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Rövidítések jegyzéke 

 

ABC: absolute blast count, abszolút blaszt szám 

ALC: absolute lymphocyte count, abszolút limfocita szám 

ALL: akut limfoblasztos leukémia 

ASO-PCR: Allele-specific oligonucleotide polymerase chain reaction, allél-specifikus 

oligonukleotid kvantitatív PCR  

BM: bone marrow, csontvelő 

BMI1: B lymphoma mouse moloney leukemia virus insertion region-1  

CTC: circulating tumor cell, cirkuláló tumor sejt 

ctDNA: circulating tumor DNA, cirkuláló tumor DNS 

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav 

FC: flow cytometry, áramlási citometria 

FISH: fluoreszcens in situ hibridizáció 

HD: hiperdiploid  

HSCT: hematopoietic stem cell transplantation, hematopoetikus őssejt transzplantáció 

KIR+: központi idegrendszer érintett  

M1: a csontvelői blasztok aránya < 5%  

M2: a csontvelői blasztok aránya ≥ 5% de < 25%  

M3: a csontvelői blasztok aránya ≥ 25%  

MFC: multiparaméteres áramlási citometria 

miR: mikroRNS 

MRD: minimal residual disease, minimális maradék betegség 

mRNS: messenger RNS 

NGS: next generation sequencing, újgenerációs szekvenálás 

PB: peripheral blood, perifériás vér 

PCR: polymerase chain reaction, polimeráz láncreakció 

PFP: platelet-free plasma, vérlemezke-mentes plazma 

RNase: ribonuclease, ribonukleáz 

RNS: ribonuklein sav 

TCR: T cell receptor, T sejt receptor 

TLDA: TaqMan Low Density Array 
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TRBP: transactivation response RNA binding protein 

WBC: white blood cell, fehérvérsejt  
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1. Bevezetés 

 

A gyermekkori akut limfoblasztos leukémia ismerten a leggyakoribb gyermekkori 

malignus megbetegedések közé tartozik. Hazánkban 1990-es évek óta évente nagyjából 

60-70 új esetet diagnosztizálnak. A Children’s Cancer Group adatai szerint 1968-70 

között 402 ALL-es gyermeket kezelve az 5 éves túlélés csak 20% közeli volt, aztán a 

néhány évvel később, 1975-78 között már 60% felett volt a kezelt 1300 beteg 5 éves 

túlélése.  1993-95 között pedig már ugyanez az adat 80% körülire emelkedett 1500 ALL-

es gyermeket tekintve (1). Ennek hátterében számos tényező állhat, azonban az egyre 

korszerűbb kezelések és a fejlődő laboratóriumi eljárások egészen biztosan igen fontos 

szerepet játszottak és mind a mai napig játszanak ennek elérésében, fenntartásában és 

tovább emelésében.  

 

A mikroRNS-eket a 2000-es évek elejéig nem tartották fontosnak, nem is sejtették azok 

jelentőségét. A technika fejlődésével azonban elkezdődött a mikroRNS-ek 

biogenezisének és funkcióinak feltérképezése. Természetesen a különböző kórképek 

patogenezisében is vizsgálták és máig vizsgálják a szerepüket és ebből következően azok 

terápiában való felhasználásuk is népszerű kutatási területnek számít. 

 

A keringő mikroRNS-ek vizsgálatának apropója, az a tény, hogy számos testfolyadékból 

sikerült már kimutatni őket, így felvetődik a kevéssé invazív biomarkerként való 

alkalmazásuk lehetősége. Az RNáz aktivitásnak való ellenállásuk pedig köszönhető – 

többek közt – az extracelluláris vezikulákba való csomagolásuknak. Ezzel egy másik 

rohamosan fejlődő témakör nyílik meg.  

 

Ennek a három témakörnek az összekapcsolása révén pedig a precíziós medicina, azaz a 

személyre szabott orvoslás felé tehetünk egy újabb lépést. 
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1.1. Gyermekkori akut lypmhoblasztos leukémia és előfordulása 

 

Az akut limfoblasztikus leukémia (ALL) a hematopoetikus őssejtek klonális 

megbetegedése (2). A gyermekkori akut leukémia a leggyakoribb malignitás az 1-18 éves 

populációban, mely nagyjából 30%-át teszik ki az összes gyermekkori malignus 

megbetegedéseknek. Ez hazánkban évi 70-80 új leukémiás megbetegedést jelent (3). Az 

altípusok közül a leggyakoribb, mintegy 85%-ot kitevő csoport a prekurzor B-sejtes 

alcsoport (pre B-ALL). A maradék 15% szinte kizárólag a T-sejtes altípushoz tartozik 

(4).  

 

A betegségre a nem specifikus tünetek közé sorolható 1-2 hete tartó, kezelésre nem múló 

láz, a fáradékonyság, végtagfájdalom és nyirokcsomó megnagyobbodás tartozik. A 

vérképzés zavara miatt anémia jelentkezik, mely sápadtsággal jár, szédüléssel és szapora 

szívműködéssel. A bőr és nyálkahártya bevérzések oka a vérlemezkeszám csökkenés, míg 

a visszatérő fertőzések, láz hátterében a fehérvérsejtek nem megfelelő működése áll. A 

csontfájdalmat a csontvelői infiltráció okozza, a malignus sejtek térfoglalása 

következtében. A nyirokcsomó megnagyobbodás, hepato- és splenomegalia hátterében a 

nyirokrendszer inváziója áll. Érintett lehet emellett a központi idegrendszer, a herék, 

petefészek, a csontok, ízületek, vesék, a szem és a bőr is (5).  

 

A betegségben jellemző sejtek a limfoblasztok, melyek a csontvelőben (mindig) és vérben 

(az esetek többségében) is megtalálhatóak. Az ALL diagnózisához minimum 20% a 

blasztok aránya a magvas sejtekhez viszonyítva a csontvelői és vérmintákban vizsgálva 

(2).   

B-ALL esetén számos kromoszomális abnormalitás ismert. Ezekről azt tartják, hogy 

jellemzően korai, kezdeti események a leukemogenesis során, olyan géneket bevonva 

amelyek regulátorok a sejt közötti jelátviteli folyamatokban, tumor szuppresszorok, 

illetve a limfoid differenciációban részt vevők. Lehetnek kromoszóma számbeli 

éltéréssel, kromoszómális transzlokációval vagy újrarendeződéssel, de akár deléciókkal 

járók is, egyéb genetikai mutációk mellett (2).  

A B sejtes limfoblasztikus leukémiák esetén 9 visszatérő genetikai abnormalitást jegyez 

az Egészségügyi Világszervezet (WHO) (6). Gyermekekben gyakori az ETV6-RUNX1 
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más néven t(12;21) transzlokáció. Ebben az esetben, a transzlokáció következtében 

létrejön egy fúziós fehérje, amely gátolja a RUNX1 működését, ami az egyik fő regulátor 

a hematopoezis során (7).  Ez a kromoszómális abnormalitás a gyermekkori ALL 25%-

ban van jelen.  

Hiperdiploiditás és hipodiploiditás is előfordulhat, előbbi esetén > 50, de < 66 

kromoszómája van a betegnek egyéb szerkezeti abnormalitás nélkül, míg utóbbi esetén a 

normálisnál kevesebb kromoszóma figyelhető meg. Hiperdiploiditás az esetek 

negyedében jellemző. Ehhez a genetikai eltéréshez jó prognózis társul. Azonban ez 

nagyban függ attól, hogy melyik kromoszómák triszómiája alakul ki. A legkedvezőbb 

prognózist a 4, 10, 17-es kromoszóma triszómiája jelenti (2). A hipodiploid ALL csoport 

prognózisa lényegesen gyengébb. 

A további alcsoportok részletezésétől eltekintek, mert a munkám során ilyen alcsoportba 

tartozó betegek mintáival nem foglalkoztam.  

 

A betegek kezelési protokollja országonként, régiónként eltérő. Magyarországon a 

kutatásom során az ALL IC-BFM 2009 protokoll szerint történt a betegek kezelése. 

 

A rizikócsoport besorolás a következő: 

Standard, azaz alacsony rizikó (SR) besorolásba esik az a beteg, akire az alábbiak közül 

mindegyik jellemző: 

 életkora ≥ 1 év – < 6 év 

 a perifériás vér 8. napon < 1,000 blaszt/µL tartalmaz 

 a kezdeti fehérvérsejtszám < 20,000/µL 

 áramlási citometriával (FC) mérve a csontvelőben mért blasztok aránya < 0,1% 

a 15. napon 

 M1 (a csontvelői blasztok aránya < 5%) / M2 (a csontvelői blasztok aránya ≥ 5% 

de < 25% ) csontvelő a 15. napon  

 nem M2/M3 (a csontvelői blasztok aránya ≥ 25% ) csontvelő a 33. napon 

High, azaz magas rizikó (HR) besorolásba esik az a beteg, akinél az alábbiak közül 

legalább egy teljesül:  

 M3 csontvelő a 15. napon 
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 FC MRD >10% a 15. napon 

 perifériás vér a 8. napon ≥ 1,000 blaszt/µL 

 M2 vagy M3 csontvelő a 33. napon 

 t(9;22) vagy t(4;11) 

 hiperdiploid ≤ 44 kromoszómaszámmal 

Intermediate azaz közepes rizikó (IR) besorolásba esik minden beteg, aki az sem az SR-

be sem a HR-be nem stratifikálható. 

 

A betegek kezelése a következő fázisokra osztható: indukció, korai intenzifikáció, 

konszolidáció, reindukció, késői reintenzifikáció és fenntartó kezelés (8). 

Az indukció során, amely az első hónapot öleli fel és célja, hogy elpusztítsa a kezdeti 

daganatos sejttömeg zömét, prednizolon terápiát írnak elő emelkedő adagban a 8. napig, 

majd állandó prednizolon mellett vincristin és daunorubicin kezelés is megkezdődik a 8. 

napon. Ez utóbbi a 15. napon ismétlődik, míg vincristine-t a 22. és 29. napon is kapja a 

beteg (IR és HR ágon a daunorubicin is ismétlődik a 22. és 29. napon is, az SR ágon nem). 

Az aszparagináz a 12. napon lép be a kezelési rezsimbe. Az intratekális metotrexát pedig 

az indukiós kezelés során a központi idegrendszeri érintettség függvényében (központi 

idegrendszeri érintettség vagy traumatikus lumbal punctio esetén) akár 5 alkalommal is 

szerepelhet. A korai intenzifikáció 4 hetes kezelése során citozin-arabinozid, 

ciklofoszfamid, 6-merkaptopurin és metotrexátot kapnak a betegek. A 8 hetes 

konszolidációs szakasz célja a még túlélő blasztok elpusztítása és a központi 

idegrendszeri érintettség megelőzése melyhez a vér-agy gáton is átjutó gyógyszereket 

(metotrexát, 6-merkaptopurin) alkalmaznak. A maradék leukémiás sejtek elpusztítása a 

célja a reindukciónak és a késői reintenzifikációnak, mely 7 hetet ölel fel. Ekkor a kezdeti 

indukció során alkalmazott gyógyszereket kapja ismét a beteg. A két éven át 

tartó,fenntartó kezelés a betegség visszatérését, a késői csontvelői relapszust igyekszik 

megakadályozni orális metotrexáttal és 6-merkaptopurinnal (8). A kezelések közt 

jellemző szünetek a csontvelő regenerálódásának engednek teret.  

A túlélési mutatók az elmúlt évtizedek során folyamatos javulást mutatnak, az ötéves 

túlélés napjainkban eléri a 83%-ot (3). A korai terápiás válasz alapján történő stratifikáció 

és a minimális maradékbetegség (MRD) monitorozása igen fontos faktora a magas 

túlélésnek.  
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A központi idegrendszeri érintettség besorolása ALL IC-BFM 2009 protokoll szerint a 

következő: 

 

KIR 1:  

 Nincs klinikai bizonyíték a központi idegrendszeri érintettségre 

 Képalkotó eljárással (CT/MRI) nem mutatható ki a központ idegrendszerbeli 

eltérés 

 Szemfenék vizsgálattal eltérés nem mutatható ki 

 A fentieken túl a gerincvelői folyadék blaszt-mentes  

 

KIR 2:  

 Cytospinen a blasztok egyértelműen azonosíthatóak és a vörösvértest:fehérvérsejt ≤ 

100:1, ≤ 5/µL sejtszám esetén (nem traumatikus lumbálpunkció, a CSF vért nem 

tartalmaz) 

 Cytospinen limfoblasztok azonosíthatóak és a vörösvértest:fehérvérsejt > 100:1 

(traumatikus lumbálpunkció, a CSF tartalmaz vért) 

Traumatikus lumbálpunkció, a kezdeti fehérvérsejtszám > 50 000/µL  

 

KIR 3: 

 Képalkotó eljárással (CT/MRI) kimutatható központi idegrendszeri érintettség 

 Agyideg bénulás, akár blaszt-mentes CSF vagy a koponyában nem körülírt 

térfoglaló lézió mellett is (CT/MRI-vel) 

 Retina érintettség (blaszt-mentes CSF vagy negatív CT/MRI esetén is) 

 Nem traumatikus lumbálpunkció esetén, ahol a sejtszám > 5/µL és a cytospinen 

nagyrészt blasztok láthatóak. 

 Amennyiben a vérrel való szennyezettség kétséges a KIR státusz megállapítható ha 

az  alábbiak közül bármelyik igaz: 

  Sejtszám: > 5/µL 

+ nagy része blaszt (cytospin) 

+ vörösvértest : fehétvérsejt ≤ 100:1 (cytospin) 
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  Sejtszám: > 5/µL  

+ magasabb a blasztok százalékos aránya a gerincvelői folyadékban, mint  a 

perifériás vérben  

 

Kutatásunk során a KIR 2 és KIR 3 betegeket a központi idegrendszer érintett 

(KIR+) kategóriába soroltuk.  
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1.2. Minimális maradék betegség  

 

Minimális reziduális vagy maradék betegség (minimal residual disease, MRD) alatt a 

malignus sejtek alacsony (5% alatti) szintjét értjük a kezelés elkezdése után teljes 

remisszióban, amelyet valamilyen érzékeny diagnosztikus eljárással ki lehet mutatni. 

 

Tradicionálisan a kezelésre adott választ mikroszkópos analízissel határozták meg a 

csontvelőben illetve a vérben. Ez a módszer azonban igen kevéssé szenzitív, különösen 

ALL-ben, ahol rendkívül nehéz a leukémiás blasztokat megkülönböztetni a limfoid 

prekurzoroktól és az aktivált érett limfocitáktól.  

