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Jelen OTKA pélyazat keretében a gyermekkor leggyakoribb neoplasztikus elvaltozasainak,
a rosszindulati verképzoszervi betegségek, kiemelten az akut lymphoblastos leukaemia
(ALL), az akut myeliod leukaemia (AML), valamint a myelodysplasias szindroma (MDS)
sejt- és molekularis bioldgiai tulajdonsagait kutattuk. Fé célkitiizésiink a kezelési eredmények
valamint a tartdés életmindség tovabbi javitdsara iranyult. A nemzetkodzi torekvésekkel
0sszhangban tanulmanyoztuk 0j sejt- és molekularis bioldgiai tulajdonsagokon alapuld
kockézati tényezoék alkalmazasi lehetéségeit. Laboratoriumi és klinikai korilmények kdzott
vizsgaltunk a hagyomanyos citosztatikus kezelés kiegészitésére lehetéseget teremté innovativ
terapias eljarasokat. A leukaemia sejtek citokin szabalyozasarol szerzett ismereteinket
Osszevetettik a  granulomatézus  gyulladasos elvaltozasok  modellbetegségeként
tanulmanyozott kronikus apicalis periodontitis citokin regulacidjaval. A sejtterapias eljarasok
lehetséges fejlesztése céljabdl modellként vizsgéltuk Glanzmann thrombasthaenids beteg
rendellenessegét komplex molekularis modszerekkel, valamint a verzékenységet eléidézo
koros és a vad tipusi gének transzfektalasanak és kifejezédesenek hatékonysagat

experimentalis rendszerben.

A gyermekkori vérképzaszervi malignitasok eléfordulasa régionkban

Munkacsoportunk a Magyar Gyermekorvosok Tarsasaga Gyermekonkoldgiai
Szekcidjanak (GYOSZ) megalakulasa 6ta annak tagjakent miitkddik. Kézpontunkban folyik az
észak-kelet magyarorszagi régio, elsésorban Hajdu-Bihar és Szabolcs-Szatmar-Bereg megyék
betegeinek gyermekonkoldgiai kivizsgéalasa, gyogykezelése, gondozasa. Evente mintegy 30-
40 Uj magyar daganatos gyermeket kezellink. A régio epidemioldgiai helyzete hasonlo az
észak-amerikai kontinens és a nyugat-eurépai orszagok helyzetéhez. A 0-14 éves korcsoport
életkorra standardizalt atlagos éves tumor-incidencija 120,7/milli6. A gyakori gyermekkori
malignitasoké: leukaemia: 37,3/millid, kozponti idegrendszeri daganatok: 31,6/millio, a
periférias idegrendszer daganatai: 12,5/millio, lymphomak: 12,2/millié, gyermekkori
vesedaganatok: 8,8/millio. Az éves atlagos incidencia a 70-es evek kdzepe Ota egyenletes, évi

2,6 %-0s, szignifikans ndvekedést mutat (Jakab Z, Balogh E, Kiss C, Olah E: Epidemiologic

studies in a population based childhood cancer reqistry in North-East Hungary. Med Pediatr
Oncol 38: 338-344, 2002.; impakt faktor: 1,216).




A kombinalt citosztatikus ALL-BFM-95 protokollal elért kezelési eredmények
gyermekkori ALL-ben

A Magyar Gyermekorvosok Tarsasdga Gyermekonkologiai Szekcio valamennyi
kdzpontjaval kdzosen, retrospektiv tanulmany keretében tekintettiik &t az 1996-2002 koz6tt a
nemzetkdzi, kordbban német, Berlin-Frankfurt-Munster (BFM) munkacsoport ALL-BFM-95
protokollja szerint hazankban kezelt ALL-es gyermek (életkor 1-18 év, median 6 év)
korlefolyasat és kezelési eredmeényeit. Fenti periodusban 368 beteg (fiu-leany arany: 1,27:1),
kozottuk 56 Debrecenben kdrismézett és kezelt gyermek adatait tekintettik at. A betegeket a
hagyomanyosan elfogadott kockazati tényezok, a kezedeti fehérvérsejt-szam, életkor,
immunfenotipus, citogenetika és prednisolon-valasz alapjan harom - standard (110 beteg,
29,9%), kozepes (210 beteg, 57,1%) és magas (48 beteg, 13%) — rizikdcsoportba soroltuk. A
citosztatikus kezelés tartama 2 év volt a standard rizikdcsoportba sorolt fidk kivételével, akik
kezelése 3 éven ét tartott. Az egész csoport komplett remisszids ratdja 93,2% volt. Hisz
beteget (5,4%) vesztettink el az indukcios kezelés alatt és 5 beteg (1,4%) volt terépia-
refrakter. Az 5 éves teljes tulélés az egesz csoport vonatkozasaban 78,5%, a stendard
rizikbcsoportban 93,2%, a kozepes rizikocsoportban 78,4% és a magas rizikocsoportban
44,5% volt (minimum utankdvetési id6 1,19 év, median utankdvetési id6 4,85 év). A 368
beteg kozul 272 (73,9%) van elsé komplett klinikai és hematoldgiai remisszioban és tovabbi
18 visszaesett beteg van életben. Relapszus a betegek 14,7%-aban kovetkezett be,
leggyakrabban csontvel6i recidiva formajaban. Masodik malignitas fellépését egy betegben
észleltik. Az 5 éves esemenymentes tulélés az egész csoport vonatkozdsdban 72,6%, a
standard rizikocsoportban 87,6%, a kozepes rizikocsoportban 72,1% és a magas
rizikbcsoportban 39,9% volt. Megallapitottuk, hogy a gyermekkori ALL kezelési eredmeényei
az elmult évtizedek soran jelentésen javultak. A hazai eredmények hasonléak mas
munkacsoportok ALL-BFM-95 protokollal nyert eredményeihez. Ezzel és az ehhez hasonl6
eljarasok segitsegével az ALL-es gyermekek mintegy 78%-a gydgyithaté meg. A tanulmany
eredményeit magyar nyelvi lapban kozoéltik (Muller J, Kovacs G, Jakab Z, Renyi |, Galantai
I, Bekesi A, Kiss C, Nagy K, Kajtar P, Bartyik K, Masat P, Magyarosy E: Az ALL-BFM-95
protokollalszerzett hazai eredmények akut lymphoblastos leukaemiés gyermekek kezelésében.
Orv Hetil 146:75-80, 2005.)

