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Roviditések jegyzéke

ABC: absolute blast count, abszolut blaszt szam

ALC: absolute lymphocyte count, abszolut limfocita szam

ALL: akut limfoblasztos leukémia

ASO-PCR: Allele-specific oligonucleotide polymerase chain reaction, allél-specifikus
oligonukleotid kvantitativ PCR

BM: bone marrow, csontveld

BMI1: B lymphoma mouse moloney leukemia virus insertion region-1
CTC: circulating tumor cell, cirkulalé tumor sejt

CtDNA: circulating tumor DNA, cirkulalé tumor DNS

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

FC: flow cytometry, aramlasi citometria

FISH: fluoreszcens in situ hibridizacié

HD: hiperdiploid

HSCT: hematopoietic stem cell transplantation, hematopoetikus dssejt transzplantacio
KIR+: kozponti idegrendszer érintett

M1: a csontveldi blasztok ardnya < 5%

M2: a csontveldi blasztok ardnya > 5% de < 25%

M3: a csontveldi blasztok aranya > 25%

MFC: multiparaméteres aramlési citometria

miR: mikroRNS

MRD: minimal residual disease, minimalis maradék betegség

MRNS: messenger RNS

NGS: next generation sequencing, tjgeneracios szekvenalas

PB: peripheral blood, periférias vér

PCR: polymerase chain reaction, polimeraz lancreakcio

PFP: platelet-free plasma, vérlemezke-mentes plazma

RNase: ribonuclease, ribonukleaz

RNS: ribonuklein sav

TCR: T cell receptor, T sejt receptor

TLDA: TagMan Low Density Array
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TRBP: transactivation response RNA binding protein
WBC: white blood cell, fehérvérsejt
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1. Bevezetés

A gyermekkori akut limfoblasztos leukémia ismerten a leggyakoribb gyermekkori
malignus megbetegedések kozé tartozik. Hazankban 1990-es évek ota évente nagyjabol
60-70 uj esetet diagnosztizalnak. A Children’s Cancer Group adatai szerint 1968-70
kozott 402 ALL-es gyermeket kezelve az 5 éves tulélés csak 20% kozeli volt, aztan a
néhany évvel késébb, 1975-78 kozott mar 60% felett volt a kezelt 1300 beteg 5 éves
tulélése. 1993-95 kozott pedig mar ugyanez az adat 80% koriilire emelkedett 1500 ALL-
es gyermeket tekintve (1). Ennek hatterében szamos tényez6 allhat, azonban az egyre
korszerlibb kezelések ¢€s a fejlddd laboratoriumi eljardsok egészen biztosan igen fontos
szerepet jatszottak és mind a mai napig jatszanak ennek elérésében, fenntartdsaban és

tovabb emelésében.

A mikroRNS-eket a 2000-es évek elejéig nem tartottak fontosnak, nem is sejtették azok
jelentdségét. A technika fejlodésével azonban elkezd6dott a mikroRNS-ek
biogenezisének ¢és funkcioinak feltérképezése. Természetesen a kiilonbozé korképek
patogenezisében is vizsgaltak és maig vizsgaljak a szerepliket és ebbdl kovetkezden azok

terapiaban valo felhasznalasuk is népszert kutatasi teriiletnek szamit.

A keringd mikroRNS-ek vizsgalatanak apropoja, az a tény, hogy szamos testfolyadékbol
sikeriilt mar kimutatni Oket, igy felvetddik a kevéssé invaziv biomarkerként valo
alkalmazasuk lehetdsége. Az RNaz aktivitdsnak valo ellenallasuk pedig koszonhetd —
tobbek kozt — az extracellularis vezikulakba vald csomagolasuknak. Ezzel egy masik

rohamosan fejl6d6 témakor nyilik meg.

Ennek a harom témakornek az 6sszekapcsolasa révén pedig a precizios medicina, azaz a

személyre szabott orvoslas felé tehetiink egy jabb Iépést.
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1.1. Gyermekkori akut lypmhoblasztos leukémia és elofordulasa

Az akut limfoblasztikus leukémia (ALL) a hematopoetikus &ssejtek klonalis
megbetegedése (2). A gyermekkori akut leukémia a leggyakoribb malignitas az 1-18 éves
populaciéban, mely nagyjabol 30%-at teszik ki az Osszes gyermekkori malignus
megbetegedéseknek. Ez hazankban évi 70-80 uj leukémias megbetegedést jelent (3). Az
altipusok koziil a leggyakoribb, mintegy 85%-ot kitevé csoport a prekurzor B-sejtes

alcsoport (pre B-ALL). A maradék 15% szinte kizarolag a T-sejtes altipushoz tartozik

(4).

A betegségre a nem specifikus tiinetek koz¢é sorolhatd 1-2 hete tarto, kezelésre nem mulo
laz, a faradékonysag, végtagfajdalom és nyirokcsomd megnagyobbodas tartozik. A
vérképzés zavara miatt anémia jelentkezik, mely sapadtsaggal jar, szédiiléssel és szapora
szivmiikddéssel. A bor és nyalkahartya bevérzések oka a vérlemezkeszam csokkenés, mig
a visszatérd fertézések, laz hatterében a fehérvérsejtek nem megfelelé miikodése all. A
csontfijdalmat a csontveldi infiltraci6 okozza, a malignus sejtek térfoglalasa
kovetkeztében. A nyirokcsomo6 megnagyobbodas, hepato- €s splenomegalia hatterében a
nyirokrendszer invazidja all. Erintett lehet emellett a kozponti idegrendszer, a herék,

petefészek, a csontok, iziiletek, vesék, a szem és a bor is (5).

A betegségben jellemz0 sejtek a limfoblasztok, melyek a csontveldben (mindig) és vérben
(az esetek tOobbségében) is megtalalhatoak. Az ALL diagnézisahoz minimum 20% a
blasztok aranya a magvas sejtekhez viszonyitva a csontveldi és vérmintakban vizsgalva
(2).

B-ALL esetén szdmos kromoszomalis abnormalitds ismert. Ezekrdl azt tartjak, hogy
jellemzéen Kkorai, kezdeti események a leukemogenesis soran, olyan géneket bevonva
amelyek regulatorok a sejt kozotti jelatviteli folyamatokban, tumor szuppresszorok,
illetve a limfoid differenciacioban részt vevok. Lehetnek kromoszoéma szambeli
¢ltéréssel, kromoszomalis transzlokacidval vagy ujrarendezddéssel, de akar deléciokkal
jarok is, egyéb genetikai mutaciok mellett (2).

A B sejtes limfoblasztikus leukémiak esetén 9 visszatérd genetikai abnormalitast jegyez
az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) (6). Gyermekekben gyakori az ETV6-RUNX1
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mas néven t(12;21) transzlokacid. Ebben az esetben, a transzlokacié kovetkeztében
1étrejon egy fuzios fehérje, amely gatolja a RUNX1 miikodését, ami az egyik f6 regulator
a hematopoezis soran (7). Ez a kromoszoémalis abnormalitas a gyermekkori ALL 25%-
ban van jelen.

Hiperdiploiditas és hipodiploiditas is el6fordulhat, elébbi esetén > 50, de < 66
kromoszomaja van a betegnek egyéb szerkezeti abnormalitas nélkiil, mig utobbi esetén a
normalisnal kevesebb kromoszoma figyelhet6 meg. Hiperdiploiditas az esetek
negyedében jellemz6. Ehhez a genetikai eltéréshez jo prognédzis tarsul. Azonban ez
nagyban fiigg attdl, hogy melyik kromoszomak triszomidja alakul ki. A legkedvezdbb
prognoézist a 4, 10, 17-es kromoszoma triszomiaja jelenti (2). A hipodiploid ALL csoport
prognozisa lényegesen gyengébb.

A tovabbi alcsoportok részletezésétdl eltekintek, mert a munkam soran ilyen alcsoportba

tartoz6 betegek mintaival nem foglalkoztam.

A betegek kezelési protokollja orszagonként, régionként eltérd. Magyarorszdgon a

kutatasom soran az ALL IC-BFM 2009 protokoll szerint tortént a betegek kezelése.

A rizikdcsoport besorolas a kovetkezo:
Standard, azaz alacsony riziké (SR) besorolasba esik az a beteg, akire az alabbiak koziil
mindegyik jellemzd:
o ¢letkora>1év—<6¢év
e aperiférias vér 8. napon < 1,000 blaszt/uL tartalmaz
e akezdeti fehérvérsejtszam < 20,000/uL
e aramlasi citometriaval (FC) mérve a csontvelében mért blasztok aranya < 0,1%
a 15. napon
e M1 (acsontvel6i blasztok aranya < 5%) / M2 (a csontvel6i blasztok aranya > 5%
de <25% ) csontveld a 15. napon

e nem M2/M3 (a csontveldi blasztok aranya > 25% ) csontvel6 a 33. napon

High, azaz magas rizikd (HR) besoroldsba esik az a beteg, akinél az alabbiak koziil
legalabb egy teljesiil:

e M3 csontveld a 15. napon
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e FC MRD >10% a 15. napon

e periférids vér a 8. napon > 1,000 blaszt/puL.
e M2 vagy M3 csontveld a 33. napon

o 1(9;22) vagy t(4;11)

e hiperdiploid < 44 kromoszomaszammal

Intermediate azaz kozepes rizikd (IR) besorolasba esik minden beteg, aki az sem az SR-

be sem a HR-be nem stratifikalhato.

A betegek kezelése a kovetkezé fazisokra oszthatd: indukcid, korai intenzifikacio,
konszolidacio, reindukcio, késéi reintenzifikaciod és fenntartd kezelés (8).

Az indukcid soran, amely az els6 honapot dleli fel és célja, hogy elpusztitsa a kezdeti
daganatos sejttomeg zomét, prednizolon terapiat irnak elé emelked6 adagban a 8. napig,
majd allandé prednizolon mellett vincristin és daunorubicin kezelés is megkezdddik a 8.
napon. Ez utobbi a 15. napon ismétlédik, mig vincristine-t a 22. és 29. napon is kapja a
beteg (IR és HR 4gon a daunorubicin is ismétlddik a 22. és 29. napon is, az SR agon nem).
Az aszparaginaz a 12. napon 1ép be a kezelési rezsimbe. Az intratekalis metotrexat pedig
az indukios kezelés soran a kdzponti idegrendszeri érintettség fiiggvényében (kdzponti
idegrendszeri érintettség vagy traumatikus lumbal punctio esetén) akar 5 alkalommal is
szerepelhet. A korai intenzifikacio 4 hetes kezelése soran citozin-arabinozid,
ciklofoszfamid, 6-merkaptopurin és metotrexatot kapnak a betegek. A 8 hetes
konszolidacios szakasz célja a még taléld blasztok elpusztitisa és a kozponti
idegrendszeri érintettség megeldzése melyhez a vér-agy gaton is atjutd gyogyszereket
(metotrexat, 6-merkaptopurin) alkalmaznak. A maradék leukémias sejtek elpusztitasa a
célja a reindukcionak és a késoi reintenzifikacionak, mely 7 hetet 6lel fel. Ekkor a kezdeti
indukcidé soran alkalmazott gyogyszereket kapja ismét a beteg. A két éven at
tartd,fenntartd kezelés a betegség visszatérését, a késdi csontveldi relapszust igyekszik
megakadalyozni oralis metotrexattal és 6-merkaptopurinnal (8). A kezelések kozt
jellemz6 sziinetek a csontveld regeneralodasanak engednek teret.

A tulélési mutatok az elmult évtizedek soran folyamatos javulast mutatnak, az 6téves
tulélés napjainkban eléri a 83%-ot (3). A korai terapias valasz alapjan torténd stratifikacio
és a minimalis maradékbetegség (MRD) monitorozasa igen fontos faktora a magas

talélésnek.
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A koOzponti idegrendszeri érintettség besorolasa ALL IC-BFM 2009 protokoll szerint a

kovetkezo:

KIR 1:

e Nincs klinikai bizonyiték a kozponti idegrendszeri érintettségre

e Képalkoté eljarassal (CT/MRI) nem mutathato ki a kézpont idegrendszerbeli
eltérés

e Szemfenék vizsgalattal eltérés nem mutathato ki

e A fentieken til a gerincveldi folyadék blaszt-mentes

KIR 2:

Cytospinen a blasztok egyértelmiien azonosithatdak és a vorosvértest:fehérvérsejt <
100:1, < 5/uL sejtszam esetén (nem traumatikus lumbalpunkcio, a CSF vért nem
tartalmaz)

Cytospinen limfoblasztok azonosithatdéak és a vorosvértest:fehérvérsejt > 100:1
(traumatikus lumbalpunkcio, a CSF tartalmaz vért)

Traumatikus lumbalpunkcid, a kezdeti fehérvérsejtszam > 50 000/uL

KIR 3:

Képalkoto eljarassal (CT/MRI) kimutathato kozponti idegrendszeri érintettség
Agyideg bénulas, akar blaszt-mentes CSF vagy a koponydban nem koriilirt
térfoglalo 1ézi6 mellett is (CT/MRI-vel)
Retina érintettség (blaszt-mentes CSF vagy negativ CT/MRI esetén is)
Nem traumatikus lumbalpunkcié esetén, ahol a sejtszam > 5/uL és a cytospinen
nagyrészt blasztok lathatoak.
Amennyiben a vérrel valo szennyezettség kétséges a KIR statusz megallapithat6 ha
az alabbiak koziil barmelyik igaz:

Sejtszdm: > 5/uL

+ nagy része blaszt (cytospin)

+ vOrosvértest : fehétvérsejt < 100:1 (cytospin)
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Sejtszam: > 5/uLL
+ magasabb a blasztok szazalékos aranya a gerincvel6i folyadékban, mint a

periférias vérben

Kutatasunk soran a KIR 2 és KIR 3 betegeket a kézponti idegrendszer érintett
(KIR+) kategoriaba soroltuk.

10
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1.2. Minimalis maradék betegség

Minimalis rezidualis vagy maradék betegség (minimal residual disease, MRD) alatt a
malignus sejtek alacsony (5% alatti) szintjét értjiikk a kezelés elkezdése utan teljes

remisszioban, amelyet valamilyen érzékeny diagnosztikus eljarassal Ki lehet mutatni.

Tradiciondlisan a kezelésre adott valaszt mikroszkopos analizissel hataroztdk meg a
csontveldben illetve a vérben. Ez a mddszer azonban igen kevéssé szenzitiv, kiillondsen
ALL-ben, ahol rendkiviil nehéz a leukémias blasztokat megkiilonboztetni a limfoid
prekurzoroktol és az aktivalt érett limfocitaktol.

