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A minimális reziduális betegség (MRD) kimutatásához és a relapszus korai elôrejelzé-
séhez a citomorfológiai módszerek és a Southern-blott technika érzékenysége nem
elegendô, a különbözô DNS-markerek kimutatásán alapuló PCR-technikák pedig csak
a leukémiás esetek 20-30%-ában használhatók. Gyermekkori akut leukémiában a pe-
rifériás vérben a WT1 gén RNS-szintû expressziójának monitorozása számos kuta-
tócsoport véleménye szerint kiválóan alkalmas a kórlefolyás követésére, az MRD
érzékeny kimutatására, a relapszus korai jelzésére. Vizsgálatunkban 22 frissen diag-
nosztizált, 17 korábban diagnosztizált leukémiás és 19 nem-leukémiás gyermek peri-
fériás vérét használtuk. Az irodalmi adatokhoz hasonlóan a gyermekkori leukémiák
mintegy 80%-a bizonyult WT1-pozitívnak, függetlenül azok immunfenotípusától,
ugyanakkor fals-pozitív eredményt semmilyen más betegségben nem találtunk (nem-
daganatos hematológiai kórképek, lymphadenopathiák, szolid tumorok stb). Tíz WT1+

leukémia esetében a teljes kezelési ciklus (1 év) során követtük a WT1-expresszió
változásait a perifériás vérben. Megállapítható, hogy a WT1+ esetek mintegy 20%-
ában lehet minimális reziduális betegséget valószínûsíteni a terápia során, amit a
csontvelô és perifériás vér fénymikroszkópos vizsgálata nem jelez. Célunk ezen új,
érzékeny diagnosztikus marker bevezetése a hazai klinikai gyakorlatba, amely az
eddigieknél nagyobb érzékenységgel alkalmas az akut leukémiákban a minimális
reziduális betegség kimutatására. Magyar Onkológia 44:297–303, 2000

Detection of minimal residual disease (MRD) in childhood leukemia is not possible by
cytomorphology or Southern blotting due to their low sensitivity. On the other hand,
the use of DNA markers and PCR amplification is helpful in a smaller proportion of
leukemia cases (20-30%). Since childhood leukemia is characterized by WT1 gene
expression in the majority of cases, monitoring of WT1 expression in the peripheral
blood was suggested to be a method of choice to detect MRD. We have studied 22
newly diagnosed childhood acute leukemias and 17 cases in remission. As controls, 19
patients with non-leukemic diseases were included. The majority of our acute
leukemia cases (80%) were proved to be WT1 expressors using a highly sensitive
nested PCR technique. Ten WT1+ cases have been monitored for a year throughout
the inicial therapy phase, using peripheral blood tests. We observed that in 20% of the
follow-up cases MRD was suggested which was not detectable by any other methods.
It is our intention to introduce this new molecular technique into the clinical
management of childhood acute leukemia. Rásó E, Varga N, Tímár J, Magyarosy E.
Nested PCR detection of WT1 expression in the peripheral blood in childhood acute
leukemia. Hungarian Oncology 44:297–303, 2000
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Bevezetés

A gyermekkori akut leukémia (AL) klinikai
monitorozása a mai napig nem megoldott kérdés.
Korábban a csontvelô és a perifériás vér morfo-
lógiai majd immuncitokémai vizsgálata képezte a
betegség diagnózisának alapját, de késôbb ugyan-
ezen módszerek szolgáltak a terápia hatékony-
ságának felmérésére (19), illetve a recidívák felde-
rítésére is. A folyamat molekuláris mechaniz-
musainak egyre finomabb feltérképezése azonban
lehetôvé tette azt, hogy a betegség molekuláris
markereit a folyamatos monitorozás során is
felhasználjuk. Ennek elméleti hátterét az adja,
hogy a gyermekkori akut leukémiák döntô többsé-
ge ún. klonális betegség, ahol a tumoros sejtpopu-
láció viszonylag stabil módon tartalmaz jellegzetes
génhibát, illetve jellegzetes genotípussal rendel-
kezik. Miután a gyermekkori AL döntô többsége
limfoblasztos jellegû, a tumoros populáció ezen
sejtek geno-, illetve fenotípusának azonosításával
megvalósítható. Erre a célra alapvetôen kétféle
módszer áll rendelkezésre, az immuncitokémia/
áramlásos citometria és az RNS- illetve DNS-vizs-
gálatok. Az elôbbi segítségével a kóros T- (3, 18),
illetve B-sejtes markereket (4) hordozó tumorsej-
tek mutathatók ki a csontvelôben. A periférás vér-
ben azonban erre többszörös jelölési technikákra
van szükség („multiple phenotyping”), a biztonsá-
gos detektáláshoz 4-5-féle többes jelölésre is szük-
ség lehet (18).