A visszaeso6 és terapia-refrakter betegek alulkezelésének, valamint a jol reagalo standard

és kozepes rizikoju betegek tulkezelésébol eredé vesztesegeinek csdkkentése érdekében a



BFM munkacsoport nyugat-europai kdzpontjai Uj antileukaemias prototokollt, az ALL-BFM-
2000-t vezették be az ALL-es gyermekek kezelése céljabdl. Ez a protokoll a rizikdcsoportok
meghatarozasanal alapvetéen veszi figyelembe az immunglubulin nehéz lanc (IgH) gén és a
T-sejt receptor (TCR) gének kldn-specifikus atrendezédesenek molekularis vizsgalatan
alapulé mimimalis maradék-betegseg (MRD) kimutathatosagat, illetéleg a QPCR maodszerrel
megéllapithatd MRD szint kienetikjat. A nemzetkdzi BFM tanulményokhoz a kézelmdltban
csatlakozott kelet-europai és Europan kivili orszdgok munkacsoportjai szdmara a BFM
munkacsoport bevezette a hagyomanyos kockazatbecsl6 tényezokon, ezek kdzott kiemelten a
csontveldi kenet tobb idépontban torténé morfoldgiai ertékelésén alapulé BFM-ALL 1C-2002
protokollt, amelyhez a hazai munkacsoport és annak részeként a palyazatban résztvevé DE
OEC gyermekhematoldgiai munkacsoportja is csatlakozott. A BFM-ALL 1C-2002 protokoll
célja kettés: 1) korszeri kezelési lehetoséget kinal fel azon munkacsoportok betegei szamara,
amelyek még nem vezették be az ALL-BFM-2000 protokollban eléirt MRD meghatarozo
BFM-2000 és BFM-ALL IC-2002 protokollokkal elérheté kezelési eredményeket. A BFM-
ALL IC-2002 protokoll ugyanakkor lehetoséget teremtett arra, hogy a kockazatbecslést nem
befolyasol6 maodon, kiséré tanulmany (,,pilot study”) keretében, a munkacsoportok
kidolgozzdk az ALL-BFM-2000 protokollal kompatibilis, génatrendezédések vizsgalatan
alapuld kockazatbecslé stratégiat (,,Mini risk project”) valamint, hogy ezt a molekularis
modszert 6sszehasonlitsak a négyszini immunfluoreszcens jelélésen alapulé aramlasi
citometria mddszerrel torten6 MRD meghatarozas alkalmazhatésagaval (,,Mini-mini
project”).

Munkacsoportunk jelen pélyazat keretében a négyszini jelolésen alapulé &ramlasi
citometridas moddszer kidolgozasara, alkalmazasara és tanulményozasara vallalkozott,
nemzetkdzi egyittmiikodés keretében. A péalyazati tdmogatas mérséklése kovetkeztében
csupan harom gyermekhematoldgiai kozpont, DE OEC Gyermekklinika, Semmelweisz
Egyetem Il. Gyermekklinika, BAZ Megyei Kobrhdz Gyermekhematoldgiai és
Csontvelétranszplantacids Osztaly betegeinek vizsgalatara nyilott lehetéség. A reprezentativ
mintak értékelése és az eredmenyek feldolgozasa a Mini-mini projekt tobbi résztvevojével
kozosen torténik. A Mini-mini projekt eredményeit a BFM-ALL 1C-2002 tanulmany
zarasaval dsszevetjik az egyéb tamogatasi forras segitségével parhuzamosan bevezetett Mini
risk projekt eredményeivel.

ALL blasztok immunfenotipus vizsgalata négyszii immunfluoreszcens jeloléssel



A munkacsoportunk altal 1997 6ta rutin-szertien alkalmazott kettés, majd 2000 éta hdrom
szini immunfluoreszcens jeloléssel folytatott aramlasi citometrias vizsgalatot a nemzetkozi
BFM  munkacsoport ALL tanulmanyanak ,non-MRD” agat folytatdé orszagok
munkacsoportjaival egyiitt, a minimalis maradék-betegseget (MRD) vizsgalé ,,Mini-mini”
Kiséré-tanulmany ajanlasai szerint, bevezettik a leukaemias lymphoblastok négy szini
immunfluoreszcens analizisét.

Az ujonnan diagnosztizalt gyermekkori ALL-es csontvelé aspiracié soran nyert mintakat
4 idépontban vizsgaltuk: a diagnoziskor, a kezelés megkezdésétsl szamitott 15. és 33. napon,
majd 12. héten. De novo eseteknél, amikor a kdros populécio sejtvonal specificitasa (B- vagy
T-lineage) még nem ismert, mindkét sejtvonalra specifikus monoklondlis antitestekkel
jeloltik a mintat. A késébbi (follow-up) mintaknal a diagndziskor karakterizalt sejtvonalra
specifikus jelolést alkalmaztunk. B-lineage ALL-nél sejtfelszini antigének jelenlétét
vizsgaltuk monoklonalis antitestekkel, T-ALL esetében sejtfelszini és intracitoplazmatikus
antigének jelenlétét egyarant vizsgaltuk.

A vizsgalathoz az alabbi monoklonalis antitesteket alkalmaztuk:

CD66¢c-PE (phycoerythrin): Beckman Coulter, klén: KOR-SA3544
CD99-FITC (fluorescein-isothiocyanat): Becton Dickinson (BD), klon: TU12
cyTDT-FITC: Dako, klon: HT-6
CD10-RPE (phycoerythrin): Dako, klon: SS2/36
CD3-APC (allophycocyanin): Immunotech, klon: UCHT1
CD7-PE: Immunotech, klén: 8H8.1
CD10-FITC: Immunotech, klén: ALB2
CD19-PE: Immunotech, klon: J4.119
CD34-APC: Immunotech, klon: 581
CD5-PC5 (phycoerythrin-cyanin5): Immuonetch, klon: BL1A
CD19-PC5: Immunotech, klon: J4.119
CD58-FITC: Immunotech, klon: AICD58
CD3-PC5: Immunotech, klén: UCHT1
CD20-FITC: BD, klon: L27
CD45-APC: BD, klén: 2D1
CDA45-PerCP (peridin-chlorophyll-protein complex): BD, klon: 2D1
A mintak standard modon torténé lizalasat és jeloléset kbvetéen az aramlési citomeéteren

