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Két metasztázis-társult fehérje (CD44v6 és NM23-H1) jelen van normális limfoid sejtekben is: a
CD44v6 aktivációs marker, míg az NM23-H1 állandóan expresszálódik. Különbözô hematológiai daga-
natokban a CD44v6 megjelenése a rossz prognózis markere, azonban szerepét gyermekkori akut
limfoblasztos leukémiában még nem vizsgálták. Az NM23-H1 fehérjét differenciáció-gátló szerepûnek
tartják hematológiai daganatokban, és mint ilyen szintén a rossz prognózis markere lehet. Jelen tanul-
mányunkban 16 akut limfoblasztos leukémiás (ALL) beteg csontvelôjében vizsgáltuk a két
metasztázis-asszociált fehérje expresszióját fluoreszcens immunhisztokémiai módszerrel. Az iroda-
lomban elsôként mutattuk ki a CD44v6 protein epitópjainak megjelenését a gyermekkori ALL esetek
egy részében (6/16), elsôsorban a közepes-magas rizikójú betegségcsoportban. Az NM23-H1 protein
expressziója az ALL-es esetek mintegy felében megtartott volt, s ez nem függött össze a rizikócsoport-
ba való tartozással. A gyermekkori ALL-es eseteink jelentôs részében (10/16) csak az egyik
metasztázis-asszociált fehérje volt jelen a tumorsejtekben, amely jelenség nagyfokú hasonlóságot mu-
tat más szolid daganatban tapasztaltakhoz. Vizsgálataink alapján felmerül, hogy a CD44v6 fehérje ALL-
ben való megjelenése a rossz prognózis markere, azonban ezt a kérdést nagyobb klinikai mintán vég-
zett vizsgálatoknak kell tisztáznia. Magyar Onkológia 45:75–79, 2001

Two metastasis associated proteins, CD44v6 and NM23-H1, are expressed by normal lymphoid cells,
the former serving as activation marker and the later as a constitutive protein. CD44v6 is considered
as a marker of poor prognosis of various hematological cancers but its expression was not
demonstrated in childhood acute lymphoblastic leukemia (ALL). On the other hand, NM23-H1 is
considered as a differentiation inhibitory factor in various hematological cancers and as a marker of
poor prognosis. Therefore we have analyzed the expression of CD44v6 and NM23-H1 in bone marrow
of sixteen pediatric ALL patients using immunocytochemistry. For the first time, we have
demonstrated the expression of CD44v6 protein epitopes on leukemic cells in a proportion of ALL
cases (6/16), primarily in the medium/high risk group (except one case), suggesting a possible
association to an unfavorable outcome. On the other hand, NM23-H1 protein expression was
maintained in leukemic cells in 50% of both low and medium/high risk ALL cases. The majority of the
pediatric ALL cases expressed only one of the metastasis associated proteins (10/16). This feature is
highly similar to the observations made in several adult solid cancers. The potential of CD44v6
expression in leukemic cells as prognosticator in pediatric ALL has to be evaluated in a larger clinical
trial. Tímár J, Sebestyén A, Magyarosy E. Expression of metastasis associated proteins, CD44v6 and NM23-
H1, in pediatric acute lymphoblastic leukemia. Hungarian Oncology 45:75–79, 2001
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Bevezetés