A DNS-vizsgálatok segítségével a kórosan
megváltozott géneket lehet kimutatni általában a
PCR-technika valamely variánsának alkalmazá-
sával. Ennek feltétele az, hogy az akut leukémi-
ában ún. fúziós gének legyenek jelen, melyek a
kromoszómatörések és -átrendezôdések ered-
ményeként keletkeznek: ilyenek lehetnek a TEL-
AML1 (20), a BCR-ABL (7) és az MLL-AF4 (19)
géntermékek, melyek a csontvelôben és/vagy a
perifériás vérben akár igen kis számban jelenlévô
tumoros sejtpopuláció azonosítására is alkalma-
sak. A limfoid sejtek, szemben más normális sejt-
jeinkkel, rendelkeznek ún. saját genetikai mar-
kerrel. A B- és T-sejtes immunválasz során ugyan-
is mindkét sejtpopulációban jellegzetes génátren-
dezôdés megy végbe, amely azonban normális
körülmények között poliklonális jellegû. A daga-
natos limfoid sejtekben a folyamat klonális jelle-
ge miatt azonban ez a genetikai sajátosság mono-
klonális formában jelenik meg, így ez a jelenség
alkalmas a tumoros B- illetve T-sejtes populáció
genetikai monitorozására T-sejtek esetében a T-
sejt-receptor (TCR) αβ/γδ (16, 21)  míg B-sejtek
esetében a IgH/Igκ (13, 16, 22, 23) monoklonális
átrendezôdéseinek kimutatásával. 

Az MRD kimutatásához, azaz a maradék malig-
nus sejtek detektálásához, és a relapszus korai
jelzéséhez a citomorfológiai módszerek és a
Southern-blott technika érzékenysége nem ele-
gendô. A citomorfológiai eljárásokkal ugyanis a
perifériás vérben 1-5%-nál kevesebb, a Southern-
blott technikával pedig 5-10%-nál kevesebb ma-
lignus sejt már nem detektálható a perifériás vér-
ben (24). A különbözô DNS-markerek (mint pl.:

Philadelphia kromoszóma (BCR-ABL fúzió), az
újra átrendezôdött immunglobulin- és T-sejt re-
ceptor gének, ill. más gének transzdukciója vagy
inverziója stb.) kimutatásán alapuló PCR-techni-
kák érzékenysége ugyan megfelel a célnak, de
ezen DNS- markerek a leukémiás betegek mind-
össze 20-30%-ában vannak jelen.

Számos kutatócsoport véleménye szerint a
WT1 gén (Wilms' tumor-asszociált gén; 1, 6, 12)
expressziójának monitorozása a csontvelôben, de
leginkább a perifériás vérben leukémiás betegek-
nél lehetôvé teszi az MRD kimutatását, a kórle-
folyás követését, a remisszió megítélését és a re-
lapszus korai felismerését (2, 9, 10). Miután a
WT1 gén a csontvelôi ôssejtekben normálisan is
expresszálódik (2), jelen vizsgálatunkban azt
tanulmányoztuk, hogy a WT1 gén perifériás vér-
ben történô expressziója alkalmas-e a gyermek-
kori akut leukémiák monitorozására.

Anyag és módszerek
Betegek
Vizsgálatunkba 22 frissen diagnosztizált leukémi-
ás, illetve 19 más nem-leukémiás betegségben
szenvedô gyermeket, illetve 17, vizsgálatunk meg-
kezdése elôtt diagnosztizált, követés alatt álló leu-
kémiás gyermeket vontunk be, akikbôl hematoló-
giai kivizsgálásukhoz vért vettek. A vizsgálatokhoz
rendelkeztünk a szükséges etikai engedélyekkel,
illetve a szülôk beleegyezô nyilatkozatával.

