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ROVIDITESEK JEGYZEKE

4EBP1: eukaryotic initiation factor 4E-binding peot 1
AID: activation-induced cytidine deaminase

AKT: v-akt egér thymoma viralis onkogén homolég
ALCL: anaplazias nagy sejtes lymphoma

ALL: akut lymphoid leukémia

AML: akut myeloid leukémia

AMPK: AMP aktivalt protein kinaz

ATG13: mammalian autophagy-related gene 13

BAK: BCL2-antagonist/killer 1

BAX: BCL2-associated X protein

BCL2: B-cell lymphoma-2 protein

BCL-xL: B-cell ymphoma-extra large protein

BCP-ALL: prekurzor-B sejtes akut lymphoid leukémia
BCR-ABLL1: B-sejt receptor — Abelson murine leukemieal oncogene homolog 1 fuzios
fehérje

CAMP: ciklikus adenozin monofoszfat

CDKN2A: cyclin-dependent kinase inhibitor 2A

CDK-2: cyclin-dependent kinase-2

CEBPA: CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP)
c-Myc: v-myc myelocytomatosis viral oncogene hongpolo
CRLF2: cytokine receptor-like factor 2

CXCR4: CXC chemokine receptor 4

DEPTOR: DEP domain containing mTOR-interacting girot
DLBCL.: diffuz nagy B-sejtes lymphoma

EGFR: epidermalis névekedési faktor receptor

elF4B: eukaryotic initiation factor 4B

elF4E: eukaryotic initiation factor 4E

E2F1: E2F transcription factor 1

EPHAZ2: Ephrin type-A receptor 2

ERK: extracellular signal-regulated kinase
ETV6-RUNX1: Ets variant 6 — Runt-related transddptfactor 1 fzids fehérje
FBXW?7: F-box/WD repeat-containing protein 7
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FIB200: focal adhesion kinase family-interactingtein of 200 kDa
FKBP12: FK506 kdat fehérje 1A, 12 kDa

FLT3: Fms-like Tyrosine Kinase

FOXO: Forkhead box fehérje

FOXP1: Forkhead box P1

FRB-domén: FK506-rapamycin kbtlomén

GBL: G protein b subunit-like protein

GRua: glucocorticoid receptax

HD methotrexate: magas ddzisu methotrexate
HEAT: for Huntingtin, EF3, A subunit of PP2A, TOR1
HIF-1a: hipoxia indukalta faktor-

HSP: Hisokk fehérjék

HOX11L2: TLX3/T-cell leukemia homeobox 3
HOX11: TLX1/T-cell leukemia homeobox 1

IGF: insulinszeit ndvekedési faktor

IGF-1R: inzulinszdi névekedési faktor receptor 1
IKZF1: IKAROS family zinc finger 1 gene

IRS: inzulin receptor szubsztrat

IRF4: interferon regulatory factor 4

JAK1: Janus kinaz 1

JNK2: c-jun-N-terminal kinase 2

K-RAS: Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
LEF1: lymphoid enhancer-binding factor-1

LKB1: liver kinase B1

LMO2: LIM domain only 2

MAPK: mitogen-activated protein kinase

MCL-1: myeloid cell leukemia-1

MEF2C: myocyte enhancer factor 2C

MEK: mitogen-activated protein kinase kinase

MFI: atlagos fluoreszcencia intenzitas

MLL-AF4: mixed-lineage leukemia-AF4/FMR2 family, mier 4 fuziés gén
mLST8: mammalian lethal with sec-13 protein 8
mSinl: mammalian stress-activated map kinase-ictiagaprotein 1

MTOR: mammalian target of rapamycin
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MTORC1: mTOR komplex 1

MTORC2: mTOR komplex 2

NF1: neurofibromatosis type 1

NFIA: Nuclear factor I/A

NFKB1 nuclear factokB

NHL: non-Hodgkin lymphoma

N-RAS: neuroblastoma rat sarcoma viral oncogenedhmgn
NUP214-ABL1: nuklear pore complex protein 241 kDbefson murine leukemia viral
oncogene homolog 1 faziés gén

OS: overall survival, teljes tulélés

PDCD4: programmed cell death 4

PDKZ1: phosphatidylinositol-dependent kinase 1

PE38: Pseudomonas exotoxin

PGC-Xu: Peroxisome proliferator-activated receptor gameoagtivator lo
Ph+ ALL: Philadelphia kromoszéma pozitiv akut lynoghleukémia
PI3K: foszfatidilinozitol 3-kinaz

PIK3R1: foszfatidilinozitol 3-kindz, szabélyozé gység 1
PIP2: foszfatidilinozitol-biszfoszfat

PIP3: foszfatidilinozitol-triszfoszfat

PKA: protein kindz A

PKB: proteinkinaz B

PKCa.: protein kinaz G

PMSF: phenyl-methylsulfonyl fluoride

PPAR-g: peroxisome proliferator-activated recegtor
PRASA40: proline-gazdag Akt szubsztrat 40 kDa
PRDML1: PR domain zinc finger protein 1

pre-B-ALL: pre-B-sejtes akut lymphoid leukémia

Protor 1/2: protein observed with Rictor 1/ 2

PTEN: phosphatase and tensin homolog

p70S6K: S6 kindz 70 kDa

P90RSK: p90 riboszémalis S6 kindz

RAF: rapidly accelerated fibrosarcoma kinase

RAG: Ras-related GTP-binding protein

Raptor: regulatory associated protein of mTOR
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RAS: rat sarcoma homolog

REDD1: Regulated in development and DNA damageoresp 1
RHEB: Ras homolog enriched in brain

Rictor: rapamycin-insensitive companion of mTOR
RSK1 riboszémalis S6 kinaz polypeptide 1

S6RP: S6 riboszomalis fehérje

SAPK: stress activated protein kinase

SGK1: serum glukocortikoid-regulated kinase 1
SHIP1: foszfatidilinozitol-3,4,5-triszfoszfat 5-fofataz
SIN1: stress-activated protein kinase-interactirgggon 1
SREBP1/2: sterol regulatory element-binding protieih
STAT-3: signal activator and transducer of transwin-3
STAT-5: signal activator and transducer of trangwn-5
TAB1: TGF-beta-activated kinase 1

T-ALL: T-sejtes akut lymphoid leukémia

TCL-1: T-cell leukemia/lymphoma 1A

TCRa: T-sejt receptoun

TFEB: transzkripcios faktor EB

TIAM1: T-cell lymphoma invasion and metastasis 1
TNFAIP3: tumor necrosis factor alpha-induced proti
TRAIL: tumor necrosis factor-related apoptosis-icidg ligand
TRK: receptor tirozin kindz

TSC1/2: tuberous sclerosis 1/2

ULK1: unc-51-like kinase 1

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor

YY1: transcription factor Ying-Yang 1
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1. BEVEZETES
1.1. Gyermekkori akut lymphoid leukémia
1.1.1. Gyakorisag, Kklinikai kép

Az akut lymphoid leukémia (ALL) a leggyakrabbanéferdulé gyermekkori
malignitas. Az Ujonnan diagnosztizalt gyermekkagadnatok 25%-a, az akut leukémiak 80-
85%-a ALL (1). A betegség incidencidja 3/100 ezer 15 év aljgttrmek évente, @lsorban a
2-5 éves korosztélyt érinti, és fiuknal valamivelagrabban fordul é| mint lanyoknal
(ficclany — 1,3:1) 2, 3.

Az ALL mind a genetikai, mind a klinikai képet tekve heterogén betegcsoportot
képez, melyben a leukémia sejtek szomatikus mukami@tt megvaltozott proliferacios és
differencialédasi programmal rendelkezretlen és differencialatlan B- vagy T-progenitor
sejtekl®l szarmaznak4, 5. A kontrollalatlan proliferacié kdvetkeztébenyamphoblastok a
csontvebben felszaporodva kiszoritjdAk a normalis veérképelemeket, pancytopeniat
eredményeznek az anemia (sapadtsag, altalanos epggfaradékonysag, pulzusszam
emelkedés, szisztolés zorej), a neutropenia (ladizEsekre valdé hajlam, nyalkahartya
fekélyek) és a trombocytopenias(b és nyalkahartyavérzések) klinikai kovetkezméngeiA
leukémia sejtek lymphoid rendszeri- és mas parenéyszervi infiltracioja kovetkeztében
nyirokcsomo (periférias, hasi, mediasztinalis), g maj megnagyobbodas is jelentkezhet. A
klinikai képet szinezheti az extramedullaris meggék a kdzponti idegrendszerben, herékben,
petefészekben, vesébeririiien, szemben, csontokban és iziletekben (jellegzetont- és
izUleti f4jdalom).

1.1.2. Diagnosztika, besorolas

A diagnodzis megallapitasa, a pontos altipus megheiaa tobb, egymasra épul
vizsgalat alapjan toérténik. Az anamnézis felvétdlgikalis vizsgalatot kovéen képalkotd és
laboratoriumi vizsgalatokat végzink a betegeknérkép és -kenet, csontéeks liquor
vizsgalat — leukémias infiltracié gyanuja eseténehmpszia — szikséges a diagnozis
felallitasahoz. A liquor vizsgélata a meningealistéttség kizarasa érdekében tortenik. A
periférias vér, a csontuilés a liquor morpholdgiai (FAB klasszifikacid) sgalata mellett, a
csontvebi sejtek aramlasi citometriai (immunfenotipus, DM8ex), cytogenetikai
(kromoszéma szambeli és szerkezetbeli eltérésgiyn@ekularis genetikai (fuzids gének)

vizsgalata teszi leh&té a pontos altipus meghatarozasat.
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V4

aramlasi citometrids meghatarozasa gyors, ponsardldst tesz leh&té. A cytogenetikai és
molekularis genetikai vizsgalatok segitségével tiesdéyy nyilik az egyes altipusokat jobban
elklléniteni, ami a prognozis megitélésében, alkezmegvalasztasaban dénelentsédi
(6).

Mivel a leukémia sejteket azok a differencialédastigének jellemzik, amelynek
szintjén a malignus transzformacidé bekovetkezetinmklonalis ellenanyagok és aramlasi
citometriai modszer segitségével (immunglobulirtraicitoplazmatikus nehézlanc, TdT, CD
és HLA-DR sejtfelszini antigén expresszi6 meghat@so révén) a betegség pontos
immunoldgiai besorolasara nyilik lelBség. A leukémia sejtek immunfenotipusa alapjan
megkulonboztetink prekurzor B-ALL-t (~80%), T-ALL{+15%) és B-ALL-t (~2%). A
prekurzor B-ALL-hez tartozik a pre-pre-B-ALL, a camon-ALL és a pre-B-ALL. A T-ALL-
en belll megkulonbdztetlink korai, kortikalis esttéfeALL tipust (7).

A cytogenetikai és molekularis genetikai vizsgédasegitségével azonosithatok azok
a genetikai eltérések, melyeket a lymphoblastolB0%-a hordoz. Az eltérések kb. 30%-a
kromoszoma transzlokaci®)( Feltételezhéen ezek az eltérések szerepet jatszhatnak a
leukémia kialakulasanak patomechanizmusaban pretg@gmek aktivacidja, illetve
tumorszupresszor gének inaktivacioja révén. A dkaieteltérések, mint flggetlen
prognosztikai ténydik megvaltoztathatjak a betegek prognosztikai bédsab, ami pedig a
kezelés szempontjabol fontos. Ma mar szamos olyaretikai eltérést ismerink, melyek
jelenléte j6 (hyperdiploiditds, 4-es, 7-es, 10-Bszémia, ETV6-RUNX1 transzlokacio),
illetve rossz (BCR-ABL1, TCF3-PBX1, MLL-AF4, 21-dgomoszéma intrakromoszomalis
amplifikacioja, hypoploiditas) prognozisra uté).(A leggyakrabban éfordulé cytogenetikai
eltéréseket az 1. tablazat foglalja 6sgke/( 9-14.

Ismertek olyan genetikai eltérések is, melyek délwapia alapjaul szolgalhatnak. A
rossz prognézisi, Ph+ ALL-es betegeknél a kemoigerdpegészitéseként célzottan
alkalmazott tirozin-kinaz gatlok a tulélési eredipghnjavulasahoz vezetteks).
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1. tAbladzat. Cytogenetikai eltérések gyermekkori AL-ben (4, 7, 9-14).

Szubtipus | Eléfordulas | Gyakorisag % | Prognézis| Klinikai jellemz
prekurzor B-ALL
Hyperdiploiditas (kromoszémaszam >50) BCP-ALL 35% jo a betegek jol reagalnak az antimetabolit kezel@sr&0
ETV6-RUNX1 t(12;21)(q13;922) BCP-ALL 25% j6 a bgek jol reagalnak asparaginase kezelésre, relapisza 8, 10
Triszémia (4, 7, 10 kromoszéma) BCP-ALL 20% j6 a betegek j6l reagalnak az antimetabolit kezel@se
TCF3-PBX1 t(1;19)(923;q13) pre-B-ALL 10% rossz etdgek jol reagalnak a HD methotrexate kezel&sréd
BCR-ABL1 t(9;22)(g34;q11) common, pre-B-ALL | 2-5% rossz Imatinib kezeléssel a tulélési eredmények emelke@t@0%) (15, 17
MLL-AF4 t(4;11)(921;923) pre-pre-B-ALL 2% rossz 1évnél gyermekek 70%-aban kimutathatd, myeloidgéntikoexpresszi@( 10
Intrakromoszomalis amplifikacié (21) BCP-ALL 3% rossz idésebb gyermekeknél, fiatal féltteknél gyakoribb éfordulas (8)
Hypodiploiditas (kromoszomaszam <44) BCP-ALL 2% rossz a betegek 90%-a BCP-ALL, gyakori RAS jelit-, IKAR@8n mutacioi4, 19
T-ALL
TAL/LMO t(1;14)(p32;911)/t(1;7)(p32;934);1p32 del.| T-ALL 15-30% j6 a betegek jol reagalnak a hiszton deacetilaz gatl@R, 20
HOX11L2 t(5;14)(935;q32) T-ALL 20% rossz a kezetéintenzifikalasaval a betegek >90% komplett ssaibba kerily2, 29
HOX11 t(11;14)(p24;q11) kortikalis T-ALL 5-10% jo gyakori NOTCH mutécio, NOTCH gatlok potencialidaatékonyak lehetnelR0, 29
HOXA inv(7)(p15q34)/t(7;7)(p15;934) T-ALL 6% rossz | a betegek jol reagalnak a hiszton H3K79 metilzéaraz gatlokral2, 20
NUP214-ABL1 (9934 del.) T-ALL 3% rossz a betegek jol reagalnak a tirozin-kinaz gatlokira, 20
Ujabb gyakori eltérések
IKZF1 del./mutacio BCP-ALL 15-30% rossz daunorubicin, asparaginase rezisztencia, Ph+ Al%-8@&n megfigyelhét(5, 23
JAK1/2 mutacio BCP-ALL, T-ALL 5-10% rossz Down szindromas- és magizikoju betegeknél gyakoribbsérdulas 6, 17, 23
CDKN2A/B del. BCP-ALL, T-ALL 30-50% rossz relabdlé Ph+ ALL-es betegek ~50%-ban-, T-ALL ~ 368 megfigyelhét (5, 20
CRLF2 overexpresszio BCP-ALL 5-16% rossz Down szindromas ALL-es betegbR%-ban megfigyelhét(5)
NOTCH/EBXW7 mutacié T-ALL 50% j6lrossz Egrl:xe);cg?(gbgg ’azgelapszus megjelenésével-, gyermekkgdbanlétik a j6 prognozissa
PTEN/P13K/AKT jelatviteli atvonal del., mutacio TEA 50% rossz MTOR gatlok potencidlisan hatékonizal
LEF1 del., mutacié T-ALL 15% j6 fiatalabb életkorral hozhat6 dsszefiiggéshe28
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A Dbetegeket feléllitasat kové&tn a Berlin-Frankfurt-Minster-

munkacsoport (BFM altal meghatéarozott prognosztikai faktorok alapj&ikocsoportokb:

a diagnozis

soroljuk, mely a kezelés intenzitasat hatarozza. rAelggfontosabb prognosztikai tenyéz
az életkor, &ezdeti fehérvérsejtszam, az immunfenotipus, a &dizpdegrendszer esetleg
érintettsége, cytogenetikas molekularis genetikai eltérések jelenléte, valananterapias
valasz. Utébbi alapja a 8. napi szteroid valaszergrias vérbenésa 15. nayf, és 33. napi
csontvebi mintak blast szama. Ezek alapjan megkulonboznk alacsony, kbzep és magas
rizikGju betegcsoportot a kemoterapias kezelés 3 aganak (SR, MR, HR) nedgfel— (1.
abra). A 201(en indul6 protokoll alapjan a 15. napi csontvizsgalatnak a prognosztik
értéke megemelkedett, alacsony rizikdba t@rtéesorolashoz a 15. napi blaszt arany
0,1% alatt kell lennie. Kézepes rizikorol beszélimB-10% kozotti blaszt arany esetéb

10% feletti blaszt aranynal a beteg a nagy riju csoportba kerul).

életkor 1-6 &v életkor <1 vagy =6 év
kezdeti WBC <20,0 G/ kezdeti WBC >20,0 G/
nem T-sejtes immmnolagia T-sejtes immunolégia £(9;22), 1(4;11)

blasziszim & napon <1,0 G/l
csSV. remisszié a 33 _napon

blasziszam & napon <1,0 G/
€SV. remisszid a 33.napon

blasziszim & napon >1,0 G/l
nincs csv. remisszic a 33.napon

v V )
15.nap M1/2; M3 M1/2;M3 M1/2/3
) TT— J
33.nap MI1;M2/3 M1;M2/3 M172/3
Rizikécsoport | SR MR HR

1. 4bra. Rizikocsoportok. A betegek BMF (Berli-FrankfurtMiinster) munkacsoport alt
felallitott rizikdcsoportokba tortén besorolas kritériumai. WBC: fehérvérsejtszam, i
M2: csontvél blaszt>-<25%, M3: csontvél
blaszt>25%, SR: alacsprrizikd, MR: kdzepes rizikd, HR: magas rizikd. (AUC BFM
2002: Classification).

csontved, M1: csontvedi blaszt<5%,

1.1.3. Kezelés

A betegek kezelése 2 évig tart az /BFM terdpias protkollok alapjan. Ez eg
intenziv (68 hoénapos), és ezt kovefenntartd (1-18 hdnapos) kezelési szakbdl Az
szakaszon beldl konszolidaciot €

intenziv kezelési megkulonboztetlinkukciot,

10
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reindukciét. Valamint a kezelés része a meningegligfilaxis is, mely intrathecalis
kemoterapiés kezelést, bizonyos esetekben kopasughrzast jelent.

Az indukci6 alapja a kortikoszteroid (prednisold@izelés. A kezelés éldhetében a
betegek kizardlag per os kortikoszteroid kezeleginlak. A 8. terapias napon a periférias
vérben mért abszolut blasztszam hatarozza meg@mgktvalaszt, mely az egyik legfontosabb
prognosztikai faktor. A tovabbiakban a betegek hbli®5 kemoterdpids szerek
kombinaciojat kapjak (vincristin, daunorubicin, agpginase, cytosin-arabinoside,
cyclophosphamide, 6-mercaptopurin), melynek eregmié&ppen a beteg remisszidba kerdl.
A konszolidacio és meningealis profilaxis soranedebek nagy-dézisi methotrexate (HD-
MTX; 5g/m?/24h) és 6-merkaptopurin kombinéaci6jat kapjak, mafd intrathecalis
methotrexate kezelésben részesulinek. A reindulariénsa betegek az indukcidhoz hasonlo
gyogyszerkombinaciot kapnak. A fenntarto kezelgars@ betegek a kezelés megkezdsét
szamitott 2. év végéig részesllnek szjon at nrettete €s 6-merkaptopurin
kombinaciojaban. A protokoll szerinti kezelés aélés novekedését, és a kozponti

idegrendszeri recidivak csokkenését eredményagje (

A magas kockéazatu, rosszabb prognozisu betegelndikdidos kezelést kouistn
intenziv blokk-kezelésben részesiilnek, mely sorémdterapias szerek (szteroidok, vinca
alkaloidok, alkilalok, antraciklin, nagy adagu csito-arabinoside, etoposide, asparaginase)
nagydozisu kombinaciojat kapjak. A kezdeti menitigeérintettségben szenuwed magas
malignitast és T-ALL-es — betegek koponya besugar¢B2-18Gy) is kapnak a k#sbi
kozponti idegrendszeri recidiva megmdsére. A betegek egy részénél (pl. rossz terapias
valasz, Ph+ ALL, recidiva) a kemoterapian kivibgé#noéssejt atlltetésre is sziikség lehet.

A j6l megvalasztott kezelés ellenére a betegek a6% megis recidiva jelentkezik,
ami a halélozas mintegy 60%-ért fél30, 3]). A recidiv ALL kezelése szempontjabdl igen
fontos, hogy mikor — korai, kéb recidiva —, és hol — izolalt csontéel kozponti
idegrendszeri, tesztikularis recidiva vagy ezek kimdcidja — jelenik meg Ujbdl a betegség.
A recidiv betegek kezelése kemoterapia, sugarkeesl@llogéidssejtatiltetés kombinacioja.

Sajnos az intenziv kezelés ellenére a betegek %&0 ma sem sikerll
meggyogyitani. Ennek hétterében mintegy 60-70%-Bamoterdpia rezisztencia vagy
recidiva all. Ezeknél a betegeknél igen gyakrammkiszOma eltérések [t(9;22)(q34;911),
t(4;11)(q21;923), hypodiploiditas] figyellidt meg @9). A rossz kemoterapias valasz, a
betegség recidivaja, valamint az agresszivebb lerama miatt jelentkéz mellékhatasok
kovetkeztében ezen betegek tulélési eredményerabbak {, 32. A masik nehézség a
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betegek kezelése soran (kemoterdpia, radioterégiatvebatliltetés), és a kezelést ke
felléeps mellékhatasok. Az tulék kdzel 50%-andl jelentkezik valamilyen kronikus
egészségugyi problemad). A kezelés soran &ordulé mellékhatasokat a 2. tablazat foglalja
0ssze 81, 33-35.

2. tbldzat. A kezelések leggyakrabban jelentkézmellékhatasai.a. Gyermekkori ALL
kezelése soran jelentkiezmellékhatasok kezelési mod szerint. b. A kemoiargoran
alkalmazott citosztatikumok leggyakrabbatfetduld mellékhatasai. c. A kezelést kG
megjeled mellékhatasok relativ rizikdja (RR) az ALL-es tdken, a betegek (korban
legk6zelebb |é) testvéreihez viszonyitv81, 33-39.

Terapia Mellékhatas

Kemoterapia Gl mucosa karosodas, gyomorfekély, nekrotizald
enterokolitis, pancreatitis
infekcio (candidiasis, aspergillosis, HZV, HSV, CMV
Pneumocystis carinii), ARDS
sziv-, vese-, majtoxicitas

osteoporosis, csontnekrézis
neuropathia
infertilitds
endokrinol6giai eltérések, névekedési retardacio
masodlagos daganat
Sugérkezelés endokrinologiai eltérések, novekedési retardacio
infertilitas
neurokognitiv eltérés
masodlagos malignitas
Csontvebtranszplantacié  akut, krénikus "graft versus host betegség"
sziv-, vese-, majtoxicitas
ARDS, pneumonia, nem szivereilgidsodéma
agyddéma, encephalopathia, trombozis, vérzés

dermatitis, erythema, epidermolysis, Lyell-szindegm
hiperszenzitiv reakcio

infertilitds

aszeptikus csontnekrozis

masodlagos daganat

12
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Kemoterapias szer Legfontosabb mellékhatasok

Prednisolon Cushing-szindréma, diabetes mellitus, magas vérdagoB| vérzés, osteoporosis,
aszeptikus csontnekrozis, pszichés labilitas

Vincristin periférids neuropathia, myopathia, myeloszupressgaralytikus ileus, sziv- és
érrendszeri eltérések, polyuria, dysuria

Daunorubicin akut és kronikus cardiotoxicitas, kardiomyopathigeloszupresszio, Gl mucosa
karosodas, vese- és majtoxicitas, gonadalis dikzfan

L-Asparaginase allergias reakcid, méjtoxicitas, hasnyalmirigy ése diszfunkcio, encephalopathia

Cytosin- myeloszupresszié, Gl mucosa karosodas, gonadafifudicio, ritmuszavar,

arabinoside tidéodéma, vesediszfunkcid, csont és izom fajdalom

Cyclophosphamide myeloszupresszid, vesediszfunkcid, karcinogengpisadalis diszfunkcio,
cardiotoxicitas, majtoxicitas, neurotoxicitas
Ifosfamide mint cyclophosphamid, de jeléisebb a vese-, uro-, és nephrotoxicitas

6-Merkaptopurin myeloszupresszid, mgj- és vesediszfunkcio, stoimadiarrhea

Methotrexate vese-, és majtoxicitas, encephalopathia, myelogzssgid, gonadalis diszfunkcio,
Gl mucosa karositas, pneumonitis, ARDS
Etoposide alacsony vérnyomas, allergias reakcio, myeloszspi@sGl mucosa k&rosodas,
neuropathia, majtoxicitas, karciogenezis
b.