(FACScan; Becton Dickinson, San Jose, CA), de novo esetekben 50 000, az utankoveto



mintak esetében 300 000 sejtr6l gydjtottiink be jelet. A citomeéteren valamennyi minta
vizsgalata sordn azonos beallitasi paramétereket alkalmaztunk. A begyiijtott jeleket
(,esemény”) Cell Quest 3.2 software segitségével értékeltik. A mintdk fehérvérsejt-
szamanak ismeretében az 0sszes magvas sejtre vonatkoztatva egyarant kiszamoltuk a
leukaemias blaszt sejtek szazalékos ardnyat és abszolut szamat (blaszt/uL). 2004. februar 6ta
31 ALL-es gyermek (15 fit és 16 leany, 27 B-lineage ALL és 4 T-linege ALL) mintait
tanulmanyoztuk. A blaszt sejtszam a kezdeti mintakban 109 591-2167 blaszt/uL, az indukcids
kezelés kdzepén (15. nap) 5587-0,9 blaszt/uL, a remisszié varhato idején (33. nap) 77-0,8
blaszt/uL kozott valtozott. Az eddig kiértkelt 12. heti mintak kozott 13/16 esetben észleltiik a
blaszt szam emelkedését, 3/16 esetben a blaszt szam tovabbi csokkenését a megel6z6
(remisszids) mintahoz keépest. Ebben az idépontban 10 esetben haladta meg a blaszt sejtszam
a 10 blaszt/uL, 4 esetben a 100 blaszt/uL, egy esetben az 1000 blaszt/uL mértéket.

A négy szini jel6lés adatait Osszevetjik a gyermekkori ALL egyéb, konvenciondlis
prognosztikai paramétereivel, valamint a munkacsoport altal egyéb tamogatasi forrasbol
beallitott IgH nehézlanc gén és TCR gén atrendez6désének Q-PCR mddszerrel meghatarozott
MRD szintekkel. A két mddszer dsszehasonlitasanak sziikségességét tdmasztja ala egy, a
komplex antileukaemids kezelés részekent CD20-ellenes monokolonalis antitest
(rituximab) kezelésben részesult, recidiv ALL-es beteg esete.

A 15 éves leadny alapbetegsége ,,CALLA”-pozitiv B sejt progenitor ALL-nek felelt meg
(kezdeti immunfenotipus: CD20+/CD10+/CD19+/HLA-DR+/CD22+/CD34+). ALL-BFM-95
protokoll hatasara remisszioba kertlt. EIs6 remisszidjat 4,5 éven at tartotta. EIS6 relapszusat
jelentés 0Osszduzisu dexamethasont tartalmazd kombindlt citosztatikus recidiva protokoll
szerint kezeltik. Ismét remisszioba Kkerllt, azonban a Kkortikoszteroid kezelés
mellékhatasaként honapokokon at tartd pszichiatriai kezelést igénylé psychosis, valamint
csip6 prothesis beultetését indoklé baloldali femurfej necrosis Iépett fel. Az id6kdzben rendbe
jott beteg 2. remisszidja alatt egyetemet végzett, allasba kertlt. Masodik csontvel6i
relapszusat az alapbetegség kialakuldsat kovetéen csaknem 10 év elteltével, tlnet- és
panaszmentes allapotban, rutinellenérzés soran észleltik. Ekkor a blaszt sejtek
immunfenotipusa meggegyezett a kiindulasi immunfenotipussal, illetéleg az id6kdzben
bevezetett fejlesztésnek kdszonhetéen kimutattuk TdT-pozitiv tulajdonsagukat. Tekintettel az
elsé relapszust Kiséré sulyos kortikoszteroid mellékhatasokra, indukcids kezelésként FLAG-
IDA protokollt alkalmaztunk, amelynek hatasara Gjbol remisszioba kerilt. A FLAG-IDA

indukcios kezelést kdvetéen konszolidacids kezeléskent 4 ciklus magas dozisi methotrexate



kezelést alkalmaztunk per os 6-mercaptopurin kezeléssel kiegészitve. Posztkonszolidacids
kezelésként, tekintettel a blaszt sejtek CD20-pozitiv tulajdonsagara, 2 ciklusban, 2 hetes
idékozben rituximab (375 mg/m?) kezelést, majd standard fenntarté kezelést (per os 6-
mercaptoprin/methotrexate) kapott. Egyidejileg, identikus testvér donor hianyaban,
megindult az alkalmas idegen donor keresése. A csontveldi blaszt sejtek aranyat rendszeres
id6kdzonként aramlasi citometria és QPCR maodszerekkel ellendriztiik. Elébbi célra a beteg
leukaemias sejtpopulécidjat illetéleg normal lymphocyta szubpopulacioit leghatékonyabban
jelélé monoklonalis antitest kombinaciokat (CD3-PerCP, CD4-FITC, CD7-FITC, CD8-PE,
CD19-PerCP, CD20-FITC, CD22-PE, CD34-fitc, CD34-PE, CD34-PerCP, CD45-FITC,
CD45-PerCP, CD56-PECY5, HLA-DR-PerCP, x-FITC, A-PE: Becton Dickinson, San Jose,
CA; CD10-PE, CD790a-PE, TdT-FITC, IgM-PE: DAKO, Glostrup, Denmark) alkalmaztuk. A
lizalas, a jelolés és az aramlasi citometria a fentiek szerint tortént. Aramlasi citometriaval
egyuttal a periférias vér lymphocyta szubpopulécidit is ellenériztiik a rituximab kezelés utan.
Ekkor 7 honapon at a CD19-pozitiv B-lymphocytdk arénya tartésan 0,5% alatt, a CD20-
pozitiv lymphocyték aranya a modszer érzékenységi kiiszobe alatt maradt a periférias vérben.
A csontvelében a CD10/CD19/TdT koexpresszalo lymphoblasztok nem tintek el rituximab
kezelést kovetéen, 0,4-0,8%-ban tartésan kimutathatdak voltak, noha a CD20-pozitiv sejtek
ardnya a kimutathatdsdg kiiszdbe ala csokkent a csontvel6i mintdkban is. A 2. relapszus-
kezelés 10. honapjan elvégzett csontvel6i ellendrzés soran aramlasi citometriaval 12%
pathologias lymphoblasztot mutattunk ki. A parhuzamosan alkalmazott QPCR modszerrel a
betegre jellemzd, stabil TCR& génatrendezédést vizsgaltuk, beteg-specifikus primerek
alkalmazasaval. A 2. relapszus korismézese alkalméval megallapitott relativ kopiaszamot 1-
nek tekintve, a molekuléris jel 5,18X107%re, illetéleg 5,43X102-re csokkent az indukciés
kezelést (25. nap), illetéleg a 2. rituximab kezelést (4. ho) kdvetden, rendre. Ezt kdvetoen, a
6., 7. és 8. kezelési honap ellenérzési idépontjaban a koros jel intenzitdsa a maddszer
érzékenységi kiisz6be (4,74X10?) alatt maradt, noha az aramlasi citometriaval kimutathaté
koros lymphoblasztok ezekben az idépontokban is valamennyi alkalommal kimutathatéak
voltak. A 10. havi mintdban a relativ kopiaszam egyértelmiien jelentésen emelkedett:
2,21X10" értékre. Ekkor mér a konvencionélis May-Griinwald-Giemsa festés is igazolta a
kezd6do relapszust (non-erythroid blaszt arany 8%). A beteg ekkor egyezett bele az idegen
donoros hematopoetikus 6ssejt atiiltetésbe, amelynek céljabdl csonvel6transzplantacios