Négy évtizede Janossy és munkatársai elkezdték a remissziós státuszt vizsgálni ALL-es 

betegeknél egy, a morfológiai vizsgálatnál érzékenyebb módszerrel (9). Megfigyelték, 

hogy T sejtes ALL-ben a sejtek expresszálnak TdT-t és T sejt markereket, míg egészséges 

emberekben sem a perifériás vérben, sem a csontvelőben nem jellemzőek ezek a 

markerek. Tehát sejt markerek kombinációját használva állapították meg, hogy a beteg 

remisszióban van-e. Az immunológiai markerek segítségével így a maradék leukémiás 

sejtek azonosítása vált lehetővé. Monoklonális antitestek és az áramlási citometria 

fejlődésével pedig T-sejtes mellett B-ALL-ben is lehetővé vált az MRD detektálása (10). 

Ezzel egy időben a PCR technika fejlődését felhasználva számos kutatócsoport fúziós 

transzkriptumokat amplifikált ALL sejtekben és bennük az antigén receptor géneket 

vizsgálta MRD detektálás céljából (11-13).  

Elkülöníthető 3 csoport, melyek különböző módszerek segítségével további információt 

nyújtanak az áramlási citometriás vizsgálatok mellett. Az első csoport, amelyek a 

normális fejlődés során is expresszálnak a sejtek, de csak bizonyos szövetek sejtjeire 

jellemző. Ez a T-ALL-re jellemző csoport (14). A második, leukémia specifikus 

csoportba a fúziós proteinek jellemzőek, mint például a BCR-ABL1, ETV6-RUNX1. A 

harmadik csoportba olyan markerek sorolhatók, melyek expresszálódnak a 

limfohematopoezis során, de a leukémiás sejtekben abnormális kombinációban vannak 

jelen (10, 15-17).  
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A PCR során használt targetek két csoportra oszthatók. Az egyik targetcsoportba a 

génfúziók sorolhatók, úgymint a már korábban említett BCR-ABL1, ETV6-RUNX1. 

Ezen esetekben egy aberráns mRNS transzkriptum figyelhető meg a leukémiás sejtekben 

(18-19). Míg a másik csoportban a PCR targete az immunglobulin (Ig) és T sejt receptor 

(TCR) gének klonális újraszerveződése (20).  

MRD vizsgálat céljából tehát mind az áramlási citometria, mind a PCR technika elterjedt. 

Természetesen összehasonlításuk sem maradhat ki a szakirodalomból. Úgy találták, hogy 

amennyiben az MRD legalább 0,01%-ban van jelen az adott mintában, a kétféle 

detektálási módszer eredménye közel azonos (21-23).  

Az MRD legnyilvánvalóbb alkalmazása a kezelésre adott korai válasz és azoknak a 

betegek az azonosítása, akik morfológiai remisszióban vannak, de még mindig jelen van 

egy adott határérték felett leukémia. Az MRD detektálása a terápia első 2-3 hónapjában 

(kezelési protokolltól függően) a relapszus legerősebb prediktora (24-25). Az indukciós 

terápia végén az 1%-nál nagyobb MRD-vel rendelkező betegek relapszus rátája igen 

magas, akár hétszer magasabb, mint az SR és IR csoportba sorolt betegeké (25). 

 

A betegek stratifikálása kiemelkedően fontos a megfelelő, egyénre szabott terápia 

szempontjából. Az MRD eredmény befolyásolja a rizikócsoport besorolást, a további 

kezelés intenzitását. Perzisztens MRD esetén őssejttarnszplantáció (HSCT) merül fel.  

További MRD detektálási technikák közt szerepel a multiparaméteres áramlási citometria 

(MFC), az allél-specifikus oligonukleotid kvantitatív PCR (ASO-PCR), a digitális PCR 

és az újgenerációs szekvenálás (NGS) (26). A technikák előnyei és hátrányai az 1. 

táblázatban szerepelnek (Sánczhez és mtsai nyomán) (27-28). 
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1. táblázat. MRD detektálási technikák jellemzői.  

Módszer Előny Hátrány 

FC 

 Gyors 

 Abszolút kvantifikáció 

 Sejt szintű információt nyújt 

 Széles körben elérhető 

 A változó antigén 

expresszió fals negatív 

eredményhez vezethet 

 Gyakorlatot és szaktudást 

igényel 

 Közepes szenzitivitású 

(10-3-10-5) 8 szín alatt 

 

ASO-PCR  Magas szenzitivitás (10-5) 

 Időigényes betegspecifikus 

primer tervezés 

 Optimális DNS mennyiség 

is minőség szükséges 

Digitális PCR 

 Abszolút kvantifikáció 

 Magas szenzitivitás (10-6) 

 PCR inhibitorok mellőzése 

a target szekvenciák 

kompartmentalizálása révén 

 

 Standardizáció hiánya 

 Új variánsok felfedezése 

nem lehetséges 

 Allél-specifikus design 

NGS 

 Magas szenzitivitás (10−6) 

 Egyén-specifikus primer 

nem szükséges 

 Sokoldalú 

 Standardizáció hiánya 

 Magas bioinformatikai 

szaktudást igényel 

 Drága 

FC: áramlási citometria, ASO-PCR: allél-specifikus oligonukleotid kvantitatív PCR, 

NGS: újgenerációs szekvenálás 

 

Magyarországon kutatásom ideje alatt, az ALL IC-BFM 2009 protokoll szerint az MRD 

követés áramlási citometriával történt.  
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1.3. A microRNS-ek biogenezise és funkciói malignus 

megbetegedésekben 

 

1933-ban Ambros és Ruvkun kutatócsoportjai írták le az első mikroRNS-t (miR), a lin-

4-et Caenorhabditis elegans-ban (29-30). 

A miR-ek rövid, ~22 nukleotid hosszúságú, nem kódoló RNS-ek. A legtöbb miR a DNS 

szekvenciáról íródik át primary miR-é (pri-miR) majd precurzor-miR-é (pre-miR) és 

végül érett miR-é. Jellemzően a target mRNS 3’UTR régiójához kapcsolódva annak 

expresszióját szupresszálja. Azonban előfordul, hogy az 5’ régióhoz, kódoló 

szekvenciához, vagy éppen gén promóterhez kapcsolódik (31). A szuppresszió mellett, 

bizonyos körülmények között akár génexpresszió-aktiválást okozó hatását is 

megfigyelték (32). MiR prekurzorok a genom különböző régióiban klaszterekben 

találhatóak, leggyakrabban intergénikus régiókban és fehérje-kódoló gének intronjaiban. 

Ritkábban a transzkriptumok exonjaiban és antiszenz transzkriptumokban (33). Régen, 

ezeket a szakaszokat hívták „junk DNS”-nek. 

A mikroRNS-ek nevezéktanát illetően elmondható, hogy a miR előtti három betűs előtag 

(például: hsa-miR: Homo sapiens, cel-miR: Caenorhabditis elegans) utal a fajra, 

amelyben az adott mikoRNS-t leírták.  Sorszámmal jelölik az azonos szekvenciájú, 

azonos lókuszról átíródó mature, azaz érett mikroRNS-t (például miR-125b-1). 

Amennyiben 1-2 nukleotid eltérés jellemzi a két mikroRNS-t, akkor azt betűvel jelölik 

(miR-181a, miR-181b). A mikroRNS nevének végén a csillag megjelölés az egyik karról 

átíródott, kevésbé domináns mikroRNS-t jelöli, a csillag nélküli pedig a túlsúlyban lévőt. 

Az -5p megjelölés a prekurzos 5’ karjáról kihasításra került mikroRNS, míg a -3p a 3’ 

karról való hasítást jelöli (34). 

A humán genom 1-5%-t teszik ki a mikroRNS-ek és a fehérje kódoló gének 30%-át 

szabályozzák (35). Az irodalomban 28 000 feletti a humán rövid RNS szekvenciák száma, 

ebből azonban az érett mikroRNS-ek száma 2300-ra tehető egy friss kutatás szerint (36). 

 

1.3.1. MikroRNS biogenezis 

 

A mikroRNS-ek RNS polimeráz II segítségével átíródnak a nukleuszban és úgynevezett 

primer miroRNS-ek jönnek létre. A pri-mikroRNS-ek néhány százezer nukleotid 
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hosszúságúak.  A mikroprocesszor komplex (endonukleáz hasítását végző Droshából és 

a duplaszálú RNS kötő DGCR8-ból, azaz DiGeorge syndrome critical region gene 8-ból 

áll) ezt tovább hasítja egy 70-100 nukleotidnyi hajtű alakú prekurzos mikroRNS-é. Majd 

az exportin-5 és guaninnukleotid-kötő fehérjék a pre-mikroRNS-t a citoplazmába 

szállítják. Meg kell említeni egy alternatív biogenezist is, mikor közvetlenül az 

intronokból, spliceoszómák segítségével olvadnak össze és kialakul a mirtron, egy más 

típusú pre-mikroRNS. Az RNáz III család Dicer enzime hasítja a hajtűnyak tövében a 

kettős szálú szakaszt és így létrejön egy 1-25 nukleotid hosszúságú miRNS/miRNS* 

duplex. Előbbi, a mikroRNS stabil érett vezető szála, míg az utóbbi a kísérő szál. Ezt a 

duplexet helikázok szétválasztják és a RISC-be (RNS-indukálta csendesítő komplex, 

melyben Dicer, TRBP (transactivation response RNA binding protein) és Ago protein 

van) bekerül az érett szál, a kísérő szál pedig lebomlik (2. ábra). A mikroRNS a cél mRNS 

mag régióját ismeri fel, amely 2-8 nukleotid hosszúságú. A cél mRNS és a mikroRNS 

közti komplementaritás függvénye, hogy endonukleotikus hasítás vagy transzláció gátlás 

lesz a génszabályozási mechanizmus. Teljes vagy közel teljes komplementaritás esetén 

endonukleotikus hasítással bomlik a cél mRNS. Ellenkező esetben transzláció gátlás 

következik be. Az ilyen felhalmozódott, represszált mRNS-ek a P-testekbe (cytoplasmic 

Processing bodies) kerülnek, amelyek az mRNS lebontási helyei (37-40).  

A transzláció gátlás végbemehet slicer-függő és slicer-független módon. Az mRNS 

endonukleáz hasítását mindkét esetben az Ago2 végzi. A különbség a downstream 

hatásban van, miszerint bekövetkezhet mRNS degradáció vagy transzláció gátlás. 

Degradáció esetén a hatás irreverzibilis, vagyis az mRNS bomlása visszafordíthatatlan 

(39).  
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1. ábra. MikroRNS biogenezis. 

 

1.3.2. MikroRNS-ek malignitásokban 

 

A mikroRNS-ek metabolikus és jelátviteli útvonalakat is befolyásolhatnak, a 

sejtproliferáció, differenciáció és a túlélés szabályozásán keresztül (39). Számos tumoros 

állapotban ismert a mikroRNS expressziós profil diszregulációja (41). A mikroRNS 

expresszióra jellemző a sejt, illetve szövetspecificitás, így megítélésük, miszerint 

onkogén vagy tumor szuppresszor egy adott mikroRNS, igen nehézkes. Továbbá nem 

tudjuk, hogy a megváltozott mikroRNS expresszió a malignus állapot direkt kiváltója 

vagy indirekt következménye. Tovább nehezíti a helyzetet, hogy egy mikroRNS-nek több 

targete is lehet és így egy adott mikroRNS adott környezetben onkogén, míg máshol 

tumor szuppresszor funkciójú (42). 
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1.4. Cirkuláló mikroRNS-ek 

 

A mikroRNS-ek megtalálhatóak extracellulárisan is, úgy mint a vérplazmában és 

szérumban, cerebrospinális folyadékban, vizeletben, nyálban, tejben, könnyben, 

kolosztrumban, hasűri folyadékban, bronhiális lavázsban, szeminális folyadékban és a 

petefészek tüsző folyadékban (43-49). Az extracelluláris mikroRNS-ek igen stabilak, 

szobahőmérsékleten akár 4 napig tarthatóak, különböző szélsőséges kondícióknak kitéve 

sem degradálódnak (45, 50). A mikroRNS-ek extracelluláris vezikulákban vagy 

proteinekkel együtt, leginkább AGO2-vel találhatóak a testfolyadékokban.  

 

1.4.1. A vérplazma és vérszérum eltérő mikroRNS mintázata 

 

A plazma egy sejtmentes felülúszó, amit a vér centrifugálása után kapunk, amely 

antikoagulánst tartalmazó csőbe vett vérből készül. Szérumot szintén centrifugálás után 

kapunk, azonban itt a vér antikoaguláns hiányában, magától elkezd alvadni. Az 

antikoaguláns fajtája is fontos, EDTA (etilén-diamin-tetraecetsav) és citrát megfelelő a 

későbbi qPCR-hez, azonban a heparin gátolhatja a PCR-t (51). 

Egy kutatásban összehasonlították ugyanazon személy szérum és plazma mintáit. A 

szérumban magasabb RNS koncentrációt mértek, amelynek oka valószínűleg a 

koagulációs során az RNS felszabadulása a vörösvértestekből. Így tehát a konklúzió az, 

hogy a koaguláció növelheti a minták közti eltérést. Tehát cirkuláló mikroRNS kutatáshoz 

a vérplazma javasolt, a szérum kevésbé, a véralvadás folyamata miatt (52).  

 

1.4.2. MicroRNS-ek mint biomarkerek 

 

A likvid biopszia alatt a nem-szolid szövetek biomarker elemzését értjük. Főként vérből 

történik, ami viszonylag non-invazív nem igényel műtéti mintavételt. Így idő és 

költséghatékonyabb, mint a hagyományos biopsziás eljárások. A leginkább kutatott non-

invazív biomarkerek a cirkuláló tumor sejtek (CTC), a cirkuláló tumor DNS (ctDNA) és 

az exoszómák (53).  
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A mikroRNS-ek stabilak a vérben, védve vannak az RN-áz aktivitástól, így jó biomarker 

jelöltek lehetnek (43, 54).  

