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Bevezetés

A gyermekkori akut limfoblasztos leukémia (ALL) a hematopoetikus Ossejtek klonalis
megbetegedése. Az ALL a leggyakoribb malignus megbetegedések gyerekkorban.
Magyarorszagon évente 60-70 0j esetet diagnosztizalnak. Az prekurzor B-sejtes alcsoport
(pre B-ALL) a leggyakoribb, mintegy 85%-ot tesz ki. A maradék 15% pedig a T-sejtes
altipushoz tartozik. A betegségben jellemzé sejtek a limfoblasztok, melyek a
csontveldben és vérben (az esetek tobbségében) is megtalalhatoak. A betegek kezelési
protokollja orszagonként, régionként eltérd. Hazankban jelenleg az ALL IC-BFM 2009
protokoll szerint tortént a betegek kezelése, amely a kovetkezé fazisokra oszthato:
indukcid, korai intenzifikacid, konszolidacio, reindukcid, késoi reintenzifikacio és
fenntarto kezelés. Az indukcid, azaz az els6 honap kezelésének célja a kezdeti daganatos
sejttdomeg nagy részének elpusztitisa. A terapia teljes hossza 2 év, azonban a kezelés kozé
A talélési mutatok az elmult évtizedek sordn folyamatos javulast mutatnak, az Gtéves
talélés napjainkban eléri a 83%-0t hazankban. A minimalis maradékbetegség (MRD)
monitorozasa, az igy mért korai terapias valasz alapjan torténd stratifikéacio és igen fontos

tényezdje a magas tulélésnek.

Minimalis rezidualis vagy maradék betegség alatt a malignus sejtek alacsony (5% alatti)
szintjét értjiik a kezelés elkezdése utan teljes remisszioban, amelyet valamilyen érzékeny
diagnosztikus eljarassal ki lehet mutatni. Tradicionalisan a kezelésre adott valaszt
mikroszkopos analizissel hataroztak meg a csontvel6ben illetve a vérben. Azonban ez a
modszer nem elég szenzitiv. Napjainkban az aramlasi citometriaval (flow citometria, FC)
¢s PCR eljaréassal végzik a minimalis maradék betegség vizsgalatat csontveld mintakon.

Az elébbi érzékenysége kb. 10 mig utobbié kb. 107,

A mikroRNS-ek rovid, ~22 nukleotid hosszusagli, nem kodold RNS-ek. A legtobb
mikroRNS a DNS szekvenciardl irdédik at primary mikroRNS-¢ (pri-miR) majd
precurzor-mikroRNS-¢ (pre-miR) és végiil érett mikroRNS-¢. Jellemzden a target mRNS



crer

hogy az 5’ régidhoz, kodold szekvencidhoz, vagy éppen gén promoterhez kapcsolddik.
A human genom 1-5%-t teszik ki a mikroRNS-ek ¢és a fehérje kodold gének 30-60%-at
szabalyozzak. Az irodalomban 24 000 feletti a human révid RNS szekvenciak szama,
ebbdl azonban az érett mikroRNS-ek szama 2300-ra tehetd.

A mikroRNS-ek metabolikus és jelatviteli Utvonalakat is befolyasolhatnak, a
sejtproliferacid, differenciacio €s a tulélés szabalyozasaval. Szamos tumoros allapotban
ismert a megvaltozott mikroRNS expresszios profil. Expresszidjukra jellemz6 a sejt,
illetve szdvetspecificitas, igy megitélésiik, miszerint onkogén vagy tumor szuppresszor
egy adott mikroRNS, igen nehézkes. Tovabba nem tudjuk, hogy a megvaltozott
mikroRNS expresszi6 a malignus allapot direkt kivaltdja vagy indirekt kovetkezménye.
Neheziti a helyzetet az is, hogy egy mikroRNS-nek tobb targete is lehet. Tehat egy adott
mikroRNS bizonyos kérnyezetben onkogén, mig mashol tumor szuppresszor funkcioju.
A mikroRNS-ek megtalalhatéak extracellularisan is. Kimutathatéak a vérplazmaban és
szérumban, cerebrospindlis folyadékban, vizeletben, nyalban, tejben, konnyben és egyéb
testfolyadékokban is. Az extracellularis mikroRNS-ek igen stabilak, szobahdmérsékleten
tobb napig tarthatdak, kiilonbozo sz€élséséges kondicioknak kitéve sem degradalodnak. A
mikroRNS-ek extracellularis vezikulakban vagy proteinekkel egyiitt, leginkabb AGO2-
vel koplexet alkotva talalhatoak a testfolyadékokban.