Négy évtizede Janossy és munkatarsai elkezdték a remisszids statuszt vizsgalni ALL-es
betegeknél egy, a morfologiai vizsgalatnal érzékenyebb modszerrel (9). Megfigyelték,
hogy T sejtes ALL-ben a sejtek expresszalnak TdT-t és T sejt markereket, mig egészséges
emberekben sem a periférias vérben, sem a csontvelében nem jellemzéek ezek a
markerek. Tehat sejt markerek kombinacidjat hasznalva allapitottak meg, hogy a beteg
remisszioban van-e. Az immunolodgiai markerek segitségével igy a maradék leukémias
sejtek azonositasa valt lehetévé. Monoklonalis antitestek és az aramlasi citometria
fejlodésével pedig T-sejtes mellett B-ALL-ben is lehet6vé valt az MRD detektalasa (10).
Ezzel egy idoben a PCR technika fejlodését felhasznalva szamos kutatdcsoport fizios
transzkriptumokat amplifikalt ALL sejtekben és benniik az antigén receptor géneket
vizsgalta MRD detektalas céljabol (11-13).

Elkiilonithet6 3 csoport, melyek kiilonb6z6 modszerek segitségével tovabbi informaciot
nyUjtanak az dramlasi citometrids vizsgalatok mellett. Az elsé csoport, amelyek a
normadlis fejlédés soran is expresszalnak a sejtek, de csak bizonyos szovetek sejtjeire
jellemz6é. Ez a T-ALL-re jellemz6 csoport (14). A masodik, leukémia specifikus
csoportba a fizids proteinek jellemzdek, mint példaul a BCR-ABL1, ETV6-RUNX1. A
harmadik csoportba olyan markerek sorolhatok, melyek expresszalodnak a
limfohematopoezis soran, de a leukémias sejtekben abnormalis kombinacioban vannak

jelen (10, 15-17).

11
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A PCR soran hasznalt targetek két csoportra oszthatok. Az egyik targetcsoportba a
génflziok sorolhatok, Gigymint a mar korabban emlitett BCR-ABL1, ETV6-RUNX1.
Ezen esetekben egy aberrans mRNS transzkriptum figyelheté meg a leukémias sejtekben
(18-19). Mig a masik csoportban a PCR targete az immunglobulin (Ig) és T sejt receptor
(TCR) gének klonalis tjraszervezdédése (20).

MRD vizsgalat c€ljabol tehat mind az aramlasi citometria, mind a PCR technika elterjedt.
Természetesen dsszehasonlitisuk sem maradhat ki a szakirodalombol. Ugy talaltak, hogy
amennyiben az MRD legalabb 0,01%-ban van jelen az adott mintdban, a kétféle
detektalasi modszer eredménye kozel azonos (21-23).

Az MRD legnyilvanvalobb alkalmazédsa a kezelésre adott korai vélasz és azoknak a
betegek az azonositasa, akik morfologiai remisszidban vannak, de még mindig jelen van
egy adott hatarérték felett leukémia. Az MRD detektalasa a terapia elsé 2-3 honapjaban
(kezelési protokolltol fiiggden) a relapszus legerésebb prediktora (24-25). Az indukcios
terapia végén az 1%-nal nagyobb MRD-vel rendelkezé betegek relapszus ratdja igen

magas, akar hétszer magasabb, mint az SR és IR csoportba sorolt betegeké (25).

A Dbetegek stratifikalasa kiemelkedéen fontos a megfeleld, egyénre szabott terapia
szempontjabol. Az MRD eredmény befolyasolja a rizikdcsoport besorolast, a tovabbi
kezelés intenzitasat. Perzisztens MRD esetén Gssejttarnszplantacié (HSCT) meriil fel.

Tovabbi MRD detektalasi technikak kozt szerepel a multiparaméteres aramlasi citometria
(MFC), az allél-specifikus oligonukleotid kvantitativ PCR (ASO-PCR), a digitalis PCR
¢és az ujgeneracios szekvenalas (NGS) (26). A technikak eldnyei és hatranyai az 1.

tablazatban szerepelnek (Sanczhez és mtsai nyoman) (27-28).

12
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1. tablazat. MRD detektalasi technikak jellemzdi.

ASO-PCR

Digitalis PCR

Gyors
Abszolut kvantifikécio
Sejt szintli informacidt nyujt

Széles korben elérhetd

Magas szenzitivitas (107°)

Abszolut kvantifikacio
Magas szenzitivitas (10)
PCR inhibitorok mellézése
a target szekvenciak

kompartmentalizalasa révén

Magas szenzitivitas (1076
Egyén-specifikus primer
nem sziikséges

Sokoldala

A valtozo6 antigén
expresszio fals negativ
eredményhez vezethet
Gyakorlatot és szaktudast
igényel

Kozepes szenzitivitasu

(103-107) 8 szin alatt

Id6igényes betegspecifikus
primer tervezés
Optimalis DNS mennyiség

is mindség sziikséges

Standardizéci6 hianya
Uj variansok felfedezése
nem lehetséges

Allél-specifikus design

Standardizéci6 hianya
Magas bioinformatikai
szaktudast igényel
Draga

FC: aramlasi citometria, ASO-PCR: allél-specifikus oligonukleotid kvantitativ PCR,

NGS: ujgeneracios szekvenalas

Magyarorszagon kutatasom ideje alatt, az ALL 1C-BFM 2009 protokoll szerint az MRD

kovetés aramlasi citometriaval tortént.
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1.3. A microRNS-ek biogenezise és funkciéi malignus

megbetegedésekben

1933-ban Ambros és Ruvkun kutatocsoportjai irtak le az els6 mikroRNS-t (miR), a lin-
4-et Caenorhabditis elegans-ban (29-30).

A miR-ek rovid, ~22 nukleotid hosszsagl, nem kodolo RNS-ek. A legtobb miR a DNS
szekvenciarol irddik at primary miR-é (pri-miR) majd precurzor-miR-¢ (pre-miR) és
expresszidjat szupresszalja. Azonban eléfordul, hogy az 5° régidhoz, kodolo
szekvenciahoz, vagy éppen gén promoterhez kapcsolodik (31). A szuppresszio mellett,
bizonyos koriilmények kozott akar génexpresszid-aktivalast okozd hatasat is
megfigyelték (32). MiR prekurzorok a genom kiilonb6z6 régidiban klaszterekben
talalhatoak, leggyakrabban intergénikus régidokban és fehérje-kddold gének intronjaiban.
Ritkabban a transzkriptumok exonjaiban és antiszenz transzkriptumokban (33). Régen,
ezeket a szakaszokat hivtak ,,junk DNS”-nek.

A mikroRNS-ek nevezéktanat illetéen elmondhato, hogy a miR el6tti harom betiis eltag
(példaul: hsa-miR: Homo sapiens, cel-miR: Caenorhabditis elegans) utal a fajra,
amelyben az adott mikoRNS-t leirtak. Sorszdmmal jelolik az azonos szekvencidjq,
azonos 10kuszrol atiroddo mature, azaz érett mikroRNS-t (példaul miR-125b-1).
Amennyiben 1-2 nukleotid eltérés jellemzi a két mikroRNS-t, akkor azt betiivel jelolik
(miR-181a, miR-181b). A mikroRNS nevének végén a csillag megjelolés az egyik karrol
atirédott, kevésbé dominans mikroRNS-t jeldli, a csillag nélkiili pedig a tilstlyban 1évot.
Az -5p megjeldlés a prekurzos 5’ karjarol kihasitasra keriilt mikroRNS, mig a -3p a 3’
karrol valo hasitast jeloli (34).

A human genom 1-5%-t teszik ki a mikroRNS-ek és a fehérje kodold gének 30%-at
szabalyozzak (35). Az irodalomban 28 000 feletti a human révid RNS szekvenciak szama,

ebbdl azonban az érett mikroRNS-ek szama 2300-ra tehetd egy friss kutatas szerint (36).

1.3.1. MikroRNS biogenezis

A mikroRNS-ek RNS polimeraz II segitségével atirodnak a nukleuszban és ugynevezett

primer miroRNS-ek jonnek létre. A pri-mikroRNS-ek néhany szazezer nukleotid
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hossziisaguak. A mikroprocesszor komplex (endonukleaz hasitasat végzé Droshabol és
a duplaszali RNS koté DGCR8-bdl, azaz DiGeorge syndrome critical region gene 8-bol
all) ezt tovabb hasitja egy 70-100 nukleotidnyi hajtii alaka prekurzos mikroRNS-¢é. Majd
az exportin-5 és guaninnukleotid-k6té fehérjék a pre-mikroRNS-t a citoplazmaba
szallitjadk. Meg kell emliteni egy alternativ biogenezist is, mikor kozvetleniil az
intronokbol, spliceoszémak segitségével olvadnak 6ssze és kialakul a mirtron, egy mas
tipust pre-mikroRNS. Az RNaz III csalad Dicer enzime hasitja a hajtiinyak tovében a
kett6s szalt szakaszt és igy létrejon egy 1-25 nukleotid hossziusagi miRNS/miRNS*
duplex. E16bbi, a mikroRNS stabil érett vezetd szala, mig az utobbi a kisérd szal. Ezt a
duplexet helikazok szétvalasztjak és a RISC-be (RNS-indukalta csendesité komplex,
melyben Dicer, TRBP (transactivation response RNA binding protein) és Ago protein
van) bekertil az érett szal, a kisérd szal pedig lebomlik (2. abra). A mikroRNS a cél mRNS
mag régiojat ismeri fel, amely 2-8 nukleotid hosszisaga. A cél mRNS és a mikroRNS
kozti komplementaritas fliggvénye, hogy endonukleotikus hasitas vagy transzlacié gatlas
lesz a génszabalyozasi mechanizmus. Teljes vagy kozel teljes komplementaritds esetén
endonukleotikus hasitassal bomlik a cél mRNS. Ellenkezd esetben transzlacio gatlas
kovetkezik be. Az ilyen felhalmozddott, represszalt mRNS-ek a P-testekbe (cytoplasmic
Processing bodies) keriilnek, amelyek az mRNS lebontasi helyei (37-40).

A transzlacio gatlas végbemehet slicer-fiiggd és slicer-figgetlen moédon. Az mMRNS
endonukleaz hasitasat mindkét esetben az Ago2 végzi. A kiilonbség a downstream
hatasban van, miszerint bekovetkezhet mRNS degradacio vagy transzlacio gatlas.
Degradaciod esetén a hatas irreverzibilis, vagyis az mMRNS bomlasa visszafordithatatlan

(39).
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MikroRNS gén

pre-miR

pre-miR @ﬁﬂm

Citoplazma

| @D

miRNS/miRNS* -

duplex
e, G
érett miR

1. abra. MikroRNS biogenezis.

1.3.2. MikroRNS-ek malignitasokban

A mikroRNS-ek metabolikus és jelatviteli tutvonalakat is befolyasolhatnak, a
sejtproliferacio, differenciacio és a ttlélés szabalyozasan keresztiil (39). Szamos tumoros
allapotban ismert a mikroRNS expresszios profil diszregulacioja (41). A mikroRNS
expresszidra jellemzé a sejt, illetve szdvetspecificitds, igy megitélésiik, miszerint
onkogén vagy tumor szuppresszor egy adott mikroRNS, igen nehézkes. Tovabba nem
tudjuk, hogy a megvaltozott mikroRNS expresszié a malignus allapot direkt kivaltdja
vagy indirekt kovetkezménye. Tovabb neheziti a helyzetet, hogy egy mikroRNS-nek t6bb
targete is lehet és igy egy adott mikroRNS adott kdrnyezetben onkogén, mig mashol

tumor szuppresszor funkcioju (42).
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1.4. Cirkulalo mikroRNS-ek

A mikroRNS-ek megtalalhatéak extracellularisan is, gy mint a vérplazmaban és
szérumban, cerebrospinalis folyadékban, vizeletben, nyalban, tejben, konnyben,
kolosztrumban, hastiri folyadékban, bronhialis lavazsban, szeminalis folyadékban és a
petefészek tiisz6 folyadékban (43-49). Az extracellularis mikroRNS-ek igen stabilak,
szobahOmérsékleten akar 4 napig tarthatdak, kiilonboz6 szEélséséges kondicioknak kitéve
sem degradalodnak (45, 50). A mikroRNS-ek extracellularis vezikulakban vagy
proteinekkel egylitt, leginkabb AGO2-vel talalhatoak a testfolyadékokban.

1.4.1. A vérplazma és vérszérum eltéréo mikroRNS mintazata

A plazma egy sejtmentes feliilluszo, amit a vér centrifugaldsa utan kapunk, amely
antikoagulanst tartalmazoé csobe vett vérbol késziil. Szérumot szintén centrifugalas utdn
kapunk, azonban itt a vér antikoagulans hidnyaban, magatol elkezd alvadni. Az
antikoagulans fajtaja is fontos, EDTA (etilén-diamin-tetraecetsav) és citrat megfelel6 a
késébbi qPCR-hez, azonban a heparin gatolhatja a PCR-t (51).

Egy kutatasban Osszehasonlitottdk ugyanazon személy szérum és plazma mintait. A
szérumban magasabb RNS koncentraciot mértek, amelynek oka valdsziniileg a
koagulacios soran az RNS felszabadulasa a vorosvértestekbél. Igy tehat a konkluzio az,
hogy a koagulacio novelheti a mintak kozti eltérést. Tehat cirkulalo mikroRNS kutatashoz

a vérplazma javasolt, a szérum kevésbé, a véralvadas folyamata miatt (52).

1.4.2. MicroRNS-ek mint biomarkerek

A likvid biopszia alatt a nem-szolid szovetek biomarker elemzését értjilk. Féként vérbol
torténik, ami viszonylag non-invaziv nem igényel miitéti mintavételt. Igy id6 és
koltséghatékonyabb, mint a hagyoményos biopszias eljarasok. A leginkabb kutatott non-
invaziv biomarkerek a cirkulalé tumor sejtek (CTC), a cirkulalé tumor DNS (ctDNA) és

az exoszomak (53).
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A mikroRNS-¢k stabilak a vérben, védve vannak az RN-az aktivitastol, igy j6 biomarker
jeloltek lehetnek (43, 54).