Mellékhatasok RR
csontrendszer 7.7 (2.8-21.3)
sziv- és érrendszer 6.9 (4.2-12.9)
idegrendszer 5.3 (3.1-11.4)
vese 4.8 (2.1-18.9)
tads 4.2 (2.8-6.6)
masodlagos daganat 4.1 (3.1-5.8)
endokrinol6giai szervek 3.1 (2.3-4.5)
hallas 3(1.5-6.8)
gyomor-bél rendszer 2.2 (1.0-5.0)

A hosszutava tulélés szempontjabdl nagyon fontosidea lehét leghamarabb
kimutatni, ha a beteg nem reagal megtedala kezelésre, illetve a betegség Ujbdl visszAteér.
kezelés hatékonysaganak felmérésére a kafaz@kban a 8. napi szteroid valasz, a 15. napi,
33. napi, valamint protokoll M étti csontvebi vizsgalatok nyujtanak felvilagositast. A
betegek kovetése a flow cytometria, illetve cytageei/molekularis genetikai vizsgalatokkal
torténik. Aramlasi citometriai médszerrel egyetléeukémia sejt kimutathaté iaco*
hemopoetikus sejt kozott. A RT-PCR érzékenységéramlasi citometriahoz hasonld, Ujabb
vizsgélatok alapjan mindkét médszer hatékony adgestkdvetésére, minimalis rezidualis
betegség (MRD), ill. recidiva kimutatasa#da 86).

Csontveb vizsgalat ismételt elvégzése szilkséges, amennyderertl a betegség

recidivdjanak gyanudja. A csontgelizsgalat elvégzése fajdalommal jar, ezért gyekoddan
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altatasban torténik. A betegek kovetése egyberés kevésbé megterbielenne olyan
markerek segitségével, melyek koran (akar a Klinikeetek megjelenésedttl), periférias vér
mintabdl is tudnanak informacidval szolgalni a sty visszatérésével kapcsolatban. A
kérdés fontossagara utal, hogy rengeteg publikpdenik meg évtizedek oOta, ami olyan
markereket prébal meghatarozni, melyek hasznodadétriek a prognézis megitélésében, a
recidiva korai kimutatasabaB7-43.

1.1.4. Tulélées

Napjainkban a kombinalt, intenziv kezelés (kemgtier,dak6zponti idegrendszeri és
here besugarzas, valamint allogé&sejt atiltetés) — a 60-as években 90%-0s lets#ilt§&ro
betegségben szenvedLL-es betegek — 80-85%-ban hosszutavu gyogyusdstiményez
(11, 49. A rizikécsoportok pontosabb meghatarozasanakidebge, a nemzetkozi kezelési
protokollok alkalmazasa, a javulé szupportacioskes, illetve a jobb technikai felszereltség
ugyancsak hozzjarult a tulélési eredmények jaahlds @5). Ugyanakkor tovabbra is
nehézseéget jelent a relabald, kezelésre rosszgledetegek kezelése, masrészt a kezelés
kovetkeztében kialakuld rovid- és hosszutavi mbléksok. Recidiva esetén a betegek 3
eves tulélése 28-60% a recidivapadntjatol és lokalizaciojatol fuggn @9). Egy, 2600
gyermekkori ALL-es tuléit vizsgald kozlemény szerint a gyogyult betegektagy 50%-
aban jelentkezett valamilyen krénikus egészségigjyerés 46). A betegek tulélési
eredményeinek és hosszutavu életiméyéenek javitdsahoz (j terapias lébégként a célzott

terapia jarulhat hozza.

1.2. Célzott terapia gyermekkori ALL-ben

Az in vitro, in vivo és fazis kisérletek eredményait mutatjak, hogy gyermekkori
ALL-ben a célzott terdpia révén a konvencionalialkalmazott szerek dozisa csokkenshet
ami a kezelés toxicitasanak cstkkenését, a betgyékyulasi esélyének ndvekedesét
eredményezhetné. Célzott terapia alkalmazasavalpszus rata is csokkenthdéénne (5,
47-59.

Az els) célzott terapias sikereket CML-ben érték el. AzLARirozin-kinaz — imatinib
— szelektiv gatldsaval, a betegek tulélési eredeiéb§%-rol 75%-ra emelkedtel6@). A
tirozin-kinaz gatlokkal elért sikereket koven, mar gyermekkori ALL-ben is szamos,

potencidlisan alkalmazhaté gatldészert ismerink, yetkel hatékonyak lehetnek a
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konvenciondlisan alkalmazott kemoterapia kiegéseként a rosszul reagalé betegek
kezelésére.

ALL-ben elsssorban a normal B-, illetve T-lymphocytak differéddasaban,
proliferaciojaban, tulélésében és aktivacidjabantde szerepet jatszo jelatviteli Gtvonalak
(RAS/RAF/ERK/JINK, PI3K/AKT/mTOR, JAK/STAT, ABL tirain-kindz, SRC tirozin-kindz
csalad, NOTCH1, Aurora kindz A/B, DR4, DR5) intediejeinek, és sejtfelszini
receptorainak a gatlasa meril fel lehetséges ¢dé&rapias célpontként{, 67 (3. tablazat).

Gyermekkori ALL-ben alkalmazhaté célzott terapiatizél kiemelném az mTOR
géatlokat. A PIBK/AKT/mTOR jelatviteli utvonal fokatt aktivitdsa, illetve az mTOR gatldk
alkalmazaséanak lehistége intenziv kutatasok targyat képezi napjainkB@n50, 61-6%
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Gatlészer tipus

Szer neve

Célmolekulak

Célmolekula altal befolyasolt jelutak, funkciok

Klinikai hatékonysag

Onkogén kinaz gatlék

ABL1 gatlok Imatinib (STI571) ABL1, cKIT, PDGFR RAS/RAF/ERK/INK, PIBK/AKT/mTOR, NFKB1, Abi-2 Ph+ALL
Dasatinib (BMS-354825) | ABL1, SRC kinazok, cKIT, EPHA2, PDGFR
Nilotinib (AMN107) ABL1, cKIT, PDGFR

FLT3 gatlok Lestaurtanib (CEP-701) FLT-3 RAS/ RAF/ERK, PI3K/AKT/mTOR, STAT5 MLL-, T-ALL
Midostaurin (PKC-412) FLT-3

mTOR gatlék Rapamycin (Sirolimus) MTORC1 (+/-mTORC2) 4EBP1, S6K, Akt, transzkripcid, autofagia, aktigamizacio B- and T-ALL, Ph+ ALL

Everolimus (RAD-001)

MTORC1 (+/-mTORC?2)

Temsirolimus (CCI-779)

MTORC1 (+/-mTORC?2)

PI3K/mTOR gatlok

P1-103

PI3K, mTORC1, mTORC2

4EBB#®K, Akt, transzkripcid, autofagia, aktin orgariza

B- and T-ALL, Ph+ ALL

NVP-BEZ235 PI3K, mTORC1, mTORC2
PI3K gatlok LY294002 PI3K AKT/mTOR B- and T-ALL, Ph+ ALL
Akt gatlék Perifostine Akt mTOR, aktin organizacié B- and T-ALL, Ph+ ALL
Tricibine Akt
JAK gatlék ruxolitinib JAK, IKZF1, CRFL2 RAS/RAF, PI3K/Akt, STAT, IKARQOS, IL7R pre-B-ALL Down szindrémaban
Aurora gatlék Alisertib (MLN8237) Aurora A, ABL1ELT-3 G2->M tranzicid, citokinézis, mitézis szap@tas relabalé ALL, Ph+, FLT-3+ ALL
Multi-kinaz gatlok Sorafenib (BAY439006) RAF, FLT-3, VEGFR, PDGFR, cKIT, p88 | RAS/RAF/ERK, PI3BK/AKT/mTOR, STAT5 relabalé ALL
TAM tirozin kinaz gatlok Tyro-3, Axl, Mer RAS/ RAERK, AKT/mTOR, p38, STAT6 relabalé ALL
PIM kinaz gatlok SGI-1776 PIM-1 c-MYC, 4EBP1, BAD, p21, p27 B- and T-ALL, Ph+ ALL

Onkogén célmolekulak

Proteaszéma gatlok

Bortezomib (PS-341)

26S ubiquitin proteaszéma

NFKB1, BCL2, XIAP, JNK, caspase-8

relabalé ALL

Farnesyltranszferaz gatlék

Tipifarnib (R115777)

RNA

RAF, MEK, ERK

T-ALL, RAS pozitiv leukémiak

Hdésokk fehérje gatlok Tanespimycin (17-AAG) Hdésokk fehérje 90 AKT, RAF Ph+, FLT3 pozitiv leukémiak
Alvespimycin (17-DMAG)
Gamma-szekretaz gatlo MKO0752, LY450139 Notchl c-MYC, NFKB1 T-ALL
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3. tablazat folytatdsa. Potencidlis target terapialgyermekkori ALL-ben.

Apoptotikus jelt aktivalas

BCL2 antagonistak Obatoclax (GX 15-070) Pan-anti-apoptotikus BCL2 pro-apoptotikus BAX, BAK relabalé ALL

TRAILR monoklonalis antitest | Lexatumumab (ETR2-SYQDRS5 receptor caspase-3, -8, -10 relabalé ALL

Survivin gatlok Survivin caspases-3, -7 relabalé pre-B-ALL
Epigenetikus célmolekulak

Hiszton-deacetilaz gatlok Vorinostat (SAHA) HDAC kromatin 6sszerendédés, fehérjetermelés relabalé ALL, Ph+ ALL

DNS metiltranszferaz gatlok

Decitabine

DNS metilszferaz

DNS metilacio, kromatin dsszererdiés

tébbszordsen relabalo ALL

Sejtelszini célmolekulak

Receptor antagonisték RCP168 peptid CXCR4 B-sejphopoesis, csontwi@lmyelopoesis, ERK, PI3K, NFKB1 B-ALL

Monoklonalis antitestek (mAb) | Rituximab CD20 B-sejt CD20" B-ALL
Epratuzimab CD22 B-sejt fejlbdés pre-B-ALL, relabalo ALL
Alemtuzumab CD52 ismeretlen 70) CD52" pre-B-ALL, T-ALL

Konjugalt mAb CAT8015 CDh22 B-sejt fejlbdés CD2Z ALL, relabalé ALL
Blinatumomab CD19 B-sejt érés, fefldés CD19'pre-B-ALL
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1.3.mTOR (mammalian target of rapamycin) kinaz
1.3.1. Funkcio, felépités

Az mTOR kindz a sejt alapuetfunkcidinak kozponti szabalyozojaként, a sejtbe
erked jeleket — novekedési faktor stimulacio, energia-tépanyag-ellatottsag, cellularis
stressz — integralja, és ezek alapjan iranyitjajangikodésében fontos folyamatokat: mint a

novekedést, proliferaciot, talélést, sejtmotilitastautofagiatal).

Az mTOR a foszfatidilinozitol-3 kinaz (PI3K) csalda tartozo, 289 kD
molekulatémegj szerin-treonin kinaz. Felépitésére konzervaltrkezeti domeének jelenléte
jellemzs: N-terminalisana-hélixek ismétbdéséeldl felépulb HEAT-repeats szekvencidk, C
termindlis felé haladva a FAT, kinaz (KD), szabalydPRD), és FAT C termindlis (FATC)
domének. A FAT és kinaz domeén kozott elhelyeskeRB domén jellegzetessége, hogy ebbe
a régidba képes bekiani az mTOR gatlé rapamycin és az FKBP12 fehérjal alkotott
komplex, ami az mTOR kinaz aktivitasanak részlegaksat eredményezi?) (2. abra).

Az mTOR két kulonbdZ komplexben (INMTORC1 és mTORC?2) fordub,emelyek
elté felépitéssel és funkcidval rendelkeznek. Mindl@hklex esetében megkulonboztetiink
altalanos és specifikus alegységeket. A komplexjghiemz altalanos alegységek: az mTOR
kinaz, az mLST8/BL és a DEPTOR. Az mLST8 az mTOR kindz doménjéheb)(K
kapcsolddva stimulélja az mTOR komplexek aktivitaszen kivil tAmogatja a Raptor és
MTOR kozo6tti kapcsolat kialakulasat, és az mTORu&pg szenzitivitasaban is részt vesz. A
DEPTOR az mTOR kinaz FAT doménjéhez kapcsolédvalkéihkomplex nmikodését képes
gatolni (73-75. Az mTORC1 komplex specifikus alegységei a RapPRAS40. A Raptor
(regulatory associated protein of mTOR) scaffolchéigeként az mTORC1 komplex
célfehérjeinek (S6K1 és 4EBP1) kdesét segiti 6l A PRAS40 (prolin gazdag AKT
szubsztrat) a Raptorhoz kapcsol6dva gatolja az MTDRkomplex aktivitasat. Az AKT altal
foszforilalédva azonban levélik a Raptorrol, ésasata az mTORC1 komplex felszabadul a
gatlas alol 76). Az mTORC2 komplex specifikus alegységei a Ri¢tapamycin-insensitive
companion of mTOR), az mSIN1, és Protor 1/2. A &icés mSIN1 fehérjek alapwet
fontossaguak az mTORC2 komplex stabilitasanaktégiitdsanak kialakitasaban. Ezen kivdl
kotohelyet biztositanak az mTORC2 komplex célfehérjeirmzéltal tamogatjak — koztik az
AKT (Serd71 helyen tortén) — foszforilacidjukat. A Protor — melynek két ipomajat
(Protor-1, Protor-2) kilénboztetjuk meg — a Ridmérjén keresztil kapcsoldédik az mTOR
kinazhoz. Pontos funkcidjaval kapcsolatban kevesesthat &all rendelkezésiinkre,
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feltételezhaten az SGK1 -mTORC2 komplex célfehérj— aktivacidjaban jazik szerepet

(77, 79 (2. 4bra).

mTORC1 J‘
-

(e x_lm g

mTOR

2. abra. Az mTOR komplexek felépitése. emTORC1 komplexb. mTORC2 komple (72,
73, 79.

1.3.2. AzmTOR jelatviteli atvon:

A PI3K/AKT/mTOR jelatviteli utvonal- melynek kdzponti szabélyozéja az mT!
kinhz — aktivalasaban kulonbéz novekedeési faktorok(IL-7, IGF, EGF, HGF, PDGF
vehetnek rész# ligandok bekotését kouéen az aktivalt receptor tirozin kir (RTK) a jelet
tovabbitja a foszfatidilinozit-3 kinaz (PI3K) felé, ami a foszfatidilinozi-biszfoszfat (PIP2)
foszfatidilinozitoltriszfoszfatta (PIP3) foszforildlasaval, a PDK1&dnakivacidjdhoz vezet.
A rendszer fontos gatloja, a tumorszupresszor fujk PTEN, ami aPIP: defoszforilacidja
révén képes negativan szabalyozni az Utvort&ibaesét. Az aktivalPDK1 kindz a Thr/308-
as helyen foszforilalja az Ak-ot, azonban a teljes aktivélésémyzjkség van az mTOR(
fontos alloméasa, az @b emlitett ketis foszforilalo aktivaciéja révéen képes az mil-kinaz
negativ szabalyoz6 komplexét, a TSC1/2 korret gatolni. A TSC1/2 komplex a RHE
fehérjét —-mTOR kinaz aktivalo fehérj— inaktiv, GDP kotott formaban tartja, ezaltal n
engedi az mTORC1 komplex aktivalod: (80).
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Az mTORC1 komplex aktivitasat nemcsak a PI3K/AKTartal szabalyozza. A se
energetikai allapotanak, tapan-ellatottsaganak, illetve a kiflstressz hatasoknak (hipox
ozmotikus stressz, oxidativ szabad gyokok, virélifekcio) a fliggvényben valtozhat a
TSC1/2 komplex, illetve mTORC1 aktivitasa. A TSCk@mplex képes az AKT utvonalt
fuggetlen médon, a RASAF/MEK/ERK/RSK1, a TN/IKK 3 és a Wnt/GSK3 Utvonalakc
keresztll is inaktivalodni, igy szabalyoz6 szerksik, nem gatolja az mTRC1 komplex
aktivalodasat §1-83. A sejt megfeldl aminosa-ellatottsdiga a RAG Gl-azok
foszforilaciojahoz vezet, melyek a RHEB kozvetitésével eredményezz mTORC1
aktivacidjat 84). A hipoxia, mint kil§ stressz hatas a REDD1 expresszjat fokozva —,
illetve a sejt alacsony energidlapotét érzékél AMPK kindz a TSC1/2 komplex aktivalas
keresztilgatoljak az mTORC1 komplexet. Az AMPK kinaz kozeeill is képes a Rapt

fehérje foszforilalasa revén azTORC1 komplexet inaktivalnBg, 89 (3. abra).

Navekedési faktor IGF)

!

Alacsomy
energiaallapot

3. 4bra. Az mTOR jelatviteli Utvonal szabalyozasaSzinjelentésrozsaszir— aktivalo

jelatviteli atvonal; vilagoszdl— gatlo jelatviteli Utvonal; sotét piros -Akogének sotétzold

— tumorszupreszor gének; lile—= mTOR célfehérjék; aktivacio — nyit)f gatlas — lezart
talpas nyil {) (73, 87, 88.
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Az aktivalt mTORC! komplex foszforildlja —a fehérjeszintézisb kdzponti
szerepet jatsz6 direkt célfehérjéit:az riboszomalis S6 kinaz dt- (S6K1 és a 4E-kdt
fehérjét (4EBP1). Az S6Klotzforilalatlal, inaktiv formaban az elFwal komplexet alkot
aktivacigjat koveienlevalik az elF-rdél, és foszforilalja a riboszomalis S6 fehérjéelyna
riboszéma bioszintézisében vesz részt, illetve elF4B-t. A 4EBP! foszforilalo
inaktivacidja soran felszabaduld elF4E iniciaciéktor, azelF4G-vel,a f-elF4B, elF4A-

val és az elF3nal dsszekapcsolddva a cap féiganszlacioeért felék (4. abra (89).

Nyugalmi dllapot

mTORC1 mTORC 1

4. abra. Az mTORCL1 komplex két direkt célfehérjéjérek aktivacidja. a Inaktivalt,
b. aktiv mMTORC1 komplex89).

Az mTORC1 a sejt novekedéesk kozponti regulatoraként a fehérjetermelés
szabalyozasa mellettszamos olyan folyamatot iranyit, melyek a sejt rakjf tapanya- és
energiaellatdsanak biztositasdhoz sziikségesek, illetegt &ielését seqitik. /zsirsavak és a
koleszterin szintdséhez elengedheten génterlletek aktivdlodasaban szerepet |
transzkripciés faktorok (SREBP1/PPARy) atirasat fokozva, az mTORCL1 hozzajarul a
megfeleb energiaellatottsagaho(90, 9. A sejt metholizmusanak szabalyozasabaHIF-
la expresszidjanak kmzasava— a glikolizisben szerepgtszo gének atirdsat tAmoga—
vesz részt. Ezen kivul mitokondrium bioszintéz és oxidativ folyamatok szabalyct —
PGC-1a és YY1 transzkripcidés faktoro— aktivdlvg a mitokondriumban zajlé oxidat

metabolizmust fokozz#®0, 97). Az aktivalt mTORC1 komplegatl6 funkcioji révén is képes
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a sejt novekedéséhez hozzajarulni: egyrés autofagoszda kialakitasdban szerepet jat
kinaz komplex (ULK1, ATG13, FIB200) tiktdésénelgétlo foszforilacioja altal, masrésa
lizoszOma szintézéséheelengedhetetlen gének atirdsat slyozd transzkripcids fakto
(TFEB) gatlasaval9g3, 99.

Az mTORC2 komplex — novekedési faktorok és kemokinek altal toété—
aktivaciéjanak pontos mechanizmusardl jokevesebbet tudunk-eltételezika PI3K/PIP3
atvonalon keresztimegvaldsul, illetve Gjabban a TSC1/2 komplex altal kozvetittitekt
aktivaciot 05, 99. Emellett a riboszomakkal valo 6sszekapcsolodasge is felmeril az
MTORC2 aktivalasdbar@7) Az mTORC2 foszforilalja célfehérjéit, az AGC kindad —
beleértve az AKTot (Ser/473, Thr/450 helyeken), aGK1-t, és PKC csalad tagje—. Az
AKT foszforilacidja egyrészt a korabban targyalt(1$2 komple, és— PRAS40 gatlasa
réevén —-az mTORC1 komplex aktivithsat fokozza, masrészadéent szamos az apoptdzis
a sejtciklus szabalyozasdban fontos fehérj. a FOXO01/3 vagy Bad gétlas) aktivita
befolyasolva, a sejt tulélését, proliferaciojat ¢datja. Az mTORC2 komplex az SGI
fehérjea ktivalasavala sejt elektrolit forgalmat befolyasolja, a PKC léda tagainak

foszforilaciojaval a sejt motilitasanak balyozasaban vesz rés28( 99 (5. abra).

mTORC1 mTORC2
ULK1 4EBP1 S6K
ATG13 SREBP1/2 N v f A \
FIB200 PPARY YY1 AKT SKGl1 PKCa

edFAE  S6

—_— 1 \u

_ wlf FOXO Paxillin
Fehérjeszintézis

NT— <L

HIFla anti-apopiizis apopiizis sejiciklus sejicikins

b S A . Vool

AutofigiaLizoszéma Lipid Mitokondrum Metabolizmus Angiogenezis Tillélés Prolifericié Elektrolit Sejtmotilitas
szintézis szintézis bioszintézis haztartis

5. abra. Az mTORC1 és mTORC2 komplxek altal szabalyozott folyamatol. Részletes
magyarazat a szovegbefB( 7¢).

22



DOI:10.14753/SE.2015.1749

1.3.2.1. mTOR kinaz aktivitas akut lymphoid leukémiaban

A PIBK/AKT/mTOR jelétviteli atvonal fokozott aktitédsat kilonbd& hematoldgiai
malignitdsokban, koztik akut lymphoid leukémidbarkimutattak mérg2). Szamos olyan
mechanizmust ismertink, melyek a daganatsejtekbemTa2R jelatviteli Utvonal tagjainak
szabalyozasi zavarat okozhatjak, és az mTOR aksivibkozva a sejt novekedeését, tuléléset
eredményezik. Gyakori eltérések a jelatviteli Utdigandjainak [n6vekedési faktorok (IGF,
FLT-3)], receptorainak [ndvekedési faktor recepkoftiGFR, HER-2, EGFR)] funkciényér
mutacioi, illetve pre-B-ALL-ben, a t(9;22) transkéxiot kdvebden konstitutivan termétlo
tirozin-kinaz aktivitdssal rendelkéz BCR-ABL fuziés fehérje kdvetkezményeként is
megjele® emelkedett mTOR aktivitds. A receptor tirozin kiok, az aberrans
RAS/RAF/MAPK jelatviteli atvonal kdzvetlen stimutalhatdsa, illetve a PI3K katalitikus
alegységét éribtmutaciok a PI3K konstitutiv aktivaldodasat eredmeily (L00, 10).

Az mTOR jelatviteli atvonal fontos negativ szabagba tumorszupresszor genek
(PTEN, TSC1/TSC2 komplex, NF1, LKB1). Mutaciojuleléciéjuk igen gyakran figyelh&t
meg akut lymphoid leukémiaban, ami a PI3K/AKT utabaktivaciéja révén az mTOR kinaz
aktivitasdhoz vezet 102, 103. Emellett csaladi halmozédast mutatdé daganatbipus
kialakulasanak hatterében is bizonyitottak mut&cs@erepét.

