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Roviditésjegyzék

7-OH-MTX: 7-hidroxi-metotrexat

ACE: angiotenzin konvertald enzim

ACOL1.: akonitaz 1

ACTLG6A: aktin-szer(i fehérje 6A

AF: aktivalo funkcio

AICAR: 5-aminoimidazol-4-karboxamid-ribonukleotid
AL: akut leukémia

ALC: abszolut limfocita szam

ALL.: akut limfoid leukémia

AKR1AL: Aldo-keto reduktaz 1-es csalad, Al tag
AMP: adenozin monofoszfat

AP1: transzkripcids faktor

ARID: , AT-rich interaction domain”

ATP2A2: ATPase, Ca++ transporting, ,,cardiac muscle, slow twitch 2”
ATP5J: ATP szintetaz ,,coupling factor 5”

AUC: gorbe alatti teriilet

BCRP: ,,breast cancer resistance protein”

BFM: Berlin-Frankfurt-Miinster német munkacsoport
BMLA: ,,Bayesian MultiLevel Analysis of relevance”
Ca-excr: kalcium kivalasztas

CASP: kaszpaz

CAT: katalaz

CART: ,classification and regression trees”

CBR1, 3: karbonil reduktaz 1, 3

CDKS5: ciklin-dependens kinaz5

CDKN: ciklin-dependens kinaz inhibitor

CFTR: ,,cystic fibrosis transmembrane conductance regulator”
COSS: ,,cooperative osteosarcoma study group”
CULZ: cullinl

CYBA: citokrém B alfalanc

CYP: citokrom P

CTC: ,,common toxicity criteria”

DBD: DNS-kot6 szakasz

DHF: dihidrofolat

DHFR: dihidrofolat reduktaz


http://genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CFTR
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DOX: doxorubicin

DPYD: dihidropirimidin dehidrogenaz
ECHO: sziv ultrahang

ECLIA: Elektrokemilumineszcens Immunoassay
EF: ejekciods frakcio

EFS: eseménymentes tulélés

ELISA: enzimhez-kotott ellenanyaggal végzett mérés
FasL: fas ligand

FeK: frakcionalt kalium iirités

FeNa: frakcionalt natrium iirités

FFP: friss fagyasztott plazma

FMO2: flavin-tartalmi monooxigenaz 2
FPGS: folil-poliglutamat-szintetaz

FS: rostrovidiilés

fvs: fehérvérsejt

GCR: glukokortikoid receptor

GFR: glomerularis filtracios rata

GGH: gamma-glutamil hidrolaz

GGT: gamma-glutamil transzferaz

GLMM: altalanos linearis kevert modell
GPT: glutamat-piruvat transzaminaz

GRE: glukokortikoid valaszol6 elem

GSSG: glutation-diszulfat

GWAS: ,,genome wide association studies”
GzLMM: generalizalt linearis kevert modell
Hb: hemoglobin

HD: nagy-dézisu

HL: Hodgkin-lymphoma

HNMT: hisztamin N-metiltranszferaz
HPLC: nagy-nyomasu folyadék kromatografia
HR: nagy riziko

HSCT: hematopoetikus Ossejttranszplantacio
IgA: immunglobulin A

1gG: immunglobulin G

IgM: immunglobulin M

IMP: dinatrium-5'-inozin-monofoszfat

IQR: interkvartilis tartomany


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2327
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3176
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LBD: ligand-k6t6 szakasz

LDH: laktat dehidrogenaz

LinEF: linearis ejekcios frakcio

LR: alacsony riziko

LVEDd: bal kamra atméré diastoléban

LVEDs: bal kamra atméro systoléban

LVFS: bal kamra rost rovidiilés

LVPW(d: bal kamra falvastagsag diastoléban
LVPWs: bal kamra falvastagsag systoléban
MAU: mikroalbuminuria

MBL: mannéz-kotd lektin

MDR: ,,multi drug” rezisztencia

MR: kozepes rizikod

miR: mikro RNS

MRD: minimalis maradék betegség

MRP1: , multidrug resistance-associated protein 1”
MSH: DNS mismatch repair fehérje

MTHFD1: metilén-tetrahidrofolat dehidrogendz 1
MTHFR: metilén-tetrahidrofolat reduktaz

MTS: metionin szintetaz

MTSR: metionin szintetaz reduktaz

MTX: metotrexat

NBD: nukleotidkoté domén

NCI: ,,National Cancer Institute”

NCF4: ,, neutrophil cytosolic factor 4”
NDUFS: NADPH dehidrogenaz (ubikinon) vasszulfat protein
NFkB: transzkripcios kofaktor

NHL: non-Hodgkin limfoma

NOS2: nitritoxid-szintaz 2

NQO1: NAD(P)H dehidrogenaz kinonl

NR112: nuklearis receptor csalad 1, I. csoport, 2. tag
NTD: N-terminalis domén

OS: altalanos tulélés

OSC: oszteoszarkoma

PCR: polimeraz lancreakcio

PG: poliglutamat

PXR: pregnan-X-receptor
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RAC2: RAS-hoz kapcsolddod botulin toxin szubsztrat 2
RARG: retinsav receptor gamma

Rbl: retinoblasztoma

REV1: DNS repair fehérje

RF: ,,random forest”

RFC: redukalt folat karrier

RFLP: restrikciés fragment-hossz polimorfizmus
ROS: reaktiv oxigén gyokok

RT-PCR: valos idejli (kvantitativ) PCR

RYR2: rianodin receptor 2

Sebi: szérum bilirubin

SHMT1: szerin-hidroxymetiltranszferaz 1
Seofeh: szérum Osszfehérje

SLC:,,solute carrier” transzporter

SLCO: ,,solute carrier organic anion” transzporter
SOD: szuperoxid diszmutaz

SPG: orokletes spasztikus paraplégia gén

SR: standard (kis) riziko

TcR: T-sejt receptor

THF: tetrahidrofolat

thrc: trombocita

TKI: tirozin-kinaz inhibitor

TMD: transzmembran domén

TPL: transzplantacio

TPR: tubularis foszfor reabszorpcid

TYMS: timidilat szintaz

UGT1AG6: UDP-glukuronoziltranszferaz 1 csalad, A6 polipeptid
VCR: vinkrisztin

vvt: vordsvértest

XDH: xantin dehidrogenaz


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/54578
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I. Bevezetés

A gyermekkori malignitdsok tulélése ma mar tobb mint 70 %, a haematoldgiai
malignitasokban pedig 80-90 %. Ugyanakkor a mai intenziv kemoterapids protokolloknak
szamos mellékhatasa lehet, ami érintheti a gydgyultak szinte minden szervét. A kezelés alatt
jelentkez6 mellékhatasok jelentésen befolyasoljak a gyermek Aaltalanos allapotat és
kezelhet6ségét, valamint akar életveszélyes allapotok kialakulasahoz vezethetnek.
Ugyanakkor e kezeléseknek tartos szervkarosité hatdsai is lehetnek. Egyre tobb tanulmany
foglalkozik a hosszu tava tuléldk szivét, veséjét, majat, idegrendszerét, tiidejét, endokrin és
anyagcsere haztartdsat érintd késéi mellékhatasokkal. Természetesen ezek a potencidlis
mellékhatasok érzékenyen befolyasolhatjdk az életmindséget, a tarsadalomba valo
visszailleszkedést. Az elmult évtizedben az 1j kemoterapias protokollok kidolgozasanal
kiemelt szempont lett a protokoll toxicitasa. Ma mar nem csak a tlélési eredmények javitasa,
hanem a mellékhatasok elkeriilése ¢és az életmindség is kiemelt szempontok. Az un.
szupportiv terdpia nagyot fejlodott az elmult években. A daganatellenes kezelések
mellékhatasainak kivédésére, csokkentésére ma mar korszerli készitmények sora all
rendelkezésiinkre.

A daganatos betegségek gyogyitasanak, thlélésének tovabbi javitasara tobb ut all eldttiink.
Részben 1), daganatspecifikus gyogyszerek, kezelési modok kifejlesztése, mint pl. a
monoklonalis ellenanyagok, specifikus immunterapiak ill. célzott kezelések. A fejlédés masik
lehetséges utja a kezelés individualizalasa azaltal, hogy megkiilonboztetjiik azokat a
betegeket, akik jobban tolerdljak a nagy dozisu kemoterapiat azoktol, akiknél a szokvéanyos
adagok mellett is gyakrabban fordulnak el6 toxikus tiinetek.

A terapias protokollok egyénre szabdsdhoz sziikséges az individudlis toxicitasi profilok
meghatarozasa. A jelenlegi kutatdsok a gyermekgyogyaszatban hasznalatos kiilonbozo
citosztatikus szerek farmakokinetikdjanak jobb megismerésével ill. a hatdsmechanizmusban
szerepet jatszo gének polimorfizmusainak vizsgalataval (farmakogenetika) probaljak a
terapias protokollokat hatékonyabba tenni, és az egyénre szabott terapia lehetdségeit
megteremteni.

Tovéabbi lehetéség még in vitro gyogyszerérzékenységi tesztekkel meghatarozni az illetd
daganattipus kemoterapias érzékenységét, ill. rezisztencidjat.

A gyogyszerek szervezeten beliili sorsa, lebomlasa, metabolizmusa, kiliriilése, vagyis a

farmakokinetika és a gyogyszerek szervekre, szervezetre kifejtett hatasa, a farmakodinamia
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alapvetden meghatdrozza a gyogyszeres kezelések eredményességét. Citosztatikus kezelések
esetén kiilonosen fontos a farmakokinetikai adatok ismerete, hiszen stlyosan toxikus
szerekrdl van sz6. A kemoterapids protokollok Osszeallitdsandl alapvetd szempont a tulélési
eredmények javitasa mellett a kevésbé toxikus kombinaciok alkalmazésa, a késoi (és a korai)
mellékhatasok kivédése. A rendelkezésre allo szupportiv szerek egyre szélesebb kori
alkalmazésa ¢s a genetikai, ill. farmakologiai ismereteink gyarapodasa segit a toxikus hatasok
kivédésében. Az egyes betegek kezelése soran alkalmazott gyogyszerek farmakokinetikai
paramétereit szamos olyan genetikai varidcidé megvaltoztatja, amelyek a gyogyszer
metabolizmusaban, transzportjaban szerepet jatszanak.

A farmakogenetika tudomanya vizsgalja a kiilonb6z6 gyogyszerek hatasmechanizmusaban
szerepet jatszd genetikai eltérések hatdsat a gyogyszerek metabolizmusara, hatékonysagara és
mellékhatasaira.

Manapsag mar a molekularis genetikai eljarasok rohamos fejlédésével egyre tobb informéciot
kaphatunk, egyre olcsobban ¢és egyre egyszertibben. Lehetdségiink és egyre tobb adatunk van
arra, hogy az egyén specialis, gyogyszermetabolizmust befolyasold rendszereit leirjuk,
mutaciok €és génpolimorfizmusok elemzésével meghatdrozzuk, hogy ki, milyen gyodgyszert,
hogyan fog toleralni, ill. kinél milyen gyogyszer lesz kiilonosen hatékony.

Elsésorban azon génpolimorfizmusok meghatarozasara toreksziink, melyek elérevetithetik a
korai és késd1 szovodmények eléforduldsat. Ezen polimorfizmusok ismeretében a maximalis
toleralhatd dozis pontosabb becslésével el lehetne keriilni az életveszélyes akut
mellékhatasokat, valamint a kemoterdpia esetleges késéi szovOdményeit. Mdasrészrol
meghatarozhatok lennének azon betegcsoportok, amelyek a kemoterapiat jobban toleraljak,
nagyobb dozisokat elviselnek ¢€s igy a terapiajuk intenzifikalasdval a tulélési esélyeik

novelhetok.

Sajat vizsgalatainkban a tudomanyos eredmények klinikai hasznosithatésagara helyeztiik a
hangsulyt. Uj, klinikailag fontos prognosztikai faktorokat kerestiink gyermekkori akut limfoid
leukémidban (ALL) és oszteoszarkéméaban (OSC). Uj médszereket probaltunk bevezetni a
toxicitasok kivédésére és kezelésére. Farmakokinetikai és farmakogenetikai vizsgalatainkkal
pedig 0 informacidkat kerestiink a kiilonbozd kemoterapids szerek toxicitdsara és azok
megelozésére, kezelésére vonatkozolag. Mindezzel individualizalt, kevésbé toxikus,
ugyanakkor hatékony kezelési modokhoz, protokoll valtoztatdsokhoz szolgaltattunk 1)
adatokat, hogy a daganatos gyermekek gyogyulasa mind tokéletesebb legyen és minél tobben

valhassanak a felnétt tarsadalom teljes jogu tagjava.
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I1. Irodalmi 6sszefoglalas

11/1. Prognosztikai faktorok

11/1/1. ALL
A gyermekkori leukémiak kb. 80-85 %-a ALL. Az incidencidja 30-35/1.000.000 gyermek.

Leginkabb a 2-5 éves korcsoportban fordul eld, a fid-lany ardny: 1,3:1. Magyarorszagon
évente kb. 260-300 uj gyermekkori rosszindulati daganatos megbetegedés fordul eld, €s ezen
betegségek kb. 25-30 %-a leukémia. Hazankban tehat évente 60-70 0j leukémias betegséggel
szamolhatunk.

A leukemogenezis valdszintileg tobb 1épéses folyamat, amelynek soran az érintett
hematopoetikus progenitor sejt tobb szinten karosodik. A leukemogen tényezok kozott tartjuk
szamon a genetikai prediszpoziciot és az egyedet illetéleg sziileit ért bizonyos kornyezeti
artalmakat (Vitagliano et al., 2013; Szychot et al., 2014). A genetikai artalom pl. a cellularis
onkogének expressziojat, transzkripcios faktorok miikodését valtoztathatja meg (Mullighan,
2013). Bizonyos kromoszoma delécios szindromak a tumor szuppresszor gének lehetséges
szerepére hivjak fel a figyelmet. Ismertek olyan genetikai eltérések, betegségek, melyekben a
daganatok, kiilondsen a leukémia kialakulasanak az esélye nagy (Down-szindroma (21+),
ataxia teleangiectasia (11q), Wiskott-Aldrich szindroma, Chediak-Higashi szindroma,
velesziiletett immundefektusok, Wiedemann-Beckwith szindroma, Bloom szindroma (15q),
Fanconi anemia (99)).

A kiils6 hatasok kozott pl. az irradiacid, kordbbi citosztatikus kezelés (epipodophyllotoxin,
alkilalo szerek), bizonyos kémiai anyagok (benzén) vagy egyes virusfertézések (EBV)
szerepét feltételezik (Wakeford, 2013) (Boothe et al., 2014) (Eden, 2010), ((Pyatt et al.,
2010) (McNally et al., 2006) (Lehtinen et al., 1998).

A gyermekkori ALL klasszikus prognosztikai faktorai a kovetkezok: életkor, kezdeti
fvs.szdm, immunfenotipus, a kezelésre adott valasz (periférias blasztszam a 8. napon,
csontveldi blasztszam a 15. és 29-33. napon), genetikai eltérések, 1ép-, majnagysag,

meningealis érintettség.
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Eletkor

Legjobb a talélés 2-6 éves korban (német, BFM munkacsoport) (Moricke et al., 2010) (Conter
et al., 2010a) ill. a 2-9 éves korcsoportban (az angolszasz besorolas szerint) (Pui et al., 2004).
A csecsemok ill. az 1 év alattiak talélése rosszabb (Mann et al., 2010) (van der Linden et al.,
2009). A kor el6re haladtaval megint romlik a talélés, az adolescensek (>14 év) ill. fiatal
felnéttek esélyei rosszabbak (Moricke et al., 2008).

Kezdeti fvs.szam

A kegkedvezObb a talélés <20 G/1 fvs.szamnal (BFM besorolas), de a <50 G/1 kezdeti
fvs.szam esetén is jobb a prognozis (amerikai, brit besorolas) (Pui 2004, Stanulla 2007). A
>100 G/1 feletti kezdeti fvs. szam egyértelmiien rosszabb progndzissal jar, ami a nagyobb

kezdeti tumortomegnek tulajdonithat6 (Vaitkeviciene et al., 2011).

Madj-, lépnagysag

Néhany évtizeddel ezeldtt a kezdeti riziko besorolas egyik dsszetevoje a maj €s a 1ép cm-ben
kifejezett nagysaga volt (szintén a kezdeti tumortomeggel 6sszefliggésben): a kifejezettebb
hepato-, splenomegalia rosszabb taléléssel és intenzivebb kezeléssel jart (Asselin et al., 2013).
Az ijabb besorolasok mar ezt a prognosztikai faktort nem hasznaljak (gyenge és bizonytalan

tényezo).

Meningealis érintettség

A betegség kezdetén a kozponti idegrendszeri leukémias érintettség (blasztsejtek a liquorban,
meningealis v. retinalis beszlirédés) rontja a betegség gyogyulasi esélyét (Asselin et al.,
2013). Az elmult években az intratekalis gyogyszeradagolas intenzifikalasaval és bizonyos
esetekben a kdzponti idegrendszer (kis adag) besugarzasaval lehetett csokkenteni a betegség
kozponti idegrendszeri kitjulasanak esélyét és javitani a talélési eredményeket (VVagace et al.,
2012) (Richards et al., 2013).

Immunfenotipus

A pre-B-sejtes betegségek prognodzisa a legjobb, valamivel rosszabb a T-sejtes folyamatoké
(Schrappe et al., 2012), bar a korszer(i protokollokkal ez az eltérés mar nem szignifikans
(Patrick et al., 2014) (Vora et al., 2014). Magyarorszagon a T-Sejtes betegségek tulélése még

szignifikansan kissé rosszabb, mint a B-sejteseké.

10
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Kezelésre adott valasz, rezidudlis betegség (MRD)

Mind a mai napig az egyik legfontosabb prognosztikai marker a kezdeti prednisolon kezelésre
adott valasz: a periférias blasztok abszolut szama a 8. napon (Felice et al., 2001) (Schrappe et
al., 2000). A legtobb nemzetkdzi protokollban fontos prognosztikai markerként szerepel a 8.
napi szteroid valasz.

Ezen tilmenden a fejlett orszagok terapids protokolljai kiilonb6zé6 MRD vizsgalati stratégiat
alkalmaznak a betegek rizikobecslésére. Az aramlési citometrids és PCR MRD vizsgalat
prognosztikus szerepe evidencianak szamit (Gaipa et al., 2013) (Campana, 2012).

Ma mar egyértelmiien megallapithatd, hogy a flow citometriaval végzett MRD eredménye a
kezelés kezdeti szakaban (15., 29-33. nap) egyértelmii Osszefliggést mutat a progndzissal
(Lauten et al., 2012) (Neale et al., 2004). Foleg a 15. napi flow-MRD vizsgalatok mutattak
szignifikans Osszefliggést a tléléssel (Dworzak et al., 2010) (Lauten et al., 2012) (Gaipa et
al., 2013). A jelenleg Mo-on foly6 legajabb ALL (BFM ALL-IC 2009) tanulmany is a 15.
napi flow-MRD eredményét az egyik fontos prognosztikai és a kezelést befolyasold
stratifikacios faktornak tekinti.

Szamtalan mas tanulmany is vizsgalta a molekularis genetikai modszerekkel meghatarozott
PCR-MRD jelent6ségét (Conter et al., 2010b) (Faham et al., 2012) (Ebinger et al., 2010).
Ezen vizsgalat soran az IgH és TcR génatrendezddést lehet kimutatni egyénre specifikusan a
beteg blaszt sejtjeiben RT-PCR-ral, ami nagyon pontos modszere az MRD meghatarozasanak
(érzékenység 10 4 _ 10 ). Szintén a nemzetkézi BFM munkacsoport tanulmanyéaban
egyértelmil Osszefliggés volt kimutathat6 a 33. és 78. napon mért MRD értékek és a talélés
kozott (EFS 92 % vs 50 % az SR és HR betegek esetén) (Conter et al., 2010) (Schrappe et al.,
2011). Mas munkacsoportok is hasonld eredményre jutottak (Stow et al., 2010) (Ebinger et
al., 2010), igy ma mar kijelenthetjiik, hogy az MRD meghatarozasa igen fontos a
rizikdcsoportba sorolas szempontjabol (T- és B-sejtes ALL-ben egyarant). Tobb eurdpai
orszag protokolljaban (brit, német, olasz, holland stb.) a PCR-alapt MRD eredménye az egyik
legfontosabb prognosztikai faktor és meghatarozza a kezelés intenzitasat is.

Ma mar génexpresszios vizsgalatokat is végeznek, biztatd eredménnyel, a prognézis és a
kezelés meghatarozasara (Conter et al., 2010b) (Stow et al., 2010; Mullighan, 2011)
(Coustan-Smith et al., 2011) (Kang et al., 2010).

Genetikai eltérések

A prognozis szempontjabol a daganatsejtek genetikai eltérései alapvetd jelentdségiliek.
Vannak klasszikus genetikai elvaltozasok, melyek rossz prognozissal birnak: ber-abl, 11923,
t(4;11), hipodiploiditas (<44 kromoszoma) (Takeuchi et al., 2003) (Stanulla et al., 2007).
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Ezen esetekben HR terapia és esetleg csontveld TPL is szobajon. Mésrészrol ismeriink olyan
citogenetikai eltéréseket is, melyek jobb prognodzissal birnak: pl. hiperdiploiditas (>50
kromoszdma szam), t(12;21) (Braoudaki et al., 2012).

Ezen tilmenden a molekularis diagnosztika segitségével mas rossz prognosztikai értékkel bird
génatrendez6dések (IKAROS/IKZF1 deletions, JAK mutaciok, iAmp21 stb.) is kimutathatéak
(Conter et al., 2010b) (Moorman, 2012). Teljes genom analizissel tovabbi genetikai
prognosztikai tényezok irhatok majd le a jovoben (Forero-Castro et al., 2016).

Uj prognosztikai faktorok

Az utdbbi években a csontveld regeneracios képességét és a normalis csontveld miikodés
helyreallasat vizsgalta tobb munkacsoport is, a tuléléssel ill. a prognozissal dsszefiiggésben.
Szignifikans osszefiiggéseket talaltak az indukcios terapia soran kiilonb6z6 idépontokban (15,
29. nap) mért abszolut limfocita szam (ALC) és a betegek OS-¢ ill. EFS-¢ kozotto (De Angulo
et al., 2008) (Hatzipantelis et al., 2014) (Rabin et al., 2012). Egyesek 350 sejt/ul ALC
alkalmazasa esetén talaltak szignifikans kiilonbséget a talélésben, masok magasabb ALC cut-
off értéket hataroztak meg (1000 vagy 1500 sejt/ul hatarértékek felett jobb talélés) (Rabin et
al., 2012) (Anoceto Martinez et al., 2012) (Shen et al., 2013).

11/1/2. OSC

Az oszteoszarkoma viszonylag ritka gyermekekben, incidenciaja 0-14 éves kor kozott 3-
4/1.000.000 fo/év (Ottaviani et al., 2009), mig adolescensekben, fiatal felnéttekben 6-
10/1.000.000/év. Valamivel tobb a fiti beteg, mint a leany (Bielack et al., 2008).

Az OSC etiopatogenezisérol viszonylag keveset tudunk. A daganat altalaban sporadikus
megjelenésli, nem mutat csaladi halmozodast (Marina et al., 2004). A kivaltdo okok kozott
szerepelhetnek: sugarartalom, kémiai anyagok (pl. beryllium oxid) és egyes virusok (pl. FBJ
virus) (Fuchs et al., 2002).

Az oszteoszarkomara egyértelmiien specifikus transzlokaciot vagy genetikai abnormalitast
eddig nem azonositottak, ugyanakkor a daganatok kb. 2/3-aban citogenetikai
rendellenességek kimutathatok (1., 6., 9.,10., 13., és 17. kromoszoma eltérései) (Tang et al.,
2008) (Poos et al., 2015). A tumorszuppresszor géneket érintd molekularis hibak szerepet
jatszhatnak a szarkomak kialakulasaban. A retinoblasztoma (Rb1) vagy a p53 gén orokletes
hibajat hordoz6 betegekben nagyobb az OSC kialakulasanak veszélye (Deshpande et al.,
2006) (Perry et al., 2014) (Miller et al., 1996).
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Ezen kiviil, egy orokletes csontbetegségben, a Paget korban kb. 1%-ban alakul ki OSC
(Mirabello et al., 2009) (Tang et al., 2008).

A legujabb adatok egy foszforilalt glikoprotein, az 0szteopontin lehetséges patogenetikai
szerepét vetették fel (Li et al., 2015).

A daganat els6 sorban a csoves csontok metafizisében (femur, tibia, humerus) alakul ki, de
elé6fordulhat barmelyik egyéb csontunkban is.

A betegség prognosztikai faktorai a kovetkezok: kezdeti tumor méret, a neoadjuvans
kemoterapiara adott szovettani valasz, kiindulasi hely, kezdeti alkalikus foszfataz szint, p-
glikoprotein expresszid, metasztazis jelenléte a betegség kezdetén, a sebészeti radikalitas
lehet6sége (Bielack et al., 2002) (Bacci et al., 2006a) (Bramer et al., 2009).

Amennyiben a neoadjuvans kezelésre (HD-MTX, adriablasztin, ifoszfamid, ciszplatin) adott
szovettani valasz jo, vagyis a radikdlis miitét sordn a tulélé daganatsejtek aranya 10 % alatt
van, akkor a prognozis és a tulélés jo (Bramer et al., 2009) (Bielack et al., 2002).

Nagy (>200 ml) daganatok esetén a tulélés rosszabb, ami valdsziniileg Osszefiigg azzal is,
hogy ezen daganatok radikalis eltavolitasa nehéz (lagyrész érintettség) (Bacci et al., 2006).

A torzs csontjaibdl kiinduld daganatok kezelhetdsége €s igy tulélése rosszabb, mint a végtagi
primer tumorok esetén (Bielack et al., 2002).

Tobb irodalmi adat utal arra, hogy a kifejezetten emelkedett szérum alkalikus foszfataz szint
aranyos a betegség kiterjedésével és rosszabb prognozist jelent (Ehrhart et al., 1998) (Bacci et
al., 1993) (Khoury et al., 2014).

A p-glikoproteint, mint az MDR egyik f6 molekulajat és patomechanikai faktorat szintén
Osszefiiggésbe hoztak az OSC talélésével. Magas p-glikoprotein expresszid esetén a tulélés
Iényegesen kedvez6tlenebb (Chan et al., 1997) (Hornicek et al., 2000) (Li et al., 2016).
Ujabban a 6-0s kromoszoma hossza karjan azonositottak potencialisan prognosztikai
faktorként szereplé géneket ) (Poos et al., 2015). Ezen kiviil mas biomarkerek és gének is
felfedezésre kertiltek (CDKS, CUL1, ACTL6A), melyek szerepet jatszhatnak a
sejtproliferacioban és a prognézishan (Bao et al., 2017) Cheng2016, Sun2017). A mikroRNS
profilban bekdvetkezd valtozasok szintén 0sszefliggésbe hozhatdk a betegség progresszidjaval
¢és kimenetelével (pl. miR-17) (Kim et al., 2017) (Li et al., 2016).

A diagnozis idépontjaban a betegek 20%-aban mar tavoli attét mutathato ki (elsdsorban a
tiid6ben, a csontokban, ritkabban a nyirokcsomokban vagy egyéb szervekben) (Bielack et al.,
2008) (Rozeman et al., 2006). A diagndziskor mar attétes, vagy a recidivalt esetek prognozisa

rossz. A tiido attétek sztandard kezelése a metasztazisok sebészi eltavolitasa. Radikalis
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tidémitéttel az attétes betegek ttlélése 5 év utan 35-40 %, 10 év utan 25-30 % (Briccoli et
al., 2005).