kdzpontba kerlt. Az eset kozlése folyamatban van (Kiss F, Scholtz B, Kappelmayer J, Kiss

C: Flow cytometry as a useful method to herald relapse in a rituximab-treated childhood ALL

patient — submitted for publication).




Az eset — tul az ALL-ben ma még experimentalis gyogymodkeént alkalmazott in vivo
monoklondlis (rituximab) kezelésen — rédmutat az aramlasi citometrian és IgH/TCR
génatrendezédésen alapul6 MRD moddszerek 6sszehasonlitasanak fontossagara. A Mini-mini
és Mini risk projektek kiértékelése — a tobbi résztvevé kozpont adataival egyitt — a
nemzetkdzi BFM-ALL 1C-2002 tanulmany lezardsat kovetéen lesz lehetséges Az
immunfenotipus meghatarozas jelentésegét gyermekkori ALL-ben esetismertetés kapcsan
angol nyelvii nemzetkdzi kozleményben, valamint magyar nyelvii, tovabbképzé jellegii
publikaciokban kozoltik ( Jakab Z, BNalogh E, Karaszi E, Kappelmayer J, Kiss C, Olah E:
Variant translocations of 11923 in infant acute lymphoblastic leukemia (ALL) — do outcomes
differ from t(4;11)? Med Pediatr Oncol 39: 63-65, 2002.; impakt faktor: 1,216; Kiss C:
Malignus vérképzérendszeri zavarok Kkorai tiinetei. Gyermekorvos tovabbképzes 2: 55-59,

2003.; Kiss C: A vérképzé rendszer malignus betegségei. In: Szantd J (ed): Klinikai
onkologia a gyakorlatban. Budapest, 2005. Medicina, pp. 423-440.)

Az MRD meghatarozasanak igénye kiiléndsen nyomatékossé teszi a leukaemia-asszocialt
immunfenotipus kimutatdsat. Ennek érdekében, (j modszerként, elsékent vezettik be a XIlI
véralvadasi faktor (FXIII) kifejezodésének meghatarozasat AML-ben és ALL-ben. A
protranszglutaminaz faktor két-két alegységbdl allo tetramer formaban van jelen a keringd
verben (A;B,). Intracellularis alegységét FXIII-A kimutattak vérlemezkékben, egészséges és
leukaemias megakayoblasztokban/megakaryocytakban, valamint egészséges monocyta €s

macrophag sejtekben.

FXII1 kifejezodés AML blasztokban

Véralvadasi faktorok kifejezédéset leukocytakban szamos korabbi vizsgalat igazolta. Jelen
palyazat keretében a FXIII A alegység (FXIII-A) kimutathatosdganak szenzitivtasat és
specificitasat vizsgaltuk leukaemias myeloblaszt és monoblaszt sejtvonalakban, valamint
vizsgaltuk az intracytoplasmatikus FXIII-A kifejez6dést ad novo AML mintdkban. A
sejtkulturakban és a betegmintakban FITC-cel jelolt FXIII-A alegyseég ellenes monoklonalis
anitest jelolést kovetéen aramlasi citometriaval vizsgaltuk a FXII-A kifejez6dését egyéb
sejtvonal-specifikus differencialodasi markerekkel parhuzamosan. A sejtvonalak mellett 12
egészséges, felnott donor mintait (7 csontvel6 és 5 periférias vérminta), 86 de novo AML-es
beteg és 6 kronikus myelomonocytaer leukaemias (CMML) beleg mintéit vizsgaltuk. A

MonoMac6 sejtvonalban a FXIII-A kifejezédése megelézte a CD14 kifejezédését és negativ

- sz



mintak kozott a FXIII-A pozitiv sejtek aranya 10% alatt maradt az akut myelobalstos és
promyelocytas leukaemia mintdkban (FAB MO0-M3), mig a monoblasztos/monocytas
karaktert is kifejez6 AML esetekben (FAB M4, M5) a FXIII-A pozitiv sejtek aranya 50%
feletti volt, ami szignifikdnsan magasabb (p < 0,0001) volt mint a CD14-pozitiv sejtek aranya.
Az AML M4 és M5, valamint a CMML esetekben a FXIII-A szenzitiv és specifikus mddon
jeléli a monoblaszt/monocyta sejteket, ezért a megakaryocyta sor mellett a
monoblaszt/monocyta  irdnyban  differencial6do leukaemia  mintdk  alkalmas
intracytoplasmatikus markerenek tartjuk. Megfigyelésiinket angol nyelvii, nemzetkdzi lapban
kozoltuk (Kappelmayer J, Simon A, Katona E, Szanto A, Nagy L, Kiss A, Kiss C, Muszbek

L: Coaqulation factor XIl1-A - A flow cytometric intracellular marker in the classification of
acute myeloid leukemias. Thromb Haemost 94: 454-459, 2005.; impakt faktor: 3,413).