A gyermekkori ALL rosszabb prognozisu, T-ALL-es d&gtsoportja esetében az
MTOR jelatviteli atvonal szamos elemét afirtitéreseket mutattak ki. A PTEN mutécioja,
delécidja — melynek megjelenését a rossz prograizietak 6sszefliggésbe — a betegek 35-
40%-ban figyelhdét meg. A PI3K, AKT és N-RAS mutacioit a T-ALL-es bgek 10%-nal
mutattak ki 27, 104. Emellett az — mTOR lebontasat tamogaté — FBXViiquitin ligaz
inaktival6 génmutacidja a T-ALL-es betegek 20%-bdetektalhatdé 105. A NOTCH1
onkogén mutéacioi, melyek a betegek 40-50%-t érimikvekedési faktor Gtvonalak (IGFR1,
IL7Ra) aktivalasaval, illetve a PTEN inaktivalasaval digsoljak az mTOR jelutatl(Q6,
107).

A fokozott mTOR aktivitds hatterében medfigyethettérések feltérképezése mellett
az mTOR jelatviteli ttvonal pontos — a leukémiatedejtulélését és szaporodasat segit
szerepével kapcsolatban még kevés adat all rermisldekre akut lymphoid leukémiak
esetében. Emellett az mTOR gatlo kezelések — metylektékonyan kezdtek el alkalmazni
preklinikai és klinikai vizsgalatokbarb?, 10§ — pontos indikacids terllete sem ismert még.
Ezek alapjan biztosan sziikség van az mTOR aktjpiltasre az mTOR gatldkkal szembeni

erzekenység atfogo vizsgalatara.
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1.3.3. mTOR géatlok

A klasszikus mTOR gatlék (MTI: rapamycin és szaréka, a rapaldgok)
~prototipusanak” tekinthét rapamycin, a Husvéti szigeteki (Rapa Nui a helyiglelvén)
Streptomyces hygroscopicus talajbaktériumbdl izolabkrolid antibiotikum. Kezdetben
gombaellenes tulajdonsagai révén keltette fel aathiat érdekddéset, késbb sikerilt
Kimutatni immunszupressziv [graft versus host Imigg (GVHD) megélzésére
hemopoetikusossejt atlltetés, és szervkililés megakadalyozasara szervtranszplantacio
soran] és antiproliferativ hatasat human daganekdsn (09-113. A rapamycin
kedvedtlen farmakologiai tulajdonsagai — gyors lebomlasmstabilitasa, rossz
vizoldékonysag — klinikai felhasznalhatosdgat nagyékben korlatoztak, ezért jelenleg
kilonbd®d rapamycin szarmazékok, rapaldégok [(temsirolimusCI(Z79), everolimus
(RADO0O01), és ridaforolimus (deferolimus, AP23573)nak rendelkezésre, de az mTOR

gatlok fejlesztése folyamatosan zajlikL@).

A klasszikus MTI-ok mMTORC1 gatlo hatasukat az FKBH&hérjével komplexet
képezve, az mTOR kindaz FRB doménjéhez kapcsoloejik ki. Feltételezhéien nem az
MTOR kinaz foszforilaciojat befolyasoljak, hanerostterikus gatlasat eredményeziid 4.

Az mTORC2 komplex klasszikus mTOR gétl6 kezeléstettavalaszaval kapcsolatban az
irodalom nem egyértelin Korabbi allaspont szerint, az mTORC2 komplex napannel
nem gatolhatd. Eszerint az mTORC2 komplex aktigit@&srapamycin nem gatolja, és igy az
MTORC2 komplexen keresztlll az AKT aktivitasa fokdizat, ez pedig segiti a sejt tulélését
(115. Jelenlegi ismereteink szerint az mTORC2 kompigikodését a klasszikus mTOR
gatlok (rapaldégok) rovidtavu kezelése nem képeslgiatazonban a hosszutavu, magasabb

koncentracioju kezelés az mTORC2 komplex gatlasdtapes 116).

A temsirolimus az ets MTI, melyet a Klinikai gyakorlatban a daganatogelek
kezelésébe bevezettek sEdhaladott vilagos sejtes veserakban, illetve k&dravagy relabald
kopenysejtes lymphomaban szenvéetegek esetében a temsirolimus monoterapia moaelt
progresszid mentes tuléléstl{, 118. A temsirolimus torzskonyvezett szer ezekben a
betegségcsoportokban. Az everolimus oralisan akgpalog, melyet sikeresen alkalmaznak
elérehaladott vilagossejtes veseradkban szefivedtegek masodvonalbeli kezeléseként,
sunitinib és sorafenib (VEGFR tirozin-kindz gatié)apias sikertelenségét koden. Emellett
pancreas eredeneuroendokrin daganatos betegekeatialadott eseteiben is alkalmazzak az

everolimus kezelést, mely noveli a progresszio eeritilélést. Herceptin kezelésre nem
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reagald, direhaladott HER2 pozitiv eddaganatos betegek klinikai fazis kisérleteiben az
everolimus képes a Herceptin kezeléssel szembégkilarezisztenciat megsatetni (L19-
121). A ridaforolimus, mas néven deforolimus oraligz parenteralisan egyarant hatékony
MTOR gatlo. Daganatellenes hatasat szamos Klinikégis kisérletben vizsgaljak
elérehaladott, metasztatizalé — csont- és lagyrésasac nem kissejtes téidak,
endometrium carcinoma, prosztata carcinoma — daglaeaetebenl@?).

A klasszikus mTOR gétlok leggyakrabban jelentkemellékhatdsai a stomatitis —
mely a betegek 40%-at érinti, és az alkalmazottstidlzfiggien eltéé sulyossagu formaban
fordul elb —, mucositis, brtinetek, és gyengeség. A legsulyosabb mellékhatasu
interstitialis pneumonitis, mely a betegek ~2-10&rlpelentkezik, leggyakrabban a sirolimus,
illetve everolimus kezeléssel dsszefliggésben. Kitdaanak hattérében T-sejt kdzvetitett
kési hiperszenzitivitasi reakcié allhat, mely szovelestrukciot eredményez, és a dud

kompenzald, remodelling folyamatat az MTI-ok g&ithkl[123).

Az elssdleges mTOR gatld kezelések klinikai vizsgalatagecszerzett tapasztalatok,
illetve az mTOR jelatviteli utvonal pontosabb feki&pezésének lehietége ramutatott a
klasszikus MTI kezelések hataraira. Az mTORC1 kaxpszelektiv gatldsaval ugyanis
megs#inhet a p70S6K altal az IRS-1 felé kdzvetitett negatsszacsatolds, ami a jelat
negativ szabalyozasaban vesz részt. Az IRS-1 avakiktjelet egyrészt a PI3K/AKT,
masrészt a RAS/RAF/MEK/ERK utvonal felé kozvetitisszességében a sejt tulélését
tamogatva 124-12§. Ezek a mechanizmusok is magyardzhatjak a klasszmTOR
gatlokkal szemben jelentk&zezisztencia kialakulasat. Ezek alapjan 0j genésamTOR
gatlok fejlesztését, preklinikai és Kklinikai vizégi@it kezdték el, melyek az
MTORC1/mTORC2 komplexeket (MTORK), vagy kstgatloként az mTORC1 és mTORC2
komplexek mellett, a PI3K vagy AKT i#kodését is negativan szabalyozzak. Az mTOR
katalitikus egységének ATP kompetitiv gatléi, az ORC1 és az mTORC2 komplex
funkciojat is képesek befolyasolnin vitro human leukémia sejtekben hatékonyabbnak
bizonyultak rapamycinnél a proliferacio gatlasbapoptozis indukciébanl@7, 128. A
kettos gatlok az mTOR, valamint a PI3K vagy AKT kat#lits egységéhez kapcsolodnak, és
in vitro jelen®s proliferaciégéatld és daganatellenes hatdsukaatiaiutki daganat sejtekben,
in vivo a tumor novekedését gatoltdl?0-13). A folyamatban Iég, illetve az mTOR gatlok

hatékonysagat bizonyito lezarult fazis kisérletekét tablazat foglalja 6ssze.
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4. tablazat. Klasszikus és 0j generacios mTOR gakdklinikai vizsgalatai. (nTORKI —
MTOR komplex géatlo; GVHD — graft versus host beéggspx — transzplantacié; met. —
metasztatizalé; MM — myeloma multiplex; WM — Wald&®m macroglobulinaemia;
NSCLC — nem kis sejtes tédaganat. # — vizsgalat szama még le nem zarulgaiaok

esetében: NCT01743560; °NCT01317615; *NCT00698243; “NCT00731263; °NCT01058707;
®NCT01118689; 'NCT00620594, ®NCT00777699; NCT00742105; NCT00485719; *NCT00777699;
12NCT00704080; *NCT01082068; **NCT00854126, 1®NCT00854152; *®NCT00972686; ’'NCT00927823;
¥NCT00940498.

klasszikus  Célfehérje Alkalmazasi Vizsgalat tipusa, daganattipus, vizsgalatszam

MTOR gétlo maod

Sroimus,  MTORCL peros Liel SO g Kchdte megeites wese (62

rapamycin GVHD periféridséssejt tpx 134)

Temsirolimus, mMTORC1 per os/iv.  vilagos sejtes veserBB, fazis Ill. kopenysejtes

CCI779 lymphoma elrehaladott eseteibet36)

Everolimus, mTORC1 per os  Fazis lll. met. vilagos sejtes veserdRY), fazis Ill.

RADO001 elérehaladott pancreas eretileeuroendokrin
daganat1398), fazis Il. met. enéidaganat139),
fazis IV. edeagandf# ) tl'Jd{)'dagana?fi

Ridaforolimus, mTORC1 per os/iv.  fazis lll. metasztatizalé cs@#lagyrész sarkoma40),

AP23573 fazis Il. relabalo, refrakter hematologiai maligsiok 68)

Uj generaciés

MTOR gétlo

0SI-027 MTORKI peros fazis I. szolid daganatok, lymphoffia

AZD8055 MTORKI peros fazis L/Il. ebrehaladott szolid daganatok, Iymphorﬁél)“#

PP242, MTORKI peros fazis |. ebrehaladott szolid daganafgk

INK-128 relabalé MM, WM

NVP-BEZ235 mTORKI, PI3K  peros  fazis I./ll. ebrehaladott szolid daganafgk
emk’idaganff‘

NVP-BGT226 mTORKI, PI3K peros fazis L/Il. ebrehaladott szolid daganatok4?),
emlb’dagans??

XL765 mTORKI, PI3K  peros fazis I. szolid daganatd®, NSCLCY, glioma?,
emlédaganaitﬁ

GDC-0980 MTORKI, PI3K peros  fazis I. NHL**, szolid daganatd®
GSK2126458 mTORKI, PI3K  peros féazis I. szolid daganatok, Iympho?’ﬁ%
PF-04691502 mTORKI, PI3K peros  fazis I. szolid daganatdk

PKI-587 MTORKI, PI3K iv. fazis I. szolid daganaté%
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1.3.3.1. mTOR gatlas akut lymphoid leukémiaban

A kopenysejtes lymphoméban szenydibtegek eredményes mTOR gatld kezelését
koveen, ALL-ben is szamos vizsgalat kéddtt az MTI-ok daganatellenes hatasanak
feltérképezésére. A preklinikai vizsgalatokban ®ibbkimutattdk a rapamyciin vitro
antiproliferativ, apoptozis indukalo, @s vivo —human ALL-es xenograft modellekben —
tumorméret csokkebtés tulélést novél hatasat 49, 143. Emellett az MTI-0k szinergista
apoptdzis indukalé hatasét tudtdk igazolni a koowmralisan alkalmazott kemoterdpias
szerekkel tortéh kombinacios kezelésekbe®(Q 65, 69. Az mTOR gatlék hatékonyak
lehetnek a rossz prognozisu ALL-es betegeknél &itdan jelentkéz methotrexate,
kortikoszteroid, illetve a — Philadelphia pozitiLI&kes betegeknél megfigyelliet- tirozin-
kinaz gatlé kezeléssel szemben kialakulo rezismele&kiizdésében, melyek kialakulasdnak
hatterében az mTOR fokozott aktivitasa allhbt4). A preklinikai vizsgalatok eredményei
alapjan elkezédtek a klinikai vizsgalatok, melyekben kimutattdk @hmagukban, illetve
kombinacioban alkalmazott mMTOR gatlo kezeléseklalgaasanak hatékonysagat refrakter,
valamint relabalé hematologiai betegségekb@®, (L45. Gyermekkori ALL-ben az elmult
években indult el szdmos Kklinikai vizsgalat, melgy #MTIl-ok hatadsat vizsgalja a
konvencionalisan alkalmazott kemoterapiaval komtigit#an, a terapiara nem reagald, vagy
relabalé betegek esetében. Lezarult fazis kisérégf nem jelent meg gyermekkori ALL-ben
MTOR gétlo kezeléssel kapcsolatban. Sikeriilt azokivautatni egy fazis I/11 kisérletben az
allogén hemopoetikuéssejtatiltetés soran alkalmazott sirolimus jotékioatasat graft versus
host betegség profilaxisabari4g). Gyermekkori ALL-ben az mTOR gatlo kezelések

folyamatban |é¢ fazis vizsgalatait az 5. tablazat foglalja 6ssze.
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5. tdblazat. Fazis vizsgalatok mTOR gétlokkal gyermekkori ALL-ben (met. malignitas —
metasztatikus malignitas; it. mtx — intrathecalisthotrexate; L-asp — L-asparaginase; CVAD
— cyclophosphamide, vincristin, doxorubicin, dex#imsone; ara-c — cytosin-arabinoside;
pred — prednisolon; dexr — dexrazoxane; bev — bewa@b; doxil — liposzomalis

doxorubicin; mit — mitoxantrone-hydrochloride; # wizsgalat szama:'NCT00068302;
INCT00957320; 3NCT01162551; “NCT01658007; SNCT00968253; °NCT01523977; 'NCT00761644;
8NCT01403415.

Szer neve Vizsgélat  Bevételi Betegek életkor (év) Kombinéacié
tipus
kezdet (év) maod betegségtipus
Sirolimus Fazis per os <21, refrakter/relabaléalt. kezelés
1./2003#" ALL/AML/NHL
Sirolimus Fazis L/11. per os ALL/GVHD tacrolimus, methotrexate
2009 (46 megebzése allogén
HSCT
Sirolimus Fazis peros <21, refrakter/relabaloL-asp
1./2009# ALL/NHL
Sirolimus Fazis per os <25, refrakter/relabalé mtx
11./2010# ALL/NHL
Sirolimus Pilot peros <30, relabalo ALL/LL alt. kezelés
projekt/2012#
Everolimus Fazis per os >10, refrakter/relabalé Hiper-CVAD
1./11./2009# ALL
Everolimus Fazis per os >10, refrakter/relabalé mtx, ara-c
1./11./20094 ALL
Everolimus Fazis peros 1.5-21, relabalé ALL pred, vin, L-asp, dox, dexra
./2012#
Temsirolimus Fazis iv. >12, ebrehaladott/met. bev, doxil
./2008# malignitas
Temsirolimus Fazis iv. 1-21, relabal6 dex, mit, vin, L-asp, it. mtx
1./2011# ALL/NHL
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1.4. MikroRNS-ek

A mikroRNS-ek (miRNS; miR) rovid, 16-29 nukleotid$szUsigu, nem-kddolo RNS
molekuldk, melyek a génexpresszié szabdlyozdsabamnek résztld7, 148. Elstként a
Caenorhabditis elegans differencialédasat szabaljioz4 (1993-ban), majd a let-7 (2000-
ben) MiRNS-eket fedezték fel49. Napjainkban a kulonbézfajokbol ismert miRNS-ek
szama 20 ezer folé emelkedett. Jelenleg tobb, 2000 human miRNS-t kilénb6ztetiink meg
(150. A miRNS-eket kddol6 nukleotid szakaszok legggdkran a gének intronjaiban, vagy a
3’ UTR (untranslated) fehérjévé at nem irédo rahan, illetve a genom nem-kddolo részén
klaszterekben helyezkednek &40).

Az érett miIRNS kialakulasa tobblégss folyamat, €élszér RNS-polimeraz i
segitseégével a primer miRNS (pri-miR) atirasa tokiémajd ebBl a Drosha (RNaz 1l tipusu
endonukleaz) jellegzetes hagzerkezdt (~60-110 nukleotid hosszu) pre-miR-eket hasifle.
pre-miR-eket az exportin-5 (Ran-GTPaz) a sejtmagbditoplazméba juttatja, ahol a Dicer
(RNaz 1l tipusu endonukleaz) a miRNS duplexet t@siA képddoé duplex (miRNS:
MIRNS*) egyik szalabol keletkezik az érett miRNSlyna RISC (RNS-indukalt csenddsit
komplex — Argonaute fehérjék pl. PAZ, PIWI alkofjdiomplexbe épill51). A miRNS-ek
az 5’ végukon talalhaté 6-8 nukleotid hosszUsageds régié segitségével kapcsolddnak a
cél mMRNS 3’ végéhez, majd az adott mRNS leboml@s&tnszlacié gatlasat eredmeényezik
(152, 153. Kimutattak, hogy a miRNS-ek deadenilacio- éstal@bzacio révén is képesek a
MRNS expressziét csokkenteni.

1.4.1. MikroRNS tumorbiologiai jeledsége

Az el bizonyitott kapcsolatot miRNS-ek expresszidjanadgwaltozasa €s malignus
betegség kialakulasa kozo6tt kronikus lymphoid lenieé(CLL) esetében mutattdk ki. A miR
15 és miR 16-1 expresszidjanak csokkenése a B@&h&rje expresszidjanak fokozdédasahoz
vezet, ami a sejtek tulélését tamogafjg4-15. A miR 15 és miR 16-1, a CLL-es betegek
50%-aban deletalt 13g14 régidban talalhatd, igykdigvesztése ezekben az esetekben a

BCL-2 overexpresszidjat, a sejtek apoptozissal bemirfokozott védettségét seqiti.

Egyre tdbb szolid tumorban és hematoldgiai dagasetében irjak le kilonbézaniR-
ek megvaltozott expresszios szintjét, illetve aatdaganattipusban jeléstggel bird gén
expressziojanak negativ korrelacidjat bizonyos mkRexpressziojavallf7-16(. Hatasuk
alapjan megkulonboztetnek onkogén tulajdonsagu oimcomiR-eket €s tumorszupresszor
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funkcigju anti-oncomiR-eket. Az oncomiR-ek pl. turepupresszor gének célfehérjéinek
expresszidjat gatoljak, daganatsejtekben ennek ateigin fokozott expresszidjuk jellertiz
Az anti-oncomiR-ek daganatsejtekben alacsonyanesgpélodnak, ezaltal képtelenek az

onkogének vagy mas célfehérjék expresszio szalédptan jatszott szerepiket ellatni.

1.4.2. MikroRNS-ek expresszidja hematologiai malignitdsokALL-ben

A mMIiRNS expresszié valtozdsok szdmos hematologagiadat (AML, ALL, CLL,
DLBCL, BL, B-, NK/T-sejtes lymphomak) esetében &irésra keriltek. Ezek kozil az
expresszios eredmények kozil mutat be néhanyatetkei tablazat (6. tablazatl$0, 161-
166).

6. tAblazat. Hematoldgiai malignitadsok kialakulasabn szerepet jatsz0 miRNS-ek
és potencidlis célmolekulaik.(DLBCL: diffuz, nagy B-sejtes lymphoma; BL: Burkitt
lymphoma; ALCL: aplasztikus nagy sejtes lymphomayiMmyeloma multiplex; MALT:
extranodalis marginalis zona lymphoma, APL: akanpyelocytas leukémiallb0, 161-16%

mMiRNS  Malignitas Potencialis célmolekula

let-7 AML, Hodgkinlymphoma RAS, c-Myc, PRDM1

124a AML, ALL CEBPa, CDK6

125 DLBCL, ALL, AML IRF4, PRDM1, TNFAIP3

135a Hodgkinlymphoma JAK2

155 DLBCL, BL, AML SMADS5, PIK3R1, SHIP, c-Myc
15a/16  CLL, B-ALL, ALCL, MM  BCL2, MCL1, CDK®6, HIF1a, ciklinD1
17-92 ALL, DLBCL, BL BIM, PTEN, E2F1

181 AML, CLL AID, BCL2, CD69, TCRux

21 B-, NK/T-sejtes lymphoma PDCD4, PTEN, STAT3

221/222 AML, ALL, CLL KIT

223 MALT, APL, AML MEF2C, LMO2, NFIA, CEBR, E2A, E2F1
29a AML, CLL TCL1

34a B-sejteslymphoma MYC, FOXP1

Munkdmban gyermekkori ALL-es mintakban tanulmangaztbizonyos miRNS-ek
expresszidjat, ezért az ALL-ek esetében eddig nmdjeniRNS adatokat foglalom dssze a
kovetkedkben:

Az egyik el$, az ALL-ek mIRNS expresszio vizsgalataval foglal&otanulmany
ALL-ben fokozott miR 128a, miR 128b, és alacsonRraR3, let 7b expressziot mutatott ki.
Eredményeik szerint az ALL-ek és AML-ek miRNS exqaads profilja jeleritsen eltér 167,
168). Mas eredmények szerint a miRNS profil meghat#saza kilonbdz genetikai hatter

€s mas-mas kezelési lebstgeket igenyl, eltés prognozisu ALL altipusok elkilonitését
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teheti lehetvé. Az eddig megjelent ALL miRNS expresszio vizegdk alapjan alacsony,
illetve fokozott expressziot mutaté miRNS-eket #gdblazat foglalja 6ssz&§7-176.

7. tablazat. Human akut lymphoid leukémiat, illetve alcsoportjait jellemzé
MIRNS expresszio. (Félkovér beivel tobb munkacsoport altal leirt miR-ek vannak
feltlintetve) 167-17§.

Vizsgalt sejtek  Fokozottan expresszalodo miRNS  Alacsonyan expres$zdd miRNS

ALL 128a, 128b, 14-3p, 150,181,193, let-7, 10(¢, 125b, 127, 132, 135b,
204, 218, 222, 30e-5p, 331, 339 139, 143, 150196b, 199,223 373,
451
Normal 143, 14522%=
csontvebi
CD34 + 127, 146, 221, 25, 26, 299-5p, 411,
520

ALL alcsoport

hyperdiploid 151, 222, 30b, 331, 545, 98, 511, 100
660, 361-3p, 374a, 532-5p, 501-5p
ETV6-RUNX1 let-7c, 99a10C, 125b, 126, 372, 383,213, 221, 361-5p

629
E2A-PBX1 425, 708 126, 146a, 545, 24, 29a, 511, 365,
30d, 193a
T-ALL 148, 190, 196b, 342-3p, 424, 450, 191, 151, 425-3p, 425-5p, 2270%,
503, 542-5p 132
BCR-ABL1 103, 1226, 148b, 203, 210, 345, 301,
324-5p, 331, 484, 93
MLL-ALL 133a, 17-92, 183,9¢ let-7, 151-5p, 192, 193, 194, 20b,

203, 30e-5p, 34b, 372, 497, 5828

Bizonyos miRNS-ek expresszidjat 0sszefliiggésbe koata ALL-es betegek j6-,
illetve rossz prognozisaval. Kimutattdk, hogy a mMiRfokozott expresszidja korrelél a rossz
prognodzisra utald cytogenetikai eltérések jelenidtéa magas fehérvérsejtszammal, valamint
magas (>50G/L) fehérvérsejtszam kozott ugyancsakzedgggést talaltaklf4). A BCR-
ABL1 fuziés fehérjét expresszald, rossz prognoBh+ALL betegek esetében alacsony a
miR 203 expresszid. Kimutattak, hogy a miR 203 egprio fokozasaval az ABL1-, illetve a
BCR-ABL1 fuziés fehérje szintje cstkkentbdll75, ennek a miRNS-nek tehat szerepe van
az ABL1 expresszio gétlasaban. Mas eredmények nszarimiR 146a és miR 18lalc
expresszidja a rovidebb, a miR 221 expresszidjassdabb tuléléssel mutat 6sszefliggést

(178. Egy miRNS array vizsgalat alapjan multivarianaizalizissel fliiggetlen prognosztikai
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tényesdkeént kivalasztott 14 miRNS (jo prognozissal — miBa,lmiR 134, miR 214, miR 484,
miR 572, miR 580, miR 624, miR 627 —, és rossz péagssal — miR 33, miR 215, miR 369-
5p, miR 496, miR 518d, miR 599 — 6sszefliggésbe &t0zmMiRNS-ek) expressziojanak
vizsgalata alapjan j0- és rossz prognozisu ALL-etedcsoportot tudtak elkiloniteriiz?).
Jelenleg még nem rendelkeziink olyan markerekkelyakeviszonylag koran képesek
lennének jelezni a recidivat. Relapszusban bizony&NS-ek (miR 708, miR 223, miR 23,
let-7) szignifikhnsan alacsonyabb, mas miRNS-ekR(mi81, miR 708, miR 130b)
szignifikansan emelkedett szintjét detektaltak anplett remisszidoban Iév betegekhez
viszonyitva. Emellett a miR 223, miR 27a és miR T@i®zott expresszidja jol korrelalt a
hosszabb relapszus-mentes tulélésselli®)( ALL kdzponti idegrendszeri recidivajanak
megjelenésével parhuzamosan kimutattak fokozottaiR (7, miR 198, miR 633), és
alacsonyan (miR 126, miR 345, miR 222, miR 551gresszaloddo miRNS-eket a kdzponti

idegrendszeri érintettséget nem mutaté recidiv Aklbetegekhez viszonyitve0).