A primer tumor radikalis eltavolitasa talan a legfontosabb prognosztikai faktor (Bielack et al.,
2008), (Marulanda et al., 2008). Ha nem sikeriilt a tumor komplett rezekcioja, az jelentésen
megnoveli a lokalis recidiva veszélyét, és rontja a progndzist. Ezen betegek esetében
nagyobb az esélye a metasztazis kialakuldsanak is, €s a progndzis rossz. Izolalt lokalis
relapszus esetén valamivel jobb a prognézis (30 % koriil), mint ha metasztazis is van (talélés
10-15 % kortil) (Grimer et al., 2005).

A radikalis miitét lehet amputacio vagy végtagmegtartd miitét. Amputaciéra mar ritkan kertil
sor. A legtobb esetben a végtag kiilonboz6 miitéti technikakkal megmenthetd: allograft

beiiltetés, tumor endoprotézis, ndvekedési protézis, vegyes allograft protézis vagy arthrodézis.

11/2. Farmakokinetika, toxicitas

Csak azon citosztatikumok jellemz6it mutatjuk be részletesebben, amelyeket a dolgozatban

vizsgaltunk.

11/2/1. MTX

Hatasmechanizmus
A MTX pteridinb6l, p-amino-benzoesavbol és L-glutaminsavbol felépiild folsavszarmazék: 4-
amino-4-dezoxi-10-metilpteroilglutaminsav. Molekulaszerkezete a folsavétol abban
kiilonbozik, hogy a folsavban a pteridin gytiriin az aminocsoport helyén oxocsoport van, és
nincs metilcsoport a 10-es nitrogénatomon (1. abra).
A MTX, mint folsav antagonista, a sejtek DNS szintézisét gatolja, mégpedig a timidin
kialakulasahoz sziikséges folsav-ciklus enzimeit, a dihidro-folat reduktazt és a timidilat
szintetazt gatolja. A folatok a szerin és metionin nukleotid prekurzorok szintézisében vesznek
részt. A MTX géatolja a nukleotidok és igy a DNS szintézisét.
A sejtbe a MTX is, a folsavhoz hasonldan, a redukalt folat karrier molekulan (RFC1),
folatreceptoron (anionos transzporter) at jut be (2. abra). Az RFC mennyisége, aktivitasa

szorosan Osszefligg az antifolatok hatékonysagaval (Matherly et al., 2007).
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1. abra: A MTX és a folsav kémiai szerkezete
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2. abra: A folsav itja a sejtben
RFC1: redukalt folat karrier, FPGS: folilpoliglutamat-szintetaz, GGH: gamma-glutamil-hidrolaz,
PG:poliglutamalt, DHF: dihidrofolat, THF: tetrahidrofolit, MTHFR: metilén-tetrahidrofolat reduktaz.
(Hegyi M, PhD doktori értekezés, 2013)

Ezt kdvetden a folilpoliglutamat-szintetaz (FPGS) enzim révén poliglutaminacio (2-7
glutamat csoporttal) kovetkezik, és a molekula bekeriil, a folsav-analogokhoz hasonldan, a

folsavciklusba (2., 3. abra). Normal esetben a poliglutamalt folsav tobb 1épésben
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tetrahidrofolatta (THF), majd 5,10-metilén-tetrahidrofolatta (5,10-metilén-THF) alakul. Ez a
timidilat-szintaz esszencialis kofaktora. A timidilat-szintaz deoxiuridin monofoszfatbol
(dUMP) timidin-monofoszfatot (TMP) képez. A THF és az 5,10-metilén-THF egyarant 10-
formil-tetrahidrofolatta alakul, mely a purin szintézis két enzimének esszencialis kofaktora.
Ugyanakkor a MTHFR enzim létrehozza a 6 élettani folsav szarmazékot, az 5-metil-
tetrahidrofolatot (5-metil-THF), melyet a sejten beliil a metionin szintaz enzim THF-ta alakit,
mikozben metioninbol homociszteint képez. A poliglutamalt folsav szarmazékok a
lizoszomaba kerlilnek, ahol a gamma-glutamil-hidrolaz (GGH) monoglutamat formava
hidrolizalja és a szabad tetrahidrofolat ABC transzportereken keresztiil kikertil a sejtbol.

A MTX ftja is hasonlo a sejtekben (3. abra). A poliglutamalt MTX (MTX-PG) kotédik a
dihidrofolat-reduktazhoz, ezzel gatolva a THF képzését és a timidilat bioszintézist. Ezen
kiviil, mivel a THF a biologiailag aktiv folat kofaktorok, példaul a homocisztein-metionin
atalakulashoz sziikséges 5-metil-tetrahidrofolat képzésében is fontos szerepet jatszik, a MTX-
PG gatolja a metionin képzést is. A MTX-PG gatolja tovabba a timidilat-szintazt is, mely a
deoxiuridilatot deoxitimidilatta alakitja a pirimidin bazisok szintézise soran (és igy gatlodik a
timidin kialakulasa). Ezen tilmenden a MTX, az intracellularis folsavraktar modositasaval, a
metilén-tetrahidrofolat-reduktaz (MTHFR) aktivitasat is befolyasolja (Ranganathan et al.,
2006).

A MTX-nak gyulladas gatl6 hatasa is van, mégpedig a purin bioszintézis befolyasolasa révén.
A MTX-PG (és a felhalmozodo egyéb dihidrofolat poliglutamatok), gatoljak az 5-
aminoimidazol-4-karboxamid-ribonukleotid (AICAR)-transzformilaz enzimet, igy
intracellularis AICAR akkumulaciot okoznak. Az AICAR és metabolitjai emelkedett
intracellularis adenozin szintet eredményeznek, ami egy erdés gyulladas gatlo vegyiilet
(Ranganathan et al., 2006).

A MTX-PG lebontésa végiil is a lizoszomaban torténik, ahol a GGH enzim sorban lehasitja a
glutamat csoportokat. A szabad MTX kijutésa a sejtb6l az ATB-binding cassette csalad
ABCC1-5 és ABCG?2 transzporterein keresztiil torténik (Hider et al., 2007).

A MTX-ot az orvostudomany szamos indikacioban alkalmazza. A kiilonb6z6 daganatos
betegségek (ALL, NHL, oszteoszarkéma, koriokarcinoma, medulloblasztoma, fej-nyaki
daganatok, emld karcindéma stb.) mellett kiilonb6z6 autoimmun és egyéb gyulladasos
betegségek (reumatoid artritis, Wegener-granulomatosis, dermatomiozitis, pszoriazis,

szarkoidozis, gyulladasos bélbetegségek) kezelésében is hasznalatos.
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3. dbra: A MTX hatasmechanizmusa és utja a sejtekben (roviditések 1. el6zé abra)

(Gulacsi A, rektori palyazat, 2012)

Metabolizmus és farmakokinetika

A MTX 25-30 mg/m? dozisig jol, 80mg/m? dézis felett mar viszonylag rosszul szivodik fel a
vékonybélbdl, igy a nagyobb dozisoknal iv. adagolas javasolt.

A MTX metabolizmusa soran az aldehid-oxidaz révén féként 7-OH-MTX-ta alakul és a vesén
ill. a majon (epén) keresztiil tiriil. A metabolit, 7-OH-MTX molekuldk kevésbé
vizoldékonyak, a vesetubulusokban kicsapodhatnak ¢€s akut veseelégtelenséget hozhatnak
1étre (Widemann et al., 2006) Ennek elkeriilésére intenziv alkalizalast és hidralast kell
alkalmazni.

Az enterohepatikus korforgas soran a bélben 1évo baktériumok karboxipeptidazai is
metabolizaljak a MTX-ot. A 2,4-diamino-10-metilpteroilsav (DAMPA) inaktiv, kis
mennyiségben képzddd metabolit. A vizelettel iiriild vegyiiletek k6zott kevesebb, mint 5%-
ban jelenik meg.

Intravénas adast kdvetden a kezdeti eloszlasi térfogat 0,18 I/kg (a teststly 18%-a), mely
késbbb a szervezet vizterének megfeleléen 0,4-0,8 I/kg-ra (a testsuly 40-80%-a) emelkedik.
Bioldgiai hasznosulasa atlagosan 60% (Le Guellec et al., 2010).
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Intravénas adas utan a MTX iiriilése a plazmabdl trifazisos. A kezdeti, disztribticios fazis
soran, a féléletidé 0,75 = 0,11 ora (Zhang et al., 2010). A masodik féléletidd 2-4 6ra, ez a
cellularis eliminécios fazis, melyért a sejtbol nehezen kikeriilé poliglutamat forma felelds és a
sebességét foként a vesén keresztiil torténd kitiriilés hatdrozza meg.

A terminalis fazis HD-MTX kezelések esetén kb. 30-48 ora elteltével figyelheté meg, amikor
a szérum MTX koncentracio eléri a 0,1 mmol/I-t, ekkor a féléletidd t;»,=10,4 * 18 6ra. Ez a
fazis akkor kezddédik, amikor a plazma antifolat koncentracioja 0,1 pmol/l alé csokken, mely a
beadést kovetéen hagyomanyos dozis esetén 6-24 ora, nagy dozis esetén 30-48 6ra mulva
torténik meg. A harmadik fazist valosziniileg a MTX enterohepatikus korforgasa okozza. A
csontveld- €s a gastrointestinalis toxicitds nagy részéért a terminalis féléletidot tartjak
felelosnek.

Ep vesefunkcié esetén a plazmabol torténé clearance 110 ml/min, ennek 95 %-a a vesén
keresztiili kivalasztas. Intravénas adagolast kdvetéen 6 oran beliil a MTX dozis kb. 40 %-a, 24
oran beliil 90 %-a, 30 6ran beliil pedig kb 95 %-a valtozatlan formaban {iriil a vizelettel
(Zhang et al., 2010). Alacsony plazmakoncentracioknal a vesében tubularis reabszorpcio is
torténik. Magasabb koncentracioknal a renalis clearance viszonylag allandd, és magasabb,
mint az inulin clearance, vagyis a MTX nemcsak glomerularisan filtralodik, hanem aktivan
szekretalodik is a proximalis vesetubulusokban. Csokkent vesefunkcio és tubularis
szekrécidval Uiriild gyenge savakkal torténd parhuzamos adagolés jelentésen megndvelheti a
MTX szérumszinteket. Intravénas adast kovetden a széklettel iiriil a dozis 1-2 %-a (biliaris
exkrécid révén). Per os adagolasnal a széklettel tiriil6 MTX mennyisége fligg a dozistol és a
vékonybél abszorpcios kapacitasatol (Bleyer, 1978).

A cerebrospinalis folyadékba, az intrapleuralis és az intraperitonealis térbe a MTX diffizio
csak lassan, passziv transzporttal kovetkezik be. Amennyiben ezen folyadékterek
megndvekednek (ascites, pleuralis folyadékgyiilem) harmadik kompartmenként lassitjak a
kitiriilést €és meghosszabbitjak a MTX jelenlétét a szervezetben (Bleyer1978). A vér-agy-gat
jorészt megakadalyozza a szisztémasan beadott MTX bejutasat a kozponti idegrendszerbe
(KIR). Egyensulyi allapotban a liquor-plazma arany kb. 2-5 % .

A vérben a MTX koriilbeliil 50-80 %-a plazmafehérjékhez, foként albuminhoz kotédik. A
fennmarado rész szabad forméban talalhaté meg. A szabad extracellularis MTX koncentraciot
befolyasolja a plazmafehérjékhez kotddés mértéke, ezaltal pedig hatassal van a MTX sejtekbe

valo bejutasara és a vesén keresztiil torténé kivalasztasara is (Bleyer, 1978).
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Toxicitas
A MTX toxikus mellékhatasai koziil a kovetkezOk emelenddk ki: hepatotoxicitas,
nefrotoxicitas, csontveld depresszio, mukozitis, idegrendszeri tiinetek, pulmonalis toxicitas. A
csontveld és nyalkahartya karositas az esetek zomében csak atmeneti, az enkefalopatia ritka
jelenség és kronikus karosodast ritkan okoz, de a méj- és vesekarosodas viszonylag gyakran

eléfordul és késoi kovetkezményekhez is vezethet.

Hepatotoxicitas

A MTX kezelés utan akut és kronikus majkarosodas is el6fordulhat. HD-MTX infuzid utén a
dozistol és az infuzid hosszatol fligden 30-70 %-ban figyelhetd meg akut majenzimszint-
emelkedés (GOT, GPT) és/vagy hiperbilirubinémia (Longo-Sorbello et al., 2001) (van
Outryve et al., 2002). Az akut toxicitas altalaban atmeneti, és kiilondsebb klinikai tiinetek
nélkiil 1-2 héten beliil normalizalodik (Schmiegelow et al., 1990). A stlyossagot egyéb
majtoxikus gyogyszerek egyidejii alkalmazasa, szepsis, meglévé majbetegség, mutétek,
altatas is befolyasolhatja. A hosszu ideig adott kisebb d6zisok (pl. autoimmun betegségek
esetén) kronikus majléziot, fibrozist, akar majcirrozist okozhatnak (5-10 %) (Bleyer, 1978).
A majkarosodas megel6zése érdekében fontos a zsirszegény, majkiméld diéta. Kialakult
toxicitasban antioxidans vegyiileteket adhatunk, melyek gatoljak a lipid peroxidaciot
(silibinin, silimarin, N-acetil-cisztein). A hiperammonia csokkentésére, az urea-ciklus

serkentésére glutarzin, L-ornitin-L-aszpartat alkalmazando.

Nefrotoxicitds

A MTX két karboxilcsoportot tartalmazo gyenge sav, a szervezetben ionizalt alakban fordul
eld, és fiziologiai pH-értéken nem lipidoldékony. Ha a vizelet pH emelkedik (7 koriilire vagy
af6l¢), akkor a MTX és metabolitjainak (pl. 7-OH-MTX) oldhatosaga sokszorosara no.
Emelkedett szérum és vizelet MTX koncentraciok mellett (HD-MTX kezelések) a vegyiilet €s
foleg bomléasterméke a 7-OH-MTX kicsapddhat a vesében, és vesekarosodast okozhat akut
tubularis nekrozis formajaban (féleg rovid idejii és nagy-dozisit MTX infuziok esetén).
Ugyanakkor az intenziv hidralas és vizelet alkalizalasa jelent6sen csokkentheti a karositd
hatast, igy napjainkban a sulyos vesetoxicitas el6fordulasa csak kb. 1 % (Widemann et al.,
2004) (Widemann et al., 2006).

A MTX elhuzodo és karos toxikus hatasait, HD-MTX kezelések soran a szérumszintek
monitorizalasaval lehet kdvetni és teljesen redukalt folsav (folinsav, Ca-leucovorin) adasaval
felfiiggeszteni. A HD-MTX protokollokban kotelezden szerepel a folinsav rendszeres adésa,

altalaban a kezelést kdvetd 24-42. draban elkezdve és mindaddig folytatva, amig a szérum
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MTX szint nem csokken 0,25 umol/ 1 ala. Ez altalaban a 48-54. éraban megtorténik, de
elhuzodo iiriilés gyakran eléfordul, igy a MTX szérumszintek mérése szintén kotelezd a
szérumszint lecsokkenéséig (<0,25 umol/ 1 ald). A legjobb modszer a MTX szérumszint
mérésére a HPLC, de manapsag egyszeriien, olcson €s megbizhatoan mérhetjiik a szinteket
ELISA-val is. Amennyiben a szérumszint toxikus értékeket ér el, ill. a kitirtilés elhtiz6do,
akkor kifejezettebb toxicitasra lehet szamitani. Ekkor a leukovorin ,,rescue” emelt adagban

folytatando, és forszirozott diurézist (furoszemiddel) kell bevezetni.

Mieloszuppresszio

A HD-MTX kezelés leukovorin rescue-val altalaban csak enyhe csontvel6-toxicitast okoz,
trombopénia és/vagy leukopénia alakulhat ki. Mindharom sejtvonal érintettsége (anémiaval)
ritka és altalaban 1 hét-10 nap utan alakul ki (Saravana et al., 2003) (Yoon et al., 2001).
Transzfziora, vagy granulocita koloniastimulalé faktor (G-CSF) alkalmazasara ritkan keriil
sor (10-30 %) (Levinsen et al., 2015).

Az infazi6 idejének csokkentésével (4-6 orara 24 ora helyett) a mielotoxicitas és a stlyos
mukositis el6fordulasa csokkenthet. Ugyanakkor vannak klinikai adatok arra vonatkozolag,
féleg nagy rizikdj agressziv NHL-ban, hogy a terapias hatékonysag is csdkken (Woessmann
et al., 2005). Ezért a legtobb hematolodgiai protokollban megmaradt a hosszabb, 24-36 6ras
MTX infizid, mig szolid tumorokban (emld, OSC) a rovidebb infuziok is hatékonyak és
kevésbé toxikusak (Gianni et al., 2008) (Lin et al., 2009).

Neurotoxicitds

A MTX-okozta kozponti idegrendszeri karosodas akut formaban 3-15 %-ban fordul el6.
Tiinetei kozé tartozhat a fejfajas, zavartsag, hanyinger, hanyas, a viselkedés megvaltozasa,
dezorientécio, de silyosabb esetben gorcsok, parézisek, bénuldsok, sot tudatvesztés, koma is
eléfordulhatnak. Elsdsorban vaszkularis eredetet feltételeziink, ill. &tmeneti fehéradllomany
1ézi0k alakulhatnak ki. A patomechanizmusrol, prevenciorol, kezelésrdl viszonylag keveset
tudunk, de az emelkedettebb szérumszintek vagy az elhizodéo MTX-kivalasztas nem novelik a
neurotoxicitas gyakorisagat (Shuper et al., 2002) (Rubnitz et al., 1998). A tiinetek par perc
vagy oOra alatt fejlodnek ki, majd progredialhatnak vagy visszafejlodhetnek.

A diagnosztikaban a képalkoto eljarasok soran fehérallomany 1€ziok mutathatok ki elsé
sorban diffazié-sulyozott MRI (diffusion-weighted imaging, DWI) technikaval (Bhojwani et
al., 2014) (Inaba et al., 2008). A kialakult karosodas kezelésére fokozott hidralast és
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agynyomas csOkkentést (mannizol), a leukovorin dozis emelését, fenitoint, gabapentint és iv.
aminofillint alkalmazunk. A tiinetek spontan visszafejlddésére is lehet szamitani.

A MTX altal okozott kronikus agykarosodas leggyakrabban nekrotizald, demielinizacios
leukoenkefalopatiaként 1ép fel. Enyhe formaban, rendszeresen végzett képalkoté eljarasokkal
10-30 %-ra becstilik, de sokszor irreverzibilis progressziv neurologiai tiinetekkel jar
(demencia, dizartria, ataxia, gorcs, akar tudatvesztés). Az enyhébb fehérallomany 1éziok
viszont altalaban nem jarnak sulyos tiinetekkel és reverzibilisek is lehetnek (mentalis/iskolai
teljesitmény romlasa, figyelemzavar, magatartaszavar). Hajlamosité tényez6k a megel6z6
koponya-besugarzas, az intratekalis MTX-adas és a nagyobb kumulativ MTX-dozis, de a

pontos patomechanizmus ismeretlen (Bhojwani et al., 2014).

Gasztrointesztinalis toxicitds

Altaldban néhany nappal a HD-MTX kezelések utan gasztrointesztinalis mukozitis jelenhet
meg. A szajbol kiindulva a nyeldcs6von at az egész béltraktusra kiterjed6 nyalkahartya 1éziok,
fajdalommal, 1azzal, hanyassal, hasmenéssel, disztrofiaval, és erds fajdalommal jarnak (Lima
et al., 2014b) (Tsukada et al., 2013). A stlyos (Grade III, IV) mukozitis kb. 5-10 %-ban
fordul eld, de vannak olyan intenziv kemoterapids protokollok, ahol l1ényegesen nagyobb
aranyban kell vele szamolni. Down koros betegek kiilondsen érzékenyek a sulyos, akar
¢letveszélyes mukozitisre (Buitenkamp et al., 2010).

Tiineti terapiaja fajdalom- és lazcsillapitasbol, fertotlenitd 6blitésekbal all, esetlegesen
antibiotikus, antimikotikus vagy antiviralis kezeléssel kiegészitve.

A maradand6 gasztrointesztinalis toxicitas ritka, esetleg enyhe felszivodasi zavar el6fordulhat.

Pulmondlis és egyéb toxicitas

Akut mellékhatasként a pleura, a tiido, és esetleg egyéb epitéliumok (vagina, hiigyholyag)
gyulladasa is eléfordulhat. A MTX éaltal kivaltott allergias immunreakciok €rinthetik a bort
(eritéma, urtikaria), a szemet (konjunktivitis), valamint a tiidot. Kronikusan tiid6fibrozis,
bronchitis, 1éguti hiperreaktivitas alakulhat ki (5-10 %-ban) (Imokawa et al., 2000). A
leggyakoribb tiidéelvaltozas az interstitialis pneumonitis (Cannon, 1997). A betegség

prognozisa viszonylag jo, de ritkan 1égzési elégtelenség is kialakulhat.
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11./2./2. Antraciklinek

Hatasmechanizmus
Az antraciklinek koziil a doxorubicin és daunorubicin természetes vegyiiletek,
citotoxikus antibiotikumok, melyeket a Streptomyces peuceticus baktérium térzsbol izolaltak.
Kémiai szerkezetiikre a tetraciklusos gytirti jellemzd, melyhez aminocukor és alkil oldallanc

csatlakozik (4. abra).

OH

NH>
4. abra: A doxorubicin képlete
(Daunorubicin esetén a jobb felsé —OH csoport helyén egy —H van.)
Felhasznalasi teriiletiik igen széles: a hematologiai betegségek (leukémiak, limfomak) mellett

a legkiilonfélébb karcinomak és szarkomak (emld, lagyrész szarkomak, fej-, nyaki daganatok,
csonttumorok stb.) kezelésében hasznaljuk (Menna et al., 2007) (Mordente et al., 2009).

Az antraciklinek hatasmechanizusanak egyik tényezdje a reaktiv oxigén gyokok képzése, ami

tobbféle Gton lehetséges. Egyrészt enzimatikus uton szemikinonok képzddnek, ami aztan

szuperoxid-anion és hidrogén-peroxid keletkezéséhez vezet (5. abra).
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5. 4bra: Az antraciklinek hatasmechanizmusa (Félné Semsei A. PhD értekezés, 2013)

Az antraciklinek a ferritinbdl szuperoxid-anion hatasara felszabadul6 vas ionokkal is
kdlcsonhatasba 1épnek és a kialakult komplexek katalizaljak a reaktiv oxigén gyokok
(hidrogén-peroxid, szuperoxid-anion) képzédését (Lipshultz et al., 2008) (Menna et al., 2007)
(Mordente et al., 2009) (Yan et al., 2009). Az antraciklinek ezen kiviil gatoljak a
mitokondriumban a 1égzési lancot (antraciklin-aglikonok kialakulasa révén) . A doxorubicin a
nitrogén-oxid termelést is fokozza (a nitrogénmonoxid szintetaz (NOS2) up-regulalasa révén),
¢s ez reaktiv nitrogén gyokok, pl.: peroxi-nitrit (ONOO-) képzddéséhez vezethet.

A tumorellenes hatds szempontjabol talan a legfontosabb, hogy az antraciklinek a DNS kettds
spiraljaba interkalalédnak, igy gatoljak a DNS-szintézist. Tovabba gatoljak a topoizomeraz II-
t, és igy apoptozist indukalnak.
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Metabolizmus, farmakokinetika

Az antraciklinek lipofil vegyiiletek révén a sejtmembranon passziv diffiizioval jutnak at

(Larsen et al., 2000). A szervezetbe keriilt doxorubicin 50%-a valtozatlan formaban kiiiriil.

A maradék metabolizalddik, részben alkoholok keletkeznek (doxorubicinol, daunorubicinol) a

citoplazmatikus NADPH-fiiggé oxidoreduktazok révén. Ezen vegyiiletek fél életideje

megegyezik az alapvegyiiletével, de tumorellenes aktivitasuk nincsen (Mordente et al., 2009)

(Gonzalez-Covarrubias et al., 2007).

A masik anyagcsere Ut soran az antraciklinekbdl oxidoreduktazok révén (elektron felvétel)

szemikinonok keletkeznek. A szemikinon formabol a kinon formaba val6 visszaalakulaskor

reaktiv oxigén gyokok keletkeznek (Menna et al., 2007) (Deng et al., 2007b) (Blanco et al.,

2008).

A harmadik 1t soran az antraciklinek 1-2%-a deglikozilacio soran hidroxi-aglikonna

vagy dezoxi-aglikonna alakul. A reakcié a NADPH-fiigg6 hidrolaz és reduktaz tipusu

glikozidazok miikodésével megy végbe.

A szerek eliminacioja az ABC-transzportereken keresztiil torténik (Andreadis et al., 2007).

Az antraciklinek farmakokinetikajara a két vagy haromkompartmentes modell jellemz6 (6.

abra).

/ INAD(P)H-oxidoreduktaz |

DOX [XDH| [NOS2|[NDUFS|

szemikinon '\

NADPH-fiiggd
reduktaz
glikozidazok

7-deoxi-DOX-deoxiaglikon

|

T-deoxi-DOXol-deoxiaglikon

\

doxorubicinol

ICBR1| [CBR3|
|[AKR1A1|AKR1C2]

NADPH-fiiggd
hidrolaz glikozidazok

DOX hidroxiaglikon

|

DOXol hidroxiaglikon

o

IABCB1, ABCC1

/

, ABCC2, ABCG2 |

6. abra: Az antraciklinek anyagcseréje

(Félné Semsei A. PhD értekezés, 2013)
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Toxicitas
A vegyiiletcsoport f6 toxicitasa, a sokszor igen sulyos, Kardiotoxicitas.
Emellett csontvel6 karosodas, alopecia, mukozitis és enyhe vesetoxicitas fordulhat el6.
A kardiomiopdtia akut és kronikus formaban nyilvanulhat meg. A szivizomsejteket karositd
hatés patofiziologidja még nem teljesen ismert, de valdszinii, hogy az alapvegyiilet és a
metabolitjai is kardiotoxikusak (Mordente et al., 2009) Youssef (Youssef et al., 2005).
Az alkohol szarmazékok akkumulaloédnak a szivizomban, igy a kés6i kardiotoxicitas
kialakulasaban jatszhatnak szerepet. Ezek a szekunder alkoholok az eredeti vegyiiletnél
hatékonyabban gétoljak a mitokondrialis ATP szintézist végz6 ATP szintazt (ATPSJ), a
szarkoplazmatikus retikulum Ca-pumpajat (ATP2A2) és Ca2+- csatornajat (RYR2). Tovabba
a doxorubicinol gatolja az akonitazt (ACO1) is, ami a vas-homeosztazisban fontos (Menna et
al., 2007). Mindezek a folyamatok hozzajarulnak az antraciklinek okozta DNS, foszfolipid,
tiol-tartalmu fehérjék karositasahoz, lipid-peroxidaciohoz és a tiol-tartalmu fehérjék
szintjének a csokkenéséhez (Lipshultz et al., 2008). A nagy kardiotoxicitasuk ellenére az
antraciklin-alkohol vegyiiletek nem ennyire hatékonyak a tumorsejtek elleni védelemben. A
topoizomerazt kevésbé gatoljak, és a sejthalalt kevésbé indukaljak (Yan et al., 2009).
A feltételezések szerint a gyorsan 0sztodo sejtek ezen artalmas hatasokat konnyebben ki
tudjak védeni, mig a szinte egyaltalan nem 0sztddo szivizom sejtek nagyon érzékenyek ezen
karosito hatasra (Lipschultz2008) [11]. A masik f6 tényez6, amiért a sziv kiilondsen érzékeny
az antraciklinekkel szemben, hogy a kiilonb6z6 oxidativ karosodasokkal szemben a f6
védelmet jelentd glutation redox ciklus csak nagyon alacsony aktivitassal miikodik a szivizom
sejtekben (Li et al., 2007). A szivizomsejtek fogékonyabbak tovabba az antraciklinek karositd
hatasara a kardiolipin magasabb szintje és fokozott metabolikus aktivitasa miatt is.
Az akut kardiotoxicitas (kezelés alatt vagy kozvetleniil utana) atmeneti szivritmuszavarokat
(tachikardia, atrioventrikularis- és szar-blokk) és aspecifikus, enyhe EKG valtozasokat okoz
(Wojtacki et al., 2000) (larussi et al., 2005), melyek altalaban reverzibilisek.
A késoi kardiotoxicitas a kezelés befejezése utan min. 1 évvel, de akar évtizedekkel (!)
késdbb is jelentkezhet. A f6 megjelenési forma a kongesztiv kardiomiopatia, mely folyamatos
progressziot mutat (miokardiocita vesztés, miokardialis fibrozis). A szubklinikus
elvaltozasok incidenciaja 15-30 % (antraciklin do6zistol és egyéb rizikofaktoroktol fiiggden),
mig az orvosi beavatkozast igényld, stulyos kardiomiopatia el6fordulasi gyakorisaga 1-4 %.
Els6 sorban a bal kamra miikodése csokken, fala elvékonyodik, a végszisztolés nyomas

megno ¢€s a sziv kitdgul, valamint pangasos szivelégtelenség alakulhat ki. Szivultrahang soran
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csokkent bal kamrai linearis ejekcios frakcio, csokkent végdiasztolés hatsofal vastagsag,
kisebb tomeg és kontraktilitas, illetve megnovekedett bal kamrai afterload figyelheté meg.

