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Két metasztazis-tarsult fehérje (CD44v6 és NM23-H1) jelen van normalis limfoid sejtekben is: a
CD44v6 aktivacios marker, mig az NM23-H1 allandéan expresszalodik. Kiilonboz6 hematologiai daga-
natokban a CD44v6 megjelenése a rossz prognézis markere, azonban szerepét gyermekkori akut
limfoblasztos leukémidban még nem vizsgaltak. Az NM23-H1 fehérjét differencidcio-gatlo szereptinek
tartjak hematoldgiai daganatokban, és mint ilyen szintén a rossz prognozis markere lehet. Jelen tanul-
manyunkban 16 akut limfoblasztos leukémids (ALL) beteg csontveldjében vizsgaltuk a két
metasztazis-asszocialt fehérje expresszigjat fluoreszcens immunhisztokémiai modszerrel. Az iroda-
lomban elséként mutattuk ki a CD44v6 protein epitopjainak megjelenését a gyermekkori ALL esetek
egy részében (6/16), elsGsorban a kozepes-magas rizikéju betegségcsoportban. Az NM23-H1 protein
expresszidja az ALL-es esetek mintegy felében megtartott volt, s ez nem fiiggott dssze a rizikdcsoport-
ba valé tartozdssal. A gyermekkori ALL-es eseteink jelents részében (10/16) csak az egyik
metasztazis-asszocidlt fehérje volt jelen a tumorsejtekben, amely jelenség nagyfoka hasonlésdgot mu-
tat mas szolid daganatban tapasztaltakhoz. Vizsgalataink alapjan felmeriil, hogy a CD44v6 fehérje ALL-
ben val6 megjelenése a rossz prognézis markere, azonban ezt a kérdést nagyobb klinikai mintan vég-
zett vizsgalatoknak kell tisztaznia. Magyar Onkologia 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. Timdr ], 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 adhézios glikoprotein és ,id6le-
ges” proteoglikan, mely limfoid sejtekben un. hya-
luronsav- és homing receptorként szolgal (CD44s
vagy CD44H) (5, 6, 8). Szamos un. splice varidnsa
lehetséges, melyek koziil a v6 varians tobbféle da-
ganat esetében bizonyult hatékony jelzdjének az
attétképzé képességnek (gasztrointesztinalis tu-
morok) (5), mig B és T limfoid sejtekben aktivaci-
6s marker, ugyanakkor laphamok esetében fontos
sejtadhézios molekula (6, 8). Az NM23-H1 fehérje
a kis GTP-kot6 fehérjék csaladjaba tartozik és az
NDP-kinaz enzimnek felel meg (13). Szamos daga-
natféleség expresszidja esetén az attétképzé ké-
pesség lecsokkent, ami miatt metasztazis-szup-
presszornak tekintették (4, 13). Ugyanakkor meg-
jegyzendd, hogy laphamokban NM23 normalis ko-
rilmények kozott nem mutathat6 ki, mig limfoid
sejtekben az NM23-H1 konstitutivan expressza-
lodik (15). Ezen két metasztazis-asszocialt fehérje
expresszigja daganatokban igen ellentmondasos,
mivel jelenlétik egészen ellentétes modon is val-
tozhat bizonyos daganatokban (3). Ez attol fligg,
hogy az adott normalis sejttipusban a CD44v®6, il-
letve az NM23-H1 expresszalodik-e (15).

NHL-ben, CLL-ben és AML-ben a CD44H-
expresszio és a szérumban megjelend szolubilis
sCD44 egyértelmiien a rossz progndzis markere
(12) és ugyanez all a B-sejtes formdkra is (7, 11).
Gyermekkori akut limfoblasztos leukémiaban
(gyALL) a szérumban megjelend sCD44 szintén a
rossz prognoézis markere (14), azonban a CD44v6
varians expresszigjara nézve eddig nem tortén-
tek vizsgalatok.

Hematol6giai daganatokban az NM23-Hl-et
differencialodas-inhibitornak tartjak (16). GyALL-
ben NM23-expressziot gyakrabban talaltak relap-

szus esetén, ezért kedvezbtlen prognézisra utald
jelnek tekintik (12), hasonléan a feln6ttkori AML-
hez (17).

Mindezek alapjan meg kivantuk vizsgalni a
CD44v6 és NM23-H1 metasztazis-asszocialt fehér-
jék expresszi6jat kiillonbozé prognozisu gyermek-
kori ALL esetekben.

