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RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 

4EBP1: eukaryotic initiation factor 4E-binding protein 1 

AID: activation-induced cytidine deaminase 

AKT: v-akt egér thymoma virális onkogén homológ 

ALCL: anapláziás nagy sejtes lymphoma 

ALL: akut lymphoid leukémia 

AML: akut myeloid leukémia 

AMPK: AMP aktivált protein kináz 

ATG13: mammalian autophagy-related gene 13 

BAK: BCL2-antagonist/killer 1 

BAX: BCL2-associated X protein 

BCL2: B-cell lymphoma-2 protein 

BCL-xL: B-cell lymphoma-extra large protein 

BCP-ALL: prekurzor-B sejtes akut lymphoid leukémia 

BCR-ABL1: B-sejt receptor – Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1 fúziós 

fehérje 

cAMP: ciklikus adenozin monofoszfát 

CDKN2A: cyclin-dependent kinase inhibitor 2A 

CDK-2: cyclin-dependent kinase-2  

CEBPA: CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP) α 

c-Myc: v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog 

CRLF2: cytokine receptor-like factor 2 

CXCR4: CXC chemokine receptor 4 

DEPTOR: DEP domain containing mTOR-interacting protein  

DLBCL: diffúz nagy B-sejtes lymphoma 

EGFR: epidermális növekedési faktor receptor 

eIF4B: eukaryotic initiation factor 4B 

eIF4E: eukaryotic initiation factor 4E 

E2F1: E2F transcription factor 1 

EPHA2: Ephrin type-A receptor 2 

ERK: extracellular signal-regulated kinase 

ETV6-RUNX1: Ets variant 6 – Runt-related transcription factor 1 fúziós fehérje 

FBXW7: F-box/WD repeat-containing protein 7 
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FIB200: focal adhesion kinase family-interacting protein of 200 kDa 

FKBP12: FK506 kötő fehérje 1A, 12 kDa 

FLT3: Fms-like Tyrosine Kinase 

FOXO: Forkhead box fehérje 

FOXP1: Forkhead box P1 

FRB-domén: FK506-rapamycin kötő domén 

GβL: G protein b subunit-like protein 

GRα: glucocorticoid receptor α 

HD methotrexate: magas dózisú methotrexate 

HEAT: for Huntingtin, EF3, A subunit of PP2A, TOR1 

HIF-1α: hipoxia indukálta faktor-1 α 

HSP: Hősokk fehérjék 

HOX11L2: TLX3/T-cell leukemia homeobox 3 

HOX11: TLX1/T-cell leukemia homeobox 1 

IGF: insulinszerű növekedési faktor 

IGF-1R: inzulinszerű növekedési faktor receptor 1 

IKZF1: IKAROS family zinc finger 1 gene 

IRS: inzulin receptor szubsztrát 

IRF4: interferon regulatory factor 4 

JAK1: Janus kináz 1 

JNK2: c-jun-N-terminal kinase 2 

K-RAS: Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog  

LEF1: lymphoid enhancer-binding factor-1 

LKB1: liver kinase B1 

LMO2: LIM domain only 2  

MAPK: mitogen-activated protein kinase 

MCL-1: myeloid cell leukemia-1 

MEF2C: myocyte enhancer factor 2C 

MEK: mitogen-activated protein kinase kinase 

MFI: átlagos fluoreszcencia intenzitás 

MLL-AF4: mixed-lineage leukemia-AF4/FMR2 family, member 4 fúziós gén 

mLST8: mammalian lethal with sec-13 protein 8  

mSin1: mammalian stress-activated map kinase-interacting protein 1  

mTOR: mammalian target of rapamycin 
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mTORC1: mTOR komplex 1 

mTORC2: mTOR komplex 2 

NF1: neurofibromatosis type 1 

NFIA: Nuclear factor I/A 

NFKB1 nuclear factor κB  

NHL: non-Hodgkin lymphoma 

N-RAS: neuroblastoma rat sarcoma viral oncogene homolog 

NUP214-ABL1: nuklear pore complex protein 241 kDa-Abelson murine leukemia viral 

oncogene homolog 1 fúziós gén 

OS: overall survival, teljes túlélés 

PDCD4: programmed cell death 4 

PDK1: phosphatidylinositol-dependent kinase 1 

PE38: Pseudomonas exotoxin  

PGC-1α: Peroxisome proliferator-activated receptor gamma, coactivator 1 α 

Ph+ ALL: Philadelphia kromoszóma pozitív akut lymphoid leukémia 

PI3K: foszfatidilinozitol 3-kináz 

PIK3R1: foszfatidilinozitol 3-kináz, szabályozó alegység 1 

PIP2: foszfatidilinozitol-biszfoszfát 

PIP3: foszfatidilinozitol-triszfoszfát 

PKA: protein kináz A 

PKB: proteinkináz B 

PKCα: protein kináz C α 

PMSF: phenyl-methylsulfonyl fluoride 

PPAR-g: peroxisome proliferator-activated receptor g  

PRAS40: proline-gazdag Akt szubsztrát 40 kDa  

PRDM1: PR domain zinc finger protein 1 

pre-B-ALL: pre-B-sejtes akut lymphoid leukémia 

Protor 1/2: protein observed with Rictor 1/ 2 

PTEN: phosphatase and tensin homolog 

p70S6K: S6 kináz 70 kDa 

p90RSK: p90 riboszómális S6 kináz 

RAF: rapidly accelerated fibrosarcoma kinase 

RAG: Ras-related GTP-binding protein 

Raptor: regulatory associated protein of mTOR 
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RAS: rat sarcoma homolog 

REDD1: Regulated in development and DNA damage response 1  

RHEB: Ras homolog enriched in brain 

Rictor: rapamycin-insensitive companion of mTOR 

RSK1 riboszómális S6 kináz polypeptide 1 

S6RP: S6 riboszomális fehérje 

SAPK: stress activated protein kinase 

SGK1: serum glukocortikoid-regulated kinase 1 

SHIP1: foszfatidilinozitol-3,4,5-triszfoszfát 5-foszfatáz 

SIN1: stress-activated protein kinase-interacting protein 1 

SREBP1/2: sterol regulatory element-binding protein 1/2  

STAT-3: signal activator and transducer of transcription-3 

STAT-5: signal activator and transducer of transcription-5 

TAB1: TGF-beta-activated kinase 1 

T-ALL: T-sejtes akut lymphoid leukémia 

TCL-1: T-cell leukemia/lymphoma 1A 

TCRα: T-sejt receptor α 

TFEB: transzkripciós faktor EB  

TIAM1: T-cell lymphoma invasion and metastasis 1 

TNFAIP3: tumor necrosis factor alpha-induced protein 3  

TRAIL: tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand 

TRK: receptor tirozin kináz 

TSC1/2: tuberous sclerosis 1/2 

ULK1: unc-51-like kinase 1 

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor 

YY1: transcription factor Ying-Yang 1  
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1. BEVEZETÉS 

1.1. Gyermekkori akut lymphoid leukémia 

1.1.1. Gyakoriság, klinikai kép 

Az akut lymphoid leukémia (ALL) a leggyakrabban előforduló gyermekkori 

malignitás. Az újonnan diagnosztizált gyermekkori daganatok 25%-a, az akut leukémiák 80-

85%-a ALL (1). A betegség incidenciája 3/100 ezer 15 év alatti gyermek évente, elsősorban a 

2-5 éves korosztályt érinti, és fiúknál valamivel gyakrabban fordul elő, mint lányoknál 

(fiú:lány – 1,3:1) (2, 3). 

Az ALL mind a genetikai, mind a klinikai képet tekintve heterogén betegcsoportot 

képez, melyben a leukémia sejtek szomatikus mutációk miatt megváltozott proliferációs és 

differenciálódási programmal rendelkező, éretlen és differenciálatlan B- vagy T-progenitor 

sejtekből származnak (4, 5). A kontrollálatlan proliferáció következtében a lymphoblastok a 

csontvelőben felszaporodva kiszorítják a normális vérképző elemeket, pancytopeniát 

eredményeznek az anemia (sápadtság, általános gyengeség, fáradékonyság, pulzusszám 

emelkedés, szisztolés zörej), a neutropenia (láz, fertőzésekre való hajlam, nyálkahártya 

fekélyek) és a trombocytopenia (bőr- és nyálkahártyavérzések) klinikai következményeivel. A 

leukémia sejtek lymphoid rendszeri- és más parenchymás szervi infiltrációja következtében 

nyirokcsomó (perifériás, hasi, mediasztinális), lép, és máj megnagyobbodás is jelentkezhet. A 

klinikai képet színezheti az extramedulláris megjelenés a központi idegrendszerben, herékben, 

petefészekben, vesében, bőrben, szemben, csontokban és ízületekben (jellegzetes csont- és 

ízületi fájdalom). 

 

1.1.2. Diagnosztika, besorolás 

A diagnózis megállapítása, a pontos altípus meghatározása több, egymásra épülő 

vizsgálat alapján történik. Az anamnézis felvételét, fizikális vizsgálatot követően képalkotó és 

laboratóriumi vizsgálatokat végzünk a betegeknél. Vérkép és -kenet, csontvelő és liquor 

vizsgálat – leukémiás infiltráció gyanúja esetén herebiopszia – szükséges a diagnózis 

felállításához. A liquor vizsgálata a meningealis érintettség kizárása érdekében történik. A 

perifériás vér, a csontvelő, és a liquor morphológiai (FAB klasszifikáció) vizsgálata mellett, a 

csontvelői sejtek áramlási citometriai (immunfenotípus, DNS-index), cytogenetikai 

(kromoszóma számbeli és szerkezetbeli eltérései), és molekuláris genetikai (fúziós gének) 

vizsgálata teszi lehetővé a pontos altípus meghatározását. 
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A sejtek morfológiájának jelentősége napjainkban csökkent, mivel az immunfenotípus 

áramlási citometriás meghatározása gyors, pontos besorolást tesz lehetővé. A cytogenetikai és 

molekuláris genetikai vizsgálatok segítségével lehetőség nyílik az egyes altípusokat jobban 

elkülöníteni, ami a prognózis megítélésében, a kezelés megválasztásában döntő jelentőségű 

(6).  

Mivel a leukémia sejteket azok a differenciálódási antigének jellemzik, amelynek 

szintjén a malignus transzformáció bekövetkezett, monoklonális ellenanyagok és áramlási 

citometriai módszer segítségével (immunglobulin, intracitoplazmatikus nehézlánc, TdT, CD 

és HLA-DR sejtfelszíni antigén expresszió meghatározás révén) a betegség pontos 

immunológiai besorolására nyílik lehetőség. A leukémia sejtek immunfenotípusa alapján 

megkülönböztetünk prekurzor B-ALL-t (~80%), T-ALL-t (~15%) és B-ALL-t (~2%). A 

prekurzor B-ALL-hez tartozik a pre-pre-B-ALL, a common-ALL és a pre-B-ALL. A T-ALL-

en belül megkülönböztetünk korai, kortikális és érett T-ALL típust (7).  

A cytogenetikai és molekuláris genetikai vizsgálatok segítségével azonosíthatók azok 

a genetikai eltérések, melyeket a lymphoblastok 70-80%-a hordoz. Az eltérések kb. 30%-a 

kromoszóma transzlokáció (8). Feltételezhetően ezek az eltérések szerepet játszhatnak a 

leukémia kialakulásának patomechanizmusában protoonkogének aktivációja, illetve 

tumorszupresszor gének inaktivációja révén. A genetikai eltérések, mint független 

prognosztikai tényezők megváltoztathatják a betegek prognosztikai besorolását, ami pedig a 

kezelés szempontjából fontos. Ma már számos olyan genetikai eltérést ismerünk, melyek 

jelenléte jó (hyperdiploiditás, 4-es, 7-es, 10-es triszómia, ETV6-RUNX1 transzlokáció), 

illetve rossz (BCR-ABL1, TCF3-PBX1, MLL-AF4, 21-es kromoszóma intrakromoszómális 

amplifikációja, hypoploiditás) prognózisra utal (6). A leggyakrabban előforduló cytogenetikai 

eltéréseket az 1. táblázat foglalja össze (4, 7, 9-14). 

Ismertek olyan genetikai eltérések is, melyek célzott terápia alapjául szolgálhatnak. A 

rossz prognózisú, Ph+ ALL-es betegeknél a kemoterápia kiegészítéseként célzottan 

alkalmazott tirozin-kináz gátlók a túlélési eredmények javulásához vezettek (15).  
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1. táblázat. Cytogenetikai eltérések gyermekkori ALL-ben (4, 7, 9-14). 

Szubtípus Előfordulás Gyakoriság % Prognózis Klinikai jellemz ő 

prekurzor B-ALL         

Hyperdiploiditás (kromoszómaszám >50) BCP-ALL 35% jó  a betegek jól reagálnak az antimetabolit kezelésre (8, 10) 

ETV6-RUNX1 t(12;21)(q13;q22)  BCP-ALL 25% jó  a betegek jól reagálnak asparaginase kezelésre, relapszus ritka (8, 10) 

Triszómia (4, 7, 10 kromoszóma) BCP-ALL 20% jó  a betegek jól reagálnak az antimetabolit kezelésre (16) 

TCF3-PBX1 t(1;19)(q23;q13)  pre-B-ALL 10% rossz a betegek jól reagálnak a HD methotrexate kezelésre (8, 10) 

BCR-ABL1 t(9;22)(q34;q11)  common, pre-B-ALL 2-5% rossz  Imatinib kezeléssel a túlélési eredmények emelkedtek (>80%) (15, 17) 

MLL-AF4 t(4;11)(q21;q23)  pre-pre-B-ALL 2% rossz  <1évnél gyermekek 70%-ában kimutatható, myeloid antigén koexpresszió (8, 10) 

Intrakromoszómális amplifikáció (21) BCP-ALL 3% rossz  idősebb gyermekeknél, fiatal felnőtteknél gyakoribb előfordulás (18) 

Hypodiploiditás (kromoszómaszám <44) BCP-ALL 2% rossz  a betegek 90%-a BCP-ALL, gyakori RAS jelút-, IKAROS gén mutáció (14, 19) 

T-ALL         

TAL/LMO t(1;14)(p32;q11)/t(1;7)(p32;q34);1p32 del. T-ALL 15-30% jó  a betegek jól reagálnak a hiszton deacetiláz gátlókra (12, 20) 

HOX11L2 t(5;14)(q35;q32) T-ALL 20% rossz   a kezelés reintenzifikálásával a betegek >90% komplett remisszióba kerül (12, 21) 

HOX11 t(11;14)(p24;q11) kortikalis T-ALL 5-10% jó  gyakori NOTCH mutáció, NOTCH gátlók potenciálisan hatékonyak lehetnek (20, 22) 

HOXA inv(7)(p15q34)/t(7;7)(p15;q34) T-ALL 6% rossz  a betegek jól reagálnak a hiszton H3K79 metiltranszferáz gátlókra (12, 20) 

NUP214-ABL1 (9q34 del.) T-ALL 3% rossz  a betegek jól reagálnak a tirozin-kináz gátlókra (12, 20) 

Újabb gyakori eltérések         

IKZF1 del./mutáció BCP-ALL 15-30% rossz  daunorubicin, asparaginase rezisztencia, Ph+ ALL 80%-ban megfigyelhető (5, 23) 

JAK1/2 mutáció BCP-ALL, T-ALL 5-10% rossz  Down szindromás- és magas rizikójú betegeknél gyakoribb előfordulás (5, 17, 24) 

CDKN2A/B del. BCP-ALL, T-ALL 30-50% rossz relabáló Ph+ ALL-es betegek ~50%-ban-, T-ALL ~ 30%-ban megfigyelhető (5, 20) 

CRLF2 overexpresszió BCP-ALL 5-16% rossz Down szindrómás ALL-es betegek >50%-ban megfigyelhető (5) 

NOTCH/FBXW7 mutáció T-ALL 50% jó/rossz 
Felnőttkorban a relapszus megjelenésével-, gyermekkorban jelenlétük a jó prognózissal 
korrelál (5, 25, 26) 

PTEN/P13K/AKT jelátviteli útvonal del., mutáció T-ALL 50% rossz  mTOR gátlók potenciálisan hatékonyak (27) 

LEF1 del., mutáció T-ALL 15% jó fiatalabb életkorral hozható összefüggésbe (5, 28) 
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A betegeket a diagnózis felállítását követ

munkacsoport (BFM) által meghatározott prognosztikai faktorok alapján rizikócsoportokba 

soroljuk, mely a kezelés intenzitását határozza meg. A legfontosabb prognosztikai tényez

az életkor, a kezdeti fehérvérsejtszám, az immunfenotípus, a központi idegrendszer esetleges 

érintettsége, cytogenetikai és 

válasz. Utóbbi alapja a 8. napi szteroid válasz a perifériás vérben, 

csontvelői minták blaszt száma. Ezek alapján megkülönböztetü

rizikójú betegcsoportot – a kemoterápiás kezelés 3 ágának (SR, MR, HR) megfelel

ábra). A 2010-ben induló protokoll alapján a 15. napi csontvel

értéke megemelkedett, alacsony rizikóba történ

0,1% alatt kell lennie. Közepes rizikóról beszélünk 0,1

10% feletti blaszt aránynál a beteg a nagy rizikó

1. ábra. Rizikócsoportok. A betegek BMF (Berlin

felállított rizikócsoportokba történ

csontvelő, M1: csontvelői blaszt<5%, M2: csontvel

blaszt>25%, SR: alacsony rizikó, MR: közepes rizikó, HR: magas rizikó. (ALL IC BFM 

2002: Classification). 

 

1.1.3. Kezelés 

A betegek kezelése 2 évig tart az ALL

intenzív (6-8 hónapos), és ezt követ

intenzív kezelési szakaszon belül megkülönböztetünk indukciót, konszolidációt és 

10 

diagnózis felállítását követően a Berlin-

) által meghatározott prognosztikai faktorok alapján rizikócsoportokba 

soroljuk, mely a kezelés intenzitását határozza meg. A legfontosabb prognosztikai tényez

kezdeti fehérvérsejtszám, az immunfenotípus, a központi idegrendszer esetleges 

és molekuláris genetikai eltérések jelenléte, valamint a terápiás 

válasz. Utóbbi alapja a 8. napi szteroid válasz a perifériás vérben, és a 15. napi

t száma. Ezek alapján megkülönböztetünk alacsony, közepes

a kemoterápiás kezelés 3 ágának (SR, MR, HR) megfelel

ben induló protokoll alapján a 15. napi csontvelővizsgálatnak a prognosztikai 

értéke megemelkedett, alacsony rizikóba történő besoroláshoz a 15. napi blaszt aránynak 

0,1% alatt kell lennie. Közepes rizikóról beszélünk 0,1-10% közötti blaszt arány esetében, 

10% feletti blaszt aránynál a beteg a nagy rizikójú csoportba kerül (4).  

A betegek BMF (Berlin-Frankfurt-Münster) munkacsoport által 

felállított rizikócsoportokba történő besorolás kritériumai. WBC: fehérvérsejtszám, csv.: 

ői blaszt<5%, M2: csontvelői blaszt>5-<25%, M3: csontvel

y rizikó, MR: közepes rizikó, HR: magas rizikó. (ALL IC BFM 

A betegek kezelése 2 évig tart az ALL-BFM terápiás protokollok alapján. Ez egy 

8 hónapos), és ezt követő fenntartó (16-18 hónapos) kezelési szakból áll.

intenzív kezelési szakaszon belül megkülönböztetünk indukciót, konszolidációt és 

-Frankfurt-Münster-

) által meghatározott prognosztikai faktorok alapján rizikócsoportokba 

soroljuk, mely a kezelés intenzitását határozza meg. A legfontosabb prognosztikai tényezők: 

kezdeti fehérvérsejtszám, az immunfenotípus, a központi idegrendszer esetleges 

molekuláris genetikai eltérések jelenléte, valamint a terápiás 

a 15. napi, és 33. napi 

nk alacsony, közepes és magas 

a kemoterápiás kezelés 3 ágának (SR, MR, HR) megfelelően – (1. 

izsgálatnak a prognosztikai 

 besoroláshoz a 15. napi blaszt aránynak 

10% közötti blaszt arány esetében, 

 

Münster) munkacsoport által 

 besorolás kritériumai. WBC: fehérvérsejtszám, csv.: 

<25%, M3: csontvelői 

y rizikó, MR: közepes rizikó, HR: magas rizikó. (ALL IC BFM 

kollok alapján. Ez egy 

18 hónapos) kezelési szakból áll. Az 

intenzív kezelési szakaszon belül megkülönböztetünk indukciót, konszolidációt és 
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reindukciót. Valamint a kezelés része a meningeális profilaxis is, mely intrathecalis 

kemoterápiás kezelést, bizonyos esetekben koponya besugárzást jelent. 

Az indukció alapja a kortikoszteroid (prednisolon) kezelés. A kezelés első hetében a 

betegek kizárólag per os kortikoszteroid kezelést kapnak. A 8. terápiás napon a perifériás 

vérben mért abszolút blasztszám határozza meg a szteroid választ, mely az egyik legfontosabb 

prognosztikai faktor. A továbbiakban a betegek különböző kemoterápiás szerek 

kombinációját kapják (vincristin, daunorubicin, asparaginase, cytosin-arabinoside, 

cyclophosphamide, 6-mercaptopurin), melynek eredményeképpen a beteg remisszióba kerül. 

A konszolidáció és meningealis profilaxis során a betegek nagy-dózisú methotrexate (HD-

MTX; 5g/m2/24h) és 6-merkaptopurin kombinációját kapják, valamint intrathecalis 

methotrexate kezelésben részesülnek. A reindukció során a betegek az indukcióhoz hasonló 

gyógyszerkombinációt kapnak. A fenntartó kezelés során a betegek a kezelés megkezdésétől 

számított 2. év végéig részesülnek szájon át methotrexate és 6-merkaptopurin 

kombinációjában. A protokoll szerinti kezelés a túlélés növekedését, és a központi 

idegrendszeri recidívák csökkenését eredményezte (29). 

A magas kockázatú, rosszabb prognózisú betegek az indukciós kezelést követően 

intenzív blokk-kezelésben részesülnek, mely során kemoterápiás szerek (szteroidok, vinca 

alkaloidok, alkilálók, antraciklin, nagy adagú cytosin-arabinoside, etoposide, asparaginase) 

nagydózisú kombinációját kapják. A kezdeti meningealis érintettségben szenvedő – magas 

malignitású és T-ALL-es – betegek koponya besugárzást (12-18Gy) is kapnak a későbbi 

központi idegrendszeri recidíva megelőzésére. A betegek egy részénél (pl. rossz terápiás 

válasz, Ph+ ALL, recidíva) a kemoterápián kívül allogén őssejt átültetésre is szükség lehet. 

A jól megválasztott kezelés ellenére a betegek 20%-ában mégis recidíva jelentkezik, 

ami a halálozás mintegy 60%-ért felelős (30, 31). A recidív ALL kezelése szempontjából igen 

fontos, hogy mikor – korai, késői recidíva –, és hol – izolált csontvelői, központi 

idegrendszeri, tesztikuláris recidíva vagy ezek kombinációja – jelenik meg újból a betegség. 

A recidív betegek kezelése kemoterápia, sugárkezelés és allogén őssejtátültetés kombinációja. 

Sajnos az intenzív kezelés ellenére a betegek 15-20%-át ma sem sikerül 

meggyógyítani. Ennek hátterében mintegy 60-70%-ban kemoterápia rezisztencia vagy 

recidíva áll. Ezeknél a betegeknél igen gyakran kromoszóma eltérések [t(9;22)(q34;q11), 

t(4;11)(q21;q23), hypodiploiditás] figyelhetők meg (29). A rossz kemoterápiás válasz, a 

betegség recidívája, valamint az agresszívebb kemoterápia miatt jelentkező mellékhatások 

következtében ezen betegek túlélési eredményei rosszabbak (1, 32). A másik nehézség a 
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betegek kezelése során (kemoterápia, radioterápia, csontvelőátültetés), és a kezelést követően 

fellépő mellékhatások. Az túlélők  közel 50%-ánál jelentkezik valamilyen krónikus 

egészségügyi probléma (33). A kezelés során előforduló mellékhatásokat a 2. táblázat foglalja 

össze (31, 33-35). 

 

2. táblázat. A kezelések leggyakrabban jelentkező mellékhatásai. a. Gyermekkori ALL 

kezelése során jelentkező mellékhatások kezelési mód szerint. b. A kemoterápia során 

alkalmazott citosztatikumok leggyakrabban előforduló mellékhatásai. c. A kezelést követően 

megjelenő mellékhatások relatív rizikója (RR) az ALL-es túlélőkben, a betegek (korban 

legközelebb lévő) testvéreihez viszonyítva (31, 33-35). 

 

Terápia Mellékhatás 

Kemoterápia GI mucosa károsodás, gyomorfekély, nekrotizáló 
enterokolitis, pancreatitis 

  infekció (candidiasis, aspergillosis, HZV, HSV, CMV, 
Pneumocystis carinii), ARDS 

  szív-, vese-, májtoxicitás 

  osteoporosis, csontnekrózis 

  neuropathia 

  infertilitás 

  endokrinológiai eltérések, növekedési retardáció 

  másodlagos daganat  

Sugárkezelés endokrinológiai eltérések, növekedési retardáció 

  infertilitás 

  neurokognitív eltérés 

  másodlagos malignitás 

Csontvelőtranszplantáció akut, krónikus "graft versus host betegség" 

  szív-, vese-, májtoxicitás 

  ARDS, pneumonia, nem szíveredetű tüdőödéma 

  agyödéma, encephalopathia, trombózis, vérzés 

  dermatitis, erythema, epidermolysis, Lyell-szindróma, 
hiperszenzitív reakció 

  infertilitás 

  aszeptikus csontnekrózis 

  másodlagos daganat 

a. 
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Kemoterápiás szer Legfontosabb mellékhatások 

Prednisolon Cushing-szindróma, diabetes mellitus, magas vérnyomás, GI vérzés, osteoporosis, 
aszeptikus csontnekrózis, pszichés labilitás 

Vincristin perifériás neuropathia, myopathia, myeloszupresszió, paralytikus ileus, szív- és 
érrendszeri eltérések, polyuria, dysuria 

Daunorubicin akut és krónikus cardiotoxicitás, kardiomyopathia, myeloszupresszió, GI mucosa 
károsodás, vese- és májtoxicitás, gonadális diszfunkció 

L-Asparaginase allergiás reakció, májtoxicitás, hasnyálmirigy és vese diszfunkció, encephalopathia 

Cytosin-
arabinoside 

myeloszupresszió, GI mucosa károsodás, gonadális diszfunkció, ritmuszavar, 
tüdőödéma, vesediszfunkció, csont és izom fájdalom 

Cyclophosphamide myeloszupresszió, vesediszfunkció, karcinogenezis, gonadális diszfunkció, 
cardiotoxicitás, májtoxicitás, neurotoxicitás 

Ifosfamide mint cyclophosphamid, de jelentősebb a vese-, uro-, és nephrotoxicitás 

6-Merkaptopurin myeloszupresszió, máj- és vesediszfunkció, stomatitis, diarrhea 

Methotrexate vese-, és májtoxicitás, encephalopathia, myeloszupresszió, gonadális diszfunkció, 
GI mucosa károsítás, pneumonitis, ARDS 

Etoposide alacsony vérnyomás, allergiás reakció, myeloszupresszió, GI mucosa károsodás, 
neuropathia, májtoxicitás, karciogenezis 

    b. 