A kemoterdpiaval szembeni rezisztencia okainak mghzasa és attorése alapvet
fontossagu a terapia rezisztens betegek esetéheonyBs mMIRNS-ek expresszidjanak
meghatarozasa gyermekkori ALL-es betegek esetéméR {8a, miR 532, miR 218, miR
625, miR 193a, miR 638, miR 550, miR 633) segith®t napi szteroid valaszietjelzésében
(180, 18). Egy in vitro vizsgélatban dexamethasone rezmszt&LL sejtek szteroid
erzekenysége novelléetolt a miR 128b és miR 221 expresszidjanak fokavals(182). Egy
masik vizsgalatban — 397 mIRNS expresszidjat vitdkgagyermekkori ALL-es betegek
esetében — bizonyos miRNS-eket dsszefliggésbe haztaicristin (miR 99a, miR 100, miR
125b, miR 126, miR 625), daunorubicin (miR 99a, MiB0, miR 125b, miR 126), methyl-
prednisolon (miR 625), valamint L-asparaginase (#t) rezisztencia kialakulasavaigg).
Ezek az eredmények bizonyos miRNS-ek expresszioaggdanak a kemoterapiaval szembeni

rezisztencia kialakulasaban jatszott szerepérdlifej a figyelmet.

1.4.3. Sajat munkankban vizsgalt miRNS-ek

Munkank sordn olyan miRNS-ek expresszio vizsgaleégfeztik el a tébb év alatt
gyijtott ALL-es mintakban, amelyeket korabbi irodalmdatok alapjan valasztottunk Ki.
Vizsgaltuk amiR 21 és miR 155 expresszidjaEzek a legismertebb oncomiR-ek. A miR 21
fokozott expresszidjat szamos daganattipusbanagaéidaganatlf9), embdaganat 158),
tudédaganat 160), petefészekdaganal?)), illetve hematologiai malignitasban (B-sejtes
lymphomaban, ALCL-ben, NK/T-sejtes lymphomaban, loge multiplexben 150)
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igazoltak. Legfontosabb célmolekuldi a PTEN tumopsesszor génlf4, 184 a PDCDA4,
illetve a STAT3 (85. A miR 155 fokozott expresszidjat szolid tumorakellett
(vastagbéldaganat, etdlaganat és tigdlaganat) 186, hematologiai malignitasokban
(DLBCL, CLL, Hodgkin-lymphoma, Burkitt lymphoma) i&imutattak (87). Alapveb
szerepe lehet a B-, illetve a CD4+ T-sejtekoffisében. MiR 155-6t fokozottan expresszalo
transzgén egerekben nagy malignitasu, B-sejtes Hpmga alakult ki 188). Szekvencia
homoldgia alapjan feltételezléepotencialis célmolekulai a c-Myc, Smad5, PIK3SRIP(8K
negativ szabalyozoja) és SHIPBYH, 188-19

A tovabbi miRNS-eket efsorban hematoldgiai malignitasokban folytatott kdnia
vizsgélatok eredményei alapjan valasztottukmfR 16 csokkent expressziojat kulonkibz
hematoldgiai maligitasokban (CLL, ALL, ALCL, myel@amultiplex) mutattak ki{87, 193.
Feltételezhéten negativan szabalyozza a sejtndvekedeést éscilssit a BCL2 és TIAM1
fehérjék gatlasa revénl$6, 193-19h Tovabbi fontos célmolekulai lehetnek az MCL1,
CDK®6, HIFla és ciklinD1 @56, 196, 19¥. A miR 24 a sejtciklus fontos szabalyozdja,
fokozott expresszibja gatolla a sejtek proliferg@iéo és G2/S blokkot okoz 198).
Feltételezhdéten szerepe lehet a hematopoesisben is, mivel fttkexpresszidja a CD34+
hematopoetiku$ssejtek differencialédasat gatoljasQ). Kimutattak alacsony expressziojat
TCF3-PBX1 transzlokéaciot [t(1;19)(g23;q13)] hordqe@-B-ALL-es betegek esetébeidg).

A tumorszuppresszomiR 29b alacsonyabb expresszidjat AML-ben, osteosarcomdisan
kissejtes tuddaganatban mutattak K2§0-203. Potencialis célmolekuldja az MCL-1, mely az
antiapoptotikus BCL-2 csalad tagja0@). Expressziéjanakn vitro fokozasaval — a MCL-1
fehérje expressziojanak gatlasa révéen — myelomatiptaxdben, illetve — az ABL1,
BCR/ABL1 gatldsa révén — CML-ben apoptozist indu@l4, 205. A miR 128b fokozott
expresszigjat kimutattdk akut lymphoid leukémiabas, nem kissejtes téidaganatok
sugarkezelésre érzékeny csoportjabas9( 20§. Csokkent expresszidjat akut myeloid
leukémiaban167) és a rossz prognozisu, MLL-AF4 ALL-beR({) is leirtdk. AmiR 142-3p
fokozott expresszigjat kimutattdk human T- és B-Asgjtvonalakban, illetve ALL-ben és
AML-ben szenved betegek esetébe(8, 209. A miR 142-3p potencidlis targetjei egyrészt
sejtek szabalyozdsaban — TAB1 és a MAP3K7 bindimogep 2 — 210) vesznek részt. A
miR 223 egy hematopoetikus szovet specifikus mIRNS, melyyaphoid sejtekben
alacsonyan, a myeloid sejtvonalakban fokozottan resgzélodik 167). Emellett a

granulocytak érésében alapveizerepet jatszik. Potencialis célmolekulai az ERFb), az
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LMO2 (211), a MEF2C 212, a NFIA, aCEBR (213 és az E2A Z14). AML-ben az
AML1/ETO onkoprotein csokkenti a miR 223 szintj@zaltal a sejtek differenciacioja
gatloédik @15 (8. tablazat).

8. ablazat. Altalunk vizsgalt miRNS-ek és potenci@é célmolekulaik irodalmi adatok

alapjan. (|- alacsony - fokozott expresszio).

Vizsgalt miRNS

Lehetséges cél molekulak

Blordulas

mMiRNS 16

miRNS 21

MIiRNS 24
MiRNS 29b

mMiRNS 128b

mMiRNS 142-3p

mMiRNS 155

MIiRNS 223

BCL2, TIAM1, CDK®6, HIF1a
és ciklinD1
PTEN, PDCD4, STAT3

MAPK foszfataz-7, INK2,
p38 kinaz
MCL-1, ABL1, BCR/ABL1

EGFR, PTEN

CAMP, PKA, GRy, TABL1,
MAP3K7 binding protein 2
c-myc, PIK3R1, Smad5,
SHIP1

E2F1, LMO2, MEF2C, NFIA,
CEBRy, E2A

| hematolodgiai daganatok&7, 193

1 vastagbéldaganat g9, embdaganat158),
tudodaganat160), petefészekdagandit7),
hematoldgiai malignitasoKL60)

| TCF3-PBX1 transzlokéaciot hordozo pre-B-ALL
(216

| AML, osteosarcoma, tiégdlaganatZ00-203

| AML (167), MLL-AF4 (207

1 ALL (169, NSCLK sugarérzékeny csoportja
(200

1 human B-, T-ALL, AML @08, 209

1 vastagbéldaganat, efulaganat és tiddlaganat
(186), hematologiai malignitasok (DLBCL, CLL,
Hodgkin-lymphoma) 187)

| ALL (167

1 AML (217), MALT (214)
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2. CELKIT UZESEK

Az mTOR aktivitas daganatbioldgiai és célzott te@apjelentségével szamos
vizsgélat foglalkozik. Ennek ellenére bizonyos dwgtpusokban, gyermekkori
daganatokban, igy gyermekkori akut lymphoid leukdn@setében még nagyon keveés adat all
rendelkezéstinkre a leukémia sejtek egyedi mTORvitdgardl és annak jeleigegéél.
Munkam céljai kdzott ezért szerepelt:

1. Az mTOR jeléatviteli itvonal aktivitdsanak jellemeégyermekkori ALL-ben

2. Az ALL-es betegekdl izolalt leukémia sejtek mMTOR aktivitAsanak és etegek
prognoézisanak, egyeb terapias, klinikai adatairssizéhasonlité vizsgalata

3. Az mTOR géatl6é rapamycin hatasanak vizsgalata seglaiban és izolalt primer ALL
sejtekbernin vitro

Vizsgalatainkban a rendelkezésre allo gyermekkadrl Anintakban és human ALL
sejtvonalakban bizonyos mIiRNS-ek expresszio vizdghal is elvégeztem, hogy
meghatarozzuk:

1. Adott lymphomak vagy méas tumorok esetében megwdttoexpressziot mutatd
MIRNS-ek expressziojat és annak dsszefliggéseitegdieklinikai és prognosztikai
adataival

2. Milyen valtozasok mutathatok ki a miRNS-ek expréggban a kezelés
hatékonysaganak kovetése kozben.
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3. BETEGEK ES MODSZEREK
3.1. Betegek

A Semmelweis Egyetem Il. sz. GyermekgydgyaszatniKii Hematoldgiai osztalyan
— 2008 januarja és 2012 decembere kozott — keygelnwekkori akut lymphoid leukémias
betegek (n=79) csontu@l és periférias vér mintainak (n=372) tjigse a Semmelweis
Egyetem |. sz. Patologiai és Kisérleti Rdkkutat&4etben indult el. A diagndzis felallitdsa a
protokollinak megfelden, a klinikai kép, a sejtmorfoldgia, &ramlasi witgdria, cytogenetika
€s molekularis genetikai vizsgalatok alapjan tart&ngyijtétt mintak egy része — hianyzo 0.
napi/diagnosztikus mintak, alacsony izolalt lymplagb szam a diagnosztikus vagy a
kovetéses mintakban — alkalmatlan volt kisérletdékégzésére, statisztikai értékelésre.
Osszességében igy 25 beteg esetében a kezelésnnféziibol; a diagndziskor (0. napi,
kezeletlen minta) és a protokoll szerinti kemotexdilonbos fazisaibdl (15. napi, 33. napi,
és protokoll M edtti idépontokbdl) tudtunk mintakat (n=100) d@jteni és értékelni. Tovabbi
28 beteg esetében a diagnodzis megallapitasakigtoty, egy beteg esetében pedig csak

relapszusbdl szarmazé mintakat hasznaltuk fel leigénkhez.

Az mTOR jelatviteli Utvonal aktivitasanak, a miRNE- expresszidjanak
meghatarozasahoz, valamint a statisztikai értékelésszesen 53 primer ALL-es beteg (44
BCP-ALL, 9 T-ALL; 16 5, 37 férfi) csontveli- és periférias vér mintait hasznaltuk fel. A
betegek atlagéletkora a diagndzis megallapitasékdrev volt (1.8 — 16.4 év). A betegek
progndzisanak megitélése a kezelési protokollbaghatérozott, és az alabbiakban felsorolt
prognosztikai faktorok alapjan tortént: a diagnkars meghatarozott fehérvérsejtszam,
életkor, 8. napi szteroid valasz (abszolut blagarrs a periférias vérben), csontieblaszt
szazalékos aranya a kezelés 15. és 33. napjarz, poegnoézisra utaldé genetikai eltérés
jelenléte. Ezek alapjan 21 (40%) beteg az alac$BRy, 23 beteg (43%) a kdzepes (IR) és 9
beteg (17%) a magas rizik6ju (HR) betegcsoportlvélked betegek tobbségének kezelése az
ALL IC-BFM 2002 protokollnak megfeléen tértént. Két beteget az ALL IC BFM 2009, egy
beteget pedig az ALL BFM 95 protokoll szerint keekl Az alkalmazott protokollok k6zott a
vizsgélatunk szempontjabdl jelésteltérések nem voltak sem a rizikdcsoportokbal&sro
sem a kemoterapids kezelés tekintetében. Azéettdrgnosztikai csoportba tartozé betegek
(SR, IR, HR) a terapias protokoll SR, IR vagy HRa&aglapjan kulonbdz intenzitasu

kezelésben részesiltek (6. abra).
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ALL IC-BFM 2002: Kezelési protokoll

Version approved in Hannover on 23.02.2002
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6. abra. Kezelési protokoll gyermekkori ALL-ben. Protokoll I'* — DNR 30 mg/nt x2,
csak az alacsony rizikdji (SR) B-ALL betegek esetéber® — BCF-ALL-ben: MTX
2g/nf/24 6ra x4, TALL: MTX 5g/m?%24 6ra x4; * —Koponyabesugarzas (12/18 Gy
kozponti idegrendszeri statusz figyelembevételéusgk "-ALL-es betegek esetében;—
nincs randomizalt vizsgalat, mely kimutatta volraAEOP és BFM protokilok kezelési
hatékonysaga kozotti kilonbségeket, a magas rizikéjegek kezelése a-0s protokollban

szerzett tapasztalatok alapjan tortt (ALL IC BFM 2002: Protocol).

Vizsgdatainkban a betegek progndézisar— j0- €s rossz prognézi— megitélése a
kezelési protokoban leirt prognosztikai faktoroalapjan és @etegek utankovetése sol
észlelt esetlega®lapszus figyelembe vétele alapjan tortént. A dmdteatlagos kovetéideje
a diagnomitél szamitva 28.44 honap (1- 55.2 honap) voltA kovetési id alatt 6t beteg
meghalt: négyen a betegség progressziéjaban, €gg Ipedig a csontvé-transzplantaciot
kovetentranszplantacios szédmeénybe. Azok a betegek, akik a kegske jol reagaltak ¢a
kovetési id alatt remisszioban voltak, a j6 progndzisu csdgorkeriltek. Azokat
kezdetben -a prognosztikai faktorokat figyelembe vé— j6 prognozisunak itélt betegek

akiknél a kovetési idl alatt relapszus jelentkezett, vagy a betegségedalt, retrospektivan
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a rossz progndzisu betegcsoportba soroltuk. Haretegb kertlt ilyen médon a rossz
prognozisl csoportba, a megfigyelésisdak alatt jelentkézrelapszus miatt. Osszesen tehéat
40 j6- és 13 rossz prognozisu beteg esetében tékt@nstatisztikai vizsgalatok. A prognézis
besorolas alapjan a betegek 75%-a 0 prognézissaldetkezett. A progndzis
meghatarozasaban fontos szerepet jatsz6 faktovidsagfdlva a j6 progndzisu csoportba kerdilt
az életkor alapjan<(6 év) a betegek 62%-a, kezdeti fehérvérsejtszampjdal € 20 G/I) a
betegek 57%-a, immunfenotipus alapjan (B-ALL) aebek 83%-a, a 8. napi szteroid valasz
alapjan (j6 valasz) a betegek 70%-a, és a genetikagalatok eredménye alapjan (normal,
hyperdiploid) a betegek 90%-a. A blasztok cytogé&aets molekularis genetikai vizsgalatat
koveen Ot beteg esetében mutattak ki rossz prognomisi@ genetikai eltéréseket: két
betegnél Philadelphia kromoszomat (t[9;22], BCR/ABkgy betegnél ABL amplifikaciot,
egy masik esetben RUNX1 amplifikaciot, valamint eggsik betegnél p16 deléciot. Az &ls
négy beteg kezelése a magas rizikéju (HR) kezélgsalapjan tortént, az 6todik beteg a
kezelési protokoll kézepes rizikéju (IR) kezelégiaaalapjan meghatéarozott kezelésben
részesilt. JO progndzisra utald genetikai eltérédékbeteget jellemeztek: 20 betegnél
hyperdiploiditast-, négy betegnél ETV6/RUNX1 fazidgtutattak ki. A 24 betegnél nem
talaltunk genetikai eltérést, vagy a talalt eltquésgndzissal valé dsszefliggése jelenleg még
nem ismert. Az 53 beteg legfontosabb klinikai ésotatériumi adatait az 9. tablazat foglalja
0ssze (az 54. beteg esetében csak relapszusbdhagzarmintat tudtunk felhasznalni
kisérleteinkhez, ezért a statisztikai értekedegihagytuk). A mintakat az érintett személyek

felvildgositasa utan, dzbeleegyezésikkel vettiiKUKEB engedélyszam: 53/2011)
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9. tablazat. Gyermekkori ALL-es betegek klinikai adcatainak 6sszefoglald tablazata* — a betegek életkora (év) a diagndzis megallapkar; ** — a
betegek neme F -6nM — feérfi; *** — kariotipus vizsgalatok beleért\ae G-savozast és FISH analizist (ETV6/RUNX1, BCRIABILL, CEP9/p16 probék);

# — 21-es triszOmia; & — jelenlegi allapot a vidkq lezarodasakor; §: a kezdeti prognozis besesméan j6 progndzisunak itélt betegek, akiknébhaekesi

idészak alatt a betegség progresszidja, vagy relapsteumkezett, ezért retrospektiv modon kerulte&ssz prognozisu betegcsoportba; SR — alacsony, IR

kozepes, HR — magas rizikéju csoport.

Beteg Eletkor* (év) Tipus Csontvebi WBC Immunfenotipus Kariotipus *** Prognézis Csontvebi Csontvelsi Protokoll Jelen
szam nem**(F/M) blaszt % 10%L blaszt %  blaszt % allapot &
(0. nap) (15.nap) (33.nap)
14.6/M T 80% 20.56 pre-T, kési kortikalis normal j6 0% <1% IR remisszio
16.4/M T 98% 218.00pre-T ampl. ABL rossz 78% 6.30% HR halalozéas (koeaiissszio,
betegség progresszio)
3 45/M T 90% 500.16 pre-T, pro-T normal rossz 80% 10% HR remisszio
sejt fenotipussal (transzplantaciot kovéen)
4  4.3/M T 97% 19.35 pre-T, kéiskortikdlis  normal j6 3% 0% IR remisszio
CDla neg.
5 2.6/M T 98% 164.12 pre-T normal rossz 2.0% 0% HR remisszio
6 11.2/M T 90% 144.00pre-T normal jo 0% 0% IR remisszio
7 5.5/F T 95% 271.54 pre-T, kortikalis normal j6 <1% 0% IR remisszio
8 6/F T 70% 40.3  pre-T, kéiskortikalis  normal j6 <0.3% <0.3% IR remisszio
9 35M T 95% 121.48 pre-T ETV6/RUNX1 fazioé j6 3,7% 1.20% IR remisszio
10 8/M BCP 68% 2.05  pre-B, common normal jo 003% % O IR remisszio
11 3/M BCP 90% 53.86 pre-B BCR/ABL fazié rossz <1% 0% HR halalozas (TX, korai relapszus,
betegség progresszio)

12 4.6/M BCP 90% 18.18 pre-B, common hyperdiploid 6 | 0% 0.4% SR remisszio
13 2.8/M BCP 90% 6.20 pre-B hyperdiploid j6 1.4% 0% SR remisszio
14 3.3/M BCP 90% 94.90 pre-B hyperdiploid j6 0% 0% SR remisszio
15 4.2/F BCP 85% 6.50 pre-B hyperdiploid j6 0% 0% SR remisszio
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16 1.9/F BCP
17 2/M BCP
18 10.3/F BCP
19 9.3/M BCP
20 4.16/F BCP
21 2.5/M BCP
22 8/M BCP
23 4.8/F BCP
24 4.08/F BCP
25 4.8/M BCP
26 5/M BCP
27 5/M BCP
28 6.5/M BCP
29 6/F BCP
30 11.7/M BCP
31 14.5/M BCP
32 11.6/M BCP
33 4/M BCP
34 2.16/M BCP
35 2.8/F BCP
36 2/M BCP
37 9.6/M BCP

75%
85%
90%

100%

95%
100%
91%
90%

100%
91%
60%

78%
62%

87%
73%

91%

92%
67%
100%
80%
90%
>90%

11.40
89.30
44.83

13.81

216.3
119.8
6.22
6.1

17.37
3.53
3.4

1.9
6.53

6.61
39.1

3.57

66.76
19.59

3.01
7.1

6.87
9.39

pre-B
pre-B
pre-B

pre-B

pre-B
pre-B

pre-B common
pre-B common,
CD13 expresszioval

pre-B, common

pre-B

pre-B, common

pre-B common
pre-B common

pre-B common
pre-B common

pre-B common

pre-B common
pre-B common
pre-B
pre-B common
pre-B common
pre-B common

DOI:10.14753/SE.2015.1749

normal j6 0%
hyperdiploid rossz 5.8%
ETV6/RUNX1 fazigo 0%
del. ETV6
BCR/ABL fuzié rossz 5.20%
del. p16# rossz 10%
hyperdiploid j6 0%
hyperdiploid# jo <1%
hyperdiploid j6 <1%
hyperdiploid j6 0.35%
hyperdiploid jo 1.80%
ETV6/RUNX1 fazigd 0.45%
del. ETV6
normal j6 1%
normal rossz 0%.6
hyperdiploid j6 4.70%
normal rossz $.60%
normal rossz§ 0%
normal rossz %
normal jo 2.90%
ETV6/RUNX1 fazié jé 2.00%
hyperdiploid jo 0%
hyperdiploid j6 0%
ampl. RUNX1 rossz 9.50%

40

0%
0%
0.10%

0%

0%
0%
0%
0%

0%
0.14%
0.03%

1%
0%
0%
0%
0%

0%
0%
0%
0%
0%
0%

SR migszi6
HR remisszio
IR remisszio
HR  haldlozas (transplantaciohoz
kapcsol6dd mortalitas)

IR haldlozas (betegség progresszio)
IR remisszio

SR remisszio
SR remisszio

SR remisszio
SR remisszio
SR remisszio
SR remisszio
HR remisszio
SR remisszio
IR kés relapszus (KIR), remisszio
IR halalozéas (korai relapszus,
betegség progresszio)

IR kési relapszus, remisszié
IR remisszio

IR remisszio
SR remisszio

SR remisszio
HR remisszio



Tablazat folytatasa.