RNS-extrakció, cDNS-szintézis
A leukémiás, illetve kontrollként használt nem-le-
ukémiás betegek heparinos perifériás vérébôl a
gyártó protokollja szerint (Bio-Rad) RNS-t izolál-
tunk az AquaPure RNA kit segítségével Egy µg
RNS-t írtunk át reverz transzkripcióval oligo(dT)
(12–18) primer (Sigma) és Moloney leukémia vírus
reverz tramszkriptáz (Gibco – BRL) felhasználásá-
val, oly módon, hogy a reakcióelegyet 90 percig
inkubáltuk 37°C-on, majd 20 percig tartottuk 70°C-
on. Felhasználásig a mintákat -70°C-on tároltuk.

WT1 nested PCR, primerek
A DNS-amplifikációt Taq polimeráz (Gibco-BRL)
segítségével végeztük Crocodile-III thermocycler-
rel (Appligene, Oncor). A reakcióelegyben 200
mM dNTP, 1,5 mM MgCl2, 100 pM primer, 4U (el-
sô lépés) és 2,5U Taq polimeráz (második lépés)
volt mintapufferben (10 mM TRIS-HCl pH=9,0,
50 mM KCl, 0,1% Triton X-100) feloldva. Az alábbi
ciklus-protokollt használtuk: 30 ciklus (94°C 1
perc, 64°C 1 perc, 72°C 2 perc) a külsô primer-
párral, 30 ciklus (94°C 1 perc, 64°C 1 perc, 72°C 2
perc) a belsô primerpárral. Az elsô lépésben 2 µl
cDNS-templátot használtunk, majd 1 µl-t használ-
tunk fel az elsô ciklus keverékébôl a második cik-
lus során. Az amplifikáció után 10 µl PCR-termé-
ket 2%-os agaróz gélen szeparáltunk, ethidium
bromiddal festettük, majd Geldoc (Bio-Rad) rend-
szerrel jelenítettük meg és archiváltuk.

A felhasznált primerek szekvenciája az 1. ábrán
látható. A nested PCR lényege, hogy az átírt cDNS-
rôl az elsô PCR-lépésben egy viszonylag nagy termé-
ket szaporítunk fel (ún. outer primerpár segítségé-
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vel, esetünkben 481 bázispár), majd a második PCR-
reakció során ezen a szakaszon belül található pri-
merpárt (inner, esetünkben 343 bázispár) haszná-
lunk és kiinduláshoz az outer primerpárral felszapo-
rított DNS-t használjuk (1. ábra). Elônye, hogy növe-
li a reakció érzékenységét és biztonságát, hisz „ál”-
bekötéshez egyszerre négy primernek kellene „jó
helyen” lenni viszonylag kis szakaszon belül (2. áb-
ra). Az érzékenységét mi sem bizonyítja jobban,
mint hogy 1 µg teljes RNS-bôl kiindulva perifériális
vérben 10-5 az érzékenysége (csontvelôben, mivel
csontvelôi ôssejtek is expresszálják a WT1 gént 10-3

és 10-4 közötti arányban, ez az érték alacsonyabb).
A minták megnyugtató értékelhetôségének

alapja a többszörös kontroll. Azt, hogy az RNS át-
írása megbízhatóan megtörtént és a kiindulási
cDNS mennyisége valóban azonos minden min-
tában, minden esetben egy „housekeeping” gén,
a β-actin átírásával bizonyítottuk. Annak a lehe-
tôségét, hogy a gén kimutatása nem az expresszá-
lódott RNS-bôl, hanem a mintát szennyezô geno-
miális DNS-bôl történt, az RT-enzim nélkül vég-
zett reverz transzkripció során képzôdött kontroll
minták segítségével zártuk ki. A környezetbôl
származó DNS-szennyezés kimutatására az RT-
PCR reakció során olyan mintát futtattunk a vizs-
gálati anyaggal párhuzamosan, amelybe a beteg
RNS-e helyett az oldószerként használt nagy tisz-
tasági fokú desztillált vizet adtuk (3. ábra).