Mellékhatások  RR 

csontrendszer 7.7 (2.8-21.3) 

szív- és érrendszer 6.9 (4.2-12.9) 

idegrendszer 5.3 (3.1-11.4) 

vese 4.8 (2.1-18.9) 

tüdő 4.2 (2.8-6.6) 

másodlagos daganat 4.1 (3.1-5.8) 

endokrinológiai szervek 3.1 (2.3-4.5) 

hallás 3 (1.5-6.8) 

gyomor-bél rendszer 2.2 (1.0-5.0) 

c. 

 

A hosszútávú túlélés szempontjából nagyon fontos lenne a lehető leghamarabb 

kimutatni, ha a beteg nem reagál megfelelően a kezelésre, illetve a betegség újból visszatér. A 

kezelés hatékonyságának felmérésére a korai időszakban a 8. napi szteroid válasz, a 15. napi, 

33. napi, valamint protokoll M előtti csontvelői vizsgálatok nyújtanak felvilágosítást. A 

betegek követése a flow cytometria, illetve cytogenetikai/molekuláris genetikai vizsgálatokkal 

történik. Áramlási citometriai módszerrel egyetlen leukémia sejt kimutatható 103-104 

hemopoetikus sejt között. A RT-PCR érzékenysége az áramlási citometriához hasonló, újabb 

vizsgálatok alapján mindkét módszer hatékony a betegek követésére, minimális reziduális 

betegség (MRD), ill. recidíva kimutatására (4, 36).  

Csontvelő vizsgálat ismételt elvégzése szükséges, amennyiben felmerül a betegség 

recidívájának gyanúja. A csontvelő vizsgálat elvégzése fájdalommal jár, ezért gyermekkorban 
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altatásban történik. A betegek követése egyszerűbb és kevésbé megterhelő lenne olyan 

markerek segítségével, melyek korán (akár a klinikai tünetek megjelenése előtt), perifériás vér 

mintából is tudnának információval szolgálni a betegség visszatérésével kapcsolatban. A 

kérdés fontosságára utal, hogy rengeteg publikáció jelenik meg évtizedek óta, ami olyan 

markereket próbál meghatározni, melyek hasznosak lehetnek a prognózis megítélésében, a 

recidíva korai kimutatásában (37-43). 

 

1.1.4. Túlélés 

Napjainkban a kombinált, intenzív kezelés (kemoterápia, központi idegrendszeri és 

here besugárzás, valamint allogén őssejt átültetés) – a 60-as években 90%-os letalitással járó 

betegségben szenvedő ALL-es betegek – 80-85%-ban hosszútávú gyógyulást eredményez 

(11, 44). A rizikócsoportok pontosabb meghatározásának lehetősége, a nemzetközi kezelési 

protokollok alkalmazása, a javuló szupportációs kezelés, illetve a jobb technikai felszereltség 

ugyancsak hozzájárult a túlélési eredmények javulásához (45). Ugyanakkor továbbra is 

nehézséget jelent a relabáló, kezelésre rosszul reagáló betegek kezelése, másrészt a kezelés 

következtében kialakuló rövid- és hosszútávú mellékhatások. Recidíva esetén a betegek 3 

éves túlélése 28-60% a recidíva időpontjától és lokalizációjától függően (29). Egy, 2600 

gyermekkori ALL-es túlélőt vizsgáló közlemény szerint a gyógyult betegek mintegy 50%-

ában jelentkezett valamilyen krónikus egészségügyi eltérés (46). A betegek túlélési 

eredményeinek és hosszútávú életminőségének javításához új terápiás lehetőségként a célzott 

terápia járulhat hozzá. 

 

1.2. Célzott terápia gyermekkori ALL-ben 

Az in vitro, in vivo és fázis kísérletek eredményei azt mutatják, hogy gyermekkori 

ALL-ben a célzott terápia révén a konvencionálisan alkalmazott szerek dózisa csökkenthető, 

ami a kezelés toxicitásának csökkenését, a betegek gyógyulási esélyének növekedését 

eredményezhetné. Célzott terápia alkalmazásával a relapszus ráta is csökkenthető lenne (15, 

47-59).  

Az első célzott terápiás sikereket CML-ben érték el. Az ABL1 tirozin-kináz – imatinib 

– szelektív gátlásával, a betegek túlélési eredményei 15%-ról 75%-ra emelkedtek (60). A 

tirozin-kináz gátlókkal elért sikereket követően, már gyermekkori ALL-ben is számos, 

potenciálisan alkalmazható gátlószert ismerünk, melyek hatékonyak lehetnek a 
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konvencionálisan alkalmazott kemoterápia kiegészítéseként a rosszul reagáló betegek 

kezelésére. 

ALL-ben elsősorban a normál B-, illetve T-lymphocyták differenciálódásában, 

proliferációjában, túlélésében és aktivációjában fontos szerepet játszó jelátviteli útvonalak 

(RAS/RAF/ERK/JNK, PI3K/AKT/mTOR, JAK/STAT, ABL tirozin-kináz, SRC tirozin-kináz 

család, NOTCH1, Aurora kináz A/B, DR4, DR5) intermedierjeinek, és sejtfelszíni 

receptorainak a gátlása merül fel lehetséges célzott terápiás célpontként (17, 61) (3. táblázat). 

Gyermekkori ALL-ben alkalmazható célzott terápiák közül kiemelném az mTOR 

gátlókat. A PI3K/AKT/mTOR jelátviteli útvonal fokozott aktivitása, illetve az mTOR gátlók 

alkalmazásának lehetősége intenzív kutatások tárgyát képezi napjainkban (27, 50, 61-69).  
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3. táblázat. Potenciális célzott terápiák gyermekkori ALL-ben ( 17, 61).   

Gátlószer típus Szer neve Célmolekulák Célmolekula által befolyásolt jelutak, funkciók Klinikai hatékonyság 

Onkogén kináz gátlók         

ABL1 gátlók Imatinib (STI571) ABL1, cKIT, PDGFR RAS/RAF/ERK/JNK, PI3K/AKT/mTOR, NFKB1, Abi-2  Ph+ALL 

  Dasatinib (BMS-354825) ABL1, SRC kinázok, cKIT, EPHA2, PDGFR     

  Nilotinib (AMN107) ABL1, cKIT, PDGFR     

FLT3 gátlók Lestaurtanib (CEP-701) FLT-3 RAS/ RAF/ERK, PI3K/AKT/mTOR, STAT5  MLL-, T-ALL 

  Midostaurin (PKC-412) FLT-3     

mTOR gátlók Rapamycin (Sirolimus) mTORC1 (+/-mTORC2) 4EBP1, S6K, Akt, transzkripció, autofágia, aktin organizáció B- and T-ALL, Ph+ ALL 

  Everolimus (RAD-001) mTORC1 (+/-mTORC2)     

  Temsirolimus (CCI-779) mTORC1 (+/-mTORC2)     

PI3K/mTOR gátlók PI-103 PI3K, mTORC1, mTORC2 4EBP1, S6K, Akt, transzkripció, autofágia, aktin organizáció B- and T-ALL, Ph+ ALL 

  NVP-BEZ235 PI3K, mTORC1, mTORC2     

PI3K gátlók LY294002 PI3K AKT/mTOR  B- and T-ALL, Ph+ ALL 

Akt gátlók Perifostine Akt mTOR, aktin organizáció B- and T-ALL, Ph+ ALL 

  Tricibine Akt     

JAK gátlók ruxolitinib JAK, IKZF1, CRFL2 RAS/RAF, PI3K/Akt, STAT, IKAROS, IL7R pre-B-ALL Down szindrómában 

Aurora gátlók Alisertib (MLN8237) Aurora A, ABL1 , FLT-3  G2->M tranzíció, citokinézis, mitózis szabályozás relabáló ALL, Ph+, FLT-3+ ALL 

Multi-kináz gátlók Sorafenib (BAY439006) RAF, FLT-3, VEGFR, PDGFR, cKIT, p38α RAS/RAF/ERK, PI3K/AKT/mTOR, STAT5  relabáló ALL 

TAM tirozin kináz gátlók   Tyro-3, Axl, Mer RAS/ RAF/ERK, AKT/mTOR, p38, STAT6  relabáló ALL 

PIM kináz gátlók SGI-1776 PIM-1 c-MYC, 4EBP1, BAD, p21, p27  B- and T-ALL, Ph+ ALL 

Onkogén célmolekulák         

Proteaszóma gátlók Bortezomib (PS-341) 26S ubiquitin proteaszóma NFKB1, BCL2, XIAP, JNK, caspase-8 relabáló ALL 

Farnesyltranszferáz gátlók Tipifarnib (R115777)  RAS RAF, MEK, ERK  T-ALL, RAS pozitív leukémiák 

Hősokk fehérje gátlók Tanespimycin (17-AAG) Hősokk fehérje 90 AKT, RAF  Ph+, FLT3 pozitív leukémiák 

  Alvespimycin (17-DMAG)       

Gamma-szekretáz gátló MK0752, LY450139 Notch1  c-MYC, NFKB1  T-ALL 
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3. táblázat folytatása. Potenciális target terápiák gyermekkori ALL-ben.  
Apoptotikus jelút aktiválás         

BCL2 antagonisták Obatoclax (GX 15-070) Pan-anti-apoptotikus BCL2 pro-apoptotikus BAX, BAK  relabáló ALL 

TRAILR monoklonális antitest Lexatumumab (ETR2-ST01) DR5 receptor caspase-3, -8, -10  relabáló ALL 

Survivin gátlók   Survivin caspases-3, -7  relabáló pre-B-ALL 

Epigenetikus célmolekulák         

Hiszton-deacetiláz gátlók Vorinostat (SAHA) HDAC kromatin összerendeződés, fehérjetermelés  relabáló ALL, Ph+ ALL 

DNS metiltranszferáz gátlók Decitabine DNS metiltranszferáz DNS metiláció, kromatin összerendeződés  többszörösen relabáló ALL 

Sejtelszíni célmolekulák         

Receptor antagonisták RCP168 peptid CXCR4 B-sejt lymphopoesis, csontvelői myelopoesis, ERK, PI3K, NFKB1  B-ALL 

Monoklonális antitestek (mAb) Rituximab CD20 B-sejt  CD20+ B-ALL 

  Epratuzimab CD22 B-sejt fejlődés pre-B-ALL, relabáló ALL  

 
Alemtuzumab  CD52 ismeretlen (70) CD52+ pre-B-ALL, T-ALL 

Konjugált mAb CAT8015  CD22 B-sejt fejlődés CD22+ ALL, relabáló ALL 

  Blinatumomab CD19 B-sejt érés, fejlődés  CD19+pre-B-ALL 
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1.3. mTOR (mammalian target of rapamycin) kináz 

1.3.1. Funkció, felépítés 

Az mTOR kináz a sejt alapvető funkcióinak központi szabályozójaként, a sejtbe 

érkező jeleket – növekedési faktor stimuláció, energia- és tápanyag-ellátottság, celluláris 

stressz – integrálja, és ezek alapján irányítja a sejt működésében fontos folyamatokat: mint a 

növekedést, proliferációt, túlélést, sejtmotilitást és autofágiát (71). 

Az mTOR a foszfatidilinozitol-3 kináz (PI3K) családba tartozó, 289 kD 

molekulatömegű szerin-treonin kináz. Felépítésére konzervált, szerkezeti domének jelenléte 

jellemző: N-terminálisan α-hélixek ismétlődéséből felépülő HEAT-repeats szekvenciák, C 

terminális felé haladva a FAT, kináz (KD), szabályozó (PRD), és FAT C terminális (FATC) 

domének. A FAT és kináz domén között elhelyezkedő FRB domén jellegzetessége, hogy ebbe 

a régióba képes bekötődni az mTOR gátló rapamycin és az FKBP12 fehérje által alkotott 

komplex, ami az mTOR kináz aktivitásának részleges gátlását eredményezi (72) (2. ábra). 

Az mTOR két különböző komplexben (mTORC1 és mTORC2) fordul elő, melyek 

eltérő felépítéssel és funkcióval rendelkeznek. Mindkét komplex esetében megkülönböztetünk 

általános és specifikus alegységeket. A komplexekre jellemző általános alegységek: az mTOR 

kináz, az mLST8/GβL és a DEPTOR. Az mLST8 az mTOR kináz doménjéhez (KD) 

kapcsolódva stimulálja az mTOR komplexek aktivitását, ezen kívül támogatja a Raptor és 

mTOR közötti kapcsolat kialakulását, és az mTOR tápanyag szenzitivitásában is részt vesz. A 

DEPTOR az mTOR kináz FAT doménjéhez kapcsolódva mindkét komplex működését képes 

gátolni (73-75). Az mTORC1 komplex specifikus alegységei a Raptor és PRAS40. A Raptor 

(regulatory associated protein of mTOR) scaffold fehérjeként az mTORC1 komplex 

célfehérjéinek (S6K1 és 4EBP1) kötődését segíti elő. A PRAS40 (prolin gazdag AKT 

szubsztrát) a Raptorhoz kapcsolódva gátolja az mTORC1 komplex aktivitását. Az AKT által 

foszforilálódva azonban leválik a Raptorról, és hatására az mTORC1 komplex felszabadul a 

gátlás alól (76). Az mTORC2 komplex specifikus alegységei a Rictor (rapamycin-insensitive 

companion of mTOR), az mSIN1, és Protor 1/2. A Rictor és mSIN1 fehérjék alapvető 

fontosságúak az mTORC2 komplex stabilitásának és integritásának kialakításában. Ezen kívül 

kötőhelyet biztosítanak az mTORC2 komplex célfehérjeinek, ezáltal támogatják – köztük az 

AKT (Ser471 helyen történő) – foszforilációjukat. A Protor – melynek két izoformáját 

(Protor-1, Protor-2) különböztetjük meg – a Rictor fehérjén keresztül kapcsolódik az mTOR 

kinázhoz. Pontos funkciójával kapcsolatban kevesebb adat áll rendelkezésünkre, 
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feltételezhetően az SGK1 – mTORC2 komplex célfehérje 

(77, 78) (2. ábra). 

 

 

 

a. 

 

 

 

 

b. 

 

 

2. ábra. Az mTOR komplexek felépítése. a. 

73, 79).  

 

1.3.2. Az mTOR jelátviteli útvonal

A PI3K/AKT/mTOR jelátviteli útvonal 

kináz – aktiválásában különböz

vehetnek részt. A ligandok bekötését követ

továbbítja a foszfatidilinozitol

foszfatidilinozitol-triszfoszfáttá (PIP3) foszforilálásával, a PDK1 kináz akt

A rendszer fontos gátlója, a tumorszupresszor funkciójú

révén képes negatívan szabályozni az útvonal m

as helyen foszforilálja az AKT

komplex Ser/373-as pozíciójú 

fontos állomása, az előbb említett kett

negatív szabályozó komplexét, a TSC1/2 komplex

fehérjét – mTOR kináz aktiváló fehérje 

engedi az mTORC1 komplex aktiválódását
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mTORC2 komplex célfehérje – aktivációjában játs

ábra. Az mTOR komplexek felépítése. a. mTORC1 komplex. b. mTORC2 komplex

mTOR jelátviteli útvonal 

A PI3K/AKT/mTOR jelátviteli útvonal – melynek központi szabályozója az mTOR 

aktiválásában különböző növekedési faktorok (IL-7, IGF, EGF, HGF, PDGF) 

A ligandok bekötését követően az aktivált receptor tirozin kináz

továbbítja a foszfatidilinozitol-3 kináz (PI3K) felé, ami a foszfatidilinozitol

triszfoszfáttá (PIP3) foszforilálásával, a PDK1 kináz akt

rendszer fontos gátlója, a tumorszupresszor funkciójú PTEN, ami a PIP3

révén képes negatívan szabályozni az útvonal működését. Az aktivált PDK1

as helyen foszforilálja az AKT-ot, azonban a teljes aktiválásához szükség van az mTORC2 

as pozíciójú foszforilációjára is. Az AKT az mTOR jelátviteli útvonal 

őbb említett kettős foszforiláló aktivációja révén képes az mTOR

negatív szabályozó komplexét, a TSC1/2 komplexet gátolni. A TSC1/2 komplex a RHEB 

mTOR kináz aktiváló fehérje – inaktív, GDP kötött formában tartja, ezáltal nem 

engedi az mTORC1 komplex aktiválódását (80).  

aktivációjában játszik szerepet 

mTORC2 komplex (72, 

melynek központi szabályozója az mTOR 

7, IGF, EGF, HGF, PDGF) 

en az aktivált receptor tirozin kináz (RTK) a jelet 

3 kináz (PI3K) felé, ami a foszfatidilinozitol-biszfoszfát (PIP2) 

triszfoszfáttá (PIP3) foszforilálásával, a PDK1 kináz aktivációjához vezet. 

PIP3 defoszforilációja 

PDK1 kináz a Thr/308-

szükség van az mTORC2 

ra is. Az AKT az mTOR jelátviteli útvonal 

s foszforiláló aktivációja révén képes az mTOR-kináz 

et gátolni. A TSC1/2 komplex a RHEB 

inaktív, GDP kötött formában tartja, ezáltal nem 
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Az mTORC1 komplex aktivitását nemcsak a PI3K/AKT útvonal szabályozza. A sejt 

energetikai állapotának, tápanyag

ozmotikus stressz, oxidatív szabad gyökök, virális infekció) a függvényé

TSC1/2 komplex, illetve mTORC1 aktivitása. A TSC1/2 komplex képes az AKT útvonaltól 

független módon, a RAS/RAF

keresztül is inaktiválódni, így szabályozó szerepe kiesik, nem gátolja az mTO

aktiválódását (81-83). A sejt megfelel

foszforilációjához vezet, melyek a RHEB közvetítésével eredményezik a

aktivációját (84). A hipoxia, mint küls

illetve a sejt alacsony energia 

keresztül gátolják az mTORC1 komplexet. Az AMPK kináz közvetlenül is képes a Raptor 

fehérje foszforilálása révén az

3. ábra. Az mTOR jelátviteli 

jelátviteli útvonal; világoszöld 

– tumorszupresszor gének; lila 

talpas nyíl (┬) (73, 87, 88). 
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Az mTORC1 komplex aktivitását nemcsak a PI3K/AKT útvonal szabályozza. A sejt 

energetikai állapotának, tápanyag-ellátottságának, illetve a külső stressz hatásoknak (hipoxia, 

ozmotikus stressz, oxidatív szabad gyökök, virális infekció) a függvényé

TSC1/2 komplex, illetve mTORC1 aktivitása. A TSC1/2 komplex képes az AKT útvonaltól 

AF/MEK/ERK/RSK1, a TNFα/IKK β és a Wnt/GSK3 útvonalakon 

keresztül is inaktiválódni, így szabályozó szerepe kiesik, nem gátolja az mTO

. A sejt megfelelő aminosav-ellátottsága a RAG GTP

vezet, melyek a RHEB közvetítésével eredményezik a

. A hipoxia, mint külső stressz hatás – a REDD1 expresszió

 állapotát érzékelő AMPK kináz a TSC1/2 komplex aktiválásán 

gátolják az mTORC1 komplexet. Az AMPK kináz közvetlenül is képes a Raptor 

 mTORC1 komplexet inaktiválni (85, 86) (3.

jelátviteli útvonal szabályozása. Színjelentés: rózsaszín 

jelátviteli útvonal; világoszöld – gátló jelátviteli útvonal; sötét piros – onkogének; 

szor gének; lila – mTOR célfehérjék; aktiváció – nyíl (↑

Az mTORC1 komplex aktivitását nemcsak a PI3K/AKT útvonal szabályozza. A sejt 

 stressz hatásoknak (hipoxia, 

ozmotikus stressz, oxidatív szabad gyökök, virális infekció) a függvényében változhat a 

TSC1/2 komplex, illetve mTORC1 aktivitása. A TSC1/2 komplex képes az AKT útvonaltól 

és a Wnt/GSK3 útvonalakon 

keresztül is inaktiválódni, így szabályozó szerepe kiesik, nem gátolja az mTORC1 komplex 

ellátottsága a RAG GTP-ázok 

vezet, melyek a RHEB közvetítésével eredményezik az mTORC1 

a REDD1 expresszióját fokozva –, 

 AMPK kináz a TSC1/2 komplex aktiválásán 

gátolják az mTORC1 komplexet. Az AMPK kináz közvetlenül is képes a Raptor 

(3. ábra). 

: rózsaszín – aktiváló 

nkogének; sötétzöld 

↑); gátlás – lezárt 
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Az aktivált mTORC1

szerepet játszó – direkt célfehérjéit: 

fehérjét (4EBP1). Az S6K1 foszforilálatlan

aktivációját követően leválik az eIF3

riboszóma bioszintézisében vesz részt, illetve az

inaktivációja során felszabaduló eIF4E iniciációs faktor, az 

val és az eIF3-mal összekapcsolódva a cap függ

 

a.                                              

4. ábra. Az mTORC1 komplex két direkt célfehérjéjének aktivációja. a.

 

Az mTORC1 a sejt növekedéséne

szabályozása mellett – számos olyan folyamatot irányít, melyek a sejt megfelel

energia-ellátásának biztosításához szükségesek, illetve a sejt túlélését segítik. A 

koleszterin szintéziséhez elengedhetetl

transzkripciós faktorok (SREBP1/2, 

megfelelő energia-ellátottságához 

1α expressziójának fokozásával 

vesz részt. Ezen kívül a mitokondrium bioszintézis

PGC-1 α és YY1 transzkripciós faktorok 

metabolizmust fokozza (90, 92
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mTORC1 komplex foszforilálja – a fehérjeszintézisben

direkt célfehérjéit: az riboszomális S6 kináz 1-et (S6K1)

oszforilálatlan, inaktív formában az eIF3-mal komplexet alkot, 

leválik az eIF3-ról, és foszforilálja a riboszomális S6 fehérjét, mely a 

riboszóma bioszintézisében vesz részt, illetve az eIF4B-t. A 4EBP1

inaktivációja során felszabaduló eIF4E iniciációs faktor, az eIF4G-vel, a p

mal összekapcsolódva a cap függő transzlációért felelős (4. ábra)

                                             b. 

4. ábra. Az mTORC1 komplex két direkt célfehérjéjének aktivációja. a.

b. aktív mTORC1 komplex (89).  

Az mTORC1 a sejt növekedésének központi regulátoraként –

számos olyan folyamatot irányít, melyek a sejt megfelel

ellátásának biztosításához szükségesek, illetve a sejt túlélését segítik. A 

ziséhez elengedhetetlen génterületek aktiválódásában szerepet játszó

transzkripciós faktorok (SREBP1/2, PPARγ) átírását fokozva, az mTORC1 hozzájárul a sejt 

ellátottságához (90, 91). A sejt metabolizmusának szabályozásában a 

kozásával – a glikolízisben szerepet játszó gének átírását támogatva 

mitokondrium bioszintézis és oxidatív folyamatok szabályozó

és YY1 transzkripciós faktorok – aktiválva, a mitokondriumban zajló oxidatív 

90, 92). Az aktivált mTORC1 komplex gátló funkciója

a fehérjeszintézisben központi 

et (S6K1) és a 4E-kötő 

mal komplexet alkot, 

ról, és foszforilálja a riboszomális S6 fehérjét, mely a 

4EBP1 foszforiláló 

a p-eIF4B, eIF4A-

ábra) (89).  

 

4. ábra. Az mTORC1 komplex két direkt célfehérjéjének aktivációja. a. Inaktivált, 

– a fehérjetermelés 

számos olyan folyamatot irányít, melyek a sejt megfelelő tápanyag- és 

ellátásának biztosításához szükségesek, illetve a sejt túlélését segítik. A zsírsavak és a 

en génterületek aktiválódásában szerepet játszó 

) átírását fokozva, az mTORC1 hozzájárul a sejt 

bolizmusának szabályozásában a HIF-

játszó gének átírását támogatva – 

és oxidatív folyamatok szabályozóit – 

, a mitokondriumban zajló oxidatív 

gátló funkciója révén is képes 
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a sejt növekedéséhez hozzájárulni: egyrészt az

kináz komplex (ULK1, ATG13, FIB200) m

lizoszóma szintézéséhez elengedhetetlen gének átírását szabá

(TFEB) gátlásával (93, 94). 

Az mTORC2 komplex 

aktivációjának pontos mechanizmusáról jóval 

útvonalon keresztül megvalósuló

aktivációt (95, 96). Emellett a riboszomákkal való összekapcsolódás szerep

mTORC2 aktiválásában (97) 

beleértve az AKT-ot (Ser/473, Thr/450 helyeken), az S

AKT foszforilációja egyrészt a korábban tárgyalt TSC1/2 komplex

révén – az mTORC1 komplex aktivitását fokozza, másrészt kinázként számos az apoptózis és 

a sejtciklus szabályozásában fontos fehérje (pl

befolyásolva, a sejt túlélését, proliferációját támogatja. Az mTORC2 komplex az SGK1 

fehérjea ktiválásával a sejt elektrolit forgalmát befolyásolja, a PKC család tag

foszforilációjával a sejt motilitásának sza

5. ábra. Az mTORC1 és mTORC2 komple

magyarázat a szövegben (73, 78
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sejt növekedéséhez hozzájárulni: egyrészt az autofagoszóma kialakításában szerepet játszó 

kináz komplex (ULK1, ATG13, FIB200) működésének gátló foszforilációja által, másrészt 

z elengedhetetlen gének átírását szabályozó transzkripciós faktor 

komplex – növekedési faktorok és kemokinek által történ

aktivációjának pontos mechanizmusáról jóval kevesebbet tudunk. Feltételezik 

megvalósuló, illetve újabban a TSC1/2 komplex által közvetített direkt 

Emellett a riboszomákkal való összekapcsolódás szerep

 Az mTORC2 foszforilálja célfehérjéit, az AGC kinázokat 

ot (Ser/473, Thr/450 helyeken), az SGK1-t, és PKC család tagjait 

AKT foszforilációja egyrészt a korábban tárgyalt TSC1/2 komplex, és 

az mTORC1 komplex aktivitását fokozza, másrészt kinázként számos az apoptózis és 

a sejtciklus szabályozásában fontos fehérje (pl. a FOXO1/3 vagy Bad gátlás) aktivitását 

befolyásolva, a sejt túlélését, proliferációját támogatja. Az mTORC2 komplex az SGK1 

a sejt elektrolit forgalmát befolyásolja, a PKC család tag

foszforilációjával a sejt motilitásának szabályozásában vesz részt (98, 99) (5.