Beteganyag és modszerek

Vizsgalatunkba 16 friss, nem-szelektalt, frissen
diagnosztizalt ALL-es beteget vontunk be a szii-
16k beleegyezésével.

A csontveld morfologiai, citokémiai
és immunoldgiai vizsgdlata

A csontvel6 vizsgalata els6 1épésben May-
Grunwald-Giemsa festéssel totént. Az akut leuké-
mia diagnozisat a Francia-Amerikai-Angol (FAB)
megegyezési kritériumokra alapoztuk (2). Az
immunfenotipust lizalt teljes periférias vérbal il-
letve csontvel6bdl hataroztuk meg aramlasos
citometridval (FACScan késziilék, Becton
Dickinson) szimpla vagy kettds immunfluoresz-
cencias jeloléssel. Markerek: CD3, CD4, CD7,
CD14, CD19, CD20, CD33, CD34, CD61, HLA-DR
(Becton Dickinson) (9).

Metasztdzis-asszocidlt fehérjek
immuncitokémiai meghatdrozdsa

A periférids vérbdl fehérvérsejteket Ficoll denzi-
tas-gradiensen torténé centrifugalassal izolaltunk
(Histopaque-1077, Sigma). A szeparalt sejteket
citospin centrifugaval (Shandon) Superfrost
targylemezekre centrifugaltuk. A targylemezeket
-20°C-on taroltuk feldolgozasig.

1. dbra. A metasztazis-asszocidlt fehérjék immunfluoreszcens kimutatdsa ALL-betegek csontveldkeneteiben. (a) CD44v6 kimutatdsa,

6. sz. eset. A csontvelokenetet monoklondlis anti-CD44v6 antitesttel jeloltiik és biotin/Streptavidin-FITC rendszerrel mutattuk ki: a reakcio
kifejezetten sejtmembran-jellegii. (b) NM23-HI1 kimutatds, 15. sz. eset. A csontveldkenetet monoklondlis anti-NM23-HI antitesttel jeloltiik
és biotin/Streptavidin-Texas-Red rendszerrel mutattuk ki: a reakcio kifejezetten citoplazmatikus. (c) Negativ kontroll minta, zéld
autofluoreszcencia, 6. sz. eset. A csontveldkenetet a primer specifikus antitestnek megfeleld izotipuskontroll immunglobulinnal jeloltiik

és az (a) dbra szerint hivtuk eld.
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A mintdk immunfluoreszcens jelolését szoba-
hén végeztiik. A készitményeket 1% BSA/PBS ol-
dattal blokkoltuk. A primer antitestekkel (egér
monoklonalis anti-human CD44v6, R&D Sys-
tems, illetve anti-human NM23-H1, Novocastra)
60 percig inkubaltuk a metszeteket 10 pg/ml
koncentracioban. Kontrollként megfelel6 izotipu-
st Ig-vel, ill. primer savé nélkiil inkubalt minta-
kat hasznaltunk. Mosas utan a lek6t6dott primer
antitesteket biotindlt anti-egér immunglobulin-
nal (Amersham) utéjeloltik, majd a komplexet
FITC- illetve Texas-Red-jelolt Streptavidinnel
(Amersham) azonositottuk. A mintdkat Nikon
E600 epifluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk
és a képeket Spot-Junior CCD-kamera segitségé-
vel képanalizalo szoftverrel rogzitettik (Sterling
Heights).

Eredmények

Vizsgélatainkba 16 1-14 éves gyermeket vontunk
be (fiu/leany arany: 10/6). Az esetek tobbsége L1
tipustt ALL volt (13 eset), mig csak 3 eset bizo-
nyult L2-nek. Immunfenotipus szerint 9 eset volt
CD10* pre-B-ALL, mig 2-2 eset CD10 pre-B-ALL,
T-ALL, illetve bifenotipusos ALL (1. tdbldzat).