A toxicitas kialakulasanak f6 rizikofaktora az antraciklin kumulativ dozisa. Gyermekkorban
mar a 300 mg/m? feletti dozisok esetén szamolni kell — akar sulyos — kardiotoxicitassal.
Felnétt korban ez az érték kb. 500 mg/m?, vagyis a gyermekek, a fiatal szervezet sokkal
érzékenyebb az antraciklinek szivkarosito hatasara. Egyéb rizikofaktorok: a ndi nem, fekete
rassz, genetikai faktorok (1. kés6bb), egyéb kardiovaszkularis problémak, cukorbetegség,
sugarkezelés, egyéb kardiotoxikus gyogyszerek adasa (Lipshultz et al., 2008) (Brouwer et al.,
2007).

Az antraciklinnel kezelt betegeknél a kardiotoxicitds megel6zéséhez a szivfunkciod
folyamatos ellenérzése sziikséges (ECHO). Ezen tilmenden a szérum troponin szint mérése
ill. a szérum ANP, BNP meghatarozasa segit a rizikd becslésben és a kovetésben (Wojtacki et
al., 2000). A toxicitas megel6zésében fontos még az infizidé hosszanak megvalasztasa.
Egyértelmiien bizonyitast nyert, hogy a hosszabb (akar 24-48 6ras) infuziok a kardiotoxicitas
jelentds csokkenésével jarnak, mig a tumorellenes hatés és a tulélés nem csokken. Mindez
aldhuzza a farmakokinetikai paraméterek jelentdségét a mindennapi klinikai gyakorlatban! A
toxicitas csokkentésének tovabbi modja a liposzomadlis antraciklinek hasznalata. Az elézetes
eredmények biztatoak, és egyre tobb kemoterapias protokollban hasznaljuk 6ket (Creutzig et
al., 2013) (Quarello et al., 2012).

Nagyon hatékony és biztato szivvédd gyogyszer volt a dexrazoxan, ami egy vaskoto-kelat,
mely megkoti a szabad és a kotott vasat is, igy csokkenti az antraciklin-vas komplexek
kialakulasat €s ezaltal a reaktiv oxigén gyokok keletkezését. Szamos biztatd klinikai adat
jelent meg hatasossagarol gyermekekben is (Lipshultz et al., 2008) (Anderson, 2005)2005,
Barry (Barry et al., 2008) (van Dalen et al., 2011). Magyarorszagon is alkalmaztuk 1996 és
2010 kozott, eredményesen. Sajat klinikai adatainkkal is alatdmasztottuk a hatékonysagat.
Ugyanakkor a hosszu tava kovetések soran stlyos mellékhatasokat irtak le (MDS, leukémia),
ami miatt a gyermekgyogyaszati alkalmazasat korlatoztak.

A mar Kialakult szivelégtelenség kezelésére ACE-gatlokat, vizhajtokat, Ca-csatorna-
blokkolokat, béta-adrenoceptor antagonistakat (bétablokkolok) adunk. Ezzel egyiitt az esetek
egy része fatalis (1-4 %).
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11/2/3. Glukokortikoidok

Hatasmechanizmus
A glukokortikoidoknak elsédleges hatasai az antiinflammatorikus, antiproliferativ,
proapoptotikus és antiangiogenetikus hatasok. Ezen tilmenden hatassal vannak a cukor- és
zsir-anyagcserére, a metabolikus folyamatokra, az immunrendszerre, az embrionalis
fejlddésre, az idegrendszer miikddésére, a reproduktiv funkciokra, az izmok és a csontok
anyagcseréjére. Hatasuk jo részét a glukokortikoid receptoron (GCR) keresztiil fejtik ki
(Oakley et al., 2011).
Az orvostudomany széles teriiletein kertilnek alkalmazasra: gyulladasos betegségek,
autoimmun korképek, malignus (leukémia, limfoma) betegségek, allergias eredetii
megbetegedések. ALL-ben a blasztok apoptodzisat indukaljak (caszpaz-9 és citokromC
aktivalodas), vagy kozvetleniil a GRE-n keresztiil vagy az NF-kappa-béta és AP1
szignaltranszdukcios utak gatlasa révén (Kofler, 2000).
A klasszikus glukokortikoid hatas soran (genomialis mechanizmus), a szteroid molekulak
diffazidval atjutnak a sejthartyan, a sejtplazmaban kapcsolodnak receptoraikhoz (GCR), majd
bejutnak a sejtmagba, ott bekotédnek a DNS specifikus részeihez (GRE) és megvaltoztatjak
egyes gének transzkripcidjat.
A GCR a nuklearis hormon receptor szupercsalad tagja. Harom f0 részbol tevodik Ossze:
DNS-kot6 szakasz (DBD), ligand-koto szakasz (karboxi végen) (LBD) és egy nem homolog,
valtozo méreté N-terminalis domén (NTD) (7. abra). Az NTD nagy transzkripcios aktivitassal
(AF1) rendelkezik, amely a kiilonb6z6 koregulatorok és transzkripcios faktorok rendszerét
szabalyozza, hangolja 6ssze. A DBD-szakasz egy nagyon konzervativ régio, melyen két
cinkujjas rész talalhat6, melyekkel kotddni tud a GRE-hez. Az LBD hidroféb tulajdonsagi,
képes megkotni a glukokortikoidokat, valamint tartalmaz egy masik nagy transzkripcids
aktivitassal rendelkez6 domént (AF2) is. Az AF2 a ligandkotéstol fliggéen kiilonbozo
kofaktorokat szabalyoz (Kadmiel et al., 2013).
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7. abra: A glukokortikoid receptor gén és fehérje szerkete

(Dr. Majnik Zsuzsanna Doktori értekezés 2006)

Ligand nélkiil a GCR inaktiv allapotban a citoplazmaban talalhatdé egy hdsokk-fehérjéket is
tartalmazo komplex részeként (Grad et al., 2007). A ligandként szolgalo kortizol bekotodése
utdn a receptor konformdci6 valtozast szenved, levalik a hdsokk-proteinekrol,
homodimerizalodik mas aktivalt GCR-ral, majd a sejtmag porusain keresztiil a magba
vandorol, ahol a DNS GRE helyeihez vagy mas transzkripcios faktoraihoz kotddik és
befolyédsolja azok miikodését, megvaltoztatva a gén-expressziot. A gatld hatasat a GCR
monomer forméaban fejti ki, és nem a hagyomanyos GRE-khez kotddik, hanem un. negativ
GRE-hez (Oakley et al., 2013). A glukokortikoidok kiilonb6zé szovetekben kifejtett
kiilonbozd hatdsainak jorészt az a magyardzata, hogy méas GRE helyek vannak szabadon a
kiilonb6z6 sejtekben és ezek aktivalédasahoz kiillonb6ozé mennyiségii glukokortikoid-GCR
komplexre van sziikség.

Ma mar bizonyitottnak tiinik, hogy a glukokortikoidoknak vannak nem-genomialis_hatasai is,
melyek gyorsan alakulnak ki, és foleg a stressz helyzetekre adott akut valaszban jatszanak
szerepet. A pontos hatasmechanizmusok (receptorok, masodlagos hirvivok) nem teljesen

tisztazottak (Losel et al., 2003) (Tasker et al., 2006) (Groeneweg et al., 2012).
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A leginkabb feltételezett szignaltranszdukcios utakban a foszfoinozitid 3-kinaz, a
szerin/treonin kindz (AKT) és mitogén-aktivalt protein Kinazok (MAP-kinazok) szerepelnek
(8. abra).

A GCR komplex része a citoszolban a sarcoma(Src)-kinaz is. A glukokortikoid-GCR
kapcsolodas soran az Src-kinaz is levalik a komplexr6l és aktivalja az elébb felsorolt
kinazokat. Ezek foszforilacio révén aktivaljak az annexin 1 molekulat, ami végiil gatolni fogja
a sejtplazméban a foszfolipaz A2-t, minek eredményeképpen bénul a gyulladadsos mediatorok,
igy pl. az arachidonsavak szintézise (Solito et al., 2003).

A GCR-nek membranhoz kotétt formaja is van, mely a gap junction-oket szabalyozza és az
src-MAP-kinaz tton keresztiil a neuralis progenitor sejtek proliferaciojat serkenti (Oakley et
al., 2013).
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8. abra A glukokortikoid hatas nem genomikus utjai a sejten beliil

(Dr. Majnik Zsuzsanna Doktori értekezés 2006)
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Toxicitas
A glukokortikoidok fokozzak a majban a glikogén felhalmozodasat, valamint a
glukoneogenezist (Opherk et al., 2004), emelik a vércukor és a vér szabad zsirsav szintjét,
hipertrigliceridémiat, hiperinzulinémiat okoznak (Anil et al., 2014). A majban a zsirsejtek
hipertrofiassa valnak, zsirmdj jon létre, ami szerepet jatszik a majkarositd hatasban, a
majenzimek emelkedésében (Shpilberg et al., 2012) (Mueller et al., 2012). Megnévelik az
étvagyat, emelik a testsulyt, de ez az emelkedés a zsirtartalom ndvekedésében nyilvanul meg
(Cushing-szindroma). A szteroidok ugyanis katabolikus hatastuak, az izmokban fokozzak a

fehérjebontast, és inzulinrezisztenciat eredményeznek (Menconi et al., 2007).

A tartds glukokortikoid kezelés csontritkuldst, osteoporosist okoz, els§ sorban az
osteoblasztok gatlasa révén. A Kortizon az emésztorendszerben csokkenti a kalcium
felszivodasat, mig a vesében noveli a Ca-iiritését. Ezaltal csokken a kalcium mennyisége,
fokozodik a csontbontés, valamint a kollagénbontés is fokozddik, mig a kollagén szintézise
csokken. Gyakoribbak tovabba a csonttorések és avaszkularis csontnekrozis is kialakulhat az
esetek kb. 10-30 %-aban (Gensler, 2013) (Saag et al., 2007) (Kawedia et al., 2011).
Gyermekekben novekedési zavart okoznak, direkt csonthatas, valamint a GH-IGF1 rendszer

gatlasa révén.

A szteroid kezelés egyik fo mellékhatdsa a gasztrointesztinalis rendszerben, elsdsorban a
gyomorban megjelend fekélyek, er6ziok kialakulasa. Alkalmazasuk soran ezért savesokkentd
gyogyszerek és nyalkahartya bevonok adasa javasolt.

A glukokortikoidok kifejezett immunszuppresszidos és gyulladasgatld hatast fejtenek ki.

Gatoljak a dendritikus sejteket, az aktivalt T-sejteket, befolyasoljak az antigénprezentald

crer

--------

(Busillo et al., 2013) (Zen et al., 2011). Gyakoriak a fertézések, a lazas allapotok, a
mukozitis, a gombas fertdzések.

Glukokortikoid hatasra fokozodik a natrium- és igy a viz visszatartas, valamint fokozodik a
kaliumiirités, hipokalémia alakul ki (Tsai et al., 2004). Részben a so- és vizvisszatartas,
részben a kardiovaszkularis rendszerre kifejtett elénytelen hatasok (Pimenta et al., 2012) miatt
hipertenziot okozhatnak. Az erekben a glukokortikoidok gatoljak a vazodilatatorok
(prosztaciklin, nitrogén-monoxid) felszabadulasat (Lee et al., 2012). A miocitakban
csokkentik az annexinek keletkezését (Nussinovitch et al., 2010) és a miocitak hipertrofiajat
okozhatjak (Ren et al., 2012).
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Az idegrendszert érinté mellékhatasok koziil kiemelhetk a hangulati élet zavarai, akar
pszichozisig fejlodé pszichés zavarok, enkefalopatia, almatlansag, depresszio, pszeudotumor
cerebri (Gensler, 2013)2013) (Vagace et al., 2012).

A tovabbi lehetséges szteroid mellékhatdsok kozott meg kell emliteni a szemészeti
elvaltozasokat: Kkatarakta, glaukoma; a kiiltakarot érintd elvaltozasokat, mint bor atréfia,

elhuzodo sebgyogyulas, striak, hipertrihdzis.
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11/3. Farmakogenetika

A dolgozatban csak azon tényezOket mutatjuk be roviden, melyek az altalunk vizsgalt
citosztatikumok (MTX, antraciklinek, glukokortikoidok) farmakogenetikajaban jatszanak

szerepet, és amelyeket vizsgalni is tudtunk.

11/3/1. ABC transzporterek

Az €16 szervezet altalanos membran-transzporterei tartoznak ide, melyek a sejtek efflux
mechanizmusaiban, vagy a sejtekbe bekeriilt idegen anyagok eltavolitasaban jatszanak
szerepet. Energiaigényes transzport folyamatokrol van sz6, miikddésiik soran ezen
transzmembran fehérjék ATP-t hidrolizalnak. Neviiket is az ATP-kot6 képességiikrol kaptak
(,,adenosine triphosphate binding casette”, ABC). Transzmembran doménekbdl (TMD) és
nukleotidkotd doménekbdl (NBD) allnak, 0sszesen 7 nagy csoportba sorolhatok (A-G) (9.
abra). Az intracellularis ATP-koté domén aminosav sorrendje allandé (Szakacs et al., 2008).
Az egyes domének kozott intracellularis linker régio (L) is eléfordulhat (Kruh et al., 2003).
Szervezetiink minden szdvettipusaban megtalalhatd univerzalis méregtelenitd mechanizmust
jelentenek, melyek védik a szervezet integritasat a xenobiotikumok ellen (Borst et al., 2000),
(Haimeur et al., 2004).

Az onkolodgidban is kiemelten fontos szerepet toltenek be, hiszen a legtobb daganatellenes
szer transzportjaban, sejtekbdl valo kipumpalasaban szerepet jatszanak.

A malignus betegségek kezelése soran kialakulo multidrog rezisztencianak (MDR) az egyik
6 utjat jelentik. A membranfehérjéket kodold gének polimorfizmusai megvaltoztathatjak a
transzporterek mitkodését €s igy jelentdsen tudjak befolyasolni a gyogyszerek metabolizmusat

¢s farmakokinetikajat (Kerb et al., 2001).

ABCB1

crer

ABC transzporter, melynek gydgyszer rezisztenciat okozo hatasat leirtak, és elnevezték
MDR1-nek (Klein et al., 1999) (Kerb et al., 2001) (9. abra).

Az ABCBL1 egy nagyon széles szubsztrat-spektrumu aktiv transzporter, a glikoproteint
1280 aminosav ¢épiti fel, molekula stlya 170 kDa. Eléfordul pl. az emésztérendszer
hamsejtjeiben, a vesékben, az agyban, a méhlepényben, a herében és a hemopoetikus

Ossejtekben. Védi a szervezet belsd integritasat és a védett kompartmenekbdl kivalasztja a
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xenobiotikumokat (Bunting, 2002) (Zhou et al., 2008). Szerepe lehet az apoptdzis
regulalasaban, szallit lipideket, citokineket is (Hoffmann et al., 2004; Jamroziak et al.,
20043).

A} Az ABCRBI protein felépitése
TMD, TMD,

1 2 3 4 5 _6 78 9 10 11_12

Extracellularis

Intracellularis

TMD, TMD, TMD,

1213 14 15 16 17

) A BCR2 protein felépitése

9. abra: Néhany ABC transzporter szerkezete (Hegyi Marta PhD értekezés, 2013)
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Nagyon sok szubsztratja van (metabolitok, antimikrobas szerek, immunszuppresszorok,
antihisztaminok, sztatinok stb) és szdmos daganatellenes gydgyszer metabolizmusaban jatszik
kiemelked6 szerepet (Jamroziak et al., 2004a) (Urayama et al., 2007) (Leschziner et al.,
2007): actinomycin D, cyclosporin A, daunorubicin, doxorubicin, dexametazon, docetaxel,
etopozid, imatinib, irinotecan, metotrexat, paclitaxel, vinblasztin.

Az ABCB1 génnek tobb szaz polimorfizmusa ismert (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Néhany polimorfizmusrol — koztik az altalunk is vizsgalt (3435T>C, 2677G>T,A ¢és
1236C>T) polimorfizmusokrol — szamos koézlemény jelent meg, mig a legtobb SNP
jelent6ségérdl nincs vagy csak kevés adat all rendelkezésre (Zhou et al., 2008). A megjelent
publikaciok sem mutatnak egységes képet a kiilonbozé SNP-k hatasardl. Bizonyos
kozlemények Osszefliggést talaltak a 3435T allél és/vagy a vele kapcsolt 2677T, 1236T
allélok kovetkeztében 1étrejott csokkent génexpresszio és kovetkezményes magasabb
gyogyszer-expozicid kozott, de mas tanulmanyok ezen adatokat nem erdsitették meg
(Marzolini et al., 2004) (Sakaeda, 2005). Egyes betegségek kialakulasanak hajlamat
(leukémia, vastagbélrak, tiid6- és vesekarcinoma  Kolitis ulcerosa, Parkinson kor) is
Osszefiiggésbe hoztak ezen génvariansokkal.

Az irodalom alapjan 0gy tlinik, hogy egyediil a 3435T>C polimorfizmus klinikai
jelentdségét és hatasmechanizmusat tudjuk pontosabban megfogalmazni. Ezek szerint a
3435T allélt hordozé6 mRNS ¢letideje rovidebb, mint a 3435C variansé. Ezen kiviil a kialakulo
fehérje szerkezete is eltér a 3435T allél hordozasa esetén, és igy a transzport funkciok is
véltoznak. Ugyanakkor a tobbi SNP esetén, amiknek korabban funkciondlis jelentdséget
tulajdonitottak (mint a 1236C>T, a 2677G>T,A vagy egyéb promdter-polimorfizmusok) nem
sikertilt hataskiilonbséget kimutatni.

Osszefoglalva megallapithatd, hogy csak a 3435T>C szinonim (az mRNS-ben
nukleotidcserét okozo, de a kialakult fehérjében aminosavcseréhez nem vezetd)
polimorfizmusa mutat szignifikans sszefiiggést a klinikai adatokkal (Kimchi-Sarfaty et al.,
2007).

ABCC1
fehérjét, melyet MRP1-nek is neveznek (Haimeur et al., 2004) (Bakos et al., 2007) (9. abra).
Noha ez a fehérje is megtaldlhato szinte minden szovetiinkben, mégis elsdsorban a barrier
funkcioju (here, vese, tiidd, placenta, kisebb mértékben bél, agy) sejtek bazolateralis
membranjaban talalhato, de elé6fordul intracellularisan is (Zhou, 2008) (Haimeur et al., 2004)

(Bakos et al., 2007). Miikodéséhez glutation is sziikséges, szubsztrat specificitasa nagy
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(glukuronatok, szulfatok, glutation konjugatumok, aflatoxin, leukotriének, epesavak,
szteroidok, antraciklinek, vinkrisztin). Ez a fehérje is részt vesz a toxikus anyagok elleni
védekezésben, de az oxidativ stressz elleni védekezésben is (eltavolitja a sejtbdl a GSSG
molekulékat). Osszefiiggésbe hozhatd az antraciklin rezisztenciaval és a kardiotoxicitassal
(Deng et al., 2007b) (Kruh et al., 2001).

Jelenleg tobb mint 70 SNP-t ismeriink. Bizonyos polimorfizmusok esetén, mint pl. az altalunk
IS vizsgalt rs2426221 (exon 8, 825C>T, V275V) és rs45511401 (exon 16, 2012G>T, G671V)
SNP-t hordozdkban csokkent mRNS szintet talaltak (Conrad et al., 2001), mig masok nem
talaltak 0sszefiiggést az aminosavceserét okozd polimorfizmusok €s az mRNS szint kozott
(Oselin et al., 2003).

Egyediil az Ala989Thr aminosavcsere okozott csokkenést az egyik szubsztrat (6sztradiol
17beta-glukuronid) transzportjaban (Letourneau et al., 2005). A funkcionalisnak josolt
eltérések alacsony allélfrekvenciajuak voltak (<1 %), igy klinikai jelentéségiik csekély (Wang
gén expresszio rosszabb tuléléssel és nagyobb relapszus rataval volt dsszefiiggésbe hozhato

(Plasschaert et al., 2005).

ABCC?2

Ezen fehérje felépitése nagyon hasonlit az ABCCl1-re, 1545 amindsavbol all. A 10-es
kromoszoma q24 régiojan talalhat6 a génje (MRP2) (Whirl-Carrillo et al., 2012) (9. abra).
Elsésorban a majsejtek apikalis felszinén mutathat6 ki, de nagyobb mennyiségben
megtalalhatd a proximalis vesetubulusokban, a bélben, a periférias idegekben, az epehdlyag
hamjaban és limfocitakban (Kool et al., 1997). Az ABCC2 kifejez6dik tiid6, gyomor, vese és
kolorektalis tumorok sejtvonalaiban (Chen et al., 2011). Sokféle szubsztratja van: glutation,
szulfatok, glukuronid, konjugalt bilirubin és persze endogén metabolitok, xenobiotikumok
(Nies et al., 2007) (Konig et al., 1999). Inhibitorai koz¢ tartozik a probenecid, a glibenklamid,
a rifampicin, az indometacin, a ciklosporin A és az azitromicin. Emelkedett ABCC2 mMRNS
szintet irtak le néhany ciszplatin és doxorubicin rezisztens sejtvonalban (Haufroid, 2011).
Szerepet jatszik az antraciklinek, a vinkrisztin és a MTX transzportjaban is (van der Schoor et
al., 2015) (Chenetal., 2011) is.

ABCC3
A multidrug rezisztencia protein csalad harmadik tagja (MRP3), a 17g21.3

kromoszdmarégioban talalhato. Megtalalhato a gyomor-, bélrendszer sejtjeiben, a vesében,

mellékvesében, a placentan (a bazolateralis membranokon) (Kool et al., 1999). Funkcioja még
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nem teljesen tisztazott, de biztosan szerepet jatszik a szerves anionok biliaris és intesztinalis
kivalasztasaban, valamint a toxikus epesok kiiiritésében, foleg kolesztazisban (Kruh et al.,
2001) (Haimeur et al., 2004).

Az ABCC3 tobbek kozott MTX-t is szallit, de csak a nativ format, a poliglutamalt alakot mar
nem (vagy csak alig) (Kool et al., 1999). Ezen kiviil az ABCC3 folsavat és leukovorint is
szallit és ily modon is befolyasolja a MTX hatasat (Zeng et al., 2001) (9. abra).

ABCCI10
A fehérje, melyet MRP7-nek is neveziink 1492 aminosavbdl all és génje a 6p12.3-es

kromoszémarégidban talalhatd. Felépitése nagyon hasonlo az ABCC1 fehérje szerkezetéhez
(Whirl-Carrillo et al., 2012) (9. abra), ugyanakkor aminosav Osszetétele a csalad tobbi tagjatol
eléggé kiilonbozo.

Nagy mértékben expresszalodik a vastagbélben, a borben és a herékben (Hopper et al.,
2001). A protein egy lipofil anion transzporter, mely glukuronat és glutation konjugatumokot
szallit els6 sorban, de kdlcsonhatasba 1éphet anionos és lipofil ligandokkal is (Chen et al.,
2003). Szerepe lehet a cisztas fibrozis, a hemokromatozis, az akut pankreatitisz és a
policisztas vese patomehanizmusaban is (CFTR betegségek) (Loukas et al., 2015), valamint a
Wiskott-Aldrich szindroma és a Joubert szindroma patogenezisében (WAS génhez kotott
betegségek) (Buchbinder et al., 2014) (Valente et al., 2013).

ABCG2

Ezt a fehérjét BCRP-nek is nevezziik, mert emldrdk sejtek drogrezisztencidjaval hoztak
eldszor Osszefliggésbe (Doyle et al., 1998). Génje a 4q22 kromoszomarégioban talalhato. A
transzporter egy 665 aminosavat tartalmazo glikoprotein, molekula tomege 72 KDA (9. abra).
Nagy hibrofob negativ, ill. pozitiv toltésii molekulakat, tobbek kozott citosztatikumokat
szallit: daunorubicin, doxorubicin, etopozid, folsav, gefetinib, imatinib, irinotecan,
metotrexat, topotekan (Haimeur et al., 2004) (Sarkadi et al., 2004) (Huang, 2007).

Az ABCG2 leginkabb a gastrointestinalis traktusban és a placentaban fordul el6 (sok mas
szovettipus mellett) (Sarkadi et al., 2004). Funkcioja még nem teljesen tisztazott, a bélben és
az epében hozzjarul a xenobiotikumok elleni védekezéshez, hozzajarulhat az endogén
kialakitdsaban, a magzat védelmében ¢és fontos szerepe lehet a hemopoetikus dssejtek

védelmében is (Doyle et al., 1998) (Allen et al., 2002).
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A human ABCG2 génnek is szaznal tobb polimorfizmusa ismert. Nem minden
polimorfizmus jelentOsége tisztazott, ill. vannak olyanok, melyek csak nagyon ritkan
fordulnak elé (Krishnamurthy et al., 2006) (Poonkuzhali et al., 2008).

A legtobbet vizsgalt a 421C>A (GInl41Lys, rs2231142) polimorfizmus, mely a
kaukazusi populaciokban 10% koriili allélfrekvenciat mutat (Lee et al., 2015). Az A allél a
protein stabilitdsat csokkenti. Tobb gyogyszer hatékonysagaval, farmakokinetikai eltéréseivel
¢s mellékhatasaival hoztdk mar Osszefiiggésbe a génvarianst (tirozinkinaz inhibitorok,
szulfaszalazin, rozuvasztatin, topotekan). Masrészr6l daganatos betegségek talélésében és
bizonyos betegségek kialakuldsara vald hajlamban is szerepet jatszik (k&szvény, vesesejtes
rak, diffuz nagy B-sejtes limfoma) (Kurose et al., 2012). Ugyanakkor a 421C>A variacié nem
hajlamosit leukémia kialakulasara (Muller et al.,, 2008), nem mutat Osszefiiggést a
doxorubicin farmakokinetikajaval (Lal et al., 2008), nem fiigg Ossze a metotrexat
farmakokinetikajaval és hepatotoxicitasaval (Imanishi et al., 2007).