ábra. Az mTORC1 és mTORC2 komplexek által szabályozott folyamatok

73, 78). 

ma kialakításában szerepet játszó 

gátló foszforilációja által, másrészt a 

transzkripciós faktor 

növekedési faktorok és kemokinek által történő –

. Feltételezik a PI3K/PIP3 

, illetve újabban a TSC1/2 komplex által közvetített direkt 

Emellett a riboszomákkal való összekapcsolódás szerepe is felmerül az 

Az mTORC2 foszforilálja célfehérjéit, az AGC kinázokat – 

t, és PKC család tagjait –. Az 

, és – PRAS40 gátlása 

az mTORC1 komplex aktivitását fokozza, másrészt kinázként számos az apoptózis és 

. a FOXO1/3 vagy Bad gátlás) aktivitását 

befolyásolva, a sejt túlélését, proliferációját támogatja. Az mTORC2 komplex az SGK1 

a sejt elektrolit forgalmát befolyásolja, a PKC család tagjainak 

(5. ábra). 

 

xek által szabályozott folyamatok. Részletes 
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1.3.2.1.  mTOR kináz aktivitás akut lymphoid leukémiában 

A PI3K/AKT/mTOR jelátviteli útvonal fokozott aktivitását különböző hematológiai 

malignitásokban, köztük akut lymphoid leukémiában is kimutatták már (62). Számos olyan 

mechanizmust ismerünk, melyek a daganatsejtekben az mTOR jelátviteli útvonal tagjainak 

szabályozási zavarát okozhatják, és az mTOR aktivitást fokozva a sejt növekedését, túlélését 

eredményezik. Gyakori eltérések a jelátviteli útvonal ligandjainak [növekedési faktorok (IGF, 

FLT-3)], receptorainak [növekedési faktor receptorok (IGFR, HER-2, EGFR)] funkciónyerő 

mutációi, illetve pre-B-ALL-ben, a t(9;22) transzlokációt követően konstitutívan termelődő 

tirozin-kináz aktivitással rendelkező BCR-ABL fúziós fehérje következményeként is 

megjelenő emelkedett mTOR aktivitás. A receptor tirozin kinázok, az aberráns 

RAS/RAF/MAPK jelátviteli útvonal közvetlen stimuláló hatása, illetve a PI3K katalitikus 

alegységét érintő mutációk a PI3K konstitutív aktiválódását eredményezik (100, 101).  

Az mTOR jelátviteli útvonal fontos negatív szabályozói a tumorszupresszor gének 

(PTEN, TSC1/TSC2 komplex, NF1, LKB1). Mutációjuk, deléciójuk igen gyakran figyelhető 

meg akut lymphoid leukémiában, ami a PI3K/AKT útvonal aktivációja révén az mTOR kináz 

aktivitásához vezet (102, 103). Emellett családi halmozódást mutató daganattípusok 

kialakulásának hátterében is bizonyították mutációik szerepét.  

A gyermekkori ALL rosszabb prognózisú, T-ALL-es betegcsoportja esetében az 

mTOR jelátviteli útvonal számos elemét érintő eltéréseket mutattak ki. A PTEN mutációja, 

deléciója – melynek megjelenését a rossz prognózissal hozták összefüggésbe – a betegek 35-

40%-ban figyelhető meg. A PI3K, AKT és N-RAS mutációit a T-ALL-es betegek 10%-nál 

mutatták ki (27, 104). Emellett az – mTOR lebontását támogató – FBXW7 ubiquitin ligáz 

inaktiváló génmutációja a T-ALL-es betegek 20%-ban detektálható (105). A NOTCH1 

onkogén mutációi, melyek a betegek 40-50%-t érintik, növekedési faktor útvonalak (IGFR1, 

IL7Rα) aktiválásával, illetve a PTEN inaktiválásával befolyásolják az mTOR jelutat (106, 

107). 

A fokozott mTOR aktivitás hátterében megfigyelhető eltérések feltérképezése mellett 

az mTOR jelátviteli útvonal pontos – a leukémia sejtek túlélését és szaporodását segítő –

szerepével kapcsolatban még kevés adat áll rendelkezésünkre akut lymphoid leukémiák 

esetében. Emellett az mTOR gátló kezelések – melyeket hatékonyan kezdtek el alkalmazni 

preklinikai és klinikai vizsgálatokban (62, 108) – pontos indikációs területe sem ismert még. 

Ezek alapján biztosan szükség van az mTOR aktivitás, illetve az mTOR gátlókkal szembeni 

érzékenység átfogó vizsgálatára. 
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1.3.3. mTOR gátlók 

A klasszikus mTOR gátlók (MTI: rapamycin és származékai, a rapalógok) 

„prototípusának” tekinthető rapamycin, a Húsvéti szigeteki (Rapa Nui a helyiek nyelvén) 

Streptomyces hygroscopicus talajbaktériumból izolált makrolid antibiotikum. Kezdetben 

gombaellenes tulajdonságai révén keltette fel a kutatók érdeklődését, később sikerült 

kimutatni immunszupresszív [graft versus host betegség (GVHD) megelőzésére 

hemopoetikus őssejt átültetés, és szervkilökődés megakadályozására szervtranszplantáció 

során] és antiproliferatív hatását humán daganatsejtekben (109-112). A rapamycin 

kedvezőtlen farmakológiai tulajdonságai – gyors lebomlása, instabilitása, rossz 

vízoldékonyság – klinikai felhasználhatóságát nagymértékben korlátozták, ezért jelenleg 

különböző rapamycin származékok, rapalógok [(temsirolimus (CCI-779), everolimus 

(RAD001), és ridaforolimus (deferolimus, AP23573)] állnak rendelkezésre, de az mTOR 

gátlók fejlesztése folyamatosan zajlik (113).  

A klasszikus MTI-ok mTORC1 gátló hatásukat az FKBP12 fehérjével komplexet 

képezve, az mTOR kináz FRB doménjéhez kapcsolódva fejtik ki. Feltételezhetően nem az 

mTOR kináz foszforilációját befolyásolják, hanem alloszterikus gátlását eredményezik (114). 

Az mTORC2 komplex klasszikus mTOR gátló kezelésre adott válaszával kapcsolatban az 

irodalom nem egyértelmű. Korábbi álláspont szerint, az mTORC2 komplex rapamycinnel 

nem gátolható. Eszerint az mTORC2 komplex aktivitását a rapamycin nem gátolja, és így az 

mTORC2 komplexen keresztül az AKT aktivitása fokozódhat, ez pedig segíti a sejt túlélését 

(115). Jelenlegi ismereteink szerint az mTORC2 komplex működését a klasszikus mTOR 

gátlók (rapalógok) rövidtávú kezelése nem képes gátolni, azonban a hosszútávú, magasabb 

koncentrációjú kezelés az mTORC2 komplex gátlására is képes (116). 

A temsirolimus az első MTI, melyet a klinikai gyakorlatban a daganatos betegek 

kezelésébe bevezettek. Előrehaladott világos sejtes veserákban, illetve refrakter, vagy relabáló 

köpenysejtes lymphomában szenvedő betegek esetében a temsirolimus monoterápia növelte a 

progresszió mentes túlélést (117, 118). A temsirolimus törzskönyvezett szer ezekben a 

betegségcsoportokban. Az everolimus orálisan aktív rapalog, melyet sikeresen alkalmaznak 

előrehaladott világossejtes veserákban szenvedő betegek másodvonalbeli kezeléseként, 

sunitinib és sorafenib (VEGFR tirozin-kináz gátló) terápiás sikertelenségét követően. Emellett 

pancreas eredetű neuroendokrin daganatos betegek előrehaladott eseteiben is alkalmazzák az 

everolimus kezelést, mely növeli a progresszió mentes túlélést. Herceptin kezelésre nem 
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reagáló, előrehaladott HER2 pozitív emlődaganatos betegek klinikai fázis kísérleteiben az 

everolimus képes a Herceptin kezeléssel szemben kialakult rezisztenciát megszűntetni (119-

121). A ridaforolimus, más néven deforolimus orálisan és parenterálisan egyaránt hatékony 

mTOR gátló. Daganatellenes hatását számos klinikai fázis kísérletben vizsgálják 

előrehaladott, metasztatizáló – csont- és lágyrészsarcoma, nem kissejtes tüdőrák, 

endometrium carcinoma, prosztata carcinoma – daganatok esetében (122).  

A klasszikus mTOR gátlók leggyakrabban jelentkező mellékhatásai a stomatitis – 

mely a betegek 40%-át érinti, és az alkalmazott dózistól függően eltérő súlyosságú formában 

fordul elő –, mucositis, bőrtünetek, és gyengeség. A legsúlyosabb mellékhatásuk az 

interstitialis pneumonitis, mely a betegek ~2-10%-ban jelentkezik, leggyakrabban a sirolimus, 

illetve everolimus kezeléssel összefüggésben. Kialakulásának háttérében T-sejt közvetített 

késői hiperszenzitivitási reakció állhat, mely szöveti destrukciót eredményez, és a tüdő 

kompenzáló, remodelling folyamatát az MTI-ok gátolják (123). 

Az elsődleges mTOR gátló kezelések klinikai vizsgálatai során szerzett tapasztalatok, 

illetve az mTOR jelátviteli útvonal pontosabb feltérképezésének lehetősége rámutatott a 

klasszikus MTI kezelések határaira. Az mTORC1 komplex szelektív gátlásával ugyanis 

megszűnhet a p70S6K által az IRS-1 felé közvetített negatív visszacsatolás, ami a jelút 

negatív szabályozásában vesz részt. Az IRS-1 az aktiváló jelet egyrészt a PI3K/AKT, 

másrészt a RAS/RAF/MEK/ERK útvonal felé közvetíti, összességében a sejt túlélését 

támogatva (124-126). Ezek a mechanizmusok is magyarázhatják a klasszikus mTOR 

gátlókkal szemben jelentkező rezisztencia kialakulását. Ezek alapján új generációs mTOR 

gátlók fejlesztését, preklinikai és klinikai vizsgálatait kezdték el, melyek az 

mTORC1/mTORC2 komplexeket (mTORK), vagy kettős gátlóként az mTORC1 és mTORC2 

komplexek mellett, a PI3K vagy AKT működését is negatívan szabályozzák. Az mTOR 

katalitikus egységének ATP kompetitív gátlói, az mTORC1 és az mTORC2 komplex 

funkcióját is képesek befolyásolni, in vitro humán leukémia sejtekben hatékonyabbnak 

bizonyultak rapamycinnél a proliferáció gátlásban, apoptózis indukcióban (127, 128). A 

kettős gátlók az mTOR, valamint a PI3K vagy AKT katalitikus egységéhez kapcsolódnak, és 

in vitro jelentős proliferációgátló és daganatellenes hatásukat mutatták ki daganat sejtekben, 

in vivo a tumor növekedését gátolták (129-131). A folyamatban lévő, illetve az mTOR gátlók 

hatékonyságát bizonyító lezárult fázis kísérleteket a 4. táblázat foglalja össze. 
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4. táblázat. Klasszikus és új generációs mTOR gátlók klinikai vizsgálatai. (mTORKI – 

mTOR komplex gátló; GVHD – graft versus host betegség; tpx – transzplantáció; met. – 

metasztatizáló; MM – myeloma multiplex; WM – Waldenström macroglobulinaemia; 

NSCLC – nem kis sejtes tüdődaganat. # – vizsgálat száma még le nem zárult vizsgálatok 

esetében: 1NCT01743560; 2NCT01317615; 3NCT00698243; 4NCT00731263; 5NCT01058707; 

6NCT01118689; 7NCT00620594, 8NCT00777699; 9NCT00742105; 10NCT00485719; 11NCT00777699; 
12NCT00704080; 13NCT01082068; 14NCT00854126, 15NCT00854152; 16NCT00972686; 17NCT00927823; 
18NCT00940498. 

klasszikus Célfehérje Alkalmazási Vizsgálat típusa, daganattípus, vizsgálatszám 
mTOR gátló    mód  

Sirolimus, mTORC1 per os 
Pilot vizsgálat graft kilökődés megelőzése vese tpx (132), 
fázis II. graft klökődés megelőzése máj tpx (133), 

rapamycin     GVHD perifériás őssejt tpx (134) 

Temsirolimus,   mTORC1 per os/iv. világos sejtes veserák (135), fázis III. köpenysejtes  
CCI779 

  
 lymphoma előrehaladott eseteiben (136) 

Everolimus,  mTORC1 per os Fázis III. met. világos sejtes veserák (137), fázis III.  
RAD001 

  
előrehaladott pancreas eredetű neuroendokrin  

   
daganat (138), fázis II. met. emlődaganat (139), 

 
    fázis IV. emlődaganat1#, tüdődaganat2# 

Ridaforolimus, mTORC1 per os/iv. fázis III. metasztatizáló csont- és lágyrész sarkoma (140),  

AP23573 
  

fázis II. relabáló, refrakter hematológiai malignitások (68) 

új generációs    
mTOR gátló    

OSI-027 mTORKI per os fázis I. szolid daganatok, lymphoma3# 

AZD8055 mTORKI per os fázis I./II. előrehaladott szolid daganatok, lymphoma (141)4# 

PP242, mTORKI per os fázis I. előrehaladott szolid daganatok5#,  

INK-128     relabáló MM, WM6# 

NVP-BEZ235 mTORKI, PI3K per os fázis I./II. előrehaladott szolid daganatok7#, 

   emlődaganat8# 

NVP-BGT226 mTORKI, PI3K per os fázis I./II. előrehaladott szolid daganatok (142),  

      emlődaganat9# 

XL765 mTORKI, PI3K per os fázis I. szolid daganatok10#, NSCLC11#, glioma12#,  

   emlődaganat13# 

GDC-0980 mTORKI, PI3K per os fázis I. NHL14#, szolid daganatok15# 

GSK2126458 mTORKI, PI3K per os fázis I. szolid daganatok, lymphoma16# 

PF-04691502 mTORKI, PI3K per os fázis I. szolid daganatok17# 

PKI-587 mTORKI, PI3K iv. fázis I. szolid daganatok18# 
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1.3.3.1.  mTOR gátlás akut lymphoid leukémiában 

A köpenysejtes lymphomában szenvedő betegek eredményes mTOR gátló kezelését 

követően, ALL-ben is számos vizsgálat kezdődött az MTI-ok daganatellenes hatásának 

feltérképezésére. A preklinikai vizsgálatokban többen kimutatták a rapamycin in vitro 

antiproliferatív, apoptózis indukáló, és in vivo – humán ALL-es xenograft modellekben – 

tumorméret csökkentő és túlélést növelő hatását (49, 143). Emellett az MTI-ok szinergista 

apoptózis indukáló hatását tudták igazolni a konvencionálisan alkalmazott kemoterápiás 

szerekkel történő kombinációs kezelésekben (50, 65, 69). Az mTOR gátlók hatékonyak 

lehetnek a rossz prognózisú ALL-es betegeknél általánosan jelentkező methotrexate, 

kortikoszteroid, illetve a – Philadelphia pozitív ALL-es betegeknél megfigyelhető – tirozin-

kináz gátló kezeléssel szemben kialakuló rezisztencia leküzdésében, melyek kialakulásának 

hátterében az mTOR fokozott aktivitása állhat (144). A preklinikai vizsgálatok eredményei 

alapján elkezdődtek a klinikai vizsgálatok, melyekben kimutatták az önmagukban, illetve 

kombinációban alkalmazott mTOR gátló kezelések alkalmazásának hatékonyságát refrakter, 

valamint relabáló hematológiai betegségekben (68, 145). Gyermekkori ALL-ben az elmúlt 

években indult el számos klinikai vizsgálat, mely az MTI-ok hatását vizsgálja a 

konvencionálisan alkalmazott kemoterápiával kombinációban, a terápiára nem reagáló, vagy 

relabáló betegek esetében. Lezárult fázis kísérlet még nem jelent meg gyermekkori ALL-ben 

mTOR gátló kezeléssel kapcsolatban. Sikerült azonban kimutatni egy fázis I/II kísérletben az 

allogén hemopoetikus őssejtátültetés során alkalmazott sirolimus jótékony hatását graft versus 

host betegség profilaxisában (146). Gyermekkori ALL-ben az mTOR gátló kezelések 

folyamatban lévő fázis vizsgálatait az 5. táblázat foglalja össze.  
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5. táblázat. Fázis vizsgálatok mTOR gátlókkal gyermekkori ALL-ben  (met. malignitás –

metasztatikus malignitás; it. mtx – intrathecalis methotrexate; L-asp – L-asparaginase; CVAD 

– cyclophosphamide, vincristin, doxorubicin, dexamethasone; ara-c – cytosin-arabinoside; 

pred – prednisolon; dexr – dexrazoxane; bev – bevacizumab; doxil – liposzomális 

doxorubicin; mit – mitoxantrone-hydrochloride; # – vizsgálat száma: 1NCT00068302; 

2NCT00957320; 3NCT01162551; 4NCT01658007; 5NCT00968253; 6NCT01523977; 7NCT00761644; 
8NCT01403415. 

Szer neve Vizsgálat 
típus 

Bevételi  Betegek életkor (év) Kombináció 

  kezdet (év) mód betegségtípus   
Sirolimus Fázis 

I./2003#
1 

per os <21, refrakter/relabáló 
ALL/AML/NHL 

ált. kezelés 

Sirolimus Fázis I./II. 
2009 (146) 

per os ALL/GVHD 
megelőzése allogén 
HSCT 

tacrolimus, methotrexate  

Sirolimus Fázis 
I./2009#2 

per os <21, refrakter/relabáló 
ALL/NHL 

L-asp 

Sirolimus Fázis 
II./2010#3 

per os <25, refrakter/relabáló 
ALL/NHL 

mtx  

Sirolimus Pilot 
projekt/2012#4 

per os <30, relabáló ALL/LL ált. kezelés 

Everolimus  Fázis 
I./II./2009#5 

per os ≥10, refrakter/relabáló 
ALL 

Hiper-CVAD 

Everolimus  Fázis 
I./II./2009#5 

per os ≥10, refrakter/relabáló 
ALL 

mtx, ara-c 

Everolimus Fázis 
I./2012#6 

per os 1.5-21, relabáló ALL pred, vin, L-asp, dox, dexra 

Temsirolimus Fázis 
I./2008#7 

iv. ≥12, előrehaladott/met. 
malignitás 

bev, doxil 

Temsirolimus  Fázis 
I./2011#8 

iv.  1-21, relabáló 
ALL/NHL 

dex, mit, vin, L-asp, it. mtx 
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1.4. MikroRNS-ek 

A mikroRNS-ek (miRNS; miR) rövid, 16-29 nukleotid hosszúságú, nem-kódoló RNS 

molekulák, melyek a génexpresszió szabályozásában vesznek részt (147, 148). Elsőként a 

Caenorhabditis elegans differenciálódását szabályozó lin-4 (1993-ban), majd a let-7 (2000-

ben) miRNS-eket fedezték fel (149). Napjainkban a különböző fajokból ismert miRNS-ek 

száma 20 ezer fölé emelkedett. Jelenleg több, mint 2000 humán miRNS-t különböztetünk meg 

(150). A miRNS-eket kódoló nukleotid szakaszok leggyakrabban a gének intronjaiban, vagy a 

3’ UTR (untranslated) fehérjévé át nem íródó régiójában, illetve a genom nem-kódoló részén 

klaszterekben helyezkednek el (149). 

Az érett miRNS kialakulása többlépcsős folyamat, először RNS-polimeráz II 

segítségével a primer miRNS (pri-miR) átírása történik, majd ebből a Drosha (RNáz III típusú 

endonukleáz) jellegzetes hajtű szerkezetű (~60-110 nukleotid hosszú) pre-miR-eket hasít le. A 

pre-miR-eket az exportin-5 (Ran-GTPáz) a sejtmagból a citoplazmába juttatja, ahol a Dicer 

(RNáz III típusú endonukleáz) a miRNS duplexet hasítja. A képződő duplex (miRNS: 

miRNS*) egyik szálából keletkezik az érett miRNS, mely a RISC (RNS-indukált csendesítő 

komplex – Argonaute fehérjék pl. PAZ, PIWI alkotják) komplexbe épül (151). A miRNS-ek 

az 5’ végükön található 6-8 nukleotid hosszúságú „seed” régió segítségével kapcsolódnak a 

cél mRNS 3’ végéhez, majd az adott mRNS lebomlását, a transzláció gátlását eredményezik 

(152, 153). Kimutatták, hogy a miRNS-ek deadeniláció- és destabilizáció révén is képesek a 

mRNS expressziót csökkenteni.  

 

1.4.1. MikroRNS tumorbiológiai jelentősége 

Az első bizonyított kapcsolatot miRNS-ek expressziójának megváltozása és malignus 

betegség kialakulása között krónikus lymphoid leukémia (CLL) esetében mutatták ki. A miR 

15 és miR 16-1 expressziójának csökkenése a BCL-2 fehérje expressziójának fokozódásához 

vezet, ami a sejtek túlélését támogatja (154-156). A miR 15 és miR 16-1, a CLL-es betegek 

50%-ában deletált 13q14 régióban található, így funkcióvesztése ezekben az esetekben a 

BCL-2 overexpresszióját, a sejtek apoptózissal szembeni fokozott védettségét segíti.  

Egyre több szolid tumorban és hematológiai daganat esetében írják le különböző miR-

ek megváltozott expressziós szintjét, illetve az adott daganattípusban jelentőséggel bíró gén 

expressziójának negatív korrelációját bizonyos miR-ek expressziójával (157-160). Hatásuk 

alapján megkülönböztetnek onkogén tulajdonságú ún. oncomiR-eket és tumorszupresszor 
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funkciójú anti-oncomiR-eket. Az oncomiR-ek pl. tumorszupresszor gének célfehérjéinek 

expresszióját gátolják, daganatsejtekben ennek megfelelően fokozott expressziójuk jellemző. 

Az anti-oncomiR-ek daganatsejtekben alacsonyan expresszálódnak, ezáltal képtelenek az 

onkogének vagy más célfehérjék expresszió szabályozásában játszott szerepüket ellátni.  

 
1.4.2. MikroRNS-ek expressziója hematológiai malignitásokban, ALL-ben 

A miRNS expresszió változások számos hematológiai daganat (AML, ALL, CLL, 

DLBCL, BL, B-, NK/T-sejtes lymphomák) esetében is leírásra kerültek. Ezek közül az 

expressziós eredmények közül mutat be néhányat a következő táblázat (6. táblázat) (150, 161-

166). 

6. táblázat. Hematológiai malignitások kialakulásában szerepet játszó miRNS-ek 

és potenciális célmolekuláik. (DLBCL: diffúz, nagy B-sejtes lymphoma; BL: Burkitt 

lymphoma; ALCL: aplasztikus nagy sejtes lymphoma; MM: myeloma multiplex; MALT: 

extranodális marginális zóna lymphoma, APL: akut promyelocytás leukémia) (150, 161-166). 

miRNS Malignitás Potenciális célmolekula 
let-7 AML, Hodgkinlymphoma RAS, c-Myc, PRDM1  
124a AML, ALL CEBPα, CDK6  
125 DLBCL, ALL, AML IRF4, PRDM1, TNFAIP3  
135a Hodgkinlymphoma JAK2  
155 DLBCL, BL, AML SMAD5, PIK3R1, SHIP, c-Myc 
15a/16 CLL, B-ALL, ALCL, MM BCL2, MCL1, CDK6, HIF1α, ciklinD1 
17-92 ALL, DLBCL, BL BIM, PTEN, E2F1 
181 AML, CLL AID, BCL2, CD69, TCRα 
21 B-, NK/T-sejtes lymphoma PDCD4, PTEN, STAT3  
221/222 AML, ALL, CLL KIT  
223 MALT, APL, AML MEF2C, LMO2, NFIA, CEBPα, E2A, E2F1  
29a AML, CLL TCL1 
34a B-sejteslymphoma MYC, FOXP1 

 

Munkámban gyermekkori ALL-es mintákban tanulmányoztam bizonyos miRNS-ek 

expresszióját, ezért az ALL-ek esetében eddig megjelent miRNS adatokat foglalom össze a 

következőkben:  

Az egyik első, az ALL-ek miRNS expresszió vizsgálatával foglalkozó tanulmány 

ALL-ben fokozott miR 128a, miR 128b, és alacsony miR 223, let 7b expressziót mutatott ki. 

Eredményeik szerint az ALL-ek és AML-ek miRNS expressziós profilja jelentősen eltér (167, 

168). Más eredmények szerint a miRNS profil meghatározása a különböző genetikai hátterű 

és más-más kezelési lehetőségeket igénylő, eltérő prognózisú ALL altípusok elkülönítését 
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teheti lehetővé. Az eddig megjelent ALL miRNS expresszió vizsgálatok alapján alacsony, 

illetve fokozott expressziót mutató miRNS-eket a 7. táblázat foglalja össze (167-176). 

 
7. táblázat. Humán akut lymphoid leukémiát, illetve alcsoportjait jellemző 

miRNS expresszió. (Félkövér betűvel több munkacsoport által leírt miR-ek vannak 

feltüntetve) (167-176). 

Vizsgált sejtek Fokozottan expresszálódó miRNS Alacsonyan expresszálódó miRNS 

ALL 128a, 128b, 142-3p, 150, 181, 193, 
204, 218, 222, 30e-5p, 331, 339 

let-7, 100, 125b, 127, 132, 135b, 
139, 143, 150, 196b, 199, 223, 373, 
451 

Normál 
csontvelői 

143, 145, 223  

CD34 + 127, 146, 221, 25, 26, 299-5p, 411, 
520 

 

ALL alcsoport   
hyperdiploid 151, 222, 30b, 331, 545, 98, 511, 

660, 361-3p, 374a, 532-5p, 501-5p 
100 

ETV6-RUNX1 let-7c, 99a, 100, 125b, 126, 372, 383, 
629 

213, 221, 361-5p 

E2A-PBX1 425, 708 126, 146a, 545, 24, 29a, 511, 365, 
30d, 193a 

T-ALL 148, 190, 196b, 342-3p, 424, 450, 
503, 542-5p 

191, 151, 425-3p, 425-5p, 222, 708, 
132 

BCR-ABL1  103, 1226, 148b, 203, 210, 345, 301, 
324-5p, 331, 484, 93 

MLL-ALL 133a, 17-92, 183, 196 let-7, 151-5p, 192, 193, 194, 20b, 
203, 30e-5p, 34b, 372, 497, 582, 708 

 

 

Bizonyos miRNS-ek expresszióját összefüggésbe hozták az ALL-es betegek jó-, 

illetve rossz prognózisával. Kimutatták, hogy a miR 16 fokozott expressziója korrelál a rossz 

prognózisra utaló cytogenetikai eltérések jelenlétével, a magas fehérvérsejtszámmal, valamint 

a rövidebb túlélési idővel (177). Ehhez hasonlóan a miR 100 alacsony expressziója és a 

magas (>50G/L) fehérvérsejtszám között ugyancsak összefüggést találtak (174). A BCR-

ABL1 fúziós fehérjét expresszáló, rossz prognózisú Ph+ALL betegek esetében alacsony a 

miR 203 expresszió. Kimutatták, hogy a miR 203 expresszió fokozásával az ABL1-, illetve a 

BCR-ABL1 fúziós fehérje szintje csökkenthető (175), ennek a miRNS-nek tehát szerepe van 

az ABL1 expresszió gátlásában. Más eredmények szerint a miR 146a és miR 181a/c 

expressziója a rövidebb, a miR 221 expressziója a hosszabb túléléssel mutat összefüggést 

(178). Egy miRNS array vizsgálat alapján multivariancia analízissel független prognosztikai 
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tényezőként kiválasztott 14 miRNS (jó prognózissal – miR 10a, miR 134, miR 214, miR 484, 

miR 572, miR 580, miR 624, miR 627 –, és rossz prognózissal – miR 33, miR 215, miR 369-

5p, miR 496, miR 518d, miR 599 – összefüggésbe hozható miRNS-ek) expressziójának 

vizsgálata alapján jó- és rossz prognózisú ALL-es betegcsoportot tudtak elkülöníteni (172). 

