Minimalis rezidualis betegség
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A minimalis rezidualis betegség (MRD) kimutatdsdhoz és a relapszus korai elérejelzé-
séhez a citomorfologiai modszerek és a Southern-blott technika érzékenysége nem
elegendd, a kulonb6z6 DNS-markerek kimutatasan alapulé PCR-technikak pedig csak
a leukémias esetek 20-30%-aban hasznalhatok. Gyermekkori akut leukémiaban a pe-
riférids vérben a WT1 gén RNS-szintl expresszigjanak monitorozasa szamos kuta-
tocsoport véleménye szerint kivaloan alkalmas a korlefolyas kovetésére, az MRD
érzékeny kimutatasara, a relapszus korai jelzésére. Vizsgalatunkban 22 frissen diag-
nosztizalt, 17 kordbban diagnosztizalt leukémias és 19 nem-leukémias gyermek peri-
férias vérét hasznaltuk. Az irodalmi adatokhoz hasonléan a gyermekkori leukémiak
mintegy 80%-a bizonyult WT1-pozitivnak, fiiggetleniil azok immunfenotipusatol,
ugyanakkor fals-pozitiv eredményt semmilyen mas betegségben nem talaltunk (nem-
daganatos hematolégiai kérképek, lymphadenopathiak, szolid tumorok stb). Tiz WT1*
leukémia esetében a teljes kezelési ciklus (1 év) sordn kovettik a WT1-expresszio
valtozasait a periférids vérben. Megéllapithatd, hogy a WT1* esetek mintegy 20%-
aban lehet minimalis rezidualis betegséget valoszintsiteni a terapia soran, amit a
csontvel6 és periférias vér fénymikroszkopos vizsgalata nem jelez. Célunk ezen uj,
érzékeny diagnosztikus marker bevezetése a hazai klinikai gyakorlatba, amely az
eddigieknél nagyobb érzékenységgel alkalmas az akut leukémidkban a minimalis
rezidualis betegség kimutatasara. Magyar Onkoldgia 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. Rdso E, Varga N, Timdr ], 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
monitorozasa a mai napig nem megoldott kérdés.
Korabban a csontvel6 és a periférids vér morfo-
légiai majd immuncitokémai vizsgéalata képezte a
betegség diagnozisanak alapjat, de késébb ugyan-
ezen modszerek szolgaltak a terdpia hatékony-
saganak felmérésére (19), illetve a recidivak felde-
ritésére is. A folyamat molekularis mechaniz-
musainak egyre finomabb feltérképezése azonban
lehet6vé tette azt, hogy a betegség molekularis
markereit a folyamatos monitorozas soran is
felhasznaljuk. Ennek elméleti hatterét az adja,
hogy a gyermekkori akut leukémidk dontd tébbsé-
ge un. klonalis betegség, ahol a tumoros sejtpopu-
laci6 viszonylag stabil modon tartalmaz jellegzetes
génhibat, illetve jellegzetes genotipussal rendel-
kezik. Miutan a gyermekkori AL donté tobbsége
limfoblasztos jellegli, a tumoros populacié ezen
sejtek geno-, illetve fenotipusanak azonositisaval
megvalosithato. Erre a célra alapvetden kétféle
modszer all rendelkezésre, az immuncitokémia/
aramlasos citometria és az RNS- illetve DNS-vizs-
galatok. Az el6bbi segitségével a koros T- (3, 18),
illetve B-sejtes markereket (4) hordozé tumorsej-
tek mutathatok ki a csontveldben. A periféras vér-
ben azonban erre tdbbszords jelolési technikdkra
van szlikség (,multiple phenotyping”), a biztonsa-
gos detektalashoz 4-5-féle tobbes jelélésre is sziik-
ség lehet (18).