Az egészséges és malignus hematopoezist vizsgalva kideriilt, hogy a mikroRNS-eknek

igen fontos szerepiik van a folyamat szabalyozaséban az érési folyamat egésze soran.

Az extracellularis vezikulak (EV) kettds foszfolipid membrannal koriilvett képletek.
Harom {6 csoportra oszthatdak méretiik és keletkezésiik alapjan: exoszomak,
mikrovezikuldk és apoptotikus testek.

Az extracellularis vezikulak részt vesznek a sejtek kozotti kommunikacidban, az
angiogenezisben, intracellularis komponensek eltavolitdsdban, a  szervezet
immunvalaszéban és a véralvadasban is. Miikddésiik lehetévé teszi a fehérjék, RNS-,
DNS-sejtek kozotti kicserélodését. Mind az egészséges, mind pedig a malignus sejtek
termelnek vezikulakat, amelyeket szamos testfolyadékbdl sikeriilt mar kimutatni.

Az exoszoémak legjellemzdbb forrasai az immunsejtek €s malignus sejtek. Az exoszomak

képesek becsomagolni bizonyos mikroRNS-eket, a véraramban megtartani azok



integritasat (megvédve Oket a RNazok hasitdsatol) igy azok a sejtek, melyekbdl

szarmaznak, még a véraramban is azonosithatoak.



Célkitiizések

Munkam soran az alabbiak céljaim voltak:

e Szakirodalmi adatok alapjan kivalasztott mikroRNS-ek extracellularis
expresszidjanak karakterizdlasa gyermekkori akut limfoblasztos leukémids
betegek periférias vérében, csontveldjében és gerincveldi folyadék mintaiban.

o A vizsgalt mikroRNS-ek vérplazmaban mért expresszios valtozasanak értékelése,

mint minimalis maradék betegség biomarker.



Modszerek

A Semmelweis Egyetem Il. szamu Gyermekgyogyaszati Klinikan és a Heim Pal
Gyermekkorhaz Onko-hematoldgiai osztalyan diagnosztizalt és kezelt akut limfoblasztos
leukémias gyermekek csontveldi, periférias vér és gerincveldi folyadék (CSF) mintait
vizsgaltam a kutatdsom soran. A vér (3,5 ml) és csontvel6i (1 ml) mintakat citratos csébe,
mig a gerincveldi folyadék (~1 ml) mintdkat nativ csovekbe gyjtottik. Az el6bbi két
mintaféleség esetén a levételtdl szamitott 2 6ran beliil centrifugalassal vérlemezke-
mentes plazma (PFP) mintat allitottunk el6 és taroltuk -80°C-on. ALL-IC BFM 2009
protokoll szerinti indukciés terapia alatt az aldbbi idépontokban gytjtiink periférias
vérmintat: diagndziskor, 8, 9, 15, 29, 30, 33. nap. Csontveldi és gerincevldi folyadék

(CSF) mintat pedig a diagnozikorin feliil a protokoll szerinti 15. és 33. napon.