 

1.5. MicroRNS-ek a limfopoetikus folyamatokban és limfoid 

leukémiában 

 

A hematopoezis során a különböző érési folyamatok eredményeképp új, érett vérsejtek 

képződnek egyetlen progenitor sejtből, azaz a hematopoetikus őssejtből. A limfopoezis 

alatt a B és T sejtek képződését értjük. A B sejt érése a csontvelőben, míg a T sejteké a 

thymusban fejeződik be. Azonban fejlődésüket és aktivációjukat a periférián számos 

komplex fehérje jelátviteli út befolyásolja, melyeket pedig mikroRNSek is szabályoznak 

(55). Az egészséges és malignus hematopoezist számos kutatócsoport vizsgálta, és arra 

az eredményre jutottak, hogy a mikroRNS-eknek igen fontos szerepük van a folyamat 

szabályozásában az érési folyamat egésze során (56).  

A miR-150 az érett B és T sejtekben is expresszálódik. A limfoid progenitorok 

expresszálják a miR-150-et ezzel segítve az átalakulást a pro-B-ből pre-B állapotra. A 

mir-150 targete a c-myc, amely igen fontos transzkripciós faktor a korai limfoid érés 

során. Ennek elvesztése a B sejtekben azt eredményezi, hogy az érés megáll annál a 

pontnál amikor pro-B-ből pre-B-vé érne a sejt. Természetesen ezen esetekben a miR-150 

felülexpressziója figyelhető meg (57-58). 

A miR-181 család hat tagja is fontos szerepet játszik a limfopoezisben. Expressziós 

szintjét magasnak találták a korai B sejt differenciáció során, majd pedig fokozatos 

csökkenését írják le (59). 

Az ALL szubtípusok elkülönítésére is használható a megváltozott mikroRNS mintázat. 

Zhang és mtsai a B és T sejtes ALL elkülönítésére az alábbi mikroRNS-ek relatív 

expresszióját javasolják: miR-148, miR-151, miR-424, miR-425-5p, miR-191, miR-

146b, miR-128, miR-629 és miR-126 (60). 

A kromoszómális eltérések sem maradhatnak ki a mikroRNS kutatások fókuszából ALL 

esetén. A t(12;21) pozitív ALL-ben például a miR-100-at expresszió növekedését találták 

jellemzőnek más ALL-formákhoz képest (61).  

A B- és T-ALL megkülönböztetésére a miR-148, miR-151 és miR-424-et javasolja Fulci 

és mtsai (62). Ugyanezen munkacsoport hat mikroRNS (miR425-5p, miR-191, miR-
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146b, miR-128, miR-629 és miR-126) expressziójának statisztikai elemzésével tett 

különbséget különböző B-ALL-ben jellemző eltérések között, úgy mint a t(9;22) vagy a  

t(1;19) (62). Schotte és mtasi 397 mikroRNS-t vizsgáltak 81 gyermekkori ALL-es 

csontvelői és perifériás vér mintában, összevetve 17 egészséges gyermek kontroll 

mintával. Vizsgálatuk eredményeképp egyedi mikroRNS mintázatot tudtak leírni 

gyermekkori ALL-ben egészséges kontrollokhoz viszonyítva. (63). 

A mikroRNS-eket a prognózisra vonatkozóan is vizsgálta számos csoport. A miR-128b 

diagnóziskori magasabb expressziós szintje jobb prognózissal és jobb prednizolon 

válasszal társul Nemes és mtsai szerint  (64). 147 ALL-es és AML-es beteget vizsgálva a 

magas miR-24 expresszió rövidebb túléléssel korrelált (65). B- és T-ALL-ben pedig a 

miR-16 magas expressziója korrelált rövidebb eseménymentes túléléssel (66).  

A mikroRNS-ek terápiához kapcsolódó, abban felhasználható lehetséges szerepét is 

számos kutatás vizsgálja. Akár, glükokortikoid kezelésre való szenzitivitás tekintetében 

(67), akár tirozin kináz kezelés esetén (68).  
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1.6. Extracelluláris vezikulák  

 

Az extracelluláris vezikulák kettős foszfolipid membránnal körülvett képletek. Három fő 

csoportra oszthatóak méretük és keletkezésük alapján: exoszómák, mikrovezikulák és 

apoptotikus testek. A csoportokra legfontosabb jellemzőit a 2. táblázat részletezi.  

 

2. táblázat. Extracelluláris vezikulák felosztása és legfontosabb jellemzőik 

 Exoszóma Mikrovezikula 
Apoptotikus 

test 

Méret 
50-100 nm 

(~vírus) 

100-1000 nm 

(~baktérium) 

1-5 μm 

(~vérlemezke) 

Keletkezés 
multivezikuláris testek 

exocitózisa 
sejthártya blebbing 

apoptózis 

során 

Előfordulás/ 

Forrás 
immunsejtek, tumorok 

vérlemezkék, 

vörösvértestek, 

endotélsejtek 

programozott 

sejthalál 

Tartalom 

protein, lipid, mRNS, 

mikroRNS, DNS, hősokk-

fehérjék, enzimek, MHC 

receptor, tetraspaninok, 

membrán transzport fehérjék 

protein, lipid, 

mRNS, 

mikroRNS, snRNS 

protein, lipid, 

DNS 

 

Az extracelluláris vezikulák részt vesznek a sejtek közötti kommunikációban, az 

angiogenezisben, az intracelluláris komponensek eltávolításában, a szervezet 

immunválaszában és a véralvadásban is. Működésük lehetővé teszi a fehérjék, RNS-, 

DNS-sejtek közötti kicserélődését (69). Mind az egészséges, mind pedig a malignus 

sejtek termelnek vezikulákat (70-71), amelyeket számos testfolyadékból sikerült már 

kimutatni úgy, mint vér, cerebrospinális folyadék, vizelet, anyatej, de akár a könnyből is 

(72-73). 

 

1.6.1. Extracelluláris vezikulák hematológiai kórképekben 

 

Extracelluláris vezikulákat vizsgáltak szolid tumoros megbetegedések mellett krónikus 

limfoid leukémiában is. A vezikulák eredetére vonatkozóan találtak eltérést a betegek 
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vérplazmájában egészséges kontrollokhoz viszonyítva (74). Ugyanezen kutatás során 

vizsgálták az anti-CD52 alemtuzumab és az anti-CD20 rituximab elleni rezisztencia 

kialakulását és írták le a mikrovezikulák lehetséges szerepét (74). 

Akut mieloid leukémiában az exoszómákat vizsgálták, és eredményeik alapján 

feltételezik, hogy a leukémiás sejtek vezikulák révén alakítják a csontvelői környezetet 

(75-76). Xenograft modell alkalmazásával végzett vizsgálat alapján exoszómális 

mikroRNS-t javasol MRD követésre AML-ben Hornick és mtsai (77).   

 

1.6.2. Exoszómális mikroRNS-ek 

 

Az exoszómák, melyek legjellemzőbb forrásai az immunsejtek és malignus sejtek, szintén 

képesek membrán komponensek, proteinek, lipidek, nuklein savak és mikroRNS-ek 

transzferére (78-79). Az exoszómák képesek becsomagolni bizonyos mikroRNS-eket, 

a véráramban megtartani azok integritását (megvédve őket a RNázok hasításától) így 

azok a sejtek, melyekből származnak, még a véráramban is azonosíthatóak (80-81).  

Jelenleg az exoszómális biomarker stratégiák igen nagy népszerűségnek örvendenek, 

“a kevesebb több” elvet követve. Tehát azt feltételezik, hogy kevés számú vezikuláris 

mikroRNS igen fontos és specifikus információt hordoz magában adott patológiás 

állapotra vonatkoztatva. A malignus sejtek viszonylag nagyszámú, specifikus 

mikroRNS-t juttatnak az extracelluláris térbe, exoszómákba csomagolva, így egy 

specifikus exoszómális mikroRNS mintázat alakul ki a perifériás vérben, amely akár 

biomarkerként is használható volna (82). 

 

A tiszta exoszóma izolálás igen időigényes folyamat és számos megerősítő, konfirmáló 

lépést igényel, amely inkább teszi ezt experimentálissá mintsem a klinikai 

betegellátásban napi szinten használhatóvá (83). Ezért a munkám során a gold 

standardnak számító ultracentrifugálással nyerhető exoszóma gazdag frakciót (exosome 

enriched fraction, EEF) vizsgáltam.  
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2. Célkitűzések 

 

Célkitűzéseim az alábbiak voltak: 

1. Szakirodalmi adatok alapján kiválasztott mikroRNS-ek extracelluláris 

expressziójának karakterizálása gyermekkori akut limfoblasztos leukémiás 

betegek perifériás vérében, csontvelőjében és cerebrospinális folyadék mintáiban  

2. A vizsgált mikroRNS-ek expressziós változásának értékelése, mint minimális 

maradék betegség biomarker. 
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3. Módszerek 

 

3.1. ALL biobank 

 

Mind a mintagyűjtés, mind pedig a kutatás az Egészségügyi Tudományos Tanács 

Tudományos és Kutatásetikai Bizottságának engedélyével (60106-1/2015/EKU és 

6886/2019/EKU számú engedély) és a Helsinki Nyilatkozatot követve végeztük. 

 

2016-tól kezdve csontvelői, perifériás vér és cerebrospinális folyadék (CSF) mintákat 

gyűjtünk és tárolunk biobankunkban gyermekkori akut limfoblasztos leukémiás 

gyermekektől. A betegeket a Heim Pál Gyermekkórház onko-hematológiai osztályán és 

a Semmelweis Egyetem 2. számú Gyermekgyógyászati Klinikán diagnosztizálják és 

kezelik. 

A vér (3,5 ml) és csontvelői (1 ml) mintákat citrátos csőbe veszik le a nővérek, a 

gerincvelői folyadék (~1 ml) mintákat pedig natív csövekbe.  

A leukémia-gyanús gyermekek kivizsgálása során történt rutin diagnosztikus 

mintavételek során veszik le a mintákat számunkra is, ezt a továbbiakban 0. napnak 

nevezem. Amennyiben bebizonyosodik az ALL diagnózis, akkor az ALL-IC BFM 2009 

protokoll szerinti indukciós terápia alatt az alábbi időpontokban gyűjtünk további 

perifériás vérmintát: 8, 9, 15, 29, 30, 33. nap. Csontvelői és CSF mintát pedig a protokoll 

szerinti 15. és 33. napon. 

DNS izolálásra is teszünk el mintát a betegektől, diagnóziskor és remisszióban is, erre 

EDTA-s csövet használunk, ezek jellemzően csontvelői minták, melyeket -20°C-on 

tároltuk izolálásig.  
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3.2. A vizsgált betegpopuláció 

 

Kutatásom során 28 de novo és 5 relabált, továbbá 2 központi idegrendszer érintett 

(KIR+) prekurzor B-sejtes ALL-es beteg mintáit vizsgáltuk. Az 5 relabált beteg első 

relapszusa alatt történt a mintagyűjtés. A betegek 1-18 éves kor közöttiek, az 1 éves kor 

alatti betegek kezelési protokollja eltérő, így az ilyen esetek nem vizsgáltuk.  

Az első vonalban kezelt ALL-es betegek három alcsoportját vontuk be a vizsgálatokba 

citogenetikai jellemzőik alapján: hiperdiploid (kromoszómáik száma 47 vagy több), 

t(12;21)(p13;q22) transzlokációs (más néven ETV6/RUNX1 fúzió) és normál kariotípus 

alcsoportba. Ez utóbbiba azok a betegek kerültek, akinél nem találtak citogenetikai 

abnormalitást (akár sikeres volt a kariotipizálás, akár nem), illetve a FISH vizsgálat során 

(melynél a leggyakoribb ALL-ben jellemző eltéréseket vizsgálják) sem találtak eltérést 

és diploidnak írta le az áramlási citometriai vizsgálat a DNS indexük alapján. A többi 

genetikai alcsoportot nem vizsgáltuk. 

A relabált betegek kis száma miatt nem soroltam őket külön alcsoportokba citogenetikai 

jellemzőik tükrében.  

Vizsgáltam központi idegrendszer érintett (KIR+) betegek CSF mintáit is. A KIR+ 

betegek száma igen alacsony, így én két beteg diagnóziskori és 15. napi mintáját 

vizsgáltam.   

 

Kontroll beteg mintákat is gyűjtöttünk nem ALL-es gyermekektől. Olyan betegeket 

kiválasztását tűztük ki célul, akiknél semmilyen vérképzőrendszeri betegség nem áll fent, 

sem olyan kórkép, amely esetén a mikroRNS mintázat átfedhetne a leukémiás 

betegekével (irodalmi adatokra támaszkodva), mégis történt vérvétel tőlük a SE II. sz. 

Gyermekgyógyászati Klinikán nem-kutatási célból. Így a kontrol betegeink az alábbi 

betegségekkel kerültek kivizsgálásra: D vitamin deficiencia, középfülgyulladás, ótvar, 

hiperthireozis, 1-es típusú neurofibromatozis, vas hiányos anémia és fitymaszűkület.  
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A kemoterápia első hónapja során az alábbi klinikai adatokat gyűjtöttem össze: 

 Diagnóziskori fehérvérsejtszám  

 Abszolút blaszt szám a 8. napon perifériás vérben 

 Csontvelői MRD áramlási citometriával mérve a 15. napon 

 Abszolút fehérvérsejtszám a 33. napon 

 Abszolút limfocitaszám a 33. napon 

 Csontvelői MRD áramlási citometriával mérve a 33. napon 

 

A kutatás során TaqMan Low Density Array (TLDA) kártyákon vizsgáltam a Felfedező 

populációba tartozó betegek mintáit, majd ezt a populációt kibővítve további mintákkal, 

létrehoztam az úgynevezett Kibővített populációt. Ezeket a mintákat qPCR-rel vizsgáltam 

csak úgy, mint az exoszóma gazdag frakciót (EEF). 