A DNS-vizsgalatok segitségével a korosan
megvaltozott géneket lehet kimutatni altalaban a
PCR-technika valamely variansdnak alkalmaza-
saval. Ennek feltétele az, hogy az akut leukémi-
aban un. fuziés gének legyenek jelen, melyek a
kromoszomatorések és -atrendezodések ered-
ményeként keletkeznek: ilyenek lehetnek a TEL-
AMLI (20), a BCR-ABL (7) és az MLL-AF4 (19)
géntermékek, melyek a csontvelében és/vagy a
periférias vérben akar igen kis szamban jelenlévo
tumoros sejtpopulacié azonositasara is alkalma-
sak. A limfoid sejtek, szemben mas normalis sejt-
jeinkkel, rendelkeznek un. sajat genetikai mar-
kerrel. A B- és T-sejtes immunvalasz soran ugyan-
is mindkét sejtpopulacioban jellegzetes génatren-
dez6dés megy végbe, amely azonban normalis
koriilmények kozott poliklonalis jellegi. A daga-
natos limfoid sejtekben a folyamat klonalis jelle-
ge miatt azonban ez a genetikai sajatossag mono-
klonalis formaban jelenik meg, igy ez a jelenség
alkalmas a tumoros B- illetve T-sejtes populacio
genetikai monitorozasara T-sejtek esetében a T-
sejt-receptor (TCR) ap/yd (16, 21) mig B-sejtek
esetében a IgH/Igk (13, 16, 22, 23) monoklonalis
atrendezdédéseinek kimutatasaval.

Az MRD kimutatasahoz, azaz a maradék malig-
nus sejtek detektalasahoz, és a relapszus korai
jelzéséhez a citomorfologiai modszerek és a
Southern-blott technika érzékenysége nem ele-
gendd. A citomorfolégiai eljarasokkal ugyanis a
periférias vérben 1-5%-nal kevesebb, a Southern-
blott technikaval pedig 5-10%-nél kevesebb ma-
lignus sejt mar nem detektalhato a periférias vér-
ben (24). A kiillonbéz6 DNS-markerek (mint pl.:
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Philadelphia kromoszéma (BCR-ABL fuzi6), az
Ujra atrendez6dott immunglobulin- és T-sejt re-
ceptor gének, ill. mas gének transzdukcidja vagy
inverzidja stb.) kimutatasan alapulé PCR-techni-
kak érzékenysége ugyan megfelel a célnak, de
ezen DNS- markerek a leukémias betegek mind-
ossze 20-30%-aban vannak jelen.

Szamos kutatocsoport véleménye szerint a
WT1 gén (Wilms' tumor-asszocialt gén; 1, 6, 12)
expresszigjanak monitorozasa a csontveldben, de
leginkabb a periférias vérben leukémias betegek-
nél lehet6vé teszi az MRD kimutatasat, a korle-
folyas kovetését, a remisszio megitélését és a re-
lapszus korai felismerését (2, 9, 10). Miutan a
WT1 gén a csontveldi §ssejtekben normalisan is
expresszalodik (2), jelen vizsgalatunkban azt
tanulmanyoztuk, hogy a WT1 gén periférias vér-
ben torténd expresszidja alkalmas-e a gyermek-
kori akut leukémiak monitorozasara.

Anyag és modszerek

Betegek

Vizsgéalatunkba 22 frissen diagnosztizalt leukémi-
as, illetve 19 mas nem-leukémids betegségben
szenvedo gyermeket, illetve 17, vizsgalatunk meg-
kezdése el6tt diagnosztizalt, kovetés alatt allo leu-
kémias gyermeket vontunk be, akikbél hematolo-
giai kivizsgalasukhoz vért vettek. A vizsgalatokhoz
rendelkeztiink a sziikséges etikai engedélyekkel,
illetve a sziilok beleegyez6 nyilatkozataval.

RNS-extrakcid, cDNS-szintézis

A leukémiss, illetve kontrollként hasznalt nem-le-
ukémids betegek heparinos periférids vérébdl a
gyart6 protokollja szerint (Bio-Rad) RNS-t izolal-
tunk az AquaPure RNA kit segitségével Egy pg
RNS-t irtunk at reverz transzkripciéval oligo(dT)
(12-18) primer (Sigma) és Moloney leukémia virus
reverz tramszkriptdz (Gibco - BRL) felhasznaldsa-
val, oly modon, hogy a reakcidelegyet 90 percig
inkubaltuk 37° C-on, majd 20 percig tartottuk 70°C-
on. Felhasznalasig a mintakat -70° C-on taroltuk.