1.5. MicroRNS-ek a limfopoetikus folyamatokban és limfoid

leukémiaban

A hematopoezis soran a kiilonbozo érési folyamatok eredményeképp 1j, érett vérsejtek
képzddnek egyetlen progenitor sejtbdl, azaz a hematopoetikus 6ssejtbol. A limfopoezis
alatt a B és T sejtek képzodését értjiik. A B sejt érése a csontveldben, mig a T sejteké a
thymusban fejezodik be. Azonban fejlddésiiket és aktivaciojukat a periféridn szamos
komplex fehérje jelatviteli Gt befolyasolja, melyeket pedig mikroRNSek is szabalyoznak
(55). Az egészséges és malignus hematopoezist szamos kutatocsoport vizsgalta, és arra
az eredményre jutottak, hogy a mikroRNS-eknek igen fontos szerepiik van a folyamat
szabalyozasaban az érési folyamat egésze soran (56).

A miR-150 az érett B és T sejtekben is expresszalodik. A limfoid progenitorok
expresszaljak a miR-150-et ezzel segitve az 4atalakulédst a pro-B-bdl pre-B allapotra. A
mir-150 targete a c-myc, amely igen fontos transzkripcios faktor a korai limfoid érés
soran. Ennek elvesztése a B sejtekben azt eredményezi, hogy az érés megall annél a
pontnal amikor pro-B-bdl pre-B-vé érne a sejt. Természetesen ezen esetekben a miR-150
feliilexpresszidja figyelhetd meg (57-58).

A miR-181 csalad hat tagja is fontos szerepet jatszik a limfopoezisben. Expresszids
szintjét magasnak talaltak a korai B sejt differenciacio soran, majd pedig fokozatos
csokkenését irjak le (59).

Az ALL szubtipusok elkiilonitésére is hasznalhatd a megvaltozott mikroRNS mintazat.
Zhang ¢és mtsai a B és T sejtes ALL elkiilonitésére az alabbi mikroRNS-ek relativ
expresszidjat javasoljak: miR-148, miR-151, miR-424, miR-425-5p, miR-191, miR-
146b, miR-128, miR-629 és miR-126 (60).

A kromoszomalis eltérések sem maradhatnak ki a mikroRNS kutatasok fokuszabol ALL
esetén. A t(12;21) pozitiv ALL-ben példaul a miR-100-at expresszio novekedését talaltak
jellemzének mas ALL-formakhoz képest (61).

A B- és T-ALL megkiilonboztetésére a miR-148, miR-151 és miR-424-et javasolja Fulci
¢és mtsai (62). Ugyanezen munkacsoport hat mikroRNS (miR425-5p, miR-191, miR-
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146b, miR-128, miR-629 és miR-126) expresszidjanak statisztikai elemzésével tett
kiilonbséget kiilonb6zé B-ALL-ben jellemz6 eltérések kozott, igy mint a t(9;22) vagy a
t(1;19) (62). Schotte és mtasi 397 mikroRNS-t vizsgaltak 81 gyermekkori ALL-es
csontvelSi és periféridas vér mintaban, Osszevetve 17 egészséges gyermek kontroll
mintaval. Vizsgalatuk eredményeképp egyedi mikroRNS mintazatot tudtak leirni
gyermekkori ALL-ben egészséges kontrollokhoz viszonyitva. (63).

A mikroRNS-eket a prognozisra vonatkozodan is vizsgalta szamos csoport. A miR-128b
diagnoziskori magasabb expresszios szintje jobb prognoézissal és jobb prednizolon
valasszal tarsul Nemes és mtsai szerint (64). 147 ALL-es és AML-es beteget vizsgalva a
magas miR-24 expresszid rovidebb taléléssel korrelalt (65). B- és T-ALL-ben pedig a
miR-16 magas expresszidja korrelalt rovidebb eseménymentes taléléssel (66).

A mikroRNS-ek terapiahoz kapcsol6dd, abban felhasznalhato lehetséges szerepét is
szamos kutatas vizsgalja. Akar, gliikkokortikoid kezelésre valo szenzitivitas tekintetében

(67), akar tirozin kinaz kezelés esetén (68).
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1.6. Extracellularis vezikulak
Az extracellularis vezikulak kett6s foszfolipid membrannal kortilvett képletek. Harom {6
csoportra oszthatoak méretiik és keletkezésilik alapjan: exoszomak, mikrovezikuldk és

apoptotikus testek. A csoportokra legfontosabb jellemzdit a 2. tablazat részletezi.

2. tablazat. Extracellularis vezikulak felosztasa és legfontosabb jellemzo6ik

Exoszéma Mikrovezikula Apoptotikus
test
Méret 50-100 nm 100-1000 nm 1-5 um
ere (~virus) (~baktérium) (~vérlemezke)
Keletkezés multivezikularis testek (g 0100 plebbing [ - 2POPLOZIS
exocitozisa soran
,, , vérlemezkék,
EIOfordylaS/ immunsejtek, tumorok vorosvértestek, programo’zott
Forras o sejthalal
endotélsejtek
protein, lipid, mRNS,
mikroRNS, DNS, hésokk- protein, lipid, rotein. linid
Tartalom fehérjék, enzimek, MHC MRNS, P NS pid,
receptor, tetraspaninok, mikroRNS, snRNS
membran transzport fehérjék

Az extracelluldris vezikulak részt vesznek a sejtek kozotti kommunikéacioban, az
angiogenezisben, az intracellularis komponensek eltdvolitdsaban, a szervezet
immunvalaszéban és a véralvadasban is. Miikodésiik lehetové teszi a fehérjék, RNS-,
DNS-sejtek kozotti kicseréldédését (69). Mind az egészséges, mind pedig a malignus
sejtek termelnek vezikulakat (70-71), amelyeket szamos testfolyadékbol sikeriilt mar
Kimutatni ugy, mint vér, cerebrospinalis folyadék, vizelet, anyatej, de akar a konnybdl is
(72-73).

1.6.1. Extracellularis vezikulak hematolégiai korképekben

Extracellularis vezikulakat vizsgaltak szolid tumoros megbetegedések mellett kronikus

limfoid leukémiaban is. A vezikulak eredetére vonatkozoan talaltak eltérést a betegek
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vérplazmajaban egészséges kontrollokhoz viszonyitva (74). Ugyanezen kutatds soran
vizsgaltak az anti-CD52 alemtuzumab ¢és az anti-CD20 rituximab elleni rezisztencia
kialakulasat és irtak le a mikrovezikulak lehetséges szerepét (74).

Akut mieloid leukémidban az exoszomakat vizsgaltak, ¢és eredményeik alapjan
feltételezik, hogy a leukémids sejtek vezikuldk révén alakitjak a csontveldi kdrnyezetet
(75-76). Xenograft modell alkalmazasaval végzett vizsgalat alapjan exoszOomalis

mikroRNS-t javasol MRD kovetésre AML-ben Hornick és mtsai (77).

1.6.2. Exoszomalis mikroRNS-ek

Az exoszOomak, melyek legjellemzdbb forrasai az immunsejtek és malignus sejtek, szintén
képesek membran komponensek, proteinek, lipidek, nuklein savak és mikroRNS-ek
transzferére (78-79). Az exoszomak képesek becsomagolni bizonyos mikroRNS-eket,
a véraramban megtartani azok integritasat (megvédve ket a RNazok hasitasatol) igy
azok a sejtek, melyekbdl szarmaznak, még a véraramban is azonosithatoak (80-81).

Jelenleg az exoszomalis biomarker stratégiak igen nagy népszerliségnek drvendenek,
“a kevesebb tobb” elvet kovetve. Tehat azt feltételezik, hogy kevés szamu vezikularis
mikroRNS igen fontos és specifikus informaciot hordoz magaban adott patologias
allapotra vonatkoztatva. A malignus sejtek viszonylag nagyszamu, specifikus
mikroRNS-t juttatnak az extracellularis térbe, exoszomakba csomagolva, igy egy
specifikus exoszomalis mikroRNS mintazat alakul ki a periférias vérben, amely akar

biomarkerként is hasznalhaté volna (82).

A tiszta exoszoma izolalas igen 1ddigényes folyamat és szamos megerdsitd, konfirmald
1épést igényel, amely inkabb teszi ezt experimentalissa mintsem a Klinikai
betegellatasban napi szinten hasznalhatova (83). Ezért a munkam soran a gold
standardnak szamit6 ultracentrifugalassal nyerhetd exoszéma gazdag frakciot (exosome

enriched fraction, EEF) vizsgaltam.
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2. Célkituzések

Célkitiizéseim az alabbiak voltak:

1. Szakirodalmi adatok alapjan kivalasztott mikroRNS-ek extracellularis
expresszidjanak karakterizdlasa gyermekkori akut limfoblasztos leukémias
betegek periférias vérében, csontveldjében és cerebrospinalis folyadék mintaiban

2. A vizsgalt mikroRNS-ek expresszids valtozasanak értékelése, mint minimalis

maradék betegség biomarker.
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3. Modszerek

3.1. ALL biobank

Mind a mintagytjtés, mind pedig a kutatds az Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs
Tudomanyos ¢és Kutatasetikai Bizottsaganak engedélyével (60106-1/2015/EKU és
6886/2019/EKU szamu engedély) és a Helsinki Nyilatkozatot kdvetve végeztik.

2016-tol kezdve csontveldi, periférids vér és cerebrospindlis folyadék (CSF) mintékat
gyljtiink ¢és tarolunk biobankunkban gyermekkori akut limfoblasztos leukémias
gyermekektdl. A betegeket a Heim Pal Gyermekkorhaz onko-hematologiai osztalyan és
a Semmelweis Egyetem 2. szamt Gyermekgyogyaszati Klinikan diagnosztizaljak és
kezelik.

A vér (3,5 ml) és csontvel6i (1 ml) mintakat citratos csébe veszik le a ndvérek, a
gerincvel6i folyadék (~1 ml) mintakat pedig nativ csdvekbe.

A leukémia-gyanus gyermekek kivizsgdldsa sordan tortént rutin diagnosztikus
mintavételek soran veszik le a mintdkat szamunkra is, ezt a tovabbiakban 0. napnak
nevezem. Amennyiben bebizonyosodik az ALL diagnodzis, akkor az ALL-1C BFM 2009
protokoll szerinti indukciés terapia alatt az alabbi idépontokban gydjtiink tovabbi
periférias vérmintat: 8, 9, 15, 29, 30, 33. nap. Csontvel6i és CSF mintat pedig a protokoll
szerinti 15. és 33. napon.

DNS izolalasra is tesziink el mintat a betegektdl, diagnoziskor és remisszioban is, erre
EDTA-s csovet hasznalunk, ezek jellemzden csontvel6i mintak, melyeket -20°C-on

taroltuk izolalasig.
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3.2. A vizsgalt betegpopulacio

Kutatdsom soran 28 de novo és 5 relabalt, tovabba 2 kozponti idegrendszer érintett
(KIR+) prekurzor B-sejtes ALL-es beteg mintait vizsgaltuk. Az 5 relabalt beteg els6
relapszusa alatt tortént a mintagyijtés. A betegek 1-18 éves kor kozottiek, az 1 éves kor
alatti betegek kezelési protokollja eltérd, igy az ilyen esetek nem vizsgaltuk.

Az els6é vonalban kezelt ALL-es betegek harom alcsoportjat vontuk be a vizsgalatokba
citogenetikai jellemzo6ik alapjan: hiperdiploid (kromoszomaik szama 47 vagy tobb),
t(12;21)(p13;022) transzlokacios (mas néven ETV6/RUNX1 fuzid) és normal kariotipus
alcsoportba. Ez utobbiba azok a betegek keriiltek, akinél nem talaltak citogenetikai
abnormalitast (akar sikeres volt a kariotipizalés, akar nem), illetve a FISH vizsgélat soran
(melynél a leggyakoribb ALL-ben jellemz6 eltéréseket vizsgaljak) sem talaltak eltérést
¢s diploidnak irta le az aramlasi citometriai vizsgalat a DNS indexiik alapjan. A tobbi
genetikai alcsoportot nem vizsgaltuk.

A relabalt betegek kis szama miatt nem soroltam 6ket kiilon alcsoportokba citogenetikai
jellemzo6ik tlikrében.

Vizsgaltam kozponti idegrendszer érintett (KIR+) betegek CSF mintdit is. A KIR+
betegek szama igen alacsony, igy én két beteg diagnodziskori és 15. napi mintajat

vizsgaltam.

Kontroll beteg mintakat is gyQjtottiink nem ALL-es gyermekektdl. Olyan betegeket
kivalasztasat tliztiik ki célul, akiknél semmilyen vérképzdrendszeri betegség nem all fent,
sem olyan koérkép, amely esetén a mikroRNS mintdzat atfedhetne a leukémids
betegekével (irodalmi adatokra tdmaszkodva), mégis tortént vérvétel toliikk a SE II. sz.
Gyermekgyogyaszati Klinikdan nem-kutatasi célbol. Igy a kontrol betegeink az alabbi
betegségekkel kertiltek kivizsgalasra: D vitamin deficiencia, kozépfiilgyulladas, otvar,

hiperthireozis, 1-es tipusu neurofibromatozis, vas hianyos anémia és fitymaszikiilet.
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A kemoterapia elsé honapja sordn az alabbi klinikai adatokat gytijtottem Ossze:

Diagnéziskori fehérvérsejtszam

Abszolut blaszt szam a 8. napon periférids vérben
Csontveldi MRD aramlési citometriaval mérve a 15. napon
Abszolut fehérvérsejtszam a 33. napon

Abszolut limfocitaszam a 33. napon

Csontvel6i MRD aramlési citometriaval mérve a 33. napon

A kutatas soran TagMan Low Density Array (TLDA) kartydkon vizsgéltam a Felfedezd

populacidba tartozo6 betegek mintait, majd ezt a populaciot kibdvitve tovabbi mintakkal,

1étrehoztam az ugynevezett Kibovitett populaciot. Ezeket a mintakat qPCR-rel vizsgaltam

csak ugy, mint az exoszoma gazdag frakciot (EEF).