Jelenleg még nem rendelkezünk olyan markerekkel, melyek viszonylag korán képesek 

lennének jelezni a recidívát. Relapszusban bizonyos miRNS-ek (miR 708, miR 223, miR 23, 

let-7) szignifikánsan alacsonyabb, más miRNS-ek (miR 181, miR 708, miR 130b) 

szignifikánsan emelkedett szintjét detektálták a komplett remisszióban lévő betegekhez 

viszonyítva. Emellett a miR 223, miR 27a és miR 708 fokozott expressziója jól korrelált a 

hosszabb relapszus-mentes túléléssel is (179). ALL központi idegrendszeri recidívájának 

megjelenésével párhuzamosan kimutattak fokozottan (miR 7, miR 198, miR 633), és 

alacsonyan (miR 126, miR 345, miR 222, miR 551a) expresszálódó miRNS-eket a központi 

idegrendszeri érintettséget nem mutató recidív ALL-es betegekhez viszonyítva (180).  

 
A kemoterápiával szembeni rezisztencia okainak meghatározása és áttörése alapvető 

fontosságú a terápia rezisztens betegek esetében. Bizonyos miRNS-ek expressziójának 

meghatározása gyermekkori ALL-es betegek esetében (miR 18a, miR 532, miR 218, miR 

625, miR 193a, miR 638, miR 550, miR 633) segíthet a 8. napi szteroid válasz előrejelzésében 

(180, 181). Egy in vitro vizsgálatban dexamethasone rezisztens ALL sejtek szteroid 

érzékenysége növelhető volt a miR 128b és miR 221 expressziójának fokozásával (182). Egy 

másik vizsgálatban – 397 miRNS expresszióját vizsgálták gyermekkori ALL-es betegek 

esetében – bizonyos miRNS-eket összefüggésbe hoztak a vincristin (miR 99a, miR 100, miR 

125b, miR 126, miR 625), daunorubicin (miR 99a, miR 100, miR 125b, miR 126), methyl-

prednisolon (miR 625), valamint L-asparaginase (miR 454) rezisztencia kialakulásával (183). 

Ezek az eredmények bizonyos miRNS-ek expresszió változásának a kemoterápiával szembeni 

rezisztencia kialakulásában játszott szerepére hívják fel a figyelmet. 

 
1.4.3. Saját munkánkban vizsgált miRNS-ek 

Munkánk során olyan miRNS-ek expresszió vizsgálatát végeztük el a több év alatt 

gyűjtött ALL-es mintákban, amelyeket korábbi irodalmi adatok alapján választottunk ki. 

Vizsgáltuk a miR 21 és miR 155 expresszióját. Ezek a legismertebb oncomiR-ek. A miR 21 

fokozott expresszióját számos daganattípusban (vastagbéldaganat (159), emlődaganat (158), 

tüdődaganat (160), petefészekdaganat (157)), illetve hematológiai malignitásban (B-sejtes 

lymphomában, ALCL-ben, NK/T-sejtes lymphomában, myeloma multiplexben (150)) 
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igazolták. Legfontosabb célmolekulái a PTEN tumorszupresszor gén (154, 184) a PDCD4, 

illetve a STAT3 (185). A miR 155 fokozott expresszióját szolid tumorok mellett 

(vastagbéldaganat, emlődaganat és tüdődaganat) (186), hematologiai malignitásokban 

(DLBCL, CLL, Hodgkin-lymphoma, Burkitt lymphoma) is kimutatták (187). Alapvető 

szerepe lehet a B-, illetve a CD4+ T-sejtek fejlődésében. MiR 155-öt fokozottan expresszáló 

transzgén egerekben nagy malignitású, B-sejtes lymphoma alakult ki (188). Szekvencia 

homológia alapján feltételezhető potenciális célmolekulái a c-Myc, Smad5, PIK3R1 (a PI3K 

negatív szabályozója) és SHIP1 (165, 188-192). 

A további miRNS-eket elsősorban hematológiai malignitásokban folytatott korábbi 

vizsgálatok eredményei alapján választottuk. A miR 16 csökkent expresszióját különböző 

hematológiai maligitásokban (CLL, ALL, ALCL, myeloma multiplex) mutatták ki (187, 193).  

Feltételezhetően negatívan szabályozza a sejtnövekedést és a sejtciklust a BCL2 és TIAM1 

fehérjék gátlása révén (156, 193-195). További fontos célmolekulái lehetnek az MCL1, 

CDK6, HIF1α és ciklinD1 (156, 196, 197). A miR 24 a sejtciklus fontos szabályozója, 

fokozott expressziója gátolja a sejtek proliferációját, és G2/S blokkot okoz (198). 

Feltételezhetően szerepe lehet a hematopoesisben is, mivel fokozott expressziója a CD34+ 

hematopoetikus őssejtek differenciálódását gátolja (150). Kimutatták alacsony expresszióját 

TCF3-PBX1 transzlokációt [t(1;19)(q23;q13)] hordozó pre-B-ALL-es betegek esetében (199). 

A tumorszuppresszor miR 29b alacsonyabb expresszióját AML-ben, osteosarcomában és 

kissejtes tüdődaganatban mutatták ki (200-202). Potenciális célmolekulája az MCL-1, mely az 

antiapoptotikus BCL-2 család tagja (203). Expressziójának in vitro fokozásával – a MCL-1 

fehérje expressziójának gátlása révén – myeloma multiplexben, illetve – az ABL1, 

BCR/ABL1 gátlása révén – CML-ben apoptózist indukál (204, 205). A miR 128b fokozott 

expresszióját kimutatták akut lymphoid leukémiában, és nem kissejtes tüdődaganatok 

sugárkezelésre érzékeny csoportjában (169, 206). Csökkent expresszióját akut myeloid 

leukémiában (167) és a rossz prognózisú, MLL-AF4 ALL-ben (207) is leírták. A miR 142-3p 

fokozott expresszióját kimutatták humán T- és B-ALL sejtvonalakban, illetve ALL-ben és 

AML-ben szenvedő betegek esetében (208, 209). A miR 142-3p potenciális targetjei egyrészt 

a T sejtek proliferációjában – cAMP, PKA, GRα – (208), másrészt a monocyta és granulocyta 

sejtek szabályozásában – TAB1 és a MAP3K7 binding protein 2 – (210) vesznek részt. A 

miR 223 egy hematopoetikus szövet specifikus miRNS, mely a lymphoid sejtekben 

alacsonyan, a myeloid sejtvonalakban fokozottan expresszálódik (167). Emellett a 

granulocyták érésében alapvető szerepet játszik. Potenciális célmolekulái az E2F1 (166), az 
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LMO2 (211), a MEF2C (212), a NFIA, aCEBPα (213) és az E2A (214). AML-ben az 

AML1/ETO onkoprotein csökkenti a miR 223 szintjét, ezáltal a sejtek differenciációja 

gátlódik (215) (8. táblázat). 

 

8. áblázat. Általunk vizsgált miRNS-ek és potenciális célmolekuláik irodalmi adatok 

alapján. (↓– alacsony, ↑– fokozott expresszió). 

Vizsgált miRNS Lehetséges cél molekulák Előfordulás 
miRNS 16 BCL2, TIAM1, CDK6, HIF1α 

és ciklinD1 
↓ hematológiai daganatok (187, 193) 

miRNS 21 PTEN, PDCD4, STAT3  ↑ vastagbéldaganat (159), emlődaganat (158), 
tüdődaganat (160), petefészekdaganat (157), 
hematológiai malignitások (150) 

miRNS 24 MAPK foszfatáz-7, JNK2, 
p38 kináz 

↓ TCF3-PBX1 transzlokációt hordozó pre-B-ALL 
(216) 

miRNS 29b MCL-1, ABL1, BCR/ABL1 ↓ AML, osteosarcoma, tüdődaganat (200-202) 
 

miRNS 128b EGFR, PTEN ↓ AML (167), MLL-AF4 (207) 
↑ ALL (169), NSCLK sugárérzékeny csoportja 
(206) 

miRNS 142-3p cAMP, PKA, GRα, TAB1, 
MAP3K7 binding protein 2 

↑ humán B-, T-ALL, AML (208, 209) 

miRNS 155 c-myc, PIK3R1, Smad5, 
SHIP1 

↑ vastagbéldaganat, emlődaganat és tüdődaganat 
(186), hematológiai malignitások (DLBCL, CLL, 
Hodgkin-lymphoma) (187) 

miRNS 223 E2F1, LMO2, MEF2C, NFIA, 
CEBPα, E2A 

↓ ALL (167) 
↑ AML (217), MALT (214) 
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2. CÉLKIT ŰZÉSEK 

 

Az mTOR aktivitás daganatbiológiai és célzott terápiás jelentőségével számos 

vizsgálat foglalkozik. Ennek ellenére bizonyos daganattípusokban, gyermekkori 

daganatokban, így gyermekkori akut lymphoid leukémiák esetében még nagyon kevés adat áll 

rendelkezésünkre a leukémia sejtek egyedi mTOR aktivitásáról és annak jelentőségéről. 

Munkám céljai között ezért szerepelt: 

1. Az mTOR jelátviteli útvonal aktivitásának jellemzése gyermekkori ALL-ben 

2. Az ALL-es betegekből izolált leukémia sejtek mTOR aktivitásának és a betegek 

prognózisának, egyéb terápiás, klinikai adatainak összehasonlító vizsgálata 

3. Az mTOR gátló rapamycin hatásának vizsgálata sejtvonalakban és izolált primer ALL 

sejtekben in vitro 

 

Vizsgálatainkban a rendelkezésre álló gyermekkori ALL mintákban és humán ALL 

sejtvonalakban bizonyos miRNS-ek expresszió vizsgálatát is elvégeztem, hogy 

meghatározzuk: 

1. Adott lymphomák vagy más tumorok esetében megváltozott expressziót mutató 

miRNS-ek expresszióját és annak összefüggéseit a betegek klinikai és prognosztikai 

adataival 

2. Milyen változások mutathatók ki a miRNS-ek expressziójában a kezelés 

hatékonyságának követése közben. 
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3. BETEGEK ÉS MÓDSZEREK 

3.1. Betegek  

A Semmelweis Egyetem II. sz. Gyermekgyógyászati Klinika Hematológiai osztályán 

– 2008 januárja és 2012 decembere között – kezelt gyermekkori akut lymphoid leukémiás 

betegek (n=79) csontvelői és perifériás vér mintáinak (n=372) gyűjtése a Semmelweis 

Egyetem I. sz. Patológiai és Kísérleti Rákkutató Intézetben indult el. A diagnózis felállítása a 

protokollnak megfelelően, a klinikai kép, a sejtmorfológia, áramlási citometria, cytogenetika 

és molekuláris genetikai vizsgálatok alapján történt. A gyűjtött minták egy része – hiányzó 0. 

napi/diagnosztikus minták, alacsony izolált lymphoblast szám a diagnosztikus vagy a 

követéses mintákban – alkalmatlan volt kísérletek elvégzésére, statisztikai értékelésre. 

Összességében így 25 beteg esetében a kezelés minden fázisából; a diagnóziskor (0. napi, 

kezeletlen minta) és a protokoll szerinti kemoterápia különböző fázisaiból (15. napi, 33. napi, 

és protokoll M előtti időpontokból) tudtunk mintákat (n=100) gyűjteni és értékelni. További 

28 beteg esetében a diagnózis megállapításakor gyűjtött-, egy beteg esetében pedig csak 

relapszusból származó mintákat használtuk fel kísérleteinkhez. 

Az mTOR jelátviteli útvonal aktivitásának, a miRNS-ek expressziójának 

meghatározásához, valamint a statisztikai értékeléshez összesen 53 primer ALL-es beteg (44 

BCP-ALL, 9 T-ALL; 16 nő, 37 férfi) csontvelői- és perifériás vér mintáit használtuk fel. A 

betegek átlagéletkora a diagnózis megállapításakor 6.3 év volt (1.8 – 16.4 év). A betegek 

prognózisának megítélése a kezelési protokollban meghatározott, és az alábbiakban felsorolt 

prognosztikai faktorok alapján történt: a diagnóziskor meghatározott fehérvérsejtszám, 

életkor, 8. napi szteroid válasz (abszolút blaszt szám a perifériás vérben), csontvelői blaszt 

százalékos aránya a kezelés 15. és 33. napján, rossz prognózisra utaló genetikai eltérés 

jelenléte. Ezek alapján 21 (40%) beteg az alacsony (SR), 23 beteg (43%) a közepes (IR) és 9 

beteg (17%) a magas rizikójú (HR) betegcsoportba került. A betegek többségének kezelése az 

ALL IC-BFM 2002 protokollnak megfelelően történt. Két beteget az ALL IC BFM 2009, egy 

beteget pedig az ALL BFM 95 protokoll szerint kezeltek. Az alkalmazott protokollok között a 

vizsgálatunk szempontjából jelentős eltérések nem voltak sem a rizikócsoportokba sorolás, 

sem a kemoterápiás kezelés tekintetében. Az eltérő prognosztikai csoportba tartozó betegek 

(SR, IR, HR) a terápiás protokoll SR, IR vagy HR ága alapján különböző intenzitású 

kezelésben részesültek (6. ábra). 
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6. ábra. Kezelési protokoll gyermekkori ALL

csak az alacsony rizikójú (SR) BCP

2g/m2/24 óra x4, T-ALL: MTX 5g/m

központi idegrendszeri státusz figyelembevételével, csak T

nincs randomizált vizsgálat, mely kimutatta volna az AIEOP és BFM protokol

hatékonysága közötti különbségeket, a magas rizikójú betegek kezelése a 95

szerzett tapasztalatok alapján történik

. 

 

Vizsgálatainkban a betegek prognózisának 

kezelési protokollban leírt prognosztikai faktorok 

észlelt esetleges relapszus figyelembe vétele alapján történt. A betegek átlagos követési 

a diagnózistól számítva 28.44 hónap (1.5 

meghalt: négyen a betegség progressziójában, egy beteg pedig a csontvel

követően transzplantációs szövő

követési idő alatt remisszióban voltak, a jó prognózisú csoportba kerültek. Azokat a 

kezdetben – a prognosztikai faktorokat figyelembe véve 

akiknél a követési idő alatt relapszus jelentkezett, vagy a betegség progrediá
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ábra. Kezelési protokoll gyermekkori ALL-ben. Protokoll I’** – DNR 30 

csak az alacsony rizikójú (SR) BCP-ALL betegek esetében; $ – BCP

ALL: MTX 5g/m2/24 óra x4; * – Koponyabesugárzás (12/18 Gy) a 

központi idegrendszeri státusz figyelembevételével, csak T-ALL- es betegek esetében; § 

nincs randomizált vizsgálat, mely kimutatta volna az AIEOP és BFM protokol

hatékonysága közötti különbségeket, a magas rizikójú betegek kezelése a 95

szerzett tapasztalatok alapján történik (ALL IC BFM 2002: Protocol). 

latainkban a betegek prognózisának – jó- és rossz prognózis 

ban leírt prognosztikai faktorok alapján és a betegek utánkövetése során 

relapszus figyelembe vétele alapján történt. A betegek átlagos követési 

istól számítva 28.44 hónap (1.5 – 55.2 hónap) volt. A követési id

meghalt: négyen a betegség progressziójában, egy beteg pedig a csontvelő

transzplantációs szövődményben. Azok a betegek, akik a kezelésre jól reagáltak és 

 alatt remisszióban voltak, a jó prognózisú csoportba kerültek. Azokat a 

a prognosztikai faktorokat figyelembe véve – jó prognózisúnak ítélt betegeket, 

ő alatt relapszus jelentkezett, vagy a betegség progrediá

 

DNR 30 mg/m2 x2, 

BCP-ALL-ben: MTX 

Koponyabesugárzás (12/18 Gy) a 

es betegek esetében; § – 

nincs randomizált vizsgálat, mely kimutatta volna az AIEOP és BFM protokollok kezelési 

hatékonysága közötti különbségeket, a magas rizikójú betegek kezelése a 95-ös protokollban 

és rossz prognózis – megítélése a 

betegek utánkövetése során 

relapszus figyelembe vétele alapján történt. A betegek átlagos követési ideje 

A követési idő alatt öt beteg 

meghalt: négyen a betegség progressziójában, egy beteg pedig a csontvelő-transzplantációt 

ésre jól reagáltak és a 

 alatt remisszióban voltak, a jó prognózisú csoportba kerültek. Azokat a 

jó prognózisúnak ítélt betegeket, 

 alatt relapszus jelentkezett, vagy a betegség progrediált, retrospektívan 
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a rossz prognózisú betegcsoportba soroltuk. Három beteg került ilyen módon a rossz 

prognózisú csoportba, a megfigyelési időszak alatt jelentkező relapszus miatt. Összesen tehát 

40 jó- és 13 rossz prognózisú beteg esetében történtek a statisztikai vizsgálatok. A prognózis 

besorolás alapján a betegek 75%-a jó prognózissal rendelkezett. A prognózis 

meghatározásában fontos szerepet játszó faktorokat vizsgálva a jó prognózisú csoportba került 

az életkor alapján (≤ 6 év) a betegek 62%-a, kezdeti fehérvérsejtszám alapján (≤ 20 G/l) a 

betegek 57%-a, immunfenotípus alapján (B-ALL) a betegek 83%-a, a 8. napi szteroid válasz 

alapján (jó válasz) a betegek 70%-a, és a genetikai vizsgálatok eredménye alapján (normál, 

hyperdiploid) a betegek 90%-a. A blasztok cytogenetikai és molekuláris genetikai vizsgálatát 

követően öt beteg esetében mutattak ki rossz prognózisra utaló genetikai eltéréseket: két 

betegnél Philadelphia kromoszómát (t[9;22], BCR/ABL), egy betegnél ABL amplifikációt, 

egy másik esetben RUNX1 amplifikációt, valamint egy másik betegnél p16 deléciót. Az első 

négy beteg kezelése a magas rizikójú (HR) kezelési ág alapján történt, az ötödik beteg a 

kezelési protokoll közepes rizikójú (IR) kezelési ága alapján meghatározott kezelésben 

részesült. Jó prognózisra utaló genetikai eltérések 24 beteget jellemeztek: 20 betegnél 

hyperdiploiditást-, négy betegnél ETV6/RUNX1 fúziót mutattak ki. A 24 betegnél nem 

találtunk genetikai eltérést, vagy a talált eltérés prognózissal való összefüggése jelenleg még 

nem ismert. Az 53 beteg legfontosabb klinikai és laboratóriumi adatait az 9. táblázat foglalja 

össze (az 54. beteg esetében csak relapszusból származó mintát tudtunk felhasználni 

kísérleteinkhez, ezért a statisztikai értékelésből kihagytuk). A mintákat az érintett személyek 

felvilágosítása után, az ő beleegyezésükkel vettük (TUKEB engedélyszám: 53/2011).  
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9. táblázat. Gyermekkori ALL-es betegek klinikai adatainak összefoglaló táblázata. * – a betegek életkora (év) a diagnózis megállapításakor; ** – a 

betegek neme F – nő; M – férfi; *** – kariotípus vizsgálatok beleértve a G-sávozást és FISH analízist (ETV6/RUNX1, BCR/ABL, MLL, CEP9/p16 próbák); 

# – 21-es triszómia; & –  jelenlegi állapot a vizsgálat lezáródásakor; §: a kezdeti prognózis besorolás során jó prognózisúnak ítélt betegek, akiknél a követési 

időszak alatt a betegség progressziója, vagy relapszus jelentkezett, ezért retrospektív módon kerültek a rossz prognózisú betegcsoportba; SR – alacsony, IR – 

közepes, HR – magas rizikójú csoport. 

Beteg Életkor* (év) Típus Csontvelői WBC Immunfenotípus Kariotípus *** Prognózis  Csontvelői Csontvelői Protokoll  Jelen 

szám nem**(F/M)  blaszt % 109/L    blaszt % blaszt %  állapot &  

   (0. nap)     (15. nap) (33. nap)   

1 14.6/M T 80% 20.56 pre-T, késői kortikális normál jó 0% <1% IR remisszió 

2 16.4/M T 98% 218.00 pre-T ampl. ABL rossz 78% 6.30% HR halálozás (korai remissszió,  

           betegség progresszió) 

3 4.5/M T 90% 500.16 pre-T, pro-T normál rossz 80% 10% HR remisszió 

          sejt fenotípussal        (transzplantációt követően)  

4 4.3/M T 97% 19.35 pre-T, késői kortikális  normál jó 3% 0% IR remisszió 

     CD1a neg.       

5 2.6/M T 98% 164.12 pre-T normál rossz 2.0% 0% HR remisszió 

6 11.2/M T 90% 144.00 pre-T normál jó 0% 0% IR remisszió 

7 5.5/F T 95% 271.54 pre-T, kortikális normál jó <1% 0% IR remisszió 

8 6/F T 70% 40.3 pre-T, késői kortikális normál jó <0.3% <0.3% IR remisszió 

9 3.5/M T 95% 121.48 pre-T ETV6/RUNX1 fúzió jó 3,7% 1.20% IR remisszió 

10 8/M BCP 68% 2.05 pre-B, common normál jó 0.03% 0% IR remisszió 

11 3/M BCP 90% 53.86 pre-B BCR/ABL fúzió rossz <1% 0% HR  halálozás (TX, korai relapszus,  

                   betegség progresszió) 

12 4.6/M BCP 90% 18.18 pre-B, common hyperdiploid jó 0% 0.4% SR  remisszió 

13 2.8/M BCP 90% 6.20 pre-B hyperdiploid jó 1.4% 0% SR  remisszió 

14 3.3/M BCP 90% 94.90 pre-B hyperdiploid jó 0% 0% SR remisszió 

15 4.2/F BCP 85% 6.50 pre-B hyperdiploid jó 0% 0% SR  remisszió 
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Táblázat folytatása. 
16 1.9/F BCP 75% 11.40 pre-B normál jó 0% 0% SR  remisszió 

17 2/M BCP 85% 89.30 pre-B hyperdiploid rossz 5.8% 0% HR remisszió 

18 10.3/F BCP 90% 44.83 pre-B ETV6/RUNX1 fúzió,  jó 0% 0.10% IR remisszió 

      del. ETV6      

19 9.3/M BCP 100% 13.81 pre-B BCR/ABL fúzió rossz 5.20% 0% HR halálozás (transplantációhoz  

                      kapcsolódó mortalitás) 

20 4.16/F BCP 95% 216.3 pre-B del. p16#  rossz 10% 0% IR halálozás (betegség progresszió) 

21 2.5/M BCP 100% 119.8 pre-B hyperdiploid jó 0% 0% IR remisszió 

22 8/M BCP 91% 6.22 pre-B common hyperdiploid#  jó <1% 0% SR remisszió 

23 4.8/F BCP 90% 6.1 pre-B common,  hyperdiploid jó <1% 0% SR remisszió 

          CD13 expresszióval             

24 4.08/F BCP 100% 17.37 pre-B, common hyperdiploid jó 0.35% 0% SR remisszió 

25 4.8/M BCP 91% 3.53 pre-B hyperdiploid jó 1.80% 0.14% SR remisszió 

26 5/M BCP 60% 3.4 pre-B, common ETV6/RUNX1 fúzió,  jó 0.45% 0.03% SR remisszió 

      del. ETV6      

27 5/M BCP 78% 1.9 pre-B common normál jó 1% 1% SR remisszió 

28 6.5/M BCP 62% 6.53 pre-B common normál rossz 0.60% 0% HR remisszió 

29 6/F BCP 87% 6.61 pre-B common hyperdiploid jó 4.70% 0% SR remisszió 

30 11.7/M BCP 73% 39.1 pre-B common normál rossz § 4.60% 0% IR késői relapszus (KIR), remisszió 

31 14.5/M BCP 91% 3.57 pre-B common normál rossz § 0% 0% IR halálozás (korai relapszus,  

                      betegség progresszió) 

32 11.6/M BCP 92% 66.76 pre-B common normál rossz § 6% 0% IR késői relapszus, remisszió 

33 4/M BCP 67% 19.59 pre-B common normál jó 2.90% 0% IR remisszió 

34 2.16/M BCP 100% 3.01 pre-B ETV6/RUNX1 fúzió jó 12.00% 0% IR remisszió 

35 2.8/F BCP 80% 7.1 pre-B common  hyperdiploid jó 0% 0% SR remisszió 

36 2/M BCP 90% 6.87 pre-B common hyperdiploid jó 0% 0% SR remisszió 

37 9.6/M BCP >90% 9.39 pre-B common ampl. RUNX1  rossz 9.50% 0% HR remisszió 
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Táblázat folytatása.          

38 6.75/M BCP 94% 46.87 pre-B common hyperdiploid jó 0.30% 0% IR remisszió 

39 2/M BCP 95% 42.71 pre-B common  normál jó 0.40% 0% IR remisszió 

40 9.25/F BCP 66% 3.9 pre-B normál jó 0.08% 0% SR remisszió 

41 1.8/M BCP 79% 115.4 pre-B common  normál jó 0.17% 0% IR remisszió 

42 3.75/F BCP 81% 107.7 pre-B common,  normál jó 0.02% 0% SR remisszió 

     CD13 expresszióval       

43 10/M BCP 91.60% 11.6 pre-B hyperdiploid jó 1.50% 0% IR remisszió 

44 15.6/M BCP 100% 5.97 pre-B common hyperdiploid jó 0% 0% IR remisszió 

45 10.9/M BCP 75% 62.0 pro-B normál jó <1% 0% IR remisszió 

46 2.2/F BCP 84.50% 8.71 pre-B common hyperdiploid jó <0,03% 0% SR remisszió 

47 16/M BCP 100% 102 pre-B hyperdiploid jó 0.16% 0% IR remisszió 

48 6.6/F BCP >90% 6.9 pre-B common normál jó 0.15% 0% SR remisszió 

49 3.7/M BCP 87% 34.24 pre-B common normál rossz   1.45% 0% HR remisszió 

50 5/M BCP 80% 15.57 pre-B common normál jó 0% 0% SR remisszió 

51 4.2/F BCP 73% 6.07 pre-B common,  hyperdiploid jó 0.03% 0% SR remisszió 

          CD13 expresszióval             

52 3.2/F BCP 96.60% 10.88 pre-B common normál jó 0.16% 0% SR remisszió 

53 6.75/M BCP 73% 6.7 pre-B common hyperdiploid jó 0.12% 0% IR remisszió 

54 2/M BCP 80% 6.92 pre-B common normál rossz § 0.04% 0% SR halálozás (késői relapszus,  

                      betegség progresszió) 
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3.2. Primer ALL-es sejtek izolálása 

A lymphoblastokat gyermekkori ALL betegek csontvelői és perifériás vér mintáiból-, a 

normál perifériás mononukleáris sejteket egészséges, illetve nem leukémiás donorok 

alvadásgátolt (Na-heparin/EDTA-s) perifériás véréből izoláltuk sűrűség grádiens 

centrifugálást követően (Histopaque 1077, Sigma Aldrich, St. Louis, MO). A normál B-

sejteket MACS CD19 mágneses mikrogyöngyökkel – a gyártó leírásának megfelelően – 

(Miltenyi Biotec, Auburn, CA) egészséges donorok tonsilla palatinájából-, a normál T-

sejteket nylon fiberrel (Wako Chemicals) Wohler és mtsi leírása alapján (218) egészséges 

donorok perifériás véréből nyertük ki. A sejteket a további felhasználásig -70°C-on tároltuk. 