A mintaszámok és mintatípusok részletezése a 3.-6. táblázatban található. 
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3. táblázat. A felfedező és kibővített populáció betegadatai 

 Felfedező populáció (TLDA) 
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 HD 3 3 3 2   8 8 8 8 

t(12;21) 6 6 3 2   9 9 9 9 

normál 6 6 3 2   10 10 10 9 

Relab. ALL 5 5         

KIR ALL     2 2     

Kontroll  10     10    

Összesen 20 30 9 6 2 2 37 27 27 26 

Csv: csontvelő, pv: perifériás vér, CSF: gerincvelői folyadék, HD: hiperdiploid, Relab.: 

relabált ALL, KIR+ ALL: központi idegrendszer érintett ALL (KIR 2, KIR 3) 

 

 

4. táblázat. A felfedező populáció (TLDA kártyán vizsgált) minták betegadatai 

Felfedező populáció 

alcsoportok 

Életkor (év) Betegszám 

(n) 

Fiú (n) Lány (n) 

De 

novo 

ALL 

kariotípus: 

hiperdiploid 
3,1 (2,0 – 3,7) 3 1 2 

t(12;21) 3,6 (3,1 – 4,6) 6 3 3 

kariotípus: normál 3,1 (1,5 – 5,3) 6 4 2 

Relabált ALL  10,4 (6,3 – 18,8) 5 3 2 

KIR+ ALL* 4,6 (0,7-8,4) 2 1 1 

Összbetegszám 3,9 (1,5 – 18,8) 22 12 10 

Kontroll 4,4 (1,6 – 15,1) 10 6 4 
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* az egyik beteg KIR 2 a másik KIR 3 volt 

 

5. táblázat. A kibővített populáció qPCR-rel mért mintáinak betegadatai PFP esetén 

qPCR alcsoportok Életkor (év) 
Betegszám 

(n) 
Fiú (n) Lány (n) 

De 

novo 

ALL 

kariotípus: hiperdiploid 3,8 (2,0 - 13,7) 8 1 7 

t(12;21) 3,1 (2,2 - 4,6) 9 6 3 

kariotípus: normál 4,9 (1,5 – 17,3) 11 9 2 

Kontroll 4,4 (1,6 – 15,1) 10 6 4 

 

 

6. táblázat. qPCR-rel mért minták betegadatai exoszóma gazdag frakció esetén 

Alcsoport Életkor (év) Betegszám (n) Fiú (n) 
Lány 

(n) 

Normál 

kariotípus 
3,5 (1,5-9,7) 5 4 1 

t(12;21) 3,3 (2,2-4,6) 8 6 2 

Összbetegszám 3,5 (1,5-9,7) 13 10 3 

Kontroll 6,4 (1,6-14,4) 6 4 2 
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3.3. Betegminták - vérlemezke-mentes plazma 

 

Vérlemezke-mentesített plazma (PFP) mintákat használtam a vizsgálataim során. A 

vérlemezkék igen gazdagok mikroRNS-ekben és a célkitűzésem szerint, a feltehetően 

leukémiás blasztokból származó mikroRNS-eket vizsgáltam, nem pedig a vérlemezke 

eredetűeket (84).  

Az International Society of Thrombosis and Haemostasis ajánlása (85) alapján a 

csontvelői és perifériás vérmintákat a levételtől számított 2 órán belül elkezdjük 

feldolgozni. A feldolgozás során centrifugáljuk a mintákat (2500 rcf, 15 perc, 16°C-on), 

majd a felülúszót átvisszük egy másik csőbe és újra centrifugáljuk azonos beállítással. 

Majd a felülúszót kiadagoljuk és felhasználásig -80°C-on tároljuk (85). 

Azon CSF mintákat, amiket vizsgálatom során felhasználtam, nem centrifugáltuk, hanem 

levétel után kiadagoltuk és -80°C-on tároltuk. 

A csontvelőből sejteket is izolálunk és tárolunk biobankunkban. Melynek részletes 

leírásától eltekintek, mert kutatásom során nem vizsgáltam sejteket.  

 

3.4. RNS izolálás és cDNS szintézis 

 

MiRNeasy serum/plasma kittel (Qiagen, Hilden, Németország) izoláltam RNS-t a 

kiolvasztott PFP mintákból. 100µl plazma mintából, ill. CSF-ből indultam ki az 

izolálásnál, a szintetikus spike-in cel-miR-39-et pedig az izolálás 2. lépéseként, a lízis 

puffer hozzáadása után adtam az egyes mintákhoz. Az RNáz inhibitort az izolálás 

legvégén adtam hozzá a 14 µl RNáz-mentes vízbe felvett mintához vagy a cDNS átírás 

legelső lépéseként. Az átíráshoz a TaqMan Advanced miRNA cDNS Synthesis Kitet 

(Thermo Fischer Scientific, Waltman, MA, USA) használtam, követve a gyártó 

protokollját. 

 

3.5. Exoszóma gazdag frakció 

 

Az exoszóma gazdag frakciót ultracentrifugálással izoláltam Beckman Coulter Optima 

XP ultracentrifugával. 13 beteg összesen 52 perifériás vér PFP mintáját használva (6. 

táblázat). Ultracentrifugáláshoz 500 µl kiolvasztott PFP mintából indultam ki. Először 
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500 rcf-n centrifugáltam 5 percig, sejtmentesítés céljából, majd a felülúszót 12 500 g-n 

20 percig centrifugáltam mikrovezikula-mentesítés céljából. A felülúszót PBS-sel 

felöntve pedig 100 000 g-n 70 percig ultracentrifugáltam, a felülúszót elöntöttem és a 

pelletet újra PBS-sel, az előbbivel megegyező beállításokkal ultracentrifugáltam. A 

pelletet végül az miRNeasy serum/plasma kit lízis pufferébe vettem fel, majd -80°C-on 

tároltam további feldolgozásig, mely teljes egészében megegyezett a PFP RNS 

izolálásával, cDNS átírásával, qPCR mérésével.  

 

3.6. MikroRNS profil egyedi TLDA mikrofluidikus kártyán 

 

QuantStudio 7 Flex műszert használtam a TaqMan Low Density Array kártyákra feltett 

minták mikroRNS expressziójának mérésére a SE II. Belgyógyászati Klinika, 

Endokrinológiai genetikai laboratóriumában. Minden esetben 5,5 µl amplifikált cDNS-

ből indultam ki és követtem a gyártó előírását a mérés során. A vizsgált 46 mikroRNS a 

7. táblázatban található, kutatási terület és a hivatkozás megjelenítésével. Csak olyan 

mikroRNS került kiválasztásra, amelyik leukémiás blasztokban felülexpresszált és 

legalább 2 különböző publikációban szerepelt.  
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7. táblázat. A TLDA kártyára irodalmi adatok alapján kiválasztott mikroRNS-ek 

referenciái és hozzá tartozó kutatási terület 

MikroRNS Kutatási terület Referencia 

cel-miR-39 Exogén, spike-in kontrol (86) (87) 

miR-103a-3p, miR-638 

miR-484, miR-30d-5p, 

miR-16-5p 

Referencia mikroRNS-ek (88-90) 

let-7a-5p, let-7f-5p Vérlemezke eredetű mikroRNS-ek (91) 

miR-128-3p, miR-181b-

5p 
Csontvelői eredetű mikroRNS-ek (92-93) 

miR-222-3p, miR-223-3p, 

miR-361-3p, miR-374a-

5p, miR-501-5p, miR-

511-5p, miR-532-5p, 

miR-660-5p, miR-98-5p 

Hiperdiploid ALL-ben leírt mikroRNS-ek (63) 

miR-20a-5p, miR-93-5p ALL sejtvonalakban leírt mikroRNS-ek (94) 

miR-100-5p, miR-125b-

5p, miR-126-3p, miR-

320a, miR-383-5p, miR-

494-3p, miR-629-5p, 

miR-99a-5p 

t(12;21) ALL-ben leírt mikroRNS-ek 
(63, 88, 93, 

95) 

miR-17-5p, miR-181a-5p, 

miR-181b-5p, miR-181c-

5p, miR-320a, miR-342-

3p, miR-106a-5p, miR-

1290 

Recidívált ALL-ben leírt mikroRNS-ek 
(92-93, 95-

97) 

miR-146a-5p, miR-155-

5p, miR-222-3p, miR-34a-

5p, miR-511-5p, miR-99a-

5p 

Pre B-ALL-ben leírt cirkuláló mikroRNS-

ek 
(88) 

miR-632, miR-654-5p 
T és dentritikus sejtvonalakban leírt 

mikroRNS-ek 
(98) 
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3.7. Kvantitatív PCR 

 

A TLDA kártyán lemért 46 mikroRNS expresszióját vizsgálva kiválasztottam négyet 

(miR-181a-5p, miR-181b-5p, miR-128-3p és miR-222-3p), melyek expresszióját bővített 

populáción qPCR technikával is lemértem. Ehhez a TaqMan Advanced miRNA assay-

ket (Thermo Fischer Scientific, Waltman, Ma, USA) használtam. Összesen 28 beteg 110 

perifériás vér PFP mintáján mértem le a 4 kandidáns mikroRNS-t plusz a miR-484 

normalizáló mikroRNS-t duplikátumban. 

Az exoszóma gazdag frakció 52 mintájának miR-128-3p és miR-222-3p expesszióját 

szintén qPCR-rel vizsgáltam, duplikátumban, plusz a miR-16-5p normalizálót 

mikroRNS-t. 

Minden minta esetén mértem a spike-in cel-mir-39 expresszióját is.  
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3.8. Statisztikai elemzés 

 

Az elemzést R statisztikai szoftver (R Foundation for Statistical Computing, Bécs, 

Ausztria, 3.5.1 verzió) segítségével Dr. Gézsi András végezte. 

A megfelelő normalizáló mikroRNS kiválasztásához a NormqPCR csomagból a geNorm 

és NormFinder algoritmusokat használta. A Limma csomag segítségével állapította meg 

a statisztikailag szignifikáns mikroRNS expressziós különbségeket. Ennek során lineáris 

modell illesztést alkalmazott minden egyes mikroRNS génre a páciensek 

csoportbesorolása, illetve a különböző mintavételi időpontok alapján. A nemet, mint 

koefficienst használta a modellekben. Ezt követően kiszámította a mikroRNS-ekre 

vonatkozó moderált t-statisztikát és a differenciális expresszió log-odds-át egy empirikus 

bayesi módszerrel, melynek során a standard hibákat egy közös érték felé mozdítjuk el. 

Az így kapott p-értékeket a Benjamini-Hochberg többszörös hipotézistesztelési 

korrekciós módszerrel adjusztálta. Azokat a mikroRNS-eket tekintettük differenciálisan 

expresszálódónak, amelyek esetén a korrigált p-érték kisebb volt, mint 0,05. 

Pearson korrelációt számolt az áramlási citometria MRD eredménye és az adott 

mikroRNS log2 alapú transzformált expressziós szintje illetve az expressziós változási 

értékei közt. A kapott p-értékeket adjusztáltuk a Benjamini-Hochberg módszerrel, 0,05 

szignifikanciaszint (1-es típusú hiba) használatával.  
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4. Eredmények 

 

4.1. A felfedező populáció mikroRNS expressziós mintázata TLDA 

kártyán 

 

46 miR expesszióját vizsgáltam TLDA kártyán ALL-es betegek perifériás vér és 

csontvelői PFP továbbá CSF és egészséges kontroll perifériás vér PFP mintáiban.  

Az 2. ábra hőtérképe szemlélteti a csontvelői és perifériás vér illetve a kontroll PFP 

mintákban mért expressziós szintet. A CSF minták nem szerepelnek az ábrán, mert azon 

minták esetén más normalizáló mikroRNS-t használtam.  

Nem találtunk szignifikáns korrelációt a perifériás vér és csontvelő PFP mikroRNS 

mintázata között. 
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2. ábra. TaqMan Low Density kártyán mért normalizált log2 transzformált 

expressziós szintek perifériás vér és csontvelői PFP-ben ALL alcsoportokban és 

kontroll betegekben. A hisztogram megmutatja, hogy a heatmap-en hány olyan cella van 

amely az x tengelyen feltüntetett tartományba esik. A sárga szín alulexpresszáltságot, míg 

a piros felülexpresszálódást jelent a normalizáló mikroRNS-hez képest. A bal oldalon 
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található fekete jelölések a qPCR vizsgálatra kiválasztott mikroRNS-eket jelölik. *log2 

transzformált expresszisó érték **hisztogram magassága  

 

 

A 3. ábra mutatja be a perifériás vér PFP mikroRNS expresszióját de novo és relabált 

betegek esetén egészséges kontrollokkal összehasonlítva. Összesen 21 mikroRNS esetén 

mutattunk ki szignifikáns eltérést. A relabált betegeket kivonva az elemzésből (kis 

elemszám, rövid követési idő és eltérő kezelési protokoll miatt), a de novo ALL 

diagnóziskori perifériás vér PFP mikroRNS mintázata egészséges kontroll perifériás 

vérhez hasonlítva 19 mikroRNS esetén mutatott szignifikáns különbséget. 18 mikroRNS 

expressziója szignifikánsabb magasabb, míg egy mikroRNS-é szignifikánsan 

alacsonyabbnak bizonyult.  

Vizsgáltuk a három kariotípus csoportot is külön, szintén egészséges kontroll perifériás 

vér PFP-hez hasonlítva, és 5 mikroRNS egységesen mindhárom csoportba (hiperdiploid, 

t(12;21) és normál kariotípus csoport) felülexpresszáltnak: miR-128-3p, miR-146a-5p, 

miR-181b-5p, miR-222-3p és a miR-532-5p. Nem találtuk egyedi mikroRNS mintázatot 

egyik alcsoportban sem.  

Az összes de novo ALL-es perifériás vér PFP-t vizsgálva a diagnózis és a kezelés 33. 

napja között az alábbi 4 mikroRNS expressziója volt szignifikánsan magasabb a 

kontrollokhoz viszonyítva: miR-128-3p, miR-181a-5p, miR-81b-5p, miR-222-3p. Így a 

bővített populáción qPCR-rel ezt a 4 mikroRNS-t vizsgáltam tovább.  
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3. ábra. A miR expresszió ALL-es perifériás vér PFP mintában és kontroll vér PFP-

ben TLDA kártyán vizsgálva. A beteg minták diagnóziskori de novo és relabált ALL 

minták. A kontroll nem ALL-es gyermekek perifériás vér PFP mintájában mért miR 

expresszió. A boxok a 2. és 3. kvartilist jelölik, a boxon belüli vastag vízszintes vonal a 

mediánt, az alsó függőleges vonal a minimum értéket, amennyiben nincsen alsó kiugró 

érték, a felső függőleges vonal a maximum értéket, amennyiben nincsen felső kiugró 

érték vagy a Q3+1,5*IQR. A pontok a szélsőértékeket, a boxok feletti vonalak pedig a 

szignifikáns korrelációt jelölik, ahol p<0,05. *** esetén a p:0-0,001; ** esetén p:0,001-

0,01; * esetén p:0,001-0,05.   
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Két betegnek volt központi idegrendszeri érintettsége, a betegek diagnóziskori és 15. napi 

CSF mintáit vizsgáltam TLDA kártyán. A legstabilabban expresszálódó mikroRNS ezen 

minták és a perifériás vér PFP esetén a miR-532-5p volt, így ezt használtam 

normalizálónak. A vizsgálatot elvégeztem a perifériás vér és csontvelői PFP méréseknél 

alkalmazott miR-484 normalizálót használva is. Szignifikáns eredményt egyik 

normalizálóval való számolás eredményeképp sem kaptam a miR-128-3p és miR-222-3p 

esetén (8. táblázat).  

