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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ABLL1: Abelson egér leukemia onkogen 1

ALCL.: anaplastic large-cell lymphoma (anaplasztikus nagysejtes lymphoma)
ALL.: akut lymphoblastos leukemia

ALK: anaplasztikus lymphoma kinaz

AML.: akut myeloid leukemia

ARR: antiszensz regulator régio

AWT1: alternativ Wilms tumor 1

B-ALL.: B-sejtes akut lymphoblastos leukemia

BASP1.: brain acid soluble protein 1 (savban oldhat6 agyi fehérje 1)

BDNF: brain-derived neurotrophic factor (agyi eredetii neurotrof faktor)
BEAM: carmustin, etopozid, citozin arabinozid, melfalan

BMT: betegségmentes talélés

CBP: CREB bhinding protein (CREB-kot6 fehérje)

CD: cluster of differentiation (differencialodasi antigén)

CGH: komparativ genomialis hibridizacio

CHOP: ciklofoszfamid, hidroxidaunorubicin, Oncovin, prednisolon

Cre: causes recombination (rekombinécidt eredményez)

CREB: cyclic adenosine monophosphate response element binding protein (ciklikus
adenozin-monofoszfat reszponziv elemet koté fehérje)

Ct: cycle threshold (ciklus kiiszob)

CT: computer tomogréafia

CTCF: CCCTC-koto faktor

CTE: konstitutiv transzportelem

DDS: Denys-Drash szindroma

DHAP: dexamethason, citozin arabinozid, cisplatin

DLBCL.: diffuse large B-cell lymphoma (diffuz nagy B-sejtes lymphoma)
DMS: diffiz mesangialis sclerosis

EGFR: epidermal growth factor receptor (epidermalis ndvekedési faktor receptora)
EGR-1: early growth response protein 1 (korai névekedési valasz fehérje 1)

EIF3M: eukariota transzlacios iniciécios faktor 3, M alegység



EPDC: epicardium-derived cell (epicardium-eredetii sejt)

FFPE: formalin-fixed, paraffin-embedded (formalin-fixalt, paraffinba 4gyazott)

FS: Frasier szindroma

FSGS: focalis segmentalis glomerulosclerosis

GAPDH: glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz

GFR: glomeruléris filtracios rata

hnRNS: heterogén nuklearis ribonukleinsav

hyper-CVAD: ciklofoszfamid, vincristin, doxorubicin, dexamethason, citozin arabinozid,
metotrexat

IGF-2: insulin-like growth factor 2 (inzulinszerii névekedési faktor 2)

IRF8: interferon regulator faktor 8

LOH: loss of heterozygosity (a heterozigotasag elvesztése)

MALT: mucosa-associated lymphoid tissue (mucosa-asszocialt lymphoid szdvet)

MCL.: mantle cell lymphoma (kdpenysejtes lymphoma)

MDS: myelodysplasias szindroma

MIS: Mullerian inhibiting substance (mdalleri gatlo anyag)

MLPA: multiplex ligacio alapu prébaamplifikacio

MMTV: mouse mammary tumor virus (egér emlétumor virus)

NHL.: non-Hodgkin lymphoma

NLS: nuklearis lokalizacids szignal

Par4: prostate apoptosis response 4 (prosztata apoptozis valasz 4)

PAX6: paros box-gén 6

PCR: polymerase chain reaction (polimeraz lancreakcid)

PDGFa: platelet-derived growth factor alpha (vérlemezke-eredetii névekedési faktor alfa)
PRRG4: proline rich gamma-carboxyglutamic acid polypeptide 4 (prolinban gazdag
gamma-karboxiglutaminsav polipeptid 4)

PTCL.: peripheral T-cell lymphoma (periférias T-sejtes lymphoma)

gRT-PCR: quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (quantitativ reverz
transzkripcids polimeraz lancreakcio)

Ras: rat sarcoma protein (patkany sarcoma fehérje)

RBM4: RNA-binding motif protein 4 (RNS-k6té motivum fehérje 4)

R-CHOP: rituximab, ciklofoszfamid, hidroxidaunorubicin, Oncovin, prednisolon

RCNL1: retikulokalbin 1

R-DHAP: rituximab, dexamethason, citozin arabinozid, cisplatin



Sf1: szteroidogén faktor 1

SLC1A2: solute carrier family 1 member 2 (oldott anyagokat transzportalé 1. fehérjecsalad
2. tagja)

Sox9: SRY box 9 (SRY doboz 9)

SRY: sex determining region of Y (nemet meghatarozé régi6 az Y kromoszdéman)

STIMZ1: stromalis interakcids molekula 1

T-ALL: T-sejtes akut lymphoblastos leukemia

TGFp: transforming growth factor beta (transzformald ndvekedési faktor béta)

TT: teljes tulélés

U2AF65: U2 auxiliary factor 65 (U2 kiegészit6 faktor 65)

VEGF: vascular endothelial growth factor (vaszkularis endothelialis ndvekedési faktor)
WAGR: Wilms tumor, aniridia, urogenitalis rendellenesség vagy gonadoblastoma, mentalis
retardacio

WAGRO: WAGR szindroma, obezités

WNT4: wingless type MMTYV integration site family, member 4 (szarnyatlan tipust MMTV
integracios hely csalad 4. tagja)

WT1: Wilms tumor 1

WT1-AS: Wilms tumor 1 antiszensz



1. BEVEZETES

AWT1 gént eredetileg a Wilms-tumorért felel6s lokuszként irtak le: Rose és mtsai (1990)
feltérképezték a 11pl3 kromoszomalis régiot, amely a Wilms-tumorral jar6 WAGR
szindromaban deletalodik, és ezen belill azonositottak egy transzkripcids egységet, amely
Zn-ujj fehérjét kddol. Call és mtsai (1990) részletesebben jellemezték a gént, leirtak az altala
kodolt polipeptid morfoldgiai sajatossagait, valamint az mRNS megjelenését a vesében és a
csontveldben.

Noha eleinte csak tumorszupresszorként tulajdonitottak szerepet a WT1 fehérjének, méara
vilagos, hogy funkcidja ennél joval dsszetettebb. A Wilms-tumor mellett szamos szolid és
hematoldgiai malignitas pathogenesisében igazoltnak latszik a WT1 szerepe, am, hogy
val6jaban miben all ez a szerep, az a mai napig nem pontosan tisztazott. Ugy tiinik, a WT1
fehérje csak az urogenitalis rendszerben miikodik tumorszupresszorként, mig egyéb eredetii
daganatok esetében inkdbb onkogénként funkciondl. E kiilonds kettds szerepkor lehetséges
magyarazata, hogy a géntermék a vesében elGsegiti a sejtek érését, és kilépésiiket a
sejtciklusbdl, igy a mesenchyma-epithelium tranzicio egyik fontos eleme, mely tobbek kozt
a nephronok létrejottéhez is szlikseges. A tobbi szovetben ugyanakkor a fentivel ellentétes
moédon miikodve, éretlen allapotban tartja a sejteket, vagy hozzajarul az epithelium-
mesenchyma tranziciéhoz (Hohenstein és Hastie, 2006; Miller-Hodges és Hohenstein,
2012).

Az elméleti orvostudomanyban dolgoz6 kutatok mellett ma méar gyakorld klinikusok,
azaz hematologusok, nephrologusok és mas szakteriletek képvisel6i is foglalkoznak a WT1
génnel. Ez annak koszonhetd, hogy az utdbbi évtizedekben, még inkdbb az elmdlt néhany
évben osszegylilt eredmeények alapjan tgy tiinik, a WT1 klinikai alkalmazasi lehetéségei
joval szélesebb koriiek, mint azt korabban gondoltadk. Expressziojat az akut leukemiak
mindkét f6 tipusdban (AML-ben és ALL-ben) a rezidudlis betegség egyik fontos
markerereként tartjadk szamon; AML-ben kilondsen hasznos, a patholdgiai és citogenetikai
altipustol flggetlen (univerzalis) prognosztikai faktornak tekintik a remisszidba kerdilt
betegek esetében (Cilloni és mtsai, 2008).

Azt is megfigyelték, hogy azon betegek keringésében, akik WT1-et expresszald tumort
hordoznak, megjelennek a WT1-specifikus citotoxikus T-lymphocytak és a WT1 elleni
antitestek, igazolva a WT1 fehérje immunogenitasat. Egy kdzlemény szerint, amelynek

szerzO1 75 tumorantigént hasonlitottak 6ssze, a WT1 tiinik a legjobb terdpids célpontnak,



megelézve pl. az EGFR-t, a p53-at és a Ras-t (Cheever és mtsai, 2009). Tobb klinikai
tanulméany is ramutatott, hogy a WTL1 peptiddel torténé immunizacié biztonsagos és
hatékony lehet, tébbek kdzott AML-ben, emld- és tiidérakban, glioblastomaban: egyes
szerzOk szerint a kozeljovében a WT1-immunoterdpia mindennapos klinikai gyakorlatta
valhat (Sugiyama, 2010; Lindstedt és mtsai, 2014).

Osszegzésképpen tehat megallapithatjuk, hogy a WT1 gén és fehérje jelentds klinikai
érdekldésre tart szamot, ugyanakkor a genetikusok és molekularis biologusok szamara
komoly kihivast jelent: miikodése szamos betegségben (pl. a leukemidkban) még alapjaiban
sem tekinthet? tisztazottnak. Sajat munkankkal, amelyben tanszékiink munkatarsai mellett a
Debreceni Egyetem t6bb klinikajanak orvosai is részt vettek, megprdobaltunk hozzajarulni a
tertlet szakirodalmahoz: ha csak egy kis lépéssel is, de kozelebb kertlni e kilénos gén

titkanak megfejtéséhez.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. AWTL gén és protein

A mintegy 50 kb kiterjedésti, 10 exonbdl &ll6 WT1 gén terméke egy rendhagyo
transzkripcids faktor, amely a kromoszomalis és cellularis kornyezett6l fliggéen egyarant
képes aktivalni vagy gatolni bizonyos gének transzkripcidjat, és a poszttranszkripcios
szabalyozésban is szerepet jatszik. A fehérje C-terminalisan négy klasszikus, C2H2
(,,Kriippel”) tipust Zn-ujj doménre, N-termindalisan pedig egy prolinban és glutaminban
gazdag szakaszra oszthatd, melyet az elsé 6 exon kodol (1. dbra). E szakasz tartalmaz egy
dimerizéaciés domént, valamint egy transzkripcios aktivaciGért és represszioért felel6s

doment (Morrison és mtsai, 2008).

1. alternativ
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1. &bra. A WT1 fehérje szerkezete, a f6bb izoproteinek emldsben és halban (Schedl és Hastie,
1998).

A fehérje minden gerinces ¢l6lényben megtalalhatd, és emldsokben nagyfokul
konzervaltsagot mutat (Schedl és Hastie, 1998). A WT1 fehérje TATA nélkili, GC-gazdag
promoterekhez kotédik, target szekvencidja 5° GCGTGGGAGT 3°. Altalanosabban is
megadhat6 a konszenzus target szekvencia: 5> GNGNGGGNG 3’ — ez pedig atfed az EGR-

1 transzkripcios faktor konszenzus szekvenciajaval (Rauscher és mtsai, 1990; Nakagama és



mtsai, 1995). Pritchard-Jones és mtsai (1990) nem sokkal a gén elsé leirasa utan kozolték,
hogy a WT1 mRNS kimutathatd az embryondlis vese mesenchymajabol és glomerularis
epitheliumabdl, a magzati gonadtelepbdl, valamint a mesothelb6l. A WT1 ez idaig
azonositott konkrét targetjei kozott tobbnyire olyan géneket talalunk, melyek a vese, a sziv
és a gonadok embryonélis fejlédésében jatszanak szerepet — pl. Sproutyl (Gross és mtsai,
2003), Snail (Martinez-Estrada és mtsai, 2010), nesztin (Wagner és mtsai, 2006), nephrin
(Wagner és mtsai, 2004), CXXC5 (Kim és mtsai, 2010), Sf1 (Wilhelm és Englert, 2002).
Tobb olyan gént is szabalyoz, amelyek az izlelobimbok fejlodését iranyitjak (Gao és mtsai,
2014).

A WT1 gén sajat promotere is TATA nélkili, am, mig a fehérje expresszidja pontosan
szabalyozott a kiilonbozd szovetekben, addig a promoter mindeniitt tilmiikodik. A WT1
fehérje kifejezddését tehat elsGsorban nem a promoter-szintli szabdlyozéas, hanem mas
regulator elemek hatarozzak meg, pl. egy silencer a gén 3. intronjaban, ill. egy enhancer
(Fraizer és mtsai, 1994; Hewitt és mtsai, 1995; Hu és mtsai, 2008).

A génexpresszid szabalyozasaban fontos szerepe lehet az 1. intronban talalhaté ARR
metilaciojanak is. Az ARR olyan promoterként miikodik, mely a WT1 promoterével
ellentétes irdny( transzkripciot inicidl — transzkriptuma, a WT1-AS egy szakaszon
komplementer a WT1 mRNS proximalis szakaszéval, de tartalmazza a WT1 génhez képest
upstream elemek transzkriptumat is (Malik és mtsai, 2000). A WT1-AS tdbb szdvetben
parhuzamosan expresszalodik a WT1-gyel, és az atfedd régio miatt heteroduplexet alkot a
WT1 mRNS-sel. Az ARR metilacios mintdzatanak megvaltozasa a Wilms-tumorok jellemz6
jegye, mig a WT1-AS abnormis splicing-ja szerepet jatszhat a WT1 ektopias
expresszidjaban bizonyos daganatoknal (Dallosso és mtsai, 2007). Ujabban primer
myelofibrosis hatterében is leirtak a WT1-AS megvaltozott expresszidjat (Pennucci és mtsai,
2014).

2.2. A fehérje izoformai

A WTI1 funkcidjanak komplexitasa jelentds részben a rendkiviil nagy szamu
fehérjevariansnak koszonhetd. Haber és mtsai (1991) irtak le a 4 alapvetd izoformat: 2
helyen lehetséges alternativ splicing, ennek megfelelden az érett mRNS-be bekeriilhet, vagy
abbol kimaradhat az 5. exon altal kddolt 17 aminosav, ill. a 9. exon altal kddolt szakaszbol

egy KTS tripeptid (1. &bra). Egészséges egyedben tobbségben vannak az 5. exon altal kddolt
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szakaszt, ill. a KTS-szekvenciat tartalmaz6 izoformak, am mig a KTS-pozitiv és KTS-
negativ formak aranya konstans médon 2:1 a kiilonb6z6 szovetekben, addig a 17 aminosavat
tartalmazd és nem tartalmazo izoproteinek aranya igen valtozo lehet (Wagner és mtsai, 2003;
Klamt és mtsai, 1998).

Schedl és Hastie (1998) mar 16 izoforméardl szdmol be a WT1-et érint6, addig leirt
alternativ start kodonoknak, az RNS editingnek, valamint a méar emlitett alternativ
splicingnak megfeleléen (1. abra). Azdta tovabb ndvekedett az elméletileg lehetséges WT1
izoproteinek szama, 6sszesen legalabb 36-ra (Hohenstein és Hastie, 2006). Mindez egy
Ujabb alternativ start kodon (Scharnhorst és mtsai, 1999), egy, az 5. intron végénél kezd6d6
transzkriptum (Dechsukhum és mtsai, 2000), valamint egy alternativ promoterrel és 1.
exonnal rendelkez6, un. AWT1 transzkriptum (Dallosso és mtsai, 2004) felfedezésének
kOszonheto.

Erdekes mddon ezen variaciok tobbsége csak emlésokben talalhatdo meg: egy vizsgalt
halfajban (Fugu rubripes) az 1. abrdn bemutatott mechanizmusok kozil csak a KTS-
tripeptidet érint6 alternativ splicing miikodik. Mindez azt sugallja, hogy az Gsszes izoprotein
kozll a KTS-pozitiv és KTS-negativ formak kozotti kiilonbségnek lehet a legjelentdsebb
élettani szerepe (Hohenstein és Hastie, 2006). Alatamasztani latszik e feltevést, hogy mind
a KTS-pozitiv, mind a KTS-negativ izoprotein hianyaban sulyos (de kiilonb6z6)
vesedefektusok alakulnak ki egérben (Hammes és mtsai, 2001), mig az 5. exon delécioja
(Natoli és mtsai, 2002), vagy az upstream, alternativ transzlacios kezdépont (CTG)
mutécidja (Miles és mtsai, 2003) nem jar megfigyelhetd fenotipusos eltéréssel.