A CD44 molekula adhéziós glikoprotein és „idôle-
ges” proteoglikán, mely limfoid sejtekben ún. hya-
luronsav- és homing receptorként szolgál (CD44s
vagy CD44H) (5, 6, 8). Számos ún. splice variánsa
lehetséges, melyek közül a v6 variáns többféle da-
ganat esetében bizonyult hatékony jelzôjének az
áttétképzô képességnek (gasztrointesztinális tu-
morok) (5), míg B és T limfoid sejtekben aktiváci-
ós marker, ugyanakkor laphámok esetében fontos
sejtadhéziós molekula (6, 8). Az NM23-H1 fehérje
a kis GTP-kötô fehérjék családjába tartozik és az
NDP-kináz enzimnek felel meg (13). Számos daga-
natféleség expressziója esetén az áttétképzô ké-
pesség lecsökkent, ami miatt metasztázis-szup-
presszornak tekintették (4, 13). Ugyanakkor meg-
jegyzendô, hogy laphámokban NM23 normális kö-
rülmények között nem mutatható ki, míg limfoid
sejtekben az NM23-H1 konstitutívan expresszá-
lódik (15). Ezen két metasztázis-asszociált fehérje
expressziója daganatokban igen ellentmondásos,
mivel jelenlétük egészen ellentétes módon is vál-
tozhat bizonyos daganatokban (3). Ez attól függ,
hogy az adott normális sejttípusban a CD44v6, il-
letve az NM23-H1 expresszálódik-e (15). 

NHL-ben, CLL-ben és AML-ben a CD44H-
expresszió és a szérumban megjelenô szolubilis
sCD44 egyértelmûen a rossz prognózis markere
(12) és ugyanez áll a B-sejtes formákra is (7, 11).
Gyermekkori akut limfoblasztos leukémiában
(gyALL) a szérumban megjelenô sCD44 szintén a
rossz prognózis markere (14), azonban a CD44v6
variáns expressziójára nézve eddig nem történ-
tek vizsgálatok.

Hematológiai daganatokban az NM23-H1-et
differenciálódás-inhibitornak tartják (16). GyALL-
ben NM23-expressziót gyakrabban találtak relap-

szus esetén, ezért kedvezôtlen prognózisra utaló
jelnek tekintik (12), hasonlóan a felnôttkori AML-
hez (17).

Mindezek alapján meg kívántuk vizsgálni a
CD44v6 és NM23-H1 metasztázis-asszociált fehér-
jék expresszióját különbözô prognózisú gyermek-
kori ALL esetekben.

Beteganyag és módszerek
Vizsgálatunkba 16 friss, nem-szelektált, frissen
diagnosztizált ALL-es beteget vontunk be a szü-
lôk beleegyezésével. 

A csontvelô morfológiai, citokémiai 
és immunológiai vizsgálata
A csontvelô vizsgálata elsô lépésben May-
Grünwald-Giemsa festéssel tötént. Az akut leuké-
mia diagnózisát a Francia-Amerikai-Angol (FAB)
megegyezési kritériumokra alapoztuk (2). Az
immunfenotípust lizált teljes perifériás vérbôl il-
letve csontvelôbôl határoztuk meg áramlásos
citometriával (FACScan készülék, Becton
Dickinson) szimpla vagy kettôs immunfluoresz-
cenciás jelöléssel. Markerek: CD3, CD4, CD7,
CD14, CD19, CD20, CD33, CD34, CD61, HLA-DR
(Becton Dickinson) (9).

Metasztázis-asszociált fehérjék
immuncitokémiai meghatározása
A perifériás vérbôl fehérvérsejteket Ficoll denzi-
tás-grádiensen történô centrifugálással izoláltunk
(Histopaque-1077, Sigma). A szeparált sejteket
citospin centrifugával (Shandon) Superfrost
tárgylemezekre centrifugáltuk. A tárgylemezeket
–20oC-on tároltuk feldolgozásig. 
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1. ábra. A metasztázis-asszociált fehérjék immunfluoreszcens kimutatása ALL-betegek csontvelôkeneteiben. (a) CD44v6 kimutatása,
6. sz. eset. A csontvelôkenetet monoklonális anti-CD44v6 antitesttel jelöltük és biotin/Streptavidin-FITC rendszerrel mutattuk ki: a reakció
kifejezetten sejtmembrán-jellegû. (b) NM23-H1 kimutatás, 15. sz. eset. A csontvelôkenetet monoklonális anti-NM23-H1 antitesttel jelöltük
és biotin/Streptavidin-Texas-Red rendszerrel mutattuk ki: a reakció kifejezetten citoplazmatikus. (c) Negatív kontroll minta, zöld
autofluoreszcencia, 6. sz. eset. A csontvelôkenetet a primer specifikus antitestnek megfelelô izotípuskontroll immunglobulinnal jelöltük
és az (a) ábra szerint hívtuk elô. 