Eredmények
Célunk az volt, hogy gyermekkori akut leuké-

miában tanulmányozzuk a WT1 gén expressziójá-
nak marker szerepét annak perifériás vérbôl tör-
ténô kimutatásával. Ennek elôfeltétele, hogy 

1. a WT1-expresszió szoros korrelációban áll-
jon a leukémiás állapottal

2. egészséges, vagy más típusú betegségben
szenvedô gyermekeknél ne, vagy csak jól
definiált esetekben expresszálódjon.

A fentiek igazolására a betegek három nagy
csoportján végeztük vizsgálatainkat. Az elsô cso-
portba (22 eset) frissen diagnosztizált leukémiás
gyermekek tartoztak (1. táblázat). A második cso-
portba 17 már korábban diagnosztizált leukémiás,
míg a harmadik, kontroll csoportba 19 nem-leuké-
miás gyermek tartozott.

Az elsô csoportba 20 különbözô immunfeno-
típusú akut limfoblasztos leukémia és 1–1 akut,
illetve krónikus mieloid leukémia tartozott (1.
táblázat). Anyagunkban a gyermekkori leukémi-
ás esetek több mint 80%-a bizonyult WT1-pozi-
tívnak (18/22), amit a nagyobb érzékenységû
nested PCR technika alkalmazása tett lehetôvé (1.
ábra). Megjegyzendô, hogy a WT1-expresszió ki-
mutatása nem mutatott összefüggést a perifériás
vérben észlelt blasztsejt-számmal.

A kontrollcsoportba (2. táblázat) 19 olyan gyer-
meket soroltunk, akik egyéb, nem leukémiás be-
tegségben szenvedtek (hematológiai betegségek,
lymphadenopathiák, szolid daganatok stb). Mivel
egyetlen esetben sem mutattunk ki WT1-pozitivi-
tást, a leukémiák esetén tapasztalt pozitivitás spe-

cificitását ez az eredmény nagymértékben alátá-
masztotta. Felhívjuk a figyelmet arra, hogy még G-
CSF-kezelést követôen sem tudtunk kimutatni
WT1+ sejtek megjelenését a perifériás vérben.

A továbbiakban 10 WT1+ leukémiás gyermek
folyamatos monitorozását végeztük a leukémia
diagnózisának felállításától számított 1 éven át a
kemoterápiás kezelés során, annak meghatáro-
zott ellenôrzési pontjainál (8–10 meghatározás
esetenként, 3. táblázat). A betegek hematoló-
giai/morfológiai ellenôrzése a vizsgált periódus-
ban nem jelezte a betegséget a perifériás vérben,
illetve a csontvelôben egy eset kivételével (10.
eset, fenntartó kezelés). Ugyanakkor az egyes el-
lenôrzési pontokon az esetek 20%-ában bizonyult
pozitívnak a WT1-expresszió vizsgálata (3. táblá-
zat). Megjegyzendô továbbá, hogy a fenntartó ke-
zelés idôszakában ez az arány jelentôsen meg-
emelkedett (7/10), aminek klinikai jelentôségét a
további betegkövetés van hivatva eldönteni (3.
táblázat).

A továbbiakban 17 régebben diagnosztizált,
kezelés alatt álló vagy már a kezelés befejezését
követôen kontrollvizsgálaton megjelent beteg kö-
vetésébe kapcsolódtunk be, ahol a kiindulási
WT1-fenotípus ismeretlen. Ezen minták esetében
a negatív WT1-expressziós eredmény természete-
sen jelentheti azt, hogy a gyermek eredetileg sem
expresszált WT1 gént, és azt is hogy az adott idô-
pontban remisszióban van. Mindazonáltal ebben
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1. ábra: WT1 nested
PCR sémája.
Magyarázatot lásd az
Anyag és Módszerek
fejezetben.

2. ábra: WT1 kimutatása gyermekkori leukémiában a perifériás vérbôl: nested PCR.
1= K562 (+ kontroll), 2=VII/1, 3=IX/1, 4=X/1, 5=IX/1, 6=V/3, 7=IX/1,
8=IX/2, 9=VII/2, 10=VI/3. A római szám az adott beteg kódja (1. táblázat), míg
az arab szám a kiindulási expressziót (1=0. nap), illetve a terápia megkezdése utáni
15. (2) vagy 33. napon észlelt expressziót jelöli.

