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1) BEVEZETES

A gyermekkorban el6forduld rosszindulati daganatos betegségek kozott a kozponti
idegrendszeri tumorokkal egyutt a vérképzoszervi malignitasok allnak a vezet6 helyen.
Gyermekkorban dominalnak az akut leukémiak, ezen belul is az akut limfoblasztos
leukémia (ALL). Osszességében Magyarorszagon évente kb. 60-80 (j megbetegedés fordul
el6, ami az 6sszes malignus tumor (kb. 240-300/év) 25-30 %-a (1).

A gyermekkori ALL dsszesitett 5 éves tulélése a legfrissebb adatok szerint 70-80%. A
betegek esélyei azonban jelentésen kilonbdznek a klasszikus rizikdfaktorok altal
meghatarozott alcsoportok kozott. A jo tulélési eredmények nagyrészt éppen az egyre
finomodd beosztas, és az e csoportokra adaptalt kiilonbdzo terapias agaknak kdszénhets. A
eredményeinek tovabbfejlesztéséhez — a tulélés tovabbi javulasahoz és a mellékhatasok
csokkentéséhez — a varakozasok szerint leginkdbb molekuléris vizsgélatok elérehaladasa,
az ilyen jellemzék alapjan pontosabban individualizalt kezelés és Gj molekularis gyogyszer-
targetek azonositasa vezethet.

2) CELKITUZES

Olyan molekularis markerek identifikalasat céloztuk meg, melyek a gyermekkori akut

limfoid leukemia

e patomechanizmusaban kulcs szerepet jatszanak, annak megismerésében segitenek, igy
esetleg a késdbbiekben valamiféle prevencioban jelentdséguk lehet;

e a kemoterapiara adott valasz predikciojat teszik lehet6vé, vagy

e gyogyszermellékhatasok vonatkozasaban prediktivek, tehat e két kérdés vonatkozésban
rizikofaktorként értekelhetok, hatékonyabb és kevésbé toxikus individualizalt terapias
dontéseket készitenek elo.

A fentieknek megfeleléen célul tiztiik ki leukémias limfoblasztok és csiravonal
mintak gyutjtéset, majd ezek DNS, RNS és protein szintii vizsgalatat.

3) MINTA- ES ADATGYUJTES

A mintak és a hozzajuk tartozo kortorténeti, kezelési adatok fogadasara valo
felkészulés, adatbazis létrehozésa

Etikai engedélyt kértunk és kaptunk az ETT-TUKEB-t6l a projekthez (engedelyek
szama: 12988-52/2003-1018-EKU és 323101/2005-1018EKU).

Felvettuk a kapcsolatot a Magyar Gyermekorvosok Tarsasdga Gyermekonkologiai
Szekcidjaval (MGYT-GYQOSZ), és felkertiik 6ket az egyuttmikodésre (Id. 1. tablazat).
Csontveldi es periférids vérmintak kildését kertik ALL-es gyermekek diagnosztikus
mintaibdl, tovabba periférias vérmintakat a kordbban kezelt, felllvizsgalatokon megjelend
ALL-es gyermekektol.
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1. tdblazat: Akut limfoid leukémias gyermekek kezelését az 1990-t6l napjainkig terjed6

biztosito korhdzak Magyarorszagon

Kdzpont Miikodés
BAZ Megyei Korhaz, Gyermekegészséglgyi Kdzpont, Miskolc jelenleg is
Debreceni Egyetem, Gyermekgyogyaszati Klinika jelenleg is
Heim Pal Korhaz, Budapest 2006-ig

Madarasz Utcai Gyermekkdrhaz, Budapest jelenleg is
Magyarorszagi Reforméatus Egyhaz Bethesda Gyermekkorhaz, Budapest | 2004-ig

Pécsi Tudomanyegyetem, Gyermekgyogyaszati Klinika jelenleg is
Semmelweis Egyetem I. sz. Gyermekgyogyéaszati Klinika, Budapest jelenleg is
Semmelweis Egyetem I1. sz. Gyermekgyogyaszati Klinika, Budapest jelenleg is
Szegedi Tudomanyegyetem, Gyermekgyogyéaszati Klinika jelenleg is
Vas Megyei Onkormanyzat Kérhaza, Gyermekosztaly, Szombathely jelenleg is

Megkaptuk az 1990-t6l hazankban kezelt ALL-es gyermekek adatait (rizikofaktorok,
talélési adatok betegenként) az MGYT-GYOSZ Tumorregiszterétsl. Ezen adatokat
beépitve létrehoztunk egy csatolt Microsoft Excel tablazatokat kezelé Microsoft Access
adatbazist, mely tovabbi, a kdrhazakban gyiijtendé reszletes betegadatok rogzitését,
kezelését tette lehetove.