WTT1 nested PCR, primerek

A DNS-amplifikdciot Taq polimeraz (Gibco-BRL)
segitségével végeztiik Crocodile-I1I thermocycler-
rel (Appligene, Oncor). A reakcidelegyben 200
mM dNTP, 1,5 mM MgCl,, 100 pM primer, 4U (el-
86 1épés) és 2,5U Taq polimerdz (masodik 1épés)
volt mintapufferben (10 mM TRIS-HCl pH=9,0,
50 mM KCl, 0,1% Triton X-100) feloldva. Az aldbbi
ciklus-protokollt hasznaltuk: 30 ciklus (94°C 1
perc, 64°C 1 perc, 72°C 2 perc) a kiilsé primer-
parral, 30 ciklus (94°C 1 perc, 64°C 1 perc, 72°C 2
perc) a bels6 primerparral. Az els6 1épésben 2 pl
cDNS-templatot hasznaltunk, majd 1 pl-t hasznal-
tunk fel az els6 ciklus keverékébdl a masodik cik-
lus soran. Az amplifikacié utan 10 pl PCR-termé-
ket 2%-os agar6z gélen szeparaltunk, ethidium
bromiddal festettiik, majd Geldoc (Bio-Rad) rend-
szerrel jelenitettik meg és archivaltuk.

A felhaszndlt primerek szekvencidja az 1. dbrdn
lathatd. A nested PCR lényege, hogy az atirt cDNS-
161 az elsé PCR-1épésben egy viszonylag nagy termé-
ket szaporitunk fel (4n. outer primerpar segitségé-
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vel, esetlinkben 481 bazispar), majd a masodik PCR-
reakcié sordn ezen a szakaszon belill talalhato pri-
merpart (inner, esetiinkben 343 bazispar) haszné-
lunk és kiindulashoz az outer primerparral felszapo-
ritott DNS-t hasznéljuk (1. dbra). Elénye, hogy néve-
li a reakci6 érzékenységét és biztonsagat, hisz ,al’-
bekotéshez egyszerre négy primernek kellene ,jo
helyen” lenni viszonylag kis szakaszon beliil (2. db-
ra). Az érzékenységét mi sem bizonyitja jobban,
mint hogy 1 pg teljes RNSbdl kiindulva periféridlis
vérben 10 az érzékenysége (csontvelGben, mivel
csontveldi Gssejtek is expresszaljak a WT1 gént 107
és 10 kozotti ardnyban, ez az érték alacsonyabb).

A mintdk megnyugtat6 értékelhetdségének
alapja a tobbszords kontroll. Azt, hogy az RNS at-
irdsa megbizhatéan megtortént és a kiindulasi
c¢DNS mennyisége valoban azonos minden min-
taban, minden esetben egy ,housekeeping” gén,
a B-actin atirasaval bizonyitottuk. Annak a lehe-
tGségét, hogy a gén kimutatdsa nem az expressza-
16dott RNS-b6l, hanem a mintat szennyez6 geno-
mialis DNS-bél tortént, az RT-enzim nélkil vég-
zett reverz transzkripcio soran képz6dott kontroll
mintak segitségével zartuk ki. A koérnyezetbol
szarmaz6 DNS-szennyezés kimutatasara az RT-
PCR reakci6 soran olyan mintat futtattunk a vizs-
galati anyaggal parhuzamosan, amelybe a beteg
RNS-e helyett az oldészerként hasznalt nagy tisz-
tasagi foku desztillalt vizet adtuk (3. dbra).

Eredmények

Célunk az volt, hogy gyermekkori akut leuké-
midban tanulmanyozzuk a WT1 gén expresszija-
nak marker szerepét annak periférias vérbdl tor-
téné kimutatasaval. Ennek eléfeltétele, hogy

1. a WT1-expresszi6 szoros korrelacioban all-
jon a leukémids allapottal

2. egészséges, vagy mas tipusu betegségben
szenvedd gyermekeknél ne, vagy csak jol
definialt esetekben expresszalodjon.

