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I. Bevezetés

A gyermekkori malignitdsok tulélése ma mar tobb mint 70 %, a haematologiai
malignitasokban pedig 80-90 %. Ugyanakkor a mai intenziv kemoterapias protokolloknak
szamos korai és késOi mellékhatasa lehet, ami érintheti a gyogyultak szinte minden szervét.
Természetesen ezek a potencialis mellékhatasok érzékenyen befolyasolhatjdk az életmi-
ndséget, a tarsadalomba vald visszailleszkedést. Az elmult évtizedben az 1j kemoterapias
protokollok kidolgozasanal kiemelt szempont lett a protokoll toxicitdsa. Ma mar nem csak
a tulélési eredmények javitdsa, hanem a mellékhatasok elkeriilése és az életmindség is ki-
emelt szempontok.

A daganatos betegségek gyodgyitasanak, tulélésének tovabbi javitasara tobb ut all eldt-
tiink. Részben 1j, daganatspecifikus gyogyszerek, kezelési modok kifejlesztése, mint pl. a
monoklonalis ellenanyag kezelések ill. specifikus immunterapiak. A fejlédés masik lehet-
séges Utja a kezelés individualizalasa azaltal, hogy megkiilonboztetjiik azokat a betegeket,
akik jobban toleraljak a nagy dozist kemoterapiat azoktol, akiknél a szokvanyos adagok
mellett is gyakrabban fordulnak el6 toxikus tiinetek.

A terapias protokollok egyénre szabasahoz sziikséges az individualis toxicitasi profilok
meghatarozasa. A jelenlegi kutatasok a gyermekgyogyaszatban haszndlatos kiilonb6zd
citosztatikus szerek farmakokinetikdjanak jobb megismerésével ill. a hatdsmechanizmus-
ban szerepet jatszo gének polimorfizmusainak vizsgalataval (farmakogenetika) probaljak a
terapids protokollokat hatékonyabba tenni, és az egyénre szabott terapia lehetdségeit meg-
teremteni.

Elsésorban azon génpolimorfizmusok meghatarozasara toreksziink, melyek eldrevetitik a
korai ¢és kés6i szovodmények lehetdségét. Ezen polimorfizmusok ismeretében a maximalis
toleralhatd dozis pontosabb becslésével el lehetne keriilni az életveszélyes akut mellékhata-
sokat, valamint a kemoterapia esetleges késdi szovodményeit. Masrészrél meghatarozhatok
lennének azon betegcsoportok, amelyek a kemoterapiat jobban toleraljak, nagyobb doziso-
kat elviselnek és igy a terapiajuk intenzifikélasaval a talélési esélyeik novelhetdk.

Sajat vizsgélatainkban a tudoméanyos eredmények klinikai hasznosithatosagara helyeztiik
a hangsulyt. Uj, klinikailag fontos prognosztikai faktorokat kerestiink akut limfoid leuké-
midban (ALL) és oszteoszarkomaban (OSC). Uj modszereket igyekeztiink bevezetni a to-
xicitasok kivédésére és kezelésére. Farmakokinetikai és farmakogenetikai vizsgalatainkkal
pedig 1j informaciokat gylijtottiink a kiilonbozé kemoterdpias szerek toxicitdsara és azok
megel6zésére, kezelésére vonatkozolag.

Mindezzel individualizalt, kevésbé toxikus, ugyanakkor hatékony kezelési moédokhoz, pro-
tokoll valtoztatdsokhoz szerettiik volna megteremteni az alapot, hogy a daganatos gyerme-
kek gyogyuldsa mind tokéletesebb legyen és minél tobben valhassanak a felndtt tdrsadalom
teljes jogl tagjaiva.
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I1. Célkitiizések

Uj prognosztikai faktorokat kerestiink gyermekkori ALL-ben és OSC-ban, melyekkel pon-
tosabban megbecsiilhetdk a kezelési eredmények ¢és a talélés.

Kiilonboz6 nagy-dozist metotrexat (HD-MTX) kezelések toxicitasat és farmakokinetikajat
vizsgaltuk, osszefiiggéseket keresve a szérum- és likvorszintek ill. a kezelések eredményes-
sége &s toxicitasa kozott.

Farmakogenetikai vizsgalatokat is végeztiink gyermekkori ALL-ben és OSC-ban, azzal a
céllal, hogy kapcsolatokat talaljunk a kiilonb6z6 kemoterapias szerek altal okozott toxici-
tasok és a potencialisan ezek hatterében szerepet jatszhatd gének polimorfizmusai valamint
bizonyos genetikai eltérések és a kezelések eredményessége kozott.

A kovetkez6 kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Prognosztikai tényez6k vizsgilata gyermekkori akut limfoid leukémidban és
oszteoszarkémaban

a, Gyermekkori ALL-bena8., 15. és 33. terapids napon mért abszolt (normal) limfocitaszam
ill. az indukcids kezelések hossza mutat-e Osszefiiggést a kezelés eredményességével, a
taléléssel és a hagyomanyos, korszertt MRD (minimalis maradék betegség) meghatarozasi
modszerekkel (morfoldgia, flow citometria, PCR)?

b, Milyenek a talélési eredmények és a prognosztikai markerek oszteoszarkomaban a ma-
gyarorszagi betegekben (retrospektiv adatgytjtés alapjan)? Mutatnak-e dsszefiiggést a kii-
16nb6z6 prognosztikai markerek, ugymint a betegség kiterjedése, az életkor, a nem, a muitét
tipusa, a lokalizacid, illetve a diagnozis ideje a kezelés eredményességével?

2. A MTX farmakokinetikaja és toxicitasa gyermekkori malignitisokban

a, Milyen mértékli a HD-MTX kezelések vesekarositd hatdsa kiilonb6zd hidralasi proto-
kollok mellett?

b, Milyen szérum- ¢s likvorszintek érhetdk el kiillonboz6 adagu és tipust HD-MTX kezelé-
sek mellett a magyar betegpopulacioban, ALL-ben?

¢, Milyen farmakokinetikai paraméterek jellemzik a HD-MTX kezeléseket gyermekkori
OSC-ban?

d, Milyen Gsszefiiggések tarhatok fel a kiillonb6z6 dézist HD-MTX kezelések toxicitasa és
a szérum MTX szintjei kozott gyermekkori ALL-ben és OSC-ban?

e, Vannak-e farmakokinetikai vagy toxicitasi kiilonbségek ugyanazon beteg ismételt HD-
MTX kezelései soran (ALL és OSC esetén)?

f, Milyen 0sszefiiggések talalhatok a MTX gydgyszerszintek €s a tulélés kozott OSC-ban?

3. Farmakogenetikai vizsgilatok gyermekkori akut limfoid leukémidaban (ALL) és
oszteoszarkomaban (OSC)

a, Van-e kapcsolat az antraciklinek kardiotoxicitasban potencialisan szerepet jatszo ABCC1
gén polimorfizmusai és a kardiotoxicitas kdzott?

b, Létezik-e asszociacio kiillonbdzé membrantranszporter gének (ABCB1, ABCG2) egyes
polimorfizmusai és az intenziv kemoterapias kezelés alatti akut sz6védmények (fertézések,
sulyos neutropénia, enkefalopatia) kozott ALL-ben?
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¢, Hogyan befolyésoljak az ABCBI és ABCG2 gének polimorfizmusai a tilélést ALL-ben?
d, Van-e Osszefiiggés bizonyos glukokortikoid receptor (GCR) génpolimorfizmusok
(N363S, ER22/23EK, BCL1) és a szteroidok altal okozott akut mellékhatasok kozott ALL-
ben.

e, Milyen 6sszefliggések 1étezhetnek a fent emlitett GCR polimorfizmusok és a talélés ko-
z6tt?

f, Van-e kapcsolat a MTX metabolizmusaban szerepet jatszoé gének (metabolikus enzimek,
membrantranszporterek) egyes polimorfizmusainak a gydgyszerszintekre €és a toxicitasra
ALL-ben?

g, Van-e asszociacio OSC-ban a MTX metabolizmusaban szerepet jatszo gének bizonyos
polimorfizmusainak a MTX farmakokinetikai paramétereire €s toxicitasara?

I11. Betegek, médszerek
II1/1. Prognosztikai tényez6k vizsgalata

I11/1/1. Prognosztikai tényezok vizsgalata gyermekkori ALL-ben

A 2002. december ¢s 2011. junius kdzotti idészakban 6sszesen 133 gyermeket kezeltlink a
Semmelweis Egyetem II. szdmu Gyermekgyogyaszati Klinikajan ALLIC BFM 2002 proto-
koll szerint (47 lany, 85 fi1) (atlagéletkor 6,8 + 4,3 év).