 

3.3. Sejtvonalak, tenyésztés, kezelés 

Az in vitro vizsgálatokhoz humán ALL-es sejtvonalakat [Nalm6 (prekurzor B-sejtes 

leukémia), Mn60 (akut B-ALL-ből előállított B-sejtes leukémia), Jurkat (akut T sejtes 

leukémia), CEM (akut T sejtes lymphoid leukémia)], promyelocitás leukémia sejtvonalat 

(HL60), humán lymphoma sejtvonalakat [KMH2 (Hodgkin-lymphoma), BHD1 (diffúz, nagy 

B-sejtes lymphoma)] (10. táblázat), valamint gyermekkori akut lymphoid leukémiás betegek 

primer leukémia sejtjeit használtuk fel. A sejteket 25 és 75 cm3 térfogatú tenyésztő flaskában 

tenyésztettük 37°C-on, 5% CO2-t tartalmazó légkörben, 10-20% foetalis borjúszérumot 

(Sigma, Gibco), 0,03% L-glutamint (Sigma), és 100 µg/ml streptomycint (Sigma) tartalmazó 

RPMI-1640 médiumban (Sigma, Gibco). A primer ALL sejtek esetében az előbbiekben 

tárgyalt tenyésztési feltételeket nem esszenciális aminosavak (1%, Sigma) hozzáadásával 

egészítettük ki. A BHD1 sejtvonal esetében az előbbi médiumtól eltérően Iscove’s MDM 

(Gibco) és RPMI-1640 médiumok 1:4 arányú keverékét alkalmaztuk. Vizsgálatainkban a 

növekedés exponenciális fázisában levő sejteket használtunk.   

A kezelésekhez megfelelő sejtszámra (2-4*105/ml, – rövidtávú ALL kultúrák esetében – 

5*106/ml) higítottuk a sejttenyészetet, és plate-en (6, 24, 48, 96 lyukú) vagy flaskában (25, 75 

cm3 térfogatú) mTORC1 gátló rapamycinnel (50 ng/ml, Rapamycin, Sigma) és a 

konvencionális kemoterápiában használatos szerekkel kezeltük 0-72 órán keresztül: 

methotrexate (20 nM, Methotrexate-Teva, Pharmachemie BV, Haarlem, Nederland), cytosin-

arabinoside (10 ng/ml, Alexan, Ebewe Pharma GmbH, Unterach, Austria), doxorubicin (100 

nM, Doxorubicin „Ebewe”, Ebewe Pharma), vincristin (3 nM, Vincristin liquid, Richter 

Gedeon Nyrt., Budapest, Hungary), etoposide (10 nM, Etoposide-Teva, Pharmachemie BV, 
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Haarlem, Nederland), methyl-prednisolon (100 nM, Methyl-prednisolon-Human, TEVA, 

Debrecen, Hungary) és cyclophosphamide (500 nM, Endoxan, Baxter Oncology GmbH, 

Halle, Germany. Három független kísérletet végeztünk, és mindig legalább három 

párhuzamos mintát vizsgáltunk.  

 

  10. táblázat. A vizsgálatokban használt sejtvonalak. 

Sejtvonal Daganattípus Eredet 
Nalm6 prekurzor B-sejtes  

leukémia 
ACC 128 klón, German Tissue Collection of  
Microorganisms and Cell Culture (DSMZ) 

Mn60 akut B-sejtes  
leukémia 

ACC 138 klón, DSMZ 

Jurkat akut T sejtes  
leukémia 

E6-1 klón, American Type Culture Collection (ATCC) 

CEM akut T sejtes  
leukémia 

#82112105 klón, European Collection of Cell Culture  
ECACC 

HL60 promyelocitás leukémia CCL-240 klón, ATCC 
KMH2 Hodgkin lymphoma ACC 8 klón, DSMZ 
BHD1 Diffúz, nagy B-sejtes  

lymphoma 
Prof. Dr. Peter Möller (Patológiai Intézet, Universität  
Ulm, Németország) 

 

3.4. Áramlási citometria 

A sejtek kezelése során az apoptózis vizsgálatokat Mihalik és mtsi (219) leírása alapján 

végeztük. A sejteket -20 ºC-on tárolt, 70%-os etanolban fixáltuk szobahőmérsékleten. Lúgos 

extrakciót (200 mM Na2HPO4, pH 7,4), RNáz-t (100 µg/ml, Sigma), valamint propidium-

jodid (1mg/ml, 95-98%, Sigma) festést alkalmaztunk. Az apoptózis vizsgálatok FACScan 

áramlási citométeren (BD Biosciences), CellQuestTM (BD) szoftver segítségével történtek 

(mintánként 10-20000 sejtet mértünk). Az apoptotikus – alacsony DNS tartalmú, szubG1 

populáció (220) – sejtek százalékos arányát WinList (Verity Software House) szoftver 

segítségével mutattuk ki. 

 

3.5. Western-blot 

A sejteket először lízis pufferben (1 millió sejt/100 µl, 50 mM Tris-HCl, pH 7,5, 150 mM 

NaCl, 1% NP40, 10 mM NaF, 1 mM PMSF, 0,5 mM Na-O-vanadát, 10 µg/ml leupeptid, 10% 

glicerol) lizáltuk, a lizátumot 30 percig jégen tartottuk, majd 20 percig 20000 rpm 

fordulatszámmal centrifugáltuk. A felülúszóból Qubit fluorométer (Invitrogen) segítségével 

meghatároztuk a minták fehérjekoncentrációját. A lizátumokat 6-merkaptoetanolt tartalmazó 

Laemmli puffer (BioRad) 1:1 arányban felforraltuk, majd 10 percig jégen tartottuk. A 
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fehérjéket SDS-poliakrilamid gélen (10-12,5-15%-os) elektroforézis segítségével választottuk 

el, majd PVDF membránra (BioRad) blottoltuk. Blokkolást követően a membránokat az 

elsődleges antitestekkel – anti-foszfo-mTOR (1:1000, p-mTOR, Ser2448), anti-foszfo-S6 

(1:1000, p-S6, Ser235/236), anti-foszfo-p70S6K (1:1000, p-p70S6K, Thr389) (Cell 

Signaling) – inkubáltuk 4ºC-on, egy éjszakán át. Másodlagos előhívó rendszerként Vectastain 

Elite ABC kit-et (Vector Laboratories, Burlingame, CA, US) alkalmaztunk. A 

kemilumineszcens előhíváshoz ECL szubsztrátot használtunk (ECL Western Blotting 

Substrate, Pierce) és a membránokat Kodak Image Station 4000 MM kamerával (Eastman 

Kodak) fényképeztük le. A membránokat ezt követően levetkőztettük (Re-Blot Strong; 

Chemicon) és anti-β-aktin antitesttel (1:2500, Sigma) is előhívtuk, így ellenőrizve az azonos 

fehérjemennyiséget, a minták összehasonlíthatóságát. 

 

3.6. ELISA vizsgálat 

Az azonos sejtszámot tartalmazó mintákhoz (izolált B- és T sejtek, PMNC, humán ALL és 

lymphoma sejtvonalak, perifériás vér és csontvelői izolált primer ALL sejtek) 1 mM PMSF-et 

tartalmazó lízis puffert (1 millió sejt/100 µl, Cell Lysis Buffer, Cell Signaling) adtunk, a 

lizátumot 30 percig jégen tartottuk, közben többször vortexeltük, majd 20 percig 20000 rpm 

fordulatszámmal 4 ºC-on centrifugáltuk. A felülúszók fehérjemennyiségét Qubit fluorométer 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, US) segítségével határoztuk meg, és különböző minták esetében 

mindig azonos mennyiségű fehérjét használtunk vizsgálatainkban. A p-mTOR, a p-S6, és a p-

4EBP1 fehérjék detektálása szendvics ELISA kitek (p-mTOR, R&D System; PathScan p-S6 

Ribosomal Protein, Ser235/236; PathScan p-4EBP1, Thr37/Thr46, Cell Signaling) 

alkalmazásával történt, a gyártó utasításának megfelelően: a higított mintákat (100 µl/minta, 

Sample Diluenttel történő 1:1 arányú higítás) 96 lyukú plate-re pipettáztuk, és 4ºC-on egy 

éjszakán át inkubáltuk. Az antitesttel (Detection Antibody, 37ºC, 60 perc) történő inkubációt 

követően a detektálás HRP-konjugált anti-egér IgG másodlagos antitest (HRP-Liked 

Secunder Antibody, 37ºC, 30 perc) alkalmazásával-, a vizualizálás TMB szubsztráttal (TMB 

Substrate, 37ºC, 10 perc) történt. Az abszorpciót és optikai denzitást (OD) 450 nm 

hullámhosszon mértük. Pozitív kontrollként a p-mTOR, p-S6 és p-4EBP1 fehérjéket 

fokozottan expresszáló sejtvonalat (KMH2) használtunk, melyből minden vizsgálatunkban 

hígítási sort készítettünk.  
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3.7. Immuncitokémia 

A vizsgálat során a metanolban fixált citospin lemezeket az endogén peroxidáz blokkolást 

(perjódsav – 10 perc; Na-borohidrid – 10 perc; hidrogén-peroxidáz (30%) és metanol 1:1 

arányú keveréke – 20 perc) követően, lószérummal (3% – 30 perc) is blokkoltuk. Majd 

elsődleges ellenanyagokkal inkubáltuk 4 ºC-on egy éjszakán át az alábbi higításokban: anti-p-

ERK – 1:25, anti-foszfo-mTOR – 1:25, anti-foszfo-p70S6K – 1:25, anti-foszfo-S6 – 1:100, 

anti-foszfo-4EBP1 – 1:100 (Cell Signaling). A detektálás Novolink polimer rendszerrel 

történt (Novocastra) a gyártó leírásának megfelelően, a reakció kimutatására DAB szubsztrát-

kromogén (3,3'-diaminobenzidine) rendszert használtunk (Dako, Glostrup, Denmark). 

Hematoxolin háttérfestést követően a lemezek értékelése két független patológus segítségével 

történt. A festődés alapján gyenge, közepesen erős, és erős értékelést használtunk. Pozitív 

kontrollként olyan lymphoma sejtvonalakat alkalmaztunk (KMH2, BHD1), melyek a kérdéses 

fehérjét a munkacsoport korábbi vizsgálataiban erősen expresszálják. 

Bizonyos esetben – újonnan diagnosztizált ALL-es betegek csontvelői sejtjeiben – indirekt 

jelölt, fluoreszcens immuncitokémiai vizsgálatot is végeztünk a p-S6 és p-4EBP1 aktivitás 

kimutatására folyadék fázisban. A vizsgálatokhoz 2 millió sejtet használtunk fel mintánként, 

és jelöltünk anti-foszfo-S6 vagy anti-foszfo-4EBP1 ellenanyagokkal (1:100, Cell Signaling). 

Ezt követően biotinilált anti-nyúl IgG másodlagos ellenanyagot (1:200, Vector Laboratories) 

és fluoreszcens festéket (1:50, Qdot 705 sztreptavidin konjugát, Invitrogen) alkalmaztunk. A 

mérések FACSCalibur áramlási citométeren (BD Biosciences) történtek, az adatokat 

CellQuest (BD Biosciences) szoftverrel értékeltük. 

 

3.8. MikroRNS izolálás, cDNS átírás 

A lymphoma és ALL sejtvonalakból, valamint primer ALL sejtekből mirVanaTM miRNA 

izoláló kittel (Ambion, St. Austin, US) izoláltuk a miRNS-eket, és a mintákat használatig -70 

C-on tároltuk. A cDNS átírás Mastercycler personal gép segítségével (Eppendorf AG, 

Hamburg, Germany) történt TaqMan MicroRNA Reverse Transcription Kit, és Taqman 

MicroRNA Assay Kit-ekben található stem-loop RT primerek [(hsa-miR-16 (Assay ID: 

000391), hsa-miR-21 (Assay ID: 000397), hsa-miR-24 (Assay ID: 000402), hsa-miR-29b 

(Assay ID: 000413), hsa-miR-128b (Assay ID: 000589), hsa-miR-142-3p (Assay ID: 

000464),  hsa-miR-155 (Assay ID: 000479), hsa-miR-223 (Assay ID: 000526), RNU6B 

(Assay ID: 001093), Applied Biosystems, Foster City, CA, US) (11. táblázat)] 
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alkalmazásával, a protokollnak megfelelően. A reverz transzkripcióhoz a következő 

ciklusparamétereket alkalmaztuk: ciklus: 16 ºC 30 perc, 42 ºC 30 perc, 85 ºC 5 perc. 

 

3.9. Valós idejű PCR 

A miRNS-ek amplifikációjához TaqMan Gene Expression Master Mix-et (Applied 

Biosystems) és TaqMan MicroRNA Assay Kitekben található TM-primereket (miR-16, 21, 

24, 29b, 128b, 142-3p, 155, 223, Applied Biosystems) használtunk (11. táblázat). A reakció 

96-os plate-en zajlott 7300 Real Time PCR System (Applied Biosystems) készüléken, a 

következő ciklusparaméterek alkalmazásával: 95°C 10 perc, [95°C 15 másodperc, 60°C 1 

perc] x 50 ciklus. Három párhuzamos mintával dolgoztunk és a miRNS expresszió relatív 

értékét a belső kontrollként szolgáló RNU6B szintjéhez (Applied Biosystems) normalizáltuk, 

melyet gyakran alkalmaznak referenciaként hematológiai daganatok miRNS vizsgálataiban 

(221, 222). Az eredményeket Ct (threshold cycle) értékek formájában kaptuk meg. Az 

adatokat 7500 software v.1.3.0-, és DataAssist v.2.0 program (Applied Biosystems) 

segítségével értékeltük. Egészséges donorok perifériás véréből izolált mononukleáris sejtek 

(PMNC), T-sejtek, valamint tonsilla palatinából izolált B-sejtek miRNS expresszióját 

összehasonlítottuk, melyben nem találtunk szignifikáns különbséget. A további 

vizsgálatainkban ezért perifériás mononukleáris sejtek expressziójához viszonyítottunk, 

melyet 100%-nak, azaz 1-nek tekintettük az összehasonlításokban. Nem leukémiás és akut 

lymphoid leukémiás betegek perifériás vér és csontvelői mononukleáris sejtjeinek miRNS 

expresszióját összehasonlítva, ugyancsak nem találtunk szignifikáns eltérést, ezért perifériás 

vér és csontvelői mintákat is fel tudtunk használni kísérleteinkben. Pozitív kontrollnak – 

irodalomi adatok alapján – a vizsgált miRNS-eket fokozottan expresszáló lymphoma (BHD1, 

diffúz, nagy, B-sejtes lymphoma) sejtvonalat alkalmaztunk.  
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11. táblázat. A vizsgált miRNS

  5' - 3' szekvencia
Vizsgált miRNS RT-primer
hsa-miR-16 cctttgaggttggtactacggcgccaatat

hsa-miR-21 cactgtctagcacgacactaatcaacatcag

hsa-miR-24 gcacatgactcgtagatacggctgttcctg

hsa-miR-29b caagccctagtattcctcgacaacactgatt

hsa-miR-128b catccggctatgcgtattggaaagagacc

hsa-miR-142-3p cttgcatagtgcgcgtaataatccataaagt

hsa-miR-155 ccagaaaccgatcagagtgtcccctatca

hsa-miR-223 aggcgtcgagcttaatgtcggggtatttg

 

3.10. Statisztika 

Az adatok kiértékelése normál eloszlás esetében kétmintás párosított 

9.0) történt, ha a minta eloszlása nem mutatott normál eloszlást Mann

(Statistica 9.0) alkalmaztunk. 

exakt teszteket használtunk. A Chi

megfelelően nagy esetszám legyen. Ahol ez nem teljesül, ott alkalmaztuk a Fisher

tesztet. Az ELISA OD cutoff érték

meghatározása – a betegek prognózi

kovariancia vizsgálat (SPSS) segítségével.

vizsgálatához Kaplan-Meier-féle túlélési analízist

meghatározásánál a teljes túlélés esetében a diagnózis megállap

míg a relapszus mentes túlélés meghatározásánál a relapszusig eltelt id

Az mTOR aktivitását jelző p

csoportokban log-rank teszt segítségével vizsgáltuk. Különböz

multivariancia analíziséhez Cox regressziós model

expresszió közötti korreláció vizsgálathoz Spearmann

Az elemzést SPSS 15.1 (SPSS Inc.), illetve Stat Soft STATISTICA 9.0 

végeztük. Statisztikailag szignifikánsnak a p<0,05 értéket tekintettük.
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zat. A vizsgált miRNS-ek primer szekvenciája. 

3' szekvencia 5' - 3' szekvencia 
primer  PCR-primer (forward)  

cctttgaggttggtactacggcgccaatat acctttgaggttggtactacgg 

cactgtctagcacgacactaatcaacatcag ccactgtctagcacgacactaa 

gcacatgactcgtagatacggctgttcctg cgcacatgactcgtagatacgg 

caagccctagtattcctcgacaacactgatt gcaagccctagtattcctcgac 

catccggctatgcgtattggaaagagacc cctcatccggctatgcgtattg 

cttgcatagtgcgcgtaataatccataaagt ccttgcatagtgcgcgtaataa 

ccagaaaccgatcagagtgtcccctatca ttccagaaaccgatcagagtgt 

aggcgtcgagcttaatgtcggggtatttg tctaggcgtcgagcttaatgtc 

Az adatok kiértékelése normál eloszlás esetében kétmintás párosított t-próbával (Statistica

) történt, ha a minta eloszlása nem mutatott normál eloszlást Mann-

) alkalmaztunk. A kategorikus változók összehasonlításához C

A Chi2 teszt elvégzésének feltétele, hogy minden alkategóriában 

en nagy esetszám legyen. Ahol ez nem teljesül, ott alkalmaztuk a Fisher

OD cutoff érték-, illetve a miRNS 128b relatív expressziós határérték

a betegek prognózisát figyelembe véve – ROC analízissel történt

(SPSS) segítségével. A teljes, illetve relapszus mentes túlélés

féle túlélési analízist alkalmaztunk. A túlélési intervallumok 

meghatározásánál a teljes túlélés esetében a diagnózis megállapításától a halál bekövetkeztéig

míg a relapszus mentes túlélés meghatározásánál a relapszusig eltelt időt vettük figyelembe. 

ő p-4EBP1 értékek túlélésre kifejtett hatását egyes prognosztikai 

rank teszt segítségével vizsgáltuk. Különböző prognosztikai faktorok 

multivariancia analíziséhez Cox regressziós modellt használtunk. A p-4EBP1

orreláció vizsgálathoz Spearmann-féle korreláció analízist alkalmaztunk. 

z elemzést SPSS 15.1 (SPSS Inc.), illetve Stat Soft STATISTICA 9.0 

Statisztikailag szignifikánsnak a p<0,05 értéket tekintettük. 

3' - 5'szekvencia 
PCR-primer (reverz) 
gtgcagtagcagcacgtaaat 

gccaggcatagcttatcagactg 

tgcgtggctcagttcagc 

agctccgtatagcaccatttgaaa 

tggcgtcacagtgaaccg 

ggaatccctgtagtgtttcctact 

cgccatgtttaatgctaatcgtga 

cgtagccctgtcagtttgtcaa 

próbával (Statistica 

-Whitney U tesztet 

A kategorikus változók összehasonlításához Chi2 és Fisher-féle 

nek feltétele, hogy minden alkategóriában 

en nagy esetszám legyen. Ahol ez nem teljesül, ott alkalmaztuk a Fisher-féle exakt 

, illetve a miRNS 128b relatív expressziós határérték 

ROC analízissel történt, 

, illetve relapszus mentes túlélés 

alkalmaztunk. A túlélési intervallumok 

ításától a halál bekövetkeztéig, 

őt vettük figyelembe. 

túlélésre kifejtett hatását egyes prognosztikai 

ő prognosztikai faktorok 

4EBP1 és miR 128b 

féle korreláció analízist alkalmaztunk. 

z elemzést SPSS 15.1 (SPSS Inc.), illetve Stat Soft STATISTICA 9.0 szoftverekkel 
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4. EREDMÉNYEK 

4.1. Az mTOR jelátviteli útvonal

4.1.1. Az mTOR jelátviteli útvonal aktivitásának vizsgálata humán ALL 

sejtvonalakban és izolált gyermekkori 

Az mTOR jelátviteli útvonal aktivitásának meghatározásáh

p70S6K és a p-4EBP1 fehérjék mennyiségét vizsgáltuk Western blot, immuncitokémiai, 

ELISA, valamint áramlási citometriai 

KMH2 és BHD1 – Hodgkin, illetve DLBCL 

aktivitásuk miatt. Western blot

direkt (p-p70S6K) és indirekt (p

sejtvonalakban (CEM, Jurkat) igazoltuk a p

mely a lymphoma sejtvonalaknál (KMH2, BHD1) tapasztalt e

(7. a ábra). 

 

 

a. 

b. 

7. ábra. mTOR aktivitás függő

és izolált gyermekkori ALL sejtekben (Western blot, immuncitokémia).

p70S6K és p-S6 fehérjék expressziója lymphoma (BHD1: diffúz, nagy B

KMH2: Hodgkin-lymphoma) és T

p-S6 immuncitokémia Nalm6 (B

leukémiás mintákból származó izolált csontvel

DAB festés – barna reakció, 400x).
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i útvonal aktivitásának vizsgálata 

Az mTOR jelátviteli útvonal aktivitásának vizsgálata humán ALL 

sejtvonalakban és izolált gyermekkori ALL sejtekben  

jelátviteli útvonal aktivitásának meghatározásához a p-mTOR, a p

4EBP1 fehérjék mennyiségét vizsgáltuk Western blot, immuncitokémiai, 

tometriai módszerekkel. Vizsgálatainkhoz pozitív kontrollként a 

, illetve DLBCL – sejtvonalakat használtuk ismert magas mTOR 

miatt. Western blot-tal az mTOR aktív (p-mTOR) formájának, valamint az mTOR 

p70S6K) és indirekt (p-S6) célmolekuláinak mennyiségét mutattuk ki. T

sejtvonalakban (CEM, Jurkat) igazoltuk a p-mTOR, p-p70S6K és p-S6 fehérjék expresszióját, 

lymphoma sejtvonalaknál (KMH2, BHD1) tapasztalt expressziónál alacsonyabb volt 

mTOR aktivitás függő foszforilált fehérjék expressziója humán sejtvonalakban 

és izolált gyermekkori ALL sejtekben (Western blot, immuncitokémia).

S6 fehérjék expressziója lymphoma (BHD1: diffúz, nagy B

lymphoma) és T-ALL sejtvonalakban (CEM, Jurkat) – 

S6 immuncitokémia Nalm6 (B-ALL), Jurkat (T-ALL) sejtekben és ALL

leukémiás mintákból származó izolált csontvelői mononukleáris sejtekben (immuncitokémia; 

barna reakció, 400x). 

Az mTOR jelátviteli útvonal aktivitásának vizsgálata humán ALL 

mTOR, a p-S6, a p-

4EBP1 fehérjék mennyiségét vizsgáltuk Western blot, immuncitokémiai, 

oz pozitív kontrollként a 

használtuk ismert magas mTOR 

mTOR) formájának, valamint az mTOR 

S6) célmolekuláinak mennyiségét mutattuk ki. T-ALL 

S6 fehérjék expresszióját, 

xpressziónál alacsonyabb volt 

 foszforilált fehérjék expressziója humán sejtvonalakban 

és izolált gyermekkori ALL sejtekben (Western blot, immuncitokémia). a. A p-mTOR, p-

S6 fehérjék expressziója lymphoma (BHD1: diffúz, nagy B-sejtes lymphoma; 

 Western blot. b. A 

sejtekben és ALL-es és nem 

i mononukleáris sejtekben (immuncitokémia; 
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Immuncitokémiával citospin lemezeken humán B- és T-ALL sejtvonalak mellett, 

gyermekkori ALL-es betegek csontvelői sejtjeiben is detektáltuk az mTOR jelátviteli útvonal 

aktivitását jelző foszforilált célmolekulák fokozott expresszióját. Gyermekkori ALL-es 

betegek csontvelői mintáiban (n=7) egyénenként változó mértékű p-S6 expressziót 

detektáltunk (7. b ábra). 

Az mTOR jelátviteli útvonal aktivitását jelző fehérjék expresszióját gyermekkori 

ALL-es betegek (n=21) csontvelői mintáiban ELISA-val is meghatároztuk. Három különböző 

ELISA kitet – p-mTOR, p-4EBP1, p-S6 – próbáltunk ki, melyek közül a p-mTOR kit nem 

működött megfelelően. Így további vizsgálatainkban az mTOR kináz két fontos 

célmolekulájának, a p-4EBP1-nek és a p-S6-nak az expresszióját határoztuk meg humán ALL 

sejtvonalakban, valamint primer ALL sejtekben. Az mTOR jelátviteli útvonal aktivitását 

megvizsgáltuk egészséges donorok (n=3) perifériás véréből izolált mononukleáris sejtekben 

(PMNC), tonsilla palatinából izolált B-, és perifériás vérből izolált T-sejtekben, illetve nem 

leukémiás vér- és csontvelői mononukleáris sejtekben is. Nem találtunk szignifikáns 

különbséget az mTOR aktivitásban az egyes normál lymphoid sejtek és a vérből vagy 

csontvelőből izolált mononukleáris sejtek esetében, ezért a továbbiakban eredményeinket a 

PMNC-ek OD értékeinek átlagához viszonyítottuk, melyet 100%-nak (azaz 1-nek) 

tekintettünk az összehasonlításban. Szignifikáns különbséget ugyanazon személy (leukémiás 

vagy nem leukémiás) egyidejű perifériás vér- és csontvelői mintáinak p-S6 és p4EBP1 

expressziójában sem tapasztaltunk, így vizsgálatainkban mindkét típusú mintát 

felhasználhattuk. Pozitív kontrollnak a magas mTOR aktivitású KMH2 (Hodgkin-lymphoma) 

sejtvonalat használtuk (p-4EBP1 OD: 2.8 ± 0.01; pS6 OD: 0.37±0.02) (8. ábra). Az ALL 

sejtvonalakban (T-ALL – Jurkat, CEM; B-ALL – Nalm6, Mn60) a normál lymphoid 

sejtekhez viszonyítva, szignifikánsan emelkedett p-S6 (5,9 – 21,2x) és p-4EBP1 (63,5 – 

77,6x) fehérje expressziót detektáltunk (12. táblázat).  
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8. ábra. p-4EBP1 expresszió vizsgálata normál lymphoid

p-4EBP1 OD értékek ábrázolása

normál B- és T-sejtekben (B, T), nem leukémiás beteg (NL)

betegek vér- és csontvelői sejtjeiben (reprezentatív beteg minták), valamint a pozitív 

kontrollként használt KMH2 sejtvonalban. (OD 

sejtek; PMNC – perifériás mononukleáris sejtek;

 

 

12. táblázat. mTOR aktivitás függ

expressziója humán ALL sejtvonalakban (ELISA). 