Kutatdsom soran 28 de novo és 5 relabalt, tovabba 2 kdzponti idegrendszer érintett
(KIR+) prekurzor B-sejtes ALL-es beteg mintait vizsgaltam. Az 5 relabalt beteg els6
relapszusa alatt tortént a mintagytijtés. A betegek 1-18 éves kor kozottiek voltak. Az els6
vonalban kezelt ALL-es betegek harom alcsoportjat vontuk be a vizsgalatokba
citogenetikai jellemz6ik alapjan: hiperdiploid (kromoszémaik szama 47 vagy tobb),
t(12;21)(p13;922) transzlokécios és normal kariotipus alcsoportba. Ez utobbiba azok a
betegek keriiltek, akinél nem taléltak citogenetikai abnormalitast (akar sikeres volt a
kariotipizalas, akar nem), illetve a FISH vizsgalat soran (melynél a leggyakoribb ALL-
ben jellemz0 eltéréseket vizsgaljak) sem taladltak eltérést és diploidnak irta le az aramlasi
citometriai vizsgalat a DNS indexiik alapjan.Tovabba 10 gyermek kontroll periférias

vérmintdjat is vizsgaltam.

A PFP mintakbol izolalt RNS-t cDNS-¢ irtam 4t és vizsgaltam egyedi TagMan Low
Density Array (TLDA) kartydkon 46 eldre kivalasztott mikroRNS expressziojat. A
kivalasztas soran azokat a mikroRNS-eket valogattam ki, amelyek magas intracellularis
expressziot mutatattak korabbi kutatdsok soran és legalabb két forrasban leirtdk
potencialis szerepiiket ALL-ben. A validalashoz és a bovitett populacié vizsgalatdhoz

gPCR metodikat alkalmaztam. Az exoszéma gazdag frakciot (EEF) ultracentrifugalassal



nyertem (Beckman Coulter Optima XP) majd az RNS izolalast kdvetéen a korabbiakkal

megegyezden jartam el és vizsgaltam qPCR-rel a mikroRNS expressziot.

Az elemzést R statisztikai szoftver segitségével Dr. Gézsi Andrés végezte.



Eredmények

A felfedez6 populacio vizsgalata soran 46 mikroRNS expessziojat mértiik egyedi TLDA
kartyakon ALL-es betegek periférias vér és csontveldi vérlemezke-mentesitett plazma
tovabba gerincveldi folyadék és egészséges kontroll periférias vér vérlemezke-mentesitett
plazma mintaiban (1. abra). Nem talaltunk szignifikans korrelaciot a vizsgalt periférias

veér és csontveld mintak mikroRNS mintazata kozott.

miR-34a-5p
miR-361-3p
miR-125b-5p
miR-660-5p
miR-181c-5p
miR-128-3p
miR-222-3p
miR-181b-5p
miR-30d-5p
let-7f-5p
miR-103a-3p
miR-511-5p
let-7a-5p
miR-342-3p
miR-19a-3p
miR-19b-3p
miR-92a-3p
miR-16
cel-miR-39
miR-20a-5p
miR-17-5p
miR-126-3p
miR-223-3p
miR-146a-5p
miR-21-5p
miR-320a
miR-181a-5p
miR-93-5p
miR-9-5p
miR-370-3p
miR-632
miR-654-5p
miR-494-3p
miR-99a-5p
miR-1290
miR-100-5p
miR-501-5p
miR-374a-5p
miR-155-5p
miR-629-5p
miR-532-5p
miR-106a-5p
miR-383-5p
miR-1973
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1. abra. TagMan Low Density kartyan mért normalizalt log> transzformalt
expresszios szintek periférias vér és csontveloi PFP-ben ALL alcsoportokban és
kontroll betegekben. A sarga szin alulexpresszaltsagot, mig a piros feliilexpresszalddast
jelent a normalizald6 mikroRNS-hez képest. A bal oldalon taladlhato fekete jeldlések a
qPCR vizsgalatra kivalasztott mikroRNS-eket jelolik. *log2 transzformalt expressziso