Lehetséges 1j prognosztikai markerként elemeztik a periférids vérben az abszolut
limfocitaszamot (ALC) a 8., 15. és 33. napon, és kiszamoltuk az indukciés kezelés hosszat.

I11/1/2. Prognosztikai faktorok vizsgalata gyermekkori OSC-ban

A Il.sz. Gyermekklinikdan 1987 és 2006 k6zott oszteoszarkomaval kezelt 122 beteg adatait
elemeztiik (atlagéletkor 13,8 + 3,6 év). A betegek kezelése a COSS-86 illetve COSS-96
protokollok standard 4ga szerint tortént.

Vizsgaltuk az altalanos (OS) és eseménymentes (EFS) talélést, valamint a retrospektiv adat-
feldolgozas sordn elemeztiik az adatokat a betegség kiterjedése, az életkor, a nem, a szovet-
tan, a miitét tipusa, a lokalizacid alapjan, illetve a diagnozis ideje szerint.

I11/2. A HD-MTX toxicitasa és farmakokinetikdja gyermekkori ALL-ben és OSC-ban

El6szor egy 4 éves periddusban (1989-1992) 6sszesen 39 beteg 97 MTX kezelésénél ele-
meztiik a vesefunkcidkat. Az elsé 2 évben 24 beteg (10 fia és 14 lany, atlagéletkor 14,2 +
4,1 év) 52 MTX kezelése soran kevésbé intenziv hidralast és alkalizalast alkalmaztunk:
eléhidralast csak akkor végeztiink, ha a vizelet fajstlya 1010 felett volt, ill. a kezelés utani
hidralasban csak akkor alkalmaztunk vénas bikarbonatot, ha a vizelet pH 7 ala csokkent.
Ebben a csoportban 10 oszteoszarkdémas, 9 ALL-s és 5 non-Hodgkin lymphomas (NHL)
gyermek volt.

A masodik két évben minden beteg (11 fiu, 4 lany, atlagéletkor: 11,4+4,6 év, dsszesen 45
MTX kezelés) intenziv elé- és utohidralast kapott (3000 ml/m?/nap) és a vizelet pH-t6l
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figgetleniil folyamatos iv. bikarbonat kezelésben részesiilt (120 mMol/m*/nap). Ebbe a cso-
portba 7 OSC és 8 ALL beteg keriilt. A MTX adagja OSC esetében 12 g/m*/6 6ra, mig ALL
és NHL esetében 5 g/m?/24 6ra volt.

Vizsgaltuk a kezelés eldtt, alatt és utan a szérum elektrolit, vese- és majfunkcios értékeket
ill. MTX szinteket és 24 6ras vizeletgyljtések alapjan szamoltuk ki a kiilonb6z6 vesefunk-
cios paramétereket.

I11/2/2. Betegek, médszerek — MTX farmakokinetika

A HD-MTX farmakokinetikai paramétereit dszesen 153 ALL-s (diagndzis:1998-2010) be-
teg 0sszesen 583 HD-MTX kezelése sordn elemeztiik. Az ALL-BFM 1995-6s és ALLIC
2002-es protokoll standard aga alapjan 5 g/m?/24 6ra dozisu MTX kezelésre 65 gyermeknél
(41 fin és 24 lany) 6sszesen 241 esetben kertilt sor. A gyermekek atlagéletkora 7,2 év volt
(0,5-17,9 év). Az ALLIC 2002-es protokoll kisérleti 4gan 2 g/m?-es MTX kezelést 88 beteg
kapott (50 fiu, 38 leany, atlagéletkoruk 6,1 év (1,0-16,7) 6sszesen 342 alkalommal.

Az OSC-s csoportban 6szesen 98 beteget tudtunk vizsgalni (765 MTX blokk). A betegek
atlagéletkora 13,7 & 3,6 év volt, és a betegek 12 g/m?/4-6 6ra adagban kaptak a MTX-ot.
A szérum/likvor MTX és (7-OH-MTX)-szinteket nagy-nyomasu folyadék kromatografiaval
(HPLC) (2006 elétti mérések), ill. enzim-immunoassay (EIA) mddszerrel (2006 utan) ha-
taroztuk meg. A betegekben a kezelés eldtt és utan (-1. nap - 1 hét) kovettiik a méj- és
vesefunkcids értékeket, a szérum Osszfehérje és a vérkép valtozasait és az esetleges toxikus
tiineteket, mellékhatasokat. Osszefiiggéseket kerestiink a farmakokinetikai paraméterek és
a toxicitasi tiinetek, valamint a tulélés (csak OSC-ben) kozott.

I11/3. Farmakogenetikai vizsgalatok gyermekkori ALL-ben és OSC-ban

Tekintettel arra, hogy a vizsgélatokat az elmult 20 évben, kiilonb6z6 betegpopuldcidkon
¢s kiilonboz6 modszerekkel és lehetdségekkel tudtuk csak vizsgalni, igy a vizsgalt kérdés-
korokben a betegszam, idonként a kezelési protokoll, vagy a rendelkezésre all6 mddszer
kiilénbo6z6 volt.

I11/3/1. Betegek, médszerek — antraciklin kardiotoxicitas ALL-ben

1990 és 2002 kozott 235 antraciklinnel kezelt ALL beteget (126 fiu, 109 ledny) (4tlagéletkor
5,7+ 3,7 év) vontunk be a vizsgalatba. Az atlagos kapott antraciklin 6sszdo6zis 218,4 + 44,1
mg/m? volt. Sziv ultrahang (ECHO) vizsgalatokat végeztiink a diagndzis idején, a kemote-
rapias kezelés befejezésekor (2 év), €s az utolso kovetéses vizsgalat alkalmaval (atlag 6,4
évvel a kezelés befejezése utan). Az ABCCI gén potencialisan a kardiotoxicitas szempont-
jabdl szerepet jatszo 9 SNP-jét vizsgaltuk.

Az ABCCI 1545511401 ,,single base extension” modszerrel SNaPshot Multiplex Kit és ABI
310 segitségével (Applied Biosystems), mig a tobbi ABCC1 SNP-t GenomeLab SNPstream
genotipizald platformmal (Beckman Coulter) hataroztuk meg.

I11/3/2. Betegek, médszerek — immunszuppresszio, ALL

Ebben a tanulmanyban 138 (72 fiu, 66 leany) ALL gyermeket (1-18 év, median életkor 5,0
¢év) vontunk be, akiket az ALL BFM 95 kemoterapias protokollok alacsony és kdzepes ri-
zikdju 4ga szerint kezeltek a 8 hazai gyermek hemato-onkoldgiai centrum valamelyikében
(dg. ideje: 1995-2003).
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Osszegytijtottik az antibiotikus (intenziv vénas, széles spektrumi kezelések) ill.
antimikotikus kezelési napok szamat az indukcio sordn és a reindukcios fazisban, valamint
értekeltiik az intenziv kemoterdpias kezelés hosszat (halasztasok idejét). A sulyos fertd-
zések esetén az intravénas kezelések hosszat vizsgaltuk a betegpopulacié median értéke
mentén (>18 nap) ill. a betegcsoport felsé kvadransa (leghosszabb, legsulyosabb kezelések,
>29 nap) alapjan is. Megvizsgaltuk a sulyos (fvs<2 G/1) leukopénids napok szamat is a ke-
zelések reindukciods szakaszaban.

Az ABCBI 3435C>T, 2677G>T,A és 1236C>T genotipusat miniszekvenaldssal, multiplex
,,single base extension” modszerrel hataroztuk meg, mig az ABCBI genotipusok detektala-
sa ABI 310 Genetic Analyzer késziilékkel tortént.

Az ABCG2 34G>A ¢és 421C>A genotipust Roche Light Cycler segitségével, olvadaspont
analizissel, allél diszkriminacids rendszerrel hatdroztuk meg.

I11/3/3. Betegek, médszerek — enkefalopatia, ALL

A vizsgélat harmadik fazisaban 275 ALL-s gyermek adatait analizaltuk (dg. ideje: 1991-
2005) (median életkor 4,2 év, 1-18 év). Ezen betegek az ALL BFM 90 és az ALL BFM 95
protokoll szerint kapték a kezelést.

Vizsgaltuk az intenziv kemoterapids kezelés ideje alatt a kdzponti idegrendszeri toxicitaso-
kat: enkefalopatia, gorcs, eszméletvesztés, tudatzavar, bénulasok. Elemeztiik a kiilonb6zd
polimorfizmusok hatasat kiilon-kiilon ill. csoportokban az idegrendszeri mellékhatasokra.
Meghataroztuk az el6bb feltiintetett (ABCBI és ABCG2) génpolimorfizmusokat (1. elébb).