A KTS-pozitiv és KTS-negativ izoforma kozotti funkcionalis kiilonbség egyik f6 okara
akkor derult fény, amikor megvizsgalték e fehérjék DNS-kot6 sajatossagait (Laity és mtsai,
2000). A KTS szekvencia beékelédése a fehérje 3. és 4. Zn-ujj doménje kdzé flexibilissé
teszi ezt a linker régiot, és gyengiti a 4. Zn-ujj interakciojat a DNS-sel. Ennek megfelel6en
a DNS-hez valo kozvetlen k6tddésben els6sorban a KTS-negativ izoprotein jatszik szerepet.

Mi lehet tehat a KTS-pozitiv izoforma funkciéja? Az irodalombdl ismert, hogy a Zn-uijj
domének a DNS mellett az RNS-hez is kotédhetnek (Ladomery és Dellaire, 2002).
Caricasole és mtsai (1996) kimutattak, hogy KTS-pozitiv WT1 hatékonyabban k6tédik IGF-
2-credetli RNS probakhoz, mint akar a KTS-negativ izoforma, akar a WT1-gyel azonos
csaladba tartozo EGR-1. Az RNS-hez valo kotddésben a KTS tripeptid mellett dont6 az 1.
Zn-ujj szerepe (Ladomery és mtsai, 2003).

Fontos lehet a WT1 interakcidja bizonyos splicing faktorokkal is. Els6ként Davies és

mtsai (1998) szamoltak be rola, hogy a WT1 Zn-ujj doménje segitségével kotédik az
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U2AF65, egy szerin-arginin tipust splicing faktor SR doménjéhez. Noha ez a kot6dés
mindkét WT1 izoprotein esetében egyforman megvalosul, késdbb a KTS-pozitiv izoforma
specifikus szerepét is bizonyitottak: az RBM4 splicing faktorhoz kétédve, annak funkciodjat
modulalta, igy befolyasolva két minigén alternativ splicing-jat egy kotranszfekcios
Kisérletben (Markus és mtsai, 2006).

Mindezek mellett az is gyanithatd, hogy a KTS-pozitiv WT1 valamilyen szerepet jatszik
az RNS nuklearis exportjaban és a transzlacioban. Sokan beszamoltak réla, hogy a WT1 a
sejtmag mellett a citoplazmabol is kimutathatd, am azokban az években, amikor még
egyszeril transzkripcids faktorként tekintettek a WT1-re, ezeket az eredményeket nem vették
komolyan, és festési artefactumnak tartottdk (Hohenstein és Hastie, 2006). Ma mar tudjuk,
hogy az 6sszes WT1 fehérje (sejttipustol fiiggden) 10-50 sz&zaléka valdban a citoplazmaban
talalhato, annak koszonhetéen, hogy a WT1 képes oda-vissza ingazni a sejtmag és a
citoplazma kozott. Raadasul a citoplazmatikus WT1 érdekes médon a miikodod
riboszémakhoz asszocialt (Niksic és mtsai, 2004). A WT1 sejtmagbo6l valé exportjanak
részletei még nem tisztazottak, de a nuklearis importrol kiderllt, hogy a 3. Zn-ujjban
talalhatd NLS, valamint az importin al és 3 segitségével valosul meg (Depping és mtsai,
2012).

Bor és mtsai (2006) kozolték az elsé konkrét adatokat arra vonatkozdan, hogy
specifikusan a WT1 KTS-pozitiv izoformaja képes el6segiteni olyan, CTE-szakaszokat
splicing folyamatat, és reziduélis intronokat tartalmaznak. Mindent egybevetve bonyolult
kép rajzolodik ki a WT1 sejtmagi és citoplazmatikus funkcidival kapcsolatban (2. abra).
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2. &bra. A WT1 lehetséges funkcidi (Morrison és mtsai, 2008). A fehérje aktivalhatja, vagy
gatolhatja a transzkripciot, kotédik a pre-mRNS-hez és egyes splicing faktorokhoz.

Befolyasolhatja a transzkriptumok exportjat a sejtmagbol, turnover-ét és transzlaciojat.

Szamos bizonyiték szol tehat amellett, hogy a WT1 nem pusztan transzkripcids faktorként
miikodik, hanem fehérje-RNS és fehérje-fehérje interakciok révén poszttranszkripcios
szinten is szabalyozza targetjeit, e szabalyozasban pedig a KTS-pozitiv izoformaé a fészerep
(Morrison és mtsai, 2008). Ha tovabbi kozlemények jelennek meg a témaban, érdekes lesz
latni, hogy mennyire koordinalt a WT1 transzkripcids és poszttranszkripcios funkcidja —
hogy vajon kiilonb6z6, vagy ugyanazon célpontokon fejti ki hatasat az egyes szinteken.

Kevesebbet tudunk a tobbi izoprotein szerepérdl. Az emlds-specifikus 5. exon egy, a Par4
fehérjével valo kotodésért felel6s domént kodol (Richard és mtsai, 2001). E domén jelenléte
onmagdban nem kritikus a WT1l-protein miikddése szempontjabol, de hianya
megvaltoztathatja a kifejl6dé fenotipust, ha mas mutaciokkal egyiitt van jelen (Wagner €és
mtsai, 2003). A korabban emlitett AWT1 szerepet jatszhat a Wilms-tumor kialakulasaban,
ha a 11p13 régiot érintd imprinting hibaja miatt expresszalodik (Hancock és mtsai, 2007).

A tébbi izoformahoz mindezidaig nem sikerult specifikus funkciét tarsitani. Kérdéses,
hogy egyéltalan léteznek-e ezek a funkciok, vagy az esetek jelentés részében e
fehérjevariansok pusztan evoluciés maradvanyokat kepviselnek (Wagner és mtsai, 2003).
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2.3. A WT1 szerepe az embryonalis fejlodésben

2.3.1. A gonadok fejlodése

Az embryonalis fejlédés 4. hete kortil jelenik meg a hamcsapokat és ivarsejt-el6alakokat
tartalmazo6 indifferens gonadtelep, mely az intermedier mesodermabol alakul ki. E
gonadtelep még egyarant képes a férfi €s n6i irdnyu differencidlédasra: az Y kromoszéman
talalhatd SRY gén megléte esetén férfi, ennek hianyaban néi iranyu fejlédés indul meg.

Az egérben leirt molekularis kaszkadot, melyben az SRY és a WT1 is részt vesz,

részleteiben lathatjuk a 3. abran.

Indifferens /
onadtele
IR i 4 g P \

@ Férfi
Sfl Wnt-4 @ @
CFHL2

3. dbra. A WT1 szerepe a gondadfejlodésben (Wagner €s mtsai, 2003).

A WT1 egyik fontos szerepe a folyamatban, hogy az Sf1 promoterét aktivalva (Wilhelm
és Englert, 2002) letrehozza és fenntartja az indifferens gonadtelepet. Az Sf1, vagy a KTS-
negativ WT1 hianyaban csikgonad jon létre (Hammes és mtsai, 2001).

Maésrészt, a WT1 kivaltja az SRY gén expresszidjat, és azon keresztul a Sox9, majd a
MIS termelddését, igy végsé soron elengedhetetlen a Miiller-csé elsorvadasahoz, a férfi
iranyu differencialédashoz. Azt, hogy a WT1 milyen médon hat az SRY -ra, a mai napig nem

sikerQlt tisztazni. Noha korabbi in vitro kisérletek arra utaltak, hogy a KTS-negativ WT1
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kdzvetlenll szabalyozza az SRY promotert (Hossain és Saunders, 2001), ezt a
mechanizmust senki sem tudta kimutatni in vivo. Mas kdzlemeények a KTS-pozitiv izoforma
szerepét hangsulyozzak a folyamatban, ami felveti a poszttranszkripcios szintli szabalyozas
lehet6ségét (Bradford és mtsai, 2009).

Erdekes, hogy WT1 KTS-negativ formaja az Sf1-hez kotédve szintén képes szabalyozni
a MIS expresszidjat (Nachtigal és mtsai, 1998). Azonban, mig a Sox9 kotédésének dontd
jelentdsége van a transzkripcio beinditasaban, addig a WT1-Sf1 komplex csak a képz6do

transzkriptum mennyiségét regulalja (Arango és mtsai, 1999).

2.3.2. A vese fejlodése

A gonédtelephez hasonldéan a maradandé vese (metanephros) is intermedier mesoderma-
eredeti. A nephrogenesisben két f6 képlet vesz részt: a metanephrogén mesenchyma,
valamint az epithelialis ureterbimbo, amely a Wolff-cs6 kinovésébdl alakul ki. Az
ureterbimb6 belend a metanephrogén vesetelepbe, és kialakitja a vesemedencét, majd a
nagy- és kiskelyheket, végiil pedig aprobb agakat alkotva a gyiijtdcsatorna-rendszert. A
metanephrogén telep ureterbimbdval hataros mesenchymaja (,,cap mesenchyma”) Un.
mesenchyma-epithelium tranzicion megy keresztll, kialakitva a vesicula renalisokat,
amelyekbdl késébb a nephronok fejlédnek (Georgas és mtsai, 2009).

A WT1 szdmos ponton bekapcsolddik a folyamatba: sziikséges a még indukalatlan
mesenchyma tuléléséhez, a mesenchyma-epithelium tranziciohoz, valamint az azt kovetd
nephronképzédéshez, a podocytak létrejottéhez és megfelelé miikodéséhez (Chau és Hastie,
2012). Régobta ismert, hogy a cap mesenchyma epitheliumma val6 differencialédasénak 6
szabalyozoja a WNT4 (Stark és mtsai, 1994). Ujabb eredmények szerint a WT1 funkcidja a
fejlodé vesében azzal magyardzhatd, hogy kivaltja az alaphelyzetben represszalt WNT4
transzkripcidjat. Olyan egerek létrehozasaval, ahol a WT1 lokalis knockout-ra ker(lt a vese
mesenchymajaban (Nestin-Cre egér: a Cre rekombinaz a nesztin promoter kontrollja alatt
all) sikertilt megkerilni azt a problémat, hogy a hagyomanyos knockout veseagenesiaval jar.
Ilyen egerekben, noha az ureterbimbdk kialakulnak, nincs nyoma mesenchyma-epithelium
atmenetnek a cap mesenchymaban, és a nephronok teljes hianya tapasztalhat6. A WNT4
expresszidja rendkivil alacsony (Essafi és mtsai, 2011).

Egy, a WT1 altal szabalyozott fejlodési folyamat hibaja malignus daganathoz is vezethet,
ahogy azt a Wilms-tumor példazza (lasd 2.5.2.).
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2.3.3. A kardiovaszkularis rendszer fejlodése

A sziv fejlédése soran a coronaridk és az epicardium a proepicardidlis szervecskébol
alakulnak ki. Az epicardium befedi a fejlodo szivet, és bizonyos sejtjei (EPDC-K)
epithelium-mesenchyma tranzicion mennek keresztil, majd infiltrdljak a szivet. E
mesenchymasejtek szamos sejtféleség 1étrehozasara képesek: lehetnek beldliik fibroblastok,
érfali simaizomsejtek, de a szivizomsejtek egy része is bizonyitottan EPDC-eredetti (Zhou
és mtsai, 2008; Chau és Hastie, 2012).

Az EPDC-k expresszaljak a WT1-et, am ez az expresszio mar nem mutathaté ki a beldlik
fejlods, érett sejtekben (Moore és mtsai, 1999). Ujabb eredmények arra engednek
kovetkeztetni, hogy a WT1 elnyomja a differencialodasért felelos WNT4 expressziojat az
EPDC-kben, igy a mesenchyma-allapot fenntartasaért felelés (Chau és Hastie, 2012). Az is
kiderult, hogy a WNT4-en kivil az E-kadherin transzkripcidjat is gatolja a WT1, mind
kdzvetlenil, mind kdzvetve, a Snail transzkripcios faktor aktivaciojan keresztul (Martinez-
Estrada és mtsai, 2010).

Az EPDC-k szabalyozasa mellett a WT1 altalanosabb szerepét is feltételezik a sziv
vaszkularizacidjaban. Az irodalombdl ismert, hogy egér coronariaban mind az endothel,
mind pedig az érfali simaizom expresszalja a WT1-et egy myocardialis infarktust kovetoen,
az infarktuszona hataran, és ez fontos lehet a neovaszkularizacié szempontjabol (Wagner és
mtsai, 2002). Noha kérdéses, hogy mindennek van-e jelentsége a fejlédo szivben is, vagy
csak a masodlagos érképzddésben, az mara bizonyitottnak tekinthetd, hogy a WT1 az
angiogenesis egyik fontos regulatora (lasd 2.4.). Erdekes mddon azonban a gén
angiogenesisben betoltott szerepét mostanaig nem sikertlt altalanosan kimutatni minden
szOvetben, csak a szivben és bizonyos daganatokban. Ez akar azt is jelentheti, hogy a génnek

ez a funkcidja is szévetspecifikus (Miller-Hodges és Hohenstein, 2012).

2.3.4. AWT1 kétiranyu hatasa a sejtek differencialédasara
Amint lattuk, a WTI1 ,bekapcsolja” a WNT4 promoterét a fejlédé vesében, igy a

mesenchyma-epithelium tranzicioért felelds, az epicardiumban ugyanakkor épp ellenkezd

modon miikodik: . kikapcsolja” a WNT4-et, és az epithelium-mesenchyma atmenet
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kulcsszerepldje. De vajon hogyan képes a WT1 ugyanazon promotert mindkét irdnyban
regulalni a kiilonb6z6 szervekben?

E kérdésre Essafi és mtsai (2011) adtdk meg a valaszt. A WT1 egy koaktivatorral, a CBP-
vel vagy a p300-zal alkot komplexet a vese mesenchymajaban, az epicardiumban viszont
egy korepresszorhoz, a BASP1-hez kotédik. Ugy tiinik, a WTI hatasa nem izolaltan
érvényesil a WNT4 promoteren, hanem inkabb a kromatin aktiv és passziv konfiguracioja
kozotti valtasokban (,,kromatin flip-flop”) nyilvanul meg. Erre utal, hogy ha nincs jelen a
kromatinrégiot hatarolé6 CTCF, akkor a WT1 altal kivaltott gatlas vagy aktivacio Kiterjed a
WNT4 melletti génekre is (4. &bra).

Vese mesencyhma
‘Wnt4 transzkripcio

g 3'UTR
Xa080: 3000 //10000gP000
U1 A B © D1
Wil elvesztése
‘Wht4 transzkripcio
3'UTR
200000 /10 #500 $805050]R080000000N // 000000
U1 A B C D1
CTCF elvesztése Kiterjeszjtett
kromatin
2 e Ao
- Wnt4 transzkripcio JUTR omen/r
2608000008, / =~
ut A B C D1
Epicardium
Wt transzkripcio
3'UTR
00000e00, // /20800 o000
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Wnt4 transzkripcio
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200000000, /. /0008000000
U1 D1
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4. abra. A WT1 an. kromatin flip-flop révén kiilonbozéképpen szabdlyozza a WNT4

expresszidjat a vesében és az epicardiumban (Chau és Hastie, 2012).
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2.4. A WT1 funkcioi a felnott szervezetben

Feln6ttben maig viszonylag kevés sejttipusrol bizonyitottak, hogy expresszalja a WT1-
et: a vese podocytairdl, a csontvelé CD34+ sejtjeirdl, a Sertoli- vagy granulosa-sejtekrél a
gonadokban, valamint a mesotheliumrél. Am tamoxifennel indukalhaté WT1-knockout utan
tobbszervi elégtelenség jelentkezik felnétt egerekben (Chau és mtsai, 2011). A fenotipusos
elvaltozasok egy része varhatd a WT1 korabban leirt expresszids mintazatanak ismeretében
(sulyos glomerulosclerosis a podocytafunkcié romlasa kovetkeztében, a hemopoiesis zavara
a csontveldi Ossejtek defektusa miatt), am a tobbi meglepetést okozott a szerzOk szdmara is:
a lep és az exokrin pancreas atrofiaja, a csont- €s zsirvolumen nagy mértékii csokkenése.