A mintaszamok és mintatipusok részletezése a 3.-6. tablazatban talalhato.
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3. tablazat. A felfedezo és kibdvitett populacié betegadatai

Kibévitett populacio
Felfedezé populaciéo (TLDA)
(gPCR)
Szl 2 |2 |8 |zl |C |2
Alcsoportok | & g | & g | & |8 g | & |¢& g
;5 S |es |8 |2 |9 |S |s |8 |4
522 |z BB 22k |z
N HD 3 3 3 2 8 8 8 8
1
ét(12;21) 6 | 6 | 3 | 2 9 | 9 | 9 | 9
o
g normal | 6 | 6 | 3 | 2 10 | 10 | 10 | 9
Relab. ALL 5 5
KIR ALL 2 2
Kontroll 10 10
Osszesen 20 30 9 6 2 2 37 27 27 26

Csv: csontveld, pv: periférias vér, CSF: gerincveldi folyadék, HD: hiperdiploid, Relab.:
relabalt ALL, KIR+ ALL: kozponti idegrendszer érintett ALL (KIR 2, KIR 3)

4. tablazat. A felfedezo6 populacio (TLDA kartyan vizsgalt) mintak betegadatai

Felfedez6 populacié Eletkor (év) | Betegszam | Fiii (n) | Lany (n)
alcsoportok (n)

kariotipus:
De | hiperdiploid 31(20-37) 3 1 2
ALL 1(12;21) 3,6 (3,1-4,6) 6 3 3

kariotipus: normal 3,1(1,5-5,3) 6 4 2
Relabalt ALL 10,4 (6,3 — 18,8) 5 3 2
KIR+ ALL* 4,6 (0,7-8,4) 2 1 1
Osszbetegszim 3,9(1,5-18,8) 22 12 10
Kontroll 44 (1,6 —15,1) 10 6 4
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5. tablazat. A Kkibévitett populaciéo gPCR-rel mért mintainak betegadatai PFP esetén

Betegszam

qPCR alcsoportok Eletkor (év) " Fiu (n) | Lany (n)
De kariotipus: hiperdiploid | 3,8 (2,0 - 13,7) 8 1 7
novo | t(12;21) 3.1(2,2-46) 9 6 3
ALL | kariotipus: normal 4,9 (15-17,3) 11 9 2
Kontroll 4,4 (1,6 -15,1) 10 6 4

6. tablazat. JPCR-rel mért mintak betegadatai exoszoma gazdag frakcio esetén

Alcsoport Eletkor (év) Betegszam (n) Fiu (n) L(?,]I;y
Normal
Kariotipus 3,5(1,5-9,7) 5 4 1
t(12;21) 3,3 (2,2-4,6) 8 6 2
Osszbetegszam 3,5(1,5-9,7) 13 10 3
Kontroll 6,4 (1,6-14,4) 6 4 2
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3.3. Betegmintak - vérlemezke-mentes plazma

Vérlemezke-mentesitett plazma (PFP) mintakat hasznaltam a vizsgalataim soran. A
vérlemezkék igen gazdagok mikroRNS-ekben és a célkitiizésem szerint, a feltehetéen
leukémids blasztokbol szarmazd mikroRNS-eket vizsgaltam, nem pedig a vérlemezke
eredetiicket (84).

Az International Society of Thrombosis and Haemostasis ajanlasa (85) alapjan a
csontveldi és periférids vérmintdkat a levételtdl szamitott 2 oOrdn beliil elkezdjiik
feldolgozni. A feldolgozas soran centrifugaljuk a mintakat (2500 rcf, 15 perc, 16°C-on),
majd a feliiluszot atvissziik egy masik csbe és Ujra centrifugaljuk azonos beallitassal.
Majd a feliiluszot kiadagoljuk és felhasznalasig -80°C-on taroljuk (85).

Azon CSF mintékat, amiket vizsgalatom soran felhasznaltam, nem centrifugaltuk, hanem
levétel utan kiadagoltuk és -80°C-on taroltuk.

A csontvel6bdl sejteket is izolalunk és tarolunk biobankunkban. Melynek részletes

leirasatol eltekintek, mert kutatdsom soran nem vizsgéltam sejteket.

3.4. RNS izolalas és cDNS szintézis

MiRNeasy serum/plasma Kkittel (Qiagen, Hilden, Németorszag) izolaltam RNS-t a
kiolvasztott PFP mintakbol. 100ul plazma mintabodl, ill. CSF-bdl indultam ki az
izolalasnal, a szintetikus spike-in cel-miR-39-et pedig az izolalas 2. Iépéseként, a lizis
puffer hozzaadasa utan adtam az egyes mintakhoz. Az RNéz inhibitort az izolalas
legvégeén adtam hozza a 14 pul RNaz-mentes vizbe felvett mintahoz vagy a cDNS atiras
legelsé 1épéseként. Az atirashoz a TagMan Advanced miRNA c¢DNS Synthesis Kitet
(Thermo Fischer Scientific, Waltman, MA, USA) hasznaltam, kovetve a gyartd
protokolljat.

3.5. Exoszoma gazdag frakcio
Az exoszoma gazdag frakciot ultracentrifugalassal izolaltam Beckman Coulter Optima
XP ultracentrifugaval. 13 beteg 0sszesen 52 periférias vér PFP mintajat hasznalva (6.

tablazat). Ultracentrifugalashoz 500 pl kiolvasztott PFP mintdbdl indultam ki. El8szor
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500 rcf-n centrifugaltam 5 percig, sejtmentesités céljabol, majd a feliilaszot 12 500 g-n
20 percig centrifugaltam mikrovezikula-mentesités céljabol. A feliilusz6t PBS-sel
felontve pedig 100 000 g-n 70 percig ultracentrifugaltam, a feliiliszot elontdttem és a
pelletet Gjra PBS-sel, az el6bbivel megegyezé beallitasokkal ultracentrifugaltam. A
pelletet végiil az miRNeasy serum/plasma kit lizis pufferébe vettem fel, majd -80°C-on
taroltam tovabbi feldolgozasig, mely teljes egészében megegyezett a PFP RNS

izolalasaval, cDNS atirasaval, qPCR mérésével.

3.6. MikroRNS profil egyedi TLDA mikrofluidikus kartyan

QuantStudio 7 Flex miiszert hasznaltam a TagMan Low Density Array kartyakra feltett
mintdk mikroRNS expresszidjanak mérésére a SE II. Belgyogyaszati Klinika,
Endokrinologiai genetikai laboratériumaban. Minden esetben 5,5 ul amplifikalt cDNS-
bdl indultam ki és kovettem a gyartd eldirasat a mérés soran. A vizsgalt 46 mikroRNS a
7. tablazatban talalhato, kutatasi teriilet és a hivatkozas megjelenitésével. Csak olyan
mikroRNS keriilt kivalasztasra, amelyik leukémias blasztokban feliilexpresszalt ¢és

legalabb 2 kiilonbdzo publikacidban szerepelt.
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7. tablazat. A TLDA Kkartyara irodalmi adatok alapjan kivalasztott mikroRNS-ek

referenciai és hozza tartozo kutatasi teriilet

MikroRNS Kutatasi teriilet Referencia
cel-miR-39 Exogén, spike-in kontrol (86) (87)
miR-103a-3p, miR-638
miR-484, miR-30d-5p, Referencia mikroRNS-ek (88-90)
miR-16-5p
let-7a-5p, let-7f-5p Vérlemezke eredetli mikroRNS-ek (91)
mlR-128-32,pm|R-181b- Csontvel6i eredetli mikroRNS-ek (92-93)
miR-222-3p, miR-223-3p,
miR-361-3p, miR-374a-
5p, miR-501-5p, miR- Hiperdiploid ALL-ben leirt mikroRNS-ek (63)
511-5p, miR-532-5p,
miR-660-5p, miR-98-5p
miR-20a-5p, miR-93-5p ALL sejtvonalakban leirt mikroRNS-ek (94)
miR-100-5p, miR-125b-
5p, miR-126-3p, miR- (63, 88, 93
320a, miR-383-5p, miR- t(12;21) ALL-ben leirt mikroRNS-ek ’95)’ ’
494-3p, miR-629-5p,
miR-99a-5p
miR-17-5p, miR-181a-5p,
miR-181b-5p, miR-181c- (92-93, 95-
5p, miR-320a, miR-342- Recidivalt ALL-ben leirt mikroRNS-ek 97)’
3p, miR-106a-5p, miR-
1290
miR-146a-5p, miR-155-
5p, miR-222-3p, miR-34a- | Pre B-ALL-ben leirt cirkulalé mikroRNS- (88)
5p, miR-511-5p, miR-99%a- ek
op
MiR-632, MiR-654-5p T ¢€s dentritikus sejtvonalakban leirt (98)

mikroRNS-ek
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3.7. Kvantitativ PCR

A TLDA kartyan lemért 46 mikroRNS expresszidjat vizsgalva kivalasztottam négyet
(miR-181a-5p, miR-181b-5p, miR-128-3p és miR-222-3p), melyek expressziojat bovitett
populacion qPCR technikaval is lemértem. Ehhez a TagMan Advanced miRNA assay-
ket (Thermo Fischer Scientific, Waltman, Ma, USA) hasznaltam. Osszesen 28 beteg 110
periférias vér PFP mintijan mértem le a 4 kandidans mikroRNS-t plusz a miR-484
normalizalé mikroRNS-t duplikatumban.

Az exoszoma gazdag frakcié 52 mintajanak miR-128-3p és miR-222-3p expesszidjat
szintén (PCR-rel vizsgaltam, duplikatumban, plusz a miR-16-5p normalizal6t
mMikroRNS-t.

crer
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3.8. Statisztikai elemzés

Az elemzést R statisztikai szoftver (R Foundation for Statistical Computing, Bécs,
Ausztria, 3.5.1 verzid) segitségével Dr. Gézsi Andras végezte.

A megfeleld normalizald mikroRNS kivalasztasdhoz a NormgqPCR csomagbdl a geNorm
¢s NormFinder algoritmusokat hasznalta. A Limma csomag segitségével allapitotta meg
a statisztikailag szignifikans mikroRNS expresszids kiilonbségeket. Ennek soran linearis
modell illesztést alkalmazott minden egyes mikroRNS génre a paciensek
csoportbesorolasa, illetve a kiilonb6zé mintavételi idopontok alapjan. A nemet, mint
koefficienst hasznalta a modellekben. Ezt kdvetéen kiszamitotta a mikroRNS-ekre
vonatkozo moderalt t-statisztikat és a differencialis expresszio log-odds-at egy empirikus
bayesi mddszerrel, melynek sordn a standard hibakat egy kozos érték felé mozditjuk el.
Az 1igy kapott p-értekeket a Benjamini-Hochberg tobbszords hipotézistesztelési
korrekcios modszerrel adjusztalta. Azokat a mikroRNS-eket tekintettiik differencialisan
expresszalodonak, amelyek esetén a korrigdlt p-érték kisebb volt, mint 0,05.

Pearson korrelaciot szamolt az aramlési citometria MRD eredménye ¢s az adott
mikroRNS log. alapu transzformalt expresszids szintje illetve az expresszids valtozasi
értékei kozt. A kapott p-értékeket adjusztaltuk a Benjamini-Hochberg modszerrel, 0,05

szignifikanciaszint (1-es tipust hiba) hasznalataval.
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4. Eredmények

4.1. A felfedezd populiacio mikroRNS expresszios mintazata TLDA

kartyan

46 miR expesszigjat vizsgaltam TLDA kartydn ALL-es betegek periférids vér ¢€s
csontveldi PFP tovabba CSF és egészséges kontroll periférias vér PFP mintéiban.

Az 2. abra hotérképe szemlélteti a csontveldi és periférias vér illetve a kontroll PFP
mintakban mért expresszios szintet. A CSF mintak nem szerepelnek az dbran, mert azon
mintak esetén mas normalizalé mikroRNS-t hasznaltam.

Nem talaltunk szignifikans korrelaciot a periférias vér és csontvelé PFP mikroRNS

mintazata kozott.
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Szinkod és
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t(12;21) csontveld 0. nap

Normal csontveld 0. nap
Normal p. vér 0. nap
Normal p. vér 8. nap
Normal p. vér 33. nap
HD p. vér 0. nap

HD p. vér 8. nap

HD p. vér 33. nap
t(12;21) p. vér 0. nap
t(12;21) p. vér 8. nap
t(12;21) p. vér 33. nap
Recidiva p. vér 0. nap

Kontroll p. vér

2. abra. TagMan Low Density kartyan mért normalizalt log> transzformalt
expresszios szintek periférias vér és csontvel6i PFP-ben ALL alcsoportokban és
kontroll betegekben. A hisztogram megmutatja, hogy a heatmap-en hany olyan cella van
amely az x tengelyen feltiintetett tartomanyba esik. A sarga szin alulexpresszaltsagot, mig

a piros feliillexpresszalodast jelent a normalizaldé mikroRNS-hez képest. A bal oldalon
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talalhato fekete jelolések a qPCR vizsgalatra kivalasztott mikroRNS-eket jeldlik. *log2

transzformalt expressziso érték **hisztogram magassaga

A 3. dbra mutatja be a periférias vér PFP mikroRNS expresszidjat de novo és relabalt
betegek esetén egészséges kontrollokkal dsszehasonlitva. Osszesen 21 mikroRNS esetén
mutattunk ki szignifikdns eltérést. A relabalt betegeket kivonva az elemzésbdl (kis
elemszam, rovid kovetési id6 és eltérd kezelési protokoll miatt), a de novo ALL
diagnoziskori periférids vér PFP mikroRNS mintazata egészséges kontroll periférias
vérhez hasonlitva 19 mikroRNS esetén mutatott szignifikdns kiilonbséget. 18 mikroRNS
expresszidja szignifikdnsabb magasabb, mig egy mikroRNS-¢ szignifikdnsan
alacsonyabbnak bizonyult.

Vizsgaltuk a harom kariotipus csoportot is kiilon, szintén egészséges kontroll periférias
vér PFP-hez hasonlitva, és 5 mikroRNS egységesen mindharom csoportba (hiperdiploid,
t(12;21) és normal kariotipus csoport) feliilexpresszaltnak: miR-128-3p, miR-146a-5p,
miR-181b-5p, miR-222-3p ¢és a miR-532-5p. Nem talaltuk egyedi mikroRNS mintazatot
egyik alcsoportban sem.

Az Osszes de novo ALL-es periférias vér PFP-t vizsgalva a diagnozis és a kezelés 33.
napja kozott az alabbi 4 mikroRNS expresszioja volt szignifikdnsan magasabb a
kontrollokhoz viszonyitva: miR-128-3p, miR-181a-5p, miR-81b-5p, miR-222-3p. igy a
bovitett populacion qPCR-rel ezt a 4 mikroRNS-t vizsgaltam tovabb.
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3. abra. A miR expressziéo ALL-es periférias vér PFP mintiaban és kontroll vér PFP-
ben TLDA kartyan vizsgalva. A beteg mintak diagnoéziskori de novo és relabalt ALL
mintak. A kontroll nem ALL-es gyermekek periférias vér PFP mintajaban mért miR
expresszid. A boxok a 2. és 3. kvartilist jelolik, a boxon beliili vastag vizszintes vonal a
mediant, az alsé fliggdleges vonal a minimum értéket, amennyiben nincsen alsé kiugro
érték, a felso fiiggdleges vonal a maximum értéket, amennyiben nincsen felsé kiugro
érték vagy a Q3+1,5*IQR. A pontok a szélséértékeket, a boxok feletti vonalak pedig a
szignifikans korrelaciot jelolik, ahol p<0,05. *** esetén a p:0-0,001; ** esetén p:0,001-
0,01; * esetén p:0,001-0,05.
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Két betegnek volt kozponti idegrendszeri érintettsége, a betegek diagndziskori és 15. napi
CSF mintait vizsgaltam TLDA kartyan. A legstabilabban expresszalodé mikroRNS ezen
mintdk és a periférids vér PFP esetén a miR-532-5p volt, igy ezt hasznaltam
normalizalénak. A vizsgalatot elvégeztem a periférias vér €s csontveléi PFP méréseknél
alkalmazott miR-484 normalizalét hasznalva is. Szignifikans eredményt egyik
normalizaloval vald szamolas eredményeképp sem kaptam a miR-128-3p és miR-222-3p
esetén (8. tablazat).