a b c
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A minták immunfluoreszcens jelölését szoba-
hôn végeztük. A készítményeket 1% BSA/PBS ol-
dattal blokkoltuk. A primer antitestekkel (egér
monoklonális anti-humán CD44v6, R&D Sys-
tems, illetve anti-humán NM23-H1, Novocastra)
60 percig inkubáltuk a metszeteket 10 µg/ml
koncentrációban. Kontrollként megfelelô izotípu-
sú Ig-vel, ill. primer savó nélkül inkubált mintá-
kat használtunk. Mosás után a lekötôdött primer
antitesteket biotinált anti-egér immunglobulin-
nal (Amersham) utójelöltük, majd a komplexet
FITC- illetve Texas-Red-jelölt Streptavidinnel
(Amersham) azonosítottuk. A mintákat Nikon
E600 epifluoreszcens mikroszkóppal vizsgáltuk
és a képeket Spot-Junior CCD-kamera segítségé-
vel képanalizáló szoftverrel rögzítettük (Sterling
Heights).

Eredmények
Vizsgálatainkba 16 1–14 éves gyermeket vontunk
be (fiú/leány arány: 10/6). Az esetek többsége L1
típusú ALL volt (13 eset), míg csak 3 eset bizo-
nyult L2-nek. Immunfenotípus szerint 9 eset volt
CD10+ pre-B-ALL, míg 2–2 eset CD10- pre-B-ALL,
T-ALL, illetve bifenotípusos ALL (1. táblázat).

Az ALL-es csontvelôkben a CD44v6 protein a
limfoid sejtek felszínén volt kimutatható (1a. áb-
ra), míg az NM23-H1 fehérjét inkább a citoplaz-
mában találtuk (1b. ábra). A két metasztázis-
asszociált fehérje az ALL-es csontvelôkben igen
heterogén módon expresszálódott. Ennek megfe-
lelôen három expressziós kategóriát állítottunk
fel: negatívnak tekintettük, ha a sejtpopuláció
<10%-a volt pozitív, gyengének tekintettük azt,
ha a populáció 10-50%-a és erôsnek, ha a populá-
ció <50%-a adott pozitív reakciót. A metasztázis-

asszociált fehérjék expressziója nem volt eltérô a
különbözô fenotípusú esetekben (B-, T- vagy
bifenotípusos ALL). Az ALL-es esetek fele NM23-
H1-pozitívnak bizonyult, azonban ez nem muta-
tott kapcsolatot az ALL rizikócsoportokkal (ala-
csony vagy közepes/magas rizikó) (2. táblázat).
Ezzel szemben a CD44v6+ esetek a közepes/ma-
gas rizikócsoportban fordultak elô egy kivétellel
(3. táblázat).

A továbbiakban azt is vizsgáltuk, hogy milyen
a két fehérje expressziójának egymáshoz való vi-
szonya. Megállapítottuk, hogy az esetek többsé-
gében a tumoros sejtpopuláció csak az egyik me-
tasztázis-asszociált fehérjét expresszálta (10/16),
és a kettôs expresszió (2/16) vagy a kettôs
negativitás (4/16) viszonylag ritka jelenség gyer-
mekkori ALL-ben. Az ún. normális limfoid sejtek
metasztázis-asszociált protein fenotípusa (NM23-
H1+/CD44v6-) az ALL-es esetek mintegy harma-
dában maradt fenn, azonban ez nem mutatott
összefüggést azzal, hogy az eset milyen rizikócso-
portba tartozott (4. táblázat).