Ma a legtobb szerz6 ugy Véli, szdmos mesodermalis eredetli szovetféleségben lehetnek
WT1-pozitiv mesenchyma-sejtek, 4m a sejtek érése soran az expresszid megsziinik
(Sugiyama, 2010; Chau és Hastie, 2012). A WT1-nek tehat a vesefunkcio és a vérképzés
szabalyozdsa mellett szerepe lehet a mesenchyma-sejtek talélésében, a mesenchyma-
epithelium egyensuly felnéttkori szabalyozasaban, valamint a szOvetregeneracioban is. Ez
utobbi folyamatban a WT1 mesenchymalis funkcidja mellett fontos lehet, hogy a fehérje a
VEGF promoterét (Hanson és mtsai, 2007), valamint splicing-jat (Amin és mtsai, 2011)

egyarant szabalyozva részt vesz az angiogenesis kontrolljaban.

2.5. A WT1 jelentosége daganatos betegségekben

2.5.1. Egy gén két arca: onkogén és tumorszupresszor

A WTI1 felfedezését kovetdé években a gent leginkdbb a Wilms-tumor fontos
tumorszupresszoraként tartotta nyilvan az orvosi szakirodalom, késébb azonban
onkogénszerepe kertilt elétérbe a legkiilonfélébb daganatokkal kapcsolatban (Hohenstein és
Hastie, 2006). Noha a WT1 korantsem az egyetlen ilyen Janus-arci gén az onkogenetikéban
(Johnson, 2000; Lobry és mtsai, 2011), ami azt is mutatja, hogy az ,,onkogén” és
»~tumorszupresszor” cimkéket talan csak a folyamatok valodi megértésének hianyaban
ragasztjuk ra egyes génekre (Huff, 2011), mégis érdekes lehet megprébalkozni azzal, hogy
jelenlegi tudasunk birtokaban valamiféle magyarazatot adjunk e latszélagos ellentmondasra.

Az urogenitalis rendszerben a WT1 klasszikus tumorszupresszorként viselkedik: ha

mindkét kopia kiesik vagy miikodésképtelenné valik, Wilms-tumor alakul ki (lasd 2.5.2).
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Mas daganatokban azonban, ahol a WT1 onkogénszerepe gyanithato, jellemz6en ektopids
génexpressziorol van sz6, mutécio nélkil. Kivételt kepeznek a leukemidk, hiszen egyrészt
az egészséges hemopoiesisben részt vevé CD34+ 6ssejtek egy része normalisan is
expresszalja a WT1-et, ahogy korabban lattuk, masrészt ezen malignitasok hatterében nem
csak a vad tipusi WT1 expressziojat kozolték, de heterozigota mutéciok is el6fordulnak a
génben (lasd 2.5.7.). Egyes szerzok szerint e megfigyelés mar 6nmagaban megkérddjelezi
azt az altalanosan elfogadott nézetet, hogy a WT1 leukemiakban kizarolag onkogénként
viselkedhet (Huff, 2011).

Ahogy a 4. abran lattuk, a WTI1 képes a sejtek differencidlodasaért felelos WNT4
transzkripcidjanak kétiranya szabalyozasara a kiilonb6z6 szovetekben. Ez lehet az egyik
lehetséges magyarazat arra, hogyan funkcionalhat egyazon gén tumorszupresszorként a
vesében, de onkogénként a szervezet egyéb teriileteir6l szarmaz6 daganatokban (Miller-
Hodges és Hohenstein, 2012). Az is elképzelhetd, hogy a WT1 a STIM1 szabalyozasa révén
képes modulélni az intracellularis Ca-szignalizaciot, amelynek szerepe a tumorigenesisben
még nem tisztdzott, ¢és kiilonbozd daganatféleségekben akar ellentétes eldjellel is

megnyilvanulhat (Ritchie és mtsai, 2010).

2.5.2 A Wilms-tumor

A Wilms-tumor (nephroblastoma) a leggyakoribb gyermekkori malignus hagyuti tumor:
eléfordulasa 1:10000. Az incidencia csucsa a 2. €s 4. életév kozé esik. Noha késobb is
eléfordul, a felndttkori esetek ritkak: a daganatok 95 szazalékat 10 éves kor eldtt
diagnosztizaljak (Huff, 2011).

Klinikailag altalaban nagyméreti, a légzést kovetd, ballotalhatdo deréktaji terime
formajaban jelentkezik. Legtobbszor a sziilék is felismerik, mert elddomboritja a gyermek
hasat. A sporadikus esetek tobbsége unilateralis. Szovettanilag klasszikusan harom sejttipus
alkotja a daganatot: epithelium, blastema, stroma (,,trifazisos” Wilms-tumor). E mellett
gyakran talalunk ektopias szdveteket: csontot, porcot, izom- vagy zsirszOvetet. Ez arra utal,
hogy a Wilms-tumor fejlédési rendellenességként is felfoghaté (Miller-Hodges és
Hohenstein, 2012).

Kezelése sebészi nephrectomia, melyet pre- és posztoperativ radioterapiaval, valamint

posztoperativ kemoterapiaval egészitenek ki. Az 6téves talélés 75 szazalék feletti.
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Noha az orvosi koztudatban a WTL1 agy él, mint a Wilms-tumorért felelds lokusz,
val6jaban a WT1 csak az 6sszes daganat 20 szazalékaért felel6s (Huff, 2011), és a sporadikus
Wilms-tumorral diagnosztizalt betegek minddssze 2 szazaléka hordoz germline WT1
mutaciot (Little és mtsai, 2004). A mutans WT1 fehérje gyakran magas expressziot mutat a
Wilms-tumorokban — ennek oka egyes szerz6k szerint az 1. intronban 1év6 ARR
hipometilacioja lehet (lasd 2.1.).

Amennyiben a WT1 defektusa all a Wilms-tumor hatterében, jellemz6en olyan daganat
keletkezik, amely intralobaris nephrogén maradvanysejtekbdl indul ki, szovettana stromalis
talsalyt mutat (Al-Hussain és mtsai, 2014). Egyarant megfigyelték a WT1 teljes és részleges
delécidjat, inszerciokat, missense és nonsense mutacidkat. A pathogenesis fontos elemének
tlnik azonban, hogy tipusos esetben a gén mindkét kopiaja inaktivalodik, vagyis
homozigdtasagrol vagy osszetett heterozigdtasagrol van sz6 a daganatsejtekben. Ez két
mabdon tortenhet: vagy egyazon sejtben kdvetkezik be két kilonbdz6 szomatikus mutacio,
vagy az egyik mutans kopidt a sziil6tdl orokli a beteg. Ilyen esetekben nagy a LOH
valoszinlisége: igy magyarazhatd a Wilms-tumor familiaris tipusa, melyben autoszomalis
dominans droklésmenetet, valamint a bilateralis tumorok magas eléfordulasat irtak le (Huff,
2011). E mechanizmus jellemz6 példaja a WAGR szindroma (lasd 2.5.3.).

Nem vildgos azonban, hogy a WT1 defektusa milyen molekuléaris Gtvonalon okoz
Wilms-tumort. A folyamatban kritikus Iépésnek tiinik a B-katenin onkogén aktivacioja
(Maiti és mtsai, 2000), mely idoben a WT1 kiesését koveti (Fukuzawa és mtsai, 2007). A
Wilms-tumoron belil jellemz6en a mesenchymalis elemek hordoznak WT1-mutécio6t, ami a

mesenchyma-epithelium tranzicié hibajara utal a vese fejlédése soran (lasd 2.3.2.).

2.5.3. WAGR szindréma

A WAGR szindrbma Wilms tumor, aniridia, urogenitalis rendellenesség vagy
gonadoblastoma, valamint mentélis retardacié egydittesét jelenti. A szindroma nemritkan
inkomplett forméban jelentkezik: a diagndzis felallitdsanak feltétele az aniridia, valamint
legaldbb egy masik tiinet megléte. Wilms-tumor az esetek 30 szazalékaban fordul el (Rivera
és Haber, 2005). A klasszikus tlinetek mellett igen gyakran jelentkezik obezitas (Tiberio és
mtsai, 2000), veseelégtelenséghez vezeté podocyta-betegség (Breslow és mtsai, 2003),

valamint a fejlédésben vald visszamaradas és autizmus is (Yamamoto és mtsai, 2014).
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A szindroma hatterében régdta ismert a 11p13 kromoszomalis régio heterozigota
delécidja (Riccardi és mtsai, 1978), amely érinti a WT1 és PAX6 géneket. Az urogenitélis
rendellenességekért és daganatokert a WT1-et tartjak felelésnek (ha Wilms-tumor is kialakul,
akkor a daganatos szévetben a WT1 masik kdpiaja is hianyzik, vagy szomatikus mutaciot
mutat, ahogy korébban lattuk), mig az aniridiat a PAX6 delécidja okozza (Hanson és mtsai,
1993). Hyperphagia és obezitas akkor alakul ki, ha a heterozigota delécio kiterjed a 11p14.1
régiora is, ahol a BDNF génje talalhato, igy e faktor haploinszufficienciajat okozza (Han és
mtsai, 2008).

2.5.4. Denys-Drash szindroma

A Denys-Drash szindroma (DDS) igen ritka korkép: 1994-ig mindtssze 150 esetet
publikaltak azéta, hogy Denys és mtsai (1967), valamint Drash és mtsai (1970) egymastol
flggetlendl leirtdk a tlnetegyittest (Muller, 1994). Kozponti tinete a Kkorai
veseelégtelenségbe torkoll6 diffuz mesangialis sclerosis (DMS), melyhez Wilms-tumor
vagy pszeudohermafroditizmus tarsul. (,,Komplett” DDS esetén mindharom tiinet jelen van.)
A WAGR szindromanal jelentésebb, mintegy 90 szazalék a Wilms-tumor kockézata DDS-
ben (Rivera eés Haber, 2005), és akarcsak az elébbi korkép esetében, itt is Iényegesen
magasabb a bilateralis daganat eléfordulasa, mint sporadikus Wilms-tumoroknal: mintegy
20 széazalékra becstilhet6 (Miller, 1994).

A szindromat kiilonb6z6 pontmutaciok okozhatjak a WT1 génben: legtobbszor a 2., ill.
3. Zn-ujj domeént kddol6 8. vagy 9. exon érintett. A mutaciok heterozigdta formaban is
kivaltjak a fenotipust — e dominans negativ hatas annak koszonhet6, hogy a WT1 protein
dimerként tolti be feladatéat, ha pedig a dimer egyik tagja mutans Zn-ujjal rendelkezik, az
gyengiti a fehérje interakciojat a targetjeivel (Little és mtsai, 1993; Moffett és mtsai, 1995).

A DDS-ben kialakul6 DMS hattere a mai napig foglalkoztatja a nephrolégusokat. Sokaig
a mesangiumban észlelt szovettani valtozasok szerepét hangsulyoztak, am mara gy tlnik,
a podocyta-1éziok a pathogenesis elsédleges tényez6i. Leirtak a labnyulvanyok eltlinését,
valamint a podocytédk hypertrophiajat, amely a WT1 alacsony, valamint egyidejlileg a
PDGFa és a TGFB magas expressziojaval fliggott 6ssze — e ndvekedesi faktorok pedig az
epithelium-mesenchyma tranzici6 jol ismert iniciatorai (Burns és Thomas, 2010). Az idaig
Osszegylilt kisérletes bizonyitékok arra utalnak, hogy a korképben zavart szenved a

podocytak érése, epithelialis differencialodasa (Miller-Hodges és Hohenstein, 2012).
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2.5.5. Frasier szindroma

A Frasier szindréma (FS) jellemz6i a férfi pszeudohermafroditizmus (XY kariotipus
mellett n6i jelleghi kiilsé genitaliak), csikgonad, vagy diszgenetikus herék, melyekbdl
(tébbnyire benignus) gonadoblastoma indulhat ki. A DDS-hez hasonldan e kdrképnek is
jellemzdje a progressziv glomerulonephropathia, &m FS esetében a késobb jelentkezd,
lassabban progredialé FSGS a tipikus tinet.

A betegséget az alternativ splicing zavara okozza. A WT1 génben a 9. exon vége elott,
valamint a 9. exon és a 9. intron hataran egyarant talalunk egy-egy splice donor pontként
hasznélhatd GT szekvenciat (5. abra). A sejtek (tipustol fliggetlenil) gyakrabban hasznaljak
a masodik splice donor pontot, ennek kdszonheté a KTS-pozitiv és KTS-negativ izoforméak
normalisan meglévd 2:1 aranya (lasd 2.2.). A masodik GT szakasz utan kdvetkezd intronbeli
nukleotidok heterozigdta mutécidja lehetetlenné teszi a masodik splice donor pont
hasznalatat a mutans WT1 kopiar6l atirodott hnRNS-ekben, igy eltolja a WT1-izoproteinek
arnyat a KTS-negativ forma javara: qRT-PCR-rel végzett vizsgalatok alapjan Frasier
szindrémas betegekben az 6sszes WT1 fehérje mintegy kétharmada KTS-negativ, vagyis a

normalis arany a visszajara fordul (Barbaux és mtsai, 1997; Klamt és mtsai, 1998).
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az intron kis nyomtatott betiikkel jelélve). Kékkel jel6ltem a splice donor pontokat (GT és gt),
pirossal a mutacios forrépontot (ezen a szakaszon c—t és g—a tranzicio is eléfordul Frasier
szindromaban), zOlddel pedig a kodolt aminosavakat. Sima vonallal a KTS-negativ,

szaggatottal a KTS-pozitiv fehérje képzddését abrazoltam.

Egermodellek segitségével is megerdsitették azt a feltevest, hogy az FS hatterében a 9.
intron splice donor szakaszanak mutacidi allnak. A heterozigota egerekben a human Frasier
szindromaval analog korkép fejlodott ki, FSGS-sel. A homozigotak, amelyekben a KTS-

pozitiv fehérje teljesen hidnyzott, nem pszeudohermafroditdkka, hanem XY ndstényekké
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fejlodtek az SRY rendkiviil alacsony expresszidjanak koszonhetden, am sziiletés utdn nem

sokkal elpusztultak a stlyos vesedefektusok miatt (Hammes és mtsai, 2001).

2.5.6. A ,,Denys-Drash/Frasier spektrum”

Amint lattuk, tipusos esetben a WT1 strukturalis mutacioi DDS-hez, mig a splice
izoforméak aranyanak eltolodasat okozd mutaciok FS-hez vezetnek. Erdekes ugyanakkor,
hogy egyes (Wilms tumori nélkili) Denys-Drash szindrémas esetek hatterében is leirtak a 9.
intron e jellegzetes mutacidit (Little és Wells, 1997), mig esetenként a WT1 exonbeli
mutacioi is vezethetnek Frasier szindromahoz (Kohsaka és mtsai, 1999). Egyes szerzk
fenotipusos atfedésekrdl beszélnek e két szindromaban (Miller-Hodges és Hohenstein, 2012),
mig masok szerint a DDS és az FS nem is tekinthet6k kiilon entitisnak, hanem egyazon
genetikai-klinikai spektrum részei (Koziell és Grundy, 1999; McTaggart és mtsai, 2001).

Bar Wilms-tumorral vagy gonadoblastomaval valo tarsulasa nem ismert, ugyanebbe a
spektrumba  tartozhat a rendkivil ritka Meacham szindroma is  (ferfi
pszeudohermafroditizmus, szivfejlodési rendellenesség és rekeszsérv egyiittese). E
korképben a WT1 Zn-ujj doménjeit érint6 heterozigbta pontmutaciokat irtak le, melyeket

kordbban DDS-sel és izolalt Wilms-tumorral hoztak dsszefliggésbe (Suri és mtsai, 2007).

2.5.7. Rosszindulatu hematoldgiai betegségek

A vérképzé rendszer rosszindulati daganatai koziil gyermekkorban az ALL a
leggyakoribb: Magyarorszagon évente 60-65 Uj beteget regisztralnak, amely az 6sszes
gyermekkori leukemias eset 80-85 szazalékat teszi ki. A felnéttkor legjellemz6bb
leukemidja a CLL, incidencidja 70 éves kor korul a legmagasabb. Bar a gyermekkori
hematoldgiai malignitdsok tobbségében folyamatosan javulnak a talélési statisztikak, a
legfrissebb adatok szerint ebben a csoportban a Hodgkin lymphoma utadn éppen a
gyermekkori ALL prognodzisa a legkedvezObb, 4 éves tulélése 83 szazalékos (Kovacs és
mtsai, 2014).