T-ALL (Jurkat, CEM) és B-

kiszámításánál a normál PMNC sejtek expressziójához viszonyítottunk, melyet 1

tekintettük. OD – optikai denzitás; PMNC 

 
 

 

 

 

 

 

 
 

 

A gyermekkori ALL-es betegek (n=21) diagnosztikus mintáiban (vér

minták is) betegenként eltérő, ugyanazon beteg esetében a kétféle mintában szignifikánsan 

nem különböző, emelkedett p

 

Sejtvonal 

Jurkat 

CEM 

Nalm6 

Mn60 

PMNC 
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1 expresszió vizsgálata normál lymphoid- és ALL sejtekben (ELISA).

ábrázolása kontroll perifériás mononukleáris sejtekben

B, T), nem leukémiás beteg (NL)-, illetve gyermekkori ALL

ői sejtjeiben (reprezentatív beteg minták), valamint a pozitív 

kontrollként használt KMH2 sejtvonalban. (OD – optikai denzitás; MNC 

perifériás mononukleáris sejtek; KMH2 – Hodgkin lymphoma sejtvonal).

táblázat. mTOR aktivitás függő foszforilált fehérjék (p-S6 és p

expressziója humán ALL sejtvonalakban (ELISA). p-S6 és p-4EBP1 relatív expressziója 

-ALL (Nalm6, Mn60) sejtvonalakban. (A relatív OD értékek 

nál a normál PMNC sejtek expressziójához viszonyítottunk, melyet 1

optikai denzitás; PMNC – perifériás mononukleáris sejtek). 

es betegek (n=21) diagnosztikus mintáiban (vér

eltérő, ugyanazon beteg esetében a kétféle mintában szignifikánsan 

dett p-S6 (1,45-13,2x) és p-4EBP1 (4-73,3x) expressziót tudtunk 

p-S6 p-4EBP1 

OD relatív OD OD relatív OD

0,397 19,85x 2,537 63,425x 

0,118 5,9x 3,102 77,55x 

0,323 16,15x 3,063 76,575x 

0,423 21,15x 2,895 72,375x 

0.02 1x 0.04 1x 

 
és ALL sejtekben (ELISA). A 

perifériás mononukleáris sejtekben (N1, N2, N3), 

, illetve gyermekkori ALL-es 

i sejtjeiben (reprezentatív beteg minták), valamint a pozitív 

optikai denzitás; MNC – mononukleáris 

Hodgkin lymphoma sejtvonal). 

S6 és p-4EBP1) fokozott 

4EBP1 relatív expressziója 

ALL (Nalm6, Mn60) sejtvonalakban. (A relatív OD értékek 

nál a normál PMNC sejtek expressziójához viszonyítottunk, melyet 1-nek 

perifériás mononukleáris sejtek).  

es betegek (n=21) diagnosztikus mintáiban (vér- és csontvelői 

, ugyanazon beteg esetében a kétféle mintában szignifikánsan 

73,3x) expressziót tudtunk 

relatív OD 
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kimutatni ELISA-val. Ez az ALL sejtek fokozott mTOR aktivitására 

gyermekkori ALL minták esetében tapasztalt mTOR aktivitás különbségek és az ALL 

sejttípusának, az adott betegek prognózisának (jó

azt találtuk, hogy a p-4EBP1 magasabb expressziós értékei szignifikánsan összefüggenek a 

rosszabb prognózissal, ez az összefüggés a T

(prognózis besorolás lásd. módszerek fejezet) (

 

a. 

b. 

9. ábra. p-S6 és p-4EBP1 fokozott expressziója gyermekkori ALL sejtekben (ELISA). a.

A p-S6 és p-4EBP1 fehérjék 

csontvelői mintáiból izolált leukémia sejtekben (p

szoros aktivitás a normál lymphoid sejtekhez viszonyítva). 

relatív OD értékei gyermekkori ALL

(A relatív OD értékek kiszámításánál a kontroll PMNC sejtek expressziójához

viszonyítottunk, melyet 1-nek tekintettük.

OD – optikai denzitás; * p<0,05).
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val. Ez az ALL sejtek fokozott mTOR aktivitására utal (

nták esetében tapasztalt mTOR aktivitás különbségek és az ALL 

sejttípusának, az adott betegek prognózisának (jó- és rossz prognózis) összefüggését vizsgálva 

4EBP1 magasabb expressziós értékei szignifikánsan összefüggenek a 

rognózissal, ez az összefüggés a T-ALL- es betegeknél kifejezettebben jelentkezett 

(prognózis besorolás lásd. módszerek fejezet) (9. b ábra). 

4EBP1 fokozott expressziója gyermekkori ALL sejtekben (ELISA). a.

fehérjék relatív expressziója ugyanazon ALL-es betegek (n=10) 

i mintáiból izolált leukémia sejtekben (p-S6 – 1,45-13,2-szeres, 

szoros aktivitás a normál lymphoid sejtekhez viszonyítva). b. A p-S6 és p

rtékei gyermekkori ALL-es betegek jó- és a rossz prognózisú betegcsoportjaiban. 

(A relatív OD értékek kiszámításánál a kontroll PMNC sejtek expressziójához

nek tekintettük. A prognózis besorolást lásd a módszerek fejezetnél

p<0,05). 

utal (9. a ábra). A 

nták esetében tapasztalt mTOR aktivitás különbségek és az ALL 

és rossz prognózis) összefüggését vizsgálva 

4EBP1 magasabb expressziós értékei szignifikánsan összefüggenek a 

es betegeknél kifejezettebben jelentkezett 

 

 

4EBP1 fokozott expressziója gyermekkori ALL sejtekben (ELISA). a. 

es betegek (n=10) 

 p-4EBP1 – 4-73,3-

S6 és p-4EBP1 expresszió 

és a rossz prognózisú betegcsoportjaiban. 

(A relatív OD értékek kiszámításánál a kontroll PMNC sejtek expressziójához 

A prognózis besorolást lásd a módszerek fejezetnél. 
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4.1.2. Gyermekkori ALL-es betegek mTOR aktivitásának és klinikai adatainak 

összefüggése 

Az mTOR aktivitás és a prognózis összefüggésének vizsgálatához az esetek számát 

bővítettük, és 49 beteg 0. napi, ELISA vizsgálattal meghatározott p-4EBP1 expresszió értékét 

használtuk fel. A betegek prognózisát figyelembe véve szignifikáns összefüggést tudtuk 

kimutatni a p-4EBP1 mennyisége, és a betegek prognózis szerinti megoszlása között. A rossz 

prognózisú betegek 0. napi csontvelői mintáiban szignifikánsan magasabb volt az mTOR 

aktivitást jelző p-4EBP1 fehérje expressziója a jó prognózisú betegcsoporthoz viszonyítva. 

Eredményeink alapján p-4EBP1 ELISA esetében meghatároztunk egy OD értéket (OD: 1.1), 

mely alapján a betegeket jó (OD<1.1) és rossz (OD>1.1) prognózisú betegcsoportba 

sorolhattuk. Ennek az értéknek a specificitását (89%), és szenzitivitását (67%) ROC 

analízissel határoztuk meg. Az 1.1-es cutoff OD érték 27,5-szeres p-4EBP1 expresszió 

fokozódást jelent a normál PMNC sejtekhez viszonyítva (10. ábra). 

Az 1.1 p4EBP1 OD értéknél alacsonyabb illetve magasabb expresszióval jellemzett 

betegcsoportok klinikai adatait (életkor, nem, sejttípus, 8. napi szteroid válasz, 

fehérvérsejtszám, kariotípus, prognózis, jelenlegi állapot) tovább vizsgáltuk. Mindkét 

sejttípusban (B- és T-ALL) szignifikáns összefüggést tudtunk kimutatni az 1.1 OD értéknél 

magasabb p-4EBP1 expressziónak megfelelő magasabb mTOR aktivitás és a betegek rossz 

prognózisa, rossz 8. napi szteroid válasza, valamint a nem hiperdiploid kariotípusa között. A 

betegek túlélési adatait megvizsgálva kimutattuk, hogy a meghatározott 1.1-nél alacsonyabb 

p-4EBP1 OD értékek szignifikáns összefüggést mutatnak a relapszus mentes túléléssel. 

További klinikai adatokkal nem találtunk szignifikáns összefüggést (13. táblázat). Kaplan-

Meier görbe segítségével ábrázoltuk az mTOR aktivitás és a betegek túlélési idejének 

összefüggését. Az 1.1 OD értéknél alacsonyabb p-4EBP1 értékekkel, alacsonyabb mTOR 

aktivitással jellemezhető betegek (n=37) teljes, és relapszus mentes túlélése szignifikánsan 

jobb volt az 1.1 OD értéknél magasabb p-4EBP1 értéket mutató, magasabb mTOR 

aktivitással jellemzett betegekhez (n=12) viszonyítva (p=0.00012; p=0.00032). A betegeket a 

vizsgálat befejezéséig követtük, az átlagos követési idő 31.02 hónap (8 – 55.2 hónap) volt (11. 

ábra). 

Multivariancia analízissel vizsgáltuk általános prognosztikai faktorok – életkor, nem, 

immunfenotípus, kezdeti fehérvérsejtszám – valamint az mTOR aktivitás prognózissal 

összefüggő relatív rizikóját. Kimutattuk, hogy a fokozott mTOR aktivitást jelző magas (1.1<) 

p4EBP1 OD érték – önmagában, egyéb változóktól függetlenül – szignifikánsan növeli a 
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rossz prognózis-, a relapszus és a rossz terápiás vála

rizikó az alacsony mTOR aktivitással rendelkez
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, a relapszus és a rossz terápiás válasz előfordulásának rizikóját (

izikó az alacsony mTOR aktivitással rendelkező betegcsoporthoz viszonyítva) (

10. ábra. p-4EBP1 expresszió jó

prognózisú ALL-es betegek csontvel

sejtjeiben (ELISA). A jó (n=37) és a rossz 

prognózisú (n=12) ALL

4EBP1 OD értékei szignifikánsan 

különböztek egymástól. A meghatározott 

p-4EBP1 OD cutoff érték az alacsonyabb 

(jó prognózis) és magasabb (rossz 

prognózis) mTOR aktivitású betegcsoport 

között 1.1 volt. (A prognózis besorol

lásd a módszerek fejezetnél

denzitás; * p<0,05). 

 

 

fordulásának rizikóját (37-szeres 

 betegcsoporthoz viszonyítva) (14. táblázat). 

4EBP1 expresszió jó- és rossz 

es betegek csontvelői 

A jó (n=37) és a rossz 

prognózisú (n=12) ALL-es betegek p-

OD értékei szignifikánsan 

különböztek egymástól. A meghatározott 

4EBP1 OD cutoff érték az alacsonyabb 

(jó prognózis) és magasabb (rossz 

prognózis) mTOR aktivitású betegcsoport 

között 1.1 volt. (A prognózis besorolást 

lásd a módszerek fejezetnél; OD – optikai 
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13. táblázat. Gyermekkori akut lymphoid leukémiás betegek (n=49) klinikai adatainak 

és mTOR aktivitásának összefüggése. § – a p-4EBP1 ELISA OD cutoff érték (OD=1.1) 

alapján történő besorolás; # – életkor a diagnózis megállapításakor; ** – a hyperdiploid 

csoportba soroltunk két beteget, akiknél ETV6/RUNX1 fúziót mutattak ki; *** – prognózis 

meghatározása lásd módszerek; & – a betegek állapota a vizsgálat befejezéséig. (SR – 

alacsony, IR – közepes, HR – magas rizikójú kezelési ág; TX – transzplantáció; TRM – 

transzplantációhoz kapcsolódó halálozás; φ – Fisher exakt és χ – chi2 tesztek; π – szignifikáns 

korreláció az mTOR aktivitással). 

 

összes 
eset % 

alacsony mTOR 
aktivitás§ % 

magas mTOR 
aktivitás§ % p 

ALL betegek száma (%) 49 100 38 79 11 21  

Életkor #        

6 éves vagy > 29 59 23 79 6 21 0,722χ 

6 éves < 20 41 15 75 5 25  

Nem        

nő 15 31 14 93 1 7 0,137φ 

férfi 34 69 24 71 10 29  

Immunfenotípus        

pre-T 8 16 4 50 4 50  

pre-B 41 84 34 83 7 17 0,063φ 

Szteroid válasz, π        

jó válasz a 8. napon 40 81 35 88 5 12  

rossz válasz a 8. napon 9 19 3 33 6 67 <<0,05χ 

Fehérvérsejtszám        

20 G/l  vagy > 21 43 17 81 4 19  

20 G/l < 28 57 21 75 7 25 0,737φ 

Kariotípus **, π        

normál 24 49 24 71 7 29  

hyperdiploid 21 43 20 95 1 5 <0,05χ 

rossz prognózisra utaló 
genetikai eltérések 

4 8 1 25 3 75  

Prognózis ***, π        

jó 37 76 33 89 4 11 <<0,05φ 

rossz 12 24 4 33 8 67  

Jelenlegi állapot &, π        

betegség mentes remisszó  SR 21 43 20 95 1 5  

                                              IR 16 33 13 81 3 19  

                                            HR 5 10 3 60 2 40 <<0,05χ 

remisszió (relapszust 
követően vagy TX) 

3  - 2 IR; 
1HR 

6 2 67 1 33  

elhalálozás (progressziót 
követően vagy TRM) 

4  -  1 IR; 
3HR 

8 0 0 4 100  
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     a.                                                      
 

11. ábra. mTOR aktivitás összefüggése a gyermekkori ALL

(Kaplan-Meier görbe). a. A t

alacsony (n=37), illetve magas (n=12) mTOR aktivitással rendelkez

besorolása 1.1-es p-4EBP1 cutoff OD értéknél. (o 

adatok; p<<0.05; Log-rank teszt).

 

14. táblázat. Független prognosztikai tényez

ALL-ben.  Az életkor, a nem, az immunfenotípus, a fehérvérsejtszám, valamint az mTOR 

aktivitás prognózissal való összefüggése. 

1.1-es p-4EBP1 cutoff OD értéknél.

intervallum; na – nem alkalmazható; 

 

Prognosztikai faktorok
Életkor évben (≤6 ~ >6) 
Nem (nő ~ férfi) 
Immunfenotípus (B ~ T)
Fehérvérsejtszám (≤20G/l ~ >20G/l)
mTOR aktivitás (alacsony ~ magas) #, 
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a.                                                      b. 

mTOR aktivitás összefüggése a gyermekkori ALL-es betegek túlélésével 

A teljes és b. relapszus mentes túlélést ábrázo

, illetve magas (n=12) mTOR aktivitással rendelkező betegcsoportba történ

4EBP1 cutoff OD értéknél. (o – komplett események; + 

rank teszt). 

Független prognosztikai tényezők multivari ancia analízise gyermekkori 

Az életkor, a nem, az immunfenotípus, a fehérvérsejtszám, valamint az mTOR 

prognózissal való összefüggése. # – a betegek mTOR aktivitás szerinti besorolása az 

4EBP1 cutoff OD értéknél. (RR – relatív rizikó; 95% CI –

nem alkalmazható; π – szignifikáns korreláció). 

Prognosztikai faktorok RR (95% CI) 
6 ~ >6)  0.204 (0.025-1.65) 

na 
Immunfenotípus (B ~ T) 5.148 (0.429-61.8) 

20G/l ~ >20G/l) 0.249 (0.025-2.48) 
mTOR aktivitás (alacsony ~ magas) #, π 37.07 (2.552-538.51) 

 

es betegek túlélésével 

relapszus mentes túlélést ábrázoltuk. A betegek 

ő betegcsoportba történő 

komplett események; + – nem teljes 

analízise gyermekkori 

Az életkor, a nem, az immunfenotípus, a fehérvérsejtszám, valamint az mTOR 

szerinti besorolása az 

– 95% konfidencia 

p 
0.136 
1. 
0.196 
0.236 

 0.0081 
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4.1.3. Az mTOR aktivitás vizsgálata a kezelés 

mintákból izolált mononukleáris sejtekben

21 beteg mintáiban vizsgáltuk az 

p-4EBP1 expresszióját ELISA

p-S6 és p-4EBP1 expresszió csökkent a kezelés 3. hónapjára, a lymphoblasztok egyidej

csökkenésével. A jó prognózisú, alacsonyabb kezdeti mTOR aktivitással (OD<1.1) 

rendelkező betegek esetében a p

lecsökkent (a kezelés előtti mintákhoz viszonyítva), és a két éves követési id

emelkedett. A kezdeti magas (OD>1.1) p

betegek esetében a p-4EBP1 fehérje expressziója ugyan szignifikánsan csökkent a kezelés

hónapjára, relapszusban azonban a kezdeti érték fölé emelkedett

aktivitással rendelkező ALL sejtek 

ábra). 

   a.                   

12. ábra. mTOR aktivitás függ

során gyűjtött ALL-e s minták mononukleáris sejtjeiben

fehérjék mennyisége a 0. napi és a protokoll M el

jó- és két rossz prognózisú beteg 0

származó mintáiban. (A relatív OD értékek megadásakor a normál PMNC sejtek 

expressziójához viszonyítottunk; OD 
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mTOR aktivitás vizsgálata a kezelés közben gyűjtött követéses ALL 

mintákból izolált mononukleáris sejtekben 

vizsgáltuk az mTOR aktivitás függő foszforilált f

ELISA-val. Valamennyi vizsgált esetben (prognózistól függetlenül) a

expresszió csökkent a kezelés 3. hónapjára, a lymphoblasztok egyidej

csökkenésével. A jó prognózisú, alacsonyabb kezdeti mTOR aktivitással (OD<1.1) 

 betegek esetében a p-4EBP1 expresszió a kezelés alatti követéses mintákban 

őtti mintákhoz viszonyítva), és a két éves követési id

emelkedett. A kezdeti magas (OD>1.1) p-4EBP1 expressziót mutató, később rossz prognózisú 

4EBP1 fehérje expressziója ugyan szignifikánsan csökkent a kezelés

hónapjára, relapszusban azonban a kezdeti érték fölé emelkedett, jelezve a magas mTOR 

ő ALL sejtek megjelenését és arányának növekedését a mintá

                b. 

a. mTOR aktivitás függő foszforilált fehérjék expressziójának változása 

s minták mononukleáris sejtjeiben (ELISA). a. A

napi és a protokoll M előtti mintákban b. A p-4EBP1 expresszió két 

két rossz prognózisú beteg 0. napi, 33. napi, protokoll M előtti, valamin

mintáiban. (A relatív OD értékek megadásakor a normál PMNC sejtek 

expressziójához viszonyítottunk; OD – optikai denzitás; * p<0,05). 

űjtött követéses ALL 

rilált fehérjék p-S6 és 

esetben (prognózistól függetlenül) a 

expresszió csökkent a kezelés 3. hónapjára, a lymphoblasztok egyidejű 

csökkenésével. A jó prognózisú, alacsonyabb kezdeti mTOR aktivitással (OD<1.1) 

4EBP1 expresszió a kezelés alatti követéses mintákban 

tti mintákhoz viszonyítva), és a két éves követési idő alatt sem 

őbb rossz prognózisú 

4EBP1 fehérje expressziója ugyan szignifikánsan csökkent a kezelés 3. 

, jelezve a magas mTOR 

arányának növekedését a mintákban (12. 

 

változása a kezelés 

A p-S6 és p-4EBP1 

4EBP1 expresszió két 

őtti, valamint relapszusból 

mintáiban. (A relatív OD értékek megadásakor a normál PMNC sejtek 
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4.1.4. Az mTOR aktivitás kimutatása gyermekkor

citometriával  

ELISA eredményeink alapján felmerül

jelentősége más módszerekkel is. 

intracelluláris fehérjék expressziójá

citometriával történik. Áramlási citometriai 

jelöletlen p-S6 és p-4EBP1 ellenanyagok segítségével 

foszforilált fehérjék mennyiségét.

(n=3) a fokozott p-4EBP1 és p

átlagos fluoreszcencia intenzitás

viszonyítva – 15-20 szoros volt (

13. ábra. p-4EBP1 és a p-S6 

egészséges kontroll személy mintájában

p-4EBP1 expressziójának áramlási citometriai 

akut lymphoid leukémiás beteg csontvel

a negatív kontrollhoz (-ko) viszonyítva, a fluoreszcencia intenzitás

adtuk meg. A különbségek (∆

és 1.56 (p-4EBP1), a bemutatott

– perifériás mononukleáris sejtek; 
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mTOR aktivitás kimutatása gyermekkori ALL-es mintákban

ELISA eredményeink alapján felmerült az mTOR aktivitás meghatározásának 

módszerekkel is. Az ALL rutin diagnosztikájában CD markerek és 

k expressziójának meghatározása a tipizálás és követés során 

Áramlási citometriai vizsgálatainkban indirekt fluoreszcens festéssel 

4EBP1 ellenanyagok segítségével vizsgáltuk az mTOR 

fehérjék mennyiségét. A vizsgált gyermekkori ALL-es csontvel

4EBP1 és p-S6 expressziót ezzel a módszerrel is ki tudtuk mutatni, az

intenzitás változás (∆MFI)  – a nem leukémiás, kontroll sejtekhez 

volt (13. ábra). 

S6 expresszió vizsgálat eredménye egy ALL

kontroll személy mintájában (áramlási citometria). A hisztogrammon a p

áramlási citometriai vizsgálat eredménye látható normál PMNC és 

akut lymphoid leukémiás beteg csontvelői sejtjeiben. A p-S6 és p-4EBP1 exp

ko) viszonyítva, a fluoreszcencia intenzitás különbségeként (

∆MFI) a normál perifériás mononukleáris sejteknél

ott ALL-es esetben 42.6 (p-S6), illetve 32.4 (p

riás mononukleáris sejtek; ∆MFI – fluoreszcencia intenzitás különbsége).

mintákban áramlási 

az mTOR aktivitás meghatározásának 

ban CD markerek és 

a tipizálás és követés során áramlási 

ainkban indirekt fluoreszcens festéssel 

az mTOR aktivitás függő 

csontvelői mintákban 

S6 expressziót ezzel a módszerrel is ki tudtuk mutatni, az 

a nem leukémiás, kontroll sejtekhez 

 

ALL -es beteg és egy 

hisztogrammon a p-S6 és 

látható normál PMNC és 

4EBP1 expresszió mértékét 

különbségeként (∆MFI) 

mononukleáris sejteknél 2.35 (p-S6), 

(p-4EBP1). (PMNC 

fluoreszcencia intenzitás különbsége). 
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4.1.5. A rapamycin apoptózis indukáló hatása kemoterápiás szerekkel humán ALL 

sejtekben 

In vitro vizsgáltuk a rapamycin apoptózis indukáló hatását ALL sejtekben, 

önmagában, vagy kemoterápiás szerekkel kombinációban. Beállítottuk a különböző 

kemoterápiás szerek olyan minimális koncentrációját, melyek apoptózis indukáló hatása még 

fokozható. Kísérleteinkben humán ALL sejtvonalakat (B-ALL – Nalm6, Mn60; T-ALL – 

Jurkat, CEM) kezeltünk (24-72 óra) konvencionálisan alkalmazott, ismert szerek alacsony 

dózisával (doxorubicin, vincristin, methotrexate, cytosin-arabinoside, cyclophosphamide vagy 

methyl-prednisolon), rapamycinnel és kombinációjukkal. A Nalm6, Mn60 és CEM 

sejtvonalak esetében a72 órás rapamycin kezelés antiproliferatív hatását tudtuk kimutatni, míg 

Jurkat sejtvonalnál a proliferációgátlás mellett, a spontán apoptózis mértéke is emelkedett. A 

kombinációs kezelésekben a legérzékenyebb, Jurkat és a Nalm6 sejtvonalak esetében a 

rapamycin minden alkalmazott kemoterápiás szer apoptotikus hatását fokozta (szignifikánsan 

a Nalm6 sejtvonalban csak a doxorubicin és a methyl-prednisolon hatását) (14. ábra). Az 

Mn60 és CEM sejtvonalak esetében ennél kisebb mértékű érzékenységet találtunk, az Mn60 

sejtvonal esetében a rapamycin fokozta a cytosin-arabinoside, etoposide és methyl-

prednisolon apoptózis indukáló hatását, míg a CEM sejtvonal esetében ez a hatás csak a 

methyl-prednisolonnal kombinációban volt megfigyelhető. 

Gyermekkori ALL-es betegek izolált leukémia sejtjeit – újonnan diagnosztizált (n=3), 

illetve relabáló (n=2) betegek – rövid ideig, 24 órán keresztül kezeltük. Izolált primer 

leukémia sejtek spontán apoptózisának mértéke 30-50% is lehet 24-48 óra tenyésztés után. 