A ritkdbb 34G>A (Vall2Met, rs2231137) polimorfizmus az MRNS-expresszio
valtozasahoz vezet, de ennek klinikai jelentdsége kétséges (Robey et al., 2009).

11/3/2. A MTX hatasmechanizmusaban szerepet jatszo enzimek és génjeik

MTHFR

A MTHFR a DNS szintézis és a metilacios folyamatok {6 katalizatora, az egyik legtobbet
vizsgalt enzim. Az 5,10- metilén-tetrahidrofolat lebontasat serkenti 5-metil-tetrahidrofolatta,
amely aztan kofaktora lesz a homocisztein-metionin atalakulasanak. Ezt kvetden a
metioninbol S-adenozilmetionin képzdédik, mely a DNS és a proteinek metilalasaért felelds.
Ugyanakkor az 5,10- metilén-tetrahidrofolat a de novo purin szintézisnek is fontos
szubsztratja.

Az MTHFR génje a 1p36.3 kromoszomarégioban talalhato. Legtobbet vizsgalt
polimorfizmusai az rs1801133 (677C>T, Ala222Val) és az rs1801131 (1298 A>C,
Glu429Ala) (Tsang et al., 2015) (Liew et al., 2015). Mindkét polimorfizmus csokkent
MTHFR aktivitashoz és megndvekedett homocisztein szintekhez vezet, kiilondsen, ha a
plasma folat koncentracidja csokkent. A 677C>T hatasara az enzim termolabilla valik, mig a
1298A>C az MTHFR regulator doménjére hat. Homozigoéta forméban ritkan fordulnak el
(<1 %), de heterozigdtaként a kaukazusi populdcioban kb. 15 %-ban kimutathatok. Kevert
heterozigotasag esetén az enzimaktivitas csokkenés kifejezett, ami hiperhomociszteinémiat és

a toxicitas fokozodasat okozhatja (Taub et al., 2002) (Ulrich et al., 2001)). Kimutattak, hogy
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kiilonosen a 677TT genotipus megndveli a toxicitasra vald hajlamot. Ugyanakkor az irodalmi
adatok nem egyértelmiiek, mas tanulmanyok nem erésitették meg ezen adatokat (Seidemann
et al., 2006) (Costea et al., 2006) (Aplenc et al., 2004), (Krajinovic et al., 2004a) (Seidemann
et al., 2006; Chai et al., 2015). Leirtak ugyanakkor a 677T-1298A haplotipus 6sszefliggését
magasabb relapszus rizikéval és az ALL progressziojaval is (Krajinovic et al., 2004b)
(Krajinovic et al., 2004a). Feltételezik, hogy a T allél, mely az olasz és a mexikoi
populécidban kiilondsen gyakori szelektiv elénnyel jarhat a magas folat tartalmu étrenden

¢lok korében (Gueant-Rodriguez et al., 2006).

DHFR

A MTX gétlo hatasat foleg ezen enzimen keresztiil fejti ki. Az enzim génje az 5-0s
kromoszéman talalhaté (qll.2-q13.2). Az enzim a dihidrofolat tetrahidrofolat atalakuléast
katalizalja, és igy biztositja a de novo purin és timidilat szintézishez sziikséges egyszénatomos
molekuldkat. A gén egyes polimorfizmusai Osszefiiggést mutattak az enzim fokozott
expresszidjaval és a gyakoribb ALL relapszussal (Al-Shakfa et al., 2009; Schmiegelow,
2009). Masrészrol a DHFR enzim hiany megaloblasztos (Bj; vitamin hianyos) anemiat
okozhat (Cario et al., 2011).

SHMT1

A 17-es kromoszoman talalhatd gén altal kodolt szerin-hidroximetiltranszferaz 1 (SHMT1) a
szerin — glicin és tetrahidrofolat — 5,10-metilén-tetrahidrofolat atalakulast katalizalja. Az
rs1979277 (1420C>T) polimorfizmusa csokkent MTX érzékenységet és fokozott ALL rizikot
okozhat (de Jonge et al., 2005).

MTHFD1

A metilén-tetrahidrofolat dehidrogenaz 1 enzim (MTHFD1) harom kiilonb6z6 enzimatikus
reakcioban vesz részt (metilén-tetrahidrofolat dehidrogenazként, metenil-tetrahidrofolat
ciklohidrolazként és format—tetrahidrofolat ligazként). A folyamatok soran a tetrahidrofolat
egyszénatomos molekuldi atalakulhatnak egymésba. A reakcid szubsztratjai a metionin, a
timidilat és a de novo purin szintézishez sziikségesek. Génje a 14-es kromoszoman
helyezkedik el (14924). Az rs2236225 (1958G>A, 653Arg>GIn) polimorfizmus AA
homozigota formaban fokozott relapsus rizikoval jarhat gyermekkori ALL-ben (Krajinovic et
al., 2004b; Schmiegelow, 2009). Masok kimutattak, hogy az A allél szignifikdnsan csokkenti
a hepatotoxicitast (Erculj et al., 2012).
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TYMS
A timidilat szintdz (TYMS) enzim a dezoxiuridin-monofoszfat (dUMP) metilacidjat végzi
dezoxitimidin-monofoszfat-ta (dTMP). A reakcio kofaktora az 5,10-metilén-THF. A dTMP
fontos a DNS replikaciojahoz és a repair mechanizmusokhoz. A gén a 18-as kromoszoman
talalhato (p11.32). A TYMS expresszidé szabalyozasaban a TYMS gén promoter enhancer
ismétlédése fontos szerepet jatszik. A 3R polimorfizmus a TYMS szint emelkedését okozza,
amely a MTX kezelés toxicitasanak csokkenéséhez (Faganel Kotnik et al., 2011), vagy MTX

rezisztenciahoz vezethet.

MTS, MTSR

A metionin szintetaz (MTS, vagy masnéven homocisztein metiltranszferaz) a homocisztein —
metionin atalakulast katalizalja. A reakciohoz 5-metil-THF-ra és metil-kobalaminra van
sziikkség. A metionin szintetaz reduktaz (MTSR) az MTS aktivalasaért és a metilkobalamin
kinalat fenntartasaért felelés. Az MTS gén az 1-es (g43), az MTSR gén az 5-6s (p15.31)
kromoszoéman helyezkedik el. Az MTS rs1805087 (2756A>G) polimorfizmusa alacsony
enzimaktivitashoz vezet, de az SNP és a MTX toxicitas kozotti Osszefiiggés egyelére
ismeretlen. Az MTSR gén 66A>G polimorfizmusa kapcsolatban allhat a MTX toxicitassal
(Faganel Kotnik et al., 2011).

y-glutamil-hidrolaz (GGH)
Az enzim a folat és antifolat poliglutamatok lancvégi vagy utolso el6tti y-glutamil csoportjat
hidrolizalja, és ezaltal lehetové valik a MTX eltavolitasa a sejtbdl (Galivan et al., 2000). A
gén a 8-as kromoszoéman helyezkedik el (q12.23-q13.1). Féleg a m4j és a vese lizoszémaiban
talalhato, de eléfordul a vérben, a placentaban, a vastagbélben és az agyban is (Li2002) (Li et
al., 2002). A tumorsejtek emelkedett GGH enzimszintje az antifolatokkal szembeni
rezisztenciahoz vezet. Szamos polimorfizmusa ismert. Ezek koziil a leginkabb vizsgalt -
401C>T (rs3758149) és -124T>C promoter polimorfizmusok fokozzak a promoter aktivitasat
¢s igy a GGH fehérje expresszidjat. A megnovekedett GGH-szint a MTX-poliglutamat
Schmiegelow, 2009). Mas oldalrél, a gén 452C>T (rs11545078) polimorfizmusa, az enzim
csokkent miikodésén keresztiil, az MTX-PG intracellularis felhalmozodasahoz és fokozott

daganatellenes hatashoz és fokozott toxicitashoz vezethet.
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FPGS

A folil-poliglutamat szintaz (FPGS) a GGH-val ellentétes hatast fejt ki. Az enzim az MTX-
PG kialakulasat katalizalja, miikodése soran egy 2-7 glutaminsavbol allo lancot kapcsol a
MTX molekulahoz. Ha csokken az FPGS enzim aktivitasa, akkor kevesebb poliglutamalt
MTX lesz a sejtben és a citotoxikus hatas csokken, vagy a sejtek akar rezisztenss¢ is
valhatnak MTX-szal szemben (féleg ha egyidejiileg a GGH aktivitas emelkedett) (Assaraf,
2007).

Az FPGS gén a 9-es kromoszoman helyezkedik el (q34.1). Az FPGS aktivités
kiilonbozhet ALL-es betegekben a leukémia altipusai szerint (Panetta et al., 2010). Az FPGS
gén tobb funkciondlis polimorfizmusdt azonositottdk mar, de mindeddig nem sikeriilt

egyértelmi 6sszefliggést kimutatni az SNP-k és a MTX hatasai kozott (Owen et al., 2013).

RFC1 (SLC19A1)

A redukalt folat karrier (RFC1), a ,,solute carrier family” tagja (SLC19A1), a sejtek f6
folsavszallito transzportere. Az RFC1 az 5-metil-tetrahidrofolat (5-MTHF) és a tiamin-
monofoszfat kétirany transzportjat teszi lehetové és szerepe van a MTX sejtbe torténd
felvételében és igy az antifolatok hatékonysagéaban is. Génje a 21q22.2-22.3
kromoszomarégidban helyezkedik el, és sokféle szovetiinkben megtalalhato.

A folatok, hidrofil molekulak Iévén, diffizid tjdn nem tudnak atjutni a bioldgiai
membranokon. A membrantranszportban szamos mechanizmus jatszik szerepet: folat
receptorok, szerves anion transzporterek, proton-folat transzporter, de a legjelentésebb az
RFC-1 (Matherly et al., 2007), mely kétirany(i anioncserélé mechanizmussal miikodik, és
nem igényel ATP-t.

A kodold gén leggyakrabban vizsgalt nem szinonim polimorfizmusa, az rs1051266 (80G>A,
Arg27His), melynek kovetkeztében a molekula folat affinitasa n6é (Krajinovic et al., 2004a).
Az SLC19A1AA genotipus esetén tobb MTX keriil a sejtbe, mely jobb terapias valaszt, de
tobb toxicitast eredményez (Laverdiere et al., 2002) (Yee et al., 2010). Az SNP talélésre
gyakorolt hatasarol megoszlanak az irodalmi adatok (Gregers et al., 2010) (Yee et al., 2010).

NR1I2 (SXR)

A NR1I2 (vagy régebbi nevén SXR: Szteroid és Xenobiotik Receptor) gén a sejtmag
receptorok csoportjaba tartozik. A 3-as (q12-913.3) kromoszoman helyezkedik el, és egy 434
aminosavbol allo fehérjét kodol. A sejtmag receptor szupercsalad tagjai transzkripcios
faktorok, egy ligand k6té domain és egy DNS koté domain jellemz0 rajuk. Az SXR altal
kodolt fehérje, transzkripcids faktor, mely a citokrom P450 fehérjét kodolo CYP3A4 gént
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szabalyozza A folyamatot szamos anyag aktivalja, pl. a dexametazon. K&todik tovabba az
gyogyszer rezisztencia kialakitasaban (Lehmann et al., 1998), (Zhang et al., 2001), (Whirl-
Carrillo et al., 2012).

SLC-csalad (SLCO, SLCA)

Az SLCOI1BL1 egy organikus aniontranszporter, mely féleg a majban és a bélben talalhatod
(Trevino et al., 2009a). A MTX majba torténd felvétele az SLCOIB1 és SLCOI1B3
transzportereken keresztiil torténik. Ezen kiviil a bilirubin és egyes gyogyszerek (sztatinok,
angiotenzin-konvertald enzim inhibitorok, rifampicin) transzportjaban is szerepet jatszik. Az
SLCO1B1 gén polimorfizmusai szerepet jatszhatnak a HD-MTX kezelést kovetd
farmakokinetikai eltérésekben (Trevino et al., 2009a). A leggyakrabban vizsgalt nem
szinonim SNP-je, az rs4149056 (521T>C, Alal74Val) a transzporter funkcidé és a MTX
clearance csokkenésével jar (Niemi et al., 2011). A gén mas polimorfizmusai (rs11045879,
rs4149081) is Osszefiiggést mutattak a MTX clearance-szel valamint a kezelést kovetd
gasztrointesztinalis toxicitassal (Trevino et al., 2009a; Lopez-Lopez et al., 2011; Lopez-
Lopez et al., 2013).

A MTX a vesében szintén organikus aniontranszportereken keresztiil jut be (SLC22A6,
SLC22A8). A fehérjéket kodold gének egymashoz kapcsoltan a 11-es kromoszoman
(11q12.3) talalhatok (Rizwan et al., 2007). Vannak irodalmi adatok arra vonatkozolag, hogy
az SLC22A6/SLC22A8 géneket érint6 haplotipus eltérések esetleg dsszefliggést mutathatnak a
MTX clerance-szel (Lopez-Lopez et al., 2013).

ARID5B
A gén egy transzkripcios fehérjét kddol, mely — mas DNS-koté fehérjékhez hasonloan - az
,yAT-rich interaction domain”(ARID) csaladnak a tagja. A gén a 10-es kromoszoéman talalhato
(921.2). Az ARID5B gén szerepet jatszik az adipogenezisben, a maj fejlédésében, de a
sejtnovekedésben és a B-limfocita progenitorok differencialédasaban is (Trevino et al.,
2009b). Kimutattak, hogy az ARID5B gén bizonyos SNP-i  Osszefiiggést mutattak a
megnovekedett intracellularis MTX-PG koncentracioval és a B-sejtes hiperdiploid ALL (jobb
prognodzis) kialakulasaval (Trevino et al., 2009b; Healy et al., 2010). Elképzelhetd, hogy a
leukemia kialakulasa és a terapiara adott valasz Osszefiiggenek egymassal (Xu et al., 2012),
ill. a leukémia kialakuldsaban potencialisan szerepet jatszo infekciok ¢€és a gén egy

polimorfizmusa kozott talaltak osszefiiggést (Rudant et al., 2015). Ugyanakkor az ARID5B
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gén MTX farmakokinetikdval vagy toxicitassal kapcsolatos Osszefliggéseire nem talaltunk

irodalmi adatot.

11/3/3. Antraciklinek

Genetikai polimorfizmusok az antraciklin okozta kardiotoxicitasban

Az irodalmi adatok alapjan az antraciklinek kardiotoxicitasaban megnyilvanuld egyéni
kiilonbségek hatterében a tobbek kozott kovetkezd géncsoportok allhatnak: a szabadgyok-
képzésben részt vevo gének (pl. NQOL), az antraciklin-transzportjat végzé ABC-
transzporterek (ABCC1, ABCC2), az antraciklint metabolizal6 gének (CBR1, CBR3, AKR1A1)
(Deng et al., 2007a) (Mordente et al., 2009) (Blanco et al., 2008).

Szabadgyok képzésben résztvevo gének (NQO1, CAT, SOD)

Az antraciklinek szivkarositd hatasaban az oxidativ stressznek nagy jelentdsége van.
Mindazonadltal nagyon kevés adatunk van a szabadgyok képzésben résztvevd gének és a
kardiotoxicitas kapcsolatarol. A NQO1 gén a NAD(P)H dehidrogenaz csalad egyik enzimét a
citoplazmatikus 2-elektronreduktazt kodolja. A kialakult szabadgyokoket a glutation
peroxidaz, a katalaz és a SOD1 (SOD1) k6zombositi. Ezen tilmenéen a DOX-szemikinonok
IS szerepet jatszanak a kardiotoxicitasban (Vasquez-Vivar et al., 1997).

A NADPH-citokrom P450 reduktaz segitségével alakul at a doxorubicin DOX-7-
deoxiglikonna, ebben a folyamatban a xantin-oxidaz és az NQO1 vesznek részt (Gutierrez et
al., 1983).

A katalaz és a szuperoxid-dizmutaz 1 overexpresszidja egérben védelmet nyujt az antraciklin
indukalta szivkarositd hatassal szemben (Mukhopadhyay et al., 2009). A CAT gén -259G>A
SNP-je és a vérnyomas szabalyozasa kozott talaltak asszociaciot (Mansego et al., 2011).
Tovabba a glutation S transzferaz gének overexpresszioja egyes sejtvonalakban az antraciklin

kisebb karosito hatasaival allt 6sszefiiggésben (Deng et al., 2007Db).

ABC transzporterek és kardiotoxicitas

A szivben tobb ABC-transzporter is expresszalodik: ABCB1, ABCC1, ABCC3, ABCG2
(Couture et al., 2006) (Solbach et al., 2006). ABC-transzporter gatlokkal a kardiotoxicitas
fokozhato (Couture et al., 2006).
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Egy tanulmanyban a doxorubicin szintet emelkedett talaltak azon betegekben, akik legalabb
egy ABCB1 1236T allélt hordoztak (Lal et al., 2008). Az ABCB1 1236-2677-3435
pozicidkban homozigdta, CC-GG-CC genotipusu betegekben szignifikansan alacsonyabb volt
a doxorubicin szint és fokozott a doxorubicin clearance, minta CT-GT-CT, ill. TT-TT-TT
genotipusokat hordozé betegekben. Az ABCG2 421C>A polimorfizmus €s doxorubicin szint
kozott ugyanakkor nem talaltak osszefliggést. Masok azt talaltak (NHL betegekben), hogy az
NAD(P)H oxidaz multienzim komplex p40phox alegységét kodoldo NCF4, az ugyanennek az
enzimkomplexnek a p22phox alegységét kodolo CYBA és RAC2 gének egy-egy
polimorfizmusa a kronikus antraciklin-indukalta szivkarosodas megjelenésével fiiggtek ossze.
Az ABCC1 és az ABCC2 gének egyes polimorfizmusai 6sszefiiggést mutattak a csokkent
szivfunkcioval. Az akut kardiotoxicitast az ABCC1 Gly671Val SNP (rs45511401) és az
ABCC2 gén V1188QC1515Y haplotipusa befolyasolta (Wojnowski et al., 2005).

Karbonil reduktiazok (CBR1, CBR3)

A human karbonil-reduktdaz 1 (CBR1) egy citoszolikus fazis I enzim, mely NADPH
felhasznalasaval a vegyiiletek kételektronos redukalasat végzi. A génnek két leginkabb
vizsgalt polimorfizmusa a Val88lle (rs1143663) és a Pro131Ser (rs41557318).

Az 11e88 és Ser131 aminosavakat tartalmazd CBR1 fehérjével rendelkezd betegekben
kevesebb alkohol-metabolit keletkezik és tobb szabad gyok képzddhet (Gonzalez-Covarrubias
et al., 2007) (Bains et al., 2009).

A CBR1 gén befolyasolhatja a doxorubicin clearance-ét is (Lal et al., 2008). A CBR3 gén
Val244Met (rs1056892) polimorfizmusa megvaltoztatja a protein katalitikus aktivitasat, a
valin tartalmu fehérje esetén tobb alkohol-metabolit képzédik. A homozigota Val244 betegek
esetében a stilyos szivprobléma kialakulasanak esélye 1ényegesen nagyobb (Blanco et al.,
2008). A doxorubicin clearance-re az NR112 gén (masnéven PXR: pregnane-X-receptor) is
hatést gyakorolhat, mely indukalja a CYP3A4, CYP3A5 és az ABCB1 expressziojat
(Sandanaraj et al., 2008).

AKR1A1l

Az AKR1A1 gén két aminosavcserét okozo polimorfizmusa az Asn52Ser és a Glu5S5Asp. Az
aszparaginsav, ill. szerin tartalmu fehérjéknek kb. 50%-kal kisebb a katalitikus hatékonyséaga,
mint a vad-tipusu fehérjéknek. A kisebb aktivitasu fehérjék csak az antraciklinek

alkoholszarmazékai ellen nyujtanak védelmet (Bains et al., 2008).
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11./3/4 Glukokortikoid receptor polimorfizmusok

A GCR izoformai és a gén polimorfizmusai

A GCR gén (NR3Cl1) az 5931 kromoszoéma szakaszon taldlhatd, 150kB terjedelmi és 9
exonbdl all. A 3° végen 1évo 9. exonnak 2 formaja ismeretes, melyek alapjan a GCR 2 6
izoformajat kiilonboztetjiik meg (GRa és GRP) (E132). A GRP inkabb gatld hatast fejt ki a
GRo kotddésére, és igy felelds lehet a glukokortikoid-rezisztencia kialakulasaban (Webster et
al., 2001) (Lewis-Tuffin et al., 2006).

Tovabbi izoforma a GRy, mely bekot a GRE-hez, de a glukokortikoid medialta transzkripcios
folyamatokat gatolja, és igy szintén glukokortikoid rezisztencidhoz vezethet (Beger2003)
(E136). A GR-A és GR-P az LBD-t kodolod régio alternativ splicingjabol keletkeznek és
szintén csokkent glukokortikoid érzékenységhez vezetnek (Oakley et al., 2013) (10. abra).

LR ———T T i

ARG-452 -es helyre

ora + (o) )

ALA 490-es helyrél a 674-re, ahol egy Ser deletalédik

CIRT T

10. abra: A GCR splice variansai

(Dr. Eipel Olivér PhD értekezés) (2016)
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A GCR génben napjainkig tobb ezer polimorfizmust irtak le (Koper et al., 2014). Ezen
polimorfizmusok jo része intronban vagy az at nem ir6d6 3’UTR régidban talalhato. A minor
allél-frekvencia az esetek dontd tobbségében 1% alatti. A polimorfizmusok jo része nem
eredményez muikodésbeli kiilonbséget, mig masoknél a transzkriptum mennyisége vagy a
GCR érzékenysége valtozik meg.

crer

ER22/23EK és a BCL1 polimorfizmusok (11. abra).
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11. abra: Az altalunk is vizsgalt SNP-k lokalizacioja a GCR génen beliil

(Dr. Majnik Zsuzsanna Doktori értekezés 2006)

N363S

Az N363S (1220A>G) varians esetében a nukleotid csere a 2. exonban, a 363-as kodonban
torténik (adenin cserélddik guaninra), ami egy aminosav cserét (aszparagin/szerin) okoz. Ez a
valtozas fokozott glukokortikoid érzékenységgel jar (Jewell et al., 2007). A polimorfizmus
gyakorisaga 3,2%-14,3% (Russcher et al., 2005). A 363S hordozok magasabb BMI indexszel
rendelkeznek, hajlamosabbak az elhizasra, cukorbetegségre és magas vérnyomasra
(kiilonodsen a BCL1 polimorfizmussal kombinalva) (Cercato et al., 2009) (Cellini et al., 2010)
(Di Blasio et al., 2003) (Roussel et al., 2003). A 363S hordozas esetén gyakrabban fordul eld
a koszoruerek megbetegedése, hiperkoleszterinémia, hipetrigliceridémia, és kedvezétlenebb

osszkoleszerin-HDL arany (Lin et al., 2003a). Masok nem talaltak Osszefiiggést az N363S
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polimorfizmus és az emelkedett BMI (Echwald et al., 2001) vagy a magasvérnyomas ¢és a
cukorbetegség kialakulasa kozott (Lin et al., 2003b). Az idegrendszeri hatasok tekintetében is
ellentmondasosak az adatok. Van olyan tanulmany, melyben a hordozok korében nagyobb
aranyban figyeltek meg depressziora vald hajlamot (van Rossum et al., 2004) mig mas adatok

ezt nem tudtak kimutatni (Szczepankiewicz et al., 2011).

ER22/23EK
Az ER22/23EK (198G>A ¢és 200G>A) varians két nukleotid cserével jar szintén a 2-es

exonban, a 22-es ¢s a 23-as kodonban, melyek aminosav cserét eredményeznek (glutaminsav
argininre és glutaminsav lizinre). Az ER22/23EK polimorfizmus gyakorisaga a kaukazusi
populacioban 3,6-8,9% kozott figelheté meg (van Rossum et al., 2004) (Wust et al., 2004). Ez
az SNP csokkent glukokortikoid érzékenységet és kedvezébb metabolikus hatasokat
eredményez (van Rossum et al., 2004). Dexametazon szuppresszios teszt soran a normalishoz
képest kisebb mértékii kortizol szint csokkenés mérhetd. Ezen polimorfizmus esetén a
glukokortikoid receptor transzaktivacios kapacitasa csokken (Russcher et al., 2005). A
hordozdkban javul a HDL/LDL koleszterin arany, valamint csokken az dsszkoleszterin szint
¢s né az inzulin érzékenység (Koeijvoets et al., 2006). Familiaris hiperkoleszterinémiaban
szenvedok esetén példaul kisebb a sziv koszortér betegség rizikdja a polimorfizmus megléte
esetén. Az ER22/23EK polimorfizmus kedvezébb antropomorfiai paraméterekkel jarhat,
vannak olyan adatok, melyek szerint férfiakban nagyobb testmagassagot és nagyobb izomerot
mértek a varians allél hordozasa esetén (Kuningas et al., 2006). Ha a glukokortikoidok
pszichogén hatasait tekintjlik, akkor ezen polimorfizmus hordozéasa esetén inkabb kevesebb
demenciat és fehérallomany 1€zi6t irtak le, ill. a kognitiv funkcidk jobbnak mutatkoztak a nem
hordozokkal szemben (van Rossum et al., 2008). Mas vizsgalatok tobb major depresszios

allapotot talaltak a hordozokban (Brouwer et al., 2006).

BCL1

A BCL1 polimorfizmus a 2. és 3. exonok kozott elhelyezkedd intron B-ben egy citozin-
guanin nukleotid cserét okoz. Ez a nukleotid csere megsziinteti a Bcl I restrikciés enzim
felismerési helyét (Srivastava et al., 2011). A polimorfizmus az irodalmi adatok alapjan talan
szintén megnoveli a glukokortikoidok iranti érzékenységet (van Rossum et al., 2003). A
polimorfizmus gyakorisaga a kaukazusi populécioban 25,7-49,2% -ra tehetd, a homozigdta

GG genotipus is viszonylag gyakori (Russcher et al., 2005). Az N363S polimorfizmushoz
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hasonléan, a BCL1 polimorfizmusnal is nagyobb mértékben csokken a vér kortizol szintje a
dexametazon szuppresszios teszt folyaman (Manenschijn et al., 2009).

Fiatal egyénekben megndvekedett BMI értékeket, kifejezettebb abdomindlis elhizast és
magasabb inzulin szinteket irtak le a polimorfizmust hordozoékban (Rosmond et al., 2000)
(Tremblay et al., 2003), masok viszont hasonld Osszefiiggést nem talaltak (Kuningas et al.,
2006) (Clement et al., 1996). Erdekes megfigyelés, hogy a BCL1 G alléljanak és a 363S
egyiittes hordozasa Osszefiiggésbe hozhato a szérum koleszterin szinttel (Di Blasio et al.,
2003), viszont ha egyediil vizsgaltdk a polimorfizmusok hatasat, akkor nem talaltak
Osszefiiggést a szérum zsirszintekkel vagy HbAlc-vel (Kuningas et al., 2006). Az
idegrendszeri hatasok tekintetében a GG homozigétakban nagyobb az esélye a kiilonb6zo

depresszids szindromak kialakulasanak (Krishnamurthy et al., 2008) (Bachmann et al., 2005).
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1. Célkitiizések

Uj prognosztikai faktorokat kerestink gyermekkori ALL-ben és OSC-ban, melyekkel
pontosabban megbecsiilhetdk a kezelési eredmények €s a tulélés.

Kiilonb6z6 HD-MTX kezelések toxicitasat €s farmakokinetikajat vizsgaltuk, dsszefiiggéseket
keresve a szérum- és likvorszintek ill. a kezelések eredményessége és toxicitasa kozott.
Farmakogenetikai vizsgalatokat is végeztiink gyermekkori ALL-ben és OSC-ban, azzal a
céllal, hogy kapcsolatokat talaljunk a kiilonb6z6 kemoterapias szerek altal okozott toxicitasok
¢s a potencidlisan ezek hatterében szerepet jatszhatdé gének polimorfizmusai valamint
bizonyos genetikai eltérések és a kezelések eredményessége kozott.