A mintak és adatok tarolasat egy olyan biobank rendszerben épitettik fel, melyben
kalon sorszdmozas talalhato a mintakon és killén szdmozas a betegek adatait tartalmazo
file-okban. A Kklinikai adatokhoz és a sorszamok megfeleltetéséhez csak a mintak
feldolgozasaban résztvevé harom munkatérs fér hozza, a genotipizalast végzo
laboratoriumok nem.

Mintagyiijtes

Projektink legjelentésebb problémajanak a blaszt-mintak gyijtése adddott. Mivel alig
kaptunk mintékat, a gyermekonkologiai kdzpontok mellett harom felnétt-hematologiai
kdzpontot is bevontunk a gytjtésbe (SE I11. Belgyogyaszati Klinika, OGYIK
Haematoldgiai Intézet és a Szent Laszl6 Korhaz megfelel6 osztélyai). Mindezek ellenére is
a négy év alatt 6sszesen 52 blasztos minta érkezett. A jelenseg oka a kbzpontokkal tortént
ismételt targyalasok alapjan az volt, hogy a gyakran sulyos allapotu, siirgés ellatast igénylo
betegek mintait eleve szamos laboratériumba (citologia, szdvettan, FACS, citogenetika,
FISH, molekularis genetika, Gjabban minimalis rezidualis betegség vizsgalat) kellett a
kezel6 orvosnak elkildenie, és nem tudték felvallalni még nagyobb mennyiségii minta
vételét, az idigényes szervezest.

Az érkezett mintdk minésegevel is jelentds problémak voltak. Elsésorban a
bomlékony mRNS szintjen torténé expresszios vizsgalatok igenylik a mintak nagyon gyors,
egyseges idében torteno feldolgozasat. Az eltéré kdzpontokbdl igen valtozé id6 alatt
érkeztek hozzank a minték, sokszor egy, néha két nap utazas utan. Ennek megfeleléen nem
kis részben csak viszonylag gyenge minésegi RNS-hez és csak immunfenotipizalasra
alkalmas, nem viabilis, a funkciondlis vizsgalatokra hasznalhatatlan blasztsejtekhez
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jutottunk. Mas alkalmakkor tobb napos citosztatikus kezelés utan vett mintak érkeztek,
melyek a szelekcio és a gyogyszerhatas miatt nem voltak 6sszehasonlithatok a tobbi
mintaval. A blaszt-minték vizsgalata prognosztikai vonatkozdsban volna racionalis, a
frissebb mintak esetében azonban ilyen adatok még nem allnak rendelkezésre (altalaban
legaldbb 3 éves tulélés szamitasa sziikséges).

A fenti probléméak miatt igyekeztiink a projekt fennmarad6 irdnyvonalat jelentd, és
inkdbb elérheté csiravonal DNS-mintdk vonatkozasaban jelentés mintagytjteményt
eléteremteni. 468 esetben frissen vett periférids vér érkezett a kdzpontokbol. Minddssze 13
betegtél volt lehet6ség Ujszilottkori sziir6papirba széritott vércseppet szerezni. Tiz
gyermektél lefagyasztott diagnoziskori sejtszuszpenziot kaptunk, mig 99 beteg esetében
csontvel6i es periférias vérkeneteket (a kenetek részben diagndziskori vagy recidivakori,
nagyrészt blasztokat tartalmazo mintak, részben pedig remisszids idészakban vett, genomi
DNS-t tartalmazé mintak). Igy az atfedésekkel egyitt 6sszesen 586 ALL-es betegtdl
kaptunk valamiféle mintat. Ez egy nemzetkdzi viszonylatban is kiemelkedéen nagy
mintabankot jelent: az irodalmat attekintve egyetlen USA-beli kdzpontban tudtidk csak
ennél nagyobb szamu gyermekkori ALL-es beteg DNS-ét analizélni. Tekintettel azonban
arra, hogy tébb kdzpontban nem archivaltak mintakat, es az exitalt betegek régi mintainak
korlatoltnak bizonyult a feldolgozhatdésaga (Id. alébb), az eréfeszitesek ellenére is
alulreprezentéltak maradtak az exitalt betegek a minta-populacionkban. Direkt talélési
analizisre igy nem volt hasznélhato6 a gyajtemeény. Emiatt elsésorban gyogyszer-kinetikai és
-toxicitasi kérdesekre koncentraltunk.