érték **hisztogram magassaga

Osszesen 21 mikroRNS esetén mutattunk ki szignifikdns eltérést a periférids vér
vérlemezke-mentesitett plazma mikroRNS expresszidja de novo ¢és relabalt betegek
esetén egészséges kontrollokkal Osszehasonlitva. A relabalt betegeket kivonva az
elemzésbdl (kis elemszam és rovid kovetési id6) 19 mikroRNS esetén mutattunk Ki
szignifikans kiilonbséget. 18 mikroRNS expresszidja szignifikansabb magasabb, mig egy
mikroRNS-¢ szignifikansan alacsonyabbnak bizonyult.

Vizsgaltuk a harom kariotipus csoportot is kiilon, egészséges kontroll periférias vérhez
hasonlitva. Ot mikroRNS egységesen mindharom csoportba (hiperdiploid, t(12;21) és
normal kariotipus csoport) feliilexpresszalt volt: 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 0sszes de novo ALL-es periférids vér vérlemezke-mentesitett plazméjat vizsgalva a
diagnoézis és a kezelés 33. napja kozott az aldbbi 4 mikroRNS expresszidja volt
szignifikansan magasabb a kontrollokhoz viszonyitva: miR-128-3p, miR-181a-5p, miR-
181b-5p, miR-222-3p. igy a bévitett populacion qPCR-rel ezt a 4 mikroRNS-t vizsgaltuk
tovabb.



A gPCR-es mérés soran a de novo diagnoziskori ALL periférids vér mikroRNS

expresszidjat vizsgaltuk egészséges kontrollokkal 6sszehasonlitva (1. tablazat)

1. tablazat. Diagnéziskor de novo ALL periférias vér PFP mikroRNS expresszidja

egészséges kontrollokhoz viszonyitva. NS: nem szignifikans

miR-128-3p miR-181a-5p | miR-181b-5p miR-222-3p
Alesoportok log2 FC log2 FC log2 FC log2 FC
(adj. p érték) | (adj.p érték) | (adj.p érték) | (adj. p érték)
. . . 3’39 2709
Hlpef'dl’[ﬂOId Y NS NS 5
kariotipus (7,05%10 ) (4,06%10 )
t(12;21) 5,93 2,56 3,84 3,34
L -10 2 -4 4
kariotipus (9,59*10 ) (1,38*10 ) (2,26*10 ) (2,21*10 )
Normal 4,23 3,45 4,31 2,63
. L -5 -4 -5 3
kariotipus (1,78*10 ) (5,35*10 ) (4,73*10 ) (4,76*10 )
Teljes ALL 4,52 2,46 3,4 2,68
-9 3 -5 -4
csoport (3,48%10 ) (2,11*10 ) 6(4,73*10 ) (2,15*10 )

A bovitett populacié periférias vér vérlemezke-mentesitett plazma mintait qPCR-rel

vizsgaltuk 4 mintavételi iddpontban az indukcios terdpia soran. A kezelés megkezdése

utan mindegyik mikroRNS szintje szignifikans csokkenést mutatott a 8. illetve a 33. napra

(2. abra). Azonban folyamatos csdkkenést nem detektaltunk a vizsgalt idépontokban.
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2. abra. Az indukcio terapia alatti mikroRNS szintek periférias vér PFP-ben mérve.
A boxok a 2. és 3. kvartilist jelolik, a boxon beliili vastag vizszintes vonal a mediant, az
also fiiggdleges vonal a minimum értéket, amennyiben nincsen als6 kiugro érték, a felsé
fiiggéleges vonal a maximum értéket, amennyiben nincsen felsd kiugrd érték vagy a
Q3+1,5*IQR. A pontok a szélsdértékeket, 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.