A fentiek igazolasara a betegek harom nagy
csoportjan végeztiik vizsgalatainkat. Az els6 cso-
portba (22 eset) frissen diagnosztizalt leukémids
gyermekek tartoztak (1. tdbldzat). A masodik cso-
portba 17 mar korabban diagnosztizalt leukémias,
mig a harmadik, kontroll csoportba 19 nem-leuké-
mias gyermek tartozott.

Az els6 csoportba 20 kiilonbéz6 immunfeno-
tipust akut limfoblasztos leukémia és 1-1 akut,
illetve kronikus mieloid leukémia tartozott (1.
tabldzat). Anyagunkban a gyermekkori leukémi-
as esetek tébb mint 80%-a bizonyult WT1-pozi-
tivnak (18/22), amit a nagyobb érzékenységii
nested PCR technika alkalmazasa tett lehet6vé (1.
dbra). Megjegyzendd, hogy a WT1-expresszio ki-
mutatdsa nem mutatott osszefliggést a periférias
vérben észlelt blasztsejt-szammal.

A kontrollcsoportba (2. tdbldzat) 19 olyan gyer-
meket soroltunk, akik egyéb, nem leukémias be-
tegségben szenvedtek (hematolégiai betegségek,
lymphadenopathiak, szolid daganatok stb). Mivel
egyetlen esetben sem mutattunk ki WT1-pozitivi-
tast, a leukémiak esetén tapasztalt pozitivitas spe-
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cificitasat ez az eredmény nagymértékben alata-
masztotta. Felhivjuk a figyelmet arra, hogy még G-
CSF-kezelést koveten sem tudtunk kimutatni
WT1* sejtek megjelenését a periférids vérben.

A tovabbiakban 10 WT1* leukémias gyermek
folyamatos monitorozasat végeztik a leukémia
diagnoézisanak felallitasatol szamitott 1 éven at a
kemoterapias kezelés soran, annak meghataro-
zott ellenérzési pontjaindl (8-10 meghatarozas
esetenként, 3. tdbldzat). A betegek hematolo-
giai/morfologiai ellenérzése a vizsgalt periodus-
ban nem jelezte a betegséget a periférias vérben,
illetve a csontvelében egy eset kivételével (10.
eset, fenntart6 kezelés). Ugyanakkor az egyes el-
lenérzési pontokon az esetek 20%-aban bizonyult
pozitivnak a WT1-expresszié vizsgalata (3. tabld-
zat). Megjegyzendd tovabba, hogy a fenntarto ke-
zelés idGszakdban ez az arany jelent6sen meg-
emelkedett (7/10), aminek klinikai jelentdségét a
tovabbi betegkévetés van hivatva eldonteni (3.
tabldza).

A tovébbiakban 17 régebben diagnosztizalt,
kezelés alatt allo vagy mar a kezelés befejezését
koveten kontrollvizsgalaton megjelent beteg ko-
vetésébe kapcsolodtunk be, ahol a kiindulasi
WT1-fenotipus ismeretlen. Ezen mintdk esetében
a negativ WT1-expresszi6s eredmény természete-
sen jelentheti azt, hogy a gyermek eredetileg sem
expresszalt WT1 gént, és azt is hogy az adott id6-
pontban remisszioban van. Mindazonéltal ebben

1. dbra: WT1 nested
PCR sémdja.
Magyardzatot ldsd az
Anyag és Modszerek
fejezetben.

01: 5'-GGCATCTGAGACCAGTGAGAA-3’
02: 5'-GAGAGTCAGACTTGAAAGCAGT-3'

[1: 5'-GCTGTCCCACTTACAGATGCA-3’
12: 5'-TCAAAGCGCCAGCTGGAGTTT-3'

X

1 2 3 4 5T6 7 8

1-es hasitasi hely

91OT

2-es hasitasi hely

2. dbra: WT1 kimutatdsa gyermekkori leukémidban a periférids vérbol: 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 vomai szdm az adott beteg kddja (1. tabldzat), mig
az arab szam a kiinduldsi expressziot (1=0. nap), illetve a terdpia megkezdése utdni

15. (2) vagy 33. napon észlelt expressziot jeloli.