Noha bizonyos hemopoietikus progenitor sejtek az egészséges vérképzd szdvetben is
expresszaljak a WT1-et (lasd 2.4.), a gén magas expresszidja a daganatos elvaltozasokra

jellemz6 (Sugiyama, 2010).
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A hematologiai megbetegedések koziil elsésorban akut leukemidkban, valamint MDS-
ben vizsgaltdk a WT1-expresszio korélettani és prognosztikai jelentdségét. Minddssze 2
évvel a gén elso leirasa utan Miwa és mtsai (1992) mar kdzolték, hogy mind AML-ben, mind
ALL-ben kimutathatd a WT1 expresszidja a betegek tébbsegében, ugyanakkor krénikus
leukemiakban csak blasztos krizis alatt fejez6dik ki a gén. Késébb a WT1-et expresszald
AML-es esetek kapcsan rosszabb prognozisrol szamolt be a szakirodalom (Bergmann és
mtsai, 1997).

Jelenleg a WT1-expressziot a remisszié elérése utani minimalis rezidudlis betegség
markereként hasznaljak a klinikumban, féként AML-es betegeknél (Nowakowska-Kopera
és mtsai, 2009; Candoni és mtsai, 2011; Lambert és mtsai, 2014). ALL-ben valamivel
ritkabban észlelheté a WT1 expresszioja, és tobb bizonytalansag dvezi a gén prognosztikai
markerként valo hasznalhatosagat is: néhany nagy esetszamu tanulmany szerint a WT1-et
expresszalo és nem expresszalod csoportok kdzott nincs statisztikailag szignifikans kilonbség
a tulélésben (Boublikova és mtsai, 2006; Busse és mtsai, 2009; Sadek és mtsai, 2011). A
WT1 fehérje ugyanakkor a tumorellenes terapia igéretes targetje az akut leukemiak minden
tipusdban (lasd 2.5.9.), hiszen egyértelmiinek latszik a szerepe a hematologiai daganatok
pathogenesisében.

Nem ismert azonban, hogy pontosan miben all ez a szerep. Egy modell szerint a WT1-et
expresszalo daganatok azon csontvel6i hemopoietikus 6ssejtekbdl indulnak ki, amelyek
fiziologiasan is expresszaljadk a WT1-et. Az egészséges csontveldben ezek a sejtek az érési
folyamat részeként leszabalyozzak a WT1 gén expresszidjat, &m ha valamilyen okbdl e
leszabalyozés nem kovetkezik be, akkor a WT1 fehérje éretlen allapotban tartja, valamint
tovabbi proliferacidra készteti e sejteket, igy beinditva a leukemogenesist (Sugiyama, 2010).

Sajnos igen kevés a kisérletes adat, amellyel egy ehhez hasonl6 modellt igazolni vagy
cafolni lehetne. A WT1 onkogén szerepét tdmasztja ala (legalabbis AML-ben), hogy gatolni
képes a myeloid leukemogenesis egyik fontos tumorszupresszora, az IRF8 expressziojat
(Vidovic és mtsai, 2010).

Tovabb bonyolitja a képet, hogy a vad tipusi WT1 magas expresszidja mellett ritkabban
WTI1 mutaci6 is eléfordul. Egy 470 AML-es beteget tomorité vizsgalat az 0sszes eset 6,8
szazalékaban, mig a normal Kkariotipusu fiatal betegek kdzott 8,3 szazalekban mutatott ki
WT1-mutaciot. A WT1-mutans betegek alcsoportjat szignifikansan rovidebb taléles
jellemezte, mint a mutéciotdl mentes alcsoportot (Hou és mtsai, 2010).

Az ALL és a WT1-mutaciok osszefliggéseir6l ugyancsak jelentek meg kozlemények.
Tosello és mtsai (2009) gyermekkori és feln6tt T-ALL-ben az esetek 11-13 szazalékaban
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heterozigota frameshift mutacidkat mutattak ki, melyek megcsonkitjdk a WT1 fehérje Zn-
ujj doménjeit kialakité C-terminalis régidjat. E mutacidk ugyanakkor a betegség prognozisat
nem befolyasoltak. Egy masik vizsgalat 238 T-ALL-b6l 20 eset hatterében fedett fel a WT1
7. exonjat érinté mutaciokat, melyek rontottak a betegsegmentes tulélést a standard
kockézatu, thymus-eredetii T-ALL-ek alcsoportjdban (Heesch és mtsai, 2010). Az, hogy B-
ALL-ben mindezidaig nem irtak le mutciokat, akar arra is utalhat, hogy a WT1 strukturdlis
defektusa hozzajarul a myeloid és T-sejt prekurzorok daganatos transzformaciojahoz, &m a
B-sejt el6alakokéhoz nem (Tosello és mtsai, 2009).

El kell kiloniteni a leukemiaktdl a myelodysplasids szindromat (MDS), melyet pre-
leukemia néven is ismernek. Az MDS tipikusan a felnéttkor, idéskor betegsége, és a
csontvel6 myeloid allomanyanak morfologiai dysplasiaja jellemzi, mely ineffektiv
hemopoiesissel jar egyutt, és az alacsony vvt-szam miatt anémiat, a neutropenia miatt
infekciokra val6 fokozott hajlamot, a thrombocytopenia miatt pedig vérzékenyseget okozhat.
Az esetek egy részében AML fejlodhet ki belble. A kdrképben az akut leukemiakhoz
hasonl6an magas WT1-expressziorél szamol be a szakirodalom (Gurbuxani, 2007). A WT1
fehérje megjelenését a szindréma korai jelének tartjak, és érdekes modon nincs szembeotld
kilénbség a betegség egyes altipusaiban mért WT1-expresszio mértéke kdzott (Li és mtsai,
2007).

A lymphomék esetében igen kevés kozlemény all rendelkezésre a WT1 gén
kifejez6désér6l és szerepér6l. Drakos és mtsai (2005) immunhisztokémiai modszerrel,
valamint Western blottal mutattdk ki a WT1 proteint kiilonb6z6 non-Hodgkin
lymphomakbdl. Nagyaranyld WT1-pozitivitast taldltak Burkitt-lymphomaban és ALK-
pozitiv ALCL-ben, ill. Kimutattak a WT1 fehérjét az ALK-negativ ALCL-es, lymphoblastos
lymphomas, valamint DLBCL-es esetek egy részében, &m a tébbi vizsgalt NHL WT1-
negativnak mutatkozott. Vadasz és mtsai (2013) a Hodgkin-lymphomaval foglalkoztak, és
felvetik a WT1 lehetséges proangiogenikus szerepét a betegségben. Noha mindkét
kdzlemeny felhivja ra a figyelmet, hogy érdemes lenne behatébban foglalkozni a WT1 és a

lymphomak kapcsolataval, e terlilet maig hattérbe szorul a leukemia-kutatds mogott.

2.5.8. Egyéb, szolid tumorok

A korabban emlitett daganatos betegségek mellett a WT1 expressziojat szamos szolid

tumorban leirta mar a szakirodalom (6. abra). Koz6s bennik, hogy a gén mutacidja nem
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velejaroja e korképeknek: ,,mindossze” arrdl van szo, hogy a WTL1 olyan sejttipusokban,
szovetekben expresszalddik, ahol normalis esetben nem kerll transzkripciora (Miller-
Hodges és Hohenstein, 2012).

Leukemiak Szolid tumorok
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6. abra. A WT1-pozitivitas gyakorisdga kiilonbozé daganatokban, immunfestéssel és/vagy
gRT-PCR-rel meghatarozva (Sugiyama, 2010).

A 6. abran bemutatott daganatok tobbségében a WT1-expresszionak prognosztikai
jelentésége is van (Sugiyama, 2010). Emlérakban 10 éve ismert, hogy a WT1-et expresszalo
esetek rosszabb taléléssel jarnak (Miyoshi és mtsai, 2002). Egy Ujabb kdzlemény szerint
féként a menopauza el6tt diagnosztizalt esetekben fontos a WT1-expresszio mérése (Camci
és mtsai, 2011). Nem-kissejtes tiidorakban a WT1-expresszid kdzvetlen vizsgalata mellett a
WTT1 ellen termelddé IgG antitest vérbdl vald kimutatasa is fontos lehet a daganat korai
felismerésében, valamint prognozisanak megitélésében (Oji és mtsai, 2009).

Bar a WT1 prognosztikai szerepét siker(lt viszonylag megbizhatéan meghatarozni a fenti
daganatokban, az ma sem tekinthet6 tisztazottnak, hogy az ektopias WT1-expresszio

okozza-e a tumorigenesist, vagy a daganatok klonalis evoluciojanak egyik Iépesekent jelenik
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meg a WT1 protein a mar korabban malignizalddott sejtekben. Az egyik felfogés szerint a
gén kifejez6dése a tumorok vaszkularizaciojaban jatszhat dont6 szerepet (Wagner és mtsai,
2008). Ahogy a 2.4. alfejezetben lattuk, szamos kisérletes bizonyiték tamasztja ala, hogy a
WT1 a VEGF szabalyozésa réven (legalabbis bizonyos szovetekben) az angiogenesis fontos
regulatora. Tobb daganat esetében, pl. endometrium-carcinomaban is igazoltnak tiinik, hogy
mindez a tumoros angiogenesisre is vonatkozik (Dohi és mtsai, 2010).

2.5.9. A WT1, mint a daganatellenes immunterapia vonz6 célpontja

Cheever és mtsai (2009) egy nagyszabasu tanulmanyban 75 kiilonboz6 antigént vetettek
Ossze abbdl a célbdl, hogy meghatarozzak a tumorellenes terdpia legjobb targetjeit. Az
antigéneket az alabbi szempontok szerint osztalyoztak: terapias funkcio, immunogenitas,
onkogenitas, specificitas, expresszios szint, Ossejtekben mért expresszid, az antigénre
pozitiv daganatos esetek szdma, az epitopok szama, valamint az antigén szubcelluléris
lokalizacioja. Noha egyetlen vizsgalt antigén sem felelt meg maradéktalanul az 6sszes
kritériumnak, ami alapjan ideélis célpontnak lehetne nevezni, a WT1 az els6 helyen végzett
a 75 kozil.

Mar a WT1-gyel végzett korai egérkiserletek is azt mutattak, hogy a gén terméke igéretes
célpont lehet a humén gyogyaszatban is: a WTL1 peptiddel immunizalt egerek nem
betegedtek meg WT1-pozitiv leukemias sejtek injektalasat kovetden, ugyanakkor sajat
WT1-pozitiv sejtjeik nem karosodtak (Oka és mtsai, 2000).

Az els6 klinikai kisérletek tiid6- és emlérakban is mérhet6 klinikai valaszt (a tumortdmeg
regresszidja, a daganatos markerek koncentracidjanak csokkenése) értek el WT1 peptiddel;
a kezeles helyi erytheman kivil semmilyen mellékhatassal nem jart. Remisszioba kerult,
normal vérképzéssel rendelkez6 de novo AML-es betegekben sem tapasztaltak
mellékhatasokat, a terapia hatékonyan csokkentette a WT1-expresszio szintjét. MDS-ben
ugyanakkor a nagyddzisi WT1 peptid sulyos leukocytopeniat okozott: ennek hatterében a
WT1-et expresszald, daganatosan elfajult hemopoietikus sejtek karosodasa allhat. Mindez
azt sugallja, hogy a WT1 peptiddel valé immunizécio biztonsagos olyan betegekben, akik
adekvat hemopoiezissel rendelkeznek, am ennek hianyaban kockazatos, és csak alacsonyabb
dozist peptiddel végezhet6 (Oka és mtsai, 2003).

Az utobbi években a fent emlitett daganatokon Kivil glioblastomaban, veserékban,

myeloma multiplexben, valamint gyermekkori rhabdomyosarcomaban is sikerrel tesztelték
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a WT1 peptidet (Sugiyama, 2010). A legfrissebb tanulméanyok eredményei alapjan varhato,
hogy a WT1 elleni immunterapiat még szélesebb korben alkalmazzak majd a kdzeljovében,

ha sikerll tovabb javitani az elérhet6 vakcinak klinikai hatékonysagan (Lindstedt és mtsai,
2014).
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3. CELKITUZES

Kutatasunk soran klinikai kooperacioban vizsgaltunk olyan eseteket, ahol egy-egy
daganatos betegség hatterében gyanithatd volt a WT1 gén szerepe. Konkrét projektjeinket
¢s az azok kapcsan kitlizott célokat az alabbiakban ismertetem.

1. Részben a Denys-Drash szindromara emlékeztetd, am atipusos klinikai tlinetegyiittes
hatterében all6 WT1-rendellenesség kimutatasa.

2. lgazolni a gyanut, hogy a WT1 eltéréseivel kapcsolatos klinikai szindromékban az
orvosi irodalom tulsdgosan sematikus képet vézol fel. Masképp fogalmazva, a WT1
molekuléris defektusainak palettdja olyan sokszinii, hogy az esetek jelentds részében a
Klinikai kép nem felel meg egyetlen klasszikus diagndzisnak sem.

3. A WT1-expresszio vizsgalata hematoldgiai betegségekben, gRT-PCR segitségével.
Kiemelt célunk volt annak leirasa, hogy az expresszié milyen gyakran mutathat6 ki az ilyen
szempontbdl mindezidaig alig vizsgalt non-Hodgkin lymphomakban.

4. Adatok szolgaltatasa arra vonatkozéan, hogy a WT1-pozitivitas hogyan befolyasolja a

prognozist kiilonboz6é non-Hodgkin lymphomak esetében.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. A vizsgélt betegek

A kutatasban kozremiikodo klinikaktol olyan betegek vérmintait kaptuk meg, akikben a
WT1 gén valamely strukturalis vagy expresszios rendellenességére utalt a klinikai kép.

Az egyik vizsgalt beteg (Cs. Cs.) vérmintaja a DEOEC I. sz. Belgyogyaszati Klinikajarol
érkezett, ahol 3,5 g/d proteinuria, valamint csokkent GFR (38 ml/min/1,73 m?) miatt keriilt
nephroldgiai Kivizsgalasra, és vesebiopszidja FSGS-t igazolt. Cs. Cs. 30 éves férfi. Csaladi
anamnézisében az egyik unokatestvér polydactyliaja, ill. apai nagyanyjanak diabetese
mellett szerepeltek olyan adatok, amelyek az urogenitalis rendszer 6rokletes megbetegedését
valoszintsitették: anyjanél zsugorvese miatt nephrectomiat végeztek, batyjanal embryonalis
carcinomat diagnosztizaltak 23 éves koraban, mig huganal 6 éves kora 6ta 0,5 g/d proteinuria
all fenn, mely nem progredialt a diagndzis 6ta eltelt 20 év alatt.

A beteg interszex kiils6 genitaliakkal szlletett. Kariotipusa 46, XY, am az explorativ
laparotomia ndi tipusi  belsd genitalidkat igazolt. Ezek alapjan a férfi
pszeudohermafroditizmus diagnozisat allitottak fel, és mivel a vélasztott nem férfi volt,
ennek megfeleld pénisz- és hugycsoplasztikat vegeztek.

Cs. Cs. tobb, kiilonb6z6 eredetii daganatos betegségben szenvedett élete soran. 3 évesen
pancytopenia, ill. hemoblastosis gyantja miatt kerllt felvételre a Heim Pal korhazban. Akut
lymphoblastos leukemiat diagnosztizaltak, és Prednisolon-Vincristin indukcios kezelést
alkalmaztak.

A kezelés megkezdése utan 11 hénappal hasi rezisztenciat észleltek a betegnél, amely bal
oldali vesetumornak bizonyult. A szdvettan tipusos trifazisos Wilms-tumort mutatott ki. Két
éven at havonta alternalo kemoterapiat folytattak a két kiilonb6z6 malignitas ellen, melynek
hatasara mindkét betegség komplett remissziodba kerult (Zimonyi és mtsai, 1985).