Megbeszélés
Vizsgálataink során nem találtunk összefüggést a
gyermekkori ALL kezdeti NM23-H1-expressziója
és a betegség rizikócsoportba való besorolása kö-
zött, miután az alacsony, illetve közepes/magas
rizikócsoportokban gyakorlatilag azonos arány-
ban találtunk pozitív eseteket. Egy korábbi vizs-
gálatban azt találták, hogy az NM23-H1-pozitivi-
tás sokkal gyakoribb a relapszusba került gyer-
mekkori ALL-es esetekben, mint a betegség felis-
merésekor, ezért a szerzôk arra következtetésre
jutottak, hogy az NM23-H1-expresszió a kedve-
zôtlen prognózis jele lehet ebben az ALL-formá-
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Esetszám Életkor (év) Nem Diagnózis Fenotípus Kromoszóma FVS (n/ml) Rizikócsoporort Lefolyás

1 5 L L1 CD10+preB Normális 8300 SR

2 2 F L1 CD10+preB Normális 14300 SR

3 3 L L1 CD10-preB n.v. 33000 SR

4 5 F L1 Nd n.v. 10500 SR

5 3 F L1 B/T Normális 5700 SR

6 2 F L1 CD10+preB Normális 28400 SR

7 2 L L1 CD10+preB Normális 23800 MR

8 9 F L1 B/T Del-chr6 29200 MR

9 1,5 F L2 CD10+preB Hiperdiploid 24600 MR

10 0,5 F L1 CD10-preB Normális 13000 MR Recidíva

11 7 F L2 T Normális 11700 MR

12 4 L L1 CD10+preB Hiperdiploid 47800 MR Exitus

13 11 F L1 CD10+preB n.v. 7500 MR Exitus

14 14 L L2 CD10+preB t9, 12 10600 MR Progresszió

15 13 F L1 T Normális 12500 HR Transzpl.

16 12 L L1 CD10+preB n.v. HR

F = fiú, L = leány, n.v. = nem vizsgált, SR = átlagos (standard) rizikó, MR = közepes rizikó, HR = magas rizikó

1. táblázat.
Klinikai adatok
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ban (10). A saját és a korábbi vizsgálatokat azon-
ban másféleképpen is lehet értékelni. Vélemé-
nyünk szerint a megtartott NM23-H1-expresszió
gyermekkori ALL-ben nem valószínû, hogy a
rosszabb prognózis jele, felvetjük inkább annak a
lehetôségét, hogy az NDP-kináz enzim ex-
pressziója (NM23-H1) esetleg kedvezôtlenül befo-
lyásolja a terápiás választ. Ezen feltevésünk el-
lenôrzésére azonban természetesen további vizs-
gálatok szükségesek. Az irodalmi adatok ugyan-
akkor többszörösen igazolták azt, hogy felnôttko-
ri AML-ben az NM23-H1-expresszió a rossz prog-
nózis markere (17). Az NM23-H1 expressziójának
gyermekkori ALL-ben és a felnôttkori AML-ben
megnyilvánuló eltérô szerepe véleményünk sze-
rint azzal is magyarázható, hogy szemben a nor-
mális limfoid sejtekkel, normális mieloid sejtek-
ben az NM23-H1/NDP-kináz nincsen jelen, tehát
a malignus transzformáció folyamatában valószí-
nûleg igen eltérô szerepet játszhat a két leuké-
mia-féleség esetén.

Vizsgálataink során új megfigyelésünk volt
az, hogy a gyermekkori ALL esetek egy részében
megjelenik a CD44v6 splice variáns és ezen ese-
tek döntôen a közepes/magas rizikójú esetek kö-
zé tartoznak. Ez a megfigyelésünk arra utal, hogy
a CD44v6 fehérje megjelenése a hematológiai be-
tegségekben (gyermekkori ALL, felnôttkori AML,
B-CLL) a rossz prognózis markere (5, 7, 11), ha-
sonlóan számos hámeredetû daganathoz (5). Eb-
bôl a szempontból fontos megjegyezni, hogy nor-
mális B- illetve T-sejtek esetében a CD44v6-ex-
presszió aktivációs marker, ennek jelenléte gyer-
mekkori ALL esetekben jele lehet annak, hogy a
tumoros sejtpopulációban ún. aktivált állapotba
merevedett blasztsejtek vannak jelen. 