% B I i 4 L% &6 )
M Marker 6. XI/2
1. K526+kontroll 7.X/2
2. 1X/3 8. VII2
3. VII/3 9. VII/1
4. VII/3 10. XIN
5. 1/4 11. X1

E O 10 11 1213 14 15 1&e 1f

12. IX1
13.V/3
14. IX1
15. 1X/2
16. VII/2
17.VI/3
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3. dbra: WT1 nested PCR reakcio-kontrolljai A vizsgdlatban az I, 11, III, VII és IX
beteg mintdi (1. tabldzat) illetve a + kontroll K562 sejtvonal (7-9) szerepelnek. Az
atirdsi hatékonysdg ellendrzésére a B-actin gén szolgdlt (I/3, 11/6, K/9, VII/1S,
IX/18). Pozitiv reakcio az I/1, K/7 esetekben volt megfigyelheté. Genomidlis
DNS-szennyezés kimutatdsdra az RT enzim-mentes mintdk szolgdltak (I/2, 11/5,
K/8, 111/11, VII/14, IX/17), ami esetiinkben negativnak bizonyult. RNS-
szennyezés kimutatdsdra a viz-kontroll szolgdlt (19)

a betegcsoportban a WT1-pozitivitds mindenkép-
pen a minimalis rezidudlis betegség jelenlétére
utalhat. A betegeket ismételten (3-4 alkalommal)
vizsgaltuk. A 17 betegbdl 5 esetében fordult eld
legalabb egy alkalommal WT1-pozitivitas és 6thdl
négy klinikailag recidivalt eset WT1-expresszi6
szempontjabol is pozitivnak bizonyult. Jelenleg 3
hematologiai modszerekkel remisszioban 1évé
gyermek periférias vérének WT1-pozitivitasat
mutattuk ki, melynek klinikai jelent6ségét csak a
szoros betegkovetés fogja megadni.