Cs. Cs.-t 20 éves koraban 3 hénapja fennallo tarkotaji fejfajas, szédulés, hypertonia miatt
vizsgaltak. Koponya CT-vizsgalattal tulnyomasos hydrocephalus internust, ill. a kisagy bal
lebenyében egy 52x45 mm-es cisztikus képletet észleltek. Miutan a tumort suboccipitalis
feltarasbol eltavolitottak, az szOvettanilag angioblastoma cerebellinek (Lindau-tumor)
bizonyult.

A genetikai vizsgalatokat megel6z6en diagnosztizalt FSGS hatterében minden tipusos

okot (reflux, gyogyszerek, obezitds) kizartak. A klinika azért kérte a vizsgalatot, mert az
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urogenitalis rendellenességekbdl és tébbfajta daganatbol allé klinikai kép felveti a WT1 gén
esetleges defektusat, mint korokot.

A kutatas soran vermintakat vetettiink a betegbdl és kozvetlen csaladtagjaibdl, tovabba
felhasznaltuk Cs. Cs. Wilms-tumort, ill. FSGS-t mutat6 FFPE mintait. E16szor atipusos
Denys-Drash vagy Frasier szindroma irdnyaban vegeztiink vizsgalatokat (meghataroztuk a
WT1 exonok, valamint az irodalomban relevansnak tartott intronszakasz szekvencigjéat),
majd WT1 kdpiaszam-analizist és immunfestést végeztiink.

A vizsgalt betegek masik csoportja malignus hematologiai megbetegedésekben, foként
non-Hodgkin lymphomakban szenvedett. 2007 marciusa és 2012 majusa kozott 53 betegtol
kaptunk vérmintakat: 25-nél DLBCL-t, 8-ndl MCL-t, 9-nél PTCL-t, 2-nél Burkitt
lymphomat, 2-nél MALT lymphomat, 7-nél pedig felnéttkori B-sejtes ALL-t
diagnosztizaltak. (Az ALL-es esetek morfoldgiai jegyek, valamint flow-citométerrel
meghatarozott immunfenotipus alapjan keriiltek meger6sitésre, mig NHL-ben sebészeti
nyirokcsomomintabol, vagy biopsziabdl tortént a patholdgiai diagnozis, és az Ann Arbor
rendszer alapjan adtak meg a klinikai stddiumot.)

A legtobb esetben tobb vérmintat kaptunk egyazon betegtdl: egyet a diagndzis utan, de
még a kezelés megkezdése el6tt, valamint néhanyat a kezelés alatt és utan. A vizsgélatokat
a kutatasi periodus végéig, az utolsd kovetési idopontig, vagy a beteg halalaig folytattuk.

Célunk az volt, hogy meghatarozzuk, milyen gyakori a WT1-pozitivitas a fenti
betegségekben, valamint adatokat szolgaltassunk arra vonatkozdan, hogy a WT1 gén

expresszios szintje befolyasolja-e a prognozist.

4.2. Laboratériumi moédszerek

4.2.1. DNS izolélas, PCR reakci6 a WT1 exonjainak vizsgalatara

A DNS izolalashoz alvadasgatolt, -20 °C-on tarolt vérmintat hasznaltunk. Az izolalast
vérbél GenElute Blood Genomic DNA Kit-tel (SIGMA) végeztilk, majd a kapott DNS
oldatot révidtavon 4, hosszabb tavon -20 °C-on taroltuk.

A DNS-b6él hagyomanyos PCR reakcio (40-45 ciklus) segitségével egyenkent
szaporitottuk fel az egyes WT1 exonokat, a kornyez6 intronszakaszokkal egyiitt, késébbi
szekvenaléds celjabol. A vérbdl izolalt DNS-sel, valamint a protokoll beallitasa soran
megbizhatonak bizonyult primerekkel minden esetben értékelhetd eredményeket kaptunk,

am a pathologiai FFPE mintabol (Cs. Cs. 1978-ban eltavolitott Wilms-tumora) a DNS
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izolalas nem volt eredményes. Noha NanoDrop segitségével azt mértik, hogy az izolalt DNS
koncentracidja megfelel6 (65 ng/ul), még nested PCR segitségével sem siker(lt
amplifikdlnunk a WT1 exonokat az izolatumbol, ami feltehetéen a formalin okozta
degradacionak vagy a minta koranak tudhato be.

Az egyes exonok amplifikalasdhoz hasznalt (részben az irodalombol vett, részben sajat

tervezési) primerekrdl az 1. tablazat tajékoztat.

1. tablazat. A WT1 gén exonjainak amplifikalasahoz hasznalt primerek

A vizsgdlt exon, a
] . A primer szekvenciaja A primer hossza
primer orientacitja
1., forward 5-TTC GGC TTACGG GTC GTT G-3' 19 mer
1., reverz 5-CGC TTC CGC TAT CCT CAC G-3' 19 mer
2., forward 5’-CGT CTT GCG AGA GCA CCG CTG-¥’ 21 mer
2., reverz 5>-TAATTT GCT GTG GGT TAG GAATTC-3° 24 mer
3., forward 5’-GGC TCAGGATCT CGT GTC TC-3’ 20 mer
3., reverz 5’-CCA AGT CCG CCG GCT CAT G-3’ 19 mer
4., forward 5-ATA ACT GTG CAG AGATCAGTG G-3' 22 mer
4., reverz 5-TGA ACA CAACTC ACC AACTAG G-3 22 mer
5., forward 5’-CAG ATC CAT GCATGC TCC ATT C-3° 22 mer
5., reverz 5’-CTC CTG CAT TGC CCC AGG TG-3” 20 mer
6., forward 5’-GAG CCACACTGAGCCTTT TTC CCT TC-3’ 26 mer
6., reverz 5’-CAG GGC CAA AGA GTC CAT CAG TAA GG-3° 26 mer
7., forward 5’-AAG ACC TAC GTG AAT GTT CAC A-3° 22 mer
7., reverz 5’-TAC AAC ACCTGG ATC AGACCT T-3 22 mer
8., forward 5’-TCC AGC GAA GTG CCT TAG GC-3° 20 mer
8., reverz 5'-CCT AGC CCA AGG GAA CAC AG-3 20 mer
9., forward 5’-TGC AGA CAT TGC AGG CAT GGC AGG-3’ 24 mer
9., reverz 5’-CGC ACT ATT CCTTCT CTC AACTGA G-3’ 25 mer
10., forward 5’-ACT TCA CTC GGG CCT TGA TAG-3’ 21 mer
10., reverz 5’-GTG GAG AGT CAG ACT TGA AAG-3° 21 mer

A PCR-es amplifikalast kovetden a terméket 2 szazalékos agardz gélen futtattuk, majd a

vart DNS fragmentumnak megfelelé méretii savot UV-fényben, borotvapengével kivagtuk
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a gélb6l — ebbdl a DNS-t visszaizolaltuk. A visszaizolalashoz Q-BlOgene — BIO 101
Systems Geneclean Kitet hasznaltunk.

A visszaizolalt DNS oldat mar mentes volt minden aspecifikus DNS szakasztdl, igy ezt
kialdtik el szekvenaldsra, a Szegedi Biologiai Kutatokdzpont DNS Szekvenald
Laboratériuméba. A szekvenalasi eredményeket a WT1 gén adatbazisokban elérheté normal

szekvencijahoz hasonlitottuk.

4.2.2. Kopiaszam-vizsgalatok gRT-PCR segitségével

A WT1 gen kopiaszdm-analiziséhez qRT-PCR-t (Applied Biosystems 7500 Real Time
PCR System), valamint a kopiaszam mérésére kifejlesztett assay-ket hasznéaltunk (Tagman
Copy Number Assay, Applied Biosystems). Az assay-k tartalmaznak primerparokat a kivant
szakaszok amplifikalasahoz, valamint fluoreszcens Tagman probékat a jel detektalasahoz. A
vizsgalt gen kopiaszamanak megallapitasahoz sziikség van egy kontroll assay-re olyan
génhez, amely mindenképpen két kopiadval rendelkezik (a mi esetiinkben RNaz P).

A kutatas sordn a WT1 mellett a kornyez6 gének (PAX6, EIF3M) kopiaszamat is
meghataroztuk (erre azért van szikség, hogy be lehessen hatarolni egy esetleges delécio
vagy duplikacio kiterjedését). A WT1 gén két vegét (1. és 10. exon) kuldn akartuk vizsgalni,
azonban egyik megrendelt assay sem bizonyult megbizhatonak az 1. exonhoz, igy e helyett
az 1. intron kdpiaszamat mértik (2. tablazat).

2. tblazat. A kdpiaszam-vizsgalatokhoz hasznalt qRT-PCR assay-k

A vizsgalt génszakasz Termékazonositd (Applied Biosystems)
RNaz P (kontroll) Tagman Copy Number Reference Assay,
RNase P, Human

WT1, 1. intron Hs03792206 cn
WT1, 10. exon Hs02372360 _cn
PAX6, 11. intron Hs05237362_cn
EIF3M, 1. exon-intron hatar Hs01156534 cn
RCN1, 1. intron Hs03779812 cn

A (gRT-PCR-es abszolut kvantifikaciot (7. abra) kovetéen a CopyCaller programot
(verzioszam: 1.0) hasznaltuk ahhoz, hogy a target gén és az RNaz P kozotti finom Ct
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értékbeli kiilonbségbdl kiszamitsuk a gén kopiaszamat. Az igy kapott kopiaszam-grafikon
pontos mérés esetén csak minimalis szorast mutat (lasd az 5.1.2. alfejezetet). A CopyCaller
program minden esetben kér egy un. kalibrator mintat, amely szarmazhat egészséges
kontrollszemélytdl, vagy lehet olyan minta, amelynek kopiaszamat egy korabbi vizsgalatbol
ismerjik. A szoftver a kalibrator mintahoz tartozo jelet pontosan az &ltalunk megadott
kopiaszamhoz (tipikus vizsgélat esetén 2-hoz) rendeli hozza, és ehhez viszonyitja a tobbi
minta kopiaszamat. (A 10. és 12. abrat a CopyCaller programmal készitettem, az abrak alatti

magyarazatban megadtam, hogy melyik mintat hasznaltam kalibratorként.)

Fluoreszcens jelerdsség a ciklusszam fiiggvényében

1.0e+001

1.0e+000

1.0e-001

1.0e-002

Jelerdsség

1.0e-003

1.0e-004

1.0e-005

1.0e-006 %

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 20 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
Ciklusszam

7. bra. Egy qRT-PCR-es kisérlet a PAX6 gén kdpiaszamanak vizsgalatara. A vizsgalt
mintabol (1), valamint a kontrollmintabol (2) egyarant 5-5 parhuzamost mértiink 0ssze.
Mindkét mintaban két csoportra oszlanak a gorbek, a PAX6 és RNaz P géneknek megfelelien.

Az 1. és a 2. minta kdzott 1athato eltérést a kiilonbozé DNS koncentrdcionak tulajdonithatjuk.
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4.2.3. Immunfestés WT1 elleni antitesttel

Az immunhisztokémiai festést a WT1 C-terminalis epitopjat felismerd nyul poliklonalis
antitest, a WT1 C19 (Santa Cruz Biotechnology) segitségével végeztik. A megfestett mintak
Cs. Cs. gyermekkori Wilms-tumorabdl, valamint 30 éves kordban vett (focalis segmentalis

7=z

4.2.4. RNS izolélas, a WT1-expresszié meghatarozésa gRT-PCR-rel

RNS izolalasra PAXgene Blood RNA Kiteket hasznaltunk. A vérmintékat speciélis
csovekbe vetettiik le (PAxgene Blood RNA Tubes), amelyek RNaz gatlot is tartalmaztak.
Az izolalt RNS koncentraciojat NanoDrop segitségével megmértiik, majd az RNS-en rovid
id6n beliil reverz transzkripciot végeztiink High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems) segitsegével.

A cDNS mennyiségét az adott génre specifikus primerpéarral és Tagman probaval (3.
tablazat), qRT-PCR segitségével detektaltuk (génexpresszids analizisnél az egy mintabol
Osszemért parhuzamosok szama nem volt kotott, de minden esetben legalabb 3
parhuzamossal dolgoztunk). A WT1 mellett itt is szlikség volt egy referenciagénre, amely
konstans és magas expressziot mutat. Az altalunk vélasztott GAPDH az irodalom szerint
megfelel6 endogén kontroll, hiszen expresszidja nem tér el az egészséges €s daganatos
lymphoid szévetben (Mazrouei és mtsai, 2012), bar a GAPDH mellett két masik gént, az
ABL1l-et és a B-aktint is sikerrel alkalmazzdk. Az eddig kozolt adatok szerint nem
egyértelmii, hogy a harom referenciagén koziil barmelyik jobban teljesit-e a masik ketténél

WT1 transzkripcids assay-kben (Ogawa és mtsai, 2004).

3. tAblazat. A génexpresszids vizsgalatokhoz hasznalt gRT-PCR assay-k

A vizsgalt gén Termékazonositd (Applied Biosystems)
GAPDH (kontroll) Hs99999905 m1l
WT1 Hs00240913 m1

A tovabbi szamitasokhoz nem kdzvetlendl a Ct értekeket hasznaltuk, hanem mind a WT1,
mind a GAPDH génhez ismert koncentracioji DNS oldatok PCR-es amplifikacidjat

kovetben felvettiink egy-egy kalibracids egyenest, hogy ezutan a feldolgozott mintakbol
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kapott Ct értékekbdl kovetkeztetni lehessen a reverz transzkripcid soran képzodott CDNS
mennyiségére, amely ardnyos az eredeti mintaban 1évé WTL, ill. GAPDH mRNS
mennyiségével. (A WT1-hez tartozo kalibracios egyenes a 8. abran lathatd.) A WT1-
expressziot egy standardizalt, numerikus értékkel jellemeztiik, amely a 10* do GAPDH
MRNS-re jutd WT1 mRNS molekuldk szdmat jelenti. Ezzel kikiiszobolhet6 az a probléma,
hogy a kiilonb6z6 eredetii mintdk esetében igen eltérd lehet az abbol nyert RNS
koncentracidja, és ennek kovetkeztében valtozé Ct eértékeket mériink. A fent leirt,
standardizalt modszerrel igen alacsony (esetenként akar 1 ng/ul alatti) RNS koncentracio

mellett is jol reprodukélhat6 eredményeket kaptunk.

2 i\\
0

R*=0,996

0,00 10,00 20,00 30,00 40,00
Ct

8. abra. Kalibréacios egyenes a WT1 génhez, amely a Ct érték és a kisérleti elegyhez adott
DNS mennyiség logaritmusa kozotti dsszefliggést mutatja. A kék pontok jelzik az ismert
koncentracioju DNS oldatokkal kapott eredményeket, az ezekre illesztett egyenest hasznaltuk

a vizsgalt betegmintakban lévé WT1 ¢cDNS mennyiségének meghatarozasara.

4.3. Statisztikai modszerek

A génexpresszids vizsgalatok eredményének értékelésehez statisztikai modszerekre is
szlikség volt, hiszen egyrészt meg kellett hataroznunk egy cut-off értéket, amely folott WT1-

pozitivnak tekintettlik az egyes mintakat, masrészt meg kellett mondanunk, hogy a WT1-
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pozitivitas szignifikans hatéssal van-e a progndzisra a kiilonboz6 betegségekben. Statisztikai
analizisre a MedCalc programot hasznaltuk (verziészam: 12.3.0).

A cut-off érték szamitasahoz 35 egészséges kontrollszemélytél vettink vért, €s
kiszamitottuk a GAPDH-hoz standardizalt WT1-expresszios ertékeket. (Egy bizonyos,
legtobbszor igen alacsony expresszio egészséges személyekben is mérhetd, hiszen a CD34+
verképzo sejtek kis szézaléka kijut a periférias verbe, ezek egy része pedig expresszélja a
WT1-et, ahogy a 2.4. alfejezetben lattuk.)

A detektalt értékek 0,002 és 0,109 kozott valtoztak (4. tablazat). A logaritmikusan
transzformalt értékeken y? illeszkedésvizsgalatot végeztiink, mely azt igazolta: az adatok
normal eloszlast mutatnak (p=0,9923). Azon szemléletet alapul véve, hogy egy normal
eloszlasu valtozo esetében hozzavetdleg a felsé 2,5 szazalékhoz tartozo értékek tekinthetok
»,magasnak”, a 97,5 percentilis értékét (0,108) kerekitettiik 0,1-re, és ezt hasznaltuk a WT1-

pozitivitas cut-off értékeként a vizsgalat soran.