Az ALL-es csontveldkben a CD44v6 protein a
limfoid sejtek felszinén volt kimutathato (1a. db-
ra), mig az NM23-H1 fehérjét inkdbb a citoplaz-
méban taldltuk (I1b. dbra). A két metasztdzis-
asszocialt fehérje az ALL-es csontvel6kben igen
heterogén modon expresszalodott. Ennek megfe-
leléen harom expresszios kategoriat allitottunk
fel: negativnak tekintettiik, ha a sejtpopulacié
<10%-a volt pozitiv, gyengének tekintettik azt,

asszocialt fehérjék expresszi6ja nem volt eltéré a
kiillonbézé fenotipusi esetekben (B-, T- vagy
bifenotipusos ALL). Az ALL-es esetek fele NM23-
Hl-pozitivnak bizonyult, azonban ez nem muta-
tott kapcsolatot az ALL rizikécsoportokkal (ala-
csony vagy kozepes/magas rizik6) (2. tdbldzat).
Ezzel szemben a CD44v6™* esetek a kozepes/ma-
gas rizikdcsoportban fordultak elé egy kivétellel
(3. tabldzat).

A tovabbiakban azt is vizsgaltuk, hogy milyen
a két fehérje expresszi6janak egymashoz valo vi-
szonya. Megallapitottuk, hogy az esetek tébbsé-
gében a tumoros sejtpopulacioé csak az egyik me-
tasztazis-asszocidlt fehérjét expresszalta (10/16),
és a kettés expresszi6 (2/16) vagy a kettGs
negativitds (4/16) viszonylag ritka jelenség gyer-
mekkori ALL-ben. Az tin. normaélis limfoid sejtek
metasztazis-asszocialt protein fenotipusa (NM23-
H1*/CD44v6") az ALL-es esetek mintegy harma-
daban maradt fenn, azonban ez nem mutatott
osszefliggést azzal, hogy az eset milyen rizikocso-
portba tartozott (4. tdbldzat).

Megbeszélés

Vizsgalataink soran nem talaltunk osszefiiggést a
gyermekkori ALL kezdeti NM23-H1-expresszidja
és a betegség rizikdcsoportba valé besoroldsa ko-
z0tt, miutan az alacsony, illetve kozepes/magas
rizikécsoportokban gyakorlatilag azonos arany-
ban talaltunk pozitiv eseteket. Egy korabbi vizs-
galatban azt talaltdk, hogy az NM23-H1-pozitivi-
tas sokkal gyakoribb a relapszusba kertilt gyer-
mekkori ALL-es esetekben, mint a betegség felis-
merésekor, ezért a szerz6k arra kovetkeztetésre

ha a populaci6é 10-50%-a és erésnek, ha a popula-  jutottak, hogy az NM23-Hl-expresszio a kedve- 1. tablazat.

ci6 <50%-a adott pozitiv reakciot. A metasztazis-  z6tlen prognozis jele lehet ebben az ALL-forma- Klinikai adatok
Esetszdm  Eletkor (¢v) Nem  Diagnézis  Fenotipus Kromoszéma FVS (n/ml) Rizikocsoporort  Lefolyas
1 5 L L1 CD10+preB Normalis 8300 SR
2 2 F L1 CD10+preB Normalis 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 Normalis 5700 SR
6 2 F L1 CD10+preB Normalis 28400 SR
7 2 L L1 CD10+preB Normalis 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 Normalis 13000 MR Recidiva
11 7 F L2 T Normalis 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 19, 12 10600 MR Progresszio
15 13 F L1 T Normalis 12500 HR Transzpl.
16 12 L L1 CD10+preB n.v. HR
F = fid, L = ledny, n.v. = nem vizsgalt, SR = atlagos (standard) rizikd, MR = kdzepes rizikd, HR = magas rizikd
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2. tabldzat. Az NM23-H1 protein expresszioja gyermekkori akut limfoblasztos

leukémidban
Esetszam Alacsony Esetszam Kézepes/magas
malignitasu malignitasu
1 + 7 -
2 + 8 -
3 + 9 -
4 - 10 ++
5 - 1 -
6 - 12 +
13 ++
14 -
15 ++
16 ++
Pozitivitas 3/6 5/10
gyakorisaga

Az NM23-H1 protein expresszijat citospin-preparatumon végrehajtott immunfluoreszcens je-
16léssel hataroztuk meg, ahol minimalisan 100 sejtet vizsgaltunk.