FXI11 kifejezédés ALL blasztokban

A FXIII-A kifejez6dés tanulményozasa soran olyan leukaemia mintakban is talaltunk —
varatlan médon — pozitivitast, amelyek esetében a May-Grunwald-Giemsa-festett csontvelGi
kenet el6zetes vizsgalataval nem lehetett bizonyosan elddnteni az akut leukaemia myeloid vs.
lymphoid jellegét, am a sejtek az immunfenotipus meghatarozas soran egyeértelmtien
lymphoidnak, ezen belll B sejt eredetiinek (B-lineage) bizonyultak. A palyazat keretében
folytatott tanulmany celja a FXIII-A kifejez6dés szisztematikus vizsgalata volt a B-lineage
ALL csontvel6i mintakban. Negyvenhét de novo B sejt eredetii ALL esetet tanulmanyoztunk
aramlési citometridval. A FXIII-A-t FITC-cel konjugalt monoklonalis antitesttel jeldltik,
CD34- és CD45-ellenes monoklonélis antitestekkel parhuzamosan. Néhany esetben a FXII1-
A-pozitivitdst blaszt sejtszuszpenziobdl keszitett citospin lemezeken vizualizaltuk
fluoreszcens mikroszkop, illetéleg konfokalis lézer szkenning mikroszkop alatt. A blaszt
sejtek FXIII-A tartalméat Western blottal verifikaltuk és igen ELISA mddszerrel quantitaltuk.

Aramlasi citometriaval a 47 eset koziil 19 minta bizonyult FXIII-A pozitivnak. A blasztok
antigén koncentrécidja 3.11 + 1.19 fg/blaszt volt, mig a normal lymphoid prekurzor sejtek és
B-CLL-b6l szadrmazo érett lymphocytdk from nem tartalmaztak FXIII-A-t. A Western blot
analizis a lymphoblasztokban egyetlen 82 kDa molekulatémegii, FXIII-A-nak megfelelé
savot mutatott ki. A konfokalis 1ézer szkenning mikroszkopos vizsgalat a FXIII-A jelenlétét a
lymphoblasztok cytoplasmajdban mutatta ki. A FXII-A Uj kifejezédsi helye leukaemias
lymphoblasztokabn alkalmas diagnosztikai eszkdzt kinal a leukaemia-asszocialt

immunfenotipus és az MRD éaramlasi citometriaval tortén6 meghatarozasaban. A



megfigyelést angol nyelvii nemzetkdzi lapban idézheté kongresszusi absztrakt formajaban

kozoltuk, teljes kozlés folyamatban van (Hevessy Z, Kiss F, Gyorfi-Veszpremi A, Haramura

G, Katona E, Kiss C, Kappelmayer J: Aberrant immunophenotype - Expression of blood

coaqulation factor XlIlIl in De Novo B-precursor acute lymphoblastic leukemia. Cytometry
Part B-Clin Cytometry 67B: 35-35, 2005.; impakt faktor: 1,438).

Citokinek szabalyozo szerepe leukaemiaban és lobos folyamatban

A hagyomanyos morfologiai moddszerek mellett aramlasi citometrian alapuld
immunfenotipus vizsgalattal pontosan és érzékenyen azonosithatd leukaemias blaszt sejtek
talélésében, szaporodasaban, a normal vérképzé 6s- és elddsejtekkel 0sszevetve részleges,
aberrdns, esetenként csak a termindlis mitézis formdjaban  megnyilvanuld
differencialodasaban alapvet6 szabalyozo szerepet toltenek be a hematopoetikus citokinek. A
citokin halo és a leukaemia sejtek kdlcsonhatasanak tanulmanyozasa jelentésen hozzajarul a
betegség etiopatogenezisérél alkotott képiunkh6z és innovativ terapias stratégiak
fejlesztésének alapjat képzi.

A hemopoetikus citokinek komplex szabalyozd szerepet toltenek be a leukaemias
vérkepzésben. Megallapitottuk, hogy ,.rendellenes”, a sejtvonal-specificitas korlatait atlépo
serkenté hatasok észlelhetok. Igy a normal vérképzést tekintve myelopoietikusnak tartott
citokin, a klinikai gyakorlatban Kiterjedten alkalmazott granulocyta (G)-kol6nia-stimulaléd
faktor (CSF) a gyermekkori leukaemias lymphoblastok szaporodasat is fokozza. A G-CSF a
normal lymphocytakat és elédsejtjeiket nem stimulélja. Az aberransnak tarthatd serkentd
hatast a szélesebb biologiai aktivitasu granulocyta/macrophag (GM)-CSF és a pleiotrop 6ssejt
foktor (SCF, c-kit ligand) szinergista mddon fokozza. Gyermekbetegekbdl szarmazd
myelodysplasias hematopoetikus elédsejtek esetében hasonld kdlcsonhatasokat tapasztaltunk.
Az MDS csontvel6i mintak esetében a leghatékonyabb serkent6 agens a GM-CSF volt,
kaléndsen juvenilis myelomonocytaer leukaemia (JMML) esetében. A citokin regulécié a
leukaemogenezisben is szerepet jatszik. Jellegzetes pozitiv és negativ feed-back
mechanizmusok azonosithatdk, amelyek hozzajarulnak autokrin és parakrin serkenté és gatld
mechanizmusok megjelenésehez. Ezen ,,aberrans” hatadsok figyelembevételével, az egyes
leukaemia tipusok esetében azonosithatd serkenté és gatlo citokinek spektruma jellegzetes
kiilénbségeket is mutat.

A gatlo citokinek kozil ezen palyazat segitségével a klinikai gyakorlatban széles
korben hasznalt interferon (IFN)-alfat tanulményoztuk. Az IFNa hatékonyan és ddzis-fliggo

modon gatolta harom B-lineage neoplasztikus lymphoblast sejtvonal spontan, valamint 4
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gyermekkori myelodysplasias (3 RAEB és 1 JMML) és egy gyermekkori essentialis
thrombocythaemias csontvel6i sejtminta PHA-LCM altal indukalt koldnia képzoédesét. A
lymphoblast sejtvonalak in vitro elékezelése IFNa-val késleltette a lymphoma-szeri fatalis
betegség kialakulasat SCID egerekben. Egy JMML-es beteg esetében a koldnia esszét az in
vivo IFNa kezeléssel parhuzamosan, tobb alkalommal is elvégeztik. Megallapitottuk, hogy
az IFNa gatlé hatasa csokkent az in vivo IFNa kezelés soran, majd az eredeti szintre
emelkedett az in vivo IFNa terdpia felfliggesztését kdvetéen. Megfigyeléseink arra utalnak,
hogy in vivo monoterapias alkalmazasa sordn viszonylag rezisztens klon szelektalodasaval
kell szamolnunk.