A betegek kozll kivalasztottunk egy terdpia szempontjabdl viszonylag homogén
vizsgélati csoportot. Azokat az ALL-BFM (Berlin-Frankfurt-Munchen) 90 és 95 protokollal
kezelt 1-18 éves betegeket soroltuk be, akiknek nem voltak olyan, a leukémiéatol fliggetlen,
azelott jelentkezé tarsbetegségei, amelyek altaldban a gyogyszerkinetikat, vagy a terapias
szovodmények kialakulasat befolyasolhattak volna; illetve akiknél a kezelés soran nem
tortént a terapias protokolltdl jelentés eltérés. Osszesen 413 beteg keriilt a vizsgalati
populécidba. A jelentésben szereplé eredmények ezen gyermekek kulonb6zo
szubpopulacidinak elemzésével szilettek.

A mintakat kiegészitettiik a részben azonos citosztatikumokkal kezelt osteosarcomas
gyermekektsl gyajtott 62 DNS-mintaval, melyek az ALL-eseknél megfigyelt
osszefiiggések verifikdlasa céljabol kecsegtettek haszonnal. Ezentil 190 egészséges
véradotdl is DNS-t gyijtottink a betegség patomechanizmusanak  (leukémia-
susceptibilitassal 6sszefliggé polimorfizmusok) vizsgalata céljabol.

Adatgyiijtés

A fent részletezett adatbazis tablazatainak segitsegével korhazanként a helyszinen a
teljes beteg-dokumentacio attekintésével rogzitettink adatokat a gyermekekrdl. Az
adatbézisban biztositott betegenkénti 1010 lehetséges paraméterb6l gyermekenként
atlagosan kb. 300 adatot jegyeztiink fel a betegség prezentaciokori jellemzéirél, a terépia
kalonbozé  szakaszaiban  monitorizalt  laboratériumi  paraméterekrol,  gydgyszer-
szérumszintekrol, a nemzetkozi viszonylatban hasznalt CTC kritériumok szerint pontozott
szovédmeényekrol, a kezelés befejezése utan vizsgalt késéi mellékhatasokrol (Id. 1. abra).
Hasonloan kiterjedt adatgyijtést folytattunk az osteosarcomas gyermekek esetében is.
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1. abra: Részlet az adatbazis ALL-es adatok gyiijtésére szolgalé tablazatabol
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4) LABORATORIUMI ES STATISZTIKAI MODSZEREK
DNS-, RNS- és sejtszeparalas

A fagyasztva tarolt vérmintdkbol a QlAamp DNA Blood Maxi/Midi kit segitségevel
vontunk ki j6 minéségii DNS-t.

A csontvel6i és periférias vérkenetekbél, tovabba a fagyasztott sejtszuszpenziokbdl a
Roche HighPure PCR Template Preparation Kit felhasznalasaval jutottunk DNS-hez. Az
Ujszulottkori sztirépapirba szaritott vércsepp (PKU-sziirés) mintak feldolgozasadhoz Chelex-
100 (BioRad) reagenst alkalmaztunk. A kenetekbél és sziirépapir mintakbdl rendszerint
igen hig és szennyezett DNS volt csak nyerhet6: 0,5-1,5 kdzotti 260/280 ill. 0,2-1,5 kozotti
260/230 aranyt mértunk fotometerrel. Ezen mintdk kb. harmadat egyetlen allél-
diszkriminéciés modszerrel sem tudtuk genotipizalni; mas mintaknal a mérések sokszori
ismétlésével sikerllt genotipizalnunk, igy is csak a vizsgalt SNP-k egy részénél. Ez a
jelenség valoOszintileg azzal magyarazhato, hogy sok esetben kemoterapia alatt 1évo
pancytopenias betegek kontroll vizsgalataihoz készilt sejtszegény vagy nagyon
kismennyiségti vagy erételjes fixalas/festés réven karosodott kenetekkel rendelkeztiink.
Kisérletet tettlink a mintdk DNS-tartalmanak a Sigma GenomePlex® Complete WGA Kit
(WGA2) kittel tortené amplifikalasara, de igy sem tudtunk a genotipizalas sikeren javitani.

A kapott DNS-mintdkat biztonsagi okokbol ket részre osztva taroltuk el a SE
Genetikai-, Sej- és Immunbioldgiai Intézetében és a SE Il. sz. Gyermekgydgyéaszati
Klinikéan, mindkét helyen -20 °C-on.

A blaszt-sejteket periférias verbol vagy csontvel6i aspiratumbdl Ficoll-gradiensen
tortén6 szeparélassal nyertiik. A teljes mononukleéris sejtfrakciét taroltuk DMSO-ban
reszuszpendalva, -80 °C-on. Az RNS-t e sejtszuszpenziok egy frakcidjanak a DMSO-s
tarolas elotti azonnali trizolban torténd taroldsa, majd késébb ezt kdveto trizolos
nukleinsav-szeparalasal nyertuk.