A kovetkez6 kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Prognosztikai tényezok vizsgalata gyermekkori akut limfoid leukémiaban és
oszteoszarkomaban

a, Gyermekkori ALL-ben a 8., 15. és 33. terapias napon mért abszolut (normal) limfocitaszam
ill. az indukcios kezelések hossza mutat-e Gsszefliggést a kezelés eredményességével, a
taléléssel és a hagyomanyos, korszerli MRD meghatarozasi modszerekkel (morfologia, flow
citometria, PCR)?

b, Milyenek a talélési eredmények és mik a prognosztikai markerek oszteoszarkémaban a
magyarorszagi betegekben (retrospektiv adatgylijtés alapjan)? Mutatnak-e Osszefliggést a
kiilonboz6 prognosztikai markerek, igymint a betegség kiterjedése, az életkor, a nem, a miitét

tipusa, a lokalizacid, illetve a diagnozis ideje a kezelés eredményességével?

2. A MTX farmakokinetikaja és toxicitasa gyermekkori malignitasokban

a, Milyen mértékii a HD-MTX kezelések vesekarositod hatasa kiilonb6z6 hidralasi protokollok
mellett?

b, Milyen szérum-(OSC és ALL esetén) és likvorszintek (ALL-ben) érhetdk el kiilonbozo
adagu ¢és tipust HD-MTX kezelések mellett a magyar betegpopulacioban?

c, Milyen osszefliggések tarhatok fel a kiilonbozé dozisi HD-MTX kezelések toxicitasa €s a
szérum MTX szintjei kozott gyermekkori ALL-ben és OSC-ban?

d, Vannak-e farmakokinetikai vagy toxicitasi kiilonbségek ugyanazon beteg ismételt HD-
MTX kezelései soran?

e, Milyen Osszefiiggések talalhatok a MTX gyogyszerszintek €s a tilélés kozott OSC-ban?
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3. Farmakogenetikai vizsgalatok gyermekkori akut limfoid leukémiaban (ALL) és
oszteoszarkéomaban (OSC)

a, Van-e kapcsolat az antraciklinek kardiotoxicitasban potencialisan szerepet jatsz6 ABCC1
gén polimorfizmusai és a kardiotoXicitas kozott?

b, Létezik-e asszociacio Kiilonb6z6é membrantranszporter gének (ABCB1, ABCG2) egyes
polimorfizmusai és az intenziv kemoterapias kezelés alatti akut szovédmények (fertézések,
stilyos neutropénia, enkefalopatia) kozott ALL-ben?

¢, Hogyan befolyasoljak az ABCB1 és ABCG2 gének polimorfizmusai a talélést ALL-ben?

d, Van-e¢ 0Osszefiiggés bizonyos glukokortikoid receptor génpolimorfizmusok (N363S,
ER22/23EK, BCL1) és a szteroidok altal okozott akut mellékhatasok kdzott ALL-ben.

e, Milyen Osszefiiggések létezhetnek a fent emlitett GCR polimorfizmusok és a talélés kozott?
f, Van-e kapcsolat a MTX metabolizmusaban szerepet jatszo gének (metabolikus enzimek,
membrantranszporterek) egyes polimorfizmusainak a gyogyszerszintekre és a toxicitasra
ALL-ben?

g, Van-e asszociacid6 OSC-ban a MTX metabolizmusaban szerepet jatsz6 gének bizonyos

polimorfizmusainak a MTX farmakokinetikai paramétereivel és toxicitasaval?
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IV. Betegek, médszerek

IV/1. Prognosztikai tényezok vizsgalata

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

A 2002. december és 2011. junius kozotti idészakban Osszesen 133 gyermeket kezeltiink a
Semmelweis Egyetem II. szami Gyermekgyogydszati Klinikdjan ALL IC BFM 2002
protokoll szerint (47 lany, 85 fi). A gyermekek atlagos életkora a diagnéziskor 6,84+4,3 év
volt (median 4,8 év, 1,1-16,7 év).

Immunfenotipus szerint leggyakrabban a B-limfocita sejtvonal (109 beteg, 82 %), ritkabban a
T-limfocita sejtvonal volt érintett (23 beteg, 17,3 %), egy esetben pedig bifenotipusos ALL-t
(0,7 %) diagnosztizaltunk.

A rizikdcsoport besorolas (1. tabl.) a BFM munkacsoport ajanlasa alapjan tortént: 45 gyermek
keriilt az SR (34,1 %), 60 az MR (45,4 %) és 27 (20,5 %) a HR csoportba.

Vizsgaltuk a szteroid kezelésre adott valaszt (periférias blaszt szam a 8. napon).

Kiszamoltuk az indukcioés kezelés hosszat, hogy értékelni tudjuk a terapias csuszasok hatasat
a kezelés eredményességére.

Lehetséges 1) prognosztikai markerként elemeztik a periféridas vérben az abszolut
limfocitaszamot (ALC) a 8., 15. és 33. napon.

Meghataroztuk a csontvelében a 15. €s 33. napon a terapias valaszt harom kiilénféle MRD
madszerrel is: fénymikroszkopos morfologia, flow citometria és PCR.

A morfologiat May-Griinwald-Giemsa festés utan fénymikroszkop segitségével értékeltiik ki.
A 15. napi minték vizsgalatakor az 5 %-nal kevesebb leukémias sejtet mutatok az M1, vagyis
a jO prognozisi csoportba keriiltek. Az 5 % és 25 % kozotti blasztszammal jellemzett
betegeket a kdzepes rizikdji, M2-es csoportba soroltuk. Végiil a rossz progndzisiak (M3) a
>25 %-os tumoros sejtaranyt mutatok lettek. A 33. napon csak jo (< 5 %; M1) és rossz (> 5
%; M2, M3) prognozist kiilonitettiink el.

A flow citometrias mérések a daganatos sejtfelszinen talalhaté antigének specifikus
monoklonalis ellenanyagokkal végzett kimutatasan alapultak FACS-Calibur tipust flow-
citometeren. Jo terapias valasznak a 15. napon (a nemzetkdzi ajanlasoknak megfeleléen) a 0,1
% alatti blaszt szamot tekintettiik. A kdzepes rizikoji csoportba a 0,1-10 % kozotti, mig a HR
csoportba a 10 % feletti blasztaranyt mutatdkat soroltuk.
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A 33. napon j6 terdpias valasznak tekintettiik a 0,1 % alatti, kozepes valasznak a 0,1-1 %
kozotti, mig rossz valasznak az 1 % folotti blaszt szamot.
A flow citometrias méréseket dr. Barna Gabor végezte a Semmelweis Egyetem 1. Korbonctani

Intézetében.

Kis rizikoja (SR) csoport:
- akezelés 8. napjan a periférias vérben <1000 blaszt/ul
- 1év<¢életkor <6 év

- kezdeti fehérvérsejtszam < 20.000/pl

a kezelés 15. napjan M1-s vagy M2-s csontvel6 (<25 % blaszt)

a kezelés 33. napjan M1-s csontveld (<5 % blaszt)

Kozepes rizikéju (MR) csoport:

a kezelés 8. napjan a periférias vérben <1000 blaszt/ul

¢letkor: <1 év vagy >6 év és/vagy kezdeti fehérvérsejtszam > 20.000/ul

a kezelés 15. napjan M1-s vagy M2-s csontvelé morfologia

a kezelés 33. napjan M1-s csontveld
vagy
- SR csoport kritériumai
- akezelés 15. napjan M3-s csontveld
és
- akezelés 33. napjan M1-s csontveld
Nagy rizikéju (HR) csoport:

- MR csoport kritériumai és a kezelés 15. napjan M3-s csontveld (>25 % blaszt)

vagy a kezelés 8. napjan periférids vérben > 1000 blaszt/pl

vagy a kezelés 33. napjan M2-s vagy M3-s csontveld (>5 % blaszt)
vagy egyes fuzios gének jelenléte: t(9;22) BCR/ABL vagy t(4;11) MLL/AF4

1. tablazat: A BFM munkacsoport riziko besorolasi kritériumai gyermekkori ALL-ben

A csontveld mintak PCR vizsgalatat szintén az 1. Sz. Patologia és Kisérleti Rakkutato
Intézetben, 7300 Real Time PCR System tipust gépen végeztiik klasszikus modszerrel Tag-

polimeraz-zal. A PCR soran B-sejtes ALL esetén az IgM nehézlanc atrendezddést, T-sejtes
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ALL fenotipus esetén pedig a TcR génatrendezddést vizsgaltuk. Az eredmények kiértékelése

kvalitativ mdodon tortént.

MRD pozitivnak tekintettiikk a beteget, ha a 33. napon a flow cytometriaval >0,1 % blasztot

talaltunk, vagy ha a PCR-MRD pozitivnak bizonyult.

A PCR vizsgalatokat Dr. Timar Botond és Dr. Bodor Csaba végezték.

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

Ebben a munkaban az 1987 és 2006 kozott, a Il.sz. Gyermekklinikan oszteoszarkomaval

kezelt 122 beteg adatait elemeztiik (atlagéletkor 13,8 + 3,6 év). A betegek adatai a 2.

tablazatban lathatok
Szempont Csoportok Betegek szama
Osszesen 122
Nincs metasztazis 95
Metastasis Korai metasztazis 15
Kés6i metasztazis 12
Biopszia 6
Miitét tipusa Amputacio 30
Végtagmegtarto 82
Diagnézis 1988-1995 58
ideje 1996-2006 64
Torzs 9
Lokalizacié Felsd végtag 16
Als6 végtag 97
Nem Fia 65
Lany 57
Oszteoblasztos 62
. Lo Kondroblasztos 16
Szovettani altipus -
Fibroblasztos 15
Egyéb 29
Neoadjuvans kemoterapiara Rossz valasz 38
v ., Kedvez6 valasz 44
adott szovettani valasz
Ismeretlen 40
, = &
Eletkor = 14 éves 58
> 14 éves 64

2. tablazat: A vizsgalt OSC betegek adatai
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A betegek kezelése a COSS-86 illetve COSS-96 protokollok sztandard aga szerint tortént,

amely neoadjuvans és adjuvans kemoterapiat, valamint radikalis mutétet foglal magaba
(Fuchs1998) (12. abra).

Standard Risk
y | |
P MIMIA] (MM B MM A
| | 0

Al MM P P P Al (MM -

High Risk
OP= Operécid |C C C C C
A=Doxorubicin 90 mg/m? E E E E E

M=HD-MTX 12 g/m?
I=Ifosfamid 2x3g/m?
P=Cisplatin 120 mg/m?
C=Carboplatin 4x150 mg/m?
E=Ftoposid 4x150 mg/m?

1téglalap=1 hét

12. abra: Az OSC betegek kezelésére alkalmazott COSS protokoll

Vizsgaltuk az altalanos (OS) és eseménymentes (EFS) talélést, valamint a retrospektiv
adatfeldolgozas sordn elemeztiilk az adatokat a betegség kiterjedése, az életkor, a nem, a
szOvettan, a miitét tipusa, a lokalizaci6 alapjan, illetve a diagnozis ideje szerint.

Prognosztikai dsszefliggéseket kerestiink a kiilonb6z6 betegecsoportokban.

A protokoll rizikobesorolasi kritériumai a 3. tablazatban lathatoak.
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Rizikocsoport meghatarozas

a tumor térfogata < 70 ml, a szovettani valasztol fliggetlenil,

vagy

a tumor térfogata 70-150 ml és I-II.foku szdvettani valasz

Alacsony rizikoju

csoport

a tumor térfogata 70-150 ml és III-1V.foka szovettani valasz,

Standard riziko6ja csoport|vagy

a tumor térfogata >150 ml és I-1V.fokt sz6vettani valasz

Magas rizikoju csoport  |a tumor térfogata >150 ml és V-VI.foka szovettani valasz

A neoadjuvans kemoterapiara adott szovettani valasz osztalyozasa

l. nincs tuléloé daganatsejt

elszortan talalhato egy-egy daganatsejt vagy

daganatsejtcsoport, melynek mérete 0,5 cm alatt van

1. a taléld daganatsejtek aranya 10% alatt van

V. a tulélé daganatsejtek aranya 10-50% kozott van
V. a taléld daganatsejtek aranya 50% felett van
V1. hatastalan kemoterapia

3. tablazat: Riziko meghatarozas a COSS protokollok alapjan OSC-s betegekben

IV/2. A HD-MTX toxicitasa és farmakokinetikaja gyermekkori ALL-ben és OSC-ban

o e 7 o

Eldszor egy 4 éves periddusban (1989-1992) osszesen 39 beteg 97 MTX kezelésénél
elemeztiik a vesefunkciokat. Az elsd 2 évben 24 beteg (10 fiu 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 fajsulya 1010 felett volt, ill. a kezelés utani
hidralasban csak akkor alkalmaztunk vénas bikarbonatot, ha a vizelet pH 7 ala csokkent.
Ebben a csoportban 10 oszteoszarkomas, 9 ALL-s és 5 non-Hodgkin lymphomas (NHL)

gyermek volt.
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A masodik két évben minden beteg (11 fi, 4 lany, atlagéletkor: 11,4+4,6 év, Osszesen 45
MTX kezelés) intenziv elé- és utéhidralast kapott (3000 ml/m?/nap) és a vizelet pH-t6l
fiiggetleniil folyamatos iv. bikarbonat kezelésben részesiilt (120 mMol/m?nap). Ebbe a
csoportba 7 OSC ¢és 8 ALL beteg kertilt.

A MTX adagja OSC esetében 12 g/m%/6 ora, mig ALL és NHL esetében 5 g/m?/24 ora volt.
Minden beteg a szérum MTX lecsokkenéséig a szokasos Ca-leukovorin védelmet kapta (15
mg/m? 6 éranként). OSC esetén a leukovorin kezelés a MTX indulasanak 30. or4jatol, mig

ALL esetén a 42. 6ratol tortént mindaddig, amig a szérum szint nem keriilt 0,25 pmol/I ala.

IV/2/2. Betegek, kezelés - ALL

A HD-MTX farmakokinetikai paramétereit 6szesen 153 ALL-s (1998-2010) beteg Gsszesen
583 HD-MTX kezelése soran elemeztiik.

Az ALL-BFM 1995-5s és ALLIC 2002-es protokoll standard 4ga alapjan 5 g/m? dézisa MTX
kezelésre 65 gyermeknél (41 fia és 24 lany) dsszesen 241 esetben keriilt sor. A gyermekek
atlagéletkora 7,2 év volt (0,5-17,9 év). A protokollnak megfelelden, a terapia konszolidacios
fazisaban 2 hetente, Osszesen 4 alkalommal kaptak intratekalis (8-12 mg életkornak
megfelelden) és HD-MTX-ot 24 6ras, folyamatos infizidoban. A hidralasi protokoll a
kovetkezd volt: el6hidralas: 1500 ml/m?/12 6ra (500 ml-ben: 0,45% NaCl —5% gluko6z + 40
ml 4,2% NaHCO3 + 10 ml 7,4% KCl), ezt kovette 48-72 oran keresztiil az utéhidralas: 3000
ml/m?%/24 éra 0,45% NaCl —5% glukéz + 120 ml/m%nap 4,2% NaHCO3 + 60 ml 7,4% KCI
7,4%.). A MTX hatasanak felfiiggesztésére Ca-leukovorint (folinsav) hasznaltunk (1. el6bb).
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.

A gyermekeket tovabb csoportositottuk életkoruk alapjan. Kiilon megvizsgaltuk az 1-6 év
kozotti (kedvezd prognozisu) betegek farmakokinetikai és toxicitasi paramétereit (az 5 g/m2
csoportban 0sszesen 130 HD-MTX kezelés, mig a 2g/m2 csoportban 230 MTX ciklus).
Tovabba kiilon megvizsgaltuk az adoleszcensek (>14 év, kedvezdtlenebb prognozis) értékeit

(27 kezelési ciklus 5 g/m® MTX-nal és 23 kezelési ciklus 2g/m? adagnal).

IV/2/3. Betegek, kezelés - OSC
Az OSC-s csoporthban dszesen 98 beteget tudtunk vizsgalni (6sszesen 929 MTX blokk), ezek

{6 jellemzo6i az 4. tablazatban talalhatdak (a tobbi 24 betegrdl nem alltak rendelkezésre

megfeleld adatok). A betegek atlagéletkora 13,713,6 év volt, és a betegek 12 g/m2/4-6 ora
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adagban kaptak a MTX-ot. A statisztikai elemzésbdl kizartuk tovabba azokat a blokkokat,
melyek esetében eldzetes toxicitas miatt dozisredukcio tortént (129 blokk), illetve azokat,
melyek esetében az infuzio hossza 6 6ra helyett 4 6ra volt (95 blokk). igy a 98 beteg 765
MTX blokkja (an. szabalyos blokk) képezte farmakokinetikai elemzésiink homogén

adatbazisat.

Betegek szama Osszesen 98
Fia 49

Nem
Lany 49
Osszes MTX blokk 929
MTX blokkok szama betegenként (median) 9,0
Szabalyos MTX blokk

MTX blokkok szama 765
Beteg 81
Szabalyos MTX blokkok szdma betegenként 10.0
(median)) ,
Eletkor atlaga (év) 13,6+2,4

Eletkor 14 év alatti 46
14 év feletti 52
Alacsony ¢és kozepes rizikd 69

Rizikocsoport Magas riziko 25
Nem ismert a rizikdcsoport 4
Rossz (>50 % talélé daganatsejt) 14
Meérsékelt (10-50% tuléld daganatsejt) 15

Szovettani valasz
J6 (<10% t0l€l6 daganatseijt) 39
Nem ismert a szovettani valasz 30

4, tablazat: A farmakokinetikai elemzésbe bevont OSC-s betegek adatai
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IV/2/4 Médszerek

o e, 7 o

Vizsgaltuk a kezelés el6tt, alatt és utan a szérum elektrolit, vese- és majfunkcios értékeket ill.
MTX szinteket és 24 oras vizeletgyljtések alapjan szamoltuk ki a kiilonb6z6 vesefunkcios
paramétereket (kreatinin clearance (C kreat), tubularis foszfat reabszorpcié (TPR), Ca {irités
(Ca excr.), frakcionalt Na iirités (FeNa), frakcionalt K iirités (FeK), fehérjeiirités (U feh) és
vizelet Ca/kreatinin hanyados (U Ca/kreat)).

A MTX szintmérések ebben az idészakban HPLC mddszerrel torténtek.

IV/I2/4/2-3.. MTX farmakokinetikai vizsgalatokALL-ben és OSC-ben

Szérum és likvor MTX mérések
A szérum MTX-szinteket a 6. (csak OSC esetén), 24., 36. és 48. oraban (ill. a MTX
kitiriiléséig) hataroztuk meg nagy-nyomasu folyadék kromatografidval (HPLC) (2006 el6tti
mérések), ill. enzim-immunoassay (EIA) moédszerrel (2006 utan). Szintén ezen modszerrel
mértiik a likvor MTX szinteket a HD-MTX kezelés 24. 6rajaban (ALL) és a MTX szintekkel
parhuzamosan, a betegek egy részében meghatdroztuk a bomlastermék, a 7-OH-MTX
szérumszintjeit is HPLC-vel (ALL-ben, 2006 elott).
OSC esetén blokkonként kiszamoltuk, hogy a 24, illetve a 48 6ras szérum MTX szint hany
szdzaléka a 6 o6rakor mért csucskoncentracionak, ezzel jellemezve a gyogyszerszintek
egymashoz valé viszonyat, vagyis a MTX tiriilést (24h%, 48h%).
Meghataroztuk a gorbe alatti teriiletet (trapezoid modszerrel), mert ez a paraméter az
extracellularis koncentraciétol és az expozicids 1dotdl egyarant fligg. A koncentracid — id6
gorbét a 6, 24, 36, 48 MTX-szintek alapjan hatdroztuk meg, és az elemzésbe a 0 és a 48 ora
kozotti intervallum gorbe alatti teriiletét hasznaltuk (AUC.4g).
Tekintettel arra, hogy OSC betegek esetén rendelkezéstinkre allt elegendé mérés (min. 4
szérumszint betegenként), igy az 6 esetiikben ki tudtuk szamolni a betegek MTX clearance-ét
is: a tényleges MTX dozist (12 g/m? x testfeliilet) elosztottuk a 246ras gorbe alatti teriilettel.
Meghataroztuk az els6 (24-36 6ra) és masodik 36-66 oOra) eliminacids fazis felezési idejét
(T %2 aphaés T 2 peta). Meghataroztuk tovabba a dozisintenzitast is (atlagos heti MTX dozis): a

kezelés soran kapott 6sszes MTX dozist elosztottuk az elsé és utolsd blokk kozott eltelt hetek
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szamaval. Azon betegeket vettiik bele ebbe az elemzésbe, akik legalabb 8 blokkot kaptak
(OSC esetén).

ALL betegek esetén csak a 24, 36, 48 oras szérum MTX értékeket elemeztiik, ill. — az
elézokben ismertetett médon — meghataroztuk az AUC-t.

A MTX metabolizmusat a lebomlasi termék 7-OH-MTX ¢és a MTX szintek hanyadosaval
jellemeztiik (szérumszintek és AUC esetén is, bizonyos ALL betegekben).

A betegek az iv. HD-MTX kezelés mellett, a kozponti idegrendszeri hatas fokozasara
intratekalisan is kapnak MTX-ot (ALL esetén). Az intratekalis gyogyszer beadasa a HD-MTX
infGzio 24. o6rajaban tortént, igy a gyogyszerbeadas elétt levett 24 oras likvor MTX szinteket

is meghataroztuk (ALL-ben) és viszonyitottuk az értékeket a szérum MTX koncentraciokhoz.

Klinikai és laboratériumi adatok
ALL-s betegekben a kezelés el6tt és utan (-1. nap - 1 hét) kovettiik a maj- és vesefunkcios
értékeket, a szérum Osszfehérje és a vérkép valtozésait és az esetleges toxikus tiineteket,
mellékhatasokat. Regisztraltuk a sulyos hematologiai toxicitast (a 80 g/l alatti hemoglobin
koncentraciot, az 1,0 G/ alatti fehérvérsejtszamot, 50 G/1 alatti trombocitaszdmot), és a maj
illetve vesefunkcios paramétereket (a 100 umol/l feletti szérum kreatinin koncentraciot, a 200
U/l feletti szérum GPT értékeket, 50 pmol/l feletti szérum bilirubin szintet és a 60 g/l alatti
szérum fehérjekoncentraciot).
Osszefiiggéseket kerestiink a farmakokinetikai paraméterek és a toxicitési tiinetek, valamint a
talélés (csak OSC-ben) kozott. ALL-ben a betegcsoport inhomogenitasa, a kiilonb6z6 kezelési
protokollok és a kezelések intenzitdsaban fellépd kiillonbségek miatt a tulélést nem tudtuk
vizsgalni.
OSC-ben az ALL-es betegekhez hasonldan regisztraltuk a mellékhatasokat.
A toxicitas kategorizalasa az Eurdpai Daganatkutatasi- és kezelési Szervezet (EORTC) éaltal

meghatarozott toxicitasi kritériumrendszer (CTC 3.0 verzio) alapjan tortént (5. tabl.).
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Toxicitasi fokozat
0 1 2 3 4
Hb (g/l) >120 100-120  [80-100 65-80 | <65
Coontvels fehérvérsejt (10%/1) [4,0-10,0(3,0-4,0 [20-30 [10-20 |<1
granulocita (10%1) [>2,0 15-2,0 [10-15 |05-1,0 |<05
thrc (G/I) >150 75-150 50-75 25-50  |<25
GPT (UN) <40 40-100 [100-200 |200 - 800 |> 800
Maj GGT (U/l) <40 40-100 [100-200 |200 -800 |> 800
Bilirubin (umol/l) |<17 17 - 26 26 - 51 51-170 [>170
Vese Kreatinin (umol/l) |< 100 100 - 150 |150-300 |300 - 600 |> 600

5. tablazat Common Terminology Criteria for Adverse Events (CTC) 3.0 verzié egyes

toxicitasi paraméterei

Tekintettel arra, hogy mas gyakorisagu és sulyossagl toxicitasokkal kellett szamolnunk OSC
esetén, igy itt mas kategorizalast hasznaltunk: majtoxicitasnak GPT esetében a III-IV. foku,
GGT ¢és bilirubin esetében a II-1V. foku, csontveld-toxicitasnak (fehérvérsejt, trombocita) a

I11-IV. foka, mig vesetoxicitasnak az [-IV. foku toxicitas eléfordulasat definialtuk.

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

Tekintettel arra, hogy a vizsgalatokat az elmult 20 évben, kiilonb6zd betegpopuléaciokon és

kiilonb6z6 moddszerekkel ¢és lehetoségekkel tudtuk csak vizsgalni, igy a vizsgalt
kérdéskorokben a betegszam, idonként a kezelési protokoll, vagy a rendelkezésre allo
modszer kiillonbozé volt. Ennek megfeleléen kiilon, részletesen mutatjuk be, hogy a
célkitlizésekben megfogalmazott kérdések megvalaszolasdra milyen betegszamok, kezelési

periodusok és modszerek alltak rendelkezésre.
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IV/3/1. Az antraciklinek kardiotoxicitasat befolyasolo ABCC1 polimorfizmusok hatasa
ALL-ben

Betegek, kezelések, klinikai adatok

1990 és 2002 kozott antraciklinnel kezelt 235 ALL betegtél tudtunk DNS-t izolalni (6
gyermek hemato-onkologiai kozpontbol). A betegek adatai a 6. tabl-ban lathatok.

A vizsgalt populacié az ezen idészakra vonatkozo teljes mo-i ALL-s betegeket tekintve 70 %

volt (0sszes kezelt beteg ebben a periddusban 337).

Klinikai adatok (%)
Osszes beteg 235
Nem (%) fia 126 (54)
lany 109 (46)
Eletkor (év) 5,7+3,7(1,2-17,9)
Riziko csoport LR 61 (26)
MR 155 (66)
HR 19 (8)
Kemoterapias protokoll BFM 90 83 (35)
BFM 95 152 (65)
Dexrazoxan kezelés Nem 164 (70)
Igen 69 (30)
Antraciklin dozis kezelés végén 218,4 + 44,1 (n=224)
(mg/m?) utolsé szivUH 236,5 + 81,0 (n=179)
LVFS diagnoziskor 39,54 + 6,12 (n=116)
(%) kezelés végén 39,16 £ 6,02 (n=167)
utols6 szivUH 38,58 £ 5,18 (n=167)
Kemoterapia hossza (év) 2,0+ 0,36 (0,8-3,3;
n=192)
utolsé szivUH iddpontja (év) 6,4 +2,7(2,4-13,7;
n=168)

6. tablazat: A kardiotoxicitas iranyaban vizsgalt betegek adatai
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Sziv ultrahang (ECHO) vizsgalatokat végeztiink a diagnozis idején, a kemoterapias kezelés
befejezésekor (2 év), €s az utolsd kovetéses vizsgalat alkalmaval (atlag 6,4 évvel a kezelés
befejezése utan). A kovetkezd paramétereket hatdroztuk meg az ECHO segitségével:
rostrovidiilés (,,shortening fraction”, FS), bal kamra atméré systoléban (LVEDs) ¢és
diastoléban (LVEDd). Osszesen 7 beteg esetében relapsus kovetkezett be. Ezen betegek
esetén értékeltiik a relapsus el6tti utols6 ECHO eredményét, és a relapsus utani utolsod

kovetéses vizsgalat eredményét is.