38
39
40
41
42

43
44
45
46
47
48
49
50
51

52
53
54

6.75/M
2/IM
9.25/F
1.8/M
3.75/F

10/M
15.6/M
10.9/M
2.2/F
16/M
6.6/F
3.7/M
5/M
4.2/F

3.2/F
6.75/M
2/M

BCP
BCP

BCP
BCP

BCP

BCP
BCP
BCP
BCP
BCP
BCP
BCP
BCP
BCP

BCP
BCP
BCP

DOI:10.14753/SE.2015.1749

94%  46.87 pre-B common hyperdiploid
95% 42.71 pre-B common normal
66% 3.9 pre-B normal
79% 115.4 pre-B common normal
81% 107.7 pre-B common, normal
CD13 expresszioval
91.60% 11.6 pre-B hyperdiploid
100% 5.97  pre-B common hyperdiploid
75% 62.0 pro-B normal
84.50%8.71  pre-B common hyperdiploid
100% 102 pre-B hyperdiploid
>90% 6.9 pre-B common normal
87% 34.24 pre-B common normal
80% 15.57 pre-B common normal
73% 6.07 pre-B common, hyperdiploid
CD13 expresszidval
96.60%10.88 pre-B common normal
73% 6.7 pre-B common hyperdiploid
80% 6.92 pre-B common normal

i

i

j6

j6

rossz
jo
j6

jo
i

0.30% 0%
0.40% 0%
0.08% 0%
0.17% 0%
02% 0%

1.50% 0%
0% 0%
<1% 0%
<0,03% 0%
0.16% 0%
0.15% 0%
1.45% 0%
0% 0%
0.03% 0%

0.16% 0%
0.12% 0%

rossz § 4%.0 0%

IR
IR

remisszio
remisszio

SR emisszi6

IR
SR

remisszio
remisszio

remisszio
remisszié
remisszio
[55374[0)
remisszio
remisszio
remisszio
remisszio
remisszio

remisszio
remisszio
halalozas (kéigelapszus,
betegség progresszid)
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3.2. Primer ALL-es sejtek izolalasa

A lymphoblastokat gyermekkori ALL betegek csontieés periférids vér mintéibol-, a
normal periférias mononuklearis sejteket egészségkdve nem leukémids donorok
alvadasgatolt (Na-heparin/EDTA-s) periférias vétébizolaltuk diriiség gradiens
centrifugalast kovéen (Histopaque 1077, Sigma Aldrich, St. Louis, M®@).normal B-

sejteket MACS CD19 magneses mikrogyongyokkel — artgyleirdsanak megfeten —

(Miltenyi Biotec, Auburn, CA) egészséges donoroksitla palatinajabél-, a normal T-
sejteket nylon fiberrel (Wako Chemicals) Wohlermatsi leirdsa alapjan2(8 egészséges

donorok periférias vérébnyertik ki. A sejteket a tovabbi felhasznalasig>C-on taroltuk.

3.3. Sejtvonalak, tenyésztés, kezelés

Az in vitro vizsgalatokhoz human ALL-es sejtvonatk|[Nalmé6 (prekurzor B-sejtes
leukémia), Mn60 (akut B-ALL-81 eléallitott B-sejtes leukémia), Jurkat (akut T sejtes
leukémia), CEM (akut T sejtes lymphoid leukémig)ipmyelocitas leukémia sejtvonalat
(HL60), human lymphoma sejtvonalakat [KMH2 (Hodgkpmphoma), BHD1 (diffuz, nagy
B-sejtes lymphoma)] (10. tablazat), valamint gydtkesei akut lymphoid leukémias betegek
primer leukémia sejtjeit hasznaltuk fel. A sejteRBtés 75 crhtérfogaty tenyésatflaskaban
tenyésztettik 37°C-on, 5% GO tartalmazd légkorben, 10-20% foetalis borjusmést
(Sigma, Gibco), 0,03% L-glutamint (Sigma), és 1@dml streptomycint (Sigma) tartalmazo
RPMI-1640 médiumban (Sigma, Gibco). A primer ALLjtsk esetében az @lbiekben
targyalt tenyésztési feltételeket nem esszencaisnosavak (1%, Sigma) hozzéadaséaval
egeészitettik ki. A BHD1 sejtvonal esetében ablgl médiumtdl elt&fen Iscove’s MDM
(Gibco) és RPMI-1640 meédiumok 1:4 aranyu kevereMktdlmaztuk. Vizsgalatainkban a
novekedés exponencialis fazisabarblsgjteket hasznaltunk.

A kezelésekhez megfetelsejtszamra (2#40°/ml, — révidtavi ALL kultirak esetében —
5*10°/ml) higitottuk a sejttenyészetet, és plate-er286,48, 96 lyuku) vagy flaskaban (25, 75
cm® térfogati) mTORC1 gatlé rapamycinnel (50 ng/ml, p&aycin, Sigma) és a
konvenciondlis kemoterapiaban hasznalatos szerekiezleltik 0-72 6ran keresztiil:
methotrexate (20 nM, Methotrexate-Teva, Pharmaochdn, Haarlem, Nederland), cytosin-
arabinoside (10 ng/ml, Alexan, Ebewe Pharma Gmbhtekach, Austria), doxorubicin (100
nM, Doxorubicin ,Ebewe”, Ebewe Pharma), vincrisif® nM, Vincristin liquid, Richter

Gedeon Nyrt., Budapest, Hungary), etoposide (10 BMposide-Teva, Pharmachemie BV,
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Haarlem, Nederland), methyl-prednisolon (100 nM, tiMkprednisolon-Human, TEVA,
Debrecen, Hungary) és cyclophosphamide (500 nM,okam, Baxter Oncology GmbH,
Halle, Germany. Harom flggetlen kisérletet végdztigs mindig legalabb harom

parhuzamos mintat vizsgaltunk.

10. tdblazat. A vizsgélatokban hasznalt sejtvonak.

Sejtvonal Daganattipus Eredet

Nalm6 prekurzor B-sejtes ACC 128 klén, German Tissue Collection of
leukémia Microorganisms and Cell Culture (DSMZ)

Mn60 akut B-sejtes ACC 138 klén, DSMZ
leukémia

Jurkat akut T sejtes E6-1 klén, American Type Culture Collection (ATCC)
leukémia

CEM akut T sejtes #82112105 klén, European Collection of Cell Culture
leukémia ECACC

HL60 promyelocitas leukémia CCL-240 klon, ATCC

KMH2 Hodgkin lymphoma ACC 8 klén, DSMZ

BHD1 Diffuz, nagy B-sejtes  Prof. Dr. Peter Moller (Patolégiai Intézet, Univigdis
lymphoma Ulm, Németorszag)

3.4. Aramlasi citometria

A sejtek kezelése soran az apoptozis vizsgalatbkbalik és mtsi 219 leirdsa alapjan
végeztuk. A sejteket -20 °C-on tarolt, 70%-os dtaano fixaltuk szobatmérsékleten. Lugos
extrakciot (200 mM NgHPOy, pH 7,4), RNaz-t (100 pug/ml, Sigma), valamint pchpim-
jodid (1mg/ml, 95-98%, Sigma) festést alkalmaztuAk. apoptézis vizsgalatok FACScan
aramlasi citométeren (BD Biosciences), CellQU&SBD) szoftver segitségével torténtek
(mintanként 10-20000 sejtet mértink). Az apoptdiku alacsony DNS tartalmd, szubGl1l
populacié 220) — sejtek szazalékos aranyat WinList (Verity Saftev House) szoftver

segitségével mutattuk ki.

3.5. Western-blot

A sejteket élszor lizis pufferben (1 millio sejt/100, 50 mM Tris-HCI, pH 7,5, 150 mM
NaCl, 1% NP40, 10 mM NaF, 1 mM PMSF, 0,5 mM Na-@wa@at, 1Qug/ml leupeptid, 10%
glicerol) lizaltuk, a lizdtumot 30 percig jégen ttuk, majd 20 percig 20000 rpm
fordulatszammal centrifugaltuk. A feltliszébdol Qubuorométer (Invitrogen) segitségével

Ve

Laemmli puffer (BioRad) 1:1 aranyban felforraltukjajd 10 percig jégen tartottuk. A
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fehérjéket SDS-poliakrilamid gélen (10-12,5-15%-ekktroforézis segitségével valasztottuk
el, majd PVDF membranra (BioRad) blottoltuk. Blokkst kdveben a membranokat az
elssdleges antitestekkel — anti-foszfo-mTOR (1:1000nPOR, Ser2448), anti-foszfo-S6
(1:1000, p-S6, Ser235/236), anti-foszfo-p70S6K @00, p-p70S6K, Thr389) (Cell
Signaling) — inkubaltuk 4°C-on, egy éjszakan atstiagos éhivé rendszerként Vectastain
Elite ABC kit-et (Vector Laboratories, BurlingameCA, US) alkalmaztunk. A
kemilumineszcens éhivashoz ECL szubsztratot hasznaltunk (ECL WestBtatting
Substrate, Pierce) és a membranokat Kodak Imagers#000 MM kameraval (Eastman
Kodak) fényképeztik le. A membranokat ezt kéeet levetkztettilk (Re-Blot Strong;
Chemicon) és anfi-aktin antitesttel (1:2500, Sigma) igSeivtuk, igy elledrizve az azonos

fehérjemennyiséget, a mintak dsszehasonlithatasagat

3.6.ELISA vizsgalat

Az azonos sejtszamot tartalmazo mintakhoz (izddalés T sejtek, PMNC, human ALL és
lymphoma sejtvonalak, periférids vér és csordivieblalt primer ALL sejtek) 1 mM PMSF-et
tartalmazé lizis puffert (1 millié sejt/100l, Cell Lysis Buffer, Cell Signaling) adtunk, a
lizatumot 30 percig jégen tartottuk, k6zben tobbsairtexeltik, majd 20 percig 20000 rpm
fordulatszammal 4 °C-on centrifugaltuk. A felllukZéhérjemennyiségét Qubit fluorométer
(Invitrogen, Carlsbad, CA, US) segitségével hatékomeg, és kiulonbézmintdk esetében
mindig azonos mennyisédehérjét hasznaltunk vizsgéalatainkban. A p-mTOR;36, és a p-
4EBP1 fehérjék detektalasa szendvics ELISA kitem{fOR, R&D System; PathScan p-S6
Ribosomal Protein, Ser235/236; PathScan p-4EBP1137Thhr46, Cell Signaling)
alkalmazasaval tortént, a gyartd utasitasanak rnedgda: a higitott mintakat (100l/minta,
Sample Diluenttel tortén1:1 ardnya higitds) 96 Iyuka plate-re pipettdzté&,4°C-on egy
ejszakan at inkubaltuk. Az antitesttel (DetectiomtiBody, 37°C, 60 perc) torténnkubaciot
kovetben a detektaldas HRP-konjugalt anti-egér 1gG magodlaantitest (HRP-Liked
Secunder Antibody, 37°C, 30 perc) alkalmazasawalizualizalas TMB szubsztrattal (TMB
Substrate, 37°C, 10 perc) tortémtz abszorpcidt és optikai denzitast (OD) 450 nm
hullamhosszon mértikPozitiv kontrollként a p-mTOR, p-S6 és p-4EBP1 éfpket
fokozottan expresszalé sejtvonalat (KMH2) haszm&ltumelydl minden vizsgalatunkban

higitasi sort készitettink.
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3.7.Immuncitokémia

A vizsgélat soran a metanolban fixalt citospin leeleet az endogén peroxidaz blokkolast
(perjédsav — 10 perc; Na-borohidrid — 10 perc; dggn-peroxidaz (30%) és metanol 1:1
aranyu keveréke — 20 perc) koden, l16szérummal (3% — 30 perc) is blokkoltuk. Majd
elssdleges ellenanyagokkal inkubaltuk 4 °C-on egy é@gaaat az alabbi higitasokban: anti-p-
ERK — 1:25, anti-foszfo-mTOR — 1:25, anti-foszfog®bK — 1:25, anti-foszfo-S6 — 1:100,
anti-foszfo-4EBP1 — 1:100 (Cell Signaling). A ddtd&s Novolink polimer rendszerrel
tortént (Novocastra) a gyarto leirdsanak megelel a reakcié kimutatasara DAB szubsztrat-
kromogén (3,3'-diaminobenzidine) rendszert hasanklt (Dako, Glostrup, Denmark).
Hematoxolin hattérfestést koven a lemezek értékelése két fliggetlen patoldglisségével
tortént. A fesbdés alapjan gyenge, kozepeseiseis afs értékelést hasznaltunk. Pozitiv
kontrollként olyan lymphoma sejtvonalakat alkalngmkt (KMH2, BHD1), melyek a kérdéses

fehérjét a munkacsoport korabbi vizsgalataib@sem expresszaljak.

Bizonyos esetben — Ujonnan diagnosztizalt ALL-etedpek csontvéi sejtjeiben — indirekt
jeldlt, fluoreszcens immuncitokémiai vizsgalatotvisgeztink a p-S6 és p-4EBP1 aktivitas
kimutataséra folyadék fazisban. A vizsgalatokhanilié sejtet hasznéltunk fel mintanként,
és jeldltink anti-foszfo-S6 vagy anti-foszfo-4EB&llenanyagokkal (1:100, Cell Signaling).
Ezt kdvebten biotinilalt anti-nyul IgG masodlagos ellenanya@fn200, Vector Laboratories)
és fluoreszcens festéket (1:50, Qdot 705 sztregitakionjugat, Invitrogen) alkalmaztunk. A
mérések FACSCalibur aramlasi citométeren (BD Brrsogs) torténtek, az adatokat

CellQuest (BD Biosciences) szoftverrel értékeltik.

3.8.MikroRNS izolalas, cDNS atiras

A lymphoma és ALL sejtvonalakbdl, valamint primeLIA sejteki®l mirVanar miRNA
izolalo kittel (Ambion, St. Austin, US) izolaltukmiRNS-eket, €s a mintakat hasznalatig -70
C-on téroltuk. A cDNS atiras Mastercycler persogab segitségével (Eppendorf AG,
Hamburg, Germany) tortént TagMan MicroRNA Reversanscription Kit, és Tagman
MicroRNA Assay Kit-ekben talalhatdo stem-loop RT rperek [(hsa-miR-16 (Assay ID:
000391), hsa-miR-21 (Assay ID: 000397), hsa-miR(24say ID: 000402), hsa-miR-29b
(Assay ID: 000413), hsa-miR-128b (Assay ID: 00058B¥a-miR-142-3p (Assay ID:
000464), hsa-miR-155 (Assay ID: 000479), hsa-mzR-ZAssay ID: 000526), RNU6B
(Assay ID: 001093), Applied Biosystems, Foster Cit¢A, US) (11. tablazat)]
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alkalmazasaval, a protokollnak megféest. A reverz transzkripcibhoz a kovetkez
ciklusparamétereket alkalmaztuk: ciklus: 16 °C 8fcp42 °C 30 perc, 85 °C 5 perc.

3.9.Val6s ideji PCR

A miRNS-ek amplifikaci6jahoz TagMan Gene Expressitdaster Mix-et (Applied
Biosystems) és TagMan MicroRNA Assay Kitekben tedé TM-primereket (miR-16, 21,
24, 29b, 128b, 142-3p, 155, 223, Applied Biosyslehasznaltunk (11. tablazat). A reakcio
96-0s plate-en zajlott 7300 Real Time PCR Systerpplidd Biosystems) késziléken, a
kovetked ciklusparaméterek alkalmazasaval: 95°C 10 pers;d915 masodperc, 60°C 1
perc] x 50 ciklus. Harom parhuzamos mintaval dolgok és a miRNS expresszié relativ
értékét a bets kontrollként szolgadlo RNU6B szintjehez (AppliedoBystems) normalizaltuk,
melyet gyakran alkalmaznak referenciaként hematailapganatok miRNS vizsgalataiban
(221, 223. Az eredményeket Ct (threshold cycle) értékekmigdban kaptuk meg. Az
adatokat 7500 software v.1.3.0-, és DataAssistOv.grogram (Applied Biosystems)
segitségével értékeltilk. Egészséges donorok pasifeérébl izolalt mononukleéris sejtek
(PMNC), T-sejtek, valamint tonsilla palatinabdl liald B-sejtek miRNS expresszidjat
dsszehasonlitottuk, melyben nem taldltunk szigaifsk kulonbséget. A tovabbi
vizsgalatainkban ezért periféridAs mononuklearistekejexpressziéjahoz viszonyitottunk,
melyet 100%-nak, azaz 1-nek tekintettik az Osszoehigdsokban. Nem leukémids és akut
lymphoid leukémids betegek periférids vér és csdsittmononuklearis sejtjeinek miRNS
expressziojat dsszehasonlitva, ugyancsak nemutataizignifikans eltérést, ezért periférias
vér és csontvél mintakat is fel tudtunk hasznalni kisérleteinkbé&tozitiv kontrollnak —
irodalomi adatok alapjan — a vizsgalt miRNS-ekébfmttan expresszalo lymphoma (BHD1,
diffiz, nagy, B-sejtes lymphoma) sejtvonalat alkadmunk.
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11. tdbl&zat. A vizsgélt miRNS-ek primer szekvenciaja.

5' - 3' szekvencii 5' - 3' szekvencia 3' - 5'szekvencia
Vizsgalt miRNS RT-primer PCR-primer (forward) PCR-primer (reverz)
hsa-miR-16 cctttgaggttggtactacggegecaatat  acctttgaggttggtactacgg gtgcagtagcagcacgtaaat
hsa-miR-21 cactgtctagcacgacactaatcaacatcag ccactgtctagcacgacactaa gccaggcatagcttatcagactg
hsa-miR-24 gcacatgactcgtagatacggcetgttcctg  cgcacatgactcgtagatacgg tgcgtggctcagttcage
hsa-miR-29b caagccctagtattcctcgacaacactgatt  gcaagccctagtattcctcgac agctccgtatagcaccatttgaaa
hsa-miR-128b catccggctatgegtattggaaagagacc  cctcatccggctatgegtattg tggcgtcacagtgaaccg
hsa-miR-142-3p  cttgcatagtgcgcgtaataatccataaagt ccttgcatagtgegegtaataa ggaatccctgtagtgtttcctact
hsa-miR-155 ccagaaaccgatcagagtgtcccctatca  ttccagaaaccgatcagagtgt cgccatgtttaatgctaategtga
hsa-miR-223 aggcgtcgagcttaatgtcggggtatttg tctaggcegtcgagcttaatgtc cgtagccctgtcagtttgtcaa

3.10. Statisztika

Az adatok kiértékelése normal eloszlas esetébemikifts parositott-probaval (Statistic

9.0) tortént, ha a minta eloszlasa nem mutatott noreh@szlast Man-Whitney U tesztet
(Statistica 9.palkalmaztunkA kategorikus valtozok dsszehasonlitasahhi® és Fisher-féle
exakt teszteket hasznalturk.Chi® teszt elvégzésiek feltétele, hogy minden alkategériat
megfeleben nagy esetszam legyen. Ahol ez nem teljesuflkdimaztuk a Fish-féle exakt
tesztet. Az ELISAOD cutoff értél-, illetve a miRNS 128b relativ expresszidés haték

meghatarozasa -a betegek prognésat figyelembe véve -ROC analizissel torté,

kovariancia vizsgélat(SPSS) segitségév A teljes illetve relapszus mentes talé

vizsgélatdhoz Kaplan-Meidéle tulélési analizi alkalmaztunk. A tulélési intervallumc
meghatarozasanal a teljes tulélés esetében a diagnégallaitasatol a halal bekbvetkezt,

mig a relapszus mentes tulélés meghatarozasaedmszusig eltelt it vettik figyelembe
Az mTOR aktivitasat jeld p-4EBP1 értékekulélésre kifejtett hatdsat egyes prognosz
csoportokban logank teszt segitségével vizsgaltuk. Kilonbogrognosztikai faktoro

multivariancia analiziséhez Cox regressziés nlt hasznaltunk. A ptEBPI és miR 128b
expresszio kozotti derelacio vizsgalathoz Spearmi-féle korrelacié analizist alkalmaztur
Az elemzést SPSS 15.1 (SPSS Inc.), illetve Stat SORTISTICA 9.0 szoftverekkel
végeztik Statisztikailag szignifikansnak a p<0,05 értékkirtettiik
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4. EREDMENYEK
4.1.Az mTOR jelatvitelitvona aktivitasanak vizsgalata
4.1.1. Az mTOR jelatviteli utvonal aktivithsanak vizsgalathuman ALl

sejtvonalakban és izolalt gyermekkALL sejtekben

Az mTORjelatviteli utvonal aktivitasanak meghatarozéoz a pmTOR, a |-S6, a p-
p70S6K és a @EBP1 fehérjék mennyiségét vizsgaltuk Western blotnuncitokémiai
ELISA, valamint aramlasi tometriaimodszerekkel. Vizsgalataingh pozitiv kontrollként
KMH2 és BHD1 — Hodgkinilletve DLBCL — sejtvonalakahasznaltuk ismert magas mT(
aktivitasukmiatt. Western bl«-tal az mTOR aktiv (mTOR) forméjanak, valamint az mTC
direkt (pp70S6K) és indirekt -S6) célmolekuldinak mennyiségét mutattuk k-ALL
sejtvonalakban (CEM, Jurkat) igazoltuk-mTOR, p-p70S6K és §6 fehérjék expresszidj
mely alymphoma sejtvonalaknal (KMH2, BHD1) tapasztexpresszional alacsonyabb v
(7. a &bra).

BHD1 KMH?2 CEM Jurkat
eSS 8 0 p-mTOR, 289kDa
ks . pp70sSeK,70kDa

s B - wes p-56,32kDa

a. | — — — — p-aktin, 45kDa

Nem lenkémias
Két killonhdzk ALL-es beteg csontveldisejtjei  csontveldisejtek
TR

~_€'._,-\ | & o
¥ ¢ _° B

7. dbra. mTOR aktivitas fliggé foszforilalt fehérjek expresszidja human sejtvonalkban
és izolalt gyermekkori ALL sejtekben (Western blot,immuncitokémia). a. A p-mTOR, p-
p70S6K és 56 fehérjék expresszidja lymphoma (BHD1: diffuzgya-sejtes lymphoma;
KMH2: Hodgkindlymphoma) és -ALL sejtvonalakban (CEM, Jurkat) Western blotb. A
p-S6 immuncitokémia Nalm6 -ALL), Jurkat (T-ALL) sejtekben és AL-es €s nem
leukémias mintakbdl szarmazao izolalt csondvehononuklearis sejtekben (immuncitokén
DAB festés -barna reakcio, 400»
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Immuncitokémiaval citospin lemezeken human B- €sALL- sejtvonalak mellett,
gyermekkori ALL-es betegek csontéekejtjeiben is detektaltuk az mTOR jelatviteli anal
aktivitasat jeld foszforilalt célmolekulak fokozott expresszidja&yermekkori ALL-es
betegek csontvél mintaiban (n=7) egyénenként valtozd méiitekp-S6 expressziot
detektaltunk (7. b abra).