M1 2 3 45 & F B 91011 1F 1314 15 1617 18149 1,
Megbeszélés
1. 171 WT1+ 11. 1/1 RT- ) ]
2 /1. RT- 12.1I/1 B-actin A WT1 gént 1990-ben izolaltak elészor, mint
3. /1 B-actin 13. VII/3 WT1- egy, a Wilms' tumorért (gyermekkori nephroblas-
4. 11/1 WT1- 14. VII/3 RT- toma) felel6s gént, és hosszu ideig massal nem is
5.11/1. RT- 15. VII/3 B-actin hoztdk kapcsolatba. Kés6bb mutaci6it mutattak
6. 1I/1 B-actin 16. IX/2 WT1- ki WAGR-szindromaban és Denys-Drash-szind-
7. K562 . Kontroll WT1+ 17.1X/2 RT- romaban is. A WT1 gén lokalizacidja a human
8. K562 - Kontroll RT- 18. IX/2 B-actin genomban: 11p13. A génnek 10 exonrégidja van,
9. K562 — Kontroll B-actin 19. Viz B-actin és két darab hasitasi hely révén négy kilonbozé
10. 11I/1 WT1- splice variansa létezik, amelyek egymastol eltéré
szerepet tolthetnek be (6, 12, 15).
A WT1 gén egy cinkujj transzkripcios faktor-
ként funkcional6 proteint (a protein karboxi ter-
1. tdblazat. Gyemekkori akut leukémids betegek klinikai adatai minusan négy darab Cys2-His2 tipust cinkujj-mo-
ID Nem (év) Diagndzis  Immun- Citogenetikai  Riziko- Fvs/iml Blasztsejt ~ WTI-
fenotipus csoport  (periféria) (periféria)  expresszid
(periféria)
Il. Fiu 4 ALEL1 CALLA+ Normal SR 8700 28% +
VIL. Fiu 2 ALEL1 CALLA+ Hiperdiploid SR 17800 62% +
XIII. Fiu 5 ALEL2 CALLA+ 21 triszdmia SR 4900 25% +
XIV. Leany 3 ALEL2 CALLA+ Sikertelen SR 3200 6% -
XXXIV. Leany 4 ALEL1 CALLA+ Normal SR 7200 0% -
XXXVIII. Leany 2 ALEL CALLA+ Sikertelen SR 7500 17% +
I Fiu 9 ALEL2 CALLA+ Normal MR 84500 88% +
IV. Leany 9 ALEL1 CALLA+ Sikertelen MR 19900 62% +
V. Fiu 4 ALEL2 B/T Normal MR 3900 50% +
VI. Fiu 5 ALEL1 CALLA+ Normal MR 5900 97% +
VIII. Ledny 7 ALEL1 Pre-B Hiperdiploid MR 1200 14% -
IX. Fiu 10 ALEL1 CALLA+ Sikertelen MR 7000 17% +
X. Leany 15 ALEL1 T Normal MR 7500 16% +
Xl. Fiu 10 ALEL1 CALLA+ Normal MR 4000 0% +
XVIII. Fiu 3 ALEL1 CALLA+ Normal MR 30200 56% +
XXXVI. Fiu 8 ALEL CALLA+ Sikertelen MR 1400 26% +
XXXVII. Fia 7 ALEL Pre-B Sikertelen MR 1600 12% +
XXXIX. Fiu 7 ALEL CALLA+ Sikertelen MR 88300 86% +
M. Fiu 7 ALEL1 T Normal HR 544000 98% +
XXXV. Fiu 4 ALEL Pre-B Normal HR 23400 55% +
Xil. Fiu 14 AML Mieloid Szambeli elt. HR 16500 92% +
XIX. Leany 10 CML Mieloid 79,22 Ph+ 394800 -
ALL = akut limfoblasztos leukémia, AML = akut mieloid leukémia, CML = krénikus mieloid leukémia, Ph+ = Philadelphia-kromoszéma+,
SR = atlag (standard) rizikod, MR = koézepes, HR = magas rizikd
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tivumot tartalmaz) kédol, amely az EGR-1 (Early
Growth Response) DNS konszenzus szekvencia-
hoz kétédve szamos novekedési és differenciacios
faktor (mint pl. IGF-II, PDGF-a, IGF-I-receptor,
CSF-1, TGF-B1, RAR-0, PAX-1, syndecan-1, c-myc,
bcl-2) expresszidjanak szabalyozasdban jatszik
szerepet (1, 11). A WT1 gént tumorszuppresszor
génként szoktdk emlegetni, szerepe azonban sok-
kal ellentmondasosabb, mint mas tumorszupp-
resszor géneké. A WT1 fehérje ugyanis p53 jelen-
1étében transzkripciés represszorként mukodik,
mig p53 hianydban vagy mutans p53 mellett
transzkripcios aktivator hatasu. Ezenkiviil a hely-
zetet tovabb bonyolitja, hogy a WT1 fehérje on-
maga atirédasat is szabalyozza.

A WT1 fehérje normalis expresszidja sziik szo-
veti és idébeli mintazatot mutat. Magzati korban a
lépben és a foetalis vese blastema-sejtjeiben is
expresszalodik, késébb azonban egészséges em-
berben csupan a gonadokban, az uterus myomet-
riumdban és kot6szoveti sejtjeiben, a 1ép kotGszo-
vetes tokjaban, a testiiregek és zsigerek (sziv, tii-
do6, mdj, bél) mesothelialis bélésében, és az éret-
len CD34* csontvel6i hematopoetikus progenitor
sejtekben mutathaté ki a WT1 gén transzkripcio-
ja. A WT1 gén a fentebb emlitett gének transz-
kripcidjanak bonyolult szabalyozasa révén fontos
irdnyitoja és egyben kényes pontja is a szervezet-
ben lezajlo egyes sejtproliferacios és -differen-
ciacios folyamatoknak. Igy a WT1 fehérje fontos
szerepet jatszik az urogenitalis szervrendszer fej-
16désének iranyitdsan til a vérképzésben is,
melynek soran kizarélag az éretlen CD34* csont-
vel6i progenitor sejtekben expreszszalodik, a be-
16liik differencialodé CD34~ un. post-progenitor
sejtekben mar nem. Ezt a tényt mind az RT-PCR
vizsgalatok, mind pedig az immuncitokémiai
modszerek alatdmasztottak (2).