O1: 5’-GGCATCTGAGACCAGTGAGAA-3’
O2: 5’-GAGAGTCAGACTTGAAAGCAGT-3’

I1: 5’-GCTGTCCCACTTACAGATGCA-3’
I2: 5’-TCAAAGCGCCAGCTGGAGTTT-3’

1  2  3  4  5  6  7  8  9 10

1-es hasítási hely                         2-es hasítási hely

O1 O2
I1 I2

M  Marker
1. K526+kontroll
2. IX/3
3. VII/3
4. VII/3
5. III/4

6. XI/2
7. X/2
8. VII/2
9. VII/1

10. XI/1
11. X/1

12. IX/1
13. V/3
14. IX/1
15. IX/2
16. VII/2
17. VI/3 



300 Magyar Onkológia  44. évfolyam  4. szám  2000 © MagyAR ONKOLÓGUSOK Társasága

a betegcsoportban a WT1-pozitivitás mindenkép-
pen a minimális reziduális betegség jelenlétére
utalhat. A betegeket ismételten (3-4 alkalommal)
vizsgáltuk. A 17 betegbôl 5 esetében fordult elô
legalább egy alkalommal WT1-pozitivitás és ötbôl
négy klinikailag recidivált eset WT1-expresszió
szempontjából is pozitívnak bizonyult. Jelenleg 3
hematológiai módszerekkel remisszióban lévô
gyermek perifériás vérének WT1-pozitivitását
mutattuk ki, melynek klinikai jelentôségét csak a
szoros betegkövetés fogja megadni.

Megbeszélés
A WT1 gént 1990-ben izolálták elôször, mint

egy, a Wilms' tumorért (gyermekkori nephroblas-
toma) felelôs gént, és hosszú ideig mással nem is
hozták kapcsolatba. Késôbb mutációit mutatták
ki WAGR-szindrómában és Denys-Drash-szind-
rómában is. A WT1 gén lokalizációja a humán
genomban: 11p13. A génnek 10 exonrégiója van,
és két darab hasítási hely révén négy különbözô
splice variánsa létezik, amelyek egymástól eltérô
szerepet tölthetnek be (6, 12, 15). 

A WT1 gén egy cinkujj transzkripciós faktor-
ként funkcionáló proteint (a protein karboxi ter-
minusán négy darab Cys2-His2 típusú cinkujj-mo-
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1. I/1 WT1+
2. I/1. RT-
3. I/1 β-actin
4. II/1 WT1-
5. II/1. RT-
6. II/1 β-actin
7. K562→Kontroll WT1+
8. K562→Kontroll RT-
9. K562→Kontroll β-actin

10. III/1 WT1-

11. III/1 RT-
12. III/1 β-actin
13. VII/3 WT1-
14. VII/3 RT-
15. VII/3 β-actin
16. IX/2 WT1-
17. IX/2 RT-
18. IX/2 β-actin
19. Víz β-actin 

3. ábra: WT1 nested PCR reakció-kontrolljai A vizsgálatban az I, II, III, VII és IX
beteg mintái (1. táblázat) illetve a + kontroll K562 sejtvonal (7-9) szerepelnek. Az
átírási hatékonyság ellenôrzésére a β-actin gén szolgált (I/3, II/6, K/9, VII/15,
IX/18). Pozitív reakció az I/1, K/7 esetekben volt megfigyelhetô.  Genomiális
DNS-szennyezés kimutatására az RT enzim-mentes minták szolgáltak (I/2, II/5,
K/8, III/11, VII/14, IX/17), ami esetünkben negatívnak bizonyult. RNS-
szennyezés kimutatására a víz-kontroll szolgált (19)

ID Nem (év) Diagnózis Immun- Citogenetikai Rizikó- Fvs/ml Blasztsejt WT1- 
fenotípus csoport (periféria) (periféria) expresszió

(periféria)