Proteomikai és mMRNS-expresszios vizsgalatok

Jel6lési kombinacidkat dolgoztunk ki a négyszini dramlési citometrids vizsgalathoz
az ALL-es blasztok osztalyzasara é€s prognosztikai besorolasara:

B-ALL klasszifikacio:

1. CD45/CD14/HLA-DR; CD10/CD5/CD19; CD34/CD33/CD19; CD22/CD20;
CD4/CD8/CD3; (CD3/CD16-56)

2. intracellularis CD22; intracellularis CD79a; intracellularis y; intracellularis TdT;
K/ACD19; CD21/CD23

T-ALL klasszifikacio:

1. CD45/CD14/HLA-DR; CD2/CD5/CD7; CD4/CD8/CD3; CD3/CD16-56

2. intracellularis CD3; intracellularis TdT; intracellularis MPO; CD1a; o/ TCR / /6 TCR

Tekintettel a mintdk alacsony szdmara és gyenge mindségere, tovabba a rovid
kovetesi id6 miatt hianyzo tulélési adatokra (Id. a Mintagyiijtés fejezet alatt), mRNS-szinti
vizsgélatokat nem végeztink.



OTKA T042500 ZAROJELENTES (Funkcionalis genomikai rendszer kidolgozasa gyermekkori ALL-ben)

SNP-k meghatarozasa

Osszesen 11, a citosztatikus szerek farmakokinetikaja szempontjabdl potencialisan
jelentéséggel bird SNP-t valasztottunk ki genotipizalasra. Ezek felsorolasat, valamint a
szubsztratjaikkeént ismert, a kemoterapias protokollban szereplé szereket Id. a 2.
tablazatban.

2. téblazat: Vizsgalt génpolimorfizmusok és azon citosztatikumok attekintése, melyek
farmakokinetikajaban az adott gén szerepet jatszik.

Gén SNP Antra- Vincaal- Glukokor- Meto-
ciklinek  kaloidok tikoidok trexéat
1236C/T (silent)
ABCB1 2677G/T,A (Ala893Thr,Ser) igen igen igen
3435T/C (silent)
ABCC1 2012G/T (Gly671Val) igen igen igen
1249G/A (Val4l7lle . . .
ABCCZ2  as631/A ((VaI11886)Iu) 'gen 'gen 'gen
ABCC3 -211C/T (promoter) igen
ABCG2 34G/A (Vall2Met) igen igen igen
421C/A (GIn141Lys)
SLC19A1  80G/A (His27Arg) igen
GGH -401C/T (promoter) igen

A harom ABCBL1 valamint a szintén harom ABCC1-C2 polimorfizmus mérését egy-
egy triplex Single Base Extension eljaradssal (SBE, mas néven ,miniszekvenalas”)
hataroztuk meg. Ennek elve az alabbi abran lathato, lépései a kovetkezok:

1.

2.

El6zetes PCR soran létrehozzuk azokat az amplikonokat, amelyek a kérdéses
SNP-ket kb. kdzépen tartalmazzak (multiplex PCR).

A PCR terméket megtisztitjuk és egy tovabbi reakcidba visszik, amelyben 1
darab genotipizalé primert hasznalunk, melyet gy tervezink, hogy 3' vége éppen
az SNP hely elé hibridizaljon be, és ekkor extenziés reakciot inditunk. A
reakciomix négyféle fluoreszcens festékkel jelolt ddNTP-t tartalmaz. A reakcio
sordn az SNP-nek megfelel6 komplementer bazis kapcsolodik a genotipizald
primer 3' végéhez, majd a didezoxi lanczard nukleotid beépulése kdvetkeztében a
reakcio ledll, terméke 1 jel6lt bazissal meghosszabbodott genotipizald primer. A
bekdtodott ddNTP szinét a fluoreszcens detektor méri.

Ha a genotipizalo primer 5' végere tetszéleges hosszusadgu nem hibridizalé tag-et
szintetizalunk és igy visszlk reakcidba, akkor a keletkez6 SBE termék hosszéat
tetsz6legesen valtoztathatjuk, ez pedig lehetéseget teremt egy mintaban tébb SNP
egyideji detektélasara. (2. &bra)
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Az ABCC3 -211C/T polimorfizmust TagMan QPCR alléldiszkriminacios assay
segitségével hataroztuk meg. Ennek soran egy primer-parral torténé amplifikacio sorén az
exonukleaz aktivitassal rendelkez6 DNS-polimeraz két-két jelzett allélspecifikus prébapar
degradaciojat végzi. Végpontanalizis alapjan diszkrimindlhatok a genotipus-csoportok (3.

abra).