8. tablazat. MikroRNS expresszié csokkenés a 15. napra CSF mintiakban TLDA
kartyan mérve, 2 kozponti idegrendszer érintett betegnél. (Egyed B. et al. 2020-
additional File 1, Table S4)

Vizsgalt - . . -
mikrogRN S Log FC p érték Adjusztalt p érték
miR-128-3p -6,97 0,06 0,22
miR-222-3p -5,66 0,11 0,22
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4.2. MikroRNS expresszio kibovitett populacion qPCR modszerrel

vizsgalva

Kibdvitett populécion (28 beteg) qgPCR modszerrel vizsgaltam 4 mikroRNS expressziojat
de novo ALL-es betegek periférias vér PFP-jében az indukcios terapia elsé honapja soran,
4 mintavételi idépontban.

Minden mérést duplikdtumba végeztem, az ezek kozti korrelacid: Pearson’s r = 0,998,
p=2,2*10", A TLDA és qPCR mérések kozti korrelacio esetén Pearson’s r = 0,873,

p =3,19*10,

Az ¢letkort, mint fliggetlen valtozot vizsgalva a teljes ALL csoportban sem talaltam

szignifikans kapcsolatot az expresszios valtozasokkal.

4.2.1. Diagnoziskori de novo ALL periférias vér PFP mikroRNS

expresszioja kontroll periférias vér PFP-hez viszonyitva

A harom kariotipus csoportbol kettd esetén, a t(12;21) és normal csoportban azt talaltam,
hogy mind a négy mikroRNS expesszidja szignifikdnsan kiilonbozik a nem leukémias
kontrolloktél. A harmadik csoportban, a hiperdiploid betegek esetén csak a miR-128-3p
és miR-222-3p esetén mutatkozott szignifikdns eltérés a kontrollokhoz viszonyitva.
Azonban a teljes ALL csoportot vizsgalva (mindharom kariotipus csoportot egyesitve)
mind a négy vizsgalt mikroRNS diagnoziskori expresszioja szignifikansan eltért a nem
leukémias kontroll periférias vér PFP-hez hasonlitva. A log fold change értékek 9.
tablazatban lathatoak.
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9. tablazat. Diagnoziskor de novo ALL periférias vér PFP mikroRNS expresszidja

egészséges kontrollokhoz viszonyitva. NS: nem szignifikans

3,39
(7,05%10%)

NS NS 2,09 (4,06*102)

5,93
2,56 (1,38%102) 3,84 (2,26*10%) 3,34 (2,21*10%)
(9,59%10°10)
4,23
3,45 (5,35%10%) 4,31 (4,73*10%) 2,63 (4,76*10%)
(1,78*10°)
4,52

2,46 (2,11%10%) 3,46 (4,73*10°) 2,68 (2,15%10%)
(3,48*10%)

4.2.2. Az indukcios terapia alatti mikroRNS expresszios szint

valtozasok a teljes ALL csoportban

Az indukcids kezelés els6 honapja soran 4 mintavételi idopontban vizsgaltam a
mikroRNS expressziot. A 4. abran lathatd a vizsgalt mikroRNS-ek expresszioja
(normalizalt, log2 expresszios szint) és a mintavételi idépontok kozti szignifikans
korrelacid. A hozzajuk tartozé szamadatokat a 10. tablazat tartalmazza. A miR-181b-5p
és miR-128-3p expresszidos mintazata mutat hasonld képet, csak tgy, mint a miR-181a-
5p és a miR-222-3p. A kezelés megkezdése utan mindegyik mikroRNS szintje
szignifikans csokkenést mutatott a 8. illetve a 33. napra. Tehat folyamatos csokkenést

nem detektaltam a vizsgalt négy idépontban.
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4. abra. Az indukcio terapia alatti mikroRNS szintek periférias vér PFP-ben mérve.
A boxok a 2. és 3. kvartilist jeldlik, a boxon beliili vastag vizszintes vonal a mediant, az
also fiiggdleges vonal a minimum értéket, amennyiben nincsen als6 kiugro érték, a felsd
fliggbleges vonal a maximum értéket, amennyiben nincsen felsd kiugro érték vagy a
Q3+1,5*IQR. A pontok a szélséértekeket, a boxok feletti vonalak pedig a szignifikans
korrelaciot jelolik, ahol p<0,05. *** esetén a p:0-0,001; ** esetén p:0,001-0,01; * esetén
p:0,001-0,05.
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10. tablazat. Az indukcios terapia alatti mikroRNS expresszio csokkenés a teljes

ALL csoportban a periférias vér PFP-ben mérve. NS: nem szignifikans

mMikroRNS expresszios valtozas a kiilonb6z6é mintavételi
idopontok kozott
mikroRNS
logz FC (adjusztalt p érték)
8. nap—-0. nap 15. nap - 0. nap 33. nap - 0. nap
-2,86 -3,15 -3,60
miR-128-3p
(3,6*107) (3,87-107) (7,77*10°19)
-1,33 -2,08
miR-181a-5p -0,93 (NS)
(3,12*10?) (1,01%10%)
-1,75 -2,39 -2,76
miR-181b-5p
(1,48*10%?) (2,05%10%) (8,78*10%)
-1,25 -1,94
miR-222-3p -1,03 (NS)
(1,66*10%?) (2,09%10%)
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4.2.3. Az indukcios terapia alatti mikroRINS expresszios szint valtozasok

alcsoportokban vizsgalva

Az 5. abra szemlélteti, mig a 11. tablazat bemutatja a szamszerii értékeket (normalizalt
log2 expresszids szint) a citogenetikai alcsoportok indukcids terapia elsé 33 napja alatti
mikroRNS expresszids szintekre vonatkozoan. A legtdbb szignifikdns expresszios szint
valtozast a normdl kariotipus csoportban figyeltem meg. Itt mind a négy mikroRNS
esetén a diagnoziskori €s a 33. napi expresszio kozott szignifikans csokkenést lathatunk.
Héarom mikroRNS esetén pedig a 8. napra is szignifikans az expresszio csokkenés.

A hiperdiploid csoportban sehol sem tudtam statisztikailag szignifikans expresszios
valtozast kimutatni.

A harmadik, t(12;21) alcsoportban a miR-128-3p a diagndzishoz viszonyitva minden
mintavételi idépontban szignifikans csokkenést mutatott. A miR-222-3p szintje mind a 8;
mind pedig a 33. napra szignifikansan csokkent. A miR-181b-5p esetén csokkenést csak

a 8. napra figyelhetiink meg.
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5. abra. Az alcsoportban vizsgalt mikroRNS expressziéo az indukciés terapia elsé
honapjaban periférias vér PFP-ben mérve. A: normal kariotipus csoport, B: t(12;21)
kariotipus csoport, C: hiperdiploid kariotipus csoport. A boxok a 2. és 3. kvartilist jeldlik,
a boxon beliili vastag vizszintes vonal a mediant, az als6 fliggbleges a minimum értéket,
amennyiben nincsen als6 kiugro érték, a felsé fiiggdleges vonal a maximum értéket,

"o

amennyiben nincsen felso kiugro érték vagy a Q3+1,5*IQR. A pontok a szélsdértekeket,
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a boxok feletti vonalak a szignifikans korrelaciot jelolik, ahol p<0,05. *** esetén a p:0-

0,001; ** esetén p:0,001-0,01; * esetén p:0,001-0,05.
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11. tablazat. Az indukcios terapia alatti mikroRNS szintek expresszios valtozasai

periférias vér PFP-ben mérve kiilonb6z6 alcsoportok esetén. NS: nem szignifikans.

mikroRNS

logz FC (adjusztalt p érték)

Alcsoportok 8. nap — 0. 15. nap - 0. 33.nap - 0.
nap nap nap
, -2,49 -2,29 -2,99
miR-128-3p
(2,87*107%) (3,09*107?) (4,15*10%)
-2,58 -3,82
miR-181a-5p rs -1,79 (NS) o
Normal (2,87*10%) (1,16*107)
kariotipus 2,72 3,44 4,50
miR-181b-5p
(2,87*107%) (1,51*10°%) (7,63*107)
iR-222-3 1,23 (NS) 0,98 (NS) 245
mir- - -4, -Y,
P (2,41%10%3)
-4,33 -4,62 -4,42
miR-128-3p
(2,20*10°%) (1,74*10°%) (2,12*10°%)
miR-181a-5p -1,72 (NS) -0,71 (NS) -1,13 (NS)
t(12;21)
kariotipus -2 49
miR-181b-5 ’ -2,42 (NS -2,02 (NS
P (4,11%10?) (NS) (N3)
_ -2,15 -1,82
miR-222-3p -1,59 (NS)
(1,16*107?) (3,39*107)
miR-128-3p -1,39 (NS) -2,21 (NS) -3,31 (NS)
Hiperdiploid | MiR-181a-5p -1,16 (NS) -0,16 (NS) -1,01 (NS)
kariotipus miR-181b-5p 0,82 (NS) -0,98 (NS) -1,42 (NS)
miR-222-3p 0,08 (NS) -0,20 (NS) -1,47 (NS)
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4.3. MikroRNS expresszios szintvaltozas korrelacioja MRD-vel és egyéb

prognosztikai faktorokkal

4.3.1. A teljes ALL populacié mikroRNS expresszios valtozasa MRD-vel

és egyéb prognosztikai faktorokkal korrelaltatva

A harom citogenetikai alcsoportot egyesitve, azaz a teljes ALL csoportra jellemzd
periférias vér PFP mikroRNS expressziot és annak valtozasait és a 15. napi csontveldi
aramlasi citometrias MRD-t (12. tablazat) illetve egyéb prognosztikai faktorokat
korrelaltattuk.

Két mikroRNS esetén a 8. napra vald expresszio szignifikansan korrelalt a 15. napi
aramlasi citometriaval mért MRD-vel. A masik két vizsgalt mikroRNS esetében illetve

0-15. nap vonatkozasaban nem szignifikdns a korrelacié (12. Téblazat).

12. tablazat. 15. napi aramlasi citometrias MRD és a 0-8. nap ill., 0-15 nap kozti

mikroRNS expresszios valtozas korrelacioja.

CTORNS Mintavételi Fold Pearson r Adjusztalt p
idopontok change** érték
miR-128-3p* 8-0. nap* 0,11 0,88 2,71%10*
miR-222-3p* 8-0. nap* 0,27 0,81 3,00%10°
miR-181a-5p 8-0. nap 0,23 0,58 0,15
miR-222-3p 15-0. nap 0,47 0,64 0,15
miR-128-3p 15-0. nap 0,15 0,64 0,20
miR-181b-5p 8-0. nap 0,09 0,31 0,74
miR-181b-5p 15-0. nap 0,16 -0,08 0,96
miR-181a-5p 15-0. nap 0,62 0,06 0,97

* statisztikailag szignifikans értékek jeloli (p<0,05) ** mikroRNS expresszidé medianja

47



DOI:10.14753/SE.2020.2429

A 13. téblazat a 8. napi abszolut blaszt szam periférids vérben €és a 0-8. nap kozotti
mikroRNS expresszid kapcsolatat mutatja, ahol is egyetlen mikroRNS esetén sem volt

szignifikans korreléacio.

13. tablazat. Korrelacio a 8. napi abszolut periférias blaszt szim kozt és a periférias
vér PFP mikroRNS expresszio 0. és 8. nap kozti csokkenése kozott a teljes ALL

csoporton elemezve

mikroRNS Fold change Pearson r Adjusztalt p érték
miR-128-3p 0,11 0,37 0,65
miR-222-3p 0,27 0,16 0,92
miR-181b-5p 0,09 -0,11 0,94
miR-181a-5p 0,23 -0,03 0,99

A 14. tablazat eredményei a 33. napi periférids vérben mért abszolut limfocitaszamot és
a kiillonb6zé mintavételi id6pontok kozti mikroRNS expresszios valtozas kozti
korrelaciot részletezi. Ebben az esetben sem tudtam statisztikailag szignifikans

korrelaciot megéllapitani.

14. tablazat. A 33. napi periférias vér abszolut limfocitaszama és a mikroRNS
expresszio valtozas korrelacidoja 3 mintavételi idépont és a diagnéziskori periférias

vér PFP-ben.

mikroRNS 1}/3(;1;?):3?1? Fold change* Pearson r Ad]g:tzgl?lt P
miR-128-3p 33-0. nap 0,05 0,61 0,21
miR-222-3p 15-0. nap 0,47 0,59 0,31
miR-128-3p 15-0. nap 0,15 0,54 0,42
miR-181a-5p 15-0. nap 0,62 0,42 0,65
miR-128-3p 8-0. nap 0,11 0,38 0,65
miR-181a-5p 33-0. nap 0,20 -0,22 0,88
miR-181b-5p 33-0. nap 0,08 -0,15 0,93
miR-181b-5p 8-0. nap 0,09 -0,12 0,94
miR-181b-5p 15-0. nap 0,16 0,13 0,94
miR-222-3p 8-0. nap 0,27 0,11 0,94
miR-181a-5p 8-0. nap 0,23 0,07 0,96
miR-222-3p 33-0. nap 0,24 -0,05 0,96

* mikroRNS expresszid medidnja
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Tovabba a 33. napi periférids vér fehérvérsejtszam sem korrelalt szignifikdnsan a vizsgalt
mintavételi idépontokban mért mikroRNS expresszios szint valtozasokkal.
A diagnoéziskori, 8., 15., és 33. napon mért expresszios szintet is vizsgaltam a fenti

fliggetlen valtozokkal, azonban szignifikdns kapcsolatot nem talaltam kozottiik.
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4.3.2. ALL alcsoportok mikroRNS expressziés valtozasa az MRD-vel és

egyéb prognosztikai faktorokkal korrelaltatva

Mind a hirom alcsoportban vizsgaltam a 15. napi d&ramlasi citometriaval mért MRD, a 8.
napi abszolut blaszt szam, a 33. napi abszolut limfocitaszam, és az ¢letkor, mint fiiggetlen
valtozd kapcsolatat a 4 mikroRNS expresszidjaval €s expresszids szint valtozasaval. Az

15. tablazat a szignifikéns korrelaciokat mutatja be.