II. Fiú 4 ALL-L1 CALLA+ Normál SR 8700 28% +

VII. Fiú 2 ALL-L1 CALLA+ Hiperdiploid SR 17800 62% +

XIII. Fiú 5 ALL-L2 CALLA+ 21 triszómia SR 4900 25% +

XIV. Leány 3 ALL-L2 CALLA+ Sikertelen SR 3200 6% -

XXXIV. Leány 4 ALL-L1 CALLA+ Normál SR 7200 0% -

XXXVIII. Leány 2 ALL-L CALLA+ Sikertelen SR 7500 17% +

I. Fiú 9 ALL-L2 CALLA+ Normál MR 84500 88% +

IV. Leány 9 ALL-L1 CALLA+ Sikertelen MR 19900 62% +

V. Fiú 4 ALL-L2 B/T Normál MR 3900 50% +

VI. Fiú 5 ALL-L1 CALLA+ Normál MR 5900 97% +

VIII. Leány 7 ALL-L1 Pre-B Hiperdiploid MR 1200 14% -

IX. Fiú 10 ALL-L1 CALLA+ Sikertelen MR 7000 17% +

X. Leány 15 ALL-L1 T Normál MR 7500 16% +

XI. Fiú 10 ALL-L1 CALLA+ Normál MR 4000 0% +

XVIII. Fiú 3 ALL-L1 CALLA+ Normál MR 30200 56% +

XXXVI. Fiú 8 ALL-L CALLA+ Sikertelen MR 1400 26% +

XXXVII. Fiú 7 ALL-L Pre-B Sikertelen MR 1600 12% +

XXXIX. Fiú 7 ALL-L CALLA+ Sikertelen MR 88300 86% +

III. Fiú 7 ALL-L1 T Normál HR 544000 98% +

XXXV. Fiú 4 ALL-L Pre-B Normál HR 23400 55% +

XII. Fiú 14 AML Mieloid Számbeli elt. HR 16500 92% +

XIX. Leány 10 CML Mieloid T9,22 Ph+ 394800 -

ALL = akut limfoblasztos leukémia, AML = akut mieloid leukémia, CML = krónikus mieloid leukémia, Ph+ = Philadelphia-kromoszóma+,

SR = átlag (standard) rizikó, MR = közepes, HR = magas rizikó

1. táblázat.  Gyemekkori akut leukémiás betegek klinikai adatai
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tívumot tartalmaz) kódol, amely az EGR-1 (Early
Growth Response) DNS konszenzus szekvenciá-
hoz kötôdve számos növekedési és differenciációs
faktor (mint pl. IGF-II, PDGF-α, IGF-I-receptor,
CSF-1, TGF-β1, RAR-α, PAX-1, syndecan-1, c-myc,
bcl-2) expressziójának szabályozásában játszik
szerepet (1, 11). A WT1 gént tumorszuppresszor
génként szokták emlegetni, szerepe azonban sok-
kal ellentmondásosabb, mint más tumorszupp-
resszor géneké. A WT1 fehérje ugyanis p53 jelen-
létében transzkripciós represszorként mûködik,
míg p53 hiányában vagy mutáns p53 mellett
transzkripciós aktivátor hatású. Ezenkívül a hely-
zetet tovább bonyolítja, hogy a WT1 fehérje ön-
maga átíródását is szabályozza.

A WT1 fehérje normális expressziója szûk szö-
veti és idôbeli mintázatot mutat. Magzati korban a
lépben és a foetalis vese blastema-sejtjeiben is
expresszálódik, késôbb azonban egészséges em-
berben csupán a gonádokban, az uterus myomet-
riumában és kötôszöveti sejtjeiben, a lép kötôszö-
vetes tokjában, a testüregek és zsigerek (szív, tü-
dô, máj, bél) mesotheliális bélésében, és az éret-
len CD34+ csontvelôi hematopoetikus progenitor
sejtekben mutatható ki a WT1 gén transzkripció-
ja. A WT1 gén a fentebb említett gének transz-
kripciójának bonyolult szabályozása révén fontos
irányítója és egyben kényes pontja is a szervezet-
ben lezajló egyes sejtproliferációs és -differen-
ciációs folyamatoknak. Így a WT1 fehérje fontos
szerepet játszik az urogenitális szervrendszer fej-
lôdésének irányításán túl a vérképzésben is,
melynek során kizárólag az éretlen CD34+ csont-
velôi progenitor sejtekben expreszszálódik, a be-
lôlük differenciálódó CD34– ún. post-progenitor
sejtekben már nem. Ezt a tényt mind az RT-PCR
vizsgálatok, mind pedig az immuncitokémiai
módszerek alátámasztották (2).