A teljes ALL csoportra jellemz0 periférias vér vérlemezke-mentesitett plazma mikroRNS
expressziot ¢s annak valtozasait és a 15. napi csontveldi aramlasi citometrias MRD-t
illetve egyéb prognosztikai faktorokat korrelaltattuk. A miR-128-3p és a miR-222-3p
esetén a 0-8. nap kozti expresszio csokkenés korrelalt a 15. napi aramlasi citometriaval
mért csontveléi MRD-vel (adj. p: 2,71*10* és 3,00%10%). A masik két vizsgalt

mikroRNS esetében, illetve 0-15. nap vonatkozasaban nem volt szignifikans a korrelacio.

11



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 miR-128-3p (AUC=0,91) és a miR-
222-3p (AUC=0,79) esetén is magas AUC értékeket kaptunk.

Exoszoma gazdag frakcioban is vizsgaltuk a miR-128-3p és a miR-222-3p expressziojat
az indukcios terapia alatt 4 idépontban. A mIiR-128-3p expresszidja szignifikansan
csokkent a 15. és 33. napra, mig a 8. napra jelentds expresszid csokkenést nem tudtunk

Kimutatni. A miR-222-3p esetén egyiranyu valtozast nem detektaltunk.

A 15. napi aramlasi citometriaval mért csontvel6i MRD-vel és tovabbi prognosztikai
faktorokkal korrelaltatva azt talaltuk, hogy a miR-128-3p esetén a diagnoziskoritol a 8, a
15. és a 33. napra vald expresszid valtozas korrelalt a 15. napi csontveld aramlési
citometriaval mért MRD-vel. A miR-222-3p esetén szignifikans korrelaciot nem tudtunk

kimutatni.

12



Kovetkeztetések

Kutatdsom soran akut limfoblasztos leukémidban szenvedd gyermekek csontveldi és
periférias vér vérlemezke-mentesitett plazmajabol és gerincveldi folyadék mintaibol
egyedi TagMan Low Density Array kartyakon azonositottuk szamos mikroRNS
feliilexpresszidjat egészséges kontroll gyermekek periférias vér vérlemezke-mentesitett

plazmajahoz viszonyitva.

Valo6s idejii qPCR metodikat hasznalva kibdvitett populdcion periférias vér vérlemezke-
mentesitett plazma mintdkat vizsgalva validaltuk a korabbi mérést és statisztikai elemzést
végeztiink az indukcids terdpia alatti mikroRNS expresszié ¢€s annak valtozasa
tekintetében. Ennek eredményeképpen megallapithatd, hogy a vizsgalt négy mikroRNS
expresszidja a diagnoziskori mintaban detektalthoz képest a kezelés 8. napjara csokkenést
mutatott, azonban a tovabbi idépontokra (15. és 33. nap) nem volt tovabbi szignifikans

csokkenés.

Megallapithat6 a vizsgélataink alapjan, hogy a normalizalt expresszios szint valtozas jobb

lehetséges MRD biomarker mint az expresszios szint maga.

A miR-128-3p és a miR-222-3p diagnoziskori és 8. napi periférias vér vérlemezke-
mentesitett mintdkban mért expressziés valtozas korrelalt a 15. napi aramlasi

citometriaval mért MRD-vel.

Az exoszoma-gazdag frakcio vizsgalata alapjan megallapitottuk, hogy a miR-128-3p a
diagnoézis és 8. nap, a diagndzis és a 15. nap illetve a diagnézis és a 33. nap kozti
expresszios valtozasa korrelalt a 15. napi aramlasi citometriaval mért csontvel6i MRD-

vel, igy tehat megerdsitette a miR-128-3p lehetséges biomarker szerepét.

A kutatas eredményeképpen elmondhat6, hogy a periférids vér vérlemezke-mentesiett
plazma miR-128-3p ¢és miR-222-3p expresszios vizsgalata nem bizonyult
szenzitivebbnek, mint a jelenleg hazankban hasznalt dramlasi citometrias minimalis

maradék betegség mérési modszer.
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