I11/3/4. Betegek, modszerek - ABCB1 és ABCG2 polimorfizmusok hatiasa az ALL tul-
élésére

A BFM ALL 90 ¢és ALL 95 protokollal kezelt dsszesen 403 beteg esetén rendelkeztiink
genetikai adatokkal és klinikai (talélés) eredményekkel. Az elemzést 2007-ben végeztiik,
atlagasan 6,5 év kovetési id6 utan.

I11/3/5. Betegek, médszerek - GCR polimorfizmusok elemzése ALL-ben

Ebben a vizsgalatban 346 esetben (207 fiu, 139 leany) gytjtottink DNS-t ALL-s betegek-
bél, akik diagnozisa 1989 és 2004 kozé esett (életkor 1-18 év). Ok a BEM ALL 90 és 95
protokoll szerint kaptak a kezelésiiket az orszag kiilonb6z6 gyermekonkologiai kdzpontjai-
ban. A protokollban az indukcidban 3 hetes, 60 mg/m? prednizolon kezelés szerepel, mig a
reindukcios fazisban (Prot. I1.) 3 hetes dexametazon kezelés van (10 mg/m?).
Osszegytijtottiik a glukokortikoidok lehetséges mellékhatasaira vonatkozo toxicitasi ada-
tokat.

Allél-specifikus PCR segitségével analizaltuk a glucocorticoid receptor (GCR) N363S
génpolimorfizmusat. Az ER22/23EK génpolimorfizmust olvadaspont analizissel hataroztuk
meg (Light Cycler). A BCL1-et RFLP-vel hatdroztuk meg. A polimorfizmus detektalasara
itt is allél specifikus PCR modszert hasznaltunk.

I11/3/6. Betegek, modszerek - MTX farmakogenetikai vizsgalatok ALL-ben
Osszesen 118 betegtdl tudtunk DNS mintat gytijteni (74 fia, 44 leany, atlagéletkor 6,4 év),
a MTX kezelések megegyeztek a korabban leirtakkal (n=463).

8
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A toxicitas elemzéseknél (foleg hematologia, maj-, vesefunkciok) elsdsorban a II1./IV. toxi-
citasi fokozatot vettiik figyelembe. A kezelések utani elsé hét legkiugrobb adatat hasznaltuk
az elemzéshez.

Az irodalom (GWAS) alapjan 14 gént és 63 SNP-t valasztottunk ki, melyek kapcsolat-
ban allhatnak az MTX metabolizmuséaval. A DNS izolalas hematologiai remisszidban le-
vett periférias vérmintakbol tortént, retrospektiv mintagytijtéssel. Az izolaldshoz a QIAmp
DNA Blood Midi Kit-et (Qiagen, Hilden, Germany) hasznaltuk. A genotipizalas Sequenom
iPLEX Gold MassARRAY technologiaval a kanadai (Montréal) McGill University and
Génome Québec Innovation Centre-ben tortént.

I11/3/7. Betegek, médszerek - MTX farmakogenetikai vizsgalatok OSC-ban

A vizsgélatban 62 (32 fit1, 30 ledny) oszteoszarkdémas gyermek (atlagéletkor 13,5 év) MTX
kezelését (n=571) vettiik alapul (a kezelési protokoll a korabbiakban leirtnak megfeleld
volt). Vizsgaltuk a hematoldgiai, maj- és vesetoxicitast a kezelés elott és az azt kdvetd 2
hétben.

A genetikai vizsgalathoz 9 gén (ABCB1, ABCC1, ABCC2, ABCC3, ABCC10, ABCG2, GGH,
SLCI9A1 és SXR) 6sszesen 29 egypontos nukleotid polimorfizmusat tudtuk elemezni.
SLC19A41 80A>G polimorfizmus (rs1051266) és GGH -401C>T promoter-polimorfizmust
periférias vérbdl szeparalt DNS-bél PCR-RFLP segitségével hataroztuk meg.

Az ABCC3 -211C>T (rs4793665) és ABCC3-211C>T vizsgalatahoz Real-Time PCR vizs-
galatot végeztiink TagMan moédszerrel.

Az ABCBI polimorfizmusok, valamint az ABCC2 (rs2273697) genotipizdlasa multiplex
PCR-t koveté multiplex miniszekvenalassal, ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems) késziilékkel tortént. Az ABCG2 gén két polimorfizmusanak vizsgéalatdhoz
LightCycler PCR modszert hasznaltunk. A régi6é amplifikalasat célzé PCR reakciot kove-
téen olvadaspont-analizissel hatdroztuk meg a mintdk genotipusat. A tobbi polimorfizmus
genotipizalasa GenomeLab SNPstream rendszerrel (Beckman Coulter) tortént.

IV. Eredmények, megbeszélés
IV/1. Prognosztikai tényezok vizsgalata

IV/1/1. Az ALC szerepe a kezelés kiilonb6z6 fazisaiban gyermekkori ALL-ben

A 33. napon mért ALC értékek (ALC33) szignifikdns Osszefliggéseket mutattak a betegek
talélésével. A 350 sejt/ul és 500 sejt/ul hatarértéket vizsgalva, azt taldltuk, hogy a hatarér-
tékeknél magasabb értékeket mutatd gyermekek tulélése szignifikansan jobbnak bizonyult
(OS ¢és EFS is; p<0,001).

Amennyiben hatarértéknek az 1000 sejt/ul-t vagy az 1500 sejt/pl-t tekintettiik, akkor mar
nem kaptunk szignifikdns 0sszefiiggést. Multivariacios Cox analizissel is a 33. napi ALC a
350 sejt/ul-t hatarértéknek véve szignifikdns prognosztikai faktornak bizonyult.

A kapott eredmény kiilondsen a 33. napon MRD negativ, az MR 4gon kezeltek és a 10 év
felettiek esetében volt szignifikans. Osszefoglalva tehat, az ALC 33. napi értéke (cut-off
350-500/ul) a gyermekkori ALL kifejezett prognosztikai faktora, mely a korabban ismert és
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a protokollok besorolasanal alkalmazott prognosztikai tényezokhoz (pl. életkor, genetika,
terapids valasz) hasonl6 erejii prediktiv értékkel bir.

Megallapitottuk tovabb, hogy az intenziv indukcids kezelés elsé 33 napjanak >5 napos
csuszasa ¢és az egész indukcid (64 nap) >8 nap cstszdsa a HR betegek korében az OS-t
szignifansan befolyasolta, vagyis a kevésbé intenziv kezelést kapottak (hosszabb indukcids
szakasz) tulélése roszabb volt.

IV/1/2. Prognosztikai tényezok vizsgalata gyermekkori OSC-ben

A tlélési adatok elemzése soran betegeinkben az 5 éves OS 68 %, mig az EFS 61,5 % volt.
Az attét nélkiili betegesoportban a tlélés szignifikdnsan jobb volt (OS 79 %, EFS 77 %),
mint a korai vagy késdi attéteket mutatd esetekben (p=0,0002). Azon betegek, akiknél a
daganatot nem lehetett eltavolitani valamennyien meghaltak. Az eseménymentes talélés
amputécio esetében 57 %, végtagmegtartdé miitét esetén 68 % volt (p=nsz).

A neoadjuvans kemoterapidra jol reagalo betegcsoport esetén az EFS 77 % volt, mig a rosz-
szul reagald betegeké 50 % (p=0,0182).

A fiatalabb gyermekek gyogyulési eredményei szignifikansan jobbak voltak. Az EFS a 14 év
alattiakban 74,1 %, ugyanakkor a 14 évesnél idésebb gyermekek esetében 48,4 % (p=0,0085).
A primer daganat kiindulasi helye alapjan azt talaltuk, hogy a torzsi lokalizacidju tumorok-
nak rossz a prognozisa, az EFS 22,5 % (p=0,01). Az als¢ vagy a fels6 végtagon elhelyezke-
d6 tumorok esetében viszont nem volt kiilonbség a talélésben.

Nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a fitk ¢és a lanyok talélésében valamint a kiilonboz6
szOvettani altipusok tekintetében sem.