A két ABCG2 SNP mérése Roche Light Cycler segitségével tortént. PCR segitségével
amplifikaltunk egy-egy fragmentet a polimorf pontok kornyékén, majd a hozzaadott
fluoreszcensen jelzett allélspecifikus probak disszociacidjat vizsgaltuk olvadaspont-

analizissel (4. abra)

Az SLC19A1 és GGH polimorfizmusokat hagyomanyos PCR-RFLP mddszerrel

mértik.

2. abra: Kapillaris-elektroforetikus kép az ABCB1 harom SNP-jének multiplex
Single Base Extension reakcioban torténé meghatarozasa soran.
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3. &bra: TagMan alléldiszkriminacids assay eredménye egy merésink kapcsan.
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4. dbra: Light Cycler olvadaspont-analizis az ABCG2 421C/A = Q141K
polimorfizmus esetében. A harom kiilénb6zé genotipus esetén kaphat6 gorbe.
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mutans (Q141K) normal (1410)
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5. abra: Gélelektroforetikus kép az SLC19A1 -401C/T polimorfizmus PCR-RFLP-
vel torténé meghatarozasakor. A Bsl-I enzim csak a C-allél esetén hasitja a 109
bazisparnyi PCR-terméket. Jelmagyarézat: K: emésztetlen kontroll; V: varians
homozigéta (TT); H: heterozigota (CT); N: normal homozigéta (CC).

— 109k
—élhp
4z hp

Statisztikai médszerek

A genotipus-csoportok incidencigjat, a mintagyiijtés random voltat és részben a
genotipizalas megbizhat6sagat is Hardy-Weinberg teszttel vizsgaltuk. A normalis eloszlasu
vagy ilyenné transzforméalhatd klinikai adatok genotipus-csoportok kdzotti 6sszehasonlito
multivarians elemzését az Un. GLM (generalizalt linearis modell) analizis segitségével
vegeztik. Szabalytalan eloszlasok esetén Kruskal-Wallis teszttel tortént univarians elemzés.
Kategorizalt jellegek multivaridns vizsgalatakor logisztikus regresszios eljarast
hasznaltunk. A szamitasokhoz az SPSS 13 és a Statistica 7.0 szoftvereket hasznaltuk.
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5) EREDMENYEK
Mind a tizenegy vizsgalt polimorfizmus esetében Hardy-Weinberg egyensulyban

talaltuk az allélokat. Az allélfrekvenciak mindegyik esetben igen hasonléak voltak az
irodalomban kozolt, kaukdzusi populaciokban észlelt frekvenciakhoz.

3. tdblazat: A kivalasztott SNP-knél észlelt allélfrekvencia-értékekek

Gén SNP Homozigéta Hetero- Varians allél-
varians % zigota % frekvencia %
1236C/T (szinonim) 22,7 46,9 46,2
ABCB1 2677G/T,A (Ala893Thr,Ser) 241% 4377 47,4
3435T/C (szinonim) 25,1 45,8 48,0
ABCC1 2012G/T (Gly671Val) 0,3 10,3 54
1249G/A (Val417lle 53 34,1 22,4
ABCC2 3563T/A ((VaI1188G)Iu) 0,3 7,5 4,0
ABCC3 -211C/IT (promdter) 20,8 51,9 46,7
ABCG2 34G/A (Val12Met) 0,0 7,4 3,7
421C/A (GIn141Lys) 0,5 19,4 10,2
SLC19A1  80G/A (His27Arg) 21,2 49,1 45,8
GGH -401C/T (promdter) 11,8 40,7 32,1