15. tablazat. MikroRNS expresszios valtozas, az MRD és egyéb prognosztikai
paraméterek szignifikans korrelacioja a vizsgalt citogenetikai alcsoportokban.
Adjusz-

Pearson r talt p
értek

Mintavé-
mikroRNS teli

Fold Beteg

b tos change alcsoport

15.napi  Normal

_ *104
8-0. nap 0,15 MRD  Kariotipus 0,99 7,53*10
miR-222- i 15.napi  Normal 102
3p 8-0. nap 0,27 MRD [ 0,97 2,74*%10
8. napi
. absz.
m'F;'ZZZ' 80.nap 019  blaszt  t(12:21) 096  4,63*102
P szam
(perif.)
33. napi
miR-181b- 33-0.nap 0,06 _ absz._ N(.)rrrrlal 0,95 2.98*102
5p limfocita kariotipus
Szam
33. napi
ULl 330 nap 016 2 20z Normdl 0,94  3.87*102
3p limfocita kariotipus
Szam
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Annak vizsgalatara, hogy az adott mikroRNS expresszids valtozds mennyire pontosan

tudja megjosolni, hogy a beteg alacsony (15. napi FC MRD<1%) vagy magas (MRD>1%)

MRD csoportba tartozik, ROC analizist végeztiink. A négy mikroRNS esetén az 6. abra

mutatja be az eredményeket feltiintetve az AUC értéket is. A legmagasabb AUC értéket
a MiR-128-3p esetén kaptam (AUC=0,91), mig a miR-222-3p esetében AUC szintén

magas volt, 0,79.

miR-181b-5p, 8-0. nap

1.0

0.8
1

0.6

AUC: 0.707 (0.470-0.943)

Szenzitivitas

0.4
L

0.2
1

0.0
I

T T T T
1.0 0.8 0.6 0.4 0.2 0.0
Specificitas

miR-128-3p, 8-0. nap

1.0

0.8

0.6

AUC: 0.914 (0.787-1.000)

Szenzitivitas

04

0.0

1.0 0.8 0.6 0.4 0.2 0.0
Specificitas

Szenzitivitas

0.4

Szenzitivitas

04

1.0

0.8

0.6

0.2

0.0

1.0

0.8

0.6

0.2

0.0

miR-181a-5p, 8-0. nap

AUC: 0.600 (0.272-0.928)

T T T T T T

1.0 0.8 0.6 0.4 0.2 0.0
Specificitas

miR-222-3p, 8-0. nap

AUC: 0.787 (0.536—1.000)

T T T T T T
1.0 0.8 0.6 0.4 0.2 0.0
Specificitas

6. abra. A diagnoéziskori és 8. napi mikroRNS expressziés szint valtozas ROC

analizise alacsony és magas MRD esetén.
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4.4. Az exoszoma gazdag frakcio és PFP miR-128-3p és miR-222-3p
expresszios mintazata periférias vérbol ultracentrifugalassal izolalt

mintakon

Osszehasonlitottam a PFP-ben illetve az ebbdl szarmazé exoszoma gazdag frakcioban
(EEF) a miR-128-3p ¢és a miR-222-3p expressziojat az indukcids terapia alatt 4
idépontban. Endogén kontrollként az irodalmi adatok alapjan ebben a kisérleti felallasban
a MiR-16-5p-t hasznaltam. A 7-8. abra szemlélteti az expresszios szinteket és azok
egymashoz viszonyitott valtozasat.

EEF frakcioban a miR-128-3p expresszidja szignifikansan csokkent a 15. és 33. napra,
mig a 8. napra jelentds expresszid csokkenést nem tudtunk kimutatni. A 33. napra
azonban expresszios szint emelkedést lathatunk a 15. naphoz viszonyitva. A miR-222-3p
esetén egyiranyu valtozast nem talaltam. Az expresszios szintek az egymast kdvetd napok
kozt ugyan szignifikansak, de sszességében az expresszios valtozas nem azonos iranyu

(7. abra).
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7. abra. MiR-128-3p és miR-222-3p expresszoja az kezelés elsé6 honapjaban
exoszoma gazdag frakcioban-ben mérve. A boxok a 2. és 3. kvartilist jelolik, a boxon
beliili vastag vizszintes vonal a mediant, az als6 fiiggdleges a minimum értéket,
amennyiben nincsen als6 kiugrd érték, a felsé fiiggdleges vonal a maximum értéket,
amennyiben nincsen felsé kiugro érték vagy a Q3+1,5*IQR. A pontok a szélséértékeket,
a boxok feletti vonalak a szignifikans korrelaciot jelolik, ahol p<0,05. *** esetén a p:0-

0,001; ** esetén p:0,001-0,01; * esetén p:0,001-0,05.
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A miR-128-3p PFP-ben vizsgalt valtozasarol elmondhatd, hogy a diagnosztikus mintahoz
viszonyitva expresszios szint csokkenést detektaltam a 15. és 33. napra, azonban ahogyan
az EEF mintékban, jelen esetben is expresszios szint emelkedést lathatunk a 33. napra a
15. napihoz viszonyitva. MiR-222-3p esetén egyetlen statisztikailag szignifikans

valtozast talaltam, a 8-15. nap kozott (8. abra).

miR-128-3p miR-222-3p

Ak

sk

o
()

S
S
é“ | . *
G)hl
2 . | | i
g
» | % 3 |
Z ‘
-10 . -10
0 8 15 33 0 8 15 33

1d6 (indukcids terapia napjai)

8. abra. MiR-128-3p és miR-222-3p expresszoja az kezelés els6 honapjaban PFP-
ben. A boxok a 2. és 3. kvartilist jel6lik, a boxon beliili vastag vizszintes vonal a mediant,
az also fliggbleges a minimum értéket, amennyiben nincsen als6 kiugro értek, a felsd
fiiggéleges vonal a maximum értéket, amennyiben nincsen felsé kiugrd érték vagy a
Q3+1,5*IQR. A pontok a szélséértékeket, a boxok feletti vonalak a szignifikans
korrelaciot jelolik, ahol p>0,05. *** esetén a p:0-0,001; ** esetén p:0,001-0,01; * esetén
p:0,001-0,05.
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A 16. tablazat az abrakhoz tartd szdmadatokat, azaz a mintavételi id6pontok kozotti
expresszids valtozas logz fold change-t részletezi. Mindkét mintaféleség esetén nem-
ALL-es kontroll mintdkhoz is elvégeztik az elemzést. EEF-ban nem kiilonbozott
szignifikdnsan a diagndziskori expresszids szint a kontrollokhoz viszonyitva egyik
vizsgalt mikroRNS esetén sem. A PFP frakcioban azonban mindkét mikroRNS
tekintetében szignifikans expresszios kiillonbséget talaltam. MiR-128-3p esetén 2,10 (adj.
p:2,89*%107?), mig a miR-222-3p esetén 1,99 (adj. p:1,87*107?) a log, fold change.

16. tablazat. A mikroRNS expressziés valtozasok log2 fold change EEF és PFP

mintakban az indukcids terapia alatt periférias vérben.

Mintavételi miR-128-3p miR-222-3p
idé EEF UC PFP EEF UC PFP
0-8. nap 0,66 (NS) La2(NS) | 321’*8*20-4) 0,27 (NS)
4,49 411 1,68
0-15. nap (131*10%) | (9.86%10%) | (7.71x10%) | “L87T(NS)
2,23 2,24 1,05
0-33. nap (142*109) | (331*102) | (1,93*102) | Q019 (NS)
515 4,22 2,01 4,39 2,28
- nap (149%10%) | (143%10%) | (811%10%) | (8.27*10%)
157 1,20 1,77
8-33. nap 312%107) | (187%102) | (1.20%10%) | O12(NS)
2.28 2.70
15-33. nap (7,06%10%) 1,70 (NS) (9,7%10°%) 2,10 (NS)

A zérojelben feltiintetett érték az adjusztalt p érték. NS: nem szignifikans
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4.5. Az exoszoma gazdag frakcio és PFP mintakban mért mikroRNS

expresszios szintek valtozasainak dsszehasonlitasa az MRD tiikrében

Az EEF ¢s PFP mintdkban a miR-16-5p normalizaloval mért expresszids szint és annak
valtozasait az indukcids terapia soran korrelaltattam a 15. napi dramlasi citometriaval
mért MRD-vel illetve, tovabbi prognosztikai faktorokkal. A szignifikans eredményeket a
17. tablazat tartalmazza.

17. tablazat. Klinikai paraméterek és a mikroRNS expresszios osszefiiggései EEF és

PFP mintakban.

o , | Mintavé- . e Adjusz-

P idépontok g P érték
0-8.nap | -066 15',\2'2%% EEF | 099 |1,13*10°

15. napi FC -9
0-33.nap | -2,23 EEF | 099 |1,20%10

& P MRD

@ :

S| osnap | 142 | DO®IFC T prp | 009 | 475410

x :

E | o1snap | 440 | DO®IFC T EER | 006 | 489%10°
0-33.nap | -2,43 15',\%'0[')% PFP 094 |1,71*10°
0-8.nap | 0.26 15',\;";‘?'0[')% PFP 094 | 1,89%10*

o 8. napi absz.
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5. Megbeszélés

Kutatdsom soran gyermekkori akut limfoblasztos leukémidban szenvedd gyermekek
periférids vér, csontveld €s gerincveldi folyadék mintait vizsgaltam azzal a céllal, hogy a
jelenleg hasznalt minimalis maradék betegség mérésre hasznalt médszernél érzékenyebb
és kevésbé invaziv modszert talaljak. A hipotézisem szerint a periférias vérbdl izolalt
cirkulalo mikroRNS-ek alkalmasak lehetnek MRD biomarkernek. Ennek vizsgalatat egy
harom 1épcsébdl allo kutatassal valdsitottam meg, mely soran 1. egy felfedezd populacion
vizsgaltam mindharom mintaféleséget egyedi TLDA mikrofluidikus kartyan, majd II.
kibdvitett populacion qPCR technikaval 4 biomarker-jelélt mikroRNS expresszigjat
vizsgaltam periférias vér PFP-ben végiil pedig IIl. az exoszéma gazdag frakciot
vizsgéltam 2 mikroRNS tekintetében. A mikroRNS expresszidkat és annak valtozasait
pedig az aramlasi citometridval csontveldben mért 15. napi MRD-vel és egyéb

prognosztikai és klinikai paraméterekkel korrelaltattam.

Kutatasom soran vérlemezke-mentes plazmat vizsgaltam mind a csontveld, mind pedig a
periférias vér esetén. A gerincveldi folyadékot nem centrifugaltam, hanem a teljes
mintabdl izolaltam RNS-t a standardizaci6 hianya és az erdsen korlatozott rendelkezésre
all6 mintamennyiség miatt.

Az MRD-t jelenleg a klinikumban tipikusan csontvel6i aspiratumbol vizsgaljak.
Amennyiben a vérbdl konnyen vizsgalhato mikroRNS-ek is nyujtananak elegendd és
megbizhatd informéciét a csontveldi vagy akar kozponti idegrendszeri érintettségre
vonatkozoan, Ggy az altalanos anesztéziat igényld csontvel6i mintavétel elkeriilhetové

valna.

A vérlemezkék igen gazdagok mikroRNS-ekben. Olyan mintaféleségre volt sziikségem,
amely nem tartalmazza a vérlemezke-eredetli mikroRNS-eket, ez pedig a PFP. A legtobb
kutatas nem PFP mintakat vizsgal, hanem csontvel6t, sejteket, sejtvonalakat (60, 64, 92,
99-103). Azonban az eredményeink nagyrészt egybeesnek az ezekben a kutatasokban
leirtakkal. Tehat a periférias vér és csontveldi PFP-bdl izolalt mikroRNS mintazat
hasonlit a fent hivatkozott kutatasok soran a teljes periférias vérbdl vagy csontvel6bol

izolalt mononuklearis sejtek mikroRNS mintazatéhoz.
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Kutatasom legfobb eredményeit 6sszefoglalva elmondhato, hogy 1. felfedez6 populacion
végzett TLDA mérés alapjan a de novo ALL diagnoéziskori periférias vér PFP mintdzata
egészséges periférias vér kontroll PFP-hez viszonyitva 19 mikroRNS esetén mutatott
szignifikans kiilonbséget, ezek kozil 18 esetén feliilexpressziot, egy mikroRNS esetén
alul expressziot tudtam Kimutatni. Az ALL diagnozisa és az indukcids kezelés 33. napjan
vizsgalt mikroRNS expresszid Osszesen 4 mikroRNS esetén volt szignifikansan
feliilexpresszalt. A 1. kibovitett populacion gPCR-rel ezt a négy mikroRNS-t (miR-128-
3p, miR-181a-5p, miR-81b-5p, mMiR-222-3p) vizsgaltam a tovabbiakban, melynek
eredményeképpen azt talaltam, hogy mindegyik mikroRNS szintje szignifikans
csokkenést mutatott a 8. illetve a 33. napra a diagnoziskori expressziohoz viszonyitva. A
miR-128-3p és a miR-222-3p a kezelés 8. napjara lecsokkend expresszids Szintje erésen
korrelalt a 15. napi aramlasi citometriaval mért csontvel6 MRD-vel, azonban nem
bizonyult annal érzékenyebb biomarkernek. Csakigy, mint a III. exoszoma gazdag

frakcioban vizsgélt miR-128-3p és miR-222-3p expresszids valtozasa sem.

Cirkulalé mikroRNS-eket vizsgalt ALL-es betegek periférias vérében (felnétt és gyermek
ALL-ben egyarant) Luna-Aguirre és mtsai. Azonban itt nem sejteket és nem is PFP-t
hasznaltak, hanem EDTA-s csdbe levett periférias vért, melyet sejtmentesitettek. Az
eredményeik részben mutatnak atfedést az altalam igéretes biomarkernek tartott
mikroRNS-ekkel: a miR-222 az egyetlen mikroRNS ami minkét kutatasban potencialis
biomarker jelolt (88).