Sajat adatainkat 6sszefoglalva elmondhatjuk, hogy ma Magyarorszagon az oszteoszarkomas
betegek kétharmada tartdsan meggydgyithato intenziv kemoterapia és radikalis miitét se-
gitségével. Az esetek nagy részében az érintett végtag is megtarthato, és igy a betegek élet-
mindségében jelentds javulast lehet elérni. Nagyon rossz azon betegek prognoézisa, akiknél
primeren tiidé metasztazis vagy multiplex csont attét igazolhatd, illetve akiknél a radikalis
tumor eltdvolitds nem kivitelezhetd. Nincs szignifikans kiilonbség a talélésben a nem, a
szovettani altipus, a diagnozis felallitasanak ideje, az alkalmazott protokoll, illetve a muitét
tipusa szerint. Ugyanakkor a 14 év alatti, attét nélkiili, végtagi elhelyezkedésti OSC betegek
tulélése eléri a 80%-ot.

IV/2. MTX farmakokinetikai és toxicitasi vizsgalatok

IV/2/1. AHD-MTX vesetoxicitasa Kiilonb6z6 hidralasi protokollok mellett

Az els6, korai vesekarosodas vizsgalat sordn, HD-MTX kezelésnél a kevésbé intenziv hid-
ralasi ajanlas mellett (1. csoport) szignifikans proteinuriat észleltiink a kezelés utani 1. és 2.
0,38 £ 0,06 és 0,39 + 0,11 g/m*nap). Az esetek 50 %-a (26/52) és 54 %-a (28/52) a kezelés
utani 1. és 2. napon >0,2 g/m*nap emelkedést mutatott a fehérjeiiritésben. A glomerularis
filtracios rata (GRF) atlaga nem valtozott e kezelés hatasara, de a betegek 17 %-aban (9/52)
a GFR >20 ml/min/1,73 m?-es cs6kkenése volt megfigyelheté. A Ca kivalasztas a betegek
43-48 %-aban emelkedett a MTX infuzidk utan. Az egyéb vizsgalt tubularis paraméterek-
ben nem talaltunk szamottevo eltéréseket (nem kdzolt adatok).
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Az intenziv hidralas és alkalizalas bevezetésével a MTX vesekarositd hatasa jelentésen
csokkent (2. csoport). A fehérjetirités a kezelés el6tt 0,03 + 0,02 g/m?/nap, mig a kezelés
utani 1. és 2. napon: 0,05 +0,03 és 0,08 = 0,05 g/m*/nap volt (p<0,05 1. vs. 2. csoport). A
betegek kozel egyotddében (8/45) észleltiink csak szignifikans proteinuriat a MTX kezelé-
sek utan.

IV/2/2a. AMTX farmakokinetikaja és toxicitasa gyermekkori ALL-ben.

A MTX farmakokinetikai adatainak elemzésekor a gydgyszer eliminacidja jelentds inter- és
intraindividualis kiilonbségeket mutatott. Ugyanakkor megéllapithatd volt, hogy a szérum
MTX ¢és 7-OH-MTX szintek mindegyik vizsgalt id6pontban (24, 36, 48. 6ra) szignifikansan
magasabbak voltak az 5 g/m?/24 6ra dozist (MTX5) kapott gyermekek HD-MTX kezelései
soran mint a 2 g/m?/24 6ra adagot (MTX2) kapottak esetén.

Az alacsonyabb dozisu (2 g/m?) kezelések esetén a MTX szérumszintek nemesak, hogy
alacsonyabbak voltak, de a 24. 6raban mért értékek csak az esetek 32,3 %-aban érték el az
optimalis terapias szintnek tekintett 30 pmol/l koncentracidt, mig 5 g/m? esetén ez az arany
76,2 % volt (p<0,0001). A legalacsonyabb, 10 umol/l abszolut hatart, amely még hatékony-
nak tekinthet6 a 24. oraban, a 2 g/m?* dozist kezeléseket kovetden 9,9 %-ban, mig 5 g/m?
esetén csak az esetek 1,67 %-aban nem lehetett elérni (p=0,0007). Ezzel szemben azonban
az 5 g/m? dozisu kezelések 17,6 %-aban a MTX a 24. 6raban meghaladta a toxikus 100
umol/1 értéket, mig ez az arany a 2 g/m? adagnal csupan 1,2 % volt (p<0,0001).

A 14 ¢év feletti korosztalyban magasabb volt a MTX szintje a szérumban a 24., 36., 48. 6ra-
ban, mint a 6 évnél fiatalabbakban. A kiilonbség a 48. 6raban szignifikdnsnak bizonyult 5 g/
m? és 2 g/m? esetén is (p=0,0013 és p=0,0021).

Elhuz6do MTX eliminaciot (48 6ras MTX > 0,5 pmol/l) az iddsebbek 63 % ill. 21,7 %-aban
(5 gill. 2 g), mig a 6 év alattiak 31,2 %-aban ill. 7,6 %-aban tapasztaltunk (p<0,05).

A szérumszintekben tapasztalhatd kiilonbségeknek megfelelden, szignifikdns kiilonb-
séget talaltunk a két kiillonbozd dozis esetén a 24. ordban levett likvor MTX-szintekben
(p<0,0001). A likvor MTX szintek medidnja 1,7 umol/l (95% CI: 1,41-2,09) volt az
5 g/m? adagnal és 0,62 pumol/l (95% CI 0,59-0,88) a 2 g/m* adagnal, jelentds intra- és
interperszonalis kiilonbségek mellett. A 24 6ras szérum ¢€s likvor MTX szintek kdzott mind-
két dozis mellett szignifikans korrelaciéo mutatkozott.

nya nem kiilonbozott a kiillonb6zé MTX adagoknal. Ha a likvor MTX szinteket a szérum
szintekhez hasonlitottuk (szérumszint %-aban), akkor nem talaltunk szignifikdns kiilonbsé-
get a két dozis kozott. A median érték 5 g/m? adagnal 0,023 (95% CI: 0,017-0,025) (vagyis
2,3 %), mig 2 g/m? esetén 0,028 (95% CI: 0,024-0,03) (vagyis 2,8 %) volt.

Toxicitas: Hematolégiai toxicitasban nem volt kiilonbség a két MTX dozis kozott a keze-
1ések utdni elsd 2 napon. Ugyanakkor egy hét elteltével (kezelés 7. napja) szignifikdnsan
tobb GrlIl/IV leukopénia fordult el az 5 g/m? dozis esetén (57/155 eset 36,8 % vs 41/265
eset 15,5 %, p<0,0001). A Hb érték is magasabb volt egy hét elteltével a kisebb MTX dozis
mellett (112+14,1 vs 99,6+17,0 p<0,05).

Az esetek kb. felében a szérum dsszfehérje értékek szignifikdnsan lecsdkkentek a MTX
kezelést kovetd els6 vagy masodik napra (80/177 45,2 % 5 g/m? esetén és 189/283 66,8
% 2 g/m? esetén). Az atlagértékek 1 hét elteltével jorészt visszakeriiltek a normalis tarto-
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manyba, de az 5 g/m>-t kapott gyermekek esetében valamivel tobb esetben maradt meg a
hipoproteinémia, mint a 2g/m?-t kapottak kozott (14,8 vs 8,7 %) (p= nsz).

A kezelés utani 1-7. napon az 5 g/m? dozisu kezelések esetén magasabb aranyban alakult ki
valamilyen hepatotoxicitas (GPT, GGT vagy sebi emelkedés) (22/178 eset 12,4 % vs 15/283
eset 5,3 %) (p=0,006). Az emelkedett majfunkcios érték a kezelés utan 1 héttel is emelkedett
volt mindkét csoportban, de itt a kiilonbség mar nem volt szignifikans (17,6 % és 13,5 %).

A vesefunkcios érték (kreatinin) csak néhany esetben volt emelkedett, és nem volt kiilonb-
ség a kiilonboz6 MTX adagot kapottak kozott.

A szérum MTX koncentracid és a hematoldgiai paraméterek vagy szérum kreatinin,
Osszfehérje, bilirubin, GPT szintek kozott szignifikans dsszefiiggés nem allt fenn.
Ugyanakkor az 5 g/m? adag esetén a 24. 6raban mért 7-OH-MTX koncentracio és a szérum
kreatinin szint emelkedés kozott szignifikans 0sszefiiggés mutatkozott.

Hasonlé modon 2 g/m?> MTX adagnal, azon betegekben, akiknél a MTX kezelés utani elsé
héten (1-7. nap) valamilyen hepatotoxicitas (0sszesitett adatok) alakult ki, a gorbe alatti
tertilet (AUCMTX) szignifikdnsan emelkedettebb volt (p=0,005).

Megvizsgaltuk, hogyan valtozik ugyanazon gyermek MTX szérumszintje az ismételten
kapott kezelések soran. Az 1., 2., 3. és 4. kezelés utan mért 24., 36., 48. éras MTX és 7-OH-
MTX értékeket 6sszehasonlitva azonban hasonld koncentraciokat mértiink az 5 g/m>-es és
a2 g/m*-es dozisok esetén is.