Az mTOR jelatviteli utvonal aktivitdsat jeizfehérjék expressziojat gyermekkori
ALL-es betegek (n=21) csontéeimintaiban ELISA-val is meghataroztuk. Harom kiboas
ELISA kitet — p-mTOR, p-4EBP1, p-S6 — probaltunk ikielyek kozul a p-mTOR kit nem
mikodott megfelglen. igy tovabbi vizsgalatainkban az mTOR kindz Keéintos
célmolekuldjanak, a p-4EBP1-nek és a p-S6-nak peessgziojat hataroztuk meg human ALL
sejtvonalakban, valamint primer ALL sejtekben. AZ@R jelatviteli Gtvonal aktivitdsét
megvizsgaltuk egészséges donorok (n=3) perifer&sld izolalt mononuklearis sejtekben
(PMNC), tonsilla palatinabdl izolalt B-, és perit&s verldl izolalt T-sejtekben, illetve nem
leukémias veér- és csontéel mononuklearis sejtekben is. Nem talaltunk szigaiis
kilonbséget az mTOR aktivitAsban az egyes normabplyid sejtek és a véibvagy
csontvebbdl izolalt mononukleéaris sejtek esetében, ezértvalibiakban eredményeinket a
PMNC-ek OD ertékeinek atlagahoz viszonyitottuk, yael 100%-nak (azaz 1-nek)
tekintettiink az dsszehasonlitadsban. Szignifikan@nkiséget ugyanazon személy (leukémias
vagy nem leukémias) egyidejperiférias vér- és csontwel mintainak p-S6 és p4EBP1
expresszigjdban sem tapasztaltunk, igy vizsgaldiam mindkét tipusd mintét
felhasznalhattuk. Pozitiv kontrollnak a magas mTakRvitasu KMH2 (Hodgkin-lymphoma)
sejtvonalat hasznaltuk (p-4EBP1 OD: 2.8 + 0.01; €85 0.37+0.02) (8. abra). Az ALL
sejtvonalakban (T-ALL — Jurkat, CEM; B-ALL — Nalméyin60) a normal lymphoid
sejtekhez viszonyitva, szignifikhnsan emelkede86p{5,9 — 21,2x) és p-4EBP1 (63,5 —
77,6x) fehérje expressziot detektaltunk (12. tédujaz
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csoniveld (MNC) o

7 E vér (MNC)
sejtvonal

p-4EBP1 (OD)
=) — b W
O o= bW

o

Jron——
Nl N2 N3 B T NL AIL KMH2

8. abra. p-4EBPL expresszio vizsgalata normal lymphoi- és ALL sejtekben (ELISA). A

p-4EBP1 OD értékeldbrazolas kontroll periférias mononuklearis sejtekl (N1, N2, N3),
normal B- és T-sejtekbe( T), nem leukémias beteg (M-, illetve gyermekkori ALl-es
betegek vér-és csontvéli sejtjeiben (reprezentativ beteg mintak), valamatpozitiv
kontrollként hasznalt KMH2 sejtvonalban. (C— optikai denzitas; MNC— mononukleéris

sejtek; PMNC —periférias mononuklearis sejtt KMH2 — Hodgkin lymphoma sejtvona

12. tAblazat. mTOR aktivitas fliggoé foszforilalt fehérjék (p-S6 és |4EBP1) fokozott
expresszioja human ALL sejtvonalakban (ELISA).p-S6 és pAEBPL1 relativ expresszic
T-ALL (Jurkat, CEM) és BALL (Nalm6, Mn60) sejtvonalakban. (A relativ OD é&kek
kiszamitasaal a normal PMNC sejtek expresszidjadhoz viszofttyibk, melyet -nek

tekintettiik. OD -optikai denzitas; PMN( periférids mononuklearis sejtel

p-S6 p-4EBP1
Sejtvonal OD relativOD OD  relativ OD
Jurkat 0,397 19,85x 2,537 63,425x
CEM 0,118 5,9x 3,102 77,55x
Nalm6 0,323 16,15x 3,063 76,575X%
Mn60 0,423 21,15x 2,895 72,375
PMNC 0.02 1x 0.04 1x

A gyermekkori ALL-es betegek (n=21) diagnosztikus mintaiban- és csontvéi
mintak is) betegenkérdltés, ugyanazon beteg esetében a kétféle mintabanifdzigisan

nem kilonbod#, emelkaett -S6 (1,45-13,2x) és p-4EBP1 {8,3Xx) expressziot tudtur
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kimutatni ELISAval. Ez az ALL sejtek fokozott mTOR aktivitdsdutal (9. a 4bra). A
gyermekkori ALL mntak esetében tapasztalt mTOR aktivitds kiulonbséggekaz ALL
sejttipusanak, az adott betegek prognozisan- és rossz prognozis) 6sszefliggését vizsg
azt talaltuk, hogy a gEBP1 magasabb expresszids értékei szignifikansapetiiggenek

rosszabb mgndzissal, ez az 6sszefiiggés-ALL- es betegeknél kifejezettebben jelentke

(progndzis besorolas lasd. modszerek feje9. b abra).

14 - 80 -
i —~ T0 -
- 12 8
2 10 2 60 1
> E 50 -
£ 8 =
."_..f = 40 A
L 6 —
N4 A 30
® 4 4 =
* D
2 A oo 10
0 - 0
ALL betegek ALL betegek
a.
*
8 70 ™
*
7 A 601 —
A ¢ 2 50 -
(@] 5 =
& < 40 -
5 4 &
=3 m 30
2 , B 20 4
. <
o £ 10 .
1 J6 prognézisiibetegek
0 0 - rossz progndzisibetegek
Osszes Osszes B-ALL T-ALL
AIL ALL

9. abra. p-S6 és ptEBP1 fokozott expresszidja gyermekkori ALL sejtekien (ELISA). a.
A p-S6 és p-4EBPIfehérjek relativ expresszidja ugyanazon Alds betegek (n=1(
csontvebi mintaibdl izolalt leukémia sejtekben-S6 — 1,45-13,2-szereg;4EBP1 — 4-73,3-
szoros aktivitds a normal lymphoid sejtekhez vigima). b. A p-S6 és -4EBP1 expresszid
relativ OD étékei gyermekkori ALI-es betegek jéés a rossz prognoézisu betegcsoportjai
(A relativ OD értekek kiszamitasanal a kontroll P®INsejtek expressziojah
viszonyitottunk, melyet hek tekintettil A prognozis besorolast lasd a mdédszerek fejez.
OD - optikai denzitas; p<0,05)
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4.1.2. Gyermekkori ALL-es betegek mTOR aktivitasdnak ésk&l adatainak

dsszefliggése

Az mTOR aktivitds és a prognozis 6sszefliggésénesgalatahoz az esetek szamat
bévitettik, és 49 beteg 0. napi, ELISA vizsgalattaigimatarozott p-4EBP1 expresszid értékeét
hasznaltuk fel. A betegek prognoézisat figyelembeevézignifikans dsszefliggést tudtuk
kimutatni a p-4EBP1 mennyisége, és a betegek prigsaerinti megoszlasa kozott. A rossz
progndzisu betegek 0. napi csontiemintaiban szignifikAnsan magasabb volt az mTOR
aktivitast jeld p-4EBP1 fehérje expresszidja a jO progndzisu lestmgprthoz viszonyitva.
Eredményeink alapjan p-4EBP1 ELISA esetében megimtak egy OD értéket (OD: 1.1),
mely alapjan a betegeket j6 (OD<1.1) és rossz (OD>)progndézisu betegcsoportba
sorolhattuk. Ennek az értéknek a specificitdsat¥B9és szenzitivitdsat (67%) ROC
analizissel hataroztuk meg. Az 1.1-es cutoff ODekere7,5-szeres p-4EBP1 expresszio

fokozddast jelent a normal PMNC sejtekhez viszamay(iLO. abra).

Az 1.1 p4EBP1 OD érteknél alacsonyabb illetve malghsexpressziéval jellemzett
betegcsoportok klinikai adatait (életkor, nem, tgmjis, 8. napi szteroid valasz,
fehérvérsejtszam, kariotipus, prognézis, jelenlédjapot) tovabb vizsgaltuk. Mindkét
sejttipusban (B- és T-ALL) szignifikans dsszefluggésitunk kimutatni az 1.1 OD értéknél
magasabb p-4EBP1 expresszidnak medfetlehgasabb mTOR aktivitas és a betegek rossz
prognodzisa, rossz 8. napi szteroid valasza, valamimem hiperdiploid kariotipusa kdzott. A
betegek tulélési adatait megvizsgalva kimutattudgyha meghatarozott 1.1-nél alacsonyabb
p-4EBP1 OD értékek szignifikans 0sszefiiggést makata relapszus mentes taléléssel.
Tovabbi klinikai adatokkal nem talaltunk szignifiked 0sszefliggést (13. tablazat). Kaplan-
Meier gorbe segitségével abrazoltuk az mTOR aksvies a betegek tulélési idejének
Osszefliggését. Az 1.1 OD értéknél alacsonyabb P4AE&tékekkel, alacsonyabb mTOR
aktivitassal jellemezhétbetegek (n=37) teljes, és relapszus mentes téléegnifikdnsan
jobb volt az 1.1 OD eértéknél magasabb p-4EBP1 éttakutatd, magasabb mTOR
aktivitassal jellemzett betegekhez (n=12) viszoryi{p=0.00012; p=0.00032). A betegeket a
vizsgélat befejezéséig kovettik, az atlagos kovetés31.02 honap (8 — 55.2 honap) volt (11.
abra).

Multivariancia analizissel vizsgaltuk altalanos gmmosztikai faktorok — életkor, nem,
immunfenotipus, kezdeti fehérvéersejtszam — valanamt mMTOR aktivitas prognozissal
osszeflg§ relativ rizikojat. Kimutattuk, hogy a fokozott mROaktivitast jeld magas (1.1<)
p4EBP1 OD érték — 6nmagaban, egyéb valtozoktol dtiggul — szignifikansan néveli a
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rossz prognozis-a relapszus és a rossz terdpiassz ebfordulasanak rizikojat37-szeres

rizikd az alacsony mTOR aktivitassal rendetkéetegcsoporthoz viszonyitvil4. tdblazat).

p-4EBP1 (OD)

[ o)
T

(=)
1

L T
—— —
jo IOSSRZ
prognozis prognozis

atlag

53

10. abra. p4EBP1 expresszio j- és rossz
prognézisu ALL-es betegek csontvéi

sejtjeiben (ELISA). A j6 (n=37) és a ross
prognézisu (n=12) AL-es betegek p-
4EBP1 OD  értékei  szignifikansa
kilénboztek egymastol. A meghataro:z
p-4EBP1 OD cutoff érték az alacsonye
(J6 progndzis) és magasabb (ro

progndzis) mTOR aktivitasu betegcsof
kozott 1.1 volt. (A progndézis besoast

lasd a modszerek fejezet; OD — optikai

denzitas; * p<0,05).
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13. tdbldzat. Gyermekkori akut lymphoid leukémias letegek (n=49) klinikai adatainak
és mMTOR aktivitasdnak Osszefiiggés&. — a p-4EBP1 ELISA OD cutoff érték (OD=1.1)
alapjan tortéé besorolas; # — életkor a diagnozis megallapitasako— a hyperdiploid
csoportba soroltunk két beteget, akiknél ETV6/RUN¥2i6t mutattak ki; *** — progndzis
meghatarozasa lasd modszerek; & — a betegek &lagpotizsgalat befejezéséig. (SR —
alacsony, IR — kdzepes, HR — magas rizikoju kekelgs TX — transzplantacio; TRM —
transzplantaciéhoz kapcsolddé haldlozgs; Fisher exakt és— chf tesztekn — szignifikans

korrelacio az mTOR aktivitassal).

Osszes alacsony mTOR magas mTOR
eset % aktivitas§ % aktivitas§ % p
ALL betegek szama (%) 49 100 38 79 11 21
Eletkor #
6 éves vagy > 29 59 23 79 6 21 0,722
6 éves < 20 41 15 75 5 25
Nem
né 15 31 14 93 1 7 0,137
férfi 34 69 24 71 10 29
Immunfenotipus
pre-T 8 16 4 50 4 50
pre-B 41 84 34 83 7 17 0,063
Szteroid valaszx
j6 valasz a 8. napon 40 81 35 88 5 12
rossz valasz a 8. napon 9 19 3 33 6 67 <<0,05
Fehérvérsejtszam
20 G/l vagy > 21 43 17 81 4 19
20Gll< 28 57 21 75 7 25 0,797
Kariotipus **, ©
normél 24 49 24 71 7 29
hyperdiploid 21 43 20 95 1 5 <0,05
rossz prognézisra utald 4 8 1 25 3 75
genetikai eltérések
Prognézis ***, &
j6 37 76 33 89 4 11 <<0,05p
rossz 12 24 4 33 8 67
Jelenlegi allapot &,
betegség mentes remisszd Sk 21 43 20 95 1 5
IR 16 33 13 81 3 19

HF 5 10 3 60 2 40 <<0,05
remisszio (relapszust 3-2IR; 6 2 67 1 33
kovetéen vagy TX) 1HR
elhaldlozas (progressziot 4 -1IR; 8 0 0 4 100
kovetéen vagy TRM) 3HR
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11. 4bra. mTOR aktivitas Osszefiiggése a gyermekkori AL-es betegek tulélésévi

(Kaplan-Meier goérbe). a. A teljes ésb. relapszus mentes tulélést abiltuk. A betegek

alacsony (n=37)illetve magas (n=12) mTOR aktivitassal rendetkbetegcsoportba tortér

besorolasa 1.1-es 4EBP1 cutoff OD értéknél. (— komplett események; — nem teljes

adatok; p<<0.05; Logank teszt

14. tablazat. Fuggetlen prognosztikai tényeék multivari ancia analizise gyermekkori

ALL-ben. Az életkor, a nem, az immunfenotipus, a fehérvaa@n, valamint az mTO

aktivitasprogndzissal valé 6sszefliggé# — a betegek mTOR aktivitészerinti besorolasa ¢
1.1-es p4EBP1 cutoff OD eértékne (RR — relativ rizikd; 95% CF 95% konfidencia

intervallum; na -nem alkalmazhatér — szignifikans korrel4cio).

Prognosztikai faktorok RR (95% CI) p
Eletkor évben 6 ~ >6) 0.204 (0.025-1.65)  0.136
Nem (né ~ férfi) na 1.
Immunfenotipus (B ~ T, 5.148 (0.429-61.8) 0.196
Fehérvérsejtszam <20G/l ~ >20G/I 0.249 (0.025-2.48) 0.236
MTOR aktivitds (alacsony ~ magas) & 37.07 (2.552-538.5  0.0081
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4.1.3. Az mTOR aktivitas vizsgalata a kezelkdzben gyjtott kovetéses AL

mintakbdl izolalt mononukleéris sejtekl

21 beteg mintaibarmizsgaltuk azmTOR aktivitas fug§ foszfailalt fehérjék p-S6 és
p-4EBP1 expresszidj&LISA-val. Valamennyi vizsgalesetben (progndzistol fuggetleni
p-S6 és p-4EBPExpresszid csokkent a kezelés 3. honapjara, a lghlasztok egyidéj
csokkenésével. A j6 progndzisu, alacsonyabb kezdefiOR aktivitassal (OD<1.]
rendelked betegek esetében «4EBP1 expresszié a kezelés alatti kbvetéses miate
lecsOkkent (akezelés ditti mintakhoz viszonyitva), és a két éves koveidéi alatt sen
emelkedett. A kezdeti magas (OD>1.-4EBP1 expressziot mutato, kbb rossz prognozis
betegek esetében adfEBP1 fehérje expresszidja ugyan szignifikansaklesit a kezel¢ 3.
hénapjara, relapszusban azonban a kezdeti értékeflelkede, jelezve a magas mTC

aktivitassal rendelkézALL sejtek megjelenését éaranyanak novekedését a mkban (12.

abra).
0. napi mintak
protokoll M elétti mintak 0.napi minta
il 33.napiminia
6 40 - proiokol M elGtti minta
s | & 35 minta relapsznsbal
g‘ S 30 4 4 7 T
o 4 1 ‘:3' 25 - — *®
5 = o 3 T
23 & 20 e
= B 15 B2
V.3 i
-] 2 ﬁ 10 4 ﬁ *
] ¥ T 14—
] "o Tl 1
0 _ _ 0 n _ 0 T T
Osszes Osszes Két knlonbozd Két kiilonbazi
AL AL j6 progndzisi beteg rossz progndzisibeteg
a. b.

12. abra. mTOR aktivitas fliggo foszforilalt fehérjék expresszidjanakvaltozasaa kezelés
soran gyijtott ALL-e s mintdk mononuklearis sejtjeiber (ELISA). a. A p-S6 és p-4EBP1
fehérjék mennyisége a fapi és a protokoll M étti mintakbanb. A p-4EBP1 expresszio k
jO- éskét rossz progndzisu bete. napi, 33. napiprotokoll M ebitti, valamirt relapszusbal
szarmaz6 mintaiban. (A relativ OD értékek megadasakor a @riPMNC sejtel

expresszidjdhoz viszonyitottunk; C— optikai denzitas; * p<0,05).

56



DOI:10.14753/SE.2015.1749

4.1.4. Az mTOR aktivitds kimutatdsa gyermeki ALL-es mintdkbar aramlasi

citometriaval

ELISA eredményeink alapjan felmet az mTOR aktiviths meghatarozasé
jelenbsége masmodszerekkel is.Az ALL rutin diagnosztikajhan CD markerek ¢
intracellularis fehérj expresszidjnak meghatarozasa tipizalas és kovetés soraramlasi
citometriaval torténik Aramlasi citometriaivizsgalaginkban indirekt fluoreszcens festés
jeléletlen p-S6 és BEBP1 ellenanyagok segitségévizsgéltukaz mTORaktivitas fugd
foszforilalt fenérjék mennyisége A vizsgalt gyermekkori ALL-escsontvedi mintakban
(n=3) a fokozott p4dEBP1 és -S6 expressziot ezzel a modszerrel is ki tudtuk mijtaz
atlagos fluoreszcencimtenzita: valtozas AMFI) — a nem leukémids, kontroll sejtekt

viszonyitva — 15-20 szora®lt (13. abra).

p-S6 p-4EBP1
8, 38,
3 3
. =] TFT— : =1 IFI=1.56
normal Py AMFI=2.35 Py AMFI=1.56
periférias 3 3 . 4
: o 1 A 1 -0 r
mononuklearis © © ko S ©® _:".-J{.'J_i?‘,
sejtek g V/iah e AN
O hasile® || M| Py P AN, . SR
100 10" 10? 10® 1wt 1@ w0 10?2 102 104
FL2-Height FL2-Height
38, =F
o o
8 _ 8
ALL g3 AMFF426 |, AMFI=32 4
csontveléi 3 o .‘.%{fi 3o ﬁﬁ.‘%_ﬂ_
TR O ® i =5 O @ LR T
sejtek BN > 1 AT
& LA N ? AN
1 102 10° 104 100 10! 10?2 10 104
FL2-Height FL2-Height

13. abra. p-4EBP1 és a |56 expresszié vizsgalat eredménye egylL -es beteg és egy
egészségdsontroll személy mintdjaban (aramlasi citometria). A hisztogrammon a-S6 és
p-4EBP1 expresszidjanakamlasi citometriavizsgalat eredményidthatdo normal PMNC €
akut lymphoid leukémias beteg csontiedejtjeiben. A -S6 és pAEBP1 exresszié mértékeét
a negativ kontrollhoz ko) viszonyitva, a fluoreszcencia intenz kiilénbségekéntAMFI)
adtuk meg. A kulonbségeliFI) a nornal perifériasmononuklearis sejtekr 2.35 (p-S6),
és 1.56 (p-4EBP1), a bemuittALL-es esetben 42.6 (p-S6), illetve 3Zp44EBP1). (PMNC

— perif@ias mononuklearis sejteAMFI — fluoreszcencia intenzitas killonbsé
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4.1.5. A rapamycin apoptézis indukalé hatdsa kemoteragigerekkel huméan ALL

sejtekben

In vitro vizsgéltuk a rapamycin apoptozis indukalé hatdsdtl. sejtekben,
onmagaban, vagy kemoterapias szerekkel kombinatiolzeallitottuk a kilonbdz
kemoterapias szerek olyan minimalis koncentracidplyek apoptézis indukalé hatasa még
fokozhato. Kisérleteinkben huméan ALL sejtvonalakBtALL — Nalm6, Mn60; T-ALL —
Jurkat, CEM) kezeltink (24-72 o6ra) konvenciondlisdkalmazott, ismert szerek alacsony
dozisaval (doxorubicin, vincristin, methotrexatgtosin-arabinoside, cyclophosphamide vagy
methyl-prednisolon), rapamycinnel és kombinaciéplkkA Nalm6é, Mn60 és CEM
sejtvonalak esetében a72 6ras rapamycin kezelgsdif¢rativ hatasat tudtuk kimutatni, mig
Jurkat sejtvonalnal a proliferaciogatlas melletspantan apoptozis mértéke is emelkedett. A
kombinacios kezelésekben a legérzékenyebb, Jukad &lalm6 sejtvonalak esetében a
rapamycin minden alkalmazott kemoterapias szertapikps hatasat fokozta (szignifikansan
a Nalm6 sejtvonalban csak a doxorubicin és a metitednisolon hataséat) (14. abra). Az
Mn60 és CEM sejtvonalak esetében ennél kisebb kieé&ékenységet talaltunk, az Mn60
sejtvonal esetében a rapamycin fokozta a cytosihHanside, etoposide és methyl-
prednisolon apoptézis indukalé hatasat, mig a CEjNvenal esetében ez a hatas csak a

methyl-prednisolonnal kombinaciéban volt megfigedih

Gyermekkori ALL-es betegek izolalt leukémia sejtjeitjonnan diagnosztizalt (n=3),
illetve relabalé (n=2) betegek — rovid ideig, 24amrkeresztil kezeltik. Izolélt primer
leukémia sejtek spontan apoptdzisanak mértéke 30-i80lehet 24-48 6ra tenyésztés utan.
Ezt probaltuk csokkenteni a tenyésztési feltételetimalizalasaval — 20%-o0s FSC, 0,03% L-
glutamin, nem esszencialis aminosavak hozzaadaga5—a abra). A legoptimalisabb
feltételek kivalasztasa utan az izolalt ALL seji&k O0rés tenyésztését koden 30,7 — 60,5%
spontan apoptozist tapasztaltunkizsgalatainkban a rapamycin és a rapamycin ko&dids
kezelések (doxorubicin, etoposide, vincristin, rogtxate, methyl-prednisolon, cytosin-
arabinoside, cyclophosphamide) apoptotikus hataesitteltikin vitro. A rapamycin a
kemoterapids szerek hatasat kulortboertékben fokoztél0o — 91%) Két beteg esetében (1
Gjonnan diagnosztizalt, 1 relabalé beteg) a rapamégs a kombinacids kezelések apoptdzis
indukalé hatasa nem volt szignifikdns (<l0%), hardoeteg esetében (2 Ujonnan
diagnosztizalt, 1 relabalé beteg) a rapamycin orabag is fokozta az apoptozist, €s névelte

az etoposide, vincristin és methyl-prednisolon &pzip indukald hatdsat (15. b abra).
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14. abra. Rapamycinkombinaciés kezelése in vitro apoptdzis indukélé hatasi huméan
ALL sejtvonalakban (&ramlési citometria). Rapamycin és kemoterapias szerek 72
kezelése Nalm6 (BLL) és Jurkat (-ALL) sejtekben. (ko —kezeletlen kontroll; dox
doxorubicin, 100 nM; vcr wincristin, 3 nM; mtx —methotrexate, 20 nivcyt-ara: — cytosin-
arabinoside, 10 ng/ml, cyceycloprosphamide, 500 nM; med — metipfednsolon, 100 nM;
rap — rapamycin, 50 ng/mk gzignifikans apoptdzis fokozodas, p<0,05).
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15. abra. Gyermekkori ALL sejtek short-term tenyésztése és kezel¢ rapamycinnel és
kemoterapids szerekkel.a. lIzolalt gyermekkori ALL sejtek tengztési feltételeine

bedllitasa (FCS -foetalis borjuszérum; glu— L-glutamin; NEM - nem esszencialis
aminosavak)b. Az etoposide (eto, 10 nM), vincristin (vcr, 3 nMds methy-prednisolon
(med, 100 nM) rapamycin (rap, 50 ng/ml) 24 ¢6ras kmaciés kezelésének apoptd

induk&lé hatdsa gyermekkori Ales betegekdl (n=3) izolalt leukémia sejtjeikb. (*

p<0,05).
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4.1.6. A rapamycin csokkenti az mTOR aktivitas fligfpszforilalt fehérjék
mennyiségét human ALL és lymphoma sejtekben

A rapamycin és kulonbézkombinacios kezelések mTOR aktivitasra gyakoratakat
a célfenhérjék foszforilalt formainak mennyiségi sgalataval kovettik Western blot,
immuncitokémia és ELISA segitségével human ALLyspghoma sejtekben. Western blot-
tal human T-ALL sejtvonalak (CEM) esetében iazvitro rapamycin kezelést (48 6ra)
koveben nem tudtunk jelets p-S6 expresszido csOkkenést kimutatni. A BHD1 (lah
lymphoma) sejtvonal esetében azonban, a rapamyumagaban és kombinacioban is —
doxorubicin, cytosin-arabinoside, methotrexate ékkentette az mTOR aktivitas fig@-S6

fehérje expresszidjat (16. abra).

Huméan ALL sejtvonalakban (Nalm6é és Jurkat) immuwiaimiaval vizsgaltuk a
rapamycin (24 ¢6ra) kezelés mTOR jelatviteli Gtvoraddtivitisanak valtozasara kifejtett
hatdsat és az mTOR komplexeket alkotd fehérjék ttRaRictor) mennyiségét. Az mTOR
aktivitast jeld p-S6 expresszio mindkét vizsgalt sejtvonalban kstka kezelés hatasara. A
rapamycin kezelés (72 6éra) apoptozis indukald Batdsrkat sejtekben figyeltik meg, a
Nalm6 kevésbé volt érzékeny (csak proliferaciogéiddas, Id. 14. abra, 59. oldal). A két
komplex mennyiségére utalé Rictor és Raptor expi@san ezzel Osszeflggeltérést
tapasztaltunk. Nalm6 sejtekben alacsony Raptor g&gam Rictor, mig a Jurkat sejtekben
magas Raptor és alacsonyabb Rictor expressziottiomkaki. A kevésbé érzékeny Nalm6

sejtekre tehat az mTORC2 komplex, mig a rapamyadgkény Jurkat sejtekre az mTORC1

komplex magasabb expresszioja jellénik7. abra.