Genotipizalas

Az ABCC1 gén potencialisan a Kardiotoxicitds szempontjabdl szerepet jatszo (gyakoribb és
valdszintileg funkcioval bird) 12 SNP-jét probaltuk meghatarozni. Technikai okok miatt végiil
is csak 9 SNP-t tudtunk vizsgalni.

A DNS-t remisszidban 1évé betegek periférias vérmintdibol (n=206), vagy csontveld
mintdibol (n=19) nyertiik. Azon betegek esetén, akikbdl mar nem volt minta nyerhetd a
retrospektiv adatfeldolgozés soran, neonatalis sziir6papirbdl (n=4) vagy buffy coat-bol (n=6)
vontunk ki DNS-t. A kivonas QIAmpBlood DNA Maxi Kit (Qiagen) segitségével tortént
periférias vér esetén. Csontveld kenetek és limfocitak esetén HighPure PCR Template
Preparation Kit (Roche Diagnostics), mig sziirépapirok esetén Chelex 100 reagenssel (Bio-
Rad Laboratories) tortént. A vizsgalt SNP-ket a 19. tabl-ban tiintettik fel (1. késdbb az
eredmények résznél).

Az ABCC1 rs45511401 ,,single base extension” médszerrel SNaPshot Multiplex Kit és ABI
310 segitségével (Applied Biosystems), mig a tobbi ABCC1 SNP-t GenomeLab SNPstream

genotipizal6 platformmal (Beckman Coulter) hataroztuk meg (Semsei et al., 2012).

IV/3/2. Genetikai tényezok hatasa a kezelések immunszuppressziv mellékhatasaira

ALL-ben

Betegek, kezelések, klinikai adatok

Ebbe a tanulmanyba 186 akut limfoid leukémias gyermeket (1-18 év, median életkor 5,0 év)
tudtunk bevonni, akiket az ALL BFM 95 kemoterapias protokollok alacsony és kdzepes
rizik6ju aga szerint kezeltek a 8 hazai gyermek hemato-onkologiai centrum valamelyikében
(dg. ideje: 1995-2003). Ez a betegpopulaciod az 6sszes ezid6 alatt kezelt magyar beteg 86 %-a

volt. Osszesen 48 beteget ki kellett zarnunk a végsd analizisbdl, mert az intenziv kemoterapia
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befejezése el6tt meghaltak, vagy nem volt elegendé minta, hidnyoztak az adatok (elveszett
korlapok!) vagy jelentds eltérések voltak a kemoterapias protokolloktél. Igy végiil 138 beteg
adatait tudtuk vizsgalni (72 fiu, 66 lany), mely az 6sszes Mo-1 beteg 56 %-at jelentette.
Osszegytijtottik az antibiotikus (intenziv vénas, széles spektrumu kezelések) ill.
antimikotikus kezelési napok szamat az indukcio soran és a reindukcios fazisban (ezekben a
szakaszokban varhat6 nagyobb frekvenciaval infekciok kialakulasa), valamint értékeltiik az
intenziv kemoterapids kezelés hosszat (halasztdsok idejét). A sulyos fertdzések esetén az
intravénas kezelések hosszat vizsgaltuk a betegpopulacié median értéke mentén (>18 nap) ill.
a betegcsoport felsé kvadransa (leghosszabb, legstlyosabb kezelések, >29 nap) alapjan is.
Megvizsgaltuk a stlyos GrlIl/IV (fvs < 2 G/l) leukopénids napok szamat a kezelések
reindukcios fazisaban (a kezdeti indukcids fazisban azért nem, mert ekkor a Citopénias
allapothoz a leukémias blaszttomeg jelentdsen hozzajarul, mig a Prot II/reindukcié sordn, mar
csak a citosztatikus szerek csontveld kdrosoddsa a jelentés). Osszefiiggéseket kerestiink az
ABCBl1 ¢és ABCG2 membrantranszporterek egyes meghataroz6 SNP-i és az
immunszuppressziv mellékhatasok elébb emlitett paraméterei kdzott.

Az adatgytijtésben Dr. Erdélyi Daniel, Dr. Csagoly Edit, Dr. Miiller Judit, Dr. Hegyi Marta,
Viradi Gabor miikddtek kozre.

Genotipizalas

A betegek tobbségében periférids vérbol vontuk ki a DNS-t tovabbi vizsgalatokra (n=165). A
meghalt betegek esetén a korabban eltett csontvel6i kenetekbdl (n=16) vagy a neonatalis
Guthrie teszthez hasznalt sziir6papirbdl (n=5) vontunk ki DNS-t QIAmp Blood DNA Maxi
kit-tel (Qiagen) vagy nagy tisztasagi PCR Template Preparation kit-tel (Roche).

Az ABCB1 3435C>T, 2677G>T,A és 1236C>T genotipusat miniszekvenalassal, multiplex
,»single base extension” modszerrel (Gwee et al., 2003) hataroztuk meg, mig az ABCB1
genotipusok detektalasa ABI 310 Genetic Analyzer késziilékkel tortént.

Az ABCG2 34G>A ¢és 421C>A genotipust Roche Light Cycler segitségével, olvadaspont
analizissel, allél diszkriminacids rendszerrel (Szilvasi et al., 2005) hataroztuk meg.

A DNS kivonast Staub Krisztina és Félné Dr. Semsei Agnes, a genotipizalast Dr. Erdélyi
Daniel, Dr. Zalka Anna, Dr. Kdmory Enikd, Dr. Csokay Béla, Dr. Andrikovics Hajnalka ¢és

FéIné Dr. Semsei Agnes végezte.
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IV/3/3. A kezelések idegrendszeri mellékhatasait befolyasolo genetikai tényezok
vizsgalata ALL-ben

Betegek, kezelések, klinikai adatok

A vizsgalat harmadik fazisaban 291 ALL-s gyermek adatait analizaltuk (dg. ideje: 1991-
2005). 16 beteget kizartunk az értékelésbdl protokoll deviacié ill. hianyos dokumentacio
miatt, igy végiil 275 gyermek (median életkor 4,2 év, 1-18 ¢év) adatait hasznaltuk fel az
értékelésre, mely az ezen idészak alatt Magyarorszagon kezelt betegek 50 %-a volt. Ezen
betegek az ALL BFM 90 és az ALL BFM 95 protokoll szerint kaptdk a kezelést (a két
protokollban csak minimalis kiilonbség volt, a 95-Gsben kevesebb kis-adagu citozin
arabinozid szerepelt, de ez az enkefalopatias elemzést valoszintileg nem befolyasolta).

Vizsgaltuk az intenziv kemoterapias kezelés ideje alatt a kozponti idegrendszeri toxicitasokat:
enkefalopatia, gorcs, eszméletvesztés, tudatzavar, bénulasok. Elemeztik a kiilonb6z6

polimorfizmusok hatasat kiilon-kiilon ill. csoportokban az idegrendszeri mellékhatasokra.

Genotipizalas
Meghataroztuk az el6bb feltiintetett (4BCBI és ABCG2) génpolimorfizmusokat (1. elébb), a

korabban emlitett munkatéarsak segitségével.

IV/3/4. ABCBL1 és ABCG?2 polimorfizmusok hatasa az ALL talélésére

Betegek, modszerek

A BFM ALL 90 és ALL 95 protokollal kezelt 0sszesen 403 beteg esetén rendelkeztlink
genetikai adatokkal és klinikai (talélés) eredményekkel. Az elemzést 2007-ben végeztiik,
atlagasan 6,5 év kovetési id6 utan. Az egyes genotipus csoportok a kiilonbdzd prognosztikai
tényezOk (genetikai eltérések, nem, kor, immunfenotipus, rizikécsoportok) tekintetében nem
kiilonboztek egymastol szignifikansan, igy ezen nagyobb betegpopuldcion tudtuk Kaplan-
Meyer analizis segitségével vizsgalni a talélést. A feldolgozas hibdja, hogy a meghalt betegek
alacsonyabb szamban voltak képviselve a mintdban, mert a retrospektiv DNS kivonas a
meghalt betegek esetében nem volt teljes (technikai okok miatt). fgy a talélés abszolut értékei
jobbak a tényleges értékeknél, de mivel a hiba mindharom genetikai alcsoport esetén azonos
valoszinliséggel kovetkezett be (nem kozolt adatok), igy az egymashoz viszonyitott talélési

gorbék értékelhetok.
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IV/3/5. GCR polimorfizmusok elemzése ALL-ben

Betegek, kezelések, klinikai adatok

Ebben a vizsgalatban 346 esetben (207 fit, 139 leany) gyijtottiink DNS-t ALL-s betegekbdl,
akik diagnozisa 1989 és 2004 kozé esett (életkor 1-18 év). Ok a BFM ALL 90 és 95 protokoll
szerint kaptadk a kezelésiiket az orszag kiilonb6zd gyermekonkoldgiai kdzpontjaiban. A
protokollban az indukcioban 3 hetes, 60 mg/m* prednizolon kezelés szerepel, mig a
reindukcios fazisban (Prot. 11.) 3 hetes dexametazon kezelés van (10 mg/m?).

Osszegytijtottiik a glukokortikoidok lehetséges mellékhatasaira vonatkozé toxicitasi adatokat:
hiperglikémia (éhomi vércukor>6 mmol/l, vagy étkezés utani vércukor >8,8 mmol/l),
glukozuria, pankreatitisz (szérum amilaz >300 U/l), majenzim emelkedés (GPT>400 E/I,
gGT>400 E/I, Sebi>85 umol/l), enkefalopatia (gorcs, pszihozis, tudatzavar, bénulasok),
szemészeti eltérések, hipertonia (életkor szerint >95 percentil), csontelvaltozasok
(oszteoporoézis, novekedési zavar, femur-fej nekrozis).

Korrelaciokat kerestiink a genetikai variabilitas és a toxicitasi tiinetek kozott, valamint

vizsgaltuk a 8. napi szteroid kezelésre adott valaszt €s a talélést is.

Genotipizadlas

Allél-specifikus PCR segitségével analizaltuk a glukokortikoid receptor gén (GCR) N363S
génpolimorfizmusat (Majnik et al., 2006) (Liu et al., 1997). A DNS-t hematologiai
remisszioban vontuk ki periférias vérbdl HighPure PCR Template Preparation Kit (Roche
Diagnostics) segitségével. A PCR termékeket 2%-os agaroz gélen futtattuk (elektroforézis),
majd ethidium bromid-dal festettiik. A leolvasas ultraviola fényben tortént.

Az ER22/23EK génpolimorfizmust olvadaspont analizissel hataroztuk meg (Light Cycler,
Software Version 4.05).

A BCL1-et RFLP-vel hatidroztuk meg. A polimorfizmus detektaldsara hasonloan az N363S
esetéhez, itt is allél specifikus PCR modszert hasznaltunk (Gergics et al., 2006). A primerek
az Invitrogén Life Technologies-tol, (Glasgow, UK) szarmaztak. Itt is gélelektroforézissel
tettiik lathatova az eredményeket.

A genotipizalast Dr. Eipel Olivér, Dr. Németh Krisztina és Staub Krisztina végezte.
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IV/3/6. MTX farmakogenetikai vizsgalatok ALL-ben

Betegek, kezelése, klinikai adatok (ALL)

Osszesen 118 betegtél tudtunk DNS mintat gytjteni, igy ezen betegpopulacion
végeztiik farmakogenetikai vizsgalatainkat (7. tabl.).
A MTX kezelések megegyeztek a korabban leirtakkal.
A toxicitas elemzéseknél a CTC kritériumok alapjan a IIL./IV. toxicitasi fokozatot vettiik

figyelembe (1. korabban). A kezelések utani elsé hét legkiugrobb adatat hasznéltuk az

elemzéshez.
Jellemzok Erték
Betegek szama 118
Nem (%) Fiu 74 (62,7 %)
Lany 44 (37,3 %)
Atlagéletkor a dg-kor 6,4 (1,1-18) év
Protokoll (%0) ALL-BFM 95 25 (21,2 %)
ALL IC-BFM 2002 93 (78,8 %)
Riziké csoport (%) SR 38 (32,2 %)
MR 60 (50,8 %)
HR 20 (17 %)
Immunfenotipus (%) B-ALL 95 (80,5 %)
T-ALL 21 (17,8 %)
bifenotipusos 2 (1,7 %)
MTX dozis (%) 5 g/m® betegek szama 48 (40,7 %)
MTX kezelések szama 178 (38,4 %)
2 g/m® betegek szama 70 (59,3 %)
MTX kezelések szama 285 (61,6 %)
MTX kezelések szama dsszesen 463

7. tablazat: A MTX farmakogenetikai vizsgalatokba bevont leukémias gyermekek és

MTX kezeléseik jellemz6i
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Genetikai analizis (ALL)

Az irodalom (GWAS) alapjan 14 gént és 63 SNP-t valasztottunk ki, melyek kapcsolatban
allhatnak az MTX metabolizmusaval. Azon SNP-ket valasztottuk ki, melyek esetében a minor
allélfrekvencia >10% volt a populacionkban. Az allélfrekvenciat allélszamolassal hataroztuk
meg. A Hardy-Weinberg egyensulytél valé eltérés miatt 4 SNP-t kizartunk
(http://www.oege.org/software/hwe-mr-calc.shtml). Az SNP-k jellemz6it a 26. tablazat
szemlélteti (1. késObb, eredmények résznél).

A DNS izolalds hematoldgiai remisszidoban levett periférids vérmintakbol tortént,
retrospektiv mintagyijtéssel. Az izolalashoz a QIAmp DNA Blood Midi Kit-et (Qiagen,
Hilden, Germany) hasznaltuk. A genotipizalas Sequenom iPLEX Gold MassARRAY
technologidval a kanadai (Montréal) McGill University and Génome Québec Innovation
Centre-ben tortént. Csak azokat az SNP-ket elemeztiik, amelyek genotipizalasa legalabb 90
%-ban sikeres volt.

A vizsgalatokat végezte: Dr. Csordas Katalin, Félné Dr. Semsei Agnes és dr. Csorba Orsolya.

IV/3/7. MTX farmakogenetikai vizsgalatok OSC-ban

Betegek, kezelés, klinikai adatok (OSC)

A vizsgalatban 62 (32 fia, 30 leany) oszteoszarkomas gyermek ((atlagéletkor 13,5 + 2,9 év (5-
18 év) MTX kezelését (n=571) vettiik alapul (a kezelési protokoll a korabbiakban leirtnak
megfelelé volt). Nem keriiltek be a DNS mintagytijtés kezdete eldtt exitalt betegek vagy ha
nem allt rendelkezésre DNS, illetve akiknek a korhazi dokumentacioja (fizikai karosodas
miatt) nagyon hianyos volt. Vizsgaltuk a hematologiai ill. maj- és vesetoxicitast a kezelés
elott és az azt koveto 2 hétben (1. korabban).

A toxicitast az NCI CTC 2.0 verzidja alapjan hataroztuk meg, és a IIL/IV. fokozati
toxicitasokat elemeztiik. Kombindlt toxicitasi elemzést (hematologia €s maj egylitt) is
végeztlink.

A MTX inftzi6 inditasa utan 6, 24, 36 és 48 oraval mért szérum gyogyszerszinteket (HPLC),
valamint a kezelést kovet6 elso két hét legalacsonyabb Osszfehérje, fehérvérsejt, granulocita
¢€s trombocita szamait, legmagasabb szérum GPT, GGT, bilirubin, és kreatinin értékeit
kategorizaltuk (1. korabban, farmakokinetikai vizsgalatok).

A mintagy(jtést Dr. Hegyi Marta és Dr. Erdélyi Déniel végezte.
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Genetikai analizis (OSC)

A genetikai vizsgalathoz 12 gén Gsszesen 46 egypontos nukleotid polimorfizmusat
valasztottuk ki a nemzetkdzi irodalom alapjan (mind a MTX metabolizmusaban jatszanak
fontos szerepet). A minor allél frekvencia als6 hatarat 10%-nal hataroztuk meg. Ezutan
ellendriztiik, hogy az egyes SNP-k az altalunk vizsgalt populacion Hardy-Weinberg
egyensulyban voltak-e, illetve kapcsoltsagi vizsgalatokat végeztiink a redundans elemzések
elkeriilése érdekében. Igy az ABCB1, ABCC1, ABCC2, ABCC3, ABCC10, ABCG2, GGH,
SLC19A1 és SXR gének Gsszesen 29 polimorfizmusanak hatasat elemezhettiik (28. tabl., I.
késdbb).

SLC19A1 80A>G polimorfizmus (rs1051266) és GGH -401C>T promoter-polimorfizmust
periférias vérbdl szeparalt DNS-bdl PCR-RFLP segitségével hataroztuk meg.

Az ABCC3 -211C>T (rs4793665) ¢s ABCC3-211C>T mutécid vizsgalatahoz Real-Time PCR
vizsgalatot végeztiink TagMan moddszerrel.

Az ABCB1 polimorfizmusok, valamint az ABCC2 (rs2273697) genotipizalasa multiplex PCR-
t kdvetd multiplex miniszekvenalassal, ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems) késziilékkel tortént. Az ABCG2 gén két polimorfizmusanak vizsgalatahoz
LightCycler PCR modszert hasznéltunk. A régié amplifikalasat célz6 PCR reakcidt kdvetden
olvadaspont-analizissel hataroztuk meg a mintak genotipusét. A tdbbi polimorfizmus
genotipizalasa GenomeLab SNPstream rendszerrel (Beckman Coulter) tortént.

Ezen modszerekkel torténd genotipizalds Dr. Erdélyi Daniel, Félné Dr. Semsei Agnes és Dr.

Hegyi Marta munkdja volt.

Etikai engedélyek

Az Egészségiigyi Tudomanyos Tandcs Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsaga
hozzajarult a vizsgalatokhoz és az adatgyiijtéshez (12988-52/2003-1018-EKU ¢és 323-
101/2005-1018-EKU)
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IV/4. Statisztika

A statisztikai feldolgozas soran legtobbszor a p<0,05 értéket vettiik szignifikansnak.
Farmakogenetikai vizsgalatainkban a p értéket a vizsgalt SNP-k szamaval Bonferoni
modszerével korrigaltuk. A talélés meghatarozasara a Kaplan-Meier modszert hasznaltuk. A
kiilonb6z6 csoportok gorbéinek dsszehasonlitasa és a szignifikancia meghatarozasa logrank
teszttel tortént. Emellett Cox regresszids modelljével hazard meghatarozast is végeztiink
(folyamatos valtozoknal). A fliggetlen valtozok és a kiilonb6z6 szempontok kozotti kapcsolat
meghatarozasanal a Cox proporciondlis modellt hasznaltuk. A farmakokinetikai és
laboratoriumi vizsgalatok soran normal eloszlas esetén parametrikus teszteket (student t-teszt,
Pearson korrelacio) végeztiink. A normal eloszlas vizsgalata Shapiro-Wilk teszttel tortént.
Nem normal eloszlas esetén el6szor logaritmikus transzformaciot kiséreltiink meg, majd ha az
eloszlas tovabbra is ,,nem normal” maradt, akkor Wilcoxon-féle el6jeles rang probat vagy
Mann-Whitney probat alkalmaztunk. A patologidsra és nem patologidsra felosztott adatokat, a
valasztott kiiszobérték alatti és feletti értékeket chi-négyzet proba vagy Fisher-féle exakt
proba segitségével ill. uni- és multivarians logisztikus regresszioval hataroztuk meg.
Retrospektiv vizsgalatainkban az eset-kontroll tanulmanyok soran legtobbszor alkalmazott
es¢lyhanyadost (odds ratio, OR) hasznaltuk kockazat-becslésre.

Az all¢lfrekvenciat allélszamolassal hataroztuk meg. A haplotipusok gyakorisaganak

becslését a ,,Haploview” szoftverrel (http://www.broad.mit.edu/mpag/haploview/) végeztiik. A

populaciok Hardy Weinberg-egyensulyat (HWE) y*teszttel ellenériztiik (on-line program). A
HWE-t6l val¢ eltérést p<0,01 érték esetén allapitottunk meg.

A genotipus adatokat legtobbszor dichotomikus valtozoként kezeltiik, ahol a két csoport a
gyakoribb allélra homozigéta egyedek és a legalabb egy varians allélt hordozdk voltak.
Minden elemzésben 95%-o0s konfidencia intervallumot szamitottunk (Wald modszerrel).

A MTX farmakokinetikai és farmakogenetikai vizsgalatok elemzését ALL-ben harom 1épcsds
statisztikai elemzéssel végeztiik. Elsoként a relativ kevés mérési idOpont és a nagyszamu
magyarazé valtozo miatt az elemzéseket egy random forest elemzéssel (Strobl et al., 2008)
kezdtiik, mellyel kivalogattuk az egyes célvaltozok esetén a szoba johetd magyarazo
valtozokat. Kovetkezd 1épésben, a random forest eredményeként kapott valtozokra
klasszifikacios és regresszios fakat (CART) allitottunk, melynek soran az egy célvaltozohoz
tartozo kiilonboz6 mérési idépontokban mért értékeket egyiittesen elemeztiik. Igy tovabb
tudtuk pontositani a valtozoszelekciot €s a modszer segitett feltarni az esetleges interakciokat
is. Ezen modszerek alkalmazasa lehet6vé teszi kis elemszamu mintan is nagyszamu

magyarazo valtozo tesztelését. Az RF ¢és a CART analizis minden valtozo szerepét
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onmagaban ¢és mas valtozokkal interakcidban is figyelembe veszi, igy kikiiszobolhetd, hogy a
nagyobb hatasu valtozok elnyomjak a kisebb hatasuak szerepét. Elemzésiink utolso 1épésében
linearis kevert modelleket illesztettlink a korabbi 1épések soran kivalogatott genetikai
magyarazo valtozokkal, illetve a demografiai paraméterekkel. A szérum MTX és az SNP-K
kozotti 6sszefliggés esetén altalanos linearis kevert modellt (GLMM), a binomialis toxicitasi
valtozok és az SNP-k kozotti kiilonbség esetén altalanositott linearis kevert modellt
(GzLMM) alkalmaztunk (Pinheiro, 2000; Bates, 2012). A modellek illeszkedését az F-
értekkel (GLMM) és a likelihood arany teszttel (GzLMM) néztiik.

Az OSC betegek farmakogenetikai elemzése soran, a hagyomasos frekventista statisztikai
analizisen kiviil, alkalmaztuk a Bayes-i statisztikan alapuldo modszereket is. A Bayesian
MultiLevel Analysis of relevance (BMLA) a Monte Carlo mddszerrel kiegészitve
véletlenszertien felderiti a lehetséges kapcsolatrendszerek halmazat, és igy véletlen
események sorozataval tudunk megoldani determinisztikus problémakat (minden egyes teljes
modellben) (Baldwin et al., 2012). A mddszerhez a folytonos farmakokinetikai valtozokat
diszkrét valtozokka alakitottuk. A gyogyszerszintek esetében a klinikailag egyértelmiien
meghatarozhat6 cut-off értékeket hasznaltuk (csticskoncentraciot 1000 umol/1 ill, 48h MTX
plazmaszint esetében 0,4 umol/l). Mas esetekben pedig a median, vagy percentilis értékek
alapjan diszkretizaltunk. Az elemzés soran a kapcsolati halok csomdpontokbol (diszkrét
valtozok) és nyilakbol (élekbdl) allnak. A nyil iranya mutatja, hogy melyik valtozoé hat
melyikre. Kiszamolhatd, hogy két valtozo kozott az egyes éleket a modellek milyen
valoszinliséggel tamasztjak ala (6sszeadjuk azon modellek valoszinliségét, amik tartalmazzak
az ¢élt), vagyis, hogy egy él milyen erds.

A Markov Blanket Membership (MBM) elemzés soran a modellek ¢leinek nem csak a
meglétét, hanem un. Markov-takardbeliségét is vizsgaltuk (Han et al., 2010). Az élekkel
operal9, kapcsolatok felderitését célzo elemzésben nincs kitlintetett valtozo, minden esetben
egy célvaltozohoz viszonyitva tudjuk vizsgalni a magyarazo valtozok relevanciajat. igy el
tudjuk kiiloniteni a célvaltozot az Gsszes tobbi kdzvetett magyarazo valtozotol, és meg tudjuk
allapitani, hogy a kiilonb6z6 magyarazo valtozok milyen valoszinliséggel elemei a célvaltozo
un. Markov-takarojanak. Az elemzés a Budapesti Miiszaki Egyetem Méréstechnika és
Informacios Rendszerek Tanszékén tortént (Arany Adam és Dr. Hegyi Marta).

A statisztikai analizisekhez még a kovetkezo szoftvereket, programokat hasznaltuk: Statistica
7.0 (StatSoft Inc.), SPSS 13.0 (SPSS Inc.), BM® SPSS® Statistics 22.0, SAS 9.1 (SAS
Institute). A farmakokinetikai és toxicitasi paraméterek valamint az SNP-k kozotti kapcsolatot

az R 2.15 programmal elemeztiik.
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V. Eredmények
V/1. Prognosztikai tényezok

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

A diagnoézis idején az atlagos fehérvérsejtszam 49,6 G/l (median 9,2; 0,7-710,4 G/I) volt. A
kedvez6bb prognozist jelent6 20,0 G/I alatti értéket 86 betegben (65,1 %), mig ennél
magasabb fvs.szamot 46 betegben (34,9 %) észleltiink.

A 8. napon j6 prednizolon valaszt 113 betegnél (86,9 %), mig rossz valaszt 17 betegnél (13,1
%) talaltunk (2 beteg nem volt értékelhetd).

A betegcsoportban a betegek teljes tulélése (OS) 85,7 %, mig az EFS 78,9 % volt (19
halaleset, 22 relapsus).

El6szor megvizsgaltuk a mar ismert prognosztikus faktorok kapcsolatat a taléléssel (log-rank
teszt).

A diagnoéziskori életkor alapjan, a legjobb prognozist 1 és 6 év kozotti életkort betegek
esetén, mi is szignifikansan magasabb OS (93,4 % vs 75 %, p=0,003) és EFS értékeket
mutattunk ki (86,8 % vs 67,9 %, p=0,009). Erdemes megjegyezni, hogy az angolszasz
irodalomban hasznalt jo életkori prognézisu betegcsoportban (1-10 év) a kiilonbség szintén
szignifikansnak bizonyult (p=0,002), vagyis a 7-9 éves korosztaly talélése is jobb.

A nemek kozott nem talaltunk kiilonbséget a talélés vonatkozasaban (nem kozolt adatok).

A betegség immunfenotipusa szerint a pre-B sejtes ALL-s betegek talélése szignifikansan
jobbnak bizonyult a T-sejtes betegekhez képest (OS 89,8 vs 65,2 % p=0,007; EFS 83,3 % vs
56,5 %, p=0,01).

A kezdeti fvs-szam (20,0 G/I alatt vagy felett) — a nemzetk6zi adatokkal ellentétben — nem
mutatott szignifikans dsszefiiggést a tuléléssel (OS 88,4 % vs 80,4 %, p=0,199 ¢és EFS 82,6 %
Vs 71,7 %, p=0,131). Erdemes ugyanakkor kiemelni, hogy az angolszasz protokollokban
hasznalt 50 G/1 hatarértéket valasztva a talélési gorbék kiilonbsége részben szignifikanssa valt
(0S 69,6 % vs 89,1%, p=0,009, mig EFS 65,2 % vs 81,7 %, p=0,057).

Megvizsgaltuk, vajon a blasztsejtek flow citometriaval meghatarozott szazalékos értéke a
kezdeti csontveld mintaban és a tilélés kozott lehet-e dsszefiiggést talalni. Erdekes modon, 90
% feletti kezdeti csontveldi blasztsejt arany esetén szignifikansan romlott a betegek teljes (75
% vs 90,7 %, p=0,011) és eseménymentes talélése (63,6 % vs 87,2 %, p=0,001).