IV/2/2b. MTX farmakokinetikai vizsgalatok gyermekkori OSC-ban

A farmakokinetikai paraméterekben nem volt kiilonbség a nemek, az ¢életkor, a szovettani
valasz és a metasztazis megléte szempontjabal.

A magas rizikdju csoportban (HR) alacsonyabb volt a 48 6ras gorbe alatti teriilet (p=0,0018)
¢és magasabb volt a MTX clearance (p=0,0001) a masik két rizikdcsoporthoz képest.
Toxicitas: A kezelést kovetden a majfunkcids értékek szignifikansan emelkedtek, a szérum
Osszfehérje jelentdsen csokkent a kezelés hatdsara (p<0,05). A vesefunkcios értékek atlaga-
ban nem kovetkezett be szignifikans eltérés.

Azokban a betegekben, akikben az atlagos MTX csticskoncentracié 1000 pmol/l felett volt,
gyakoribb volt a III-IV fokt majtoxicitas (GPT), mint azokban a betegekben, akikben a
csucskoncentraciok atlaga nem érte el ezt az értéket (p=0,002).

Azokban a betegekben, akikben a GPT szintek atlaga a III. vagy IV. foku toxicitasi kate-
goriaba esett, magasabb volt a MTX csticskoncentracio (1183,8 pmol/l vs 999,1 umol/l,
p<0,0000001). Tovabba ezekben az esetekben jelentdsen nagyobb volt a 48 6ras koncent-
racio-idé gorbe alatti teriilet (14425,2 pmol/I*h vs 12259,2 pumol/I*h, p<0,0000001), és
kisebb a MTX clearance (median 1,29 kg*1*h/ umol vs 1,47 kg*1*h/ pmol, p<0,00005),
mint az enyhén toxikus vagy normal méjfunkcids értékek esetén.

A bilirubin-szintek esetében hasonldé eredményeket kaptunk: a toxikus esetekben (grade
I-IV)) szignifikdnsan magasabb volt a cstucskoncentracido %-aban megadott 24 oOrés
(p=0,026), a 48 6ras MTX-szint (p=0,0007), a gorbe alatti teriilet (p<0,00001), és a felezési
1d6 (p=0,022), valamint alacsonyabb volt a MTX clearance, mint a nem toxikus esetekben
(p=0,0001).

A vesetoxicitast vizsgalva az emelkedett szérum kreatinint (>100 pmol/l) értékeket mutato be-
tegekben magasabb 24 6ras MTX szinteket mértiink (3,74 pmol/l vs 2,2 umol/l, p<0,0000001).
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A csontveld toxicitas eléfordulasa dsszefliggést mutatott a magasabb 24 dras MTX szintek-
kel (mielotoxikus betegcsoport atlaga: 2,4 pmol/l vs nem mielotoxikus betegcsoport atlaga:
2,1 pmol/l, p=0,0004) és a magasabb 48 6ras MTX szérum szintekkel (mielotoxikus beteg-
csoport atlaga: 0,44 pmol/l vs nem mielotoxikus betegcsoport atlaga: 0,38 pmol/l, p=0,001)
Az ismételt MTX kezelések soran az a tendencia volt megfigyelhetd, hogy a kezelés
elérealadtaval a majtoxicitas inkabb csokkent, a III-IV.foku toxikus esetek szdzalékos ara-
nya csokkend (de nem szignifikdns) tendenciat mutatott a blokkok elére haladtaval.
Ismétlddo kezeléseknél a vesetoxicitas a kezelés eldre haladtaval gyakoribb lett, azonban
igy is szinte minden blokkban 10% alatt maradt (p=nsz.).

Farmakokinetikai paraméterek és tilélés

A 24 6ras és a 48 oras MTX szérumszint szignifikans korrelaciot mutatott az eseménymen-
tes (p=0,0037 ill. p=0,047) és az altalanos tuléléssel (p=0,02 ill. p=0,008) is. A nagyobb
MTX koncentracidt mutatd betegek tulélése volt jobb.

A MTX csucskoncentracié ugyanakkor nem befolydsolta a talélést (>1000 pumol/l vs <1000
pmol/l, p=0,06 EFS esetén és p=0,45 OS esetén).

A doézisintenzitds és az eseménymentes tulélés kozotti Osszefliggés p-értéke éppen a
szignifikanciahataron volt (p=0,05), magasabb dozisintenzitas jobb EFS értékkel jart egyiitt,
de OS tekintetében ez az 0sszefiiggés mar nem allt fenn (p=0,217).

Osszefoglalva, sajat eredményeink alapjan megallapithat6, hogy magasabb MTX szérum-
szinteknél €s elhuzodo kivalasztasnal fokozott a maj-, csontveld- (€s vese-) toxicitas fellé-
pésének a veszélye, de jobb a betegek gyodgyulési aranya. Eredményeink alapjan a MTX
AUC meghatarozasa ¢s a MTX egyéb farmakokinetikai paramétereinek figyelembe vétele
fontos kiegészitdje lehet az oszteoszarkdmas betegek rizikd besorolasanal.

IV/3. Farmakogenetikai vizsgalatok

IV/3/1. Cardiotoxicitis ALL-ben

A kemoterapia befejezése utdn mért utols6 kovetési idédpontnal a szivUH vizsgalatnal az
ABCC1 rs246221 TC/TT genotipust betegeknek alacsonyabb volt a linearis ejekcios frak-
ci6 (linEF) értéke (38,4% ¢és 38,5%), mint a CC genotipusuaknak (40,7%, p=0,027).

Az 1s3743527TT genotipusu betegeknél a kezelés befejezésekor mért pumpafunkcio6 szig-
nifikdnsan alacsonyabb volt (34,0%), mint a CC (39,5%) ¢és CT (39,3 %) genotipust be-
tegeknél (p=0,001). Hasonld tendenciat figyeltiink meg az utolsé szivultrahang mérés (a
diagnozistol atlag 6,6 + 2,7 év) alapjan szamolt FS értékeknél is. Az rs3743527TT geno-
tipust betegek utolso kovetési iddpontjanal mért FS 35,3%, a heterozigdtaké 38,9% a CC
homozigotaké 38,7% volt, de ez a kiilonbség nem volt szignifikans.

Vizsgéltuk az eldbb emlitett két SNP genotipus kombinacioinak a hatésat is. Osszehasonli-
tottuk az rs3743527TT ¢és rs246221TC vagy rs246221TT genotipusu egyének (TT-TC/TT
2. csoport) linEF értékét az 6sszes tobbi genotipus-kombinacioval (1. csoport). A diagnézis
idején nem volt kiilonbség a csoportok kozott. A kezelés befejezésekor viszont a TT-TC/
TT genotipus-kombinécioju gyermekeknek szignifikdnsan alacsonyabb volt az FS értékiik
(34,0%), mint a tobbieknek (39,4%) (p=0,001).
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IV/3/2. Immunszuppressziv hatas ALL-ben

Az ABCBI1 3435TT genotipust hordozdok esetében az intenziv kemoterapia alatt tobb st-
lyos infekcids szovédményt észleltiink (TT: 67 % vs CC+CT: 46 % p=0,035) ill. az intenziv
(hosszt antibiotikus kezelés, felsd kvadrans) antibiotikus kezelést igényld betegek szama
nagyobb volt (TT: 44 % vs CC+CT: 21 % p=0,009).

A kemoterapids kezelések hossza, vagyis a terdpias csuszasok idétartama is nagyobb volt a
TT genotipus esetén (200 + 18 nap vs 212 + 20 nap, p=0,03).

Az ABCG2 421C>A genotipus tekintetében nem volt kiilonbség az immunszuppressziv ha-
tasban.

1V/3/3. Enkefalopatia ALL-ben

ALL-es betegeink esetében az ABCB1 transzporter 3435TT genotipus csoportban na-
gyobb aranyban fordult elé akut enkefalopatia (10,5 %), mint a 3435CC+CT hordozokban
(4,2 %) (multivarians analizis: OR=3,5; CI 95% 1,2-10,7; p=0,03).

Elkiilonithetd volt egy veszélyeztetett betegcsoport, ha az ABCBI 3435TT genotipust
kombinalva vizsgaltuk az ABCG2 421AA/AC genotipussal (27,8 % klinikai tiinet vs 4,7
%) (multivarians analizis: OR=10,0; CI 95% 2,5-40,0; p=0,001).