4. tablazat. A kontrollszemélyekben mért, standardizalt WT1-expresszids értékek

0,0133 0,0122 0,00287 0,0346 0,022
0,00257 0,00859 0,0144 0,0411 0,00862
0,0263 0,00796 0,0406 0,0275 0,108
0,0177 0,00716 0,0116 0,0178 0,0447
0,00661 0,00461 0,109 0,0184 0,00701
0,00839 0,00392 0,0199 0,0136 0,0247
0,0251 0,00735 0,0335 0,0167 0,0435

A betegeket diagnézis alapjan osztottuk csoportokba, majd ezeken beliil meghatéaroztuk
a WT1-pozitiv és WT1-negativ alcsoportokat. Bizonyos betegeknél a WT1-expresszios
érték atlépte a cut-off kiiszobot valamilyen irdnyban: a kezelés hatasara negativva valt, vagy
egy eredetileg WT1-negativ beteg a kezelés ellenére pozitiv mintat produkalt. Ezért
esetenként a ,,végig negativ” és a ,,végig pozitiv”’ alcsoportok mellett szlikség volt tovabbi
beosztasra is.

Ezutan meghatéaroztuk a hetekben szamitott teljes (TT), valamint betegségmentes tulélést
(BMT) az egyes alcsoportokba tartozé betegeknél. A TT-t a diagnozis idOpontjatol a
vizsgalat vegeig, vagy a beteg halaldig mertik, mig a BMT-t a komplett remisszio

1dépontjatol a relapszusig, a beteg halaldig, vagy a vizsgalati idészak végéig adtuk meg. (Ha
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egy betegnél nem sikeriilt remisszidt elérni, annal értelemszeriien csak TT-t tudtunk
szamitani, BMT-t nem.)

Minden diagndzison belll kilon Kaplan-Meier talélési gorbéket vettiink fel az egyes
(WT1-pozitiv és WT1-negativ) alcsoportokban. Ezutdn a gorbéket dsszehasonlitottuk a
lograng-prdba segitségével, hogy lassuk, volt-e statisztikailag szignifikans kilonbség (5
szazalékos szignifikanciaszint mellett) a WT1-et expresszalé és nem expresszald esetek

kozott a talélésben.
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5. EREDMENYEK

5.1. WT1 defektus kimutatasa komplex daganatos korkép hatterében

5.1.1. Az exonok amplifikalasa, szekvenalasa

Az atipusos korkép, melyet Cs. Cs. esetében észleltek a klinikusok, vagy a szokasosnal
enyhébb foku, késébbi kezdetii glomerulonephritisszel (FSGS) jard6 Denys-Drash
szindrémara, vagy olyan, egyedi Frasier-szindromara utalt, amely gonadoblastoma helyett
Wilms-tumort okozott (l&sd 2.5.4. — 2.5.6., ill. 4.1.).

Vizsgalodasunk els6 célpontja a WT1 gén 9. exonja volt az ezt kovetd intronszakasszal,
mivel az irodalom szerint ezen a terlleten talalhato a DDS és FS hatterében idaig azonositott
mutaciok tébbsége (lasd 2.5.4. és 2.5.5). E szakaszt nem csak a beteg, de sziilei és két
testvére vérmintaibdl is amplifikaltuk, majd megszekvenaltattuk (9. &bra). Az eredményeket
az irodalombol ismert szekvenciaval 6sszevetve kiderllt, hogy az exonban, valamint az FS-

ért felel@snek tartott intronszakaszban nincs eltérés.
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9. dbra. A 9. exon és a kérnyezd intronszakaszok szekvencidja, Cs. Cs. DNS mintgjabol

Ezutan mar csak Cs. Cs. vérmintajara szoritkozva megvizsgaltuk a tobbi exon

= sz
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5.1.2. Kdpiaszam-analizis

Mivel mutacidét nem sikeriilt kimutatnunk a WT1 génben, a kovetkezd 1€pésben azt
vizsgaltuk, nem allhat-e delécid a kérkép hatterében.

Elészor a WTI1 gén 10. exonjanak képiaszdmat viszonyitottuk egészséges
kontrollszemélyéhez. (A modszert illetéen a 4.2.2. alfejezetre utalunk.) Azt az eredményt
kaptuk, hogy Cs. Cs. mindossze egyetlen WT1 kopiaval rendelkezik, vagyis valoban

deléciorol van sz6 (10. abra).

Kdépiaszam

1. 2.

10. &bra. A WT1 gén 10. exonjanak kopiaszama Cs. Cs.-ben (1), valamint egy egészséges

kontrollszemélyben (2). A 2. volt a kalibrator minta.

Ezt kovetden megvizsgaltuk a gén mindkét végét, valamint a 11p13 kromoszomalis regio
kornyez6 génjeit (11. dbra) az 6sszes csaladtagban. Az eredmények azt mutattak, hogy Cs.
Cs. esetében a teljes WT1 gén deletal6dott (&m a delécié nem terjed ki a WT1-et koriilvevd
génekre), mig huga extra kopiaval rendelkezik a gén 5° szakaszara nézve. Erdekes modon
mindkét sziil6, valamint Cs. Cs. embryonalis carcinomaval operalt batyja is negativnak

bizonyult (12. abra).

Telomer & ] I .:l =>» Centromer

PAXG6 RCN1 WT1 ETF3M

11. Abra. A WT1 gén és kozvetlen kdrnyezete a 11p13 kromoszomalis régidban.
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Kopiaszam

1 2. 3. H 3. 6. 7. 3.

12. abra. A gqRT-PCR-rel végzett kdpiaszam-analizis eredményei. Vilagoszdlddel a WT1 gén
57 végét (1. intron) dbrdzoltuk, mig lilaval a 3’ végét (10. exon). A kérnyezd gének kozil
kekkel jeldlve az EIF3M, sotétzolddel pedig a PAX6 lathatd (az RCN1-et nem abrazoltam,
de minden mintdban 2 kdpiat mutatott). A 2. szamu minta tartozik Cs. Cs.-hez, mig az 1. a
higéé, az 5. a batyjaé, a 3. és 4. a két sziil6é, a 6., 7. és 8. pedig egészséges kontrollszemélyek

mintai. Minden assay-hez a 7. mintat hasznaltuk kalibratorként.

5.1.3. Immunhisztokémia

Cs. Cs. két FFPE mintajat festettik meg WT1 elleni antitesttel: a 2004-ben vett
vesebiopsziat, amely el6rehaladott FSGS-t igazolt, jol lathaté intima-proliferacioval,
valamint az 1978-as, trifazisos Wilms-tumort mutaté mintat (13. abra). Az Gjabb mintaban
a WT1-pozitivitds normalis mintazatat észleltiik, mely a nem daganatos vesére jellemz6:
kizarolag a podocytak expresszaltak a WT1-et. Emlitésre méltd azonban, hogy csak igen
alacsony fokU pozitivitast lattunk, és a sejtmagi terliletek egyéltalan nem festédtek az

antitesttel.
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13. dbra. Az FSGS-t mutatd vesebiopsziaban latott glomeruléris elvaltozasok spektruma (A,
B, C). A néhany megmaradt glomerulusban a podocyték gyenge WT1-pozitivitast mutattak
(D). Trifazisos Wilms-tumor sebészeti mintdban (E). A WT1-immunpozitivitas (F) jelen volt
a daganat stromdlis (*), valamint blastemas (jobb oldalon) komponensében, am az
epithelialis teruletek negativnak mutatkoztak (balra, fent). A WT1-pozitivitds mindket

mintaban citoplazmatikus (nagyitas: 200x).

5.2. WT1-expresszio malignus hematoldgai betegsegekben

5.2.1. Diffuz nagy B-sejtes lymphoma
Az 53 betegbdl 25 szenvedett DLBCL-ben. A kapott eredményeink szerepelnek a
Fuggelékben olvashatd kozleményiinkben (Ujj és mtsai, 2014), e kbézlemény azonban

megosztott felhasznalasra keriilt a két elsé szerz6 kozott, igy a DLBCL-lel kapcsolatos

eredmények nem képezik jelen dolgozatom témajat.

5.2.2. Kopenysejtes lymphoma

A 8 MCL-es eset adatait az 5. tdblazat tartalmazza. Az idetartoz6 betegek életkora 38 és

74 év kozott valtozott, a median életkor 60 év volt. (A tablazat szerint B. L. hetekben mért
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teljes tulélése meghaladja a vizsgélat id6tartamat, amely 270 hét volt; ennek magyaréazatat
lasd az al&bbiakban.)

5. tblazat. A vizsgélt betegek (MCL).

Csoport Azonositdé | Kimenetel 1T BMT
WT1-negativ N. I. El 141 105
WT1-negativ T.J. El 195 106
WT1-negativ V. L. El 255 216
WT1-negativ K. L. L. Meghalt 238 -
Negativbol pozitivva valt H. A Meghalt 84 16
Negativbol pozitivva valt B. L. Meghalt 381 21

WT1-pozitiv T. A Meghalt 113 73
Pozitivbol negativva valt V.S. El 156 115

A kopenysejtes lymphoma kezelése a hyper-CVAD kemoterapias protokoll szerint tortént,
a legtdbb esetben rituximabbal kiegészitve. (Ha relapszus jelentkezett, CHOP vagy DHAP
protokollt, mig autolog dssejttranszplantacio esetén BEAM protokollt alkalmaztak.) WT1-
pozitivitast az esetek felében (4 beteg) észleltink.

Az egyik beteg (B. L.) azutdn kerilt be a vizsgalatba, hogy 5 évvel korabban
diagnosztizalt lymphomaéja relapszust mutatott (a teljes tulélést az eredeti diagnézis
1d6pontjatol szamitottuk). A kezdetben mért negativ értek (0,0026) 1 évvel késdbb
szokatlanul magas (2,07) expresszidba csapott at. EKkor az MDS kezdeti jelei mutatkoztak
a csontveldben, és a fokozatosan kifejlodé MDS 18 honappal késdbb a beteg halaldhoz
vezetett. Ebben az esetben a WT1-expresszio emelkedésének mértéke inkabb az MDS-re,
mintsem a non-Hodgkin lymphomara utal, igy Kivettik az alabbi statisztikdkbdl, es a
Megbeszélés 6.2. alfejezetében kilon foglalkozunk vele.

A megmaradt 7 esetben felvettink egy-egy Kaplan-Meier gorbét a teljes és a
betegségmentes tulélésre. A gorbék megtekinthetok a Fiiggelékben mellékelt
kdzleményinkben (Ujj és mtsai, 2014), jelen értekezésben azonban nem szerepelnek, ahogy
kimaradtak a periférias T-sejtes lymphoma és az ALL esetében is. Ennek az az oka, hogy (a
diffiz nagy B-sejtes lymphoma Kivételével) az egyes betegségekben nem allt
rendelkezésiinkre akkora betegpopulacio, hogy az alapjan meggy6z6 abrakat tudjunk
prezentalni. Ebben (a non-Hodgkin lymphomak esetében) az egyes daganattipusok ritkasaga

is szerepet jatszott. Mégis Ugy gondoljuk, az eredményeknek helye van a dolgozatban, hiszen
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fontos kérdéseket vetnek fel még akkor is, ha ezek megvalaszolasahoz tébb betegcsoporton
végzett kutatésra, de legalabbis joval nagyobb mintaszamra lenne sziikség.

MCL-ben az alacsony esetszam ellenére mind a TT (p=0,0082), mind a BMT (p=0,0177)
esetében szignifikans kilénbséget tapasztaltunk a WT1-negativ (vagy a kezelés hatasara
azz4 valt), és a WT1-pozitiv vagy negativbol pozitivva valt betegek kdzott.

Erdemes néhany szo6t kiilon ejteni azon esetekrol, ahol a WT1-expresszid atlépte a cut-off
értéket valamilyen iranyban. Egy betegnel (V. S.) pozitiv (0,288) expressziot mertliink a
diagnozis idépontjaban, mely négyhavi hyper-CVAD kezelés utan 0,0018-ra csokkent. A
beteg tobb mint 2 éve, jelenleg is életben van. Két esetben ennek ellenkez6jét tapasztaltuk:
a negativ WT1-expresszio pozitivva valt, és a beteg nem sokkal késébb elhalalozott. B. L.

esetét fent mar emlitettiik, de egy ,,valodi” MCL-es esetben (H. A.) is tapasztaltuk ezt.

5.2.3. Periférias T-sejtes lymphoma

PTCL-es csoportunkba 9 beteg tartozott, 50 éves median életkorral (32-t61 67 évig).

A betegség kezelésére a Kklasszikus kemoterapias protokollok (CHOP, DHAP)
valamelyikét  alkalmaztak, esetenként alemtuzumabbal kombinadlva.  Autoldg
Ossejttranszplantaciot is végeztek azon betegeknél, akik legaldbb részleges remisszioba
kerlltek; ezekben az esetekben kondicional6 kezeleskent BEAM protokollt hasznéltak.

A PTCL-re vonatkozé legfontosabb adatokat a 6. tablazat foglalja 6ssze.

6. tablazat. A vizsgélt betegek (PTCL)

Csoport Azonositd Kimenetel 1T BMT
WT1-negativ P.Z Meghalt 57 -
WT1-negativ B. F. Meghalt 76 -
WT1-negativ P.Z E. Meghalt 112 -
WT1-negativ B.F. Meghalt 136 39
WT1-negativ Sz. L. Meghalt 178 -
WT1-pozitiv P.E. Meghalt 29 -
WT1-pozitiv J.J. Meghalt 79 -
WT1-pozitiv A L. Meghalt 121 51

Pozitivbdl negativa Gy. J. Meghalt
valt 111 52
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Pozitiv WT1-expressziot 4 esetben mértiink: 3 betegnél a teljes megfigyelési idészak alatt,
1-nél pedig csak a kezelés kezdeti szakaszaban (6. tablazat). Am a fent részletezett MCL-lel
ellentétben, PTCL-ben a WT1-negativ és WT1-pozitiv alcsoport progndzisa nem mutatott

kilonbséget. A lograng-proba eredménye p=0,3198 volt TT-re, és p=0,8084 BMT-re.

5.2.4. Felnéttkori akut lymphoblastos leukemia

Vizsgalt betegeink Kisebb csoportjat (7 személyt) nem lymphomaval, hanem B-sejtes
ALL-lel diagnosztizaltak (7. tablazat). A betegek életkora 19-t61 65 évig terjedt a
diagndziskor, a median életkor 48 év volt. A kezelésre Holzer-protokollt (Holzer és mtsai,
1983) alkalmaztak, Glivec-kel kiegészitve abban a két esetben (M. J., Sz. L.), ahol

Philadelphia-kromoszoma, vagyis t(9;22) volt kimutathato.

7. tblazat. A vizsgalt betegek (ALL)

Csoport Azonosito Kimenetel 1T BMT
WT1-negativ S. L Meghalt 2 -
WT1-negativ 0. M. Meghalt 7 -
WT1-pozitiv Sz.D. J. Meghalt 3 -
WT1-pozitiv K. F. Meghalt 30 25
WT1-pozitiv M. J. Meghalt 77 41

Pozitivbol negativva valt P. Cs. El 204 196
Pozitivbol negativva valt Sz. L. El 208 189

A 7-bél 5 esetben talaltunk WT1-pozitivitast, és megvizsgéltuk ennek hatasat a
prognozisra.

A teljes talélésben latott kiilonbségeket nem tudtuk értékelni, mivel a 2 WT1-negativ eset
Klinikailag gyors lefolyassal jart, és korai halalhoz vezetett. Azon betegeknél viszont,
akiknél elértiik a remissziot, jelentds kiilonbség latszik a végig WT1-pozitiv, valamint a
kezelés hatasara negativva valt esetek kdzott. (Az elébbi két beteg csak rovid idore keriilt
remisszioba, 25, ill. 41 héttel késobb elhaldlozott, mig az utobbi két eset jelenleg is
remisszidban van.) A két gorbét dsszehasonlitd lograng-proba az alacsony betegszam

ellenére sincs messze attol, hogy szignifikansnak lehessen nevezni (p=0,0896).

45



5.2.5. MALT és Burkitt lymphoma

A kutatds soran 2 MALT, valamint 2 Burkitt lymphomas esetet is megvizsgaltunk,
azonban ezek mindegyike WT1-negativnak bizonyult.