Gyermekkori ALL-es betegek (n=4) izolalt csontiesejtjeinekin vitro rapamycin
(24 oOra) kezelését kovietn — az apoptozis indukci6 meghatarozasaval panmgzn —,
vizsgaltuk a p-4EBP1 expresszio valtozasat ELISA-Kat esetben (j6 progndzisu betegek
mintai) a 24 6ras rapamycin kezelést kdeeta p-4EBP1 expresszio lecsokkent, egyildg;
az apoptozis emelkedett. Két masik esetben (rossmpzisu — egy primer ALL-es, és egy
relabalé eset) a rapamycin kezelést késpta p4EBP1 expresszid nem csokkent, hanem

novekedett, és apoptozis szintjének emelkedésesskrszignifikans (18. abra).
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16. &bra. pS6 fehérje expresszidjanak valtozasa rajmycin- és kombinacios kezeléseki
kovetéen human ALL és lymphoma sejtekben (Western blot)Az in vitro 48 éras
rapamycin kezelés csokkentette -S6 fehérje mennyiségét leukémia (CEM) és lymph
(BHD1) sejtvonalban. (ko- kezeletlen kontroll; rap —rapamycin, 50 ng/ml; dox
doxorubicin, 200 nM; cyt-ara cytosin-arabinoside, 10 ng/ml; mtxmethotrexat, 50nM).

Rictor Raptor pS6 ko pS6rap24h

17. abra. Rictor, Raptor expresszidja ésa rapamycin kezelés hatdsa az mTOl

aktivitdsra (p-S6) human ALL sejtvonalakbar (immuncitokémia). Rictor és Raptor
fehérjék expresszidjanak, valamir 24 éras rapamycin (50 ng/ml) keze p-S6 expressziora
kifejtett hatasanakizsgalataleukémia sejtvonalakban immuncitokémie (ko — kezeletlen

kontroll; rap — rapamycinmmuncitokémia; DAB festé— barna reakcio, 400»
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b
Lh
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p-4EBPL (OD)
N

°-§ﬁfﬁfl o

Kiilonbazé ALL-es beteghdl izokilt lenkémia sejtek

ko | 33% 30.5% | 30.7% | 34.29%%

apoptdzis %

rap | 443% | 594% | 36.5% | 411.6%

18. &bra. Rapamycin érzékenységkulonbségei gyermekkori ALL sejtekben in vitro
(ELISA, apoptozis mérés aramlasi citometriaval). p-4EBP1 expresszido (ELISA O
ertékek) és az apoptotikus sejte-a kezeletlen és rapamyci?4( 6ra, 50 ng/mlkezelt izolalt
human ALL sejtekberfA vizsgalatokhoz hasznalt leukémia sejaz el$ 3 esetben primer
ALL-es betegekBl, az utols6é esetben relapszusos mintabdl szarmafék — optikai

denzitds; ko kezeletlen kontroll; ra— rapamycin; * p<0,05).
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4.2. MikroRNS expresszi6 vizsgalatok

4.2.1. MiIRNS expresszio vizsgélatok human leukémia sejiakinan

Vizsgalatainkban kontrollként a BHD1 (DLBCL: diffinagy B-sejtes lymphoma)
sejtvonalat hasznaltuk, melyben — a DLBCL-ekbent ligddalomi adatoknak megfetan
(223) — magas miR 16, miR 21, miR 24, miR 29b, miR 128iR 142-3p és miR 155,
valamint alacsony miR 223 expressziét mutattunk ki.

Meghataroztuk izolalt PMNC sejtek, B- és T-sejteddamint parhuzamosan periférias
vérksl és csontvélbsl (2 éves kovetés utdn nem leukémias minték) izdV@NC sejtek
MIiRNS (miR 16, 21, 24, 29b, 128b, 142-3p, 155, 2@3)ressziojat real time PCR-rel. A
mintak miRNS expresszidja nem tért el szignifikdngss. tablazat), igy vizsgalatainkban a
leukémia sejtek miR expresszidjat human periféemamonuklearis sejtek expressziojahoz

viszonyitottuk.

Promyelocytds leukémia sejtvonalban (HL60) hét gaits miRNS alacsonyan
expresszalodott, még a miR 128b esetében is csedekedt expresszid fokozodast tudtunk
kimutatni (2.9x). A human ALL sejtvonalakat a miR8b szignifikAns overexpresszidja
jellemezte, a CEM, Jurkat és Nalm6 sejtvonalaketset a miR 128b igen jelésen fokozott
expresszidjat (>500x) detektaltuk. Az ,oncomiR"-kédl ismert miR 21 és miR 155 koézil a
miR 21 egyik vizsgalt leukémia sejtvonalban sematuit expresszio fokozodast, a miR 155
jelentbsebb expresszidja csak a CEM (T-ALL) sejtvonalbadiiuk kimutatni. A T-ALL-es
sejtvonalakat a miR 16 overexpresszidja jellemeanig, a B-ALL sejtvonalakban a miR 223

alacsony, csokkent expresszibja volt jellénik5. tdblazat).

Gyermekkori ALL-es betegek (n=24) diagnosztikuszeétetlen mintdinak miRNS
expresszidjdban, B- és T-ALL-ben eltéréseket figgygd meg. Mindkét sejttipusban a miR
29b [0.19x (0.001-1.05)], valamint — a sejtvonal@kiihasonléan — a miR 21 [0.15x (0.003-
0.73)] és miR 223 [0.31x (0.003-1.56)] alacsonyrespziodjat detektaltuk, mig a miR 128b
minden esetben szignifikAnsan fokozott expressnidtatott [409x (17.3-1048)]. A miR 155
mérsékelten emelkedett expresszidja csak a B-ALhedsgek sejtjeit jellemezte [5.5x (0.54-
11.7)] (19. &bra).
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15. tablazat. miRNSek expresszioja izolalt normal lymphoid sejtekbenperiférias vér-és
csontvebi mintdkban és leukémia sejtvonalakban (rei-time PCR). Az adott miRNS (miF
16, 21, 24, 29b, 128b, 18}, 155, 22: expresszidjanak mértekét izolalt PMNC se
expressziojahoz viszonyitva (1) adtuk meg izolaitnmal E- és Tsejtekben, nem leukémi
(NL), és gyermekkori AL-es beteg (ALL) periférids vér (v@s csontvéi (csv)
mononuklearis sejtjeiben, valamint leukémia sejatakbal. (* p<0,05).

Vizsgalt Normal lymphoid NL ALL Kontroll Leukémia sejtvonalak
sejtek
miRNS PMNC B- T-  v/csy v/csv BHD1 HL60 CEM  Jurkat Mn60 Nalmé6
sejt  sejt (DLBCL) | (PML) (T- (T- (B- (B-
ALL) ALL) ALL) ALL)
16 1 1.5 06 1.2/ 0.9/0.8 36* 0.9 7* 17+ 1.9 2.8
21 1 14 1.1 0.4/0.7 0.06*0.03* 51* 0.3 0.3 05 009 05
24 1 0.5 0.9 0.8/0. 0.2/0.1 12* 1.2 0.6 1.2 0.11* 0.4
29b 1 1.2 1.4 0.2/0.. 0.1/0.04* 131* 1.9 1.9 15* 0.98 0.38
128b 1 1.9 23 1.1/2.¢% 107*130* 106* 2.9 677 1286* 21.3* 1814*
142-3p 1 11 1.6 0.5/0.5 0.4/0.3 48* 15 3.9 19.1* 0.9 24
155 1 1.3 1.8 1.8/1.¢ 2.1/3.5* 945* 0.8 21.5* 0.003* 0.9 0.009%
223 1 1.2 19 24/2. 0.1/0.03* 0.4 0.01* 2.2 0.8 0.1 0.02*
10000 -
B-ALL
g 1000 T-ALL T
5
T
5 100 -
3
Z 10 *
[
e
% ]. _AI_‘_LhI T T T ’lh’jLLLI_‘
E 01 - h-l h-l
* * *
0.01 -

16 21 24 29b 128b 142-3p 155 223

19. abra. miRNSek relativ expresszidja gyermekkori ALL-es betegek diagnosztiku
csontvebi mintaiban (real-time PCR). miR-ek relativ expresszidja Bs T-ALL-es betegek
(n=15, illetve 9) O napi csontvéli mintaiban normal PMN-hez viszonyitva,melyek

expressziojat 1-nek kentettiik az 6sszehasonlitasbe* p<0,05).
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4.2.2. Gyermekkori AL-es betegek miR 128b expresszidjanak és klinikaaadk,
prognosztikai tényémek vizsgélat

A vizsgalt ALL-es betegek csontw@lMNC sejtjeiben szignifikAnsan magasabb r
128b expressziot utattunk ki. Vizsgaltuka jo- €s rossz progndézisu betegcsoport miR 1
expressziojanak kilénbségeit. A j6 progno betegek 0. napi mintainak csontéiedejtjeiben
(mind B-, mind T-ALL-ben)szignifikansan magasabb miR 128kpressziot detektaltura
rossz prognozisu betegekhez viszony (20. abra). Abetegek prognézisat és miR 1z
expressziojat figyelembe véve, ROC analizissel ragghbztunk szenzitivita: 75%,
speificitas: 87.5%) egy relativ expresszios értek@f-szoros relativ expresszidé norn
PMNC sejtekhez viszonyitva), mely alapjan a betegelagasat (80x<, n=16) és
alacsonyabb (80x>n=8) miR 128b expresszidval rendelkehetegcsoportba soroltuk.
felosztas alapjan tovabb elemeztik a betegek klinikaitadak (életkor, nem, sejttipus,
napi szteroid valasz, fehérvérsejtszam, kariotiptusgnozis, jelenlegi allapot) és a magas
vagy alacsonyabb miR128b expresszionak az 0Osszssagg Szignifikans hrelaciot
mutattunk ki az alacsonyabb (80x>) miR 128b exmiésés a betegek rossz progndz
illetve rossz 8. napi szteroid valasza kozott. Kiatwk tovabba, hogy a betegek relaps

mentes tulélése szignifikansan 6ssze a magasabb miR 128b exprassal (16. tablazat).

16 prognézistibetegek
1600 - rossz progndzisibetegek

1400

1200 -
1000 -
800
600 -
400 -
200 +
0 - T
Osszes B-ALL T-ALL
beteg betegek  betegek
20. abra.miR 128b expresszi6 j- és rossz prognozisu ALLes betegek mintaiba (real-

miRNS 128b (relat{v expresszid)

time PCR). JO- (n=16) és rossz (n=8) progndz B- és T-ALL-es betegek csontwl
mintainak relativ miR 128b expresszidja. (A progeObesorolast lasd a modsze
fejezetnél; az 6sszehasonlitasban a normal lympeidk expresszidjdhoz viszonyitottunt
p<0,05).
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16. tdblazat. Gyermekkori akut lymphoid leukémias letegek (n=24) klinikai adatainak

és miR 128b expresszidjanak vizsgalata8 — a betegek relativ miR128b expresszio
(magas>80x>alacsony) alapjan totidresorolasa; # — életkor a diagndzis megallapitasak
** — a hyperdiploid csoportba soroltunk két betegdtiknél ETV6/RUNX1 fuzidét mutattak
ki; *** — progndzis meghatarozasa lasd modszerek—& betegek allapota a vizsgalat
befejezéséig. (SR — alacsony, IR — kozepes, HR gamaizikéju kezelési ag; TX —
transzplantacié; TRM — transzplantaciéhoz kapcsblddlalozasi — Fisher exakt ég chi®

tesztekx - szignifikans korrelacié miR 128b expresszioval).

0sszes % alacsony % magas % p
eset miR 128b exp.§ miR 128b exp.§

ALL betegek szama (%) 24 100 8 33 16 67
Eletkor #
6 éves vagy > 17 71 5 47 12 53 0,647¢
6 éves < 7 29 3 43 4 57
Nem
né 6 25 1 17 5 83 0,624
férfi 18 75 7 39 11 61
Immunfenotipus
pre-T 9 37.5 3 33.3 6 66.7 lo
pre-B 15 62.5 5 33.3 10 66.7
Szteroid vélaszx
j6 valasz a 8. napon 17 75 3 88 14 12 0.00%
rossz valasz a 8. napon 7 25 6 33 1 67
Fehérvérsejtszam
20 G/l vagy > 9 37.2 3 33.3 6 66.7 lo
20 G/l < 15 62.5 5 33.3 10 66.7
Kariotipus **
normal 10 41.7 3 30 7 70
hyperdiploid 10 41.7 2 20 8 80 0.13%
rossz prognozisra utalo 4 16.6 3 75 1 25
genetikai eltérések
Prognézis ***, &
jo 16 67 2 125 14 87.5 0.002¢
rossz 8 33 6 75 2 25
Jelenlegi allapot &,
betegség mentes remissz6 Sl 6 25 1 16.7 5 83.3

IR 10 41.7 1 10 9 90

H 2 8.3 2 100 0 0 0.01%
remisszio (relapszust 2-1IR; 83 1 50 1 50
kovetéen vagy TX) 1HR
elhaldlozas (progressziét 4 - 1IR; 16.7 3 75 1 25
kdvetéen vagy TRM) 3HR
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4.2.3. Periférias vérlsl és csontvébdl izolalt MNC sejtek miRNS expresszio

valtozasdnak vizsgalata a betegek kdvetéses mamtaib

Gyermekkori ALL-es betegek (n=24) diagnosztikusaélsemoterapias kezelés soran
gyiijtétt mintaiban — a kezelés hatasara cstkdgmphoblaszt aranynak megféieh (0-10%
csontvebi mononukleéaris sejt) — a vizsgalt miRNS-ek exme&ga is megvaltozott. Az
alacsonyan expresszalt miR-ek expressziéjanak exédiét, mig az overexpresszalt miRNS-
ek expresszié csokkenését figyeltik meg a kezedéan&pjan, illetve a protokoll M &tti
idépontban (17. tablazat).

17. tablazat. miR-ek expresszidjanak valtozasa a kelés protokoll M ebtti id 6pontjaig a
kezelés ditti mintak expressziojahoz viszonyitva (1/]: <2x, 11/]]: 3-100x,111/]]|: 100-

1000x valtozas a kiindulasi expresszié mértékelegegt).

MIiRNS expresszio valtozas
kemoterapia alatt

Vizsgalt miRNS  T-ALL B-ALL
16 T }
21 7 !
24 T }
29b 1 !
128b H i
142-3p 1 !
155 7 W
223 1 1

A relabalo betegek kovetéses (15. napi, 33. napr@wskoll M ebtt, illetve relapszus
esetén) mintdinak miR 128b és miR 223 expressdt6z2&sat is vizsgaltuk. A jo- és a rossz
progndzisu betegek csontiekejtjeinek miR 128b expresszidja szignifikAnsacsbkkent, a
miR 223 expresszioja szignifikans emelkedést mtitatprotokoll M ebtti idépontban a
kezelés ditti mintakhoz viszonyitva. J6 prognozisu betegekbeahol a betegség nem tért
vissza — a miR-ek expresszidja a két éves kovegiésbdusban nem mutatott tovabbi
valtozast, mig a rossz prognozisu, relabalé besegtaebi mintainak miR 128b és miR 223
expresszioja relapszusban — a csodtvehintak novekw aranyu leukémia sejtjeinek
megfeleben — megvaltozott, emelkedett (miR 128b), illetsékkent (miR 223) (21. abra).

Megfigyeltik, hogy relapszusban a csonivehintak miR 128b expresszidja a kezdeti magas

MIRNS expresszios érték folé emelkedik. Megvizsg@alt hogy normal periférias
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mononuklearis sejtek (miR 128b gyakorlatilag nemresszalc— PMNC) és human -ALL
sejtek (miR 128b fokozottan expressz— Jurkat leukémia sejtvonal) kilonkbzaranyd
keverékében milyemeértéki a miR 128b expresszidja, aigzifikans emelkedés mikor val
kimutathatova. Mar human ALL sejtek -at tartalmazé sejtkeverékben szignifikansan

emelkedett miR 128bxpressziot mutattunk ki. (z 4bra).

— 700 - * T *
:o -
o o
g 600 - § 6 l
g e
i 500 - 8. 5
= 5
400 Z 4
g -
5 300 - & 3 *
o ™ [
§ . g
m 200 - @ 2 1 0.napi minta
E 100 - ﬁ - 33.napiminta
[ ﬁ B protokoll M elGitti minta
H 0 . 0 . . minta relapsznsbdl
Jo prognézisii Rossz progndzisi Jo prognézisii Rosszprogndzisi
beteg beteg beteg beteg

21. 4bra. miR 128b és 223 relativ expressziojanak valtozasgyermekkori ALL-es
betegek kbvetéses mintadiban a kemoterapia alatt @-time PCR). A miR 128b és miR
223 expresszidja reprezentati- €s rossz prognozisu betegedontvebi mintaiban. (A mif-
ek expresszidjainormal lymphoid sejtekhez viszonyitottuk, melyekpeessiojat 1-nek
tekintettiik az 6sszehasonlitasban; * p<0,(

1400 -
1004x
1200 -
1000 -
800
600

400 -
125

miRNS 128b (relativ expresszid)

200 4
8x 85x

1x

0
Jurkat % 0% 1% 10% 15%100%

PMNC% 100% 99%90% 85% 0%

22. dbra. A miR 128b relativ expressziéjanak valtozés human ALL sejtek ndvekv
koncentraciéju keverékében (ree-time PCR). PMNC és human RLL sejtek (Jurka
sejtvonal, 1%, 10%, 15%, 100n6vekw koncentraciojanak megfeteln a miR 128b relati
expresszioja fokozoédott (8x, 85x, 125x, 1004x), @0% PMNC sejtek expresszid
tekintettik 1nek ebben az dsszehasonlitas
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5. MEGBESZELES
5.1.mTOR aktivitas vizsgalatok

Tobb munkacsoport beszdmolt mar human ALL sejtvadaés izolalt primer ALL
sejtek magas mTOR aktivitasardl és a rapamycinitro apoptozis indukald hatasard&q
67, 224. Gyermekkori ALL-ben az mTOR jelatviteli Utvonalktivitdsanak kvantitativ
vizsgélataval kapcsolatban azonban még nem éalkadetkezésre irodalmi adatok. Emellett
az mTOR aktivitas, illetve az mTOR fuggfoszfo-fehériék mennyiségének ELISA
modszerrel tortéhmeghatarozasarol sincsenek adatok human leuké&gjbékisen. Mindéssze
egy kozlemeény szamol be a p-p70S6K ELISA vizsgdlatheghatarozott eredményiir
everolimussal kezelt vesetranszplantalt betegek Shperiférias mononukleéris sejtjeiben,
melyet az mTOR géatlas meghatarozasara hasznaRak (

Munkank sordn meghataroztuk az mTOR jelatvitelioabl aktivitasat gyermekkori
ALL-es betegek csontvél mintdiban ELISA mddszerrel. Az mTOR fugdpszfofehérjék (p-
4EBP1 és p-S6) expresszidjat dsszehasonlitottukadymphoid sejtekben, valamint izolalt
lymphoblastokban. Tébbféle ELISA kittel dolgoztunkelyek kdzil a p-4EBP1 és p-S6 kit
hatékonyan ritkodott, és a ket kozil a betegek mintainak feldolgozasa, ismétléses
vizsgalata soran a p-4EBP1 kitet talaltuk a legnewidbbnak. A p-4EBP1 fehérje
mennyiségének mérése azeért igngbsebb, mert a 4EBP1 az mTOR direkt célfehérjéje,
mennyiségének meghatarozasaval kdzvetlenil tudtuaktkeztetni az mTOR aktivitasra. A
p-S6 fehérje nemcsak az mTOR figg p70S6 kinAz — hanem az mTOR-tél fliiggetlen
jelatviteli atvonalakon — PDK1, MAPK és SAPK - ksréll is tud foszforildlodni, és
aktivalédni (L08).

Eredményeink alapjan a human ALL- és lymphoma saplakat, valamint az ALL-es
betegek 0. napi csontéglmintainak leukémia sejtjeit — fokozott p-4EBP1peasszio altal
jelzett — magas mTOR aktivitas jellemzi. A kemope#d kezelés hatasara az mTOR
foszforilalt célfehérjéinek — p-4EBP1 és p-S6 —respzioja j0l reagalé ALL-es betegek
csontvebi mintaiban gyakorlatilag a normél lymphoid sejtekintjére csokkent. Relabélo
betegek csontvél mintaiban, a relapszus diagnosztizalasa idejénmaZOR aktivitas
fokozédott, és az mTOR aktivitast j8lzp-4EBP1 értéke a kezdeti, 0. napi mintak
expresszidjat meghaladta. Kulondsen érdekes a rpssgndzisi betegek diagnosztikus
csontvebi mintainak szignifikAnsan magasabb mTOR aktivitAsg progndézis betegekhez

viszonyitva.
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ROC analizis segitségével meghataroztunk egy ceéttéket (OD=1.1) a p-4EBP1
ELISA vizsgélatra, mely alapjan a betegeket képostha tudtuk sorolni: az egyik csoportba
tartoztak a magas (OD>1.1) p-4EBP1 értékkel remi8lkazaz magas mTOR aktivitasu
betegek, mig a masik csoportba tartoz6 betegek makdiRitasa alacsony volt. Az altalunk
meghatarozott cutoff érték — nagyobb esetszamg&iatban tortéh validalast koveten — a
jovében az ALL klinikailag is hasznos, egysiem meghatdrozhaté prognosztikai markere

lehetne.

Az ELISA hatranya viszonylag magas sejt- égigdnye. Az mTOR fugg
foszfofehérjék expresszidjanak kimutatasa a betdgaindzisanak megallapitasakor, illetve a
betegek utankdvetése soran az ELISA-nél sokkalzegjsben alkalmazhatd, hatékonyabb
modszerrel, aramlasi citometria révén valdsulhatmey. Fontos megfigyelés, hogy a p-
4EBP1 expresszidja altal meghatarozott mTOR akkwitem tér el szignifikansan ugyanazon
beteg csontvél és periférias vér mononuklearis sejtjeiben. Magaskazati betegekben,
akiknél a relapszus kockazata nagyobb, és ezaitabsabb kdvetést igényelnek, periférias
vér mintakban is koveth&tlenne az mTOR aktivitds. Szamos vizsgalat iraraylletegség
recidivdjanak korai kimutatdsara, azonban ma magsnolyan hatékony modszer, mely a
recidivat koran képes lenne jelezni, és nem leflyenanegterhél a betegek szamara, mint a

csontved vizsgalat.

Tobb munkacsoport kezdte el vizsgalni az mTOR gd&Norl) kezelés hatasat
gyermekkori ALL-ben %0, 69, 143 In vitro eredményeink megésitik az mTOR gatlok
lehetséges apoptdzis indukalé hatasat gyermekkolalt ALL sejtekben. Szamos Klinikai
vizsgalat van folyamatban az ©6nmagaban alkalmamoliOR gatlok hatékonysagaval
kapcsolatban efsorban relabalé hematoldgiai betegek kezelésébdn dyerolimus
relabalé/refrakter NHL — fazis I; sirolimus relabékfrakter ALL/NHL — fazis 1) 224).
Gyermekkori ALL-ben eddig még ismert ilyen klinikeizsgalat eredménye. Rheingold és
mts-ai egy absztraktban szamoltak be egy fazigdgélatban relabalo/refrakter gyermekkori
ALL-es betegeknél alkalmazott sirolimus jo tolegitisagarol. Egy masik publikaciéban
gyermekkori ALL-ben allogén hematopoetikéissejt atlltetést kovéeén a graft versus host
betegség megé&tésében hasznalt sirolimus (fazis I/ll vizsgala®tdnsagos és hatékony
alkalmazhatosagat irtak lel46). Fouladi és mts-ai az everolimus (fazis | vizagal
maximalisan toleralhaté dozisardl, dozis fagmxicitasarol, valamint farmakokinetikai és
farmakogenetikai tulajdonsagairdl szamolnak beakaér és/vagy relabalé szolid tumoros
gyermekeknélg6).
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Napjainkban az énmagaban alkalmazott mTOR gatld&slaa mellett tdbb vizsgalat
indult el, mely az mTOR gatlok és kulonkiokonvencionalisan alkalmazott kemoterdpias
szerek (dexamethasone, doxorubicin, etoposide, ragpase) kombinacidjanak hatasat
vizsgalja 65, 69, 226, 227 Irodalmi adatok szerint az mTOR gatlok kombid&ckezelései
sokkal hatékonyabban indukalhatnak apoptoézist. tSajiésgélati eredményeink is
alatdmasztjak ezt, kuléndésen a methyl-prednisolonald kombinaciéban, amit nemcsak
sejtvonalakban, hanem gyermekéklszarmazd ALL sejtekben is igazoltunk. A szteroid
kezeléssel szemben kialakuld rezisztencia lényeges#ja a betegek gyogyulasi esélyeit. A
sirolimus a szteroid rezisztens ALL-es sejtekbaataroid érzékenyséeget képes visszadllitani,
melynek hatterében valds#lag a proapoptotikus — caspase-3, Bax, Bim — fékérj
expressziojanak fokozasa, illetve az antiapoptstiMCL1 fehérje expressziojanak gatlasa
allhat 69, 228, 229 Relapszusbdl szarmazo izolalt gyermekkori ALL{ssteg izolalt
leukémia sejtjeinek rovidtavl kezelése soran igakplhogy a rapamycin szignifikansan
fokozza a methyl-prednisolon apoptézis indukdloabat A kombinacids kezelésekkel
kapcsolatban szamos klinikai vizsgalat van folydraaf el§sorban relabalé hematologiai
betegeknél (AML, magas rizikéju lymphomak)1g8, 136, 22} Fontos megjegyezni, hogy a
rapamycin és kilénbézcitosztatikumok kombinaciojm vivo hatasosabb lehet, miimt vitro
a mikrokdrnyezet modosité hatasa miatt.

