresszivabb

betegséggel allhatunk szemben.

A kemoterapias kezelés eredményeként a 17 WT1 negativ beteg koziil 12 beteg (a negativak
70%-a) keriilt CR-be. Ezen esetek betegségmentes tilélése (median: 113 hét, tartomany: 66-152 hét) is
szignifikdnsan jobbnak bizonyult (p=0,0004), mint az eredetileg WT1 pozitiv 8 betegb6l CR-be keriilt,
de tovabbra is WT1 pozitiv 5 beteg (a pozitivak 63%-a) betegségmentes tilélése (median: 22 hét,
tartomany: 11-204 hét). Bar a vizsgalt betegek koziil a WT1 pozitivak nagyobb aranyéanal alakult ki
CR, a remisszio id6étartama (és a teljes t0lélés is) jelentdsen rovidebbnek bizonyult és a haldlhoz
vezetd ok leggyakrabban a lymphoma progresszidja volt. Ez felvetheti, hogy a kezdetben WTT1 pozitiv
betegeknél akar intenzivebb indukcios kezelésre, korai autoldog Ossejt transzplantacidra vagy mas

tamadaspontl kezelésre lenne sziikség.

Két, kezdetben WT1 negativ beteg esetén a kemoterapias kezelés soran megjelend WTI
expresszid a betegség szokatlanul gyors progressziojaval és relapszusaval jart. Ugyan két betegb6l
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 lehet, ami valosziniileg a WT1 gén onkogén funkcidjaval fligghet
Ossze. Eredményeink szerint a fokozott expresszid kimutatisa a betegség pontosabb
prognosztizalasara, a kezelés monitorozasara €s a korai relapszus elorejelzésére egyarant alkalmazhato
a DLBCL-ben szenvedd betegekben, melynek terapias vonzata is lehet. Ha a sorozatos MRD
vizsgalatok progressziv betegséget igazolnak, akar kezdeti WT1 pozitivitds esetén is felmeriilhet a
kezelés intenzifikalasa, és az els6 CR-ben az ssejt transzplantacid lehetdsége is. A késébbiekben akar
immunterapias fegyverként is hasznalhatdé lehet a betegség kezelésében. Mindehhez nagyobb

betegszamu vizsgalatokra lenne még sziikség.
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7. Uj megallapitasok

1. El6szor hataroztuk meg a WTI1 expresszid kiiszobértékét sajat metodikankkal periférias
vérben, egészséges kontroll mintak és a GAPDH endogén referenciagén segitségével, mely
folott az eredményeket korosnak tekintettiik. A WT1 pozitivitas kiiszobértéke 0,1, az erds

WT1 pozitivitas kiiszobértékét 10,0-nél adtuk meg.

2. El6szor igazoltuk magyar AML-es betegcesoport esetén, hogy a kezdeti WT1 negativnak tartott
csoport talélése ugyan kedvezObb, de a kiilonbség nem bizonyult statisztikailag

szignifikansnak.

3. Igazoltuk, hogy a kezelés hatasara negativva valdé (azaz molekularis remisszioba keriild)
AML-es betegek tulélése szignifikansan jobbnak bizonyult a végig WT1 pozitiv és a kezdettdl
WT1 negativ betegekénél is.

4. A tartosan WTI1 negativ AML-es betegek indukcids kezelésre adott kedvezd valaszanak

aranya kisebb, de ha CR alakult ki, akkor nem észleltiink relapszust.

5. AML-es betegeknél a kiiszobérték felett marado WT1 expresszio egy, illetve két log

csokkenése nem befolyasolja a talélést.

6. DLBCL-ben a WT1 expressziot elséként vizsgaltuk periférias vérbol. Az irodalombol ismert

nyirokcsomobdl tortént mintavétellel azonos eléfordulasi gyakorisagot talaltunk.

7. DLBCL-ben a kezdeti fokozott WT1 expresszid nincs Osszefiiggésben a beteget jellemzé

egyéb prognosztikai paraméterekkel (életkor, klinikai stadium, IPI score, B tiinetek).

8. Fokozott WT1 expressziot nem mutatd DLBCL-es betegek teljes és betegségmentes tilélése

szignifikdnsan jobbnak bizonyult.

9. Kezelést kovetden a korossa valo WT1 expresszio az AML-hez hasonléan DLBCL-ben is
relapszusra utal, igy a WTI1 expresszi6 meghatarozdsa MRD megéallapitdsara és

monitorozasara ebben a korképben is alkalmas.
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8. Osszefoglalas

A Wilms tumor (WT1) gént korabban tumorszupresszor génnek tartottak, amelynek delécidja
egy gyermekkori vesetumor kifejlodéséhez jarul hozza. A WT1 gén egy cink-ujj transzkripcids faktort
kodol, amely tobb gén expresszidjanak negativ vagy pozitiv szabalyozasan keresztiil fontos szerepet
jatszik a sejtosztddasban, differencialodasban, apoptosisban. Az embriogenesis soran a mesodermalis
eredetii sejtekben normalis esetben is kifejezédik. Szerény WT1 expresszid tobb felnétt szovetben is
kimutathato, tobbek kozott a CD34+ csontvel6i Gssejtekben, ami fiziologias funkciora utal. Nagy
expresszid észlelhetd szamos szolid daganatban és tobb malignus hematologiai kérképben is. A
hematoldgiai betegségek korében részletesebben tanulmanyozott a WT1 expresszid prognosztikai
szerepe akut myeloid leukémiaban. A lymphomak és WT1 expresszidjanak kapcsolatarol kevés adat

talalhatd az irodalomban.