— =negativ, <10% pozitiv sejt, + =pozitiv, 10-50% pozitiv sejt, ++ =erésen pozitiv, 50% pozi-
tiv sejt

3. tabldzat. A CD44v6 protein expresszidja gyermekkori akut limfoblasztos

leukémidban
Esetszam Alacsony Esetszam Kézepes/magas
malignitasu malignitasu
1 - 7 ++
2 - 8 -
3 - 9 ++
4 - 10 ++
5 ++ 11 ++
6 - 12 -
13 -
14 -
15 -
16 ++
Pozitivitas 1/6 5/10
gyakorisaga

Az CD44v6 protein expressziojat citospin-preparatumon végrehajtott immunfluoreszcens
jeloléssel hatdroztuk meg, ahol minimalisan 100 sejtet vizsgaltunk.

— =negativ, <10% pozitiv sejt, + =pozitiv, 10-50% pozitiv sejt, ++ =erésen pozitiv, 50% pozi-
tiv sejt

4. tabldzat. Metasztdzis-asszocidlt proteinek egyiittes expresszidja gyermekkori
akut limfoblasztos leukémidban.

ALL alcsoportok
NM23- NM23+ NM23+ NM23-
CD44v6- CD44v6+ CD44v6- CD44v6+
Gyakorisag ~ 4/16 2/16 6/16 4/16
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ban (10). A sajat és a korabbi vizsgdlatokat azon-
ban masféleképpen is lehet értékelni. Vélemé-
nyiink szerint a megtartott NM23-H1-expresszi6
gyermekkori ALL-ben nem valészind, hogy a
rosszabb prognozis jele, felvetjik inkabb annak a
lehet6ségét, hogy az NDP-kindz enzim ex-
presszidja (NM23-H1) esetleg kedvezétleniil befo-
lyasolja a terapias valaszt. Ezen feltevéstnk el-
lenérzésére azonban természetesen tovabbi vizs-
galatok sziikségesek. Az irodalmi adatok ugyan-
akkor tobbszordsen igazoltak azt, hogy felnéttko-
ri AML-ben az NM23-H1-expresszid a rossz prog-
nozis markere (17). Az NM23-H1 expresszidjanak
gyermekkori ALL-ben és a felnéttkori AML-ben
megnyilvanuld eltéré szerepe véleménytnk sze-
rint azzal is magyarazhato, hogy szemben a nor-
malis limfoid sejtekkel, normalis mieloid sejtek-
ben az NM23-H1/NDP-kinaz nincsen jelen, tehat
a malignus transzformacio folyamatdban valoszi-
ntleg igen eltérd szerepet jatszhat a két leuké-
mia-féleség esetén.

Vizsgalataink soran 4j megfigyeléstink volt
az, hogy a gyermekkori ALL esetek egy részében
megjelenik a CD44v6 splice varians és ezen ese-
tek dontGen a kozepes/magas rizikéju esetek ko-
z¢€ tartoznak. Ez a megfigyeléstink arra utal, hogy
a CD44v6 fehérje megjelenése a hematologiai be-
tegségekben (gyermekkori ALL, felnéttkori AML,
B-CLL) a rossz prognozis markere (5, 7, 11), ha-
sonléan szamos hameredetd daganathoz (5). Eb-
bél a szemponthol fontos megjegyezni, hogy nor-
malis B- illetve T-sejtek esetében a CD44v6-ex-
presszi6 aktivacios marker, ennek jelenléte gyer-
mekkori ALL esetekben jele lehet annak, hogy a
tumoros sejtpopulaciéban un. aktivalt allapotba
merevedett blasztsejtek vannak jelen.

Erdekes jelenség normdlis sejttipusok eseté-
ben, hogy csak az egyik metasztazis-asszocialt fe-
hérje expresszalodik (lapham: CD44v6, mirigy-
ham/limfocita: NM23-H1) (4, 5, 15). Ez a sajatos-
sag gyakran megfigyelheté a gyermekkori ALL-
ben is (10/16). A metasztazis-asszocialt fehérjék
un. reciprok expresszigjat tobb daganatféleség-
ben lehet megfigyelni (vastaghél-, emlé- és fej-
nyaki daganatok), ugyanakkor az egyes fehérjék
expresszigja ellentétesen valtozhat a malignus
transzformacio vagy a tumoros progresszio soran
(15). Ez a jelenség arra utalhat, hogy a két fehér-
je szerepe ellenkezé a progresszios folyamatban
vagy génexpresszios szinten valamilyen szaba-
lyozasi kapcsolatban allhatnak egymassal. Ezen
felvetéseinkre a valaszt tovabbi vizsgalatoknak
kell megadni.
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