A WT1 gén normál haemopoesisben betöltött
szerepére utalnak a következô kutatási eredmé-
nyek: habár a CD34+ sejtek csak egy kis hánya-
dát alkotják a csontvelôi mononukleáris sejtek-
nek, egy nagyon heterogén sejtekbôl álló csopor-

Eredeti közlemény

3. táblázat. WT1-expresszió monitorozása WT1+ ALL-es gyermekek perifériás vérében

N ID ALL 0. nap Indukció Konszolidáció Reindukció Fenntartó kezelés
rizikócsoport 5. nap 33. nap (2 hó) (2 hó) (ellenôrzô 

mintavétel)

1 II. SR + - - - +        + -   -   -   -  +

2 VII. SR + - - - - -   -   +

3 XIII. SR + - + - - -   +   +

4 IV. MR + ∅ - - - -   -  -

5 V. MR + + - - - -   -   -   -   -   +

6 VI. MR + + - - - -   -   -   +   -   -

7 IX. MR + - - + - -   -   -   -   -   

8 X. MR + - + - +        - -   -   +

9 XI. MR + - - - - -   -   -

10 III. HR + + - + - -   -   -   +   -   +*

10/10 3/10 2/10 2/10 2/10 7/10

* klinikai recidíva

NEM ÉLETKOR DIAGNÓZIS WT1-

EXPRESSZIÓ

LYMPHADENITIS

Leány 4 Akut -

Leány 8 Akut -

Fiú 15 Akut -

Fiú 14 Akut -

Fiú 9 Akut -

Fiú 6 Akut -

Fiú 11 Akut -

HEMATOLÓGIAI
MEGBETEGEDÉSEK

Leány 6 ITP -

Fiú 20 ITP -

Fiú 5 Haemolyticus anaemia -

Leány 8 Sphaerocytosis -

Fiú 2 Vashiányos anaemia -

Fiú 12 Aplasticus anaemia -

Leány 18 Véralvadási zavar -

EGYÉB MEGBETEGEDÉS

Leány 12 Rhabdomyosarcoma -

Leány 3 Colica abdominalis -

Leány 14 Colica abdominalis -

Leány 25 Donor allogén csontvelô -a -b

Leány 5 Autológ csontvelô-
transzplantáció
(Neuroblastoma) -a -b

a, b 5 napos Neopogén (G-CSF) stimulálást megelôzôen (a), illetve azt követôen (b)