Swellam és csapata gyermek ALL-t vizsgalt, pre-B, T- és bifenotipusos betegeket
vegyesen. Ebben a kutatasban is szérumot vizsgaltak és csak két mikroRNS espressziojat
elemezték, a miR-125b-1 és a miR-203-t. A miR-125b a mi mérésiink alapjan nem
kiilonbozott szignifikansan a kontroll mintaktol, a miR-203-at nem vizsgaltunk, mert
expresszidjat alacsonyabbnak talaltdk a szakirodalomban ALL-ben egészségesekhez
hasonlitva. Swellam konklizioja szerint, a kis betegcsoport ellenére, a két mikroRNS
vizsgalata hasznos marker lehet az ALL diagnézisahoz (104).

Szintén cirkulald mikroRNS-t elemzett Jiang, aki a miR-652-3p-re fokuszalt amelynek
expressziojat alacsonynak talalta diagnoziskor és a komplett remisszidban pedig a

diagnodziskorihoz képest emelkedettnek. Kutatasuk alapjan ezt a mikroRNS-t hasznos
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biomarkernek talaljak és feltételezik tumor szuppressziv funkciojat ALL-ben (105).
Alacsony diagnéziskori szintje miatt mi nem vizsgaltuk ezt a mikroRNS-t.

De Oliveira 128 gyermek csontvelGjét vizsgalta vegyesen; pre B, pro B- és T-ALL-ben.
Osszesen 7 mikroRNS expresszidjat mérte le mononukledris sejtekben. Az altalunk
igéretesnek tartott mindkét mikroRNS-t (miR-128-3p és miR-222-3p) vizsgalva egy igen
kis betegcsoporton (n=5), a t(4;11) transzlokacios ALL esetén talaltak asszociciot,
azonban kovetkeztetéseket nem vontak le, az alacsony elemszam miatt (61).

Osszevetve a mi méréseinket és eredményeinket a fenti cirkuldld mikroRNS
kutatasokkal, elmondhato, hogy a vizsgalt mintak kiilonb6zésége, azaz a csontveldi
sejtek, a sejtmentesitett vér, illetve vérplazma versus PFP, tovabba a vegyes
betegcsoportok (felndtt és gyerek mintdk vegyesen, B és T sejtes ALL vegyesen) Versus
pre-B gyermek ALL miatt az eredményeink nem teljesen egyeznek. Azonban mindegyik
kutatas konkluzidja megegyezik a mi kovetkeztetésiinkkel, miszerint a mikroRNS-eknek
igen fontos szerepiik lehet az ALL diagnosztikajaban, MRD monitorozésaban, azonban

nagyobb betegszam és specializaltabb betegcsoportokat volna sziikséges vizsgalni.

TLDA kartyakon végzett elkisérletek soran sikeriilt kivalasztanom 4 mikroRNS-t,
amelyek az ALL-es mintakban feliilexpresszaltak. Ezek az eredmények egybeesnek az
irodalmi adatokkal. A TLDA kartyara kivalasztott potencialis biomarker mikroRNS-
jeloltek mindegyike ugy kertilt kivalasztasra, hogy az legalabb két egymastol fiiggetlen
kozleményben szerepelt és ezek mindegyikében overexpresszidjukat irtak le (7. tablazat).
A Kkartyara feltett normalizald mikroRNS-jeloltek kozil is ki tudtuk valasztani a
megfeleld programok segitségével azt, amelyik leginkabb stabilan expresszalodott a
vizsgalt mintakban (88-90).

A let-7 csalad két tagja is szerepelt a kivalasztott mikroRNS-ek kozott. Ez a csalad
jellemzden vérlemezke-eredetii mikroRNS-ekbdl all (91). Ezek vizsgalatanak célja az
volt, hogy megbizonyosodjak afeldl, hogy a vizsgalt mintakban a mikroRNS-ek a lehetd
legnagyobb valosziniiséggel leukémias blasztokbol szarmaznak és nem vérlemezke-
eredettiek. Mivel a let-7 csalad vizsgalt tagjainak expresszidja alig volt mérhetd, valoban

a blasztokra tudtunk fokuszalni, nem a vérlemezke-eredetli mikroRNS-eket vizsgaltuk.
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Nemes és mtsai vizsgaltak a csontveld és a periférias vér sejtjeinek mikroRNS mintazatat
8 mikroRNS esetén pre B- és T-ALL-es gyermekeknél (n=24). Vizsgalatuk soran nem
talaltak szignifikans kiilonbséget ugyanazon beteg csontvel6i €s periférids vér mikroRNS
expresszidja kozott (64). Mig egy masik munkacsoport, szintén B és T sejtes gyermek
ALL-t vizsgalva azt a megfigyelésiiket irtak le, miszerint a periférias vér és csontveld
mikroRNS expresszio eltér egymastol (43 betegnél, 1136 mikroRNS-t elemezve) (101).
Er6s korrelaciot mi sem talaltunk a csontveld PFP és periférias vér PFP kozott a 46

mikroRNS-t vizsgalva. Azonban ennek hatterében a kis elemszamunk (n=20) is allhat.

A gerincvel6i folyadék TLDA kartyan végzett vizsgalata soran statisztikailag
szignifikdns eredményt nem kaptam. Ennek oka feltételezhetéen az igen alacsony
elemszam lehet. A szakirodalomban gyermek ALL-es gerincvel6i folyadék mikroRNS
vizsgalatarol szo0l6 publikaciot nem talaltam. Eredménylinkb6l azonban az a
kovetkeztetés vonhato le, hogy az igen kis mennyiségi CSF mintabdl is izolalhatd
cirkulaldo mikroRNS. Ennek a témakdrnek tovabbi vizsgalata benyujtott kozlemények és

a munkacsoportban futd tovabbi kutatisok targya.

A kovetezo 1€pés soran, a kibdvitett betegpopulacio periférias vér PFP mintait vizsgaltam
harom citogenetikai alcsoportra bontva. fgy tehat validalasra keriiltek a TLDA kértyan
mért eredmények, masrészt az itt kapott eredményekkel tovabbi statisztikai analizist

tudtunk folytatni.

Egészséges kontrollokhoz viszonyitva mas munkacsoportok is expresszios kiilonbséget
talaltak szamos mikroRNS esetén, ahogy mi is (88, 104-105). Juzenas és mtsai 162
egészséges onkéntes periférias vérét vizsgalva létrehoztak egy sejtspecifikus mikroRNS
katalogust, ahol vordsvértestek, exoszomak és a szérum mikroRNS expresszigjat kiilon
elemezték (106). Az altalunk vizsgalt 4 mikroRNS mindegyike jelen volt mind a
vorosvértestekben, mind pedig a szérumban. Az exoszomalis frakcidban csak a miR-
181a-t detektaltak. Az eredményiik részben ellentmond a mi exoszéma gazdag frakcid
vizsgalatunk soran mért eredményekkel. Mi ki tudtuk mutatni mind a miR-128-3p-t, mind
pedig a miR-222-3p-t a vizsgalt frakcioban, Juzenas és mtsai pedig nem detektaltak.

Ennek két magyarazata is lehet: 1. egészséges, felnott onkénteseket vizsgaltak, nem pedig
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ALL-es gyermekeket. Ez esetleg arra enged kovetkeztetni, hogy ebben a frakcidban valos
eltérés van bizonyos mikroRNS-ek jelenléte kozott, nem csak az expresszio mértékében
van kiilonbség. Illetve a felnott €s gyermekekben expresszalddd mikroRNS-ek jelentdsen
eltérhetnek egymastol. Véleményem szerint ez utobbi kevésbé valdszinii, ismerve a tényt,
hogy a mikroRNS-ek szamos folyamatban részt vesznek. A masik lehetséges magyarazat
pedig az, hogy mi exoszéma-gazdag frakcidt vizsgaltunk, ultracentrifugalassal izolalva.
Az elnevezésiink oka pedig az, hogy amig a MISEV 2018 szerinti kritérium rendszer nem
teljesiil az adott kutatasban az exoszoma frakcid vizsgalatara vonatkozoan, addig nem
lehet kijelenteni, hogy az izolalt frakcio tisztan exoszoéma volna (83). Juzanes-¢k a Life
Technologies Total Exosome Isolation Reagent kitével izolaltak az exoszomaékat, a
publikacidjukban azonban nem szerepel a MISEV 2014 szerinti kritériumok vizsgalata
(publikéciojuk 2017-es, igy az idében legkdzelebb allo, azaz 2014-es MISEV kritérium
rendszerét hasznalhattak volna) (107). Eléfordulhat, hogy az altalunk vizsgalt frakcioban
a precipitacios eljaras (a kit egy precipitacios modszer elvén mukodik, ahol a vizet
megkdti a mintdban a reagens, igy a nem vizoldhat6 részek centrifugéalassal kinyerhetdek)
soran nem maradt elég exoszoma, esetleg elveszett vagy nem azt a frakciot nyerték ki
valdjaban, igy abban esetleg nem tudtak bizonyos mikroRNS-eket detektalni.

Annak ellenére tehat, hogy a szérum és plazma nem teljesen 6sszehasonlithaté mikroRNS
expresszio tekintetében, elmondhato, hogy egészséges emberekben is expresszalddnak
ezek a mikroRNS-ek. fgy tehat feltételezhetd, hogy az ALL-es beteg diagnéziskori magas
expresszios szintje a leukémids blasztokbol szarmazik, a kezelés sordn lecsdkken, de nem

varhat6 egyértelmiien, hogy szintjiik detektalhatatlan szintre lecsokkenjen.

Az indukci6 terdpia alatti expresszids szintek ¢és azok valtozasait vizsgalva
megallapitottuk, hogy az adott mintavételi idépontok kozti expresszid valtozas jobb
biomarker-jelolt mint az expresszios szint maga. A legjobbnak tiing jeldlt a miR-128-3p
¢s a miR-222-3p normalizalt expresszi6 valtozasa a diagnozis és a 8. kezelési nap kozott.
A citogenetikai alcsoportokat elemezve érdekes megfigyelés, hogy a hiperdiploid
csoportban szignifikdns expresszios valtozast nem taldltunk a 4 mikroRNS esetén. A
t(12;21) és normal csoportban azonban hasonlé képet lathatunk a miR-128-3p és miR-
222-3p esetén. Az alcsoportok elemzése azonban megtévesztd lehet, mert alacsony

elemszammal szamoltunk. Hiszen amint a harom alcsoportot egyesitettiik, statisztikailag
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a fenti két mikroRNS expresszids valtozasai szignifikdnsak lettek. Kutatdsom soran
azonban nem volt célom bizonyos citogenetikai alcsoportokra jellemz6 mikroRNS
mintdzatot leirni. A pre B-ALL-ben (a legjellemzdébb, legnagyobb hanyadot kitevd
csoportban) jellemz6é mikroRNS-t vagy mikroRNS-eket szerettem volna megtalalni, mely

alkalmas lehet MRD mérésre periférias vérbol.

Az exoszOma gazdag frakcid vizsgalatinak fObb eredményei azért keriiltek bele a
dolgozatomba, mert logikus folytatasa a periférias vér PFP vizsgalatanak és eredménye
hasznos informaciot hordoz. Feltételezésiink az volt, hogy a normalis sejteknél tobb
exoszomat szekretald leukémids Dblasztok révén érzékenyebb, specifikusabb
biomarkerhez juthatunk.

Eldszor is, nem vart eredmény a hulldmvasutra emlékeztetd expresszids mintazat. A miR-
128-3p esetén kevésbé, de a miR-222-3p esetén mind az EEF-ben, mind a PFP-ben
jellemz6. Az extracellularis vezikuldk a sejtek kozti kommunikacidban vesznek részt és
elfogadott nézet, hogy ezek tartalma nem véletlen, tehat okkal keriil ’becsomagolasra’
adott mikroRNS (75, 108). igy tehat az EEF-ben mért expresszios szintek csokkenése,
majd emelkedése szamos kérdést felvet, amely spekulaciora ad okot a jelenlegi, nem
teljesen feltérképezett mitkodésti és funkcidji exoszomak vilagaban. Felvetddik a
gondolat miszerint akdr a gyogyszeres kezelésre adott valaszként vagy €épp nem-
valaszként keriilt kevesebb vagy tobb mikroRNS az EEF-be vizsgélatunk soran. Ennek
megvalaszolasara egy ujabb, igen atfogd és szertedgazo vizsgalat adhatnd meg a valaszt.
A két potencidlis mikroRNS esetén az EEF vizsgdlatdnak a célja szintén az MRD
biomarkerként valo értékelése volt. A miR-222-3p esetén EEF-ben nem volt szignifikans
korrelacio a 15. napi FC MRD-vel. Ennek hatterében allhat, hogy nem csak az
exoszomakba csomagolodik, hanem azon kiviil (példaul proteinekkel, tigymint az AGO2)
1s megtalalhato, igy amikor csak az EEF-t vizsgaljuk akkor bizonyos mennyiségli miR-
222-3p expresszidjat feltehetéen nem detektaljuk. Megjegyzendd, hogy a PFP-ben az
exoszoma frakcidé is megtalalhato, mig az EEF miR-ek egy specifikusabb, kisebb
részcsoportja a8 PFP miR-eknek.

A miR-128-3p expresszidjanak valtozasa mind a PFP-ben, mind pedig az EEF-ban
vizsgéalva, a 0-8. és 0-33. nap kozt is korrelal a 15. napi aramlasi citometridval

csontveloben mért MRD-vel. Ez megerdsiti a kutatas elsé felében kapott eredményiinket,
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crer

méréssel.

Nem tudok olyan publikaciorol, ahol exoszomalis mikroRNS-eket vizsgaltak volna
gyermekkori akut limfoblasztos leukémiaban. Akut micloid leukémiaban azonban
Hornick és kollégai hasonld vizsgalat soran szerzett eredményeit publikaltak és
konkluzidjuk szerint a szérum exoszoémalis mikroRNS-ei hasznosak lehetnek az AML
korai recidivajanak vizsgalataban (77). Szolid tumoros korképekben azonban szamos
publikéacio sziiletett exoszomalis mikroRNS-ek vizsgalatarél, mint potencialis

biomarkerekrél (109-112).

Az aramlasi citometrids €és az IgH JPCR MRD mérés soran detektalt szdmadatok azonban
folyamatos, t6bb logaritmusos csokkenést mutatnak a csontveldi blasztokat vizsgalva az
indukcio6 alatt (113-115). Az altalunk vizsgalt mikroRNS expresszios csokkenés azonban
nem folyamatos a PFP-ben, csak a diagnodzis és 8. nap kozti csokkenés ér el ilyen
mértéket. Ennek hatterében az allhat, hogy a periférias vér PFP-ben mért diagnoziskori
magas expresszios szint ugyan a leukémias blasztokbol szarmazik, de a magas zajszint
miatt a szenzitiv betegségkovetés mégsem valosithaté meg a terapia tovabbi mintavételi
idopontjaiban vett mintakat elemezve. Ezt szintén alatamasztja a fentebb emlitett
vizsgalat eredménye, miszerint egészséges emberek vérében is detektaltak az altalunk
vizsgalt mind a 4 mikroRNS-t (106). Tovabba az is, hogy a mikroRNS-ek szamos
szabalyozo folyamatban vesznek részt egészséges emberben is. Az online mikroRNS
adatbazisban jelenleg a miR-128-3p-nek 1254, a miR-222-3p-nek 619, a miR-181a-5p-
nek és miR-181b-5p-nek pedig 1408 prediktalt targete van (116).