 

8. táblázat. MikroRNS expresszió csökkenés a 15. napra CSF mintákban TLDA 

kártyán mérve, 2 központi idegrendszer érintett betegnél. (Egyed B. et al. 2020- 

additional File 1, Table S4) 

Vizsgált 

mikroRNS 
Log FC p érték Adjusztált p érték 

miR-128-3p -6,97 0,06 0,22 

miR-222-3p -5,66 0,11 0,22 
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4.2. MikroRNS expresszió kibővített populáción qPCR módszerrel 

vizsgálva 

 

Kibővített populáción (28 beteg) qPCR módszerrel vizsgáltam 4 mikroRNS expresszióját 

de novo ALL-es betegek perifériás vér PFP-jében az indukciós terápia első hónapja során, 

4 mintavételi időpontban.  

Minden mérést duplikátumba végeztem, az ezek közti korreláció: Pearson’s r = 0,998,  

p=2,2*10-16. A TLDA és qPCR mérések közti korreláció esetén Pearson’s r = 0,873,  

p =3,19*10-44.  

Az életkort, mint független változót vizsgálva a teljes ALL csoportban sem találtam 

szignifikáns kapcsolatot az expressziós változásokkal. 

 

4.2.1. Diagnóziskori de novo ALL perifériás vér PFP mikroRNS 

expressziója kontroll perifériás vér PFP-hez viszonyítva 

 

A három kariotípus csoportból kettő esetén, a t(12;21) és normál csoportban azt találtam, 

hogy mind a négy mikroRNS expessziója szignifikánsan különbözik a nem leukémiás 

kontrolloktól. A harmadik csoportban, a hiperdiploid betegek esetén csak a miR-128-3p 

és miR-222-3p esetén mutatkozott szignifikáns eltérés a kontrollokhoz viszonyítva. 

Azonban a teljes ALL csoportot vizsgálva (mindhárom kariotípus csoportot egyesítve) 

mind a négy vizsgált mikroRNS diagnóziskori expressziója szignifikánsan eltért a nem 

leukémiás kontroll perifériás vér PFP-hez hasonlítva. A log fold change értékek 9. 

táblázatban láthatóak.  
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9. táblázat. Diagnóziskor de novo ALL perifériás vér PFP mikroRNS expressziója 

egészséges kontrollokhoz viszonyítva. NS: nem szignifikáns 

Alcsoportok 

miR-128-3p 

log2 FC 

(adj. p érték) 

miR-181a-5p 

log2 FC 

(adj. p érték) 

miR-181b-5p 

log2 FC 

(adj. p érték) 

miR-222-3p 

log2 FC 

(adj. p érték) 

Hiperdiploid 

kariotípus 

3,39 

(7,05*10-4) 
NS NS 2,09 (4,06*10-2) 

t(12;21) 

kariotípus 

5,93 

(9,59*10-10) 
2,56 (1,38*10-2) 3,84 (2,26*10-4) 3,34 (2,21*10-4) 

Normál 

kariotípus 

4,23 

(1,78*10-5) 
3,45 (5,35*10-4) 4,31 (4,73*10-5) 2,63 (4,76*10-3) 

Teljes ALL 

csoport 

4,52 

(3,48*10-9) 
2,46 (2,11*10-3) 3,46 (4,73*10-5) 2,68 (2,15*10-4) 

 

 

4.2.2.  Az indukciós terápia alatti mikroRNS expressziós szint 

változások a teljes ALL csoportban 

 

Az indukciós kezelés első hónapja során 4 mintavételi időpontban vizsgáltam a 

mikroRNS expressziót. A 4. ábrán látható a vizsgált mikroRNS-ek expressziója 

(normalizált, log2 expressziós szint) és a mintavételi időpontok közti szignifikáns 

korreláció. A hozzájuk tartozó számadatokat a 10. táblázat tartalmazza.  A miR-181b-5p 

és miR-128-3p expressziós mintázata mutat hasonló képet, csak úgy, mint a miR-181a-

5p és a miR-222-3p. A kezelés megkezdése után mindegyik mikroRNS szintje 

szignifikáns csökkenést mutatott a 8. illetve a 33. napra. Tehát folyamatos csökkenést 

nem detektáltam a vizsgált négy időpontban. 
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4. ábra. Az indukció terápia alatti mikroRNS szintek perifériás vér PFP-ben mérve. 

A boxok a 2. és 3. kvartilist jelölik, a boxon belüli vastag vízszintes vonal a mediánt, az 

alsó függőleges vonal a minimum értéket, amennyiben nincsen alsó kiugró érték, a felső 

függőleges vonal a maximum értéket, amennyiben nincsen felső kiugró érték vagy a 

Q3+1,5*IQR. A pontok a szélsőértékeket, a boxok feletti vonalak pedig a szignifikáns 

korrelációt jelölik, ahol p<0,05. *** esetén a p:0-0,001; ** esetén p:0,001-0,01; * esetén 

p:0,001-0,05. 
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10. táblázat. Az indukciós terápia alatti mikroRNS expresszió csökkenés a teljes 

ALL csoportban a perifériás vér PFP-ben mérve. NS: nem szignifikáns 

mikroRNS 

mikroRNS expressziós változás a különböző mintavételi 

időpontok között 

log2 FC (adjusztált p érték) 

8. nap – 0. nap 15. nap - 0. nap 33. nap - 0. nap 

miR-128-3p 

-2,86 

(3,6*10-7) 

-3,15 

(3,87-10-7) 

-3,60 

(7,77*10-10) 

miR-181a-5p 

-1,33 

(3,12*10-2) 

-0,93 (NS) 

-2,08 

(1,01*10-3) 

miR-181b-5p 

-1,75 

(1,48*10-2) 

-2,39 

(2,05*10-3) 

-2,76 

(8,78*10-5) 

miR-222-3p 

-1,25 

(1,66*10-2) 

-1,03 (NS) 

-1,94 

(2,09*10-4) 
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4.2.3. Az indukciós terápia alatti mikroRNS expressziós szint változások 

alcsoportokban vizsgálva 

 

Az 5. ábra szemlélteti, míg a 11. táblázat bemutatja a számszerű értékeket (normalizált 

log2 expressziós szint) a citogenetikai alcsoportok indukciós terápia első 33 napja alatti 

mikroRNS expressziós szintekre vonatkozóan. A legtöbb szignifikáns expressziós szint 

változást a normál kariotípus csoportban figyeltem meg. Itt mind a négy mikroRNS 

esetén a diagnóziskori és a 33. napi expresszió között szignifikáns csökkenést láthatunk. 

Három mikroRNS esetén pedig a 8. napra is szignifikáns az expresszió csökkenés.  

A hiperdiploid csoportban sehol sem tudtam statisztikailag szignifikáns expressziós 

változást kimutatni.  

A harmadik, t(12;21) alcsoportban a miR-128-3p a diagnózishoz viszonyítva minden 

mintavételi időpontban szignifikáns csökkenést mutatott. A miR-222-3p szintje mind a 8; 

mind pedig a 33. napra szignifikánsan csökkent. A miR-181b-5p esetén csökkenést csak 

a 8. napra figyelhetünk meg.  
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5. ábra. Az alcsoportban vizsgált mikroRNS expresszió az indukciós terápia első 

hónapjában perifériás vér PFP-ben mérve. A: normál kariotípus csoport, B: t(12;21) 

kariotípus csoport, C: hiperdiploid kariotípus csoport. A boxok a 2. és 3. kvartilist jelölik, 

a boxon belüli vastag vízszintes vonal a mediánt, az alsó függőleges a minimum értéket, 

amennyiben nincsen alsó kiugró érték, a felső függőleges vonal a maximum értéket, 

amennyiben nincsen felső kiugró érték vagy a Q3+1,5*IQR. A pontok a szélsőértékeket, 
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a boxok feletti vonalak a szignifikáns korrelációt jelölik, ahol p<0,05. *** esetén a p:0-

0,001; ** esetén p:0,001-0,01; * esetén p:0,001-0,05. 
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11. táblázat. Az indukciós terápia alatti mikroRNS szintek expressziós változásai 

perifériás vér PFP-ben mérve különböző alcsoportok esetén. NS: nem szignifikáns. 

Alcsoportok mikroRNS 

log2 FC (adjusztált p érték) 

8. nap – 0. 

nap 

15. nap - 0. 

nap 

33. nap - 0. 

nap 

Normál 

kariotípus 

miR-128-3p 
-2,49 

(2,87*10-3) 

-2,29 

(3,09*10-2) 

-2,99 

(4,15*10-4) 

miR-181a-5p 
-2,58 

(2,87*10-3) 
-1,79 (NS) 

-3,82 

(1,16*10-5) 

miR-181b-5p 
-2,72 

(2,87*10-3) 

-3,44 

(1,51*10-3) 

-4,50 

(7,63*10-7) 

miR-222-3p -1,23 (NS) -0,98 (NS) 
-2,45 

(2,41*10-3) 

t(12;21) 

kariotípus 

miR-128-3p 
-4,33 

(2,20*10-8) 

-4,62 

(1,74*10-8) 

-4,42 

(2,12*10-8) 

miR-181a-5p -1,72 (NS) -0,71 (NS) -1,13 (NS) 

miR-181b-5p 
-2,49 

(4,11*10-2) 
-2,42 (NS) -2,02 (NS) 

miR-222-3p 
-2,15 

(1,16*10-2) 
-1,59 (NS) 

-1,82 

(3,39*10-2) 

Hiperdiploid 

kariotípus 

miR-128-3p -1,39 (NS) -2,21 (NS) -3,31 (NS) 

miR-181a-5p -1,16 (NS) -0,16 (NS) -1,01 (NS) 

miR-181b-5p 0,82 (NS) -0,98 (NS) -1,42 (NS) 

miR-222-3p 0,08 (NS) -0,20 (NS) -1,47 (NS) 
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4.3. MikroRNS expressziós szintváltozás korrelációja MRD-vel és egyéb 

prognosztikai faktorokkal  

 

4.3.1. A teljes ALL populáció mikroRNS expressziós változása MRD-vel 

és egyéb prognosztikai faktorokkal korreláltatva 

 

A három citogenetikai alcsoportot egyesítve, azaz a teljes ALL csoportra jellemző 

perifériás vér PFP mikroRNS expressziót és annak változásait és a 15. napi csontvelői 

áramlási citometriás MRD-t (12. táblázat) illetve egyéb prognosztikai faktorokat 

korreláltattuk.  

Két mikroRNS esetén a 8. napra való expresszió szignifikánsan korrelált a 15. napi 

áramlási citometriával mért MRD-vel. A másik két vizsgált mikroRNS esetében illetve 

0-15. nap vonatkozásában nem szignifikáns a korreláció (12. Táblázat). 

 

12. táblázat. 15. napi áramlási citometriás MRD és a 0-8. nap ill., 0-15 nap közti 

mikroRNS expressziós változás korrelációja.  

mikroRNS 
Mintavételi 

időpontok 

Fold 

change** 
Pearson r 

Adjusztált p 

érték 

miR-128-3p* 8-0. nap* 0,11 0,88 2,71*10-4 

miR-222-3p* 8-0. nap* 0,27 0,81 3,00*10-3 

miR-181a-5p 8-0. nap 0,23 0,58 0,15 

miR-222-3p 15-0. nap 0,47 0,64 0,15 

miR-128-3p 15-0. nap 0,15 0,64 0,20 

miR-181b-5p 8-0. nap 0,09 0,31 0,74 

miR-181b-5p 15-0. nap 0,16 -0,08 0,96 

miR-181a-5p 15-0. nap 0,62 0,06 0,97 

* statisztikailag szignifikáns értékek jelöli (p<0,05) ** mikroRNS expresszió mediánja 
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A 13. táblázat a 8. napi abszolút blaszt szám perifériás vérben és a 0-8. nap közötti 

mikroRNS expresszió kapcsolatát mutatja, ahol is egyetlen mikroRNS esetén sem volt 

szignifikáns korreláció.  

 

13. táblázat. Korreláció a 8. napi abszolút perifériás blaszt szám közt és a perifériás 

vér PFP mikroRNS expresszió 0. és 8. nap közti csökkenése között a teljes ALL 

csoporton elemezve 

 

A 14. táblázat eredményei a 33. napi perifériás vérben mért abszolút limfocitaszámot és 

a különböző mintavételi időpontok közti mikroRNS expressziós változás közti 

korrelációt részletezi. Ebben az esetben sem tudtam statisztikailag szignifikáns 

korrelációt megállapítani.  

 

14. táblázat. A 33. napi perifériás vér abszolút limfocitaszáma és a mikroRNS 

expresszió változás korrelációja 3 mintavételi időpont és a diagnóziskori perifériás 

vér PFP-ben.  

mikroRNS 
Mintavételi 

időpontok 
Fold change* Pearson r 

Adjusztált p 

érték 

miR-128-3p 33-0. nap 0,05 0,61 0,21 

miR-222-3p 15-0. nap 0,47 0,59 0,31 

miR-128-3p 15-0. nap 0,15 0,54 0,42 

miR-181a-5p 15-0. nap 0,62 0,42 0,65 

miR-128-3p 8-0. nap 0,11 0,38 0,65 

miR-181a-5p 33-0. nap 0,20 -0,22 0,88 

miR-181b-5p 33-0. nap 0,08 -0,15 0,93 

miR-181b-5p 8-0. nap 0,09 -0,12 0,94 

miR-181b-5p 15-0. nap 0,16 0,13 0,94 

miR-222-3p 8-0. nap 0,27 0,11 0,94 

miR-181a-5p 8-0. nap 0,23 0,07 0,96 

miR-222-3p 33-0. nap 0,24 -0,05 0,96 

* mikroRNS expresszió mediánja 

  

mikroRNS Fold change Pearson r Adjusztált p érték 

miR-128-3p 0,11 0,37 0,65 

miR-222-3p 0,27 0,16 0,92 

miR-181b-5p 0,09 -0,11 0,94 

miR-181a-5p 0,23 -0,03 0,99 
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Továbbá a 33. napi perifériás vér fehérvérsejtszám sem korrelált szignifikánsan a vizsgált 

mintavételi időpontokban mért mikroRNS expressziós szint változásokkal. 