Érdekes jelenség normális sejttípusok eseté-
ben, hogy csak az egyik metasztázis-asszociált fe-
hérje expresszálódik (laphám: CD44v6, mirigy-
hám/limfocita: NM23-H1) (4, 5, 15). Ez a sajátos-
ság gyakran megfigyelhetô a gyermekkori ALL-
ben is (10/16). A metasztázis-asszociált fehérjék
ún. reciprok expresszióját több daganatféleség-
ben lehet megfigyelni (vastagbél-, emlô- és fej-
nyaki daganatok), ugyanakkor az egyes fehérjék
expressziója ellentétesen változhat a malignus
transzformáció vagy a tumoros progresszió során
(15). Ez a jelenség arra utalhat, hogy a két fehér-
je szerepe ellenkezô a progressziós folyamatban
vagy génexpressziós szinten valamilyen szabá-
lyozási kapcsolatban állhatnak egymással. Ezen
felvetéseinkre a választ további vizsgálatoknak
kell megadni.
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Esetszám Alacsony Esetszám Közepes/magas
malignitású malignitású

1 + 7 –

2 + 8 –

3 + 9 –

4 – 10 ++

5 – 11 –

6 – 12 +

13 ++ 

14 –

15 ++

16 ++ 

Pozitivitás 3/6 5/10
gyakorisága 

Az NM23-H1 protein expresszióját citospin-preparátumon végrehajtott immunfluoreszcens je-
löléssel határoztuk meg, ahol minimálisan 100 sejtet vizsgáltunk.
– =negatív, <10% pozitív sejt, + =pozitív, 10–50% pozitív sejt, ++ =erôsen pozitív, 50% pozi-
tív sejt

Esetszám Alacsony Esetszám Közepes/magas
malignitású malignitású

1 – 7 ++

2 – 8 –

3 – 9 ++

4 – 10 ++

5 ++ 11 ++

6 – 12 –

13 –

14 –

15 –

16 ++ 

Pozitivitás 1/6 5/10
gyakorisága 

Az CD44v6 protein expresszióját citospin-preparátumon végrehajtott immunfluoreszcens
jelöléssel határoztuk meg, ahol minimálisan 100 sejtet vizsgáltunk.
– =negatív, <10% pozitív sejt, + =pozitív, 10–50% pozitív sejt, ++ =erôsen pozitív, 50% pozi-
tív sejt

3. táblázat. A CD44v6 protein expressziója gyermekkori akut limfoblasztos
leukémiában

2. táblázat. Az NM23-H1 protein expressziója gyermekkori akut limfoblasztos
leukémiában

ALL alcsoportok

NM23- NM23+ NM23+ NM23- 
CD44v6- CD44v6+ CD44v6- CD44v6+

Gyakoriság 4/16 2/16 6/16 4/16 

A metasztázis-asszociált proteinek expresszióját immunhisztokémiai módszerrel határoztuk meg.

4. táblázat. Metasztázis-asszociált proteinek együttes expressziója gyermekkori
akut limfoblasztos leukémiában.
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oldal lehet.

A munkán csak a jelige szerepelhet, melyhez mellékelni kell egy borítékot, rajta a
jeligével, s a lezárt borítékban a nevet, évfolyamot, pontos lakcímet és telefonszámot
kell feltüntetni.

A pályamunka beadási határideje: 2001. november 30.

Helye: Semmelweis Egyetem, II. Pathologiai Intézet (1091. Budapest, Üllôi út 93.)

Díjazást elért pályázat esetén a Társaságok javaslatot tesznek a pályamunka szakdolgo-
zatként való elfogadására.
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