* T-allélra vonatkozo értékek

Az ABCBL a legjelentésebb mennyiségben expresszalodo xenobiotikum-transzporter
a szervezet védobarrierjein (bélhdm, maj és wvese). A szoveti Ossejtek, koztik a
hemopoetikus 6ssejtek plazmamembrénjan viszont az ABCG2 taldlhatdo a legnagyobb
mennyiségben. Feltételeztiik, hogy a karcinogén kémiai hatdsokkal szembeni védekezésben
jelentds szerepet jatszhatnak e gének funkcionalis polimorfizmusai. Osszehasonlitottuk
tehat az ABCB1 2677G/T, 3435T/C és az ABCG2 34G/A, 421C/A allélok eloszlasat az
egészséges véradok és az ALL-es gyermekek kozott. Nem talaltunk szignifikans
kilonbséget sem a két teljes populédcié 6sszehasonlitasaban, sem az ALL-es blasztok
genetikai és immunfenotipus jellemzék alapjan alkotott  klasszikus —alcsoportok
vizsgalataval. Az SNP-k kombinacidjaval kapott haplotipusok eléfordulasi gyakorisaga
bizonyos esetekben eltért a csoportok kozott: az ABCB1 2677GT-3435TT és a 2677GG-
3435CT genotipus gyakoribbnak mutatkozott ALL-esekben mint egészségesekben (OR =
2.9, p=0.02 illetve OR = 2.9, p=0.04) a kozott, a 2677TT-3435CT kombinacio ellenben
ritkdbban fordult el6 (OR = 0.25, p=0.002). Bar e legutdbbi eltérés szignifikdns marad a
tobbszoros Osszehasonlitas miatt vegzenddé korrekcio esetén is, a kildnbség bioldgiai
magyardzata mégis igen nehézkes. Eredményeink adalékul szolgalnak a szakirodalomban
az ABCB1-polimorfizmusok ALL-re valé hajlamositasarél folytatott vitahoz (2). Az
ABCG?2 polimorfizmusok szerepének vizsgalatat elsoként végeztik el.

Megvizsgaltuk az ABCB1 és ABCG2 polimorfizmusoknak a kemoterapia kapcsan
jelentkez6 szovédményekben jatszott szerepéet. Azt tapasztaltuk, hogy az ABCB1 3435TT
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csoportban a féléves intravénds kemoterapia alatt Iényegesen tébb volt a szovédmeények
miatti halasztas, mint a 3435CC+CT csoportban (p=0.04). Ld. 6. abra. Ezt az irodalom
szerint alacsonyabb génexpresszidval asszocidlt T allél okozta (3) lassabb gyogyszer-
eliminacioval, emiatt fokozott toxicitassal magyarazzuk. Az ABCB1 3435T/C genotipus
prediktiv értéke jobb volt a harom ABCB1 SNP-n alapuld haplotipus prediktiv értékénél.
Az ABCG?2 polimorfizmusok és a halasztasi idok kdzott nem talaltunk dsszefliggést.

6. adbra: Az intenziv kemoterapias szakasz teljes idétartama az ALL-BFM 95
protokoll alacsony és kdzepes rizikdju 4gan kezelt betegek kozott.
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230 ¢
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210

Line: mean
Box: standard error
Whisker: standard deviation

200 +

190

180 |

Duration of i.v. chemotherapy (days)

170

cC CT TT
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Tovabb vizsgaltuk konkrét szovédmények szerepét a fenti, kissé &ltalanos
Osszefiiggés hatterének tisztazadsa céljabdl. Eloszor a kezelés alatt kialakuld
mieloszuppresszidé és immunszuppresszid kerdését vizsgaltuk. Ezek a leggyakoribb, a
terpia halasztasahoz vezeté6 szovédmények, a kerdésfeltevést tovabba ugyanaz a
megfontolds indokolta, ami a leukémiara valo hajlam kérdését is inspiralta. Az ABCB1
3435TT genotipust betegek lényegesen hosszabban szorultak intravénas antimikrobidlis
kezelésre, mint tarsaik (p=0.03). Az ABCB1 3435T/C genotipus itt is jobb prediktornak
mutatkozott, mint az ABCB1-haplotipus, es az ABCG2 genotipusok kozétt itt sem talaltunk
szignifikans kilonbséget. Az immunszupresszio okaként elsésorban felelésse tett sulyos
granulocytopenia el6fordulédsa érdekes mddon nem kilonbozott az ABCB1 3435T/C
genotipus csoportok kdzott a vincristint, doxorubicint es dexamethasont is kombinacidban
tartalmazo un. reindukcios fazis alatt. Ezeket a jelenségeket az ABCB1-szubsztrat szerek
részben ellentétes hatasaval (a vincristin és doxorubicin gatolja a fehérvérsejt-prekurzorok
0sztodasat, a dexametazon elsésorban a limfocitdkra gyakorolt hatdsa miatt immun-
szupressziv, viszont mobilizélja a granulocytékat a pool-okbdl).