Munkank soran megvizsgaltuk, hogy modszeriink alkalmas-e lymphomas és leukémias
betegek periférids vérmintdiban a WT1 gén expresszidjanak detektalasara. Egészséges onkéntesektol
vett kontroll mintdk és a GAPDH endogén referenciagén segitségével meghataroztuk a WTI
expresszio kiiszobértékét. A periférias vérben a WT1 expresszid megbizhatéan vizsgalhatd. A
kiiszobérték feletti eredményeket korosnak tekintettiik, a WT1 pozitivitds kiiszobértéke 0,1-nek
adodott. Az er6s WT1 pozitivitas kiiszobértékét 10,0-nél tudtuk megadni. AML esetén igazoltuk, hogy
a kezdeti WTT1 pozitivitas mértéke nem befolyasolta a betegek talélését, illetve a WT1 negativ csoport
tulélése bar kedvezobb volt, de a kiillonbség nem bizonyult statisztikailag szignifikdnsnak. Ezzel
szemben igazoltuk, hogy a kezelés hatasara negativva valo betegek tulélése szignifikansan jobbnak
bizonyult a végig WT1 pozitivaknal, illetve a végig WT1 negativ betegekénél is. A kezelést kdvetden
WT1 negativva valé betegek esetén a WT1 expresszid ismételt kiiszobérték felé emelkedése pedig
megbizhatoan jelezte a klinikai relapszust. A kiiszobérték feletti WT1 expresszid nagysaga, és annak a

koros tartomanyon beliili egy vagy két nagysagrendbeli csokkenése nem befolyasolta a tilélést.

DLBCL esetén els6 alkalommal végeztiink WT1 expresszids vizsgalatot periférias vérbol. Az
expresszioé kiiszobérték feletti eléfordulasi gyakorisaga az irodalomban korabban ismertetett
nyirokcsomobol igazolt gyakorisaggal megegyezd. A kezdetben WT1 expressziot mutatdé DLBCL-es
betegek OS-¢ és DFS-e szignifikdnsan rosszabbnak bizonyult, de a kezdeti WT1 expresszid nem volt
kapcsolatban a beteget jellemzd egyéb vizsgalt prognosztikai markerekkel. A kezelést kovetden
korossa valdé WT1 expresszio jelezte a klinikai relapszust. Eredményeink arra utalnak, hogy a
DLBCL-ben szenvedd betegek esetében a WT1 gén fokozott expresszdja mind a progndzis
megitélésében, mind a betegség kovetésében hasznos segitséget nyujt. Akut myeloid leukémias
betegeinkben a kovetés soran ismételten megjelend WT1 expresszionak nagyobb szerepe lehet a
betegség kimenetelét illetden, mint a diagnoziskor észlelheté6 WT1 gén expresszidjanak. A WTI
expresszié vizsgalata segitséget nyujthat a kezelések soran a betegség kovetésében, a korai relapszus
megitélésében, a minimalis rezidualis betegség monitorozasaban és a jovoben a WT1 gén elleni célzott

immunterapia javithatja a kezelés eredményességét.
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9. Summary

Wilms tumor (WT1) gene was considered as tumorsuppressor before. Its deletion contributed
to developing a childhood kidney tumor. WT1 gene encodes a zinc finger transcription factor, which
plays an important role in cell division, differentiation and apoptosis by positively or negatively
regulating them. Normally it is expressed during embryogenesis in mesodermal originated cells. Weak
WT1 expression can be detected in several adult tissue, which suggests physiologic function. WT1 is
expressed in CD34+ hematopoietic stem cells also. Strong expression can be detected in several solid
tumors as well as in several hematological malignancies. The prognostic role of WT1 expression is
investigated in details in acute myeloid leukemia. The connection of WT1 expression and lymphomas

are published less in the literature.

We investigated, whether our technique is feasible to detect WT1 gene expression in the
peripheral blood samples of lymphoma and leukemia patients. We defined the threshold of WTI
expression in the samples of healthy volunteers by using GAPDH endogen reference gene. WT1
expression could be investigated reliably. Results above threshold were considered as abnormal. The
threshold of WT1 positivity was 0.1. Strong WT1 expression was considered above 10.0. The measure
of WT1 expression detected before treatment did not influence survival of AML patients. Survival of
WT1 negative group was more favorable, however difference was not significant to the WT1 positive
group. Survival of patients becoming negative from initial positive owing to treatment was more
favorable, than those are positive alongside through treatment and WT1 negative patients. WTI
expression rising above threshold of patients who became negative owing to treatment showed
dependable early sign of relapse. The extent of WT1 expression above threshold and its decrease by 1-

2 logs within the abnormal range did not influence survival.

We performed WT1 expression from peripheral blood samples of DLBCL patients for the first
time. The frequency of expression above threshold is identical with the frequency detected from the
lymph nodes, reported in the literature. The OS and DFS was significantly worse of initially WT1
expressing DLBCL patients, however initial WT1 expression did not show relationship with other
prognostic factors. Abnormal WT1 expression occurring after treatment predicted relapse. Our results
suggested that increased WT1 expression helps both evaluating prognosis and follow-up of DLBCL
patients. Repeatedly appearing WT1 expression may have major role in predicting outcome during
follow-up of AML patients, than initial WT1 expression at the time of diagnosis. Investigation of WT1
expression may help in follow-up of patients, in judging early relapse and monitoring minimal residual

disease. Targeted therapy directed against WT1 gene may improve therapeutic efficacy in the future.

64



10. Targyszavak
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