A diagnóziskori, 8., 15., és 33. napon mért expressziós szintet is vizsgáltam a fenti 

független változókkal, azonban szignifikáns kapcsolatot nem találtam közöttük. 
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4.3.2. ALL alcsoportok mikroRNS expressziós változása az MRD-vel és 

egyéb prognosztikai faktorokkal korreláltatva 

 

Mind a három alcsoportban vizsgáltam a 15. napi áramlási citometriával mért MRD, a 8. 

napi abszolút blaszt szám, a 33. napi abszolút limfocitaszám, és az életkor, mint független 

változó kapcsolatát a 4 mikroRNS expressziójával és expressziós szint változásával. Az 

15. táblázat a szignifikáns korrelációkat mutatja be.  

 

15. táblázat. MikroRNS expressziós változás, az MRD és egyéb prognosztikai 

paraméterek szignifikáns korrelációja a vizsgált citogenetikai alcsoportokban. 

mikroRNS 

Mintavé- 

teli 

időpontok 

Fold 

change 

Függet-

len 

változó 

Beteg 

alcsoport 
Pearson r 

Adjusz-

tált p 

érték 

miR-128-

3p 
8-0. nap 0,15 

15. napi 

MRD 

Normál 

kariotípus 
0,99 7,53*10-4 

miR-222-

3p 
8-0. nap 0,27 

15. napi 

MRD 

Normál 

kariotípus 
0,97 2,74*10-2 

miR-222-

3p 
8-0. nap 0,19 

8. napi 

absz. 

blaszt 

szám 

(perif.) 

t(12;21) 0,96 4,63*10-2 

miR-181b-

5p 
33-0.nap 0,06 

33. napi 

absz. 

limfocita 

szám 

Normál 

kariotípus 
0,95 2,98*10-2 

miR-222-

3p 
33-0. nap 0,16 

33. napi 

absz. 

limfocita 

szám 

Normál 

kariotípus 
0,94 3,87*10-2 
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Annak vizsgálatára, hogy az adott mikroRNS expressziós változás mennyire pontosan 

tudja megjósolni, hogy a beteg alacsony (15. napi FC MRD<1%) vagy magas (MRD>1%) 

MRD csoportba tartozik, ROC analízist végeztünk. A négy mikroRNS esetén az 6. ábra 

mutatja be az eredményeket feltüntetve az AUC értéket is. A legmagasabb AUC értéket 

a miR-128-3p esetén kaptam (AUC=0,91), míg a miR-222-3p esetében AUC szintén 

magas volt, 0,79.  

 

6. ábra. A diagnóziskori és 8. napi mikroRNS expressziós szint változás ROC 

analízise alacsony és magas MRD esetén.  
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4.4. Az exoszóma gazdag frakció és PFP miR-128-3p és miR-222-3p 

expressziós mintázata perifériás vérből ultracentrifugálással izolált 

mintákon  

 

Összehasonlítottam a PFP-ben illetve az ebből származó exoszóma gazdag frakcióban 

(EEF) a miR-128-3p és a miR-222-3p expresszióját az indukciós terápia alatt 4 

időpontban. Endogén kontrollként az irodalmi adatok alapján ebben a kísérleti felállásban 

a miR-16-5p-t használtam. A 7-8. ábra szemlélteti az expressziós szinteket és azok 

egymáshoz viszonyított változását.  

EEF frakcióban a miR-128-3p expressziója szignifikánsan csökkent a 15. és 33. napra, 

míg a 8. napra jelentős expresszió csökkenést nem tudtunk kimutatni. A 33. napra 

azonban expressziós szint emelkedést láthatunk a 15. naphoz viszonyítva. A miR-222-3p 

esetén egyirányú változást nem találtam. Az expressziós szintek az egymást követő napok 

közt ugyan szignifikánsak, de összességében az expressziós változás nem azonos irányú 

(7. ábra).  
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7. ábra. MiR-128-3p és miR-222-3p expresszója az kezelés első hónapjában 

exoszóma gazdag frakcióban-ben mérve. A boxok a 2. és 3. kvartilist jelölik, a boxon 

belüli vastag vízszintes vonal a mediánt, az alsó függőleges a minimum értéket, 

amennyiben nincsen alsó kiugró érték, a felső függőleges vonal a maximum értéket, 

amennyiben nincsen felső kiugró érték vagy a Q3+1,5*IQR. A pontok a szélsőértékeket, 

a boxok feletti vonalak a szignifikáns korrelációt jelölik, ahol p<0,05. *** esetén a p:0-

0,001; ** esetén p:0,001-0,01; * esetén p:0,001-0,05. 
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A miR-128-3p PFP-ben vizsgált változásáról elmondható, hogy a diagnosztikus mintához 

viszonyítva expressziós szint csökkenést detektáltam a 15. és 33. napra, azonban ahogyan 

az EEF mintákban, jelen esetben is expressziós szint emelkedést láthatunk a 33. napra a 

15. napihoz viszonyítva. MiR-222-3p esetén egyetlen statisztikailag szignifikáns 

változást találtam, a 8-15. nap között (8. ábra). 

 
 

 

8. ábra. MiR-128-3p és miR-222-3p expresszója az kezelés első hónapjában PFP-

ben. A boxok a 2. és 3. kvartilist jelölik, a boxon belüli vastag vízszintes vonal a mediánt, 

az alsó függőleges a minimum értéket, amennyiben nincsen alsó kiugró érték, a felső 

függőleges vonal a maximum értéket, amennyiben nincsen felső kiugró érték vagy a 

Q3+1,5*IQR. A pontok a szélsőértékeket, a boxok feletti vonalak a szignifikáns 

korrelációt jelölik, ahol p>0,05. *** esetén a p:0-0,001; ** esetén p:0,001-0,01; * esetén 

p:0,001-0,05. 
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A 16. táblázat az ábrákhoz tartó számadatokat, azaz a mintavételi időpontok közötti 

expressziós változás log2 fold change-t részletezi. Mindkét mintaféleség esetén nem-

ALL-es kontroll mintákhoz is elvégeztük az elemzést. EEF-ban nem különbözött 

szignifikánsan a diagnóziskori expressziós szint a kontrollokhoz viszonyítva egyik 

vizsgált mikroRNS esetén sem. A PFP frakcióban azonban mindkét mikroRNS 

tekintetében szignifikáns expressziós különbséget találtam. MiR-128-3p esetén 2,10 (adj. 

p:2,89*10-2), míg a miR-222-3p esetén 1,99 (adj. p:1,87*10-2) a log2 fold change. 

 

16. táblázat. A mikroRNS expressziós változások log2 fold change EEF és PFP 

mintákban az indukciós terápia alatt perifériás vérben.  

Mintavételi 

idő 

miR-128-3p miR-222-3p 

EEF UC PFP EEF UC PFP 

0–8. nap 0,66 (NS) 1,42 (NS) 
2,83 

(1,31*10-4) 
0,27 (NS) 

0-15. nap 
-4,49 

(1,31 *10-4) 

-4,11 

(9,86*10-4) 

-1,68 

(7,71*10-3) 
-1,87 (NS) 

0-33. nap 
-2,23 

(1,42*10-2) 

-2,24 

(3,31*10-2) 

1,05 

(1,93*10-2) 
0,019 (NS) 

8-15. nap 
-4,22 

(1,49*10-4) 

-2,91 

(1,43*10-3) 

-4,39 

(8,11*10-6) 

-2,28 

(8,27*10-3) 

8-33. nap 
-1,57 

(3,12*10-2) 

-1,20 

(1,87*10-2) 

-1,77 

(1,20*10-3) 
0,12 (NS) 

15-33. nap 
2,28 

(7,06*10-3) 
1,70 (NS) 

2,70 

(9,7*10-5) 
2,10 (NS) 

A zárójelben feltüntetett érték az adjusztált p érték. NS: nem szignifikáns   
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4.5. Az exoszóma gazdag frakció és PFP mintákban mért mikroRNS 

expressziós szintek változásainak összehasonlítása az MRD tükrében 

 

Az EEF és PFP mintákban a miR-16-5p normalizálóval mért expressziós szint és annak 

változásait az indukciós terápia során korreláltattam a 15. napi áramlási citometriával 

mért MRD-vel illetve, további prognosztikai faktorokkal. A szignifikáns eredményeket a 

17. táblázat tartalmazza.  

 

17. táblázat. Klinikai paraméterek és a mikroRNS expressziós összefüggései EEF és 

PFP mintákban.  

M
ik

ro
-

R
N

S
 Mintavé-

teli 

időpontok 

Fold 

change 

Független 

változó 

Minta-

típus 
Pearson r 

Adjusz-

tált p 

érték 

m
iR

-1
2
8
-3

p
 

0-8. nap -0,66 
15. nap FC 

MRD 
EEF 0,99 1,13*10-9 

0-33. nap -2,23 
15. napi FC 

MRD 
EEF 0,99 1,20*10-9 

0-8. nap -1,42 
15. napi FC 

MRD 
PFP 0,99 4,75*10-9 

0-15. nap -4,49 
15. napi FC 

MRD 
EEF 0,96 4,89*10-5 

0-33. nap -2,43 
15. napi FC 

MRD 
PFP 0,94 1,71*10-3 

m
iR

-2
2
2
-3

p
 

0-8. nap 0,26 
15. napi FC 

MRD 
PFP 0,94 1,89*10-4 

8. nap -3,59 

8. napi absz. 

balszt szám a 

periférián 

PFP 0,83 2,84*10-2 

0-15. nap -1,87 
33. napi absz. 

limfocitaszám 
PFP 0,81 3,55*10-2 

0-15. nap -1,87 
15. napi FC 

MRD 
PFP 0,79 4,48*10-2 
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5. Megbeszélés 

 

Kutatásom során gyermekkori akut limfoblasztos leukémiában szenvedő gyermekek 

perifériás vér, csontvelő és gerincvelői folyadék mintáit vizsgáltam azzal a céllal, hogy a 

jelenleg használt minimális maradék betegség mérésre használt módszernél érzékenyebb 

és kevésbé invazív módszert találjak. A hipotézisem szerint a perifériás vérből izolált 

cirkuláló mikroRNS-ek alkalmasak lehetnek MRD biomarkernek.  Ennek vizsgálatát egy 

három lépcsőből álló kutatással valósítottam meg, mely során I. egy felfedező populáción 

vizsgáltam mindhárom mintaféleséget egyedi TLDA mikrofluidikus kártyán, majd II. 

kibővített populáción qPCR technikával 4 biomarker-jelölt mikroRNS expresszióját 

vizsgáltam perifériás vér PFP-ben végül pedig III. az exoszóma gazdag frakciót 

vizsgáltam 2 mikroRNS tekintetében. A mikroRNS expressziókat és annak változásait 

pedig az áramlási citometriával csontvelőben mért 15. napi MRD-vel és egyéb 

prognosztikai és klinikai paraméterekkel korreláltattam.  

 

Kutatásom során vérlemezke-mentes plazmát vizsgáltam mind a csontvelő, mind pedig a 

perifériás vér esetén. A gerincvelői folyadékot nem centrifugáltam, hanem a teljes 

mintából izoláltam RNS-t a standardizáció hiánya és az erősen korlátozott rendelkezésre 

álló mintamennyiség miatt.  

Az MRD-t jelenleg a klinikumban tipikusan csontvelői aspirátumból vizsgálják. 

Amennyiben a vérből könnyen vizsgálható mikroRNS-ek is nyújtanának elegendő és 

megbízható információt a csontvelői vagy akár központi idegrendszeri érintettségre 

vonatkozóan, úgy az általános anesztéziát igénylő csontvelői mintavétel elkerülhetővé 

válna.  

 

A vérlemezkék igen gazdagok mikroRNS-ekben. Olyan mintaféleségre volt szükségem, 

amely nem tartalmazza a vérlemezke-eredetű mikroRNS-eket, ez pedig a PFP. A legtöbb 

kutatás nem PFP mintákat vizsgál, hanem csontvelőt, sejteket, sejtvonalakat (60, 64, 92, 

99-103). Azonban az eredményeink nagyrészt egybeesnek az ezekben a kutatásokban 

leírtakkal. Tehát a perifériás vér és csontvelői PFP-ből izolált mikroRNS mintázat 

hasonlít a fent hivatkozott kutatások során a teljes perifériás vérből vagy csontvelőből 

izolált mononukleáris sejtek mikroRNS mintázatához. 
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Kutatásom legfőbb eredményeit összefoglalva elmondható, hogy I. felfedező populáción 

végzett TLDA mérés alapján a de novo ALL diagnóziskori perifériás vér PFP mintázata 

egészséges perifériás vér kontroll PFP-hez viszonyítva 19 mikroRNS esetén mutatott 

szignifikáns különbséget, ezek közül 18 esetén felülexpressziót, egy mikroRNS esetén 

alul expressziót tudtam kimutatni. Az ALL diagnózisa és az indukciós kezelés 33. napján 

vizsgált mikroRNS expresszió összesen 4 mikroRNS esetén volt szignifikánsan 

felülexpresszált. A II. kibővített populáción qPCR-rel ezt a négy mikroRNS-t (miR-128-

3p, miR-181a-5p, miR-81b-5p, miR-222-3p) vizsgáltam a továbbiakban, melynek 

eredményeképpen azt találtam, hogy mindegyik mikroRNS szintje szignifikáns 

csökkenést mutatott a 8. illetve a 33. napra a diagnóziskori expresszióhoz viszonyítva. A 

miR-128-3p és a miR-222-3p a kezelés 8. napjára lecsökkenő expressziós szintje erősen 

korrelált a 15. napi áramlási citometriával mért csontvelő MRD-vel, azonban nem 

bizonyult annál érzékenyebb biomarkernek. Csakúgy, mint a III. exoszóma gazdag 

frakcióban vizsgált miR-128-3p és miR-222-3p expressziós változása sem.  

 

Cirkuláló mikroRNS-eket vizsgált ALL-es betegek perifériás vérében (felnőtt és gyermek 

ALL-ben egyaránt) Luna-Aguirre és mtsai. Azonban itt nem sejteket és nem is PFP-t 

használtak, hanem EDTA-s csőbe levett perifériás vért, melyet sejtmentesítettek. Az 

eredményeik részben mutatnak átfedést az általam ígéretes biomarkernek tartott 

mikroRNS-ekkel: a miR-222 az egyetlen mikroRNS ami minkét kutatásban potenciális 

biomarker jelölt (88).  