Mindezek alapjan megallapithato, hogy bizonyos génpolimorfizmusok kombinacidjaval
meghatarozhat6 egy olyan kis betegcsoport (ABCBI 3435TT+ABCG2 421AA+AC), ahol a
toxikus komplikéciok megjelenésének esélye kiillondsen nagy.

IV/3/4. ABCBI1 és ABCG2 génpolimorfizmusok és a gyermekkori ALL talélése.

Az ABCBI1 3435T>C genotipus csoportok eseménymentes tilélésében szignifikans kii-
16nbséget talaltunk. A CC genotipust hordozok tulélése szignifikansabb rosszabb volt a CT
vagy TT csoportokhoz képest (p=0,026).

Nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a talélés vonatkozasaban az ABCB1-haplotipusok
(TTT homozigota vs egyéb) ill. az ABCG2 genotipus csoportok kozott.

Eredményeinket Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy hasonléan az irodalmi adatok
tobbségével, az ABCBI 3435T>C ¢és az ABCG2 421C>A polimorfizmusok valoszintileg
funkcionalis jelentdségiick. Mindezek alapjan erdsen felvetddik, hogy a jovében az ABC
polimorfizmusok (talan a leginkabb az ABCB1) hasznosithatok lesznek a kemoterapia in-
dividualizalasara.

IV/3/5. Szteroid receptor polimorfizmusok szerepe a szteroidok hatasaban és mellék-
hatasaiban gyermekkori ALL-ben

A GCR N363S esetében a ritka allélt hordozdkban szignifikdnsan tobb sulyos mdjtoxicitdst
észleltlink. A ritka allélt hordozdkban 10/32 esetben, mig a tobbiekben 35/314 esetben lehe-
tett Grade ITI/TV. hepatotoxicitast kimutatni (31,3 % vs 11,2 %, p=0,004, OR=3,6; CI-95%:
1,586-8,277).

Koros hiperglikémia vagy glukdzuria szintén gyakrabban fordult el ritka allél esetén, 6/32
ill. 8/314 esetben (18,8 vs 3,8 %, p=0,001, OR=8,8, CI-95%: 2,847-27,372.

Nem taldltunk korrelaciot viszont az enkefalopatia (6,3 vs. 8,6 %, p=1,0), vagy a hipertonia
(28,1 vs. 18,2 %, p=0,171) eléfordulasi gyakorisaga és a vizsgalt génpolimorfizmus kozott.
Szintén nem volt 0sszefiiggés pancreatitis, szemészeti ill. csontelvaltozasok tekintetében.
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A szteroid kezelés terdpids hatasat vizsgalva azt talaltuk, hogy a varians allélt hordozok-
ban minden esetben (32/32) j6 terapids valaszt kaptunk (periférias blaszt szdm <1 G/1), mig
a vad allélt hordozdkban csak 288/314 esetben (91,7%) (p=nsz).

A 363S/1220G genotipussal rendelkezék korében az 5-éves eseménymentes tulélés szigni-
fikansan jobbnak mutatkozott (p=0,012) a nem hordozokhoz képest (5 év EFS 92 % vs 72
%). Hasonl6 értékeket kaptunk az altalanos tulélés tekintetében is (5 év OS 100 % vs

78 %, p=0,013).

Az ER22/23EK polimorfizmust ¢s a BCL1 polimorfizmust vizsgalva nem talaltunk szig-
nifikans 0sszefliggéseket sem a kiilonbozo toxicitasi paraméterekkel, sem a ttléléssel.
Osszefoglaldsként megallapithatjuk, hogy a GCR N363S polimorfizmus fennallasa esetén
szignifikdnsan tobb szteroid toxicitassal kell szamolni, ugyanakkor a terapias valasz jobb-
nak tlinik és igy potencialisan jobb tuléléssel jarhat egyiitt gyermekkori ALL-ben. Ezen
Osszefiiggéseket elsdként mutattuk ki az irodalomban.

IV/3/6. AMTX és a 7-OH-MTX szintek, valamint a toxicitasi paraméterek osszefiiggé-
sei a genetikai valtozékkal ALL-ben

A2 g/m*> MTX dozis esetén, az rs4948496 (ARIDS5B) szignifikans dsszefliggést mutatott
a MTX szérumszintekkel (p=0,011). A CC genotipus esetén magasabb MTX szérumszin-
teket mértiink, mint a CT vagy TT genotipus esetén. Ugyanebben a betegcsoportban, akik
az 1s4948496 CT+TT genotipussal rendelkeztek, az rs4149056 (SLCO1B]) is szignifikans
Osszefiiggést mutatott az MTX szintekkel (p<0,001). Az rs4149056 TT genotipus esetén
alacsonyabb volt a szérum MTX szint, mint a CT+CC genotipust hordozdkban.

Mindkét MTX dozis esetén az rs4948502 (ARID5B) szignifikans 0sszefiiggést mutatott a
7-OH-MTX szintekkel is (p=0,015 és p<0,001). Az rs4948502 (ARID5B) mindkét dozis
e.:.setén szignifikans Gsszefliggést mutatott a gdrbe alatti tertilettel (AUC, ;.. ) (p<0,001).
Osszefoglalva, az irodalomban elsdként mutattuk ki, hogy az ARID5B gén polimorfizmu-
sai koziil kettd (rs4948502, rs4948496) szignifikans 6sszefiiggést mutat a szérum MTX ¢és
7-OH-MTX szintekkel.

Az 5 g/m?> MTX-ot kapott betegekben szignifikins Osszefiiggés mutatkozott a kiala-
kult hepatotoxicitas (emelkedett Sebi) és az rs7499 (SLC19A41, p=0,003) valamint az
154948502 (ARIDSB, p=0,007) kozott. Azokban az esetben (n=13), ha a beteg az rs7499
AA ¢és az 154948502 TT genotipussal rendelkezett, kdrosan magas bilirubin szintet nem
regisztraltunk. Az egyéb hepatotoxicitasi paraméterek (GPT, yGT) nem mutattak sszefiig-
gést a vizsgalt valtozokkal.

Eredményeink alapjan tehat, elséként irtuk le, hogy az ARID5B gén rs4948502 ¢és az
SLCI9A1 gén rs7499 polimorfizmusa korrelaciot mutat a MTX kezelést kovetd majkaro-
sodassal.

A CART elemzés a nagyobb MTX dozis esetén szignifikdns Osszefliggést mutatott az
154149183 (SLC22A48) ¢s a 7. napon fellépd nefrotoxicitas (szérum kreatinin emelke-
dés) kozott. A CC genotipussal rendelkezd betegekben szignifikdnsan gyakrabban alakult ki
nefrotoxicitas, mint a CT+TT genotipussal rendelkezékben (25% vs 1%, p=0,001).

Az 1-7. napon fellépd hipoproteinémia (szérum 6sszfehérje szint <60 g/dl) 14,8 %-ban (5
g/m?) és 8,7 %-ban (2 g/m?) fordult el6 (p=nsz). Szignifikans dsszefiiggés mutatkozott a ki-
sebb MTX dozist kapottak csoportjaban a 7. napon fellépd hipoproteinémia és az rs4948487
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(ARID5B, p=0,004) valamint az rs1076991 (MTHFD1, p<0,001) kozott. Gyakrabban re-
gisztraltunk hipoproteinémiat az rs4948487 A A genotipussal (24 % vs 4 %) és azrs1076991
GG genotipussal rendelkez6 (23 % vs 5 %) betegek esetén (2 g/m?> MTX dozisok esetén).

IV/3/7. Farmakogenetikai vizsgalatok gyermekkori OSC-ban

A 48 orés szérum MTX szint értékek szignifikansan alacsonyabbak voltak a GGH-401 TT
genotipusu betegeknél, mint a C allélt hordoz6 beteg csoportban (p= 0,016),

Az SLC19A1 80G>A polimorfizmusok és a 48 6ras MTX szintek kozott nem talaltunk
szignifikans kiilonbséget (p=0,53).

A sulyos akut majkarosodas (Gr III-1V) el6fordulasa ritkabb volt a GGH -401TT csoport-
ban, mint a C allélt hordozokban (p=0,00061), és gyakoribb az SLC1941 80AA homozigdta
betegeknél, mint a G allélt hordozdknal (p=0,00245). A kiilonbség még kifejezettebb volt az
SLC19A41 80AA és a GGH-401CC/CT kombinacioja esetén (p=0,00014).