Jelentds géninterakcidra derdlt féeny az ABCB1 és ABCG2 polimorfizmusai kozott,
amikor a kemoterapia alatt jelentkezé toxikus enkefalopatia eléfordulasat vizsgaltuk.
Eredményeink szerint az ABCB1 3435TT genotipus énmagaban is hajlamosit a toxikus
idegrendszeri szovédményekre (p=0.03), az ABCG2 421A allel hordozéasa esetén pedig
hasonld tendenciat (p=0.2) figyeltink meg. A két polimorfizmus egyuttes vizsgalatakor
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azonban oriasi kilonbseg mutatkozott (Ld. 7. abra, OR=10.7, p=0.002 a D és A csoport
kozott), adataink arra utalnak, hogy a két polimorfizmus izolalt hatasa szinte teljesen az
interakcidjuknak tulajdonithatd (az interakcid multiplikativ jelleg sz&mitdsa esetén is
szignifikans!). A vér-agy gaton és mas barriereken egymasra épilé gyogyszer-koncentréacio
gradienst létrehozd, atfedé szubsztrat-spektrummal rendelkezé két transzporter egyttes
funkcidcsokkenése teremtene tehat csak lehetéséget a gyogyszerek sulyos neurotoxikus
hatasanak érvényestuiléséhez.

7. abra: Toxikus enkefalopatia eléforduldsa az ALL-BFM 90 és 95 protokollok
alacsony és kozepes rizikdju 4gan kezelt betegek kozott.

Group A Group B Group C Group D
ABCB{T 3435CIT SIEGAR HER CC+CT &R
ABCGZ421CIA B EE AA+AC AA+AC
M 147 68 42 18

Incidence of
encephalopathy
episodes

Whale intensive

4.58% 5.9% 27 8%

chematherapy period
-induction and reinduction 27% 29% 0% 16.7%
- consolidation phase 14% 2 9% 24% 111%

A metotrexat-kinetikaval kapcsolatban a legmeggy6zébb kilonbsegeket a GGH -
401C/T polimorfizmus kapcsan kaptuk. Ez az enzim egy lizoszomalis hidroldz, mely a
sejtben akkumulalodott poliglutamalt metotrexat molekulakrdl lehasitja a glutamat-
csoportokat, és igy az ABC-transzporterek altal eliminalhatova teszi a gyogyszert. Korabbi
tanulmanyok szerint a -401T allél fokozott génexpresszidval jar (4). A leukémias
gyermekek az altalunk vizsgalt protokollokban 5g/m? metotrexat adagokat kaptak 24 6ras
egyenletes inf(iziéban, mig az osteosarcomas gyermekek 12g/m’-t 4 6ras infazidban. A
gyermekeknél rutinszerii gydgyszerszint-monitorizalds torténik (korhaztol fliggéen 2-4
idépontban). Mindkét betegcsoportban azt tapasztaltuk, hogy az infuzié végén mért
metotrexat plazma cstcskoncentraciok nem kilonboztek a GGH-genotipus alapjan alkotott
csoportokban, ezzel szemben a késéi metotrexat-szintek szignifikdnsan alacsonyabbak
voltak a GGH -401TT csoportban, mint a vad allélt hordozok k6zott (8. abra). Ennek
megfeleléen alakultak az akut gydgyszertoxicitdsi mutatok is a metotrexat-blokkokat
kdvetoen. Osteosarcomasok kozott a -401TT csoportban szignifikansan gyakrabban alakult
ki grade-4 sulyossagt méajkarosodas (p=0.02), ezt a paramétert a leukémidsok kozott nem
lehetett vizsgalni, mivel az 5g/m?/24 6éras dozirozas mellett nagyon ritka volt a sulyos
hepatotoxicitds. Nem volt kulénbség az infekcios epizddok eléforduldsdban a metotrexat
blokkokat kdvetéen a GGH genotipus csoportok kdzott.

A tobbi, metotrexat-kinetikaval 0sszefuiggesbe hozhatdé polimorfizmus kozul az
ABCC3 -211C/T, az ABCC2 3563T/A és az ABCG2 34G/A esetében figyeltink meg
mérsekeltebb kilonbségeket a metotrexat-kinetika vonatkozdsdban. Ezek azonban nem
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voltak konzekvensek a kulldnb6z6 mérési idépontokban illetve a két betegcsoport kozott, és
nem Kisérte 6ket parhuzamos eltérés a gyogyszer-mellékhatasok terén.

8. dbra: Osteosarcomas gyermekek metotrexat plazma koncentréacio értékei 6 oraval
és 48 draval az infuzio kezdete utan. N=308 metotrexat-blokk; p=0.5 illetve p=0.01 a
6 ill. 48 oréas idépontokban.
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Az ALL-esek és osteosarcomasok kezeléseben is kulcs fontossagu antraciklinek
ddzis-limitald mellékhatasa a késdi kardiotoxicitas. Osszegyijtottik a gyogyult betegek
balkamra-funkcios parametereit (median kovetési idé 6.4 ev). A harom ABCB1 és két
ABCG2 polimorfizmus alkotta genotipus csoportokban nem talaltunk kilénbséget az
ejekcids-frakcio értékekben. Mivel a gyermekonkoldgiai kdzpontok jelentés részében nem
torténtek rutin szivultrahang vizsgalatok a 90-es években kezelt gyermekek kdvetése soran,
aritka ABCC1 és ABCC2 allelok szerepe nem volt vizsgalhato.