2. táblázat. WT1-expresszió vizsgálata nem-leukémiás gyermekek perifériás vérében
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tot képeznek, amelyekben az egyes sejtek külön-
böznek ciklusidejükben, sejtvonalbeli elkötele-
zettségükben, és a differenciációs stádiumukban.
Az egyes CD34+ sejtek vizsgálata pedig azt mu-
tatta, hogy a különbözô WT1 izoformák (a négy
splice variáns) expressziója variál az egyedi
progenitor sejtek között, mégpedig összefüggés-
ben az egyes progenitor sejtek differenciációs stá-
tuszával. A WT1 fehérjét a CD34+ sejteknél éret-
tebb sejtalakok nem expresszálják, ezért míg a
csontvelôben egészséges emberben is kimutatha-
tó WT1-expresszió (2), addig egészséges ember
perifériás vérébôl izolált mononukleáris sejtek-
ben nem detektálható a WT1 gén hírvivô RNS-e
(1, 9, 10). Több beszámoló is alátámasztja azon-
ban a WT1 gén megnövekedett expresszióját
csontvelôben és WT1-expressziót a perifériás vér-
ben akut leukémiás betegekben, és CML-es bete-
gekben a blasztos krízis ideje alatt. Több kísérlet
is azt mutatja, hogy a leukémiák esetében a WT1
gén nem megfelelô mûködése játszik szerepet a
proliferációs és differenciációs zavar okozta kó-
ros haemopoesis kialakulásában (1, 15). 32D cl3-
sejteket (egy IL-3-dependens mieloid progenitor
sejtvonal) vad típusú WT1 génnel transzfektálva
például azt találták, hogy ezekben a sejtekben a
WT1 gén vad típusának folyamatos transzkripció-
ja megállítja a differenciációt, és a sejtek G-CSF
(granulocyte colony stimulating factor) jelenlété-
ben csak proliferálnak, míg a nem transzfektált,
valamint a mutáns WT1 génnel transzfektált 32D
cl3 sejtek G-CSF hatására érett neutrofil gra-
nulocitákká differenciálódtak (1, 11). A vizsgála-
tok azt mutatták, hogy a WT1-expresszió hatására
változások következtek be a G-CSF receptor által
mediált STAT (signal transducers and activators
of transcription) útvonalban. A vad típusú WT1
gén tartós expressziója megváltoztatta a sejtek-
ben a Stat 3 izoformák arányát, amely befolyásol-
ja a sejten belüli génaktivációt és így a sejt
differenciációs képességét. Az AML sejtek szin-
tén differenciálódás nélkül proliferálnak G-CSF
jelenlétében, amely a WT1 gén magas expresszi-
ójával magyarázható. További érdekes tény, hogy
WT1 antisense oligonukleotidok gátolják a proli-
ferációt és apoptózist indukálnak mieloid leuké-
mia sejtvonalakban. Ezek az eredmények is alá-
támasztják azt az elképzelést, hogy a WT1 gén
két alapvetô funkciója (tumorszuppresszor gén,
onkogén) közül leukémiás sejtek esetében in-
kább az onkogén funkció jut érvényre. 

Habár a WT1 gén szerepe a leukemogenezis-
ben részleteiben még nem ismert, a WT1 gén
expressziójának követése a leukémiás betegek
csontvelôjében és perifériás vérében számos ku-
tatócsoport véleménye szerint is alkalmas az
MRD hosszú távú követésére (9, 10). A különbözô
újonnan detektált akut leukémiás esetek, vala-
mint a CML blasztos krízise alatt vizsgált esetek
mintegy 70%-ában lehet megnövekedett WT1-ex-
pressziót észlelni a betegek csontvelôjében, és
WT1-expressziót detektálni a perifériás vérben is.
A komplett remisszió után bekövetkezô relap-
szus állapotában lévô betegeknek pedig mintegy
90%-ában lehet kimutatni WT1-expressziót a pe-

rifériás vérben, illetve expressziónövekedést a
csontvelôben. A vizsgálatok azt mutatják, hogy a
relapszus bekövetkezésekor mindig jelentôs mér-
tékben megnô a WT1 gén expressziója, még azon
betegek esetében is, akiknél a komplett remisszió
ideje alatt nem volt detektálható WT1-expresszió
a perifériás vérben. 

Több vizsgálat is igazolta, hogy a gyermekkori
leukémiák döntô többségében a WT1 gén expresz-
szálódik, gyakorlatilag függetlenül a leukémia ge-
notípusától (5, 8, 17). Ugyanakkor WT1 mutációt
ezen esetekben nem sikerült kimutatni (14), ami
segíthetne abban, hogy a csontvelôben fiziológiá-
san is expresszálódó WT1-tôl el lehessen különíte-
ni a leukémia-sejtek által expresszált WT1-et.
Emiatt a WT1-expresszió perifériás vérbôl történô
kimutatásának módszere a WT1+ gyermekkori le-
ukémiák monitorozására alkalmas. Miután azon-
ban a gyermekkori leukémiák döntô többsége
WT1+, a perifériás vér WT1-expressziójának fo-
lyamatos követése kitûnô lehetôséget nyújthat az
esetleges relapszusnak akár hónapokkal elôre tör-
ténô jelzésére. Ugyanakkor megjegyzendô, hogy
a WT1– esetekben nem lehet eltekinteni a bonyo-
lultabb (és drágább), de más szempontból specifi-
kusabb genetikai markerek alkalmazásától.
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