A betegek rizikocsoportokba torténd besorolasa alapjan, a rizikocsoportok és tilélés kozott
szoros Osszefliggés volt megfigyelheté (OS: SR 95,6 %, MR 86,7 % HR 66,7 %; p=0,002 ill.
EFS: SR 88,9 %, MR 85,0 % HR 48,1 %); (p<0,001).
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A 8. napi prednizolon vdlasz — az irodalmi adatokkal ellentétben — nem bizonyult szignifikans
prognosztikai faktornak (OS 86,7 % vs 82,4 %; p=0,5 ill. EFS 80,5 % vs 70,6 %; p=0,27).
A hagyomanyos MRD vizsgélatok eredményeinek Osszefiiggéseit a taléléssel a 8. tabl.

mutatja (nem minden vizsgalatot tudtunk elvégezni és kiértékelni minden idépontban).

Vizsgalat tipusa | Eredmény n (%) oS p EFS p
o 0,
Morfolégia S 559/0; 89,3% | <0001 | 88,0% | <0,001
M2 26 (31%
o M3 8 (10%) | 50,0% 25,0%
(1] 0 0
c |FC <01% | 48(37%) | gg195 | 0017 | 836% | 0,003
%) 1-10% | 62 (48%)
>10% | 20 (15%) | 70,0% 55,0%
PCR neg 19 (73%) | 947% | 0425 | 94,7% | 0,082
poz 7 (27%) | 85,7% 71,4%
Morfolégia M1 99 (96%) | 89,7% | <0,001 | 845% | <0,001
0
M2 22%) 1 55 00 0,0%
= M3 2 (2%)
S |FC <0,1% | 99 (77%) | 92,9% | 0,002 86,7% 0,003
(92]
e >0,1% | 29 (23%) | 73,3% 63,3%
PCR neg 76 (87%) | 93,4% | <0,001 | 86,8% | <0,001
poz 11 (13%) | 63,6% 45 5%
Morfolbgia M1 121 (98%) | 90,1% | <0,001 | 82,6% | <0,001
0
£ M2 LO8%) 1 400 0,0%
= M3 1 (0,8%)
S |FC <0,1% | 99(79%) | 92.9% | 0,001 | 836% | 0,076
)
5 >0,1% | 27 (21%) | 70,4% 70,4%
PCR neg 84 (92%) | 905% | 0,435 83,3 0,177
poz 7 (8%) 85,7% 71,4

8. tablazat: A kiilonb6z6 modon végzett MRD vizsgalatok eredményeinek osszefiiggései

a tulélési mutatokkal ALL-ben

A Klasszikus morfologiai értékelés alapjan tortént besorolas szignifikans prognosztikai
faktornak bizonyult minden id6épontban. A flow citometriaval (FC) kapott értékek alapjan is
minden idopontban meg lehetett hatarozni egy jo és egy kevésbé jo progndzist csoportot (a
15. napon <10 %, mig a masik két iddpontban <0,1 %).

A PCR-MRD eredmények még csak a betegek kis részében alltak rendelkezésre, igy a kapott
adatokat csak korlatozottan lehet értékelni. Minden esetre megfigyelhetd volt, hogy a 33.
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napon PCR-ral meghatarozott MRD szignifikans faktornak bizonyult mind az OS mind az

EFS vonatkozasaban.

Ezt kdvetden egy valtozos Cox regresszios modellel is megvizsgaltuk a talélés prognosztikus

faktoroktol valo fliggését (9. tabl.).

Viltozé s EFS

HR (95% CI) p-érték HR (95% CI) p-érték
Eletkor diagnoziskor (<1 vagy > 6 év) 4,13 (1,49-11,47) 0,007 2,70 (1,24-5,84) 0,012
Eletkor diagnoziskor (<1 vagy >10 év) 3,84 (1,56-9,48) 0,003 3,11 (1,48-6,54) 0,003
Nem 0,84 (0,32-2,20) 0,718 0,48 (0,20-1,19) 0,111
Kezdeti fvs (20 x 10%/uL) 0,21 (0,73-4,40) 0,206 1,76 (0,84-3,70) 0,136
Kezdeti fvs (50 x 10%/uL) 3,24 (1.28-8.25) 0,014 2,18 (0,96-4,95) 0,063
Citogenetika t(9;22) v. t(4;11) 4,96 (1,44-17,10) 0,011 5,30 (1,82-15,42) 0,002
Prednizolon valasz 1,53 (0,44-5,28) 0,504 1,73 (0,65-4,56) 0,271
Riziké csoport 2,95 (1,51-5,76) 0,002 2,81 (1,63-4,84) <0,001
Immunfenotipus 2,76 (1,27-5,96) 0,010 2,29 (1,17-4,50) 0,016
FC-MRD 15. nap 1,76 (1,08-2,88) 0,023 1,79 (1,20-2,67) 0,004
FC-MRD 33. nap 4,49 (1,63-12,39) 0,004 3,40 (1,52-7,59) 0,003
PCR-MRD 15. nap 2,93 (0,18-46,97) 0,447 6,41 (0,58-71,08) 0,130
PCR-MRD 33. nap 8,01 (2,12-30,20) 0,002 7,48 (2,67-20,95) <0,001
BM morfolégia 15. nap 2,66 (1,45-4,87) 0,002 3,00 (1,78-5,05) <0,001
BM morfolégia 33. nap 4,10 (2,01-8,03) <0,001 4,57 (2,47-8,44) <0,001
ALC-0* 1,01 (0,99-1,01) 0,743 1,00 (0,99-1,01) 0,956
ALC-8* 0,99 (0,94-1,04) 0,613 0.99 (0,95-1,03) 0,542
ALC-15* 1,05 (0,77-1,43) 0,783 0,95 (0,67-1,34) 0,750
ALC-33* 1,09 (0,90-1,32) 0,365 1,15 (0,99-1,33) 0,060
ALC-33 (<350 sejt/ul) 8,77 (3,31-23,28) <0,001 6,61 (2,79-15,63) <0,001
ALC-33 (<500 sejt/ul) 4,45 (1,75-11,34) 0,002 4,42 (2,04-9,61) <0,001
ALC-33 (<1000 sejt/pl) 2,25 (0,91-5,54) 0,078 1,76 (0,84-3,71) 0,135
ALC-33 (<1500 sejt/ul) 1,14 (0,46-2,84) 0,777 1,31 (0,61-2,80) 0,483
ALC-8/ALC-0 (<10%) 2,69 (0,79-9,12) 0,115 1,73 (0,55-5,45) 0,346
ALC-15/ALC-0 (<10%) 1,15 (0,29-4,45) 0,838 0,71 (0,20-2,56) 0,606
ALC-33/ALC-0 (<10%) 4,25 (1,30-13,93) 0,017 3,09 (1,12-8,52) 0,030
33. napi késés > 5 nap** 4,94 (1,02-23,98) 0,047 3,09 (0,68-14,05) 0,143
64. napi késés > 8 nap** 5,12 (1,27-20,66) 0,022 2,28 (0,69-7,47) 0,147

9. Tablazat. Prognosztikus faktorok vizsgalata ALL-ben Cox-féle regressziés modellel

*: folyamatos valtozok **: csak HR betegek esetén
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A rizikébecslésben alkalmazott valtozok koziil az életkor (féleg >10 év), az immunfenotipus
¢s a morfologiai MRD a tulélés erds prediktorai voltak, mig a kezdeti fvs.szdm és a
prednisolon valasz alacsonyabb prognosztikus értékkel birtak. Az FC MRD értékek minden
idépontban az OS szignifikans faktorai voltak, mig az EFS-sel az FC 15. ill. 33. napi értékel
mutattak kapcsolatot. A PCR-rel végzett MRD vizsgalatok koziil egyediil a 33. napi érték volt

a talélés szignifikans prediktora, és erésebb faktor, mint az FC-MRD.

A kovetkezOkben egy lehetséges 0j prognosztikai faktor, az abszolut limfocita szam (ALC)
tuléléssel valo lehetséges Gsszefliggését vizsgaltuk. Kiilonbozo hatarértékeket (350, 500,
1000, 1500/ul) alapul véve vizsgaltuk a kezelés hatasat és a talélést.

Az ALC ¢értékek a 0., 8., 15. és 33. napon a 10. tabl-ban lathatok.

G/l atlag median tartomany IQR (25-75%)
ALCO 20,5 4,3 0-617,7 2,1-12,7
ALCS8 4,7 1,24 0-122,0 0,7-1,9
ALC15 1,24 0,9 0-11,2 0,5-1,5
ALC33 2,1 1,35 0-15,3 0,7-2,5

10. tablazat: Az ALC abszolut értékei (G/lI) ALL betegekben a kezelés kiilonb6z6

szakaszaiban

A kezdeti, a 8. napi vagy a 15. napi ALC értékek és a betegek tulélése kozott szignifikans
Osszefiiggést nem tudtunk kimutatni, barmelyik ALC hatarértéket vettiik alapul (nem ko6zolt
adatok).

Ezzel szemben a 33. napon mért ALC értékek (ALC33) szignifikans osszefiiggéseket
mutattak a betegek tulélésével.

A 350 sejt/pl hatarértéket vizsgalva, azt talaltuk, hogy 10 gyermek ALC értéke volt ennél
alacsonyabb. Ezen betegek koziil 7-ben tortént esemény és 6-an hunytak el. Ezzel szemben a
350 sejt/ul-nél magasabb értékeket mutatd gyermekek (n=114) tulélése szignifikansan
jobbnak bizonyult (OS 40,0 % vs 88,6 %; p<0,001 ill. EFS 30,0 % vs 81,6 %; p<0,001)
(13/A. abra). (A tobbi 8 gyermeknél nem lehetett egyértelmiien meghatarozni a 33. napi ALC-
t.)
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Az 500 sejt/ul hatarértékkel szamolva (18 értékelhetd beteg volt ezen érték alatt és 106

felette) a kiilonbség szintén szignifikans. Az OS 61,1 % vs 88,7 % (p=0,001), az ES pedig
44,4 % vs 83,0 % (p<0,001) a két csoportban (13/B. abra).

Survival Functions
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13. abra: EFS értékek a 33. napi ALC alapjan

A: 350 sejt/ul hatarértéket hasznalva
B: 500 sejt/ul hatarértéket hasznalva
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Amennyiben hatarértéknek az 1000 sejt/pl-t tekintettiik, akkor mar nem kaptunk szignifikans
Osszefliggést. Az OS 77,3 % ¢és 88,8% (p=0,07) volt a két csoportban (n=44 és 80), mig az
EFS 70,51 % vs 81,2 % (p=0,129). Hasonl6 eredményt kaptunk 1500 sejt/pl-t hatarértéket
alkalmazva is (nem kozolt adatok)

Multivariacios Cox analizissel is a 33. napi ALC a 350 sejt/ul-t hatarértéknek véve

szignifikans prognosztikai faktornak bizonyult (p=0,011) (nem ko6zolt adatok).

Ezt kdvetéen az ALC lehetséges prognosztikai szerepét sszevetettiik az egyéb prognosztikai
faktorokkal. Az alacsonyabb ALC értékkel biro betegek diagnoziskori életkora szignifikansan
magasabb volt a magasabb ALC értékeket (>350 sejt/ul vagy >500 sejt/ul) mutatd betegekhez
képest (11,4 vs 4,6 év; p=0,001 ill. 10,0 vs 4,5 év; p=0,001). A betegek rizikdcsoportjai kozott
is szignifikans eltérés jelentkezett, mivel az alacsonyabb ALC33 értékeket mutatd gyermekek
mind az MR vagy HR szerinti kezelést kaptak, mig a magasabb ALC értékek mellett a
betegek 37-39 %-a SR agon kezel6dott (a kétféle hatarértékkel szamolva, p=0,048 és 0,039).

Nem volt kiilonbség ugyanakkor az alacsonyabb és magasabb ALC33 értékkel biro betegek
kozott (akar 350 sejt/pl-t akar 500 sejt/pl-t vettiink alapul) csoportjaiban a nem, az
immunfenotipus, a kezdeti fvs.szam vagy prednisolon vélasz tekintetében (nem kozolt
adatok).

A 15. és 33. napi minimalis rezidudlis betegség (MRDI15 és MRD33) pozitivitds az ALL
kimenetelének legerdsebb prognosztikai faktorai. A 15. napi FC-MRD értékek és az ALC ill.
tulélés kozott Osszefiiggéseket nem taldltunk (nem kozolt adatok). A 33. napi FC-MRD
adatok elemzve a kovetkezd eredményekre jutottunk. Altaldnossagban az MRD negativ
betegek tulélési mutatdi 1ényegesen jobbak voltak az MRD pozitiv betegekhez képest (OS
92,9 % vs 73,3 %; p=0,002 ill. EFS 86,7 % vs 63,3 % p=0,003).

Az MRD pozitiv betegek (n=36) csoportjaban az ALC33 érték semmilyen hatarértékkel
szamolva sem mutatott dsszefliggést a taléléssel (nem kozolt adatok). Ezzel szemben az MRD
negativ betegeknél az ALC33 350 sejt/pl hatarértéke alapjan a nagyobb ALC értékii betegek
talélése jobb: OS 94 % vs 66,7 %; p=0,009 és EFS 88,1 % vs 50 %; p=0,005). Mas ALC
hatarértékekkel szdmolva mar nem talaltunk szignifikans kiilonbségeket.

Ezt kovetéen megvizsgaltuk, hogy az egyes rizikocsoportokban megfigyelheté-e az ALC33 és
talélés kozotti kapesolat. A SR csoportban osszesen 42 gyermeket kezeltiink. A csoport teljes
tulélése 95,3 %, eseménymentes tulélése 88,4 % volt. Vizsgalatunk szerint az ALC33 értéke

az alacsony rizikoval rendelkez6 betegek mindegyikében a hatarérték felett volt talalhato.
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A MR csoportban az ALC33 értéke alapjan lehetséges volt egy alacsony és magas rizikdju
csoportot elkiiloniteni. Az 55 kiértékelhetd kozepes rizikoji gyermek koziil 7 beteg ALC33
értéke volt 350 sejt/ul-nél alacsonyabb, és koziililk négyen vesztették életiiket, mig a tobbi 48
gyermek kozott tovabbi 5 halaleset fordult el6 (OS 33,3 % vs 92 %; p<0,0001 és EFS 33,3 %
vs 90,0 %; p<0,0001) (14. abra).
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14. abra: EFS az MR-ALL betegcsoportban az ALC fiiggvényében

Az 500 sejt/ul hatarértéket figyelembe véve hasonld, kevésbé szignifikans eredményeket
kaptunk (nem kozolt adatok).

A HR betegek korében (n=26) a kiilonbség mar nem volt szignifikans (OS 50 % vs 68,2 %,
mig EFS 25 % vs 50,0 %).

Ezt kdvetden megnéztiik, hogy az €letkor fliggvényében az ALC értékek mutatnak-e
Osszefliggést a taléléssel. Az életkor median értéke 10 és 11,4 évnek adodott az alacsony ALC
értékeket mutatd betegcsoportokban, igy a 10 éves ¢életkort hatarértéknek véve is elemeztiik az
ALC értékek hatasat a talélésre (>10 év n=31). A 10 éven feliili betegekben egyértelmiien
meg lehetett kiilonboztetni egy viszonylag jo és egy nagyon rossz prognozisu csoportot:
ALC33 350 sejt/ul (n=7) OS 79,2 % vs 28,6 %, EFS 70,8 % vs 14,3 % (p=0,002 és p=0,001)
és ALC33 500 sejt/ul (n=8) OS 78,3 % vs 37,5% és EFS 69,6 % vs 25% (p=0,017 és
p=0,011) (15. abra).
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15. abra: ALL betegek EFS értékei az életkor és az ALC33 alapjan

Cox regressziés modellel hasonldé eredményekre jutottunk (9. tabl.). Az ALC folyamatos
valtozoként torténd vizsgalata nem volt alkalmas a kockéazat becslésére. Eredményeink
alapjan azonban az ALC33 350 sejt/pl és 500 sejt/ul alatti értékei fliggetlen Osszefiiggést
mutattak a betegek mortalitasaval ALL-ben.

Végezetiil az indukcios kezelés hosszanak (terdapidas csuszasok) hatasat vizsgaltuk meg a
tuléléssel. Az intenziv indukcios kezelés napjainak szamat folyamatos valtozoként elemezve
nem talaltunk kapcsolatot a taléléssel. A kezelés hosszaban hatarértékeket meghatarozva, és
igy kategorikus valtozoként alkalmazva sem talaltunk a teljes betegcsoportban kapcsolatot a
taléléssel (nem kozolt adatok). Kizardlag a HR betegekben viszont (n=27), akiknél > 8 nap
késés volt az eredeti protokollhoz képest (n=6), az OS szignifikdnsan alacsonyabbnak
bizonyult (33% vs 80%; p=0,011), de az EFS tekintetében a kiilonbség mar nem volt
szignifikans (33% vs 50%, p=0,163).

Cox-féle modellel is a 33. napi kezelés >5 napos csuszasa és az egész indukcid (64 nap) >8
nap csuszasa a HR betegek korében az OS-t szignifdnsan befolyasolta (p=0,047 és 0,022),
vagyis a kevésbé intenziv kezelést kapottak (hosszabb indukcios szakasz) ttlélése roszabb
volt (9. tabl.).

Az EFS tekintetében ill. a tobbi betegcsoportban nem talaltunk 6sszefliggést az intenziv

kezelés hossza és a tulélés kozott.
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V/1/2. Prognosztikai tényezok vizsgalata gyermekkori OSC-ben
A talélési adatok elemzése soran betegeinkben az 5 éves OS 68 %, mig az EFS 61,5 % volt
(11. tabl., 16. abra).

betegek 0OS (%) p EFS (%) p
Tualélés Osszes beteg 68,0 61,5
Eletkor a < 14 ¢év 77,6 74,1
0,04383 0,0085
diagnoziskor |>14év 59,4 48,4
Diagnézis 1988-1995 62,0 56,9
0,30883 0,62776
datuma 1996-2006 73,4 64,1
Nincs attét 79,0 81,1
Metasztazis Korai attét 16,7 0,00002 22,1 <0,00001
Késoi attét 41,7 13,0
Biopszia 0 < 0,00005 0 0,00005
Miitét tipusa | Amputacid 63,3 0,3 56,7 0,3
Végtagmegtarto 76,8 68,3
Torzs 33,3 0,01626 22,2 0,0133
Tumor
Fels6 végtag 68,7 0,7 56,2 0,7
lokalizacioja
Also végtag 71,1 64,9
Fia 66,1 56,9
Nem 0,68473 0,48097
Lany 70,2 64,9
Oszteoblasztos 67,7 64,6
Szovettani Kondroblasztos 62,5 56,2
. 0,96227 0,87902
altipus Fibroblasztos 73,3 60,0
Egyéb 69,0 58,6
Neoadjuvans |Rossz valasz 55,3 50,0
kemoterapiara | Jo vélasz 84,1 0,00974 77,27 0,0182
adott valasz

11. tablazat: Az OSC lehetséges prognosztikai tényezdinek hatasa a tilélésre
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16. abra: OS és EFS OSC betegekben

A 122 beteg koziil 37 esetében diagnosztizaltunk attétet és/vagy lokalis recidivat. Ezen
gyermekek koziil 15-ben volt mar a diagnoziskor korai metasztazis, amibdl 11 a tiidére
lokalizalodott, 3 esetben disszeminalt csont metasztazist, egy esetben pedig vese attétet
észleltiink. Ezen korai attétes betegek koziil csak harom gyermek élte tul a betegséget (OS
16,7 %). Késoi metasztazis 13 gyermeknél fordult el6. A tiidében, ezen betegekben, minden
esetben talaltunk attétet, valamint 4 esetben regionalis nyirokcsom¢ attét, 8 esetben pedig
lokalis recidiva is megfigyelhetd volt. A 13 tiiddattétes beteg koziil 5 élte til a betegséget,
naluk torakotomias miitét tortént (metasztazisok eltavolitasa) és posztoperativ kemoterapiat is
kaptak. Az attét nélkiili betegcsoportban a talélés szignifikansan jobb volt (OS 79 %), mint a
korai vagy késoi attéteket mutatd esetekben (OS 17 ill. 42 %) (p<0,0002 attét nélkiil vs
attéttel) (17/A abra).

Vizsgaltuk a talélést a mitét tipusa szerint (17/B. abra). Azon betegek, akiknél a daganatot
nem lehetett eltavolitani (vagy nem jarultak hozza a mitéthez), és max. csak biopszia tortént,
valamennyien meghaltak. Az eseménymentes tulélés amputdcid esetében 57 %,
végtagmegtartd miitét esetén 68 %, a kiilonbség nem szignifikans (p=0,3364). Ugyanakkor

meg kell emliteni, hogy az elmult 10 évben 85% f616tt volt a végtagmegtartd miitétek szama.
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17. abra: Lehetséges prognosztikai faktorok szerepe a tilélésre OSC-s betegeinkben 1.

a. OS attétképzodés ideje szerint p=0,00002

Nincs attét (kék) OS= 79,0 % Korai attét (piros) OS= 16,7 % Késoi attét (zold) OS= 41,7 %
b. EFS miitét tipusa szerint p=0,00005

Biopszia (kék) EFS= 0,0 % Amputacié (piros) EFS= 56,7 % Végtagmegtarté miitét (z61d)
EFS=68,3 %

. EFS neoadjuvins kemoterdpidra adott vilasz szerint - p=0,0182

Rossz valasz (piros) EFS= 50,0 %, Jo6 valasz (kék) EFS= 77,3 %

d. EFS diagnoziskori életkor szerint — p=0,0085

14 éves kor alatt (piros) EFS= 74,1 % — 14 éves kor folott (kék) EFS= 48,4 %
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Kiilon megnéztiik, hogy a radikalis mutét eldtti kemoterdpia, hogyan befolyasolja a
prognodzist. A neoadjuvans kemoterapiara jol reagald betegcsoport esetén az EFS 77 % volt,
mig a rosszul reagald betegeké 50 % (p=0,0182) (17/C abra).

A betegek életkora alapjan azt lehetett megallapitani, hogy a fiatalabb gyermekek gyogyulasi
eredményei szignifikansan jobbak: a 14 év alattiak EFS-e 74,1 %, ugyanakkor a 14 évesnél
idésebb gyermekek esetében 48,4 % (p=0,0085) (17/D abra).

Nem talaltunk ugyanakkor szignifikans kiilonbséget az 1995 el6tt (COSS-86 protokoll, 57 %
EFS) és az 1995 utan (COSS-96 protokoll, 64 % EFS) kezelt betegek talélésében (18/A abra).
Nem mutatkozott szignifikans kiilonbség a fiuk és a lanyok tulélésében sem. A fiuk esetében
az EFS 57 %, a lanyokéban pedig 65 % (p=0,48) (18/B abra).

A szovettani altipusok tekintetében sem talaltunk szignifikans kiilonbséget (p=0,879) (18/C
abra).

A primer daganat kiindulasi helye alapjan azt talaltuk, hogy a torzsi lokalizaciojii tumoroknak
rossz a prognozisa, az EFS 22,5 % (p=0,01 torzs versus egyéb lokalizacid). Az also6 vagy a
fels6 végtagon elhelyezkedd tumorok esetében viszont nincs kiilonbség a tulélésben (p=0, 7).

Az EFS felsd végtagi tumor esetén 56,3 %, als6 végtagi tumor esetén 65 % (18/D ébra).

23 betegnél wjult ki lokalisan a daganat. Tizennyolcat koziilik elveszitettiink. 16 gyermek
esett at végtag megdrzéd miitéten a lokalis recidiva kialakulasa el6tt. 6 esetben volt jelen
egyszerre korai tiidéattét és lokalis recidiva, 6ten koziiliik exitaltak. Izolalt lokalis daganat
kiajulast 9 betegben észleltiink, 2 koziiliik tartos tuléld. Nyolc esetben a lokalrecidiva mellett
késdi tiido attét alakult ki, ezen betegekbdl hatan meghaltak. A betegség kitjulasa atlagosan a
diagnozis utan 16 (0,4-118,3) honappal, a miitét utan szamitva atlagosan 11 honappal jelent
meg.

A 39 haléleset koziil 6 esetben a halal oka primeren nem operalhaté betegség vagy a
kezelés visszautasitasa volt, 20 esetben metasztazis vagy disszeminalt betegség, 7 esetben
lokalrecidiva, 4 esetben toxicitas €és 2 esetben progressziv, a terdpidra nem reagald betegség

volt.
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18. abra: Lehetséges prognosztikai faktorok szerepe a talélésre OSC-s betegeinkben 11.

a. EFS diagnozis idépontja szerint p=0,628

Dg. 1988-1995 kozott (kék) EFS=56,9 % - Dg. 1996-2006 kozott (piros) EFS= 64,1 %

b. EFS nem szerint p=0,481

Lany (kék) EFS = 64,9 % Fiu (piros) EFS =56,9 %

c. EFS szovettani altipus szerint - p=0,879

Oszteoblasztos (kék) EFS= 64,56 %, Kondroblasztos (piros) EFS= 56,25%, Fibroblasztos
(z61d) EFS= 60,0 %, egyéb (lila) EFS= 58,6 %,

d. EFS lokalizacio szerint p=0,0133

Torzs (kék) EFS=22,2 % Fels6 végtag (piros) EFS= 56,25 % Also végtag (zold) EFS=64,9 %
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V/2. MTX farmakokinetikai és toxicitasi vizsgalatok

V/2/1. A HD-MTX vesetoxicitasa kiilonb6zé hidralasi protokollok mellett

Az elsd, korai vesekarosodas vizsgalat soran, HD-MTX kezelésnél a kevésbé intenziv

hidralasi ajanlas mellett (1. csoport) szignifikans proteinuriat észleltiink a kezelés utani 1. és

rrrrrr

rrrrr

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 csokkenése volt megfigyelhetd. A Ca-exkrécio a
betegek 43-48 %-aban emelkedett a MTX infaziok utan. Az egyéb vizsgalt tubularis
paraméterekben (FeNa, FeK, TPR) nem talaltunk szamottevo eltéréseket (nem kozolt adatok).
Az intenziv hidralas és alkalizalas bevezetésével a MTX vesekarositd hatisa jelentdsen
1. és 2. napon: 0,05 +£0,03 és 0,08 + 0,05 g/m?/nap volt. A betegek kozel egyotodében (8/45)
észleltiink szignifikans proteinuriat a MTX kezelések utan (19. abra). Ezen értékek
szignifikansan (p<0,05) kiilonboztek a korabbi, kevésbé intenziv hidralds soran mért

adatoktol.

1-

0,8-

0,6 @ 0.nap

M 1.nap
J2.nap

0,41

0,2-

0-
1. csoport 2. csoport

19. abra: A fehérjeiirités valtozasa HD-MTX kezelések soran (g/nap)

A GFR ¢és Ca-exkrécio adataindl nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a két csoport kozott

(nem kozolt adatok).
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VI2/2. A MTX farmakokinetikaja és toxicitasa gyermekkori ALL-ben.

Szérum MTX és 7-OH-MTX koncentrdaciok 2 g/m2 és 5g/m2 MTX dozisokndl

A MTX farmakokinetikai adatainak elemzésekor a gyogyszer eliminacidja jelentOs inter- és
intraindividualis kiilonbségeket mutatott. Ugyanakkor megallapithatd volt, hogy a Szérum
MTX és 7-OH-MTX szintek mindegyik vizsgalt idopontban (24, 36, 48. dra) szignifikansan
magasabbak voltak az 5 g/m%/24 6ra dozist (MTX5) kapott gyermekek HD-MTX kezelései
soran mint a 2 g/m?/24 éra adagot kapottak esetén (p minden esetben <0,0001) (20. &bra, 15.

tablazat).