Eredményeink elsé csoportjat dsszefoglalva megallapithatjuk, hogy a GGH -401TT geno-
tipusu betegekben a MTX-elimindcidja gyorsabb ¢és a sulyos mellékhatasok el6fordulasa
ritkabb, mint a -401CC/CT genotipust hordozoknal. Az SLC1941 80AA genotipusu ese-
tekben a stlyos mellékhatasok eléfordulasa gyakoribb volt. A legkifejezettebb toxicitast az
SLCI9A41 80AA ¢és a GGH -401CC/CT kombinacioja mellett észleltiik, vagyis azokban az
esetekben, ahol a toxikus hatdsokért felelés SLC1941 80A allél van jelen és ugyanakkor
hianyzik a GGH -401TT genotipus, mely csokkent toxicitassal és bizonyos ,,védd” hatassal
hozhat6 6sszefiiggésbe. Mindezek alapjan az SLC19A41-nek a MTX kinetika kezdeti fazisa-
ban lehet szerepe, mig a GGH-nak az Un. celluléris eliminacios fazisban.

Bayes-i elemzés soran egyvaltozés BMLA mddszerrel elemeztiik, hogy a 29 SNP milyen
hatassal van a farmakokinetikai tényezdékre €s a toxicitdsra (a poszteriori valoszinliség).
AMTX cstcskoncentraciot nagy valoszintiséggel befolyasolja az ABCB1 1s9282564 (0,7),
az ABCC3 154793665 (0,6), SXR rs3814058 (0,58). A gorbe alatti teriiletet befolyasolhatja
az ABCBI 1s9282564 (0,47), ABCC3 134793665 (0,31), GGH 1s3758149 (0,45) és az SXR
rs3814058 (0,38). A majkarosodasra az ABCCI rs246219 (0,6), mig a csontvelé karoso-
dasara az ABCC2 rs717620 (0,56) polimorfizmus bir hatassal.

A tobb célvaltozos BMLA elemzésiinkben a célvaltozohalmaz (MTX farmakokinetikai és
toxicitdsi adatok) Osszes lehetséges kapcsolatrendszere és a magyarazd valtozok (életkor,
nem, dozis, infiizi6 hossza és a 29 SNP) minden lehetséges kapcsolatrendszere mellett meg-
vizsgaltuk, hogy mely valtozok relevansak a célvaltozok szempontjabol.

Az ABCBI 1s928256 (0,6) SNP, melynek az egyvaltozds elemzésben is kimutathaté haté-
sa volt a gorbe alatti teriiletre és a csticskoncentraciora, a tobb célvaltozds elemzésben is
befolydsold tényezdnek mutatkozott ezen paraméterekre. Tovabbi hatdsként kimutattuk az
ABCC3 154793665 (0,48) ¢és a GGH rs3758149 (0,41) variansok hatdsat a gorbe alatti te-
riiletre (hasonldan az egyvaltozos elemzésben kapott adatokhoz). Hatdsosnak talaltuk még
az SXR rs3814058 (0,44) SNP-t, mely egyvaltozos BMLA modszerrel a farmakokinetikai
adatokkal, mig egyvaltozds asszociacidos modszerrel pedig a toxicitas megjelenésével mu-
tatott Osszefliggést.
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V. Osszefoglalas és eredményeink klinikai hasznositisa

Vizsgalatainkban feltérképeztiik hazai ALL-s betegekben a kordbban mar ismert és lehet-
séges U1j prognosztikai faktorok szerepét. Az intenziv kezelés végén (33. nap) mért abszolut
limfocitaszdm (ALC) egy potencialis 1j prognosztikai faktor, mely egyszertien megjosol-
hatja a betegség kimenetelét.

Az intenziv kemoterapias kezelés hossza (a kezelés intenzitasa) is fontos lehet bizonyos be-
tegcsoportokban, bar az egyértelmii kdvetkeztetések levonasahoz még tovabbi adatgytjtés
sziikséges.

Az OSC tulélésének javitdsa szempontjabol dontd jelentdésége van a korai diagnézisnak,
mert ezzel lehet a primeren metasztatikus esetek szamat csokkenteni (mely esetek tulélése
lényeges rosszabb). Eredményeink alapjan a korszerti végtagmegtartd ortopédiai mutétek
legalabb olyan hatékonyak, mint a korabbi végtag amputaciok. Tovabba megfigyeltiik, hogy
az OSC-s betegek diagnéziskori életkorat is figyelembe lehetne venni az oszteoszarkdmas
betegek riziké besorolasanal (a fiatalabb gyermekeknek jobb a prognoézisa).

Kutatédsaink alapjan a gyermekkori kemoterapias kezelések hatékonysaga és veszélyei, to-
xicitasa vonatkozasdban is sok fontos, 1j informaciot nyertiink.

Uj informéciokat szereztink a MTX farmakokinetikajarél, kiemelve pl. a bomlastermék
7-OH MTX fontos szerepét.

Kiilonbozo statisztikai mddszereket felhasznalva 1) dsszefiiggéseket tartunk fel a kemote-
rapias kezelések alatt fellépd mellékhatasok hatterében allé bizonyos genetikai tényezdkkel
kapcsolatban és 0j assziciaciokat irtunk le a MTX kiilonb6z6 farmakokinetikai paraméterei
¢és az ezek hatterében potencidlisan szerepet jatszé farmakogenetikai eltérések kozott gyer-
mekkori akut limfoblasztos leukémiaban és oszteoszarkdmaban.

Eredményeink alapjan a gyermekek kezelésében tobb valtoztatast is bevezettiink.
Rendszeresen vizsgaljuk ALL-ben az intenziv kezelés soran az abszolut limfocita szamot,
mint a kezelés hatékonysaganak egy potencialis j markerét.

Minden gyermek ma mar intenziv hidralast és alkalizalast kap nagy-adagi MTX kezelés
sordn, hogy a potencidlis vesefunkcid karosodast megelézziik.

Amennyiben a szérum Osszfehérje szint szignifikansan alacsony a HD-MTX kezelést kove-
téen és a betegben a szérum MTX szintek a toxikus tartomanyban vannak, akkor human-
albumin infuzidval csokkentjiik a toxicitast és segitjiik el6 a MTX {irtilést.

Javasoltuk a 7-OH-MTX szintek rutinszeri meghatarozasat is MTX kezeléseket kdvetden.
A likvor MTX szintek meghatarozasa céljabol az intratekalis MTX kezelést az infuzid 24.
ordjaban adjuk be rendszeresen, hogy az iv. kezeléssel elért likvor MTX-szinteket meg
tudjuk hatérozni.

Vizsgalati eredményeink és az irodalmi adatok alapjan nem egyértelmiien eldonthetd, hogy
bizonyos diagnoézisok esetén milyen adagu és formaju MTX kezelés az idedlis. Ennek el-
dontésére, ALL betegekben, tobb ezer fés multinacionalis vizsgéalat indult az optimalis
MTX adag kivalasztasara. A vizsgalat tervezésében és iranyitdsdban Magyarorszag dontd
szerepet jatszik (BFM ALLIC 2009).

Egységes, orszagos ajanlast allitottunk 6ssze a kiilonb6z6 gyermekkori daganatos beteg-
ségekbdl gyodgyultak hosszu tava kdvetésére. Meghataroztuk az elvégzendd vizsgalatok
milyenségét és gyakorisagat.
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Jelenleg folyik — egy nemzetkozi egytittmiikddés keretein beliil — a kemoterapias kezelések
akut toxicitasanak monitorizalasara és ellatasara szolgalo ajanlasok elkészitése ALL-ben.

A génpolimorfizmus vizsgéalataink alapjan taldltunk olyan betegeket, betegcsoporto-
kat, akikben bizonyos szovédmények, mellékhatasok gyakrabban fordulnak eld. A pon-
tosabb genetikai hattér tovabbi, részletesebb feltarasaval elére megeldzhetdk lehetnének
a sulyos, akar életveszélyes mellékhatdsok és tovabb javithatok a gyogyitasi esélyek. A
farmakokinetikai ismeretek szélesitésével pedig az optimalis adagolasi modokat lehetne
meghatarozni, mellyel a gyermekek a legnagyobb hatékonysaggal és a legkevesebb szo-
voédménnyel kezelhetdk. A génpolimorfizmus vizsgélatokat fokozatosan beillesztjiik a leu-
kémids betegek protokolljaba (az anyagi és technikai lehetdségeknek megfelelden).