A WT1 gén normal haemopoesisben betoltott
szerepére utalnak a kovetkezé kutatasi eredmé-
nyek: habar a CD34* sejtek csak egy kis hanya-
dat alkotjak a csontvel6i mononuklearis sejtek-
nek, egy nagyon heterogén sejtekbél all6 csopor-

2. tabldzat. WT1-expresszio vizsgdlata nem-leukémids gyermekek periférids vérében

NEM ELETKOR DIAGNOZIS WT1-
EXPRESSZIO
LYMPHADENITIS
Leany 4 Akut -
Ledny 8 Akut -
Fid 15 Akut -
Fiu 14 Akut -
Fiu 9 Akut -
Fiu 6 Akut -
Fid 11 Akut -
HEI\/IATOLOGIAI
MEGBETEGEDESEK
Leany 6 ITP -
Fiu 20 ITP -
Fid 5 Haemolyticus anaemia -
Leany 8 Sphaerocytosis -
Fid 2 Vashianyos anaemia -
Fiu 12 Aplasticus anaemia -
Leany 18 Véralvadasi zavar -
EGYEB MEGBETEGEDES
Ledny 12 Rhabdomyosarcoma -
Leany 3 Colica abdominalis -
Leany 14 Colica abdominalis -
Leany 25 Donor allogén csontveld a b
Ledny 5 Autolég csontvels-
transzplantacio
(Neuroblastoma) a b
2, b 5 napos Neopogén (G-CSF) stimulélast megel6zéen (@), illetve azt kévetsen (°)

3. tabldzat. WT1-expresszio monitorozdsa WT1* ALL-es gyermekek periférids vérében

N ID ALL 0. nap Indukcid Konszolidacié  Reindukcio Fenntartd kezelés
rizikbcsoport 5.nap 33.nap (2 ho) (2 ho) (ellenérzé
mintavétel)
1 I SR + - - - P - - - -4
2 VII. SR + - - - - -+
3 XIll. SR + - + - - -+ o+
4 V. MR + O - - - .-
5 V. MR + + - - N +
6 VI MR + + - - - - -y - -
7 IX. MR + - - + - oL o
8 X. MR + - + - + - - - 4+
9 Xl. MR + - - - - - - -
10 . HR + + - + - e
10/10 3/10 2/10 2/10 2/10 7/10
* klinikai recidiva
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tot képeznek, amelyekben az egyes sejtek kiilon-
boznek ciklusidejiikben, sejtvonalbeli elkotele-
zettséglikben, és a differenciacios stadiumukban.
Az egyes CD34" sejtek vizsgalata pedig azt mu-
tatta, hogy a kiilonb6z6 WT1 izoformak (a négy
splice varians) expresszija varidl az egyedi
progenitor sejtek kozott, mégpedig Osszefliggés-
ben az egyes progenitor sejtek differenciacios sta-
tuszaval. A WT1 fehérjét a CD34* sejteknél éret-
tebb sejtalakok nem expresszaljék, ezért mig a
csontvel6ben egészséges emberben is kimutatha-
t6 WT1-expresszi6 (2), addig egészséges ember
periférias vérébdl izolalt mononuklearis sejtek-
ben nem detektalhaté a WT1 gén hirvivé RNS-e
(1, 9, 10). Tébb beszdmolo is alatdmasztja azon-
ban a WT1 gén megnovekedett expresszidjat
csontvelében és WT1-expressziot a periférias vér-
ben akut leukémias betegekben, és CML-es bete-
gekben a blasztos krizis ideje alatt. Tobb kisérlet
is azt mutatja, hogy a leukémiak esetében a WT1
gén nem megfelelé miikodése jatszik szerepet a
proliferacios és differenciaciés zavar okozta ko-
ros haemopoesis kialakuldsaban (1, 15). 32D cl3-
sejteket (egy IL-3-dependens mieloid progenitor
sejtvonal) vad tipusu WT1 génnel transzfektdlva
példaul azt talaltak, hogy ezekben a sejtekben a
WTT1 gén vad tipusanak folyamatos transzkripcio-
ja megallitja a differenciaciot, és a sejtek G-CSF
(granulocyte colony stimulating factor) jelenlété-
ben csak proliferalnak, mig a nem transzfektalt,
valamint a mutans WT1 génnel transzfektalt 32D
cl3 sejtek G-CSF hatdsara érett neutrofil gra-
nulocitakka differencidlodtak (1, 11). A vizsgala-
tok azt mutattak, hogy a WT1-expresszi6 hatasara
véltozasok kovetkeztek be a G-CSF receptor altal
medialt STAT (signal transducers and activators
of transcription) ttvonalban. A vad tipusu WT1
gén tartds expresszi6ja megvaltoztatta a sejtek-
ben a Stat 3 izoformak aranyat, amely befolyasol-
ja a sejten belilli génaktivaciot és igy a sejt
differenciacios képességét. Az AML sejtek szin-
tén differencialodas nélkiil proliferalnak G-CSF
jelenlétében, amely a WT1 gén magas expresszi-
6javal magyarazhato. Tovabbi érdekes tény, hogy
WTT1 antisense oligonukleotidok gatoljak a proli-
feraciot és apoptozist indukalnak mieloid leuké-
mia sejtvonalakban. Ezek az eredmények is ala-
tamasztjak azt az elképzelést, hogy a WT1 gén
két alapvets funkcibja (tumorszuppresszor gén,
onkogén) kozil leukémias sejtek esetében in-
kébb az onkogén funkci6 jut érvényre.