Sajat eredményeinket nemzetkozi folyoiratban kozoltuk, illetéleg kozoljik (Szegedi |,

Benkd |, Merd G, Prinzinger A, Kappelmayer J, Kiss C: Long-lasting Partial remission by

interferon-alpha treatment in a child with essential thrombocythemia. Pediatr Blood Cancer in

press, E-publ ahead: impakt faktor: 1,362: Szegedi I, Benkd |, Karaszi E, Vamosi G, Marton

1J, Sz6ll6si J, Kovacs P, Kiss C: Differential requlation of leukemic and umbilical cord blood

B-cells by interferon-alfa. - submitted for publication), valamint a szakirodalomban kozolt

megfigyelésekkel Osszevetve attekintd (review) tanulmanyként, nemzetkdzi folyoiratban
publikaltuk, tovabba részét képezte MTA doktori téziseimnek (Kiss C, Benk6 |, Kovéacs P:
Leukemic cells and the cytokine patchwork. Pediatr Blood Cancer 42: 113-121, 2004.; impakt

faktor: 1,362; Kiss C: Korszeri laboratériumi vizsgalomodszerek és a citokin-halo

szabalyozd szerepe gyermekkori leukaemia sejtekben és rosszindulatll daganatos

gyermekbetegekben. Ertekezés a Magyar Tudomanyos Akadémia doktora cim elnyerésére.

Tézisek).

A palyazat eredeti célkitiizéseit kibovitve a citokin halo leukaemia sejteket szabalyozé
muikddését 6sszehasonlitottuk a lobos folyamatokban kifejtett regulélo hatassal. Modellkent a
fog gyokércsatornajanak fert6zése kovetkeztében létrejové apikalis periodontitisben
megfigyelhet6 sejt-sejtes kolcsdnhatasokat tanulmanyoztuk. Az apikalis periodontitis 1ézid
dinamikus ekvilibriumot reprezentdl a gyokércsatorna fel6l bedramlo korokozdk -
leggyakrabban kevert anaerob baktériumok, ritkdbban virusok, gombédk — és a szervezet
immunrendszere kozott. A védekezd reakcidk intenzitdsa tobbnyire nem elégséges a
mikroorganizmusok elpusztitasahoz a fert6zott gyokeércsatornaban, azonban a koérokozok
tovaterjedesét hatékonyan megakadalyozza. A lobos folyamatok azonban, protektiv szerepik
mellett, szOvetkarosodast, a ligamentum periapicale destrukcidjat, csontreszorbciét is
eléidéznek. A protektiv és destruktiv reakciok ereddjeként a felszivodott alveolaris
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csontszovet helyén sarjszovet, periapikalis granuloma képzédik. A granulomatozus 16zid
jellegzetes hagymahéj-szerii szoveti struktdrat mutat: kdérokozok tobbnyire csak a
gyokércsucs  kozvetlen kozelében kialakuld necroticus zonadban taladlhaték. Ezt az
immunrendszer elsé veédelmi vonalat megjelenité, neutrophil granulocytakban gazdag
exudativ zona oleli korll, amelyet a granulomatosus zona koévet. A granulomatosus zéna
képviseli a 1ézi6 ,,motorjat”, amelyben szdmottevé szegregacid nélkil a természetes és a
specifikus immunrendszer valamennyi sejtes eleme megtalalhatd. A lobos sarjszOvetet a
kornyezé ép csont felé fibroticus zéna hatéarolja el. A periapikalis granulomak tébbsége
epithel sejteket is tartalmaz. Az epithel sejtek a periapikalis 1éziok mintegy 50 %-aban a
gyokeércsatornaval kozlekeds, vagy onmagukba zart radicularis cystat képeznek. A 1ézid
kialakul&sat, a lobsejtek infiltracidjat alapvetéen befolyésolja a mikroorganizmusok és a
periapikalis ligamentum sejtjeinek kolcsonhatasa soran kialakulé kemokin és inflammatorikus
citokin kornyezet. A kemokinek kozil tanulmanyozott interleukin (IL)-8, monocyta
chemoattraktans protein (MCP)-1 és Rantes jellegzetes, egymastol jol elkilonilé kifejezodési
mintazatot (epithel, endothel, extracellularis matrix, rendre) mutat. A kifejlett periapikalis
granulomaban termel6dé citokinek a szervezet tavoli szoveteinek, sejtjeinek mikodését is
befolyasolhatjak. Kimutattuk, hogy a nagymeretii, Klinikai tlineteket okozo, neutrophil
leukocytakban és epithel sejtekben gazdag peiapikélis 1éziok szévethomogenizatumaban
szignifikansan nagyobb az IL-6 és a GM-CSF koncentracidja mint a kisebb méretd,
tlnetmentes, neutrophil leukocytakban és epithel sejtekben szegény elvaltozasokban, illetéleg
a gyulladas-mentes kontroll szévetben.

Sajat eredményeinket nemzetkdzi folyoiratban kozoltuk: Radics T, Kiss C, Tar I, Marton

1J: Interleukin-6 and GM-CSF in apical periodontitis: correlation with clinical and histologic
findings of the involved teeth. Oral Microbiol Immunol, 2003, 18, 9-13.(IF: 1.242), illet6leg a

szakirodalomban ko6zdlt megfigyelésekkel 6sszevetve attekinté (review) tanulmanykeént,

nemzetkozi folydiratba publikélasra nydjtottuk be (Kiss C: Cell-to-cell interactions. Endod
Topics 8: 88-103, 2004.)