Eredményeink fontos kérdéseket vetnek fel:

1. mi alapjan tudjuk kivalasztani azokat a betegetkinél az mTOR géatlé kezelés
valéban hatékony lehet?

2. a kemoterapia rezisztencia, az alapbetegsépsmiaa vagy a kezeléssii igen

magas alap mTOR aktivitas 6nmagaban indokolhaaw#maTOR gatld kezelést?

Eredményeink szerint a diagndziskor meghatarozaEBP1 értéke alapjan a rossz
progndzisu betegek azonosithatoak lehetnek, azombadbbi markerek szikségesek a
betegcsoporton belil adott beteg esetében a rajrakgzelés potencialis hatékonysaganak
elérejelzésére. Az TORC1 komplex magas aktivitdsa migyaem jelenti szikségsten,
hogy a beteg reagélni fog az mTOR gatlé kezeléx36).(Eredményeink szerint am vitro
rapamycin kezelés nem minden esetben eredményezi @R aktivitds csokkenését ALL-es

betegek izolalt leukémia sejtjeiben.

71



DOI:10.14753/SE.2015.1749

Ennek hatterében felmerilhet az mTORCL1 gatloklegdadmycin és rapalog) szemben
kialakulé rezisztencia szerepe, melynek patomeehamsa még nem teljesen ismert.
Feltételezhéten az mTORC2 komplex fokozott aktivitasa, valamaz mMTORC1 és
MTORC2 komplexek aranyanak eltolédasa jatszhatepeerkialakulasaban. Az mTORC2
komplex fokozott expresszidjat néhany daganattipus@3l, 2332, illetve primer AML
sejtekben kimutattak?@3), amit nekink is sikerult igazolnunk vizsgalatdak diffiz, nagy
B-sejtes lymphoma (DLBCL) rossz prognozissal ¢ssggésbe hozhatd aktivalt B-sejtes
tipusaban430). Az Ujabb generaciés mTORC1/mTORC2 komplex, vataiketivs gatlok —
MTOR két komplexe mellett a PI3K vagy AKT géatlokmegoldast jelenthetnek az mTOR
jelatviteli Gtvonal géatlasara a rapamycin rezisgtasetekben. Biztatbak az eredmények
human leukémia sejtekben végzett klinikai vizsgidaan (27, 229, 23

Eredményeink alapjan gyermekkori ALL-es betegelkdsnia sejtjeit magas mTOR aktivitas
jellemzi. Az aktivitas mértéke kovetlieln p-4EBP1 ELISA vizsgélat segitségével, mely
hasznos mddszerként szolgalhat a kezelés korasdfdam a rossz prognozisu betegek
kivalasztdsaban. A magas mTOR aktivitassal jelldraBz betegek, szorosabb kovetést
igényelnek a relapszus megjelenésének szignifikansagasabb rizikdja miatt. Az mTOR

aktivitasanak — az mTOR gatlo- és kemoterapiasekzesmbinacidjanak alkalmazasa soran

,,,,,,

5.2. MiRNS expresszi6 vizsgélatok

Kilonbdz daganatok esetében fokozottan expresszalédd oReeknkdzil a miR 21
és a miR 155 expressziojat vizsgaltuk. ALL esetéleepessziojukkal kapcsolatban az
irodalmi adatok nem egységesek48, 235, 23p Sajat vizsgalatainkban azokat az
eredményeket tudtuk megeiteni, melyek szerint a miR 21 fokozott expregszidem
jellemzs ALL-ben (235. A miR 155 szabalyoz6 funkcidinak fontos szerefsganatbioldgiai
jelenbségen tal tébb kozlemény is hangsulyozza a T- é&fsamban a B-sejtek
adatok szerint overexpresszidja B-ALL-ben nem fei& csak T-ALL-ben figyelhét meg
mérsékelten emelkedett expresszidja, de ezzel &kgtban is ellentmondasosak az adatok
(178, 237. Sajat eredmeényeinkben az egyik T-ALL sejtvonallza miR 155 emelkedett
expressziot mutatott, mig primer leukémia sejteitasen csak B-ALL-ekben figyeltik meg

enyhén emelkedett expresszidjat, ami a miR 155tdéges szerepét tdmasztja ala B-

------
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utalhat. A miR 24 szerepet jatszhat a proliferadgejtciklus G2/M-nél) negativ
szabalyozasaban. Expresszidjanak csokkenését koratsak bizonyos B-ALL-ek esetében
figyelték meg 216). Sajat méréseink soran expresszidjanak egyértetsokkenését
tapasztaltuk  T-ALL-ben, feltételezléein funkciojanak kiesése T-ALL  sejtek
proliferaciojaban is szerepet jatszhat. Mas muriamgok kimutattdk a miR 16 fokozott
expresszidja és a rosszabb prognoézis kozotti daygést (77). Eredmeényeinkkel ezt
megebsiteni nem tudtuk, mert az altalunk vizsgalt ededeka miR 16 expresszidjaban

szignifikans eltérést nem tapasztaltunk.

ALL relapszusban megfigyelhketmiRNS expresszio valtozasok vizsgalatat tébb
munkacsoport is megkezdtd70, 18). Egyik kdzlemény szerint az alacsony miR 223
expresszi0 az ALL relapszusanak lehetségésgelrbje lehet (79. Ennek magyarazata
egyeértelnii, ha az altalunk kapott miR 223 expresszié eredeldetyvesszik figyelembe,
hiszen a miR 223 expresszio valamennyi primer AEjt esetében szinte kimutathatatlan.
Ennek szintje kdvetéses vizsgalataink alapjan alkezhatasara elért csontialemisszioban
rendeddik. Mi is tapasztaltuk, hogy expressziéjanak csildse a betegség relapszusa soran
ismét kimutathato.

A legérdekesebb eredményiink az ALL-es sejtekbentatott igen nagymértékmiR
128b overexpresszio. Ennek mennyisége, hasonlGaiRa223-hoz a kezelés soran eléri a
normal mononuklearis sejtekben deszintet, de relapszuskor a diagnoziskor mért esgaié
szintjét is meghaladja (vizsgalataink szerint 14kémias sejt megjelenése a periférian mar
szignifikans miR 128b expresszid valtozassal jeflened.) A miR 128b-vel kapcsolatos
adatainkat alatdmasztjak korabbi vizsgalatde9( 178 eredmeényei. Azt is kimutattuk
azonban, hogy o6sszefliggés figyetheheg a betegek jO prognozisa €s a miR 128b
overexpresszidjanak mértéke kozott. Minél magasabbxpresszié fokozédas, annal jobb a
varhato prognozis. Korabbi irodalmi adatok méar Besalnak a miR 128b expresszidjanak
emelkedését, de az ALL-ek prognodzisaval mutatott 0Osszefliggésddig még nem
vizsgaltdk és nem mutattak ki. Kiléndsen érdekeszzredményink annak az irodalmi
adatnak a tukrében, amely szerint MLL-AF4 transato&val rendelkez ALL sejtvonalban a
miR 128b expresszio fokozasaval novedhetlt a sejtek glukokortikoid érzékenysede?).
Utébbi és sajat adataink, amely szerint az ALLeddgen megfigyelt, jellenéen magas miR
128b 6sszefligg a j6 szteroid valasszal, korrelg@ prognozissal, egyértelien felvetik a

miR 128b és a leukémia sejtek szteroid érzékenyskgéapcsolatat.
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Kilonbdzds miRNS-ek expresszio valtozdsaval kapcsolatos alasgink eredmeényei
segitségével sikerllt olyan megvaltozott miR exgriEs szinteket kimutatnunk, amelyek az
ALL-es betegek progndzisanak, szteroid valaszahélejelzését és bizonyos esetben akar a

betegek remisszids statuszanak szorosabb utankévetéegithetik.

5.3. MiRNS expresszi6 és mTOR aktivitas vizsgalatoknekageinek érdekes, tovabbi

vizsgalatokat igenygldsszefliggése

A vizsgalatainkba bevont miRNS-ek kozil harom dsatémiR 21, miR 223, miR 128b)
irodalmi adatok alapjan felmerilhet, hogy szerej$zhatnak az mTOR Uutvonal, és a
jelatviteli utvonal aktivitdsat szabalyoz6 fehérj@xpressziojanak szabdlyozdsaban. Az
MTOR jelatviteli Utvonallal kapcsolatba hozhaté rakkel egy 2013-as kozlemény
foglalkozik (239).

Vizsgalataink szerint mind az mTOR aktivitds mégtékind a miR 223 és miR 128b
expresszio szintek 0Osszefliggést mutattak a gyeroneld_L-es betegek progndézisaval.
Igazoltuk az ALL-es mintdk magas mTOR aktivitasamiR 128b szignifikansan fokozott, és
a miR 223 alacsony expressziojat. Mas sejttipusokibapott eredmények alapjan
feltételezhet, hogy a fokozott miR 128b experesszio a PTEN gattévén, mig az alacsony
miR 223 expresszio az IGFR szignal aktivitasanabéblyozasan keresztil jarulhat hozza a
magas mTOR aktivitashoz. Alabbi dsszefliggésekeadatia ala a vizsgalt leukémia sejtek
esetében a j0 és rossz progndzisu betegek mTORtaka és miR 128b expresszidja kozotti
forditott iranyd korrelacio. Statisztikailag Speam-féle korrelacio vizsgalattal szignifikans
forditott irdnyd Osszefliggést tudtunk kimutatni agasabb mTOR aktivitast jélp-4EBP1
OD (1.1<) ertékek és az alacsonyabb (80x>) miRN8bl2xpresszid szintek kozott.
Természetesen ennek a lehetséges 0Osszeflggésnajazatasahoz tovabbi vizsgalatok
szlikségesek.

Munk&nk soran kapott eredményeink meégéik az mTOR Uutvonal aktivithsanak és
szabalyozasi zavarainak jeléségét gyermekkori ALL-ben. Eredményeink szerintrdzOR
aktivitas mertéke fontos prognosztikai téniydehet. A konvencionalis terapiara rezisztens,
relabalé betegek esetében, adataink alapjan medfiatd mTOR gatld kezelés alkalmazasa.
llyen esetekben azonban az mTOR aktivitas, ésenpidtis mTOR gatl6 kivalasztasahoz az
aktivitasért felabs komplex(ek) (INMTORC1, mTORC2) meghatarozasa issezjes.
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6. KOVETKEZTETESEK
I. Jellemeztik az mTOR jelatviteli Utvonal aktivitdéatannak 6sszefliggését a betegek

prognoézisaval gyermekkori ALL sejtekben

» Igazoltuk tobbféle modszerrel a human ALL sejtvakaks izolalt gyermekkori ALL

sejtek jellem#en magas mTOR aktivitasat.

» Kimutattuk, hogy a rossz prognézisu ALL-es betetprkémia sejtjeiben szignifikAnsan
magasabb az mTOR aktivitds, mint a j0 prognozisiedaekeben. Kimutattuk, hogy az
ALL sejtek mTOR aktivitasanak mértéke dsszefluggéstat (szignifikans korrelacio) a

rossz szteroid valasszal, és a nem hyperdiploidtiaws jelenlétével.

* Kimutattuk, hogy egy bizonyos mértéknél magasabbORTaktivitas fiiggetlen
prognosztikai tényeikent néveli a rossz prognézis (rossz terapias zadasvagy

relapszus éfordulasanak) rizikéjat gyermekkori ALL-ben

* Igazoltuk, hogy az mTOR aktivitas valtozasa kovati betegek csontuél
mintainak — hatékony kezelés hatasara csdkkidietve relapszusban emelked

leukémia sejt aranyat

» Vizsgalatainkban igazoltuk, hogy periférias vér takban ELISA-val vagy
aramlasi citometriaval kimutathaté az mTOR aktwsjtenely korrelal a csontul

mintak eredményeivel

II. Vizsgéltuk az mTOR aktivitas szerepét human ALlkeksgprolifercidjdban és

tulélésében in vitro

* Igazoltuk az mTOR aktivitast gatlé rapamycin kegelgroliferaciogatlo, apoptozist

indukal6 hatasait human ALL sejtvonalakbarvitro

* In vitro vizsgalatainkban igazoltuk, hogy az mTOR géatl6 kezeképes fokozni a

kemoterapias szerek hatasat human ALL sejtekben

lll.  Vizsgaltuk huméan ALL sejtekben bizonyos miRNS-gkesszidjat és annak

0sszefliggését a betegek prognodzisaval
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Kimutattunk, hogy a human daganatokban fokozottgmresszalodo ,oncomiR” 21 és
155 overexpresszid a human ALL sejteket nem jellemig a miR 128b overexpresszio,
illetve miR 223 alacsony expresszidja altalanosdienz human ALL sejtvonalakra és

gyermekkori ALL sejtekre

Igazoltuk, hogy a kulonb&z ALL-es betegek sejtieiben a miR 128b expresszakan

mértéke Osszefliggést mutat a prognozissal, a gktedtasszal és a tulélési adatokkal,
szignifikansan magasabb expresszoéja a jo progngbisateroid valaszt mutatd és hosszu
relapszus mentes tuléléaLL-es betegekben fordul & mig a rossz progndzisu betegek

leukémia sejtjeire alacsonyabb miR 128b expregsfgmzs

Igazoltuk, hogy a miR 128b és miR 223 expresszidgukémia sejt specificitasuk révén

— hatékonyan koéveti a csontéemintak leukémia sejt aranyanak valtozasat
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7. OSSZEFOGLALAS

A modern terapias lehitégek gyermekkori ALL tulélési eredményeinek dramai
javulasat eredményezték. Ennek ellenére a betedeR5%-nak eredményes kezelése
napjainkban is nehézségekbe (tkozik. A kezeléedejeséhez hozzajarulhatnak a célzott
terapias lehéségek, melyek egyik potencialis célpontja lehetndOR jelatviteli ttvonal. A
fokozott mTOR aktivitas szerepe human daganatopekjsejtes lymphomak kialakulasaban,
progresszidjdban ismert. Terapias érzékenységgskefigygg mikroRNS expresszios
valtozasokrdl irodalmi adatok gyermekkori ALL-beevéssé ismertek.

Gyermekkori ALL-ben az mTOR aktivitas szerepét,aebetegek klinikai adataival
valo 6sszefliggését vizsgaltuk. Igazoltuk, hogy mdmu ALL sejteket magas mTOR aktivitas
jellemzi és a magasabb mMTOR aktivitas szignifikésszefliggést mutat a rosszabb
prognodzissal. Statisztikai vizsgalatokkal igazojthkgy a magas mTOR aktivitas flggetlen
prognosztikai ténydr lehet a betegek progndzisanak megitélésében. égdletkbvetéses
csontvebi mintdiban igazolni tudtuk az mTOR aktivitas — dlainy kezelés hataséra —
csokkerd, illetve — relapszusban — emelkeohértékét. Human ALL sejtvonalakban és izolalt
gyermekkori ALL sejtekben az mTOR gatlo rapamyciroliferacioégatlo és apoptozis
indukalé hatasat bizonyitottuk. A rapamycin kombinhan adva a kemoterapias szerek
apoptotikus hatasat is fokozta.

MIRNS expresszids vizsgalatainkban human ALL-recHpeis, fokozottan (miR
128b)-, és alacsonyan (miR 223) expresszalodo rkéR4idtunk azonositani. A magasabb
miR 128b expresszio szignifikans 6sszefliggést mititat j6 progndzissal. A miR 128b és
miR 223 expresszio kimutatott valtozdsai kovettddemoterapias kezelés hatdsara csokken
leukémia sejtek aranyat csonidighintakban.

Munkank soran kapott eredményeink mégéik az mTOR Gtvonal aktivitdsanak és
szabalyozéasi zavarainak jelés¢gét gyermekkori ALL-ben. Az mTOR aktivitas médek
prognosztikai ténydként is alkalmazhaté lehet. Terapia rezisztens ge&teen
megfontolhaté az mMTOR gatlé kezelés alkalmazésa. pétencidlis mTOR gétlo
kivalasztdsahoz azonban az mTOR aktivitas, és taatakért felebs komplexek (INMTORCL,

MTORC?2) aranyanak meghatarozasa is szukséges lehet.
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8. SUMMARY

Modern treatment strategies have improved the msignof childhood ALL
dramatically. However, treatment still fails inetltase of 25-30% of the patients. Further
improvement of treatment may depend on the devetoprof targeted therapies. mTOR
signal pathway could be a potential target. Thee rof increased mTOR activity and
progression of human tumors, mantle cell lymphomdsiown. The altered expression level
of microRNA associated with chemotherapeutic dragssivity in childhood ALL is less
known.

In the present study, the role of mMTOR activity dhne correlation with clinical data
was analysed in childhood ALL. We confirmed thataun ALL cells are characterized by
high mTOR activity, and the higher mTOR activityr@ates significantly with poor
prognosis. Statistical analysis demonstrated that ligh activity of mTOR may be an
independent prognostic factor in assessing thenmsig of patients. In the therapy follow-up,
using bone marrow samples, we confirmed a decrégassmTOR activity as a result of
effective treatment, and an increased mTOR actiaityelapse. We confirmed that mTOR
inhibitor rapamycin had antiproliferative and apmfmt effect in human ALL cell lines, as
well as in isolated childhood ALL celia vitro. We have also shown that rapamycin was able
to augment the apoptotic effect of chemotherapegents in combined therapies.

We identified human ALL specific, overexpressed Rmi28b) and downregulated
(miR 223) miRNAs in miRNA expression measurementse higher expression of miR 128b
correlated significantly with good prognosis. Thexigasing percentage of leukemia cells in
bone marrow samples during chemotherapy was fotlolaye changes in expression of miR
128b and miR 223.

Our results confirm the importance of the mTOR paiy activity and dysregulation
in childhood ALL. mTOR activity level can also seras a prognostic factor. The use of
MTOR inhibitor may be considered for therapy resispatients. However, for selecting the
potentional mTOR inhibitor, it may be necessaryd&termine the mTOR activity, and
the complex(es) (INTORC1, mTORC2) responsible femtiTOR activity.
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11.KOSZONETNYILVANITAS

Elsoként, témavezétnnek Dr. CsOka Monikanak és konzulensemnek Dr. Sg®e Annanak
szeretnék szivd kdszonetet mondani, akik leldsEget biztositottak egy magas szinvonall
kutatbmunka megvaldsitasara. Kulén koészénet Dr.eSgbn Annanak, aki befogadott
munkacsoportjaba, kezdetékt tanitott, tamogatott €s megismertetett a kutatdmu
szépsegével. Mindketten tudasuk legjavat adtak rkarahoz, klinikus és biolégus szemmel,
két kulonbos, mégis dsszekapcsolddd latdsmoddal ismertettek Mélgilik ez a munka
nem johetett volna létre!

Szeretnék koszonetet mondani Dr. Kopper Laszlé essxor urnak, hogy leldseges
biztositott kutatasomhoz, értékes gondolataivahkismi tudasaval, vilagos latdsmadijaval
ravilagitott kutatasi céljaim lényegére.

Kdszonettel tartozom Dr. Tulassay Zsolt professionak a Klinikai Doktori Iskola
vezebjének, és Dr. Sréter Lidia professzor asszonyndhematolgia Program veZgének,
hogy a Klinikai Doktori Iskola PhD programjaban édséget biztositottak a
kutatomunkahoz.

Szeretném megkdszonni Dr. Fekete Gyorgy és Dr. &G2aturas professzor Uraknak, hogy
munkam Klinikai részét a 1l.sz. Gyermekklinikanietve Dr. Matolcsy Andras professzor
arnak, hogy laboratériumi munkamat az l.sz. Paiaiogs Kisérleti Rakkutato Intézetben
végezhettem.

Oszinte kdszonettel tartozom Dr. Mark Agnesnek, s#fat munkajat sokszor félretéve
segitett az ELISA vizsgalatok kivitelezésében, akzL Asejtek izolalasaban, emellett a
disszertacidval kapcsolatos gyakorlati tanacsaisahozzajarult munkam goérdulékenyebb
befejezéséhez.

Kilon kdszonet Dr. Nagy Eszternek, aki kezddtektefogadott, mind a &gydgyaszati
Klinika, mind az Orszagos Reumatologiai és Fizigpes Intézet Immunoldgiali
laboratoriumaba, és ELISA vizsgalataim kiviteleziess® nydjtott lehdiséget. Barmikor
fordulhattam hozzé ELISA vizsgalatokkal kapcsoldésiéseimmel.

Kbdszonettel tartozom Dr. Kenessey Istvdnnak a szt#itei vizsgalatokban nydijtott
felbecsilhetetlen segitségéért, hasznos tanacsamalkajaval nagymértékben hozzajarult
k6z0s publikacionk értekének noveléséhez.

Kbdszonet Dr. Kovacs Gébornak a klinikai mintédkélietve adatokért, valamint a Il.sz.
Gyermekklinika Hematoldgiai Osztaly minden munksédiak segitségéért. Kulon készonet
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Dr. Véradi Zsofihnak, aki nagyon sokat segitett a@tepek Kklinikai adatainak
dsszegiijtésében.

Kdszonettel tartozom a Tumorbiologiai laboratoriuminden munkatarsanak — Dr. Mark
Agnes, Dr. Hajdu Melinda, Dr. Sticz Tamas, Csorlgz&hé, Mallaszné Bagi Gyorgyi — hogy
kezdetekil j6 hangulatu Iégkdrben dolgozhattam. Kilon kostdof@sorba Gézanénak a
sejttenyésztésben nydjtott segitségéért-, és DduHslelindanak, hogy szakmai- és angol
nyelvi ismereteivel hozzajarult munkaim szinvonaldemeléséhez. Szerethém megkdszonni
Dr. Sticz Taméasnak és Nagy Noéminek az ALL-es kéfi@alasban végzett munkajukat.
Kbdszonet Dr. Barna Gabornak az dramlasi citometiilgtve Dr. Bodor Csabanak a miRNS
vizsgélatok kiértékelésében nyujtott segitségikért.

Koszonettel tartozom Dr. Semsei Agnesnek és Dr. yHdgartanak a statisztikai
vizsgalatokban végzett munkajukért, emellett Drgyieviartanak kulon koszonet a rengeteg
hasznos gyakorlati tanacsaiért, tamogatd szavatelkiismeretes munkajéért.

Szeretném megkodszonni a 1l.sz. Gyermekklinikédn.gs Patoldgiai és Kisérleti Rakkutato
Intézet minden munkatarsanak a segitségét es téasaga

Véqul, szeretnék kdszonetet mondani csaladomnalk akndvégig mellettem Aalltak,
biztattak, a disszertacié irasdhoz nyugodt korUjmket teremtettek. Kilon kodszonet
férjemnek és gyermekeimnek, Kidcek és Bendeguznak, akik tirelemmel viselték, amiko

a disszertacio, illetve publikaciok irasa miatt ésebb kozos tthk maradt.
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