VI. A dolgozat legfontosabb (11j) megallapitasai

1. Prognosztikai faktorok gyermekkori ALL-ben és OSC-ban

a/l, A legtjabb nemzetkozi adatoknak megfeleléen megerdsitettiik, hogy gyermekkori
ALL-ben a 33. napon mért abszolit limfocita szam egy 0j és szignifikdns prognosztikai
faktor lehet, kiilonosen MR és HR betegekben. Sajat eredményeink alapjan a 350 sejt/ul
¢és az 500 sejt/pl feletti ALC értékek voltak a jobb tiléléssel szignifikansan Osszefliggésbe
hozhatok.

a/2, Az egyéb prognosztikai faktorokokat vizsgalva kiemelendd, hogy a kezdeti kemotera-
pias kezelési protokollban, féleg az indukcids terdpiaban bekovetkezd tobb mint 5 napos
csuszas szignifikansan rosszabb altalanos tuléléssel jart egyiitt HR betegekben.

b/1, Sajat adataink alapjan kimutattuk, hogy a gyermekkori OSC-ban a magyar ttlélési
eredmények megegyeznek a legjobb nemzetkozi adatokkal, és a végtagmegtarté mutétek
eredményei nem kiilonbdznek a korabbi amputaciok eredményeitdl.

b/2, A nemzetk6zi irodalomban talalhato ellentmondésos eredmények mellett, mi azt talal-
tuk, hogy OSC-ban a fiatalabb (<14 év) gyermekek talélése jobb, mint az idésebbeké.

2. MTX farmakokinetika és toxicitas

a, Bebizonyitottuk, hogy intenziv hidralassal ¢és alkalizalassal a HD-MTX kezelések
vesetoxicitasa csokkenthetd OSC-ban és hematologiai malignitasokban egyarant.

b/1, ALL-ben az 5 g/m?> MTX dézisokkal 1ényegesen magasabb szérum MTX szinteket le-
hetett elérni mint 2 g/m? adagnal és nagyobb aranyban lehet elérni az optimalisnak gondolt
gyogyszerszinteket, valamivel tobb toxicitds mellett.

b/2, A kozponti idegrendszerbe, ALL-ben, az alkalmazott d6zistdl fliggetlen ardnyban jut
be a MTX (kb. 2,5-3 %), és a nagyobb gydgyszeradaggal megbizhatobban és nagyobb
aranyban lehet elérni a liquorban a citotoxikusnak vélt 1 pmol/l szintet.

¢, OSC-ban a magas rizikdju csoportban (HR) alacsonyabb a 48 6ras gorbe alatti teriilet és
magasabb a MTX clearance a masik két rizikécsoporthoz képest.

d, Kimutattuk, hogy a MTX bomlasterméke, a 7-OH-MTX szérumszintje (gorbe alatti terii-
let) jobb korrelaciot mutat ALL-ben és OSC-ban a kiilonb6z6 toxicitasi (maj, vese) parameé-
terekkel, mint a MTX 6nmagéban, igy hasznos mutatdja lehet a toxicitasnak.
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e, Megallapitottuk, hogy a sorozatos MTX kezelések nem jelentenek fokozddd veszélyt
a toxicitas szempontjabdl, hiszen a farmakokinetikai paraméterek és mellékhatasok nem
kiilonboztek szignifikdnsan az ismételt kezelések soran (ALL-ben és OSC-ben egyarant).
f, OSC-ban kimutattuk, hogy magasabb MTX szérumszintek esetén, bar nagyobb a toxici-
tas kockazata, jobb a tulélés. A gorbe alatti teriilet nagysaga ¢s a MTX clearance is dssze-
fliggést mutatott a tuléléssel.

3. Farmakogenetika

a, Az ABCCl gén egyes polimorfizmusai szignifikdns Osszefliggést mutattak az
antraciklinek altal okozott kardiotoxicitassal ALL-ben. Elséként irtuk le, hogy az rs246221
T allél jelenléte esetén a betegek késoi cardiotoxicitdsra vonatkoz6 rizikdja nagyobb (ala-
csonyabb linEF értékek). Tovabba, a kemoterdpias kezelés (és a potencidlis cardiotoxikus
gyogyszerek) befejezése utdn az rs3743527TT genotipust betegek pumpafunkcidja (1inEF)
szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint a CC és CT genotipust betegeké. A két potencialisan
kardiotoxicitasra hajlamosito6 SNP kombinalt vizsgalata esetén meghatarozhato volt egy
olyan kis betegcsoport, akinek a szivkarosodasra valo hajlama a legnagyobb ¢és a bal kamra
funkcidja a legalacsonyabb volt a kezelés végeztével a tobbi beteghez képest (rs3743527TT
- 15246221TC/TT genotipus).

b, ALL-es betegekben a vizsgalt membrantranszporterek (MRD1, BCRP) koziil az ABCB1
3435TT és/vagy 1236TT-2677TT-3435TT kombinaciok esetén tobb stlyos fertézés fordult
eld, tobb volt a felhasznalt antibiotikumok ardnya és az intenziv kezelés hosszabb ideig
tartott.

- Szignifikansan tobb stlyos enkefalopatia fordult el6 az ALL intenziv kemoterapias keze-
1¢s alatt az ABCB1 3435 TT genotipus esetén. Ezen kiviil meghataroztunk egy kis beteg-
csoportot (ABCB1 3435TT és ABCG2 421 AA/CA genotipusuak), akik rendkiviil veszélyez-
tetettek ezen adverz reakciokra.

¢, Az ABCBI 3435T>C polimorfizmusanal a CC genotipust hordozdk eseménymentes tul-
¢lése szignifikansabb rosszabb volt.

d, A ,,vad” tipushoz képest az N363S GCR polimorfizmust hordozd betegekben szigni-
fikansan tobb szteroid toxicitast (pl. m4j, cukoranyagcsere ¢és tobbszords toxicitasok),
ugyanakkor jobb szteroid valaszt talaltunk gyermekkori ALL betegekben. Ugyanakkor az
ER22/23EK ¢és a BCLI polimorfizmusai esetén, ugyanezekkel a paraméterekkel, szignifi-
kans eltéréseket nem talaltunk.

e, Az ABCB]1 3435T>C polimorfizmuson beliill a CC genotipust hordozdk eseménymen-
tes tdlélése rosszabb volt gyermekkori ALL-ben (a CT vagy TT csoportokhoz képest).
Az N363S GCR polimorfizmust hordozé betegekben szignifikansan jobb altalanos és ese-
ménymentes tulélést talaltunk a vad tipust hordozdkhoz képest szintén gyermekkori ALL-
ben.

f/1, Elséként igazoltuk, hogy az ARID5B gén egyes polimorfizmusai (rs4948502,
1s4948496) 6sszefliggést mutatnak a szérum MTX ¢és 7-OH-MTX szintekkel gyermekkori
ALL-ben.

/2, Az SLCO1B1 154149056 polimorfizmusa szerepet jatszhat a MTX iiriilésében és szig-
nifikdnsan befolyasolni képes a szérum MTX szinteket.

/3, A MTX kezelések utan megfigyelhetd kiilonboz6 toxicitasokkal (m4j, vese, csontve-
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16, hipoproteinémia) Osszefliggésben, j, eddig kevésbé vizsgalt SNP-k lehetséges sze-
repét tartuk fel, az SLC19A41 (1s7499), az SLC22A48 (rs4149183), az MTR (rs3768142), a
MTHFDI (rs1076991) és az ARID5B (rs4948487) gének esetén ALL-ben.

g/1, OSC-ban a GGH -401 C>T polimorfizmusa 0sszefiiggést mutatott a szérum MTX
szintekkel és a hepatotoxicitassal. A GGH -401TT genotipus esetén a MTX kitirtilése gyor-
sabb és a mellékhatasok eléfordulasa ritkabb.

g/2, Szintén OSC-ban az SLC19A41 80AA genotipusu betegcsoportban a sulyos majkaroso-
das eléfordulasa gyakoribb volt, és ez az 6sszefliggés még kifejezettebb azon betegekben,
akikben nincs jelen a GGH -401TT genotipus.

g/3, Tobbféle statisztikai modszert, koztiik Bayes-i elemzést hasznalva, vizsgaltuk 12 gén
29 relevans polimorfizmusat szintén OSC-ban. A nemzetkdzi irodalomban elséként dssze-
fliggéseket talaltunk a MTX farmakokinetikai paraméterei, valamint a kovetkezé SNP-k
kozott: ABCBI 1s928256, ABCC3 1s4793665, GGH 1s3758149, SXR rs3814058. A ritka
allél varansok befolyasoltdk a MTX AUC-t ill. csticskoncentraciot (altaldban magasabb
szérumszintekkel voltak kapcsolhatok). A vizsgalt maj- és csontveldi toxicitas bizonyos
SNP-k mellett kifejezettebb volt (A4BCC1 es246219, ABCC2 rs717620, ABCC2 152273697),
mig masoknal kisebb mértéki (SXR rs3732361, rs3814058, rs6785049) a ,,vad” allélt hor-
dozokhoz képest.
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