Ezt próbáltuk csökkenteni a tenyésztési feltételek optimalizálásával – 20%-os FSC, 0,03% L-

glutamin, nem esszenciális aminosavak hozzáadása – (15. a ábra). A legoptimálisabb 

feltételek kiválasztása után az izolált ALL sejtek 24 órás tenyésztését követően 30,7 – 60,5% 

spontán apoptózist tapasztaltunk. Vizsgálatainkban a rapamycin és a rapamycin kombinációs 

kezelések (doxorubicin, etoposide, vincristin, methotrexate, methyl-prednisolon, cytosin-

arabinoside, cyclophosphamide) apoptotikus hatásait teszteltük in vitro. A rapamycin a 

kemoterápiás szerek hatását különböző mértékben fokozta (10 – 91%). Két beteg esetében (1 

újonnan diagnosztizált, 1 relabáló beteg) a rapamycin és a kombinációs kezelések apoptózis 

indukáló hatása nem volt szignifikáns (<l0%), három beteg esetében (2 újonnan 

diagnosztizált, 1 relabáló beteg) a rapamycin önmagában is fokozta az apoptózist, és növelte 

az etoposide, vincristin és methyl-prednisolon apoptózis indukáló hatását (15. b ábra). 
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14. ábra. Rapamycin kombinációs kezelések

ALL sejtvonalakban (áramlási citometria

kezelése Nalm6 (B-ALL) és Jurkat (T

doxorubicin, 100 nM; vcr – vincristin

arabinoside, 10 ng/ml, cyc – cycloph

rap – rapamycin, 50 ng/ml. (* 

 

a.                                               

15. ábra. Gyermekkori ALL sejtek short

kemoterápiás szerekkel. a. 

beállítása (FCS – foetalis borjúszérum; glut 

aminosavak). b. Az etoposide (eto, 10 nM), vincristin (vcr, 3 nM), és methyl

(med, 100 nM) rapamycin (rap, 50 ng/ml) 24 órás kombinációs kezelésének apoptózis 

indukáló hatása gyermekkori ALL

p<0,05). 
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kombinációs kezelések in vitro apoptózis indukáló hatása

(áramlási citometria). Rapamycin és kemoterápiás szerek 72 órás 

ALL) és Jurkat (T-ALL) sejtekben. (ko – kezeletlen kontroll; dox 

vincristin, 3 nM; mtx – methotrexate, 20 nM; 

cyclophosphamide, 500 nM; med – methyl-predni

* szignifikáns apoptózis fokozódás, p<0,05). 

                                              b. 

LL sejtek short-term tenyésztése és kezelése

a. Izolált gyermekkori ALL sejtek tenyésztési feltételeinek 

foetalis borjúszérum; glut – L-glutamin; NEM –

Az etoposide (eto, 10 nM), vincristin (vcr, 3 nM), és methyl

(med, 100 nM) rapamycin (rap, 50 ng/ml) 24 órás kombinációs kezelésének apoptózis 

ukáló hatása gyermekkori ALL-es betegekből (n=3) izolált leukémia sejtjeikben

 

apoptózis indukáló hatása humán 

Rapamycin és kemoterápiás szerek 72 órás 

kezeletlen kontroll; dox – 

methotrexate, 20 nM; cyt-ara: – cytosin-

prednisolon, 100 nM; 

 

term tenyésztése és kezelése rapamycinnel és 

sztési feltételeinek 

– nem esszenciális 

Az etoposide (eto, 10 nM), vincristin (vcr, 3 nM), és methyl-prednisolon 

(med, 100 nM) rapamycin (rap, 50 ng/ml) 24 órás kombinációs kezelésének apoptózis 

l (n=3) izolált leukémia sejtjeikben. (* 
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4.1.6. A rapamycin csökkenti az mTOR aktivitás függő foszforilált fehérjék 

mennyiségét humán ALL és lymphoma sejtekben  

A rapamycin és különböző kombinációs kezelések mTOR aktivitásra gyakorolt hatását 

a célfehérjék foszforilált formáinak mennyiségi vizsgálatával követtük Western blot, 

immuncitokémia és ELISA segítségével humán ALL és lymphoma sejtekben. Western blot-

tal humán T-ALL sejtvonalak (CEM) esetében az in vitro rapamycin kezelést (48 óra) 

követően nem tudtunk jelentős p-S6 expresszió csökkenést kimutatni. A BHD1 (kontroll 

lymphoma) sejtvonal esetében azonban, a rapamycin önmagában és kombinációban is – 

doxorubicin, cytosin-arabinoside, methotrexate – csökkentette az mTOR aktivitás függő p-S6 

fehérje expresszióját (16. ábra). 

Humán ALL sejtvonalakban (Nalm6 és Jurkat) immuncitokémiával vizsgáltuk a 

rapamycin (24 óra) kezelés mTOR jelátviteli útvonal aktivitásának változására kifejtett 

hatását és az mTOR komplexeket alkotó fehérjék (Raptor, Rictor) mennyiségét. Az mTOR 

aktivitást jelző p-S6 expresszió mindkét vizsgált sejtvonalban csökkent a kezelés hatására. A 

rapamycin kezelés (72 óra) apoptózis indukáló hatását Jurkat sejtekben figyeltük meg, a 

Nalm6 kevésbé volt érzékeny (csak proliferációgátló hatás, ld. 14. ábra, 59. oldal). A két 

komplex mennyiségére utaló Rictor és Raptor expresszióban ezzel összefüggő eltérést 

tapasztaltunk. Nalm6 sejtekben alacsony Raptor és magas Rictor, míg a Jurkat sejtekben 

magas Raptor és alacsonyabb Rictor expressziót mutattunk ki. A kevésbé érzékeny Nalm6 

sejtekre tehát az mTORC2 komplex, míg a rapamycin érzékeny Jurkat sejtekre az mTORC1 

komplex magasabb expressziója jellemző (17. ábra).  

Gyermekkori ALL-es betegek (n=4) izolált csontvelői sejtjeinek in vitro rapamycin 

(24 óra) kezelését követően – az apoptózis indukció meghatározásával párhuzamosan –, 

vizsgáltuk a p-4EBP1 expresszió változását ELISA-val. Két esetben (jó prognózisú betegek 

mintái) a 24 órás rapamycin kezelést követően a p-4EBP1 expresszió lecsökkent, egyidejűleg 

az apoptózis emelkedett. Két másik esetben (rossz prognózisú – egy primer ALL-es, és egy 

relabáló eset) a rapamycin kezelést követően a p4EBP1 expresszió nem csökkent, hanem 

növekedett, és apoptózis szintjének emelkedése sem volt szignifikáns (18. ábra). 
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16. ábra. p-S6 fehérje expressziójának változása rapa

követően humán ALL és lymphoma sejtekben (Western blot). 

rapamycin kezelés csökkentette a p

(BHD1) sejtvonalban. (ko –

doxorubicin, 200 nM; cyt-ara –

 

17. ábra. Rictor, Raptor expressziója és 

aktivitásra (p-S6) humán ALL sejtvonalakban

fehérjék expressziójának, valamint a

kifejtett hatásának vizsgálata 

kontroll; rap – rapamycin; immuncitokémia; DAB festés 
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S6 fehérje expressziójának változása rapamycin- és kombinációs kezeléseket 

en humán ALL és lymphoma sejtekben (Western blot). Az 

rapamycin kezelés csökkentette a p-S6 fehérje mennyiségét leukémia (CEM) és lymphoma 

– kezeletlen kontroll; rap – rapamycin, 50 ng/ml; dox 

– cytosin-arabinoside, 10 ng/ml; mtx – methotrexate

Rictor, Raptor expressziója és a rapamycin kezelés hatása az mTOR 

S6) humán ALL sejtvonalakban (immuncitokémia). 

fehérjék expressziójának, valamint a 24 órás rapamycin (50 ng/ml) kezelés

vizsgálata leukémia sejtvonalakban – immuncitokémia.

mmuncitokémia; DAB festés – barna reakció, 400x).

 

és kombinációs kezeléseket 

Az in vitro 48 órás 

S6 fehérje mennyiségét leukémia (CEM) és lymphoma 

rapamycin, 50 ng/ml; dox – 

methotrexate, 50nM). 

 

rapamycin kezelés hatása az mTOR 

(immuncitokémia). Rictor és Raptor 

24 órás rapamycin (50 ng/ml) kezelés p-S6 expresszióra 

immuncitokémia. (ko – kezeletlen 

barna reakció, 400x). 
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18. ábra. Rapamycin érzékenység 

(ELISA, apoptózis mérés áramlási citometriával). 

értékek) és az apoptotikus sejtek %

humán ALL sejtekben (A vizsgálatokhoz használt leukémia sejtek 

ALL-es betegekből, az utolsó esetben relapszusos mintából származtak; OD 

denzitás; ko – kezeletlen kontroll; rap 
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apamycin érzékenység különbségei gyermekkori ALL sejtekben 

(ELISA, apoptózis mérés áramlási citometriával). p-4EBP1 expresszió (ELISA OD 

értékek) és az apoptotikus sejtek %-a kezeletlen és rapamycin (24 óra, 50 ng/ml) 

(A vizsgálatokhoz használt leukémia sejtek az első

, az utolsó esetben relapszusos mintából származtak; OD 

kezeletlen kontroll; rap – rapamycin; * p<0,05). 

 

 

sejtekben in vitro 

4EBP1 expresszió (ELISA OD 

24 óra, 50 ng/ml) kezelt izolált 

az első 3 esetben primer 

, az utolsó esetben relapszusos mintából származtak; OD – optikai 
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4.2. MikroRNS expresszió vizsgálatok 

4.2.1. MiRNS expresszió vizsgálatok humán leukémia sejtvonalakban 

Vizsgálatainkban kontrollként a BHD1 (DLBCL: diffúz, nagy B-sejtes lymphoma) 

sejtvonalat használtuk, melyben – a DLBCL-ekben leírt irodalomi adatoknak megfelelően 

(223) – magas miR 16, miR 21, miR 24, miR 29b, miR 128b, miR 142-3p és miR 155, 

valamint alacsony miR 223 expressziót mutattunk ki.  

Meghatároztuk izolált PMNC sejtek, B- és T-sejtek, valamint párhuzamosan perifériás 

vérből és csontvelőből (2 éves követés után nem leukémiás minták) izolált MNC sejtek 

miRNS (miR 16, 21, 24, 29b, 128b, 142-3p, 155, 223) expresszióját real time PCR-rel. A 

minták miRNS expressziója nem tért el szignifikánsan (15. táblázat), így vizsgálatainkban a 

leukémia sejtek miR expresszióját humán perifériás mononukleáris sejtek expressziójához 

viszonyítottuk. 

Promyelocytás leukémia sejtvonalban (HL60) hét vizsgált miRNS alacsonyan 

expresszálódott, még a miR 128b esetében is csak mérsékelt expresszió fokozódást tudtunk 

kimutatni (2.9x). A humán ALL sejtvonalakat a miR 128b szignifikáns overexpressziója 

jellemezte, a CEM, Jurkat és Nalm6 sejtvonalak esetében a miR 128b igen jelentősen fokozott 

expresszióját (>500x) detektáltuk. Az „oncomiR”-ként jól ismert miR 21 és miR 155 közül a 

miR 21 egyik vizsgált leukémia sejtvonalban sem mutatott expresszió fokozódást, a miR 155 

jelentősebb expressziója csak a CEM (T-ALL) sejtvonalban tudtuk kimutatni. A T-ALL-es 

sejtvonalakat a miR 16 overexpressziója jellemezte, míg a B-ALL sejtvonalakban a miR 223 

alacsony, csökkent expressziója volt jellemző (15. táblázat). 

Gyermekkori ALL-es betegek (n=24) diagnosztikus, kezeletlen mintáinak miRNS 

expressziójában, B- és T-ALL-ben eltéréseket figyeltünk meg. Mindkét sejttípusban a miR 

29b [0.19x (0.001-1.05)], valamint – a sejtvonalakhoz hasonlóan – a miR 21 [0.15x (0.003-

0.73)] és miR 223 [0.31x (0.003-1.56)] alacsony expresszióját detektáltuk, míg a miR 128b 

minden esetben szignifikánsan fokozott expressziót mutatott [409x (17.3-1048)]. A miR 155 

mérsékelten emelkedett expressziója csak a B-ALL-es betegek sejtjeit jellemezte [5.5x (0.54-

11.7)] (19. ábra). 
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15. táblázat. miRNS-ek expressziója izolált normál lymphoid sejtekben, 

csontvelői mintákban és leukémia sejtvonalakban (real

16, 21, 24, 29b, 128b, 142-3p, 155, 223)

expressziójához viszonyítva (1) adtuk meg izolált normál B

(NL), és gyermekkori ALL

mononukleáris sejtjeiben, valamint leukémia sejtvonalakban

Vizsgált Normál lymphoid 
sejtek 

NL

miRNS PMNC B-
sejt 

T-
sejt 

v/csv

16 1 1.5 0.6 1.2/1
21 1 1.4 1.1 0.4/0.7
24 1 0.5 0.9 0.8/0.4

29b 1 1.2 1.4 0.2/0.4
128b 1 1.9 2.3 1.1/1.3

142-3p 1 1.1 1.6 0.5/0.7
155 1 1.3 1.8 1.8/1.6
223 1 1.2 1.9 2.4/2.2

 

 

19. ábra. miRNS-ek relatív expressziója gyermekkori ALL

csontvelői mintáiban (real-time PCR).

(n=15, illetve 9) 0. napi csontvel

expresszióját 1-nek tekintettük az összehasonlításban. (
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ek expressziója izolált normál lymphoid sejtekben, 

kban és leukémia sejtvonalakban (real-time PCR). Az adott miRNS (miR 

3p, 155, 223) expressziójának mértékét izolált PMNC sejtek 

expressziójához viszonyítva (1) adtuk meg izolált normál B- és T-sejtekben, nem leukémiás 

, és gyermekkori ALL-es beteg (ALL) perifériás vér (v) és csontvel

mononukleáris sejtjeiben, valamint leukémia sejtvonalakban. (* p<0,05). 

NL ALL Kontroll Leukémia sejtvonalak

v/csv v/csv BHD1 
(DLBCL) 

HL60 
(PML) 

CEM 
(T-

ALL) 
1.2/1 0.9/0.8 36* 0.9 7* 

0.4/0.7 0.06*/0.03* 51* 0.3 0.3 
0.8/0.4 0.2/0.1 12* 1.2 0.6 
0.2/0.4 0.1/0.04* 131* 1.9 1.9 
1.1/1.3 107*/130* 106* 2.9 677* 
0.5/0.7 0.4/0.3 48* 1.5 3.9 
1.8/1.6 2.1/3.5* 945* 0.8 21.5* 
2.4/2.2 0.1/0.03* 0.4 0.01* 2.2 

ek relatív expressziója gyermekkori ALL-es betegek diagnosztikus 

time PCR). miR-ek relatív expressziója B- és T

. napi csontvelői mintáiban normál PMNC-hez viszonyítva, 

kintettük az összehasonlításban. (* p<0,05). 

ek expressziója izolált normál lymphoid sejtekben, perifériás vér-és 

Az adott miRNS (miR 

expressziójának mértékét izolált PMNC sejtek 

sejtekben, nem leukémiás 

és csontvelői (csv) 

Leukémia sejtvonalak 

Jurkat  
(T-

ALL) 

Mn60 
(B-

ALL) 

Nalm6 
(B-

ALL) 
17* 1.9 2.8 
0.5 0.09* 0.5 
1.2 0.11* 0.4 
15* 0.98 0.38 

1286* 21.3* 1814* 
19.1* 0.9 2.4 
0.003* 0.9 0.009* 

0.8 0.1 0.02* 

 

es betegek diagnosztikus 

és T-ALL-es betegek 

hez viszonyítva, melyek 
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4.2.2. Gyermekkori ALL

prognosztikai tényez

A vizsgált ALL-es betegek csontvel

128b expressziót mutattunk ki. Vizsgáltuk 

expressziójának különbségeit. A jó prognózisú

(mind B-, mind T-ALL-ben) 

rossz prognózisú betegekhez viszonyítva

expresszióját figyelembe véve, ROC analízissel meghatároztunk (

specificitás: 87.5%) egy relatív expressziós értéket (80

PMNC sejtekhez viszonyítva), mely alapján a betegeket magasabb

alacsonyabb (80x>, n=8) miR 128b expresszióval rendelkez

felosztás alapján tovább elemeztük a betegek klinikai adatainak (életkor, nem, sejttípus, 8. 

napi szteroid válasz, fehérvérsejtszám, kariotípus, prognózis, jelenlegi állapot) és a magasabb 

vagy alacsonyabb miR128b expressziónak az összefüggését. Szignifikáns ko

mutattunk ki az alacsonyabb (80x>) miR 128b expresszió és a betegek rossz prognózisa, 

illetve rossz 8. napi szteroid válasza között. Kimutattuk továbbá, hogy a betegek relapszus 

mentes túlélése szignifikánsan összefügg

 

20. ábra. miR 128b expresszió jó

time PCR). Jó- (n=16) és rossz (n=8) prognózisú

mintáinak relatív miR 128b expressziója. (A prognózis besorolást lásd a módszerek 

fejezetnél; az összehasonlításban a normál lymphoid sejtek expressziójához viszonyítottunk; * 

p<0,05). 
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Gyermekkori ALL-es betegek miR 128b expressziójának és klinikai adatainak, 

prognosztikai tényezőinek vizsgálata 

es betegek csontvelői MNC sejtjeiben szignifikánsan magasabb miR 

utattunk ki. Vizsgáltuk a jó- és rossz prognózisú betegcsoport miR 128b 

expressziójának különbségeit. A jó prognózisú betegek 0. napi mintáinak csontvel

 szignifikánsan magasabb miR 128b expressziót detektáltunk 

rossz prognózisú betegekhez viszonyítva (20. ábra). A betegek prognózisát és miR 128b 

expresszióját figyelembe véve, ROC analízissel meghatároztunk (szenzitivitás

cificitás: 87.5%) egy relatív expressziós értéket (80-szoros relatív expresszió normál 

PMNC sejtekhez viszonyítva), mely alapján a betegeket magasabb 

n=8) miR 128b expresszióval rendelkező betegcsoportba soroltuk. A 

ztás alapján tovább elemeztük a betegek klinikai adatainak (életkor, nem, sejttípus, 8. 

napi szteroid válasz, fehérvérsejtszám, kariotípus, prognózis, jelenlegi állapot) és a magasabb 

vagy alacsonyabb miR128b expressziónak az összefüggését. Szignifikáns ko

mutattunk ki az alacsonyabb (80x>) miR 128b expresszió és a betegek rossz prognózisa, 

illetve rossz 8. napi szteroid válasza között. Kimutattuk továbbá, hogy a betegek relapszus 

mentes túlélése szignifikánsan összefügg a magasabb miR 128b expresszióval 

 

miR 128b expresszió jó- és rossz prognózisú ALL-es betegek mintáiban

(n=16) és rossz (n=8) prognózisú B- és T-ALL-es betegek csontvel

mintáinak relatív miR 128b expressziója. (A prognózis besorolást lásd a módszerek 

fejezetnél; az összehasonlításban a normál lymphoid sejtek expressziójához viszonyítottunk; * 

es betegek miR 128b expressziójának és klinikai adatainak, 

i MNC sejtjeiben szignifikánsan magasabb miR 

és rossz prognózisú betegcsoport miR 128b 

betegek 0. napi mintáinak csontvelői sejtjeiben 

expressziót detektáltunk a 

betegek prognózisát és miR 128b 

szenzitivitás: 75%, 

szoros relatív expresszió normál 

 (80x<, n=16) és 

 betegcsoportba soroltuk. A 

ztás alapján tovább elemeztük a betegek klinikai adatainak (életkor, nem, sejttípus, 8. 

napi szteroid válasz, fehérvérsejtszám, kariotípus, prognózis, jelenlegi állapot) és a magasabb 

vagy alacsonyabb miR128b expressziónak az összefüggését. Szignifikáns korrelációt 

mutattunk ki az alacsonyabb (80x>) miR 128b expresszió és a betegek rossz prognózisa, 

illetve rossz 8. napi szteroid válasza között. Kimutattuk továbbá, hogy a betegek relapszus 

zióval (16. táblázat). 

es betegek mintáiban (real-

es betegek csontvelői 

mintáinak relatív miR 128b expressziója. (A prognózis besorolást lásd a módszerek 

fejezetnél; az összehasonlításban a normál lymphoid sejtek expressziójához viszonyítottunk; * 
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16. táblázat. Gyermekkori akut lymphoid leukémiás betegek (n=24) klinikai adatainak 

és miR 128b expressziójának vizsgálata. § – a betegek relatív miR128b expresszió 

(magas>80x>alacsony) alapján történő besorolása; # – életkor a diagnózis megállapításakor; 

** – a hyperdiploid csoportba soroltunk két beteget, akiknél ETV6/RUNX1 fúziót mutattak 

ki; *** – prognózis meghatározása lásd módszerek; & – a betegek állapota a vizsgálat 

befejezéséig. (SR – alacsony, IR – közepes, HR – magas rizikójú kezelési ág; TX – 

transzplantáció; TRM – transzplantációhoz kapcsolódó halálozás; φ – Fisher exakt és χ chi2 

tesztek; π - szignifikáns korreláció miR 128b expresszióval). 

 összes 
eset 

% alacsony 
miR 128b exp.§ 

% magas  
miR 128b exp.§ 

% p 

ALL betegek száma (%) 24 100 8 33 16 67  

Életkor #               

6 éves vagy > 17 71 5 47 12 53 0,647 φ 

6 éves < 7 29 3 43 4 57   

Nem        

nő 6 25 1 17 5 83 0,621 φ 

férfi 18 75 7 39 11 61  

Immunfenotípus               

pre-T 9 37.5 3 33.3 6 66.7 1 φ 

pre-B 15 62.5 5 33.3 10 66.7  

Szteroid válasz, π        

jó válasz a 8. napon 17 75 3 88 14 12 0.001χ 

rossz válasz a 8. napon 7 25 6 33 1 67  

Fehérvérsejtszám               

20 G/l  vagy > 9 37.2 3 33.3 6 66.7 1 φ 

20 G/l < 15 62.5 5 33.3 10 66.7  

Kariotípus **        

normál 10 41.7 3 30 7 70   

hyperdiploid 10 41.7 2 20 8 80 0.137χ 

rossz prognózisra utaló 
genetikai eltérések 

4 16.6 3 75 1 25   

Prognózis ***, π        

jó   16 67 2 12.5 14 87.5 0.002 φ 

rossz 8 33 6 75 2 25  

Jelenlegi állapot &, π               

betegség mentes remisszó  SR 6 25 1 16.7 5 83.3  

                                              IR 10 41.7 1 10 9 90   

                                             HR 2 8.3 2 100 0 0 0.011χ 

remisszió (relapszust 
követően vagy TX) 

2  - 1 IR; 
1HR  

8.3 1 50 1 50   

elhalálozás (progressziót 
követően vagy TRM) 

4  -  1 IR; 
3HR 

16.7 3 75 1 25   
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4.2.3. Perifériás vérből és csontvelőből izolált MNC sejtek miRNS expresszió 

változásának vizsgálata a betegek követéses mintáiban 

Gyermekkori ALL-es betegek (n=24) diagnosztikus és a kemoterápiás kezelés során 

gyűjtött mintáiban – a kezelés hatására csökkenő lymphoblaszt aránynak megfelelően (0-10% 

csontvelői mononukleáris sejt) – a vizsgált miRNS-ek expressziója is megváltozott. Az 

alacsonyan expresszált miR-ek expressziójának emelkedését, míg az overexpresszált miRNS-

ek expresszió csökkenését figyeltük meg a kezelés 33. napján, illetve a protokoll M előtti 

időpontban (17. táblázat). 

17. táblázat. miR-ek expressziójának változása a kezelés protokoll M előtti id őpontjáig a 

kezelés előtti minták expressziójához viszonyítva. (↑/↓: <2x, ↑↑/↓↓: 3-100x, ↑↑↑/↓↓↓: 100-

1000x változás a kiindulási expresszió mértékéhez képest). 

 
  

miRNS expresszió változás 
kemoterápia alatt 

 Vizsgált miRNS T-ALL B-ALL 
 16 ↑ ↓ 
 21 ↑ ↓ 
 24 ↑ ↓ 
 29b ↑ ↓ 
 128b ↓↓↓ ↓↓↓ 
 142-3p ↑ ↓ 
 155 ↑ ↓↓ 
 223 ↑↑ ↑↑ 
 

 

A relabáló betegek követéses (15. napi, 33. napi és protokoll M előtt, illetve relapszus 

esetén) mintáinak miR 128b és miR 223 expresszió változását is vizsgáltuk. A jó- és a rossz 

prognózisú betegek csontvelői sejtjeinek miR 128b expressziója szignifikánsan lecsökkent, a 

miR 223 expressziója szignifikáns emelkedést mutatotta protokoll M előtti időpontban a 

kezelés előtti mintákhoz viszonyítva. Jó prognózisú betegekben – ahol a betegség nem tért 

vissza – a miR-ek expressziója a két éves követési periódusban nem mutatott további 

változást, míg a rossz prognózisú, relabáló beteg csontvelői mintáinak miR 128b és miR 223 

expressziója relapszusban – a csontvelői minták növekvő arányú leukémia sejtjeinek 

megfelelően – megváltozott, emelkedett (miR 128b), illetve csökkent (miR 223) (21. ábra).  

Megfigyeltük, hogy relapszusban a csontvelői minták miR 128b expressziója a kezdeti magas 

miRNS expressziós érték fölé emelkedik. Megvizsgáltuk, hogy normál perifériás 
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mononukleáris sejtek (miR 128b gyakorlatilag nem expresszáló 

sejtek (miR 128b fokozottan expresszáló 

keverékében milyen mértékű 

kimutathatóvá. Már humán ALL sejtek 1%

emelkedett miR 128b expressziót mutattunk ki. (22.

21. ábra. miR 128b és 223 relatív expressziójának változása 

betegek követéses mintáiban a kemoterápia alatt (real

223 expressziója reprezentatív jó

ek expresszióját normál lymphoid sejtekhez viszonyítottuk, melyek expressz

tekintettük az összehasonlításban; * p<0,05).  

22. ábra. A miR 128b relatív expressziójának változása humán ALL sejtek növekv

koncentrációjú keverékében (real

sejtvonal, 1%, 10%, 15%, 100%) 

expressziója fokozódott (8x, 85x, 125x, 1004x), a 100% PMNC sejtek expresszióját 

tekintettük 1-nek ebben az összehasonlításban.
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mononukleáris sejtek (miR 128b gyakorlatilag nem expresszáló – PMNC) és humán T

sejtek (miR 128b fokozottan expresszáló – Jurkat leukémia sejtvonal) különböz

ű a miR 128b expressziója, a szignifikáns emelkedés mikor válik 

kimutathatóvá. Már humán ALL sejtek 1%-át tartalmazó sejtkeverékben szignifikánsan (8x) 

expressziót mutattunk ki. (22. ábra). 

miR 128b és 223 relatív expressziójának változása gyermekkori 

betegek követéses mintáiban a kemoterápia alatt (real-time PCR). A 

223 expressziója reprezentatív jó- és rossz prognózisú betegek csontvelői mintáiban. (A miR

normál lymphoid sejtekhez viszonyítottuk, melyek expressz

tekintettük az összehasonlításban; * p<0,05).   

 

. ábra. A miR 128b relatív expressziójának változása humán ALL sejtek növekv

koncentrációjú keverékében (real-time PCR). PMNC és humán T-ALL sejtek (Jurkat 

sejtvonal, 1%, 10%, 15%, 100%) növekvő koncentrációjának megfelelően a miR 128b relatív 

expressziója fokozódott (8x, 85x, 125x, 1004x), a 100% PMNC sejtek expresszióját 

nek ebben az összehasonlításban. 