Swellam és csapata gyermek ALL-t vizsgált, pre-B, T- és bifenotípusos betegeket 

vegyesen. Ebben a kutatásban is szérumot vizsgáltak és csak két mikroRNS espresszióját 

elemezték, a miR-125b-1 és a miR-203-t. A miR-125b a mi mérésünk alapján nem 

különbözött szignifikánsan a kontroll mintáktól, a miR-203-at nem vizsgáltunk, mert 

expresszióját alacsonyabbnak találták a szakirodalomban ALL-ben egészségesekhez 

hasonlítva. Swellam konklúziója szerint, a kis betegcsoport ellenére, a két mikroRNS 

vizsgálata hasznos marker lehet az ALL diagnózisához (104). 

Szintén cirkuláló mikroRNS-t elemzett Jiang, aki a miR-652-3p-re fókuszált amelynek 

expresszióját alacsonynak találta diagnóziskor és a komplett remisszióban pedig a 

diagnóziskorihoz képest emelkedettnek. Kutatásuk alapján ezt a mikroRNS-t hasznos 
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biomarkernek találják és feltételezik tumor szuppresszív funkcióját ALL-ben (105). 

Alacsony diagnóziskori szintje miatt mi nem vizsgáltuk ezt a mikroRNS-t.  

De Oliveira 128 gyermek csontvelőjét vizsgálta vegyesen; pre B, pro B- és T-ALL-ben. 

Összesen 7 mikroRNS expresszióját mérte le mononukleáris sejtekben. Az általunk 

ígéretesnek tartott mindkét mikroRNS-t (miR-128-3p és miR-222-3p) vizsgálva egy igen 

kis betegcsoporton (n=5), a t(4;11) transzlokációs ALL esetén találtak asszociációt, 

azonban következtetéseket nem vontak le, az alacsony elemszám miatt (61).  

Összevetve a mi méréseinket és eredményeinket a fenti cirkuláló mikroRNS 

kutatásokkal, elmondható, hogy a vizsgált minták különbözősége, azaz a csontvelői 

sejtek, a sejtmentesített vér, illetve vérplazma versus PFP, továbbá a vegyes 

betegcsoportok (felnőtt és gyerek minták vegyesen, B és T sejtes ALL vegyesen) versus 

pre-B gyermek ALL miatt az eredményeink nem teljesen egyeznek. Azonban mindegyik 

kutatás konklúziója megegyezik a mi következtetésünkkel, miszerint a mikroRNS-eknek 

igen fontos szerepük lehet az ALL diagnosztikájában, MRD monitorozásában, azonban 

nagyobb betegszámú és specializáltabb betegcsoportokat volna szükséges vizsgálni.  

 

TLDA kártyákon végzett előkísérletek során sikerült kiválasztanom 4 mikroRNS-t, 

amelyek az ALL-es mintákban felülexpresszáltak. Ezek az eredmények egybeesnek az 

irodalmi adatokkal. A TLDA kártyára kiválasztott potenciális biomarker mikroRNS-

jelöltek mindegyike úgy került kiválasztásra, hogy az legalább két egymástól független 

közleményben szerepelt és ezek mindegyikében overexpressziójukat írták le (7. táblázat).  

A kártyára feltett normalizáló mikroRNS-jelöltek közül is ki tudtuk választani a 

megfelelő programok segítségével azt, amelyik leginkább stabilan expresszálódott a 

vizsgált mintákban (88-90).  

A let-7 család két tagja is szerepelt a kiválasztott mikroRNS-ek között. Ez a család 

jellemzően vérlemezke-eredetű mikroRNS-ekből áll (91). Ezek vizsgálatának célja az 

volt, hogy megbizonyosodjak afelől, hogy a vizsgált mintákban a mikroRNS-ek a lehető 

legnagyobb valószínűséggel leukémiás blasztokból származnak és nem vérlemezke-

eredetűek. Mivel a let-7 család vizsgált tagjainak expressziója alig volt mérhető, valóban 

a blasztokra tudtunk fókuszálni, nem a vérlemezke-eredetű mikroRNS-eket vizsgáltuk.  
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Nemes és mtsai vizsgálták a csontvelő és a perifériás vér sejtjeinek mikroRNS mintázatát 

8 mikroRNS esetén pre B- és T-ALL-es gyermekeknél (n=24). Vizsgálatuk során nem 

találtak szignifikáns különbséget ugyanazon beteg csontvelői és perifériás vér mikroRNS 

expressziója között (64). Míg egy másik munkacsoport, szintén B és T sejtes gyermek 

ALL-t vizsgálva azt a megfigyelésüket írták le, miszerint a perifériás vér és csontvelő 

mikroRNS expresszió eltér egymástól (43 betegnél, 1136 mikroRNS-t elemezve) (101). 

Erős korrelációt mi sem találtunk a csontvelő PFP és perifériás vér PFP között a 46 

mikroRNS-t vizsgálva. Azonban ennek hátterében a kis elemszámunk (n=20) is állhat. 

 

A gerincvelői folyadék TLDA kártyán végzett vizsgálata során statisztikailag 

szignifikáns eredményt nem kaptam. Ennek oka feltételezhetően az igen alacsony 

elemszám lehet. A szakirodalomban gyermek ALL-es gerincvelői folyadék mikroRNS 

vizsgálatáról szóló publikációt nem találtam. Eredményünkből azonban az a 

következtetés vonható le, hogy az igen kis mennyiségű CSF mintából is izolálható 

cirkuláló mikroRNS. Ennek a témakörnek további vizsgálata benyújtott közlemények és 

a munkacsoportban futó további kutatások tárgya.  

 

A követező lépés során, a kibővített betegpopuláció perifériás vér PFP mintáit vizsgáltam 

három citogenetikai alcsoportra bontva. Így tehát validálásra kerültek a TLDA kártyán 

mért eredmények, másrészt az itt kapott eredményekkel további statisztikai analízist 

tudtunk folytatni.  

 

Egészséges kontrollokhoz viszonyítva más munkacsoportok is expressziós különbséget 

találtak számos mikroRNS esetén, ahogy mi is (88, 104-105). Juzenas és mtsai 162 

egészséges önkéntes perifériás vérét vizsgálva létrehoztak egy sejtspecifikus mikroRNS 

katalógust, ahol vörösvértestek, exoszómák és a szérum mikroRNS expresszióját külön 

elemezték (106). Az általunk vizsgált 4 mikroRNS mindegyike jelen volt mind a 

vörösvértestekben, mind pedig a szérumban. Az exoszómális frakcióban csak a miR-

181a-t detektálták. Az eredményük részben ellentmond a mi exoszóma gazdag frakció 

vizsgálatunk során mért eredményekkel. Mi ki tudtuk mutatni mind a miR-128-3p-t, mind 

pedig a miR-222-3p-t a vizsgált frakcióban, Juzenas és mtsai pedig nem detektálták. 

Ennek két magyarázata is lehet: 1. egészséges, felnőtt önkénteseket vizsgáltak, nem pedig 
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ALL-es gyermekeket. Ez esetleg arra enged következtetni, hogy ebben a frakcióban valós 

eltérés van bizonyos mikroRNS-ek jelenléte között, nem csak az expresszió mértékében 

van különbség. Illetve a felnőtt és gyermekekben expresszálódó mikroRNS-ek jelentősen 

eltérhetnek egymástól. Véleményem szerint ez utóbbi kevésbé valószínű, ismerve a tényt, 

hogy a mikroRNS-ek számos folyamatban részt vesznek. A másik lehetséges magyarázat 

pedig az, hogy mi exoszóma-gazdag frakciót vizsgáltunk, ultracentrifugálással izolálva. 

Az elnevezésünk oka pedig az, hogy amíg a MISEV 2018 szerinti kritérium rendszer nem 

teljesül az adott kutatásban az exoszóma frakció vizsgálatára vonatkozóan, addig nem 

lehet kijelenteni, hogy az izolált frakció tisztán exoszóma volna (83). Juzanes-ék a Life 

Technologies Total Exosome Isolation Reagent kitével izolálták az exoszómákat, a 

publikációjukban azonban nem szerepel a MISEV 2014 szerinti kritériumok vizsgálata 

(publikációjuk 2017-es, így az időben legközelebb álló, azaz 2014-es MISEV kritérium 

rendszerét használhatták volna) (107). Előfordulhat, hogy az általunk vizsgált frakcióban 

a precipitációs eljárás (a kit egy precipitációs módszer elvén működik, ahol a vizet 

megköti a mintában a reagens, így a nem vízoldható részek centrifugálással kinyerhetőek) 

során nem maradt elég exoszóma, esetleg elveszett vagy nem azt a frakciót nyerték ki 

valójában, így abban esetleg nem tudtak bizonyos mikroRNS-eket detektálni.  

Annak ellenére tehát, hogy a szérum és plazma nem teljesen összehasonlítható mikroRNS 

expresszió tekintetében, elmondható, hogy egészséges emberekben is expresszálódnak 

ezek a mikroRNS-ek. Így tehát feltételezhető, hogy az ALL-es beteg diagnóziskori magas 

expressziós szintje a leukémiás blasztokból származik, a kezelés során lecsökken, de nem 

várható egyértelműen, hogy szintjük detektálhatatlan szintre lecsökkenjen.   

 

Az indukció terápia alatti expressziós szintek és azok változásait vizsgálva 

megállapítottuk, hogy az adott mintavételi időpontok közti expresszió változás jobb 

biomarker-jelölt mint az expressziós szint maga. A legjobbnak tűnő jelölt a miR-128-3p 

és a miR-222-3p normalizált expresszió változása a diagnózis és a 8. kezelési nap között.  

A citogenetikai alcsoportokat elemezve érdekes megfigyelés, hogy a hiperdiploid 

csoportban szignifikáns expressziós változást nem találtunk a 4 mikroRNS esetén. A 

t(12;21) és normál csoportban azonban hasonló képet láthatunk a miR-128-3p és miR-

222-3p esetén. Az alcsoportok elemzése azonban megtévesztő lehet, mert alacsony 

elemszámmal számoltunk. Hiszen amint a három alcsoportot egyesítettük, statisztikailag 
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a fenti két mikroRNS expressziós változásai szignifikánsak lettek. Kutatásom során 

azonban nem volt célom bizonyos citogenetikai alcsoportokra jellemző mikroRNS 

mintázatot leírni. A pre B-ALL-ben (a legjellemzőbb, legnagyobb hányadot kitevő 

csoportban) jellemző mikroRNS-t vagy mikroRNS-eket szerettem volna megtalálni, mely 

alkalmas lehet MRD mérésre perifériás vérből.  

 

Az exoszóma gazdag frakció vizsgálatának főbb eredményei azért kerültek bele a 

dolgozatomba, mert logikus folytatása a perifériás vér PFP vizsgálatának és eredménye 

hasznos információt hordoz. Feltételezésünk az volt, hogy a normális sejteknél több 

exoszómát szekretáló leukémiás blasztok révén érzékenyebb, specifikusabb 

biomarkerhez juthatunk. 

Először is, nem várt eredmény a hullámvasútra emlékeztető expressziós mintázat. A miR-

128-3p esetén kevésbé, de a miR-222-3p esetén mind az EEF-ben, mind a PFP-ben 

jellemző. Az extracelluláris vezikulák a sejtek közti kommunikációban vesznek részt és 

elfogadott nézet, hogy ezek tartalma nem véletlen, tehát okkal kerül ’becsomagolásra’ 

adott mikroRNS (75, 108). Így tehát az EEF-ben mért expressziós szintek csökkenése, 

majd emelkedése számos kérdést felvet, amely spekulációra ad okot a jelenlegi, nem 

teljesen feltérképezett működésű és funkciójú exoszómák világában. Felvetődik a 

gondolat miszerint akár a gyógyszeres kezelésre adott válaszként vagy épp nem-

válaszként került kevesebb vagy több mikroRNS az EEF-be vizsgálatunk során. Ennek 

megválaszolására egy újabb, igen átfogó és szerteágazó vizsgálat adhatná meg a választ.  

A két potenciális mikroRNS esetén az EEF vizsgálatának a célja szintén az MRD 

biomarkerként való értékelése volt. A miR-222-3p esetén EEF-ben nem volt szignifikáns 

korreláció a 15. napi FC MRD-vel. Ennek hátterében állhat, hogy nem csak az 

exoszómákba csomagolódik, hanem azon kívül (például proteinekkel, úgymint az AGO2) 

is megtalálható, így amikor csak az EEF-t vizsgáljuk akkor bizonyos mennyiségű miR-

222-3p expresszióját feltehetően nem detektáljuk. Megjegyzendő, hogy a PFP-ben az 

exoszóma frakció is megtalálható, míg az EEF miR-ek egy specifikusabb, kisebb 

részcsoportja a PFP miR-eknek. 

A miR-128-3p expressziójának változása mind a PFP-ben, mind pedig az EEF-ban 

vizsgálva, a 0-8. és 0-33. nap közt is korrelál a 15. napi áramlási citometriával 

csontvelőben mért MRD-vel. Ez megerősíti a kutatás első felében kapott eredményünket, 
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a miR-128-3p expressziós szint változásának a korrelációját az áramlási citometriás MRD 

méréssel.  

Nem tudok olyan publikációról, ahol exoszómális mikroRNS-eket vizsgáltak volna 

gyermekkori akut limfoblasztos leukémiában. Akut mieloid leukémiában azonban 

Hornick és kollégái hasonló vizsgálat során szerzett eredményeit publikálták és 

konklúziójuk szerint a szérum exoszómális mikroRNS-ei hasznosak lehetnek az AML 

korai recidívájanak vizsgálatában (77). Szolid tumoros kórképekben azonban számos 

publikáció született exoszómális mikroRNS-ek vizsgálatáról, mint potenciális 

biomarkerekről (109-112). 

 

Az áramlási citometriás és az IgH qPCR MRD mérés során detektált számadatok azonban 

folyamatos, több logaritmusos csökkenést mutatnak a csontvelői blasztokat vizsgálva az 

indukció alatt (113-115). Az általunk vizsgált mikroRNS expressziós csökkenés azonban 

nem folyamatos a PFP-ben, csak a diagnózis és 8. nap közti csökkenés ér el ilyen 

mértéket. Ennek hátterében az állhat, hogy a perifériás vér PFP-ben mért diagnóziskori 

magas expressziós szint ugyan a leukémiás blasztokból származik, de a magas zajszint 

miatt a szenzitív betegségkövetés mégsem valósítható meg a terápia további mintavételi 

időpontjaiban vett mintákat elemezve. Ezt szintén alátámasztja a fentebb említett 

vizsgálat eredménye, miszerint egészséges emberek vérében is detektálták az általunk 

vizsgált mind a 4 mikroRNS-t (106). Továbbá az is, hogy a mikroRNS-ek számos 

szabályozó folyamatban vesznek részt egészséges emberben is. Az online mikroRNS 

adatbázisban jelenleg a miR-128-3p-nek 1254, a miR-222-3p-nek 619, a miR-181a-5p-

nek és miR-181b-5p-nek pedig 1408 prediktált targete van (116). 