Habar a WT1 gén szerepe a leukemogenezis-
ben részleteiben még nem ismert, a WT1 gén
expresszigjanak kovetése a leukémias betegek
csontvelgjében és periférias vérében szamos ku-
tatocsoport véleménye szerint is alkalmas az
MRD hosszut tava kévetésére (9, 10). A kiilonboz6
tjonnan detektalt akut leukémias esetek, vala-
mint a CML blasztos krizise alatt vizsgalt esetek
mintegy 70%-aban lehet megnévekedett WT1-ex-
pressziot észlelni a betegek csontvelGjében, és
WT1-expressziot detektalni a periférids vérben is.
A komplett remisszié utdn bekovetkezé relap-
szus allapotdban 1év6 betegeknek pedig mintegy
90%-aban lehet kimutatni WT1-expressziot a pe-
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riférias vérben, illetve expresszionovekedést a
csontvelében. A vizsgalatok azt mutatjak, hogy a
relapszus bekovetkezésekor mindig jelentés mér-
tékben megnd a WT1 gén expresszidja, még azon
betegek esetében is, akiknél a komplett remisszié
ideje alatt nem volt detektalhato WT1-expresszio
a periférias vérben.

Tobb vizsgalat is igazolta, hogy a gyermekkori
leukémidk donté tobbségében a WT1 gén expresz-
szalodik, gyakorlatilag fiiggetleniil a leukémia ge-
notipusatol (5, 8, 17). Ugyanakkor WT1 mutaciot
ezen esetekben nem sikertilt kimutatni (14), ami
segithetne abban, hogy a csontvel6ben fiziologia-
san is expresszalodo WT1-t6l el lehessen kiilonite-
ni a leukémia-sejtek altal expresszalt WT1-et.
Emiatt a WT1-expresszio periférids vérbdl torténd
kimutatasanak modszere a WT1* gyermekkori le-
ukémidk monitorozasara alkalmas. Miutan azon-
ban a gyermekkori leukémidk donté tobbsége
WT1*, a periférids vér WT1-expresszi6janak fo-
lyamatos kovetése kitiing lehetéséget nytjthat az
esetleges relapszusnak akar honapokkal elére tor-
téné jelzésére. Ugyanakkor megjegyzendd, hogy
a WT1~ esetekben nem lehet eltekinteni a bonyo-
lultabb (és dragabb), de mas szempontbol specifi-
kusabb genetikai markerek alkalmazasatol.

Kdészonetnyilvdnitds
A munkat az OTKA T026250 timogatta
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