A miR-128-at két gén kodolja, amik az R3HDMI1 és RCS gének intronjaiba vannak
beagyazva a 2q21.3 and 3p22.3 kromoszomakon (117).

Szamos kutatds soran bizonyitasra keriilt a miR-128 szabalyozd szerepe a
proliferacioban, differenciacioban és a kiilonboz6é tumor sejtek apoptozisaban. Ez utobbi
esetén példaul a miR-128-nak a BMI1 a targete ami a hematopoetikus dssejtek esetén
fontos transzkripcios faktor és szorosan kapcsolodik a PI3K-AKT-mTOR jelatviteli
uthoz. Ebbdl kovetkeztethetd a tumorigenezisben betdltott szerepe (99, 118).
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Leirtak pont mutaciokat a miR-128b esetén MLL-AF4 ALL-es betegektdl szarmazo
sejtekben, melynek hatasara csokken az érett miR-128b szintje (119).

A promoter régio DNS metilaciojat vizsgaltak ALL és AML-es betegeknél €s azt talaltak,
hogy ALL-ben 2,7%-kal alacsonyabb volt a metilaltsag mint AML-ben, ebbdl pedig arra
szigetek alacsony metilaltsagi foka allhat (100).

Li és mtsai review cikkiikben szamos szolid tumor korképben folyatatott kutatast sorra
vesznek, bemutatva a miR-128 tumorsejt proliferaciora gyakorolt gatlo vagy éppen
aktivalo szerepét, a gydgyszer rezisztencidval valo feltételezett kapcsolatat példaul emld
hatasat is sorra veszik tobbek kozott petefészek tumor esetén (120).

In silico modszerek segitségével Georgantas ¢s munkacsoportja @ miR-128 és miR-181-
et mint limfoid differenciacio igen jelentds szabalyozdit irja le. A fenti két miR hatasara
valoésziniileg a korai progenitor sejtek megallnak egy korai fejlodési fazisban, nem

differencialodnak tovabb (121).

A miR-222 a Xp11.3 kromoszoma régioban helyezkedik el. Targete tobbek kozt a proto-
onkogén c-kit (tirozin kinaz receptor), melynek szerepe a sejt differenciacioban és
novekedésben ismert (122-124). Ju és mtsai kutatasa eredményeképp beszamol a miR-
egybeesik a mi eredményeinkkel is. Sajnos a miR-222 kapcsan igen kevés, a mi
kutatdsunkhoz kapcsolodo publikaciordl van tudomasom. Megemlithetd azonban, hogy
prosztata, tiido és pajzsmirigy tumorok esetén szintén vizsgaltak ennek a mikroRNS-nek

a szerepét (125-127).

A kutatasunk limitacioja az alacsony betegszam volt. A mintagytijtést 2016-ban kezdtiik
két budapesti korhazban. A hazai betegszamok tekintetében elmondhat6, hogy egészen
sok mintat sikeriilt gyiijtenlink és hasznalnunk a kutatdsunkhoz. Sajnos kiestek azok a
betegek, akiknek barmilyen okbol nem volt meg mind a 4 idépontbeli mintaja, és azok is,
akik nem pre B-ALL-esek voltak, tovabba az 1 év alatti gyermekek is. Az indukcids
terapia 33. napjan végzett MRD vizsgalat eredménye mindegyik vizsgalt betegiink esetén

negativ volt, igy azzal nem tudtunk érdemi statisztikai elemzést végezni. Tuléléssel nem
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tudtunk statisztikai elemzést végezni a mintagylijtés kozeli id6pontjabol adéddan. A
vizsgélatunk ideje alatt elhaldlozés igen alacsony szdmba fordult eld, igy az azzal valo
elemzés nem lett volna valds informéciot hordozo.

A mikroRNS kutatasok egyik legsarkalatosabb pontja a megfelelé normalizalo
mikroRNS kivalasztasa. Nincs standard normalizalora ajanlas, a szakirodalomban is
szamos mikroRNS-t hasznalnak (csak egyet vagy tobb kombinaciojat, endogént és/vagy
spike in kontrollt). Ez is oka lehet annak, hogy a kutatasok eredményei eltérnek egymastol
néhany esetben. A TLDA kartyara kivalasztottam az irodalomban korabban hasznalt
legjellemzdbb normalizalokat, (leukémiara specifikusakat: miR-103a-3p, miR-638 miR-
484, miR-30d-5p, miR-16-5p) hogy az eredményeink alapjan ezekbdl ki tudjuk valasztani
a szamunkra megfelelot (128-132). A PFP mintainkhoz a miR-484 bizonyult a
legmegfeleldbbnek, azaz expresszalodott a legstabilabban a mintakban.

A gerincvel6i folyadék esetén ezzel a normalizaloval statisztikailag szignifikans
eredményt nem kaptunk. A gerincveldi folyadék mintdk megfeleld elemzéséhez emelt
elemszam sziikséges, illetve Ujabb statisztikai elemzéssel megallapitani az erre a
mintatipusra leginkabb alkalmas normalizalé mikroRNS-t.

Az exoszOma-gazdag frakcidban a miR-484 szamos mintaban nem volt detektalhato, igy

a miR-16-5p-t hasznaltuk referencia mikroRNS-nek.

A fentiekben emlitett mikroRNS-ek mind endogén kontrollok, azonban a nem human
spike-in referenciak hasznalatara is szamos példa van a szakirodalomban. Annak ellenére,
hogy a cel-miR-39 spike in kontrollt minden mintahoz hozzaadtam és annak szintjét

mindegyik vizsgalatunk soran lemértiik, nem hasznaltuk a statisztikai elemzéseinkhez.

A vizsgalatom eréssége és ujdonsaga azonban nem elhanyagolhato. Gyermekkori pre-B
akut limfoblasztos leukémidban MRD mérésére cirkuldlo mikroRNS-ek vizsgalata
periférias vérben, ismereteim szerint jdonsdg. Szamos, kordbban hivatkozott kutatés
foglalkozott gyermekkori ALL mikroRNS vizsgalataval, de egyik sem a periférias vér
PFP-jét elemezte MRD kovetés céljabol, egy potencialis, kevésbé invaziv biomarkert
keresve.

Ugyan a 8. napra lecsokkend mikroRNS szint erdsen korrelal a 15. napi aramlési

citometriaval mért csontvel6 MRD-Vel, sajnos nem bizonyult érzékenyebb biomarkernek,
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mert a hosszabb tava (33 napos) expresszids valtozas mértéke alul marad a jelenlegi
standard modszerekhez képest. Erdekes eredmény azonban, hogy a 8. napon mért
expresszids valtozas el6revetiti a 15. napi aramlasi citometria MRD eredményét. Ez
mindenképpen 1j informécid, habar sziikséges volna nagyobb populédcion megismételni
a vizsgalatot hosszabb kovetési idével, nem csak az indukcids terdpia ideje alatt.
Megjegyzendd, hogy a 8. napig csak szteroidot kapnak a gyerekek, a tobbi gyodgyszer,

citosztatikum csak ezutan 1ép be a kezelési rezsimbe.
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6. Kovetkeztetések

1. Munkam soran akut limfoblasztos leukémidban szenvedd gyermekek csontveldi
¢és periférids vér vérlemezke-mentesitett plazméjabol és gerincveldi folyadék
mintdibol TagMan Low Density Array kartyakon sikeriilt azonositanunk szdmos
mikroRNS feliilexpresszidjat egészséges kontroll gyermekek periférias vér
vérlemezke-mentesitett plazméjahoz viszonyitva.

2. Valos idejli qPCR metodikat hasznélva kibdvitett populacion periférids vér PFP
mintakat vizsgalva validaltuk a korabbi mérést és statisztikai elemzést végeztiink
az indukcios terapia alatti mikroRNS expresszié és annak valtozasa tekintetében.
Ennek eredményeképpen megallapithatd, hogy a vizsgalt négy mikroRNS
expresszidja a diagnoziskori mintdban detektalthoz képest a kezelés 8. napjara
csokkenést mutatott, azonban a tovabbi iddpontokra (15. és 33. nap) nem volt
tovabbi szignifikans csokkenés.

3. Megallapithato a mérésiink alapjan, hogy a normalizalt expresszids szint valtozas
jobb MRD biomarker mint az expresszids szint maga.

4. A miR-128-3p ¢és a miR-222-3p diagndziskori és 8. napi periférias vér
vérlemezke-mentesitett mintakban mért expresszids valtozas korrelal a 15. napi
aramlasi citometriaval mért MRD-Vvel.

5. AzexoszOéma-gazdag frakcid vizsgalata alapjan megallapitottuk, hogy a miR-128-
3p a diagndzis és 8. nap, a diagndzis és a 15. nap illetve a diagnozis és a 33. nap
kozti expresszios valtozasa korrelaciot mutatott a 15. napi aramlasi citometriaval
mért MRD-vel, igy tehat megerdsitette a miR-128-3p putativ biomarker szerepét.

6. Kutatasom eredményeképpen elmondhatd, hogy a miR-128-3p és miR-222-3p
expresszios vizsgalata nem bizonyult szenzitivebbnek, mint a jelenleg hazankban
hasznalt d&ramlési citometrias minimalis maradék betegség mérési modszer.

7. Avizsgalt mikroRNS-eket nagyobb populacion és tovabbi mintavételi idépontban
IS vizsgalva talan megbizhatobb eredményt nyujtananak a biomarkerként valo

értékelésiik tekintetében.
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7. Osszefoglalas

Az akut limfoblasztos leukémia a gyermekek korében a leggyakoribb malignitas. A
korszerli terapiaknak és a minimalis maradék betegség rendszeres monitorozasanak
koszonhetden az 6téves tilélés mara mar 80% feletti.

Célunk egy, a jelenleg hazankban alkalmazott aramlasi citometridval a csontveldi
aspiratumbol mért minimalis maradékbetegség monitorozasnal kevésbé invaziv és
szenzitivebb biomarker megtaldldsa. Ennek érdekében csontveldi és periférids vér
vérlemezke-mentesitett plazma, illetve gerincveléi folyadék mintakat vizsgaltunk
TagMan Low Density Array kartyakon, 22 beteg esetén, mint felfedezd populécion. Ezen
mérés eredményei alapjan kivalasztottunk négy potencialis biomarker-jeldlt mikroRNS-
t. Ezeket a mikroRNS-eket periféridas vér PFP mintdkban, bovitett populacion (n=28)
gPCR moddszert alkalmazva vizsgaltuk majd korrelaltattuk az aramlési citomerias MRD
mérés eredményével és egyéb klinikai paraméterekkel. Ennek eredményeképpen
megallapitottuk, hogy mind a 4 vizsgalt mikroRNS expresszidja az indukcios kezelés 8.
napjara szignifikansan lecsokken a diagnoéziskori mintaban mérthez képest. Tovabbi
csokkenést azonban nem detektaltunk. A miR-128-3p és a miR-222-3p diagnoziskori és
a 8. nap kozti expresszios szint valtozasa korrelalt a 15. napi dramlasi citometrias MRD-
vel. MRD biomarkerként valo alkalmazasa azonban eredményeink alapjan nem nyujtana
elonyt, hiszen annak szenzitivitasa alul maradt az aramlasi citometrias vizsgalatok
érzékenységtol.

Az exoszoma-gazdag frakcid izolalasa ultracentrifugalassal tortént 13 beteg esetén. A
miR-128-3p és a mMiR-222-3p mikroRNS-eket vizsgaltuk a korabbiakkal megegyezo
modon. Az ebben a frakcidban mért miR-222-3p expresszios szint valtozasa nem mutatott
statisztikailag szignifikans korrelaciot a 15. napi MRD-vel, mig a miR-128-3p esetén a
diagnodziskori és 8. napi expresszios szinten tl a diagnoziskori és a 15. illetve a 33. napi
expresszids szint valtozas is korreldlt. Ez alapjan tehat megerdsitettiik a miR-128-3p
expresszidjanak valtozasat a gyermekkori ALL indukcios terapiaja alatt.

Osszességében tehat eredményeink hozzijarulnak a mikroRNS-ek, mint potencialis,

kevésbé invaziv biomarkerek gyermekkori ALL-ben valé értékeléséhez.
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8. Summary

Acute lymphoblastic leukaemia (ALL) is the most common haematological malignancy
among children. Due to recent advancement of therapy and the monitoring of minimal
residual disease (MRD) the 5 year survival is above 80%.

Our aim was to find a less invasive and more sensitive biomarker for minimal residual
disease monitoring than flow cytometry (FC) which is the currently used method in
clinical practice in Hungary. In a discovery population (n=22 patients) platelet-free
plasma (PFP) samples of peripheral blood and bone marrow aspirate as well as
cerebrospinal fluid samples were tested using custom TagMan Low Density Array cards.
Based on these measurements, four biomarker candidate microRNAs were selected for
further investigation. The expression of the 4 microRNAs in peripheral blood PFP
samples were measured on an expanded cohort (n=28 patients) by gPCR. Results were
correlated with flow cytometry MRD and further clinical parameters. The expression of
all 4 microRNAs decreased significantly by day 8 of therapy compared to day of
diagnosis. Further decrease was not detected at later time points. In case of miR-128-3p
and miR-222-3p the expression changes between day 0 and day 8 showed correlation with
day 15 FC MRD. However, their use as MRD biomarkers is of no benefit because their
sensitivity is lower than that of current gold standard MRD detection methods.
Exosome-enriched fraction (EEF) was isolated by ultracentrifugation (n=13 patients).
Mir-128-3p and miR-222-3p expression was measured by qPCR. In this fraction changes
of the expression of miR-222-3p do not correlate with day 15 FC MRD while miR-128-
3p expression changes between day 0, and day 8, and day 15 also correlated with day 15
FC MRD.

Based on our results it is confirmed that circulating miR-128-3p expression changes
during the induction therapy of paediatric ALL.

To conclude, our results contribute to the knowledge on microRNAs as less invasive

biomarker candidates in paediatric acute lymphoblastic leukaemia.
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