Burkitt lymphoméaban nem lehetett remissziot elérni, és mindkét beteg meghalt (18, ill.
38 hét utan). A MALT lymphomaés esetek ugyanakkor jol reagaltak a kezelésre, és jelenleg

is remissziéban vannak, 136, ill. 203 hét utan.
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6. MEGBESZELES

6.1. WT1 mikrodelécié okozta komplex, tobbfajta neoplasiaval jard

klinikai kép

Cs. Cs. klinikai fenotipusat 6sszevetve a kutatas soran talélt genotipussal, meglehetésen
erdltetettnek tlinik a Denys-Drash, vagy a késdi kezdetl Frasier szindroma diagnozisa. Az
FSGS inkabb a Frasier szindromat timasztana ala, ez esetben viszont atipusos lelet lenne a
Wilms-tumor (lasd 2.5.5.). Mivel a WT1 génben sem talaltuk meg a 9. intron jellegzetes

Denys-Drash szindromaban jellemz6 tiinetként kezelhetnénk a Wilms-tumort, azonban e
betegségben inkabb korai kezdetli, gyors lefolyasi DMS-t varnank, mint FSGS-t (lasd
2.5.4.). Ha ehhez hozzaszamitjuk azt az eredményt, hogy az exonok szekvenciajaban nincs
eltérés, akkor a DDS-t is kizarhatjuk, mint diagndézist.

Két lehetéség adodik tehat: vagy Ugy soroljuk be a beteg fenotipusat, mint a Denys-
spektrumot, a WAGR szindromaval azonos csoportba tartozé korképként hatarozzuk meg
Cs. Cs. betegségét. Meglatasunk szerint mind a klinikai kép, mind a molekularis vizsgalatok
eredményei ez utébbi elképzelést timogatjék.

A WAGR szindréma, ahogy a 2.5.3. alfejezetben lattuk, a 11p13 régi6 deléciojat jelenti,
ésa WT1, valamint a PAX6 lokuszok mellett még szamos gént érinthet (Xu és mtsai, 2008).
Almind és mtsai (2009) kozoltek egy esetet, ahol a delécid kiterjedt a WT1 génre, de a
PAX6-ra nem; ebben az esetben azonban a WT1 mellett tovabbi 43 gén is érintett volt. Nincs
tudomasunk olyan koézleményrél, amely a miénkhez hasonlo esetrdl, vagyis kizardlag a
WT1-et érinté mikrodeléciorol szamolna be.

Mindezzel egyitt a talalt fenotipus (Wilms-tumor és férfi pszeudohermafroditizmus
megléte aniridia, mentélis retardacid és obezitas nélkil) jol beilleszthet6 abba a képbe, amely
az irodalmi adatok alapjan kirajzolddik a régioé fontosabb génjeinek szerepér6l. Ahogy a
2.5.3. részben lattuk, WAGR szindromanal a Wilms-tumor, gonadoblastoma, valamint az
urogenitalis fejlodési rendellenességek hatterében a WT1 delécigja all, mig a szem
fejlodésében szerepet jatszo PAX6 haploinszufficiencidja aniridiat okoz, a szindromahoz

gyakran kapcsoldédd obezitasért pedig valészintileg a BDNF lokusz a felelés. A WAGR
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tlnetegyuttes és az obezitas tarsulasat mar a 90-es években megfigyelték, ezeket az eseteket
Ujabban a WAGRO szindroma névvel illeti a szakirodalom (Brémond-Gignac és mtsai,
2005).

Tovabbra sem pontosan tisztazott azonban a mentalis retardacio eredete. Mig Xu és mtsai
(2008) 3 gént (BDNF, SLC1A2, PRRG4) gyanusitottak a tiinet lehetséges okozoiként, addig
Almind és mtsai (2009) ezek kozil az SLC1A2 gént emelik ki (igaz, a PRRG4 is deletalodott
a fent emlitett, mentalis retardacioban szenveddé betegiikben). Egy Ujabb kdzlemény a
WAGR-tiinetegyiittes részeként gyakran jelentkezé autisztikus viselkedés és fejlodési
visszamaradas okozdjaként egy 1,6 Mb hosszUsagu szakaszt jelol meg, amely a PAX6, a
WT1 és a PRRG4 gént tartalmazza (Yamamoto és mtsai, 2014).

Ugy tiinik tehat, hogy a WAGR és WAGRO szindrémékat nem kiilonallo entitasként kell
kezelnlink, hanem leirhatunk egy szélesebb delécids spektrumot a 11pl3 és 11pl4.1
kromoszomalis régiok tertiletén (14. abra). E spektrumon bellil a mi esetlink a kdzponti gén,
a WT1 izolalt delécidjat képviseli, az annak megfelel6 fenotipussal. Ha tébb mikrodelécios
szindrémat irtak volna le ebben a régidban (genotipus-fenotipus asszociaciokkal egyutt),

akkor nem kizért, hogy a ,,WG”’, ,,WGR” és ,,WAG” elnevezéseket is hasznalna az irodalom.

Gének és a deléciojuk esetén jelentkezé fenotipus
a 11p13 kromoszomalis régioban és kornyékén

BDNF

obezitis PAX6 PRRG4 SLC1A2
mentalis retarddcio? aniridia mentélis retardacio mentélis retardacio
Telomer & I 111)14.1'111)13 I I I I 11pl3 |llpll—) Centromer
WT1
Wilms-tumor
gonadoblastoma
urogenitalis defektus
—
1 Mb

14. &bra. A WT1 kapcsan leirt delécios szindromak illusztracioja. WAGRO szindréma
esetében minden abrézolt gén deléciora keriil, mig WAGR szindromanél csak a 11p13 génjei.

Izolalt WT1 delécional csak az ahhoz tartozo tlneteket észleltik.
Habar a WAGR szindréma kapcsan az ,,urogenitalis rendellenességek” alatt elsdsorban a

nemi szervek malformacioit ertették a multban, mara vilagos, hogy bele kell érteni a

podocyta-betegséget is, amely veseelégtelenséghez vezethet. Breslow és mtsai (2003) a
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WAGR szindromaés betegek 53 szazalékaban talaltak veselégtelenséget 20 évvel a Wilms-
tumor diagndzisa utdn. A Frasier szindromahoz képest késdbbi kezdetii, lassabban
progredialé  proteinuriarél szamoltak be, amely fiatal feln6ttkorban torkollik
veseelégtelenségbe, ahogy az Cs. Cs. esetében is tortént.

Ezen esetekben (a sajat betegiinkh6z hasonldan) els6 megkdzelitésben felvetddik egy
olyan, korélettani szemléletii magyarazat is, hogy a nephrectomia utdn a megmaradt vesére
haruld nagyobb terhelés, a kompenzatorikus hiperfiltracié miatt fejlédne ki a
veseelégtelenség. Az irodalmi adatok (Breslow és mtsai, 2005) alapjan ez nem latszik
valoszinlinek: unilateralis Wilms-tumort kovetéen mindodssze 0,6 szazalék, bilateralis
daganat esetén pedig 12 szdzalék a valoszinisége a végstadiumi veseelégtelenség
kialakuldsanak WT1-negativ, urogenitalis rendellenességektdl mentes betegekben.

Az a magyarazat sem kielégitd, hogy a Wilms-tumor kezelésére hasznalt kemo- és
sugarterapia utéhatasaként jelentkezne a veseelégtelenség (Bardi és mtsai, 2004). Raadasul
az FSGS olyan WAGR szindromas esetekre is jellemz6, ahol nem jelentkezett Wilms-tumor,
igy a fenti tényezOk (nephrectomia utani hiperfiltracio, daganatellenes terapia mellékhatésai)
biztosan kizarhatdk (lijima és mtsai, 2012).

Marad tehat az a lehetdség, hogy a WT1 gén defektusa all a glomerulopathia hatterében.
Cs. Cs. esetében ezt tamasztja ala, hogy az FSGS-t mutato szdvettani mintaban a szokasosnal
gyengébben festédtek a podocytak a WT1 elleni antitesttel (13. abra), ami a géntermék
csokkent mennyiségére utalhat. Ez annyit jelent, hogy a Frasier és Denys-Drash
szindromahoz hasonléan a WT1 delécidja is jarhat urogenitalis fejléddési rendellenesség,
daganat és podocyta-betegség tridszaval, vagyis azon klinikai spektrum részeként kell ra
tekinteni, amelybe a DDS és az FS tartozik. Ha szdmitasba vesszik, hogy sajat betegtinkben
hianyzott a PAXG6 jellegzetes aniridiaval jaro delécioja, akkor konny( belatni, hogy a WAGR
szindréma specialis esetei komoly differencialdiagnosztikai nehézséget okozhatnak, igy a
mutécidk szokasos vizsgalata mellett mindenképp indokolt lehet a WT1 kbpiaszam-analizise
Is.

Cs. Cs. betegségeben talan az a legszokatlanabb, hogy egyetlen betegnél tobbfajta
malignitas (ALL, Wilms-tumor, angioblastoma cerebelli) jelentkezett. Ismeretes persze,
hogy a gyermekkori daganatos betegségek kezelése késobb masodlagos tumorokat
eredményezhet: egy vizsgalat szerint a Wilms-tumor diagnozisa utan 15 évvel 1,6 szazalék
volt a kiilonb6zd malignitdsok kumulativ incidencidja, beleértve az akut leukemiat is
(Breslow és mtsai, 1995). Azonban (sajat kdzleménylinket Kivéve) nincs nyoma olyan

esetnek az irodalomban, ahol a leukemia jelentkezett el6szor, és ezt kovette a Wilms-tumor.
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Ahogy a 2.5.7. alfejezetben ismertettiik, az akut leukemidk bizonyos eseteit 6sszefliggésbe
hozték strukturalis WT1 defektusokkal, egy esetben pedig WAGR szindromas betegben is
kimutattak a megmaradt WT1 allélt érinté mutaciot AML hatterében (Pritchard-Jones és
mtsai, 1994). Ezek alapjan gy tlinik, a Cs. Cs. esetében megfigyelt malignitasokért inkabb
a WT1 delécidja, és az emiatti daganatos prediszpozicio lehet felelds, mintsem a
kemoterapeutikumok.

Ami a radioterapiat illeti, annak szerepe legalabbis felmeril a kisagyi angioblastoma
esetében, hiszen jol ismert, hogy a koponyat ért besugarzas utdn masodlagos agytumorok
(pl. meningeomak) képzédhetnek. Az agyban igen ritka cavernosus hemangiomat
elsdsorban olyan gyermekekben irtdk le, akik 10 éves koruk el6tt estek at sugarkezelésen
(Heckl és mtsai, 2002). Két okbol mégsem latszik igazan valdszinlinek, hogy a
radioterapiaban kellene keresniink a daganat okat: egyrészt ezen cavernosus hemangiomak
esetében legtdbbszor a besugarzas utan révidebb idon (8-10 éven) belll alakul ki a tumor
(Keezer és Del Maestro, 2009), masrészt pedig, noha szdmos agytumort 6sszefiiggesbe
hoztak mar sugarkezeléssel (Vinchon és mtsai, 2011), az angioblastoma nem tartozik
kozéjik. Kézenfekvobbnek tlinik, hogy a WT1 eltérése all a daganat hatterében, hiszen amint
a 2.4. alfejezetben bemutattuk, a gén fontos szerepld az angiogenesis szabalyozasaban.

Erdekes lett volna kimutatni, hogy betegiinkben a Wilms-tumor kialakulasa megfelel-e a
2.5.2. részben bemutatott modellnek (egy 6roklott delécio, valamint a masik kopia lokalis
mutacioja), azonban sajnos az 1978-as, Wilms-tumoros mintabdl nem volt elég hatékony a
DNS izolalas (lasd 4.2.).

Ugyancsak figyelemre mélté a WT1 gént érint6 tObbszords kopiaszambeli anomalia a
beteg csaladjaban. Az irodalmi adatok szinte teljes hianyaban nehéz megmondani, hogy
vajon a WT1 gén részleges duplikécidja, melyet Cs. Cs. higaban mutattunk ki, felelds lehet-
e a klinikailag észlelt enyhe proteinuridért. (Valoszinisithetd, hogy a két normal kopiarol
atirodo géntermék mellett jelen van egy csonka fehérje, amelybdl hianyzik az a szakasz, amit
a 3’ oldalon elhelyezkedé exonok kddolnak, vagyis pontosan az a régid, amely a 2.2.
alfejezetben leirtak szerint funkcionalis szempontbol a legjelentésebbnek tiinik, hiszen
minden izoproteinben megtalalhat6. Gyanithatjuk, de teljes bizonyossaggal nem tudjuk
allitani, hogy egy ilyen fehérje nincs befolyassal a WT1 altal szabalyozott élettani
folyamatokra.)

Ha a lanyban és batyjaban ugyanaz a génterilet lenne érintett a duplikaciéban, ill.
delécidban, arra az egyik sziilében bekdvetkezett transzlokacid lenne a kézenfekvd

magyarazat — ehhez hasonl6 esetet kzéltek Dolan és mtsai (2011). (Ok a duplikacié enyhe
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fenotipusos kovetkezményeit hangsulyozzék, amely egybevag sajat esetiinkkel.) Mivel
azonban Cs. Cs. esetében a teljes gén deléciora keriilt, hiiganal viszont csak az 5’ szakasza
duplikalédott, ez a magyarazat kizarhato. Feltevésunk szerint a WT1 gént valamiért nagy
gyakorisaggal érinti egyenl6tlen crossing over az egyik sziilében (az anya valdsziniibb
jeloltnek tlinik, mivel az apa agan nem fordult el6 vese- vagy urogenitalis betegség).
Tudomasunk szerint ilyen esetet a WT1 gén vagy a 11p13 kromoszomalis régio kapcsan
még nem kozolt az irodalom, mas gének esetében azonban ismert a jelenség (Baumer és
mtsai, 1998).

Amennyiben sikerul Gjabb vérmintahoz jutnunk a betegtol és hugatol, érdekes lehetdség
lenne a latott kdpiaszam-eltérések pontos hatarainak tisztazasa MLPA, esetleg array-CGH

segitségével.

6.2. WT1-expresszid lymphoid eredetii malignitasokban

A 2.5.7. alfejezetben emlitettiik, hogy a WT1-expresszio gRT-PCR-es mérését jelenleg
foként AML-ben végzik. Bar myeloid és lymphoid daganatos sejtvonalakban egyarant
kimutathaté az emelkedett expresszio, ennek genetikai hattere (legalabbis valamilyen
mértékben) biztosan kulonbdzik: kimutattak pl., hogy az AWT1 promoter hipermetilacidja
a myeloid eredetli neoplasia specifikus markere (Guillaumet-Adkins és mtsai, 2014). Sajat
kutatasunkban, melynek eredményeir6l az 5.2. alfejezetben beszamoltam, a WT1-r6l
képz6d6 mRNS mennyiségét a ritkabban vizsgalt, lymphoid eredetli malignitasokban, non-
Hodgkin lymphomaékban és ALL-ben mértiik meg.

Kilonosen a lymphomakra igaz, hogy a WT1 gén expresszidjaval és annak klinikai
jelentdségével (némileg meglepé modon) mostanaig keveset foglalkozott a szakirodalom. A
jelenleg elérhetd kozlemények szerz6i immunhisztokémiai médszerekkel mutattak kia WT1
fehérjét non-Hodgkin lymphomas daganatszévetbdl (Drakos és mtsai, 2005; Wang és mtsai,
2012), ill. Hodgkin-lymphomas nyirokcsomobdl (Vadasz és mtsai, 2013). E publikacidk
legfontosabb eredmeényeit sszefoglaltuk az emlitett alfejezetben.