 

A miR-128-at két gén kódolja, amik az R3HDM1 és RCS gének intronjaiba vannak 

beágyazva a 2q21.3 and 3p22.3 kromoszómákon (117).  

Számos kutatás során bizonyításra került a miR-128 szabályozó szerepe a 

proliferációban, differenciációban és a különböző tumor sejtek apoptózisában. Ez utóbbi 

esetén például a miR-128-nak a BMI1 a targete ami a hematopoetikus őssejtek esetén 

fontos transzkripciós faktor és szorosan kapcsolódik a PI3K-AKT-mTOR jelátviteli 

úthoz. Ebből következtethető a tumorigenezisben betöltött szerepe (99, 118).  
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Leírtak pont mutációkat a miR-128b esetén MLL-AF4 ALL-es betegektől származó 

sejtekben, melynek hatására csökken az érett miR-128b szintje (119).  

A promóter régió DNS metilációját vizsgálták ALL és AML-es betegeknél és azt találták, 

hogy ALL-ben 2,7%-kal alacsonyabb volt a metiláltság mint AML-ben, ebből pedig arra 

következtettek, hogy a miR-128b upregulációjának hátterében a promóter régiók CpG 

szigetek alacsony metiláltsági foka állhat (100).  

Li és mtsai review cikkükben számos szolid tumor kórképben folyatatott kutatást sorra 

vesznek, bemutatva a miR-128 tumorsejt proliferációra gyakorolt gátló vagy éppen 

aktiváló szerepét, a gyógyszer rezisztenciával való feltételezett kapcsolatát például emlő 

tumorban vagy nem kissejtes tüdő tumor esetén, de a tumor sejtek invázióját befolyásoló 

hatását is sorra veszik többek között petefészek tumor esetén (120). 

In silico módszerek segítségével Georgantas és munkacsoportja a miR-128 és miR-181-

et mint limfoid differenciáció igen jelentős szabályozóit írja le. A fenti két miR hatására 

valószínűleg a korai progenitor sejtek megállnak egy korai fejlődési fázisban, nem 

differenciálódnak tovább (121).  

 

A miR-222 a Xp11.3 kromoszóma régióban helyezkedik el. Targete többek közt a proto-

onkogén c-kit (tirozin kináz receptor), melynek szerepe a sejt differenciációban és 

növekedésben ismert (122-124). Ju és mtsai kutatása eredményeképp beszámol a miR-

222 emelkedett expressziójáról gyermek ALL-es blasztokat vizsgálva (123). Ez 

egybeesik a mi eredményeinkkel is. Sajnos a miR-222 kapcsán igen kevés, a mi 

kutatásunkhoz kapcsolódó publikációról van tudomásom. Megemlíthető azonban, hogy 

prosztata, tüdő és pajzsmirigy tumorok esetén szintén vizsgálták ennek a mikroRNS-nek 

a szerepét (125-127).  

 

A kutatásunk limitációja az alacsony betegszám volt. A mintagyűjtést 2016-ban kezdtük 

két budapesti kórházban. A hazai betegszámok tekintetében elmondható, hogy egészen 

sok mintát sikerült gyűjtenünk és használnunk a kutatásunkhoz. Sajnos kiestek azok a 

betegek, akiknek bármilyen okból nem volt meg mind a 4 időpontbeli mintája, és azok is, 

akik nem pre B-ALL-esek voltak, továbbá az 1 év alatti gyermekek is. Az indukciós 

terápia 33. napján végzett MRD vizsgálat eredménye mindegyik vizsgált betegünk esetén 

negatív volt, így azzal nem tudtunk érdemi statisztikai elemzést végezni. Túléléssel nem 
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tudtunk statisztikai elemzést végezni a mintagyűjtés közeli időpontjából adódóan. A 

vizsgálatunk ideje alatt elhalálozás igen alacsony számba fordult elő, így az azzal való 

elemzés nem lett volna valós információt hordozó. 

A mikroRNS kutatások egyik legsarkalatosabb pontja a megfelelő normalizáló 

mikroRNS kiválasztása. Nincs standard normalizálóra ajánlás, a szakirodalomban is 

számos mikroRNS-t használnak (csak egyet vagy több kombinációját, endogént és/vagy 

spike in kontrollt). Ez is oka lehet annak, hogy a kutatások eredményei eltérnek egymástól 

néhány esetben.  A TLDA kártyára kiválasztottam az irodalomban korábban használt 

legjellemzőbb normalizálókat, (leukémiára specifikusakat: miR-103a-3p, miR-638 miR-

484, miR-30d-5p, miR-16-5p) hogy az eredményeink alapján ezekből ki tudjuk választani 

a számunkra megfelelőt (128-132). A PFP mintáinkhoz a miR-484 bizonyult a 

legmegfelelőbbnek, azaz expresszálódott a legstabilabban a mintákban.  

A gerincvelői folyadék esetén ezzel a normalizálóval statisztikailag szignifikáns 

eredményt nem kaptunk. A gerincvelői folyadék minták megfelelő elemzéséhez emelt 

elemszám szükséges, illetve újabb statisztikai elemzéssel megállapítani az erre a 

mintatípusra leginkább alkalmas normalizáló mikroRNS-t.  

Az exoszóma-gazdag frakcióban a miR-484 számos mintában nem volt detektálható, így 

a miR-16-5p-t használtuk referencia mikroRNS-nek.  

 

A fentiekben említett mikroRNS-ek mind endogén kontrollok, azonban a nem humán 

spike-in referenciák használatára is számos példa van a szakirodalomban. Annak ellenére, 

hogy a cel-miR-39 spike in kontrollt minden mintához hozzáadtam és annak szintjét 

mindegyik vizsgálatunk során lemértük, nem használtuk a statisztikai elemzéseinkhez. 

 

A vizsgálatom erőssége és újdonsága azonban nem elhanyagolható. Gyermekkori pre-B 

akut limfoblasztos leukémiában MRD mérésére cirkuláló mikroRNS-ek vizsgálata 

perifériás vérben, ismereteim szerint újdonság. Számos, korábban hivatkozott kutatás 

foglalkozott gyermekkori ALL mikroRNS vizsgálatával, de egyik sem a perifériás vér 

PFP-jét elemezte MRD követés céljából, egy potenciális, kevésbé invazív biomarkert 

keresve.  

Ugyan a 8. napra lecsökkenő mikroRNS szint erősen korrelál a 15. napi áramlási 

citometriával mért csontvelő MRD-vel, sajnos nem bizonyult érzékenyebb biomarkernek, 
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mert a hosszabb távú (33 napos) expressziós változás mértéke alul marad a jelenlegi 

standard módszerekhez képest. Érdekes eredmény azonban, hogy a 8. napon mért 

expressziós változás előrevetíti a 15. napi áramlási citometria MRD eredményét. Ez 

mindenképpen új információ, habár szükséges volna nagyobb populáción megismételni 

a vizsgálatot hosszabb követési idővel, nem csak az indukciós terápia ideje alatt. 

Megjegyzendő, hogy a 8. napig csak szteroidot kapnak a gyerekek, a többi gyógyszer, 

citosztatikum csak ezután lép be a kezelési rezsimbe. 
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6. Következtetések 

 

1. Munkám során akut limfoblasztos leukémiában szenvedő gyermekek csontvelői 

és perifériás vér vérlemezke-mentesített plazmájából és gerincvelői folyadék 

mintáiból TaqMan Low Density Array kártyákon sikerült azonosítanunk számos 

mikroRNS felülexpresszióját egészséges kontroll gyermekek perifériás vér 

vérlemezke-mentesített plazmájához viszonyítva. 

2. Valós idejű qPCR metodikát használva kibővített populáción perifériás vér PFP 

mintákat vizsgálva validáltuk a korábbi mérést és statisztikai elemzést végeztünk 

az indukciós terápia alatti mikroRNS expresszió és annak változása tekintetében. 

Ennek eredményeképpen megállapítható, hogy a vizsgált négy mikroRNS 

expressziója a diagnóziskori mintában detektálthoz képest a kezelés 8. napjára 

csökkenést mutatott, azonban a további időpontokra (15. és 33. nap) nem volt 

további szignifikáns csökkenés.  

3. Megállapítható a mérésünk alapján, hogy a normalizált expressziós szint változás 

jobb MRD biomarker mint az expressziós szint maga.  

4. A miR-128-3p és a miR-222-3p diagnóziskori és 8. napi perifériás vér 

vérlemezke-mentesített mintákban mért expressziós változás korrelál a 15. napi 

áramlási citometriával mért MRD-vel. 

5. Az exoszóma-gazdag frakció vizsgálata alapján megállapítottuk, hogy a miR-128-

3p a diagnózis és 8. nap, a diagnózis és a 15. nap illetve a diagnózis és a 33. nap 

közti expressziós változása korrelációt mutatott a 15. napi áramlási citometriával 

mért MRD-vel, így tehát megerősítette a miR-128-3p putatív biomarker szerepét.  

6. Kutatásom eredményeképpen elmondható, hogy a miR-128-3p és miR-222-3p 

expressziós vizsgálata nem bizonyult szenzitívebbnek, mint a jelenleg hazánkban 

használt áramlási citometriás minimális maradék betegség mérési módszer. 

7. A vizsgált mikroRNS-eket nagyobb populáción és további mintavételi időpontban 

is vizsgálva talán megbízhatóbb eredményt nyújtanának a biomarkerként való 

értékelésük tekintetében.  
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7. Összefoglalás 

 

Az akut limfoblasztos leukémia a gyermekek körében a leggyakoribb malignitás. A 

korszerű terápiáknak és a minimális maradék betegség rendszeres monitorozásának 

köszönhetően az ötéves túlélés mára már 80% feletti.  

Célunk egy, a jelenleg hazánkban alkalmazott áramlási citometriával a csontvelői 

aspirátumból mért minimális maradékbetegség monitorozásnál kevésbé invazív és 

szenzitívebb biomarker megtalálása. Ennek érdekében csontvelői és perifériás vér 

vérlemezke-mentesített plazma, illetve gerincvelői folyadék mintákat vizsgáltunk 

TaqMan Low Density Array kártyákon, 22 beteg esetén, mint felfedező populáción. Ezen 

mérés eredményei alapján kiválasztottunk négy potenciális biomarker-jelölt mikroRNS-

t. Ezeket a mikroRNS-eket perifériás vér PFP mintákban, bővített populáción (n=28) 

qPCR módszert alkalmazva vizsgáltuk majd korreláltattuk az áramlási citomeriás MRD 

mérés eredményével és egyéb klinikai paraméterekkel. Ennek eredményeképpen 

megállapítottuk, hogy mind a 4 vizsgált mikroRNS expressziója az indukciós kezelés 8. 

napjára szignifikánsan lecsökken a diagnóziskori mintában mérthez képest. További 

csökkenést azonban nem detektáltunk. A miR-128-3p és a miR-222-3p diagnóziskori és 

a 8. nap közti expressziós szint változása korrelált a 15. napi áramlási citometriás MRD-

vel. MRD biomarkerként való alkalmazása azonban eredményeink alapján nem nyújtana 

előnyt, hiszen annak szenzitivitása alul maradt az áramlási citometriás vizsgálatok 

érzékenységtől.  

Az exoszóma-gazdag frakció izolálása ultracentrifugálással történt 13 beteg esetén. A 

miR-128-3p és a miR-222-3p mikroRNS-eket vizsgáltuk a korábbiakkal megegyező 

módon. Az ebben a frakcióban mért miR-222-3p expressziós szint változása nem mutatott 

statisztikailag szignifikáns korrelációt a 15. napi MRD-vel, míg a miR-128-3p esetén a 

diagnóziskori és 8. napi expressziós szinten túl a diagnóziskori és a 15. illetve a 33. napi 

expressziós szint változás is korrelált. Ez alapján tehát megerősítettük a miR-128-3p 

expressziójának változását a gyermekkori ALL indukciós terápiája alatt.  

Összességében tehát eredményeink hozzájárulnak a mikroRNS-ek, mint potenciális, 

kevésbé invazív biomarkerek gyermekkori ALL-ben való értékeléséhez.  
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8. Summary 

 

Acute lymphoblastic leukaemia (ALL) is the most common haematological malignancy 

among children. Due to recent advancement of therapy and the monitoring of minimal 

residual disease (MRD) the 5 year survival is above 80%.  

Our aim was to find a less invasive and more sensitive biomarker for minimal residual 

disease monitoring than flow cytometry (FC) which is the currently used method in 

clinical practice in Hungary. In a discovery population (n=22 patients) platelet-free 

plasma (PFP) samples of peripheral blood and bone marrow aspirate as well as 

cerebrospinal fluid samples were tested using custom TaqMan Low Density Array cards. 

Based on these measurements, four biomarker candidate microRNAs were selected for 

further investigation. The expression of the 4 microRNAs in peripheral blood PFP 

samples were measured on an expanded cohort (n=28 patients) by qPCR. Results were 

correlated with flow cytometry MRD and further clinical parameters. The expression of 

all 4 microRNAs decreased significantly by day 8 of therapy compared to day of 

diagnosis. Further decrease was not detected at later time points. In case of miR-128-3p 

and miR-222-3p the expression changes between day 0 and day 8 showed correlation with 

day 15 FC MRD. However, their use as MRD biomarkers is of no benefit because their 

sensitivity is lower than that of current gold standard MRD detection methods. 

Exosome-enriched fraction (EEF) was isolated by ultracentrifugation (n=13 patients). 

Mir-128-3p and miR-222-3p expression was measured by qPCR. In this fraction changes 

of the expression of miR-222-3p do not correlate with day 15 FC MRD while miR-128-

3p expression changes between day 0, and day 8, and day 15 also correlated with day 15 

FC MRD.  

Based on our results it is confirmed that circulating miR-128-3p expression changes 

during the induction therapy of paediatric ALL.  

To conclude, our results contribute to the knowledge on microRNAs as less invasive 

biomarker candidates in paediatric acute lymphoblastic leukaemia.   
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