PMNC) és humán T-ALL 

Jurkat leukémia sejtvonal) különböző arányú 

ignifikáns emelkedés mikor válik 

át tartalmazó sejtkeverékben szignifikánsan (8x) 

 

gyermekkori ALL-es 

A miR 128b és miR 

ői mintáiban. (A miR-

normál lymphoid sejtekhez viszonyítottuk, melyek expresszióját 1-nek 

. ábra. A miR 128b relatív expressziójának változása humán ALL sejtek növekvő 

ALL sejtek (Jurkat 

ően a miR 128b relatív 

expressziója fokozódott (8x, 85x, 125x, 1004x), a 100% PMNC sejtek expresszióját 
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5. MEGBESZÉLÉS 

5.1. mTOR aktivitás vizsgálatok 

Több munkacsoport beszámolt már humán ALL sejtvonalak- és izolált primer ALL 

sejtek magas mTOR aktivitásáról és a rapamycin in vitro apoptózis indukáló hatásáról (50, 

67, 224). Gyermekkori ALL-ben az mTOR jelátviteli útvonal aktivitásának kvantitatív 

vizsgálatával kapcsolatban azonban még nem állnak rendelkezésre irodalmi adatok. Emellett 

az mTOR aktivitás, illetve az mTOR függő foszfo-fehérjék mennyiségének ELISA 

módszerrel történő meghatározásáról sincsenek adatok humán leukémia sejtekben. Mindössze 

egy közlemény számol be a p-p70S6K ELISA vizsgálattal meghatározott eredményeiről 

everolimussal kezelt vesetranszplantált betegek (n=15) perifériás mononukleáris sejtjeiben, 

melyet az mTOR gátlás meghatározására használtak (225). 

Munkánk során meghatároztuk az mTOR jelátviteli útvonal aktivitását gyermekkori 

ALL-es betegek csontvelői mintáiban ELISA módszerrel. Az mTOR függő foszfofehérjék (p-

4EBP1 és p-S6) expresszióját összehasonlítottuk normál lymphoid sejtekben, valamint izolált 

lymphoblastokban. Többféle ELISA kittel dolgoztunk, melyek közül a p-4EBP1 és p-S6 kit 

hatékonyan működött, és a kettő közül a betegek mintáinak feldolgozása, ismétléses 

vizsgálata során a p-4EBP1 kitet találtuk a legmegbízhatóbbnak. A p-4EBP1 fehérje 

mennyiségének mérése azért is előnyösebb, mert a 4EBP1 az mTOR direkt célfehérjéje, 

mennyiségének meghatározásával közvetlenül tudunk következtetni az mTOR aktivitásra. A 

p-S6 fehérje nemcsak az mTOR függő – p70S6 kináz – hanem az mTOR-tól független 

jelátviteli útvonalakon – PDK1, MAPK és SAPK – keresztül is tud foszforilálódni, és 

aktiválódni (108).  

Eredményeink alapján a humán ALL- és lymphoma sejtvonalakat, valamint az ALL-es 

betegek 0. napi csontvelői mintáinak leukémia sejtjeit – fokozott p-4EBP1 expresszió által 

jelzett – magas mTOR aktivitás jellemzi. A kemoterápiás kezelés hatására az mTOR 

foszforilált célfehérjéinek – p-4EBP1 és p-S6 – expressziója jól reagáló ALL-es betegek 

csontvelői mintáiban gyakorlatilag a normál lymphoid sejtek szintjére csökkent. Relabáló 

betegek csontvelői mintáiban, a relapszus diagnosztizálása idején az mTOR aktivitás 

fokozódott, és az mTOR aktivitást jelző p-4EBP1 értéke a kezdeti, 0. napi minták 

expresszióját meghaladta. Különösen érdekes a rossz prognózisú betegek diagnosztikus 

csontvelői mintáinak szignifikánsan magasabb mTOR aktivitása a jó prognózis betegekhez 

viszonyítva. 
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ROC analízis segítségével meghatároztunk egy cutoff értéket (OD=1.1) a p-4EBP1 

ELISA vizsgálatra, mely alapján a betegeket két csoportba tudtuk sorolni: az egyik csoportba 

tartoztak a magas (OD>1.1) p-4EBP1 értékkel rendelkező, azaz magas mTOR aktivitású 

betegek, míg a másik csoportba tartozó betegek mTOR aktivitása alacsony volt. Az általunk 

meghatározott cutoff érték – nagyobb esetszámú vizsgálatban történő validálást követően – a 

jövőben az ALL klinikailag is hasznos, egyszerűen meghatározható prognosztikai markere 

lehetne. 

Az ELISA hátránya viszonylag magas sejt- és időigénye. Az mTOR függő 

foszfofehérjék expressziójának kimutatása a betegek diagnózisának megállapításakor, illetve a 

betegek utánkövetése során az ELISA-nál sokkal egyszerűbben alkalmazható, hatékonyabb 

módszerrel, áramlási citometria révén valósulhatna meg. Fontos megfigyelés, hogy a p-

4EBP1 expressziója által meghatározott mTOR aktivitás nem tér el szignifikánsan ugyanazon 

beteg csontvelői és perifériás vér mononukleáris sejtjeiben. Magas kockázatú betegekben, 

akiknél a relapszus kockázata nagyobb, és ezáltal szorosabb követést igényelnek, perifériás 

vér mintákban is követhető lenne az mTOR aktivitás. Számos vizsgálat irányul a betegség 

recidívájának korai kimutatására, azonban ma még nincs olyan hatékony módszer, mely a 

recidívát korán képes lenne jelezni, és nem lenne olyan megterhelő a betegek számára, mint a 

csontvelő vizsgálat. 

Több munkacsoport kezdte el vizsgálni az mTOR gátló (MTI) kezelés hatását 

gyermekkori ALL-ben (50, 69, 143). In vitro eredményeink megerősítik az mTOR gátlók 

lehetséges apoptózis indukáló hatását gyermekkori izolált ALL sejtekben. Számos klinikai 

vizsgálat van folyamatban az önmagában alkalmazott mTOR gátlók hatékonyságával 

kapcsolatban elsősorban relabáló hematológiai betegek kezelésében (pl. everolimus 

relabáló/refrakter NHL – fázis I; sirolimus relabáló/refrakter ALL/NHL – fázis I) (224). 

Gyermekkori ALL-ben eddig még ismert ilyen klinikai vizsgálat eredménye. Rheingold és 

mts-ai egy absztraktban számoltak be egy fázis I vizsgálatban relabáló/refrakter gyermekkori 

ALL-es betegeknél alkalmazott sirolimus jó tolerálhatóságáról. Egy másik publikációban 

gyermekkori ALL-ben allogén hematopoetikus őssejt átültetést követően a graft versus host 

betegség megelőzésében használt sirolimus (fázis I/II vizsgálat) biztonságos és hatékony 

alkalmazhatóságát írták le (146). Fouladi és mts-ai az everolimus (fázis I vizsgálat) 

maximálisan tolerálható dózisáról, dózis függő toxicitásáról, valamint farmakokinetikai és 

farmakogenetikai tulajdonságairól számolnak be refrakter és/vagy relabáló szolid tumoros 

gyermekeknél (66). 
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Napjainkban az önmagában alkalmazott mTOR gátlók hatásai mellett több vizsgálat 

indult el, mely az mTOR gátlók és különböző konvencionálisan alkalmazott kemoterápiás 

szerek (dexamethasone, doxorubicin, etoposide, asparaginase) kombinációjának hatását 

vizsgálja (65, 69, 226, 227). Irodalmi adatok szerint az mTOR gátlók kombinációs kezelései 

sokkal hatékonyabban indukálhatnak apoptózist. Saját vizsgálati eredményeink is 

alátámasztják ezt, különösen a methyl-prednisolonnal való kombinációban, amit nemcsak 

sejtvonalakban, hanem gyermekekből származó ALL sejtekben is igazoltunk. A szteroid 

kezeléssel szemben kialakuló rezisztencia lényegesen rontja a betegek gyógyulási esélyeit. A 

sirolimus a szteroid rezisztens ALL-es sejtekben a szteroid érzékenységet képes visszaállítani, 

melynek hátterében valószínűleg a proapoptotikus – caspase-3, Bax, Bim – fehérjék 

expressziójának fokozása, illetve az antiapoptotikus MCL1 fehérje expressziójának gátlása 

állhat (69, 228, 229). Relapszusból származó izolált gyermekkori ALL-es beteg izolált 

leukémia sejtjeinek rövidtávú kezelése során igazoltuk, hogy a rapamycin szignifikánsan 

fokozza a methyl-prednisolon apoptózis indukáló hatását. A kombinációs kezelésekkel 

kapcsolatban számos klinikai vizsgálat van folyamatban, elsősorban relabáló hematologiai 

betegeknél (AML, magas rizikójú lymphomák) (118, 136, 224). Fontos megjegyezni, hogy a 

rapamycin és különböző citosztatikumok kombinációja in vivo hatásosabb lehet, mint in vitro 

a mikrokörnyezet módosító hatása miatt. 

Eredményeink fontos kérdéseket vetnek fel:  

1. mi alapján tudjuk kiválasztani azokat a betegeket, akinél az mTOR gátló kezelés 

valóban hatékony lehet?  

2. a kemoterápia rezisztencia, az alapbetegség relapszusa vagy a kezelés előtti igen 

magas alap mTOR aktivitás önmagában indokolhatná-e az mTOR gátló kezelést?  

Eredményeink szerint a diagnóziskor meghatározott p-4EBP1 értéke alapján a rossz 

prognózisú betegek azonosíthatóak lehetnek, azonban további markerek szükségesek a 

betegcsoporton belül adott beteg esetében a rapamycin kezelés potenciális hatékonyságának 

előrejelzésére. Az TORC1 komplex magas aktivitása ugyanis nem jelenti szükségszerűen, 

hogy a beteg reagálni fog az mTOR gátló kezelésre (230). Eredményeink szerint az in vitro 

rapamycin kezelés nem minden esetben eredményezi az mTOR aktivitás csökkenését ALL-es 

betegek izolált leukémia sejtjeiben. 

DOI:10.14753/SE.2015.1749



72 

 

Ennek hátterében felmerülhet az mTORC1 gátlókkal (rapamycin és rapalog) szemben 

kialakuló rezisztencia szerepe, melynek patomechanizmusa még nem teljesen ismert. 

Feltételezhetően az mTORC2 komplex fokozott aktivitása, valamint az mTORC1 és 

mTORC2 komplexek arányának eltolódása játszhat szerepet kialakulásában. Az mTORC2 

komplex fokozott expresszióját néhány daganattípusban (231, 232), illetve primer AML 

sejtekben kimutatták (233), amit nekünk is sikerült igazolnunk vizsgálatainkban diffúz, nagy 

B-sejtes lymphoma (DLBCL) rossz prognózissal összefüggésbe hozható aktivált B-sejtes 

típusában (230). Az újabb generációs mTORC1/mTORC2 komplex, valamint kettős gátlók – 

mTOR két komplexe mellett a PI3K vagy AKT gátlók – megoldást jelenthetnek az mTOR 

jelátviteli útvonal gátlására a rapamycin rezisztens esetekben. Biztatóak az eredmények 

humán leukémia sejtekben végzett klinikai vizsgálatokban (127, 229, 234). 

Eredményeink alapján gyermekkori ALL-es betegek leukémia sejtjeit magas mTOR aktivitás 

jellemzi. Az aktivitás mértéke követhető a p-4EBP1 ELISA vizsgálat segítségével, mely 

hasznos módszerként szolgálhat a kezelés korai fázisában a rossz prognózisú betegek 

kiválasztásában. A magas mTOR aktivitással jellemezhető betegek, szorosabb követést 

igényelnek a relapszus megjelenésének szignifikánsan magasabb rizikója miatt. Az mTOR 

aktivitásának – az mTOR gátló- és kemoterápiás szerek kombinációjának alkalmazása során 

hasznosítható – hatását az ALL sejtek túlélésére in vitro vizsgálatainkban igazoltuk.  

 

5.2. MiRNS expresszió vizsgálatok 

Különböző daganatok esetében fokozottan expresszálódó oncomiR-ek közül a miR 21 

és a miR 155 expresszióját vizsgáltuk. ALL esetében expessziójukkal kapcsolatban az 

irodalmi adatok nem egységesek (148, 235, 236). Saját vizsgálatainkban azokat az 

eredményeket tudtuk megerősíteni, melyek szerint a miR 21 fokozott expressziója nem 

jellemző ALL-ben (235). A miR 155 szabályozó funkcióinak fontos szerepét daganatbiológiai 

jelentőségén túl több közlemény is hangsúlyozza a T- és elsősorban a B-sejtek 

differenciációjában és funkcióiban (izotípusváltás és a memória sejtek kialakulása). Irodalmi 

adatok szerint overexpressziója B-ALL-ben nem jellemző, csak T-ALL-ben figyelhető meg 

mérsékelten emelkedett expressziója, de ezzel kapcsolatban is ellentmondásosak az adatok 

(178, 237). Saját eredményeinkben az egyik T-ALL sejtvonalban a miR 155 emelkedett 

expressziót mutatott, míg primer leukémia sejtek esetében csak B-ALL-ekben figyeltük meg 

enyhén emelkedett expresszióját, ami a miR 155 lehetséges szerepét támasztja alá B-

lymphoid sejtek differenciációjának szabályozásában, B-ALL sejtekben annak zavarára 
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utalhat. A miR 24 szerepet játszhat a proliferáció (sejtciklus G2/M-nél) negatív 

szabályozásában. Expressziójának csökkenését korábban csak bizonyos B-ALL-ek esetében 

figyelték meg (216). Saját méréseink során expressziójának egyértelmű csökkenését 

tapasztaltuk T-ALL-ben, feltételezhetően funkciójának kiesése T-ALL sejtek 

proliferációjában is szerepet játszhat. Más munkacsoportok kimutatták a miR 16 fokozott 

expressziója és a rosszabb prognózis közötti összefüggést (177). Eredményeinkkel ezt 

megerősíteni nem tudtuk, mert az általunk vizsgált esetekben a miR 16 expressziójában 

szignifikáns eltérést nem tapasztaltunk. 

ALL relapszusban megfigyelhető miRNS expresszió változások vizsgálatát több 

munkacsoport is megkezdte (179, 180). Egyik közlemény szerint az alacsony miR 223 

expresszió az ALL relapszusának lehetséges előjelzője lehet (179). Ennek magyarázata 

egyértelmű, ha az általunk kapott miR 223 expresszió eredményeket vesszük figyelembe, 

hiszen a miR 223 expresszió valamennyi primer ALL sejt esetében szinte kimutathatatlan. 

Ennek szintje követéses vizsgálataink alapján a kezelés hatására elért csontvelői remisszióban 

rendeződik. Mi is tapasztaltuk, hogy expressziójának csökkenése a betegség relapszusa során 

ismét kimutatható. 

A legérdekesebb eredményünk az ALL-es sejtekben kimutatott igen nagymértékű miR 

128b overexpresszió. Ennek mennyisége, hasonlóan a miR 223-hoz a kezelés során eléri a 

normál mononukleáris sejtekben levő szintet, de relapszuskor a diagnóziskor mért expresszió 

szintjét is meghaladja (vizsgálataink szerint 1% leukémiás sejt megjelenése a periférián már 

szignifikáns miR 128b expresszió változással jellemezhető.) A miR 128b-vel kapcsolatos 

adatainkat alátámasztják korábbi vizsgálatok (169, 178) eredményei. Azt is kimutattuk 

azonban, hogy összefüggés figyelhető meg a betegek jó prognózisa és a miR 128b 

overexpressziójának mértéke között. Minél magasabb az expresszió fokozódás, annál jobb a 

várható prognózis. Korábbi irodalmi adatok már beszámolnak a miR 128b expressziójának 

emelkedéséről, de az ALL-ek prognózisával mutatott összefüggését eddig még nem 

vizsgálták és nem mutatták ki. Különösen érdekes ez az eredményünk annak az irodalmi 

adatnak a tükrében, amely szerint MLL-AF4 transzlokációval rendelkező ALL sejtvonalban a 

miR 128b expresszió fokozásával növelhető volt a sejtek glukokortikoid érzékenysége (182). 

Utóbbi és saját adataink, amely szerint az ALL sejtekben megfigyelt, jellemzően magas miR 

128b összefügg a jó szteroid válasszal, korrelál a jó prognózissal, egyértelműen felvetik a 

miR 128b és a leukémia sejtek szteroid érzékenységének kapcsolatát. 
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Különböző miRNS-ek expresszió változásával kapcsolatos vizsgálataink eredményei 

segítségével sikerült olyan megváltozott miR expressziós szinteket kimutatnunk, amelyek az 

ALL-es betegek prognózisának, szteroid válaszának előrejelzését és bizonyos esetben akár a 

betegek remissziós státuszának szorosabb utánkövetését is segíthetik. 

 

5.3. MiRNS expresszió és mTOR aktivitás vizsgálatok eredményeinek érdekes, további 

vizsgálatokat igénylő összefüggése 

A vizsgálatainkba bevont miRNS-ek közül három esetében (miR 21, miR 223, miR 128b) 

irodalmi adatok alapján felmerülhet, hogy szerepet játszhatnak az mTOR útvonal, és a 

jelátviteli útvonal aktivitását szabályozó fehérjék expressziójának szabályozásában. Az 

mTOR jelátviteli útvonallal kapcsolatba hozható miR-ekkel egy 2013-as közlemény 

foglalkozik (238). 

Vizsgálataink szerint mind az mTOR aktivitás mértéke, mind a miR 223 és miR 128b 

expresszió szintek összefüggést mutattak a gyermekkori ALL-es betegek prognózisával. 

Igazoltuk az ALL-es minták magas mTOR aktivitását, a miR 128b szignifikánsan fokozott, és 

a miR 223 alacsony expresszióját. Más sejttípusokban kapott eredmények alapján 

feltételezhető, hogy a fokozott miR 128b experesszió a PTEN gátlása révén, míg az alacsony 

miR 223 expresszió az IGFR szignál aktivitásának szabályozásán keresztül járulhat hozzá a 

magas mTOR aktivitáshoz. Alábbi összefüggéseket támasztja alá a vizsgált leukémia sejtek 

esetében a jó és rossz prognózisú betegek mTOR aktivitása és miR 128b expressziója közötti 

fordított irányú korreláció. Statisztikailag Spearmann-féle korreláció vizsgálattal szignifikáns 

fordított irányú összefüggést tudtunk kimutatni a magasabb mTOR aktivitást jelző p-4EBP1 

OD (1.1<) értékek és az alacsonyabb (80x>) miRNS 128b expresszió szintek között. 

Természetesen ennek a lehetséges összefüggésnek az igazolásához további vizsgálatok 

szükségesek. 

 

Munkánk során kapott eredményeink megerősítik az mTOR útvonal aktivitásának és 

szabályozási zavarainak jelentőségét gyermekkori ALL-ben. Eredményeink szerint az mTOR 

aktivitás mértéke fontos prognosztikai tényező lehet. A konvencionális terápiára rezisztens, 

relabáló betegek esetében, adataink alapján megfontolható mTOR gátló kezelés alkalmazása. 

Ilyen esetekben azonban az mTOR aktivitás, és a potenciális mTOR gátló kiválasztásához az 

aktivitásért felelős komplex(ek) (mTORC1, mTORC2) meghatározása is szükséges. 
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6. KÖVETKEZTETÉSEK 

I. Jellemeztük az mTOR jelátviteli útvonal aktivitását és annak összefüggését a betegek 

prognózisával gyermekkori ALL sejtekben 

 
• Igazoltuk többféle módszerrel a humán ALL sejtvonalak és izolált gyermekkori ALL 

sejtek jellemzően magas mTOR aktivitását. 

 
• Kimutattuk, hogy a rossz prognózisú ALL-es betegek leukémia sejtjeiben szignifikánsan 

magasabb az mTOR aktivitás, mint a jó prognózisú betegekében. Kimutattuk, hogy az 

ALL sejtek mTOR aktivitásának mértéke összefüggést mutat (szignifikáns korreláció) a 

rossz szteroid válasszal, és a nem hyperdiploid kariotípus jelenlétével. 

 
• Kimutattuk, hogy egy bizonyos mértéknél magasabb mTOR aktivitás független 

prognosztikai tényezőként növeli a rossz prognózis (rossz terápiás válasz és/vagy 

relapszus előfordulásának) rizikóját gyermekkori ALL-ben 

 
• Igazoltuk, hogy az mTOR aktivitás változása követi a betegek csontvelői 

mintáinak – hatékony kezelés hatására csökkenő, illetve relapszusban emelkedő – 

leukémia sejt arányát 

 

• Vizsgálatainkban igazoltuk, hogy perifériás vér mintákban ELISA-val vagy 

áramlási citometriával kimutatható az mTOR aktivitás, mely korrelál a csontvelői 

minták eredményeivel 

 

II.  Vizsgáltuk az mTOR aktivitás szerepét humán ALL sejtek proliferációjában és 

túlélésében in vitro 

 
• Igazoltuk az mTOR aktivitást gátló rapamycin kezelés proliferációgátló, apoptózist 

indukáló hatásait humán ALL sejtvonalakban in vitro 

 
• In vitro vizsgálatainkban igazoltuk, hogy az mTOR gátló kezelés képes fokozni a 

kemoterápiás szerek hatását humán ALL sejtekben 

 

III.  Vizsgáltuk humán ALL sejtekben bizonyos miRNS-ek expresszióját és annak 

összefüggését a betegek prognózisával 
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• Kimutattunk, hogy a humán daganatokban fokozottan expresszálódó „oncomiR” 21 és 

155 overexpresszió a humán ALL sejteket nem jellemzi, míg a miR 128b overexpresszió, 

illetve miR 223 alacsony expressziója általánosan jellemző humán ALL sejtvonalakra és 

gyermekkori ALL sejtekre  

 
• Igazoltuk, hogy a különböző ALL-es betegek sejtjeiben a miR 128b expressziójának 

mértéke összefüggést mutat a prognózissal, a szteroid válasszal és a túlélési adatokkal; 

szignifikánsan magasabb expresszója a jó prognózisú, jó szteroid választ mutató és hosszú 

relapszus mentes túlélésű ALL-es betegekben fordul elő, míg a rossz prognózisú betegek 

leukémia sejtjeire alacsonyabb miR 128b expresszió jellemző 

 
• Igazoltuk, hogy a miR 128b és miR 223 expressziója – leukémia sejt specificitásuk révén 

– hatékonyan követi a csontvelői minták leukémia sejt arányának változását 
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7. ÖSSZEFOGLALÁS 
 

A modern terápiás lehetőségek gyermekkori ALL túlélési eredményeinek drámai 

javulását eredményezték. Ennek ellenére a betegek 20-25%-nak eredményes kezelése 

napjainkban is nehézségekbe ütközik. A kezelés fejlesztéséhez hozzájárulhatnak a célzott 

terápiás lehetőségek, melyek egyik potenciális célpontja lehet az mTOR jelátviteli útvonal. A 

fokozott mTOR aktivitás szerepe humán daganatok, köpenysejtes lymphomák kialakulásában, 

progressziójában ismert. Terápiás érzékenységgel összefüggő mikroRNS expressziós 

változásokról irodalmi adatok gyermekkori ALL-ben kevéssé ismertek. 

Gyermekkori ALL-ben az mTOR aktivitás szerepét, és a betegek klinikai adataival 

való összefüggését vizsgáltuk. Igazoltuk, hogy a humán ALL sejteket magas mTOR aktivitás 

jellemzi és a magasabb mTOR aktivitás szignifikáns összefüggést mutat a rosszabb 

prognózissal. Statisztikai vizsgálatokkal igazoltuk, hogy a magas mTOR aktivitás független 

prognosztikai tényező lehet a betegek prognózisának megítélésében. A betegek követéses 

csontvelői mintáiban igazolni tudtuk az mTOR aktivitás – hatékony kezelés hatására – 

csökkenő, illetve – relapszusban – emelkedő mértékét. Humán ALL sejtvonalakban és izolált 

gyermekkori ALL sejtekben az mTOR gátló rapamycin proliferációgátló és apoptózis 

indukáló hatását bizonyítottuk. A rapamycin kombinációban adva a kemoterápiás szerek 

apoptotikus hatását is fokozta. 

MiRNS expressziós vizsgálatainkban humán ALL-re specifikus, fokozottan (miR 

128b)-, és alacsonyan (miR 223) expresszálódó miR-eket tudtunk azonosítani. A magasabb 

miR 128b expresszió szignifikáns összefüggést mutatott a jó prognózissal. A miR 128b és 

miR 223 expresszió kimutatott változásai követték a kemoterápiás kezelés hatására csökkenő 

leukémia sejtek arányát csontvelői mintákban. 

Munkánk során kapott eredményeink megerősítik az mTOR útvonal aktivitásának és 

szabályozási zavarainak jelentőségét gyermekkori ALL-ben. Az mTOR aktivitás mértéke 

prognosztikai tényezőként is alkalmazható lehet. Terápia rezisztens betegekben 

megfontolható az mTOR gátló kezelés alkalmazása. A potenciális mTOR gátló 

kiválasztásához azonban az mTOR aktivitás, és az aktivitásért felelős komplexek (mTORC1, 

mTORC2) arányának meghatározása is szükséges lehet. 
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8. SUMMARY 
 

Modern treatment strategies have improved the prognosis of childhood ALL 

dramatically.  However, treatment still fails in the case of 25-30% of the patients. Further 

improvement of treatment may depend on the development of targeted therapies. mTOR 

signal pathway could be a potential target. The role of increased mTOR activity and 

progression of human tumors, mantle cell lymphomas is known. The altered expression level 

of microRNA associated with chemotherapeutic drugs sensivity in childhood ALL is less 

known.  

In the present study, the role of mTOR activity and the correlation with clinical data 

was analysed in childhood ALL. We confirmed that human ALL cells are characterized by 

high mTOR activity, and the higher mTOR activity correlates significantly with poor 

prognosis. Statistical analysis demonstrated that the high activity of mTOR may be an 

independent prognostic factor in assessing the prognosis of patients. In the therapy follow-up, 

using bone marrow samples, we confirmed a decrease in mTOR activity as a result of 

effective treatment, and an increased mTOR activity at relapse. We confirmed that mTOR 

inhibitor rapamycin had antiproliferative and apoptotic effect in human ALL cell lines, as 

well as in isolated childhood ALL cells in vitro. We have also shown that rapamycin was able 

to augment the apoptotic effect of chemotherapeutic agents in combined therapies.  

We identified human ALL specific, overexpressed (miR 128b) and downregulated 

(miR 223) miRNAs in miRNA expression measurements. The higher expression of miR 128b 

correlated significantly with good prognosis. The decreasing percentage of leukemia cells in 

bone marrow samples during chemotherapy was followed by changes in expression of miR 

128b and miR 223. 

Our results confirm the importance of the mTOR pathway activity and dysregulation 

in childhood ALL. mTOR activity level can also serve as a prognostic factor. The use of 

mTOR inhibitor may be considered for therapy resistant patients. However, for selecting the 

potentional mTOR inhibitor, it may be necessary to determine the mTOR activity, and 

the complex(es) (mTORC1, mTORC2) responsible for the mTOR activity.  
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