Bcl-2 antisense oligonukleotid hatasa leukaemia sejtek szaporodasara

A géatlo hatasi IFNa mellett bcl-2 antisense oligonukleotid hatasat vizsgaltuk a palyazat
keretében. A leukémiak, limfomak patogenezisében szerepet jatszd bcl-2 anti-apoptotikus
protein képzoédésének gatlasa masik lehetséges tamadasi pontot kinal. Kisérleteinkben 18

nukleotidbol szintetizalt, teljesen foszforotiodlt, bcl-2 antisense oligonucleotid (AON)
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szekvencia hatasat vizsgaltuk harom B sejtes leukémia-limfoma sejtvonalon (JY, BL-41,
BCBL-1) valamint két primer leukémias csontvel6i blast sejt populacion. Az AON
mindharom sejtvonal esetében 0,125-0,5 uM koncentracidban jelentés, dézisfiiggé kolonia
képzés gatlast eredményezett metilcellul6z kultardban (BL-41: 81%, JY: 82%, BCBL-1:
65%). Kontroll random oligonucleotid (RON) szekvencia nem gatolta szignifikdnsan a
koldnia-képzest. Az AON Western blot mddszerrel kimutathaté moédon mindharom sejtvonal
esetében jelentésen csokkentette a sejtek bcl-2 protein tartalméat (JY és BL-41 50%, BCBL-1
90%). A primer leukémia sejtekben 82% és 75% bcl-2 szint csdkkenést tapasztaltunk. A RON
nem okozott bcl-2 protein depléciot. A bcl-2 szint csokkenéssel tarsulé kolonia-képzodés
gatlasat apoptozis okozta, amelyet DNS létra vizsgalattal igazoltunk. Megallapithato, hogy a
tobb felnéttkori daganatos betegségekben fazis I1/111 klinikai kiprébalas alatt allé bcl-2 AON
terapianak szerepe lehet gyermekkori rosszindulatd hematoldgiai betegségek kezelésében.
Eredményeinket nemzetkdzi konferencian és lektoralt, kemzetkdzi folydiratban

megjelent citahaté absztrakt formajaban ismertettik (Kiss C, Szegedi |, Katona K,

Kappelmayer J, Aradi J: BCL-2 antisense oligonucleotid inhibits clonal growth of leukemia
cell lines. Pediatr Blood Cancer 43: 398-398, 2004.: impakt faktor: 1,362; kézirat kozlésre
bekildve).

IFNa és cisz-retinsav alkalmazasa gyermekkori hemopoetikus neoplazidk és solid

tumorok gyogykezelésében

Retrospektiv Klinikai tanulmany keretében 24, 1994-2000 kozott IFNow kezelésben
részesitett beteglink eseteit dolgoztuk fel. Betegeink kozil 6 hemopoetikus rosszindulatu
daganatos betegségban, 2 Langerhans sejtes histiocytosisban (LCH), 4 gasztrointesztinalis
daganatos betegségben, 9 vel6cso-eredetii daganatos betegségban, 2 a kdzponti idegrendszer
daganataban, 1 rhabdomyosarcomaban szenvedett. Az IFNa. kezelés bevezetésére 21 esetben
citosztatikus kezelést kdvetéen, 12 estben a betegség recidivaja, 3 esetban terapia-rezisztens
mivolta miatt kerilt sor. Hat betegben a kezelést parcialis remisszidban, makroszkopos tumor-
reziduum miatt alkalmaztuk. Harom esetben az IFNo kezelést a diagndzis megallapitasat
kdvetéen kezdtik meg, 2 esetben az irodalmi ajanldsok alapjan (1 essentialis
thrombocythaemia, 1 colon adenocarcinoma), 1 JMML-es betegben a kedvezé in vitro
galohatas alapjan a hyperleukocytosis szindroma kdvetkezményeinek megel6zése céljabol.

Hét esetben az IFNo-t monoterapia forméajaban, 17 esetben mas citosztatikumokkal, illetve
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retisav szarmazékokkal egyitt alkalmaztuk napi 3-20 ME/m? déziban, heti 3 alkalommal,
szubkutan injekcio, sulyos thrombocytopenia esetén infuzid formajaban. A 24 beteglink
talélési ideje 8-107+ honap volt (atlag 40,0 hénap, median 31 hdnap). Nyolc betegiink (33%)
van életben. Kdvetési idejik 62+ - 155+ honap. Tizennégy esetben (58%) észleltlink terapias
valaszt (5 komplett és 9 parcidlis remisszio). A tulélé betegek valamennyien a reszponderek
csoportjabdl kerlltek ki. A retinsav szarmazékok (ATRA, illetéleg isotretinoin)
neuroblastomés, LCH-s és MDS-es gyermekek esetében hozzajarultak az IFNo kezelés
kedvezd hatdsahoz.

Az IFNo kezelest a gyermekek jol toleraltak. Mellékhatasként valamennyi esetben
tapasztaltuk influenza-szerti szindroma fellépését, néhany esetben bagyadtsagot, levertséget,
étvagy- és testsulycsokkenést. A retinsav szarmazékok alkalmazésa soran hiper-A vitamindzis
szindroma kulénb6zé sulyossagi fokban valamennyi esetben fellépett. Két betegben az
isotretinoin  kezelés szovodményeként Sweet szindroma kialakulasat és proteinuria
jelentkezését észleltiik.

Az eredmények alapjdn megéllapitottuk, hogy az IFNa és a retinsav kezelés hatékonyan
egészitheti ki a CD 7-pozitiv akut leukaemias, JMML-es, myeloproliferativ szindromas,
disszeminalt LCH-s és neuroblastomés gyermekek kezelését. Nemzetkdzi multicentrikus
tanulmanyok tisztazhatjak az IFNa és a retinsav szarmazekok helyét a gyermekgyogyaszati
hematoldgia-onkoldgia terapias fegyvertaraban.

Megfigyeléseinket angol nyelvii nemzetkézi és hazai lapokban kozoltik, valamint az
eredmények részét képezték MTA doktori téziseimnek (Kiss C, Kiss M, Szegedi I, Arvai K,

Téth J, Olah E: Interferon-alpha therapy in children with malignant diseases: clinical

experiences in 24 patients treated in a single pediatric oncology unit. Med Pediatr Oncol 39:
115-119, 2002.; impakt faktor: 1,216; Jakab Z, Szegedi |, Balogh E, Kiss C, Olah E:

Duchenne muscular dystrophy — rhabdomyosarcoma, ichthyosis vulgaris — acute monoblastic

leukemia: association of rare genetic disorders and childhood malignant diseases. Med Pediatr
Oncol 39: 66-68, 2002.; impakt faktor: 1,216; Gyérfy A, Kovéacs T, Szegedi I, Olah E, Kiss
C: Sweet syndrome associated with 13-cis-retinoic acid (isotretinoin) therapy. Med Pediatr
Oncol 40: 135-136, 2003.; impakt faktor: 1.737; Arvai K, T6th J, Németh T, Kiss C, Molnar

P, Olah E: Csecsemékori nyaki lokalizaciéju neuroblastoma. Magyar Onkolégia 48: 89-95,

2004.; Kiss C: Korszerii laboratériumi vizsgalomodszerek és a citokin-hald szabalyozd

szerepe gyermekkori leukaemia sejtekben és rosszindulatli daganatos gyermekbetegekben.