Wang és mtsai (2012) kozolték a mostanadig egyetlen statisztikai vizsgalatot arra
vonatkozdan, hogy a WT1 expresszidja befolyasolja-e a prognozist egy bizonyos NHL
(ALCL) eseteben. Arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy a gén expresszioja nem szignifikans
tényez6 a teljes tulélés szempontjdbol — kérdéses azonban, hogy a maodszer, amelyet

alkalmaztak, mennyire alkalmas a WTL1 prognosztikai szerepének megitélésére. Mivel
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tumorszovetbdl végezték az expresszio vizsgalatat, betegenként csak egy mintat analizaltak,
majd kiszdmitottadk a TT-t. Nem felejthetjiik el azonban, hogy a BMT lényegesen magasabb
szignifikanciat mutathat, mint a TT (amelybe a gydgyithatatlan esetek is beleszdmitanak).
Az akut leukemiakkal kapcsolatos publikacidk tobbsége is arrol szamol be, hogy a WT1
markerszerepe nem jelent6s a diagnoziskor, am a gén esetleges expresszioja jelent6sen
befolyasolja a mér sikeresen kezelt betegek tulélését, vagyis a minimalis rezidudlis betegség
fontos markere (Nowakowska-Kopera eés mtsai, 2009); igaz, Ujabb eredmények alapjan ezt
csak AML-ben allithatjuk nagy bizonyossaggal, ALL esetén a BMT-ben mért kiilonbség
sem mindig szignifikéans (lasd 2.5.7.).

Az els6 nehéz dontés tehat, amelyet meg kellett hoznunk, az volt: milyen modszert és
mintakat hasznaljunk a kutatas soran.

Logikus érv lenne az irodalomban hasznalt nyirokcsomd- és tumormintak mellett, hogy
ezek lényegesen nagyobb koncentracioban tartalmazzak a daganatsejteket, mint a vér. Am,
ahogy a 4.2. részben lattuk, a qRT-PCR érzékenysége elegendé ahhoz, hogy vérmintak
alapjan is kiilonbséget tudjunk tenni a WT1-et expresszald és nem expresszalo esetek kdzott.
E vizsgalat soran az volt az elsddleges célunk, hogy az 5 éves periddus alatt minden betegtdl
viszonylag nagyszamu mintat gyujtsiink és értékeljiink, igy képet kapjunk a betegség
molekularis és klinikai allapotanak osszefiiggéseirdl.

Amennyiben neoplasztikus nyirokcsomdkat, vagy sebészeti daganatmintakat hasznaltunk
volna, két komoly nehézséggel kellett volna szembenéznilink. Az egyik, hogy ezen mintak
egyszeri értékelése utdn nem kaptunk volna tébb mintat ugyanattol a betegt6l, ez pedig
lehetetlenné teszi a betegség id6beli kovetését. A masik probléma, hogy e mintdk mellé igen
nehéz megfeleld kontrollt allitani, igy nem konnyli megmondani, hogy milyen szintii
expressziot tekintstink WT1-pozitivnak. Az egyes laboratoriumokban eltéréek lehetnek a
mintavételre, a mintak tarolasara és feldolgozasara vonatkoz6 protokollok, igy egy
irodalombol vett cut-off érték hasznalata sem lett volna szerencsés. Ugy gondoljuk, hogy az
altalunk valasztott mddszer (vérminta elemzése) abbdl a szempontbol is elényos, hogy
jelentds szamu kontrollmintabol hatarozhattuk meg a WT1-pozitivitas kiiszoberteket.

Az ALL esetében természetesen a csontvel6i mintavétel meril fel a periférias vér
alternativajaként. Az irodalomban mindkettét sikerrel hasznaltak a WT1-expresszio qRT-
PCR-es mérésére, egyes szerzOk azonban arr6l szamolnak be, hogy a periférias vérbdl kapott
eredmények kiértékelése konnyebb lehet. Ennek az a magyaradzata, hogy a WT1-pozitiv
CD34+ hemopoietikus Gssejtek igen kis aranyban jutnak ki a csontvel6bdl a periférias vérbe,

igy a vérben tapasztalhato ,,hattérzaj” mintegy 1 logaritmikus egységgel alacsonyabb annal,
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amit a csontvelében mérhetlink (Cilloni és mtsai, 2008). Ez, valamint a kdnnyebb
hozzaférhet6ség és a lymphomas vérmintakkal valo dsszevethetdség voltak a f6 érveink a
periférias vérmintak hasznalata mellett.

Kozleményunkben elséként szamoltunk be WT1-pozitiv kopenysejtes lymphomardl: bar
Drakos és mtsai (2005) megvizsgaltak 6 MCL-es esetet, ezek mindegyike WT1-negativnak
mutatkozott. (Természetesen, ahogy fent lattuk, elvi killénbség volt a két vizsgélat kdzott,
hogy még a 2005-6s kdzleményben kdzvetleniil a daganatszdvetben probaltak megfesteni a
fehérjét, addig mi a periférias vérben kering6é lymphomasejtekb6l mutattuk ki a WT1 mRNS
jelenlétét.)

A betegek tulélésében latott kiilonbség még az alacsony betegszamot figyelembe véve is
azt sugallja, hogy a WT1-expresszid prognosztikai szempontbol sem érdektelen; kiléndsen,
ha figyelembe vessziik azon eseteket, ahol a WT1-expresszid valamilyen irdnyban atlépte a
cut-off értéket. (Azt is érdemes azonban megjegyezniink, hogy a kdpenysejtes lymphoma
esetében a nagy relapszuskockazat miatt eleve nehéz igazi gydgyulasrdl beszélni, még a tébb
éves kovetés utdn is valdszinilisithetd, hogy valdjadban inkadbb a relapszus késébbre
toldédasarol lehet sz6 a kezelésre jol reagalo esetek tobbségében.) Ahogy a mellékelt
kdzleményben, gy itt is szeretném kihangsulyozni, hogy tdbb, nagyobb esetszamu
vizsgalatra lenne szllkség a WT1-expresszié prognosztikai szerepének bizonyitaséara
lymphomaékban.

Egy esetben a génexpresszio jelentds emelkedésével egyidejiileg az MDS jeleit észleltik
a csontvelGben. E beteg haladla nem az MCL-lel, hanem az MDS-sel fliggétt 6ssze, az pedig
ismert az irodalombdl, hogy a WT1 magas expresszidja az MDS korai jeleként is
értelmezhet6 (Gurbuxani, 2007). A WT1-expresszio vizsgalata tehat ebbdl a szempontbol is
fontos lehet a non-Hodgkin lymphomas betegeknél, foleg a hosszu ideig kezelt esetekben,
ahol nagyobb valosziniséggel lehet szdmitani a myelodysplasias szindroma kialakuléséara.

Némileg meglepd, hogy mindkét altalunk vizsgalt Burkitt lymphomés eset WTI-
negativnak bizonyult. A szakirodalom régéta feltételezi, hogy a Burkitt lymphoma
kialakulasaban kérokként szerepelhetnek a WT1 gén elvaltozasai, noha a kdzlemények
alacsony szama miatt e kérdés sem mentes az ellentmondasoktol. irtak mar le olyan esetet
is, ahol a WT1-nek sem strukturalis, sem expresszios rendellenessége nem volt kimutathato,
de konszenzusnak tekinthet6, hogy bizonyos altipusokban fontos lehet a gén vizsgalata
(Ferrari és mtsai, 1997; Perotti és mtsai, 1998). Drakos és mtsai (2005) 5 esetbdl 4-et
talaltak WT1-pozitivnak.
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A B- és T-sejtes lymphoméak WT1-expresszidjara vonatkozd, maig osszegyiilt irodalmi

adatokat 0sszevontam a sajat eredményeinkkel, és a 8., ill. a 9. tablazatban abrazoltam.

Igyekeztem bemutatni, hogy az egyes korképekre mennyire jellemzé a WT1-pozitivitas, €s

mely betegségekben feltételezhetd, hogy befolyasolja a talélést.

8. tablazat. WT1-expresszio B-sejtes non-Hodgkin lymphoméakban (irodalmi és sajat adatok

0sszegzese)

Lymphoma tipusa

WT1-pozitiv esetek szama

Prognosztikai jelentoség

(6sszes vizsgalt eset)

Diffuz nagy B-sejtes 14 (43) Valészinii
lymphoma
Kopenysejtes lymphoma 4 (14) Lehetséges
Burkitt lymphoma 6 (12) Nem ismert
B-sejtes lymphoblastos 1(2) Nem ismert
lymphoma
MALT lymphoma 0 (15) Nem val6szint
Kis lymphocytas lymphoma 0(9) Nem valoszini
Follicularis lymphoma 0 (8) Nem valoszini

54



9. tablazat. WT1-expresszio T-sejtes non-Hodgkin lymphomékban (irodalmi és sajat adatok

0sszegzese)
Lymphoma tipusa WT1-pozitiv esetek szdma | Prognosztikai jelentéség
(6sszes vizsgélt eset)
Anaplasztikus nagysejtes 59 (106) Kérdéses
lymphoma
Periférias T-sejtes 4 (35) Nem valoszin{i
lymphoma
T-sejtes lymphoblastos 2 (4) Nem ismert
lymphoma
Angioimmunoblastos T- 0(13) Nem valészinii
sejtes lymphoma
Mycosis fungoides 0 (6) Nem valoszinii
Extranodalis NK/T-sejtes 0(5) Nem valészinii
lymphoma

A fenti tblazatokat dsszevetve elmondhatjuk, hogy az eddig megjelent kozlemények (a
sajatunkat is beleértve) tobb dsszefuiggest talaltak a WT1-expresszio és a B-sejtes NHL
kialakulasa, prognozisa kozott, de a lymphoid leukemiakban végzett megfigyelések alapjan
valoszintsithetd, hogy a gén kifejez6désének egyes T-sejtes lymphomakban is szerepe lehet.
Noha kutatasunkban sikerult WT1-expressziot kimutatnunk PTCL-ben, ennek prognosztikai
jelentésége a sajat betegpopulacionkban nem igazolhat6.

Ami az ALL-t illeti, a sajat eredményeink megerdsitik az utobbi idében megjelent nagy
onmagaban szignifikans hatdssal van-e a tulélésre, a génexpresszid Vvaltozasai
Osszefiiggésben lehetnek a progndzissal. A 2.5.9. alfejezetben mar beszéltiink réla, hogy a
WT1 fontos célpont lehet a daganatellenes immunterapiaban, itt pedig azt is megemlitjlk,
hogy Ujabb eredmények szerint ALL-ben is sikerllt beteg gyermekek T-sejtjeibdl tobbek
kdzt a WT1l-re, mint antigénre specifikus sejtvonalakat eldallitani, és csokkenteni a
leukemias blasztok szamat (Weber és mtsai, 2013).

Osszesitve az eredményeket, noha a kozleményiink ALL-ben (a kis esetszam miatt) nem

sokat tesz hozzé a kordbban leirt adatokhoz, a non-Hodgkin lymphomak vonatkozasaban
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fontos Uj eredményt prezental: a WT1-pozitivitas tobb kdrképben is kimutathatd, mint
kordbban gondoltdk, és bizonyos lymphomatipusokban akéar a leukemiakhoz hasonléan
befolyasolhatja a prognozist. Igy tehat a WT1 szerepének vizsgalata a pathogenesisben mar
nem csak elméleti jelentdséggel bir, de klinikai szempontbol is hasznos lehet. A témaban
megjelend, jovobeli kozlemények eredményeitdl fiiggden az sem elképzelhetetlen, hogy a
WT1 fehérje e betegségekben ugyanugy terapias célpontta valik majd, ahogy az a leukemiak,

és bizonyos szolid tumorok esetében tortént.
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6.3. Fontosabb eredmenyeink

1. Els6ként szamoltunk be izolalt WT1 mikrodeléciorol.

2. lgazoltuk, hogy a WT1 deléciojaval jaro esetek klinikailag beilleszkedhetnek a Denys-
Drash/Frasier spektrumba. A WT1 defektusokat leird hagyomanyos diagndzisok tdlsagosan

leegyszerusitoek.

3. Adataink alapjan felmerl, hogy a WT1 expresszidjanak prognosztikai szerepe lehet

bizonyos non-Hodgkin lymphomakban.

4. Els6ként irtunk le WT1-et expresszalo kbpenysejtes lymphomat.

Az értekezés 14 abrat és 9 tablazatot tartalmaz.
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7. OSSZEFOGLALAS

A WTI1 gén terméke egy rendhagyo transzkripcids faktor, amely kiilonb6z6 cellularis
tényezOk fiiggvényében egyarant képes aktivalni, valamint represszalni bizonyos
promotereket, ill. egy izoformaja révén poszttranszkripcios szinten is szabalyozza targetjeit.
A gén klinikailag elsGsorban a gonadok és mas szervek fejlédésében, valamint a daganatok
pathogenesisében jatszott kettds szerepe (onkogén és tumorszupresszor) miatt jelentds.

A bemutatott kutatds soran egyrészt egy férfi pszeudohermafroditizmussal, FSGS-sel,
Wilms-tumorral, ALL-lel és angioblastoma cerebellivel jard, komplex klinikai kép
hatterében kerestilk a WT1 gén defektusat. Vérbol izolalt DNS-b6l elvégeztiik az egyes
exonok PCR-es amplifikalasat és szekvenalasat, valamint a gén kopiaszam-analizisét qRT-
PCR-rel, az FFPE mintakat pedig WT1 elleni antitesttel festettiik.

Az eredmenyek szerint a betegnél a WT1 génre lokaliz&lt mikrodeléciordl van szo: ez a
WAGR szindroma specialis, a PAX6-ot nem érint6 esetére utal. A beteg hugaban a gén
részleges duplikaciojat mutattuk ki, amely felveti a meiotikus crossing over rendellenessegét
az egyik sziil6ben.

Masik tanulmanyunkban non-Hodgkin lymphomas és akut lymphoid leukemias
betegekben vizsgaltuk a WT1-expresszio gyakorisagat és prognosztikai szerepét. Ehhez
bizonyos id6kozonként vérmintakat vettiink a betegekt6l, és qRT-PCR segitsegével
mutattuk ki a WT1 expressziojat, valamint annak idébeli valtozasat.

El6szor szamoltunk be WTI1-pozitiv MCL-es esetekr6l, miutan a vérben keringd
lymphomasejtekb6él kimutattuk az RNS-t. MCL-ben a WT1 gén expresszioja (valamint
annak megvaltozasa) az alacsony esetszdm ellenére szignifikans dsszefliggést mutatott a
tuléléssel, ehhez hasonld tendenciat figyeltiink meg ALL-ben is. PTCL-ben talaltunk ugyan
WT1-pozitivitast, am az nem befolyasolta a prognézist. A vizsgalt MALT és Burkitt
lymphomas esetek WT1-negativnak mutatkoztak.

Eredmeényeink azt sugalljak, hogy a WT1 nem csak leukemiakban, de esetleg a non-
Hodgkin lymphomak bizonyos tipusaiban is hasznalhato lehet prognosztikai markerként,

vagy akar terapias célpontként is.
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SUMMARY

WT1 encodes a unique transcription factor, which may activate or repress certain
promoters depending on cellular cofactors, while one of the protein’s isoforms also regulates
its targets at the posttranscriptional level. The gene guides the development of the gonads,
as well as several other organs, and is involved in tumorigenesis as a tumor suppressor or as
an oncogene in different malignancies.

One of our research projects involved finding the WT1 defect responsible for a complex
clinical entity consisting of male pseudohermaphroditism, FSGS, Wilms tumor, ALL and
cerebellar angioblastoma. After extracting DNA from the patient’s blood sample, we
amplified all WT1 exons by PCR, and had them sequenced. We also performed copy number
analysis by gRT-PCR, and stained FFPE samples by an antibody against WT1.

Results showed a microdeletion restricted to the gene WT1 — accordingly, the patient’s
disease was classified as a special case of WAGR syndrome, which did not involve the PAX6
locus. A partial duplication of WT1 was detected in the patient’s sister, which raises the
possibility of an abnormality affecting meiotic crossing over in one of the parents.

In another study, we determined the frequency and prognostic significance of WT1
expression in non-Hodgkin lymphomas and acute lymphoid leukemia. We regularly took
blood samples from each patient, and used qRT-PCR to assess WT1 expression levels and
their changes over the observation period.

For the first time to our knowledge, we documented WT1-positive MCL cases, by
detecting RNA from circulating lymphoma cells. In MCL, WT1 expression (and its changes)
were found to be significantly associated with prognosis despite the low number of enrolled
cases; a similar trend was apparent in ALL. WT1-positivity was present in PTCL, but did
not affect survival. Studied cases of MALT and Burkitt lymphoma all proved to be WT1-
negative.

Our results suggest that apart from leukemias, WT1 might also become a prognostic

marker and a potential future therapeutic target in certain types of non-Hodgkin lymphomas.
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