6) POTENCIALIS HASZNOSITASI LEHETOSEGEK

Gyilnek a bizonyitékok a szakirodalomban, melyek az ABCB1 3435T/C SNP
prognosztikai jelent6ségét tdmasztjak ald leukémiasokban (5,6). Ezen eredmények és az
altalunk észlelt toxicitasbeli kilonbségek alapjan a jobb transzporter-funkcioval jellemzett
3435C allélt hordozé betegek enyhébb mellékhatasokat élnek at a kezelés soran, de
nagyobb aranyban esnek vissza, hosszu tavl gyogyulasi esélyeik rosszabbak, mig a
3435TT genotipusuak forditva. Felvetédik tehat a genotipus alapjan torténé individualizalt
gyogyszeradagolas lehet6sége, mely a gydgyszerhatas és a mellékhatdsok egy idealis
egyenstlyat célozna minden csoportban. Igy elméletileg a talélési eredmények tovéabbi
javulésa, a sulyos mellékhatasok ritkabb jelentkezése volna vérhatd. Hosszas munka van
azonban hatra e cél eléresehez, mivel fontos volna az dsszefliggesek aldtdmasztdsa mas
kdzpontokban tortént megfigyeleésekkel, az ideélis gyogyszerdozirozas meghatarozasahoz
pedig kinetikai vizsgalatokat sziikseges szervezni gyogyszerenként.

Az ABCG2 és GGH polimorfizmusok vonatkozdsédban egyelére nincsenek
prognosztikai adatok, a terdpia kapcsan kialakuld toxicitas genetikai vonatkozasait pedig
mindeddig igen kevéssé vizsgaltak vilagszerte. Vizsgélataink jelentésége tehat csak a
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potenicalisan jelentés génpolimorfizmusok azonositasdban, a figyelem felkeltésében
nyugszik egyelére.

A létrehozott DNS-bankban nagymennyiségti mintat tarolunk betegenként, a mintak
rendelkezésre allnak tovabbi polimorfizmusok vizsgalata, az MGYT-GYOSZ-hoz tartozo
vagy mas kutatd csoportokkal vald egylttmiikddés szamara is.

7) OSSZEFOGLALAS

Az eredeti célkitiizésektol vald eltérésre kényszeriltiink: a blaszt-mintdk gyiijtése
kapcsan jelentkezett akadalyok miatt projektiinkben Iényegesen nagyobb hangsulyt kapott a
csiravonal-génpolimorfizmusok vizsgalata és ezeknek a citosztatikus kezelés mellék-
hatdsaiban jatszott szerepének vizsgélata. A munkét tovabba egészséges veradok és
osteosarcomas gyermekek genomi DNS-ének vizsgalataval egészitettiik Ki.

Munkéank leglenyegesebb eredmeényei és Uj megéallapitasai:

e | étrehoztunk egy nemzetkdzi viszonylatban is kimagasloan nagy mintat magaba foglald
gyermek-ALL-es genomi DNS-bankot.

e Eredményeink szerint az ABCB1 és ABCG2 vizsgalt polimorfizmusai nem jatszanak
jelentds szerepet az ALL kialakulasaban.

e Megallapitottuk, hogy az ABCB1 3435T/C genotipus prediktiv értékkel bir a vizsgalt
kemoterapias protokoll kapcsan kialakul6 immunszuppresszio vonatkozésaban.

e Szinergisztikus géninterakciot fedeztiink fel ket vér-agy gat transzporter, az ABCB1 és az
ABCG2 polimorfizmusai kozott, melyek a citosztatikus szerek kdzponti idegrendszeri
mellekhatésaitol védenek vagy azok kialakulasara hajlamositanak.

e Két betegcsoportban, két kilonbdz6 adagoldsi sema esetében is igazoltuk a GGH
-401C/T polimorfizmus klinikai jelentéséget. A -401TT genotipust betegeknél csokkent
gyorsabb metotrexat-eliminaciot és a szovédmenyek ritkabb el6fordulésat észleltik.

o Karakterizaltuk tovabbi, a metotrexat farmakokinetikdjaban szerepet jatszé6 gének
szerepét.
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