Ertekezés a Magyar Tudomanyos Akadémia doktora cim elnyerésére. Tézisek)
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Glanzmann koros beteg molekularis bioldgiai vizsgalata

A veérkepzés molekularis szabalyozasanak modelljeként, illetéleg Uj, génterapias
lehetéségek kidolgozasanak elokészitése céljabol részletesen tanulmanyoztuk egy sulyos
verzékenységben szenvedé 6 éves, roma szarmazasu filbeteg esetét. A gyermeknek Ujszulott
kordban elh(z6d6 koldokcsonk vérzése és postinjekcidos haematomaja, a késoébbiekben
ismétlodo, salyos, jelentés anemizalodast el6idézé epistaxisai voltak. A kvantitativ vérképe a
verszegénysegtol eltekintve normélis volt. A jelentésen megnyult vérzési id6 (>20 min)
thrombocyta funkcidzavarra utalt. A vérlemezkék koros mikodését az ugyancsak jelentésen
megnyult PFA-100 zarodasi idok (>300 s mind collagen/epinephrin, mind collagen/ADP
patronnal), valamint az ADP, arachidonsav, epinephrin és collagen serkentéssel sem
kivalthato thombocyta aggregacio igazolta. A thrombocyték kicsiny mérete és a thrombocyta-
dus plazma alvadék-retrakcié hianya Glanzmann thrombasthenia korismézését tette lehet6vé.

Kvantitativ aramlasi citometriaval és Western blot vizsgalattal kimutattuk a fibrinogén
receptor (Gpllb/llla; CD41a) Gpllb komponensének teljes hianyat a beteg thrombocytakban.
A Dbeteg szileinek vérlemezkéi a normal kontroll thrombocytdkon meghatarozott
receptorszam mintegy 39%-at fejezték ki (anya 22 415, apa 22 075 fibrinogén
receptor/thrombocyta). A beteg thrombocytak felszinen kompenzatérikusan magasabb volt az
av integrin molekuldk mellett Gpllla fehérjét tartalmazo vitronektin (VnR) receptorok szdma
(377/thrombocyta) mint a kontroll vérlemezkek felszinén (97+36/thrombocyta). A VnR-k
szdma a beteg thrombocytdkon thrombin receptor agonista peptid (TRAP) hatasara
szignifikansan emelkedett (634/thrombocyta), mig a fibrinogén receptor expresszidt tovabbra
sem lehetett igazolni. Az egészséges vérlemezkék forditva viselkedtek: felszinikon, illetéleg
citoplazmdjukban TRAP stimul&cidt kdvetoen jelentésen fokozddott a fibrinogén receptor és
nem valtozott a VnR kifejezédes mértéke.

A kvantitativ aramlasi citometrias vizsgalatok arra utaltak, hogy a betegben az autoszém
recessziv. médon 6rokl6dé Glanzmann-kor héatterében a GPIIb gén defektusa all. A gén
kdzvetlen szekvenalasaval Uj, eddig nem kozo6lt mutaciot talaltunk: a 17-es exonban az 1619-
szlék a mutécidra nézve heterozygotanak bizonyultak. A deletalt citozin két AGCTG repeat
kodzott helyezkedik el. A bazisdelécio az érett fehérje 509-es aminosavjat kdvetéen frameshift
mutaciot idéz el6 stop kodonnal az 533-as pozicidéban. A betegh6l szarmazé mRNS-eredetii
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GPIllb cDNS kozvetlen, a 12-es és 21-es exonok kozott elvégzett szekvencia analizise nem
utalt alternativ splicing folyamat Iétére a beteg thrombocytdkban. A GPIlIb-mRNS
expresszidjat a GAPDH-mRNS expresszidjara normalizalva megallapitottuk, hogy a beteg
thrombocytdi az egészséges thrombocytadkban kifejez6dé GPlIb-mRNS 0,06 %-at
tartalmaztak, ami a mutdns mRNS labilitasat igazolta.

A mutécid ismeretében vad tipusu, illetéleg az altalunk karakterizalt mutaciot hordozo
GPlIb-t tartalmaz6 pCDNAS3 plazmidot allitottunk el6, a mutans varianst site-directed
mutagenezissel. A vad, illetéleg mutans pCDNAS3-GPIIb plazmidokat vad tipust pCEP4-
GPIlla plazmidokkal egyitt ilpofekcioval BHK sejtekbe transzfektaltuk. A mutans
plazmiddal transzfektalt BHK sejteken aramlési citometridval sem Gpllb molekulakat, sem
Gplib/llla  komplexeket nem lehetett Kkimutatni. Immunprecipitaciés vizsgalattal
megallapitottuk, hogy a mind Gpllb-vel, mind Gpllla-val reagalé poliklonalis immunsavé
hasznalataval kis mennyiségi, 60 kDa molekulatomegti Gpllb kimutathaté a transzfektalt
sejtek lizatuméaban. Ellentétben a vad tipusi pCDNAS3-GPIIb plazmiddal transzfektalt BHK
sejtekkel, a mutans plazmiddal transzfektalt BHK sejtek lizdtumaban Gpllla-ellenes
monoklonalis ellenanyag alkalmazasaval a Gpllb protein nem volt koprecipitalhato, ami azt
igazolja, hogy az Aéltalunk leirt, a gén/fehérje korai szakaszat eérint6, igen
frameshift—nonszensz mutacié soran szintetizalédé trunkalt Gpllb fehérje nem képes
komplexet képezni az élettani Gpllla fehérjével — a fibronektin receptorok teljes hianyéat
eredmeényezve. Eredményeinket angol nyelvii, nemzetkozi folyGiratban publikaltuk (Losonczy
G, Rosenberg N, Kiss C, Kappelmayer J, Vereb G, Kerényi A, Balogh I, Muszbek L: A
novel homozygous mutation (1619delC) in GPIlIb gene associated with Glanzmann
thrombasthenia, the decay of GPIIb-mRNA and the synthesis of a truncated GPIlb unable to
form complex with GPllla. Thromb Haemost 93: 904-909, 2005.; impakt faktor: 3,413).