MTX szérum szintek - MTX2 vs. MTX5

Median; Whisker: 25%-75%
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20. 4bra: MTX és 7OH-MTX szintek 2 g/m2 (MTX2) és 5 g/m2 (MTX5)

A MTX és metabolitja kitirtilését jellemz6 gorbe alatti teriilet, az AUCwtx és az AUC7.on-mTx

MTX kezeléseknél

értékek szintén szignifikansan magasabbak voltak a nagyobb dozist kapott csoportban

(p <0,0001) (12. tabl.).
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240 366 486 Likvor
AUC
(nmol/l) (nmol/l) (nmol/l) (nmol/l)
MTX 72,26 151 0,40 1319,34 1,70

(5g/md)* | (54,04-9533) | (0,99-2,01) | (0,24-0,63) | (990-1732,2) | (0,99-2,78)

MTX 24,77 0,84 0,22 455,85 0,62
2g/md) | (17,19-34,93) | (0,62-1,01) | (0,15-0,33) | (318,42-646,32) | (0,48-1,04)

7-OH-MTX 21,36 5,47 2,11 468,99
Gg/m)* | (14,11-32,48) | (3,25-8,84) | (1,11-3,34) | (307,23-708,15)

7-OH-MTX 9,11 3,87 1,38 2271
(2 g/m?) (7,06-12,89) | (2,66-5,11) | (1,04-1,93) | (167,76-295,02)

12. tablazat: Szérum és likvor MTX és 7-OH-MTX szintek kiilonbozé dézisu MTX
kezeléseknél (*p<0,0559gvs2q) median (interkvartilis értékek)

Az alacsonyabb dozisu (2 g/mz) kezelések esetén a MTX szérumszintek nemcsak, hogy
alacsonyabbak voltak, de a 24. éraban mért értékek csak az esetek 32,3 %-aban érték el az
optimalis terapias szintnek tekintett 30 pmol/l Koncentraciot (Borsi et al., 1987) (Evans et al.,
1986), mig 5 g/m?® esetén ez az arany 76,2 % volt (p<0,0001) (21/a 4bra). A legalacsonyabb,
10 pmol/l abszolut hatart, amely még hatékonynak tekinthetd a 24. éraban (Lennard, 1999)
(Xu et al., 2007), a 2 g/m? dozist kezeléseket kdvetden 9,9 %-ban, mig 5 g/m2 esetén csak az
esetek 1,67 %-aban nem lehetett elérni (p=0,0007). Ezzel szemben azonban az 5 g/m? dozist
kezelések 17,6 %-aban a MTX a 24. 6rdban meghaladta a toxikus 100 umol/l értéket, mig ez
az arany a 2 g/m? adagnal csupan 1,2 % volt (p<0,0001) (21/a 4bra).

Az 5 g/m2 dozistu kezelések 33,2 %-aban, a 2 g/m2 dozist kezelések 12,6 %-aban elhtizodd
MTX iiriilést tapasztaltunk (p<0,001). Ez azt jelentette, hogy a MTX és metabolitjanak szintje
a 48. oraban meghaladta a 0,5 pmol/l szintet (19/a abra). Ha a Ca-folinat rescue kotelezo
adasanak hatarértéket vessziik alapul, akkor megallapithatd volt, hogy a 48 6ras szérum MTX
koncentraci6é >0,25 pmol/I volt a nagyobb dozisu MTX kezelések 72,2 %-aban, mig a 2g/m2
adagok 44,4 %-aban (p<0,0001).
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Likvor MTX koncentrdacio

A szérumszintekben tapasztalhatd kiilonbségeknek megfelelden, szignifikans kiilonbséget
talaltunk a két kiilonb6z6 dozis esetén a 24. o6raban levett likvor MTX-szintekben (p<0,0001).
A likvor MTX szintek medianja 1,7 pmol/l (95% CI: 1,41-2,09) volt az 5 g/m? adagnal és
0,62 pmol/l (95% CI 0,59-0,88) a 2 g/m? adagnal, jelents intra- és interperszonalis
kiilonbségek mellett (1. 13. tabl.). A 24 éras szérum és likvor MTX szintek kozott mindkét
dozis mellett szignifikans korrelacié mutatkozott (MTX 5 g/mz: Spearman r=0,36, p=0,0002,
mig MTX 2 g/m?: r=0,38, p<0,0001).

A 2 g/m%es kezeléseket kovetéen 73,3 Y%-ban a még citotoxikusnak gondolt 1 pmol/l1-nél
alacsonyabb likvorszinteket mértiink, mig az 5 g/m°-es kezelések utan csak 29 %-ban volt az
érték 1 umol/l alatt. A terépias tartomanynak tartott 1-10 pmol/l k6z¢ esett a nagyobb do6zis
63,9 %-ban, mig a kisebb dozis csak 22,7 %-ban (p<0,0001 29 vs 5g). Masrészrol, a
toxikusnak gondolt >10 pmol /1 feletti értékeket a nagyobb dozisnal 8,3 %-ban, mig 2 g/m2
esetén mindossze 3,9 %-ban mértiink (p=ns) (21/b abra).

kiilonbozott a kiilonbozé6 MTX adagoknal. Ha a likvor MTX szinteket a szérum szintekhez
hasonlitottuk (szérumszint %-4ban), akkor nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a két dozis
kozott. A median érték 5 g/m2 adagnal 0,023 (95% CI: 0,017-0,025) (vagyis 2,3 %), mig 2
g/m? esetén 0,028 (95% Cl: 0,024-0,03) (vagyis 2,8 %) volt.

Az irodalomban (Wysocki et al., 1992) (Westerhout et al., 2014) (Niemann et al., 2010)
meghatarozott normal tartomany, az 1-3 % kozotti likvor MTX szint (a szérumszinthez
viszonyitva) az esetek 58,3 %-aban (5 g/m?) ill. 51 %-aban (2 g/m?) volt kimutathat6 a két
kiilonboz6 adagun MTX kezelés alatt. Egy % alatti értéket mértiink 10,4 ill. 4,4 %-ban, mig 10
% feletti értékeket a kezelések 9,4 ill. 6,7 %-aban (a kiilonbségek nem szignifikansak) (21/c
abra).
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a, 24 éras szérum MTX szintek
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21. abra: A 24. éraban mért szérum és likvor MTX szintek %-os megoszlasa kezelések

szerint (Csordas K. PhD értekezés 2014)

a, 24-0ras szérum MTX szintek
b, 24 6ras liquor MTX szintek
C, 24 6ras liquor MTX szintek a 24-6ras szérum MTX szintek aranyaban

sotétsziirke: 5 g/m? (n=241 kezelés) vilagossziirke: 2 g/m? (n=342 kezelés)
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Toxicitas

Tekintettel arra, hogy a kezeléseket kovetden csak viszonylag alacsony ardnyban észleltiink
szignifikdns (GrIII/IV.) toxicitast, és igy az esetek nagy részében nem taldltunk
Osszefiiggéseket a toxicitasi ¢s farmakokinetikai paraméterek kozott, itt foleg azokat az
érdekesebb eredményeket mutatjuk be, ahol statisztikailag szignifikans Osszefiiggéseket
talaltunk.

Hematolégiai toxicitas is csak alacsony aranyban fordult el6 és nem volt kiilonbség a
két MTX dozis kozott (13. tabl.) a kezelések utani elsé 2 napon. Ugyanakkor egy hét
elteltével (kezelés 7. napja) szignifikansan tobb GrII/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 osszfehérje értékek szignifikansan lecsokkentek a
MTX kezelést koveto els6 vagy masodik napra (80/177 45,2% 5 g/m2 esetén és 189/283
66,8% 2 g/m2 esetén). Az atlagértékek 1 hét elteltével jorészt visszakeriiltek a normalis
tartomanyba, de az 5 g/m>-t kapott gyermekek esetében valamivel tbb esetben maradt meg a
hipoproteinemia, mint a 2g/m>-t kapottak kozott (14,8 vs 8,7 %) (p= ns).

A hepatoxicitast vizsgalva a szérum GPT atlagértékei szignifikansan megemelkedtek a
kezelés utani 2. és 7. napon mindkét csoportban (13. tabl.). A 2. napon mért GPT
enzimaktivitas pl. az 5 g/m*es kezelések esetén 36 %-kal, a 2 g/m*-es kezelések esetén pedig
40%-kal magasabb volt a kezelés el6tti értékhez képest (p<0,05) (22. abra).

A hepatoxicitast Osszesitve is vizsgaltuk, a kezelést kovetd elsé héten mért legmagasabb
értékeket elemezve. A kezelés utani 1-7. napon az 5 g/m2 dozist 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 i1s emelkedett volt mindkét csoportban, de itt a kiilonbség mar nem volt szignifikdns
(17,6 % és 13,5 %).

A vesefunkcids érték (kreatinin) csak néhany esetben volt emelkedett, és nem volt
kiilonbség a kiilonb6z6 MTX adagot kapottak kozott. A normal tartomanyon beliil — de
szignifikans, enyhe — kreatinin érték emelkedést (>20 umol/l) észleltiink a kezelés utan 7.

napon mindkét csoportban (p=0,0003 és p=0,005).
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0. nap 0. nap 1. nap 1. nap 2. nap 2. nap 7. nap 7. nap
Kéros ) Kéros ) Koéros ) ]
Median Median Median Koros Median
érték (IOR) érték (I0R) érték (IOR) srték (%) (I0R)
erte
(%) (%) (%) ’
8/89 101 6/77 98 13/94 100
Hgb <80 g/l 59 - -
(9,0 (92-111) (7,8) (91-107) (13,8) (87-111)
) 5/283 110 5/261 105 4/240 113
J (1,8) (102-118) (1,9 (99-112) 1,0+ (103-119)+
11/89 3,6 17/77 3.8 57/155 2,5
Fvs <2,0 G/l 59 - -
(12,4) (2,8-5,1) (22,1) (2,3-5,2) (36,8) (1,5-3,7)
) 8/283 4,1 34/261 3,0 41/265 3,0
g (218) (312_513) (13!0) (214319) (15!5)+ (2!3_4!1)
1/89 287 177 220 21/94 110
Thrc <50 G/I 5¢ - -
1,1) (198-402) (1,3) (166-318) (22,3) (57-182)
) 2/283 223 2/259 214 12/239 175
J 0,7 (160-296) (0,8) (163-270) (5,0) (124-240)
14/137 69 44/173 63 69/176 60 22/149 68
Seofeh<60 g/l 59
(10,2) (65-72) (25,4)* | (59-66)* | (39,2) (58-63)* (14,8) (63-71)
) 40/151 65 134/281 59 189/283 58 18/206 69
J (26,5)+ (59-70) (47,7)*+ | (56-62)* | (66,8)+ | (55-61)* 8,7) (65-72)
1/148 22 1/174 20 5/176 11/165
GPT>200 U/l 59 33 (17-62) 29 (15-54)
0,7) (14-36) (0,6) (13-30) (2,8) (6,7)
1/179 0/280 14 4/279 20 8/217
29 18 (12-34) 25 (14-55)
(0,6) ©) (10-22) | (14 (12-43) 37)
0/147 15 2/163 15 6/160 16
GGT>200 U/ 59 - -
0) (10-30) (1,2) (10-26) 3,7 (10-32)
) 0/179 13 0/275 11 0/215 13
d 0) (10-18) (0] (9-15) (0] (10-17)
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7/167 23
Sebi>50 pmol/l 59 - - - - - -
(4,2) (16-35)
5/278 18
29 - - - - - -
(1,8) (12-25)
3/137 44 2/171 42 2/170 40 5/155 45
Kreat>100 pmol/l | 5g
(2,2) (37-55) 1,2) (33-52) 1,2 (33-50) (3,2) (37-53)
) 0/153 36 1/281 37 21277 36 4/208 42
J 0) (25-45) (0,4) (27-44) 0,7 (26-44) (1,9) (32-51)

13. tabl. Toxicitasi paraméterek a HD-MTX kezelések mellett

(* p<0,05 kezelés utan vs kezelés elétt) (+ p<0,055gvs2g)

GPT 0.nap

5 g/m?

GPT 2.nap

GPT 0.nap

a,b
2 g/m?

GPT 2.nap

22. abra: Szérum GPT enzimaktivitas HD-MT X kezelés elott és utan

(a: p<0,05 2. nap vs. 0.nap; b: p<0,05 5g/m? vs. 2 g/m?)

Megvizsgaltuk a szérum MTX és 7-OH-MTX szintek valamint a toxicitas kialakulasa kozotti

linearis korrelaciot. A szérum MTX koncentracio €és a hematologiai paraméterek vagy szérum

kreatinin, 6sszfehérje, bilirubin, GPT szintek kozott szignifikans Osszefiiggés nem allt fenn.

Ugyanakkor az 5 g/m? adag esetén a 24. drdban mért 7-OH-MTX koncentracio és a szérum

kreatinin szint emelkedés kozott szignifikans Osszefiiggés mutatkozott a kezelés utani 1-2.

napon is (Pearson r=0,42, p<0,0001) és a 7. napon is (Pearson r=0,36, p<0,0001). Tovabba az

AUC7on-mTx értékek is korrelaltak az 1-2. napon mért legmagasabb kreatinin szintekkel 5

g/m?® adag esetén (Pearson r=0,41, p<0,001), és a 7. napi szérum kreatinin szintekkel pedig
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mindkét MTX dozis esetén (MTXS5: Pearson r=0,34. p=0,001; MTX2: Pearson r=0,29,
p=0,016) (23. abra). A tobbi paraméterrel (m4j, osszfehérje, hematologia) a 7-OH-MTX szint
sem mutatott szignifikans 6sszefiiggést (nem kozolt adatok).

A MTX kezelés utani 7. napon egy tendenciat lehetett megfigyelni, miszerint azon betegek
esetében ahol a 7. napi szérum kreatinin érték > 20 umol/I-rel meghaladta a kezelés el6tti
kreatinin szintet, magasabb 24 oras 7-OH-MTX szinteket kaptunk, bar ez a kiillonbség nem
érte el a szignifikancia hatarat (p=0,07) (24/a abra).

A 2 g/m® MTX adagnal, azon betegekben, akiknél a MTX kezelés utani elsé héten (1-7. nap)
valamilyen hepatotoxicitas (Osszesitett adatok) alakult ki, az AUCwrx érték szignifikansan
emelkedettebb volt (p=0,005) (24/b abra).

Ezen feliil Spearman korrelacioval sszefiiggéseket talaltunk még 2 g/m? MTX adagnal a 24
oras MTX szint és az elsd napi GPT kozott (Spearman =0,11, p=0,0439), valamint 5 g/m?
adagnal a 48 oras MTX szint és a 2. napi GGT érték kozott (Spearman r=0,23, p=0,0005).
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MTX5
a, Kreatinin szint a 7. napon = 33.440 + .01973 * AUC 7-OHMTX
Correlation: r= 34001
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23. abra. Korrelacio az AUC7.on-mTx €és a 7. napon mért szérum kreatinin szintek kozott

5 g/m? (A) és 2 g/m? (B) MTX adagok mellett.
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14. abra. Korrelacié a szérum MTX/7-OH-MTX szintek és a vese- ill. majtoxicitas
kozott.
(a) A szérum 7-OH-MTX szintek 0sszefliggése a kreatinin szintemelkedéssel (7. nap vs. 0.
nap <20 pmol/l vs >20 umol/l, p=0,07)
(b) Az AUCtx 0sszefliggése a hepatotoxicitassal (p=0,005)
(Csordés K. PhD disszertacio 2014)
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Eletkorban és nemben megfigyelhetd kiilonbségek

A farmakokinetikai paraméterek életkori bontasban a 14. tabl-ban lathatok.

A 14 ¢év feletti korosztalyban (n=9 ¢és 7 eset) magasabb volt a MTX szintje a szérumban a 24.,

36., 48. oraban, mint a 6 évnél fiatalabbakban (n=35 és 60 eset). A kiilonbség a 48. draban

szignifikansnak bizonyult 5 g/m?és 2 g/m” esetén is (p=0,0013 és p=0,0021).
Elhuzodo MTX eliminaciot (48 6ras MTX > 0,5 pmol/l) az idésebbek 63 % ill. 21,7 %-aban
(5gill. 2 g), mig a 6 év alattiak 31,2 %-aban ill. 7,6 %-aban tapasztaltunk (p<0,05) (14. tabl).

5 g/m? 2 g/m?
<6 év >14 év <6 év >14 év
71,44 79,10 24,80 22,29
246 MTX (numol/l)
(54,68-94,70) (58,04-158,77) (16,81-34,93) (14,68-34,34)
360 MTX (umol/l) 1,47 (0,99-1,92) 1,69 (1,2-4,32) 0,80 (0,60-0,99) 0,87 (0,52-1,51)
486 MTX (nmol/l) 0,37 (0,31-0,40) 0,54 (0,42-0,92)* 0,19 (0,18-0,20) | 0,30 (0,21-0,38)*
1308,99 1428,76 461,10 428,82
AUCmTX
(1003,32-1732,20) (1061,52-2882,94) (311,34-646,32) (277,98-639,96)
likvor MTX
1,41 (0,99-2,37) 1,47 (0,99-4,60) 0,58 (0,44-0,98) 0,90 (0,59-1,36)
(nmol/l)
246 7-OH-MTX
20,99 (14,62-31,02) 16,65 (12,58-32,80) 9,66 (7,21-13,69) | 7,37 (6,09-9,79)
(nmol/l)
360 7-OH-MTX
5,50 (3,40-7,83) 7,86 (2,92-12,13) 3,88 (2,59-5,23) 2,66 (2,36-3,78)
(nmol/l)
486 7-OH-MTX
2,13 (1,15-3,23) 3,46 (1,22-4,40) 1,37 (0,95-1,89) 1,36 (0,95-1,53)
(nmol/l)
466,08 498,54 229,86 188,31
AUC 7.0H-MTx
(331,32-688,08) (273,66-919,44) (169,74-313,50) (144,60-227,10)
Elhuzédé MTX
R 39/125 (31,2 %) 17/27 (63 %)* 17/223 (7,6 %) 5/23 (21,7 %)*
iiriilés

14. tabl. Farmakokinetikai paraméterek kiilonb6zo életkori csoportokban (* p<0,05)
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Tovabbi szignifkans eredménynek még azt talaltuk, hogy a 2 g/m® MTX kezelést kapott
gyermekeknél a fiatalabb korosztily (<6 év) esetében lényegesen kevesebb majtoxicitas
fordult el6 a kezelést kovetd 1-2. napon [>14 év: 8,7% (2/23 kezelés) vs <6 év: 0,5% (1/222
kezelés), p=0,024]. Egyébként mas toxicitasi paraméterekben nem taldltunk kiilonbséget a
kiilonboz6 €letkori csoportokban.

Az 5 g/m? dozisu kezeléseket kovetéen lanyokban az egyes idépontokban (24., 36., 48.,
bizonyos esetekben 66. oraban) mért MTX szérumkoncentraciok magasabbak voltak a
fitkban mért értékeknél. A kiilonbség nem mutatkozott szignifikdnsnak, mégis figyelemre
méltd, hogy a lanyok 24 o6ras atlagos MTX szintje meghaladta a 100 umol/l toxikus
koncentraciot (nem kozolt adatok), és a MTX lassabban eliminalodott szervezetiikbol
(elhtiz6dé eliminécio: lanyok: 57,1 %, fiuk: 37,5 %, p=ns.). A 2 g/m?* MTX adagnal a 24 6ras
MTX szintek és az AUCurx értékek szignifikdnsan magasabbak voltak a lanyokban (n=120)
(median 27,8 umol/l, 95% CI: 25,3-30,1 umol/l) mint a fiadkban (n=213) (22,6 umol/l, 95%
ClI: 20,8-24,8 umol/l) (p=0,001).

Az AUCyrx értéke lanyokban 510,2 (95% CI: 464,8-563,8), mig fiukban 422,43 (388,1-
449,6) volt (p=0,002). A 48 oras értékekben nem volt kiilonbség a nemek kozott.

Ismételt kezelések

Megvizsgaltuk, hogyan valtozik ugyanazon gyermek MTX szérumszintje az ismételten kapott
kezelések soran. Az 1., 2., 3. és 4. kezelés utan mért 24., 36., 48. 6ras MTX és 7-OH-MTX
értékeket Gsszehasonlitva azonban hasonld koncentraciokat mértiink az 5 g/m?-es és a 2 g/m*-
es dozisok esetén is. Egyediil az els6 5 g/mz-es kezelés utdn mértiink magasabb értékeket
szérum MTX értékeket a 36. és 48. ordban, de a nagy szords miatt ez a kiilonbség sem

szignifikans (csak részben bemutatott adatok) (25.-26. abra).

95



dc_1407_17

umol/l 24 6ra
200 -
180 -
160 ~
140 -
120 -
100 ~
80 -
60 -
40 A
20 -
O .

1. 2. 3. 4. kezelés

25. abra: 5 g/mz-es ismételt kezelések esetén mért szérum MTX koncentracio

a 24. oraban (atlag+SD)

umol/l 48. 6ra
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26. abra: 5 g/m’-es ismételt kezelések esetén mért szérum MTX koncentracio

a 48. éraban (atlag+SD)

Az AUCytx, az AUC7.on-mtx értékekben és a likvor MTX koncentracioban sem voltak

szignifikans valtozasok a kezelések utan.

96



dc_1407_17

V/2/3. MTX farmakokinetikai vizsgalatok gyermekkori OSC-ban

Farmakokinetikai paraméterek

A 15. tablazatban lathatok a foébb farmakokinetikai paraméterek az OSC-s gyermekek 12 g/m?
adagi MTX kezelései kapcsan. Technikai okok miatt a 7-OH-MTX szinteket csak a betegek

egy részében sikeriilt meghatarozni, igy ezen adatokat nem tiintettiik fel.

MTX 6 6rés szint (csticskoncentracid)(umol/l) 1134,81
(106,3-2750)
11,9
MTX 24 6ras szint (umol/1)
(0,51-198,5)
1,3
24h % (24 6ra/6 6ra)
(0,11-6,34)
1,68
MTX 36 o6ras szint (umol/l)
(0,06-68,8)
0,64
MTX 48 6ras szint (umol/I)
(0,01-32,5)
0,075
48h % (48 ora/6 oOra)
(0,009-0,64)
13997,96
AUC 0-48 (umol*h/I)
(7998,75-33708,6)
15,11
MTX felezési id6 (ora)
(14,66-15,67)
1,37
MTX clearance (g*/umol*h)
(0,41-2,91)
. . ) 2,81
Dozisintenzitas (csak =8 blokkra)(g/m“/hét)
(0,56-4,57)

15. tabl: Farmakokinetikai paraméterek OSC betegekben (atlag + intervallum)
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A farmakokinetikai paraméterekben nem volt kiilonbség a nemek, az ¢letkor, a szdvettani

valasz és a metasztazis megléte szempontjabol. Az 6sszefiiggések p-értékeit a 16. tdblazatban

foglaltuk ossze.

AUC 0-48 | clearance 48h% 24h% felezési id6
nem (fit/lany) 0,4261 0,3514 0,0869 0,3329 0,3038
¢letkor (14 év alatt/ felett) 0,1918 0,0632 0,6862 0,0244 0,0330
szovettani valasz (j6/rossz) 0,2551 0,2435 0,6012 0,2170 0,2769
metasztazis (igen/nem) 0,9687 0,5522 0,7532 0,2174 0,3088

16. tablazat: A MTX farmakokinetikai paramétereinek statisztikai osszefiiggései OSC-

ban (p értékek)

A magas rizikoju csoportban (HR) alacsonyabb volt a 48 6ras gorbe alatti teriilet (p=0,0018)
(27. abra), és nagyobb volt a MTX clearance (p=0,0001) (28. abra), a masik két

rizikocsoporthoz képest.

15000

14500 |

14000 |

13500 |
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48 oras gorbe alatti terilet

11500 |

11000 |

10500 |

10000

0O Mean

alacsony és standard riziko

magas riziko

[] Mean+SE

T Mean+1,96*SE

27. abra. A MTX AUC nagysaga a kiilonbo6z6é rizikécsoportokban, OSC-ban
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28. abra. MTX clearance a kiilonb6z6 rizikécsoportokban, OSC-ban

Metasztazis jelenléte esetén szignifikdnsan alacsonyabb volt a dozisintenzitas, mint a
metasztazis nélkiili esetekben (p=0,009) (29. abra). Ugyanakkor a gorbe alatti tertilet
(p=0,97), a MTX clearance (p=0,55), a felezési id6 (p=0,31), a 24 6ras (p=0,22) és a 48 oras

szérumszint (p=0,75) tekintetében nem volt szignifikans kiilonbség a két csoport kozott.

3,2

3,0 |

28}

2,6 |

24t
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2.2}

2,0
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1,8

29. abra. MTX dézisintenzitas a metastasis jelenlétének fiiggvényében
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Toxicitds

A MTX kezelések elotti s utani fobb laboratdériumi paraméterek a 17. tabl-ban lathatok.

A kezelést kovetden a majfunkcios értékek szignifikdnsan emelkedtek, a Sedfeh jelentosen
csokkent a kezelés hatasara. A vesefunkcios értékek atlagdban nem kovetkezett be

szignifikéans eltérés.

GPT GGT sebi ofeh kreat fvs
un un (umol/1) (g (umol/1) (G
kezelés elétt | 40,5+35,3 | 46,4424.8 | 8,7+3.5 72,7462 | 59,8+13,5 | 4,62+1,43
kezelés utan | 398,0+312,4* | 83,8+32,9* | 20,1£6,9* | 62,7£5,2* | 63,9+13,5 | 3,24+0,83
* p<0,05 atlag+SD

17. tabl. Toxicitasi paraméterek HD-MTX kezelések elott és utan (elsé egy hét
legmagasabb értékei) OSC-ban

A toxicitas el6fordulasdban nem volt szignifikans kiilonbség a nemek, az €letkor, metastasis
jelenléte vagy a szovettani valasz szempontjabol (nem kozolt adatok). Jelentds kiilonbséget
talaltunk azonban rizikocsoportok szerint. Az alacsonyabb rizikocsoportuak kozott gyakoribb
volt a toxikus bilirubin-szint, mint a magas rizik6j csoportban (p=0,0083) (30. abra).
Ugyanakkor nem talaltunk 6sszefliggést az egyéb majfunkcios értékek (GPT, yGT) €s a rizikd
besorolas szerint (nem kozolt adatok).

Szignifikans Osszefliggéseket talaltunk a farmakokinetikai paraméterek és a majtoxicitas
fellépése kozott. Azokban a betegekben, akikben az atlagos MTX csticskoncentracié 1000
umol/l felett volt, gyakoribb volt a III-IV foki majtoxicitas (GPT), mint azokban a
betegekben, akikben a csucskoncentraciok atlaga nem érte el ezt az értéket (p=0,002) (31.
abra).

Azokban a betegekben, akikben a GPT szintek atlaga a III. vagy IV. foku toxicitasi
kategoriaba esett, magasabb volt a MTX csucskoncentracié (1183,8 pmol/l vs 999,1 pmol/l,
p<0,0000001), és a csticskoncentracid %-aban megadott 24 6éras MTX-szintek (24h%)
(p=0,0031) és 48 6ras MTX-szintek atlaga (48h%) is (p=0,0001) emelkedett volt a tobbiekhez
képest. Tovabba ezekben az esetekben jelentésen nagyobb volt a 48 6ras koncentracio-ido

gorbe alatti teriilet (14425,2 pmol/I*h vs 12259,2 umol/I*h, p<0,0000001) (32. abra), és
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kisebb a MTX clearance (median 1,29 kg*1*h/ umol vs 1,47 kg*1*h/ umol, p<0,00005), mint

az enyhén toxikus vagy normal méjfunkcios értékek esetén.

80
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50 -

m normal bilirubinszint

Betegszam
I
o
|

W toxikus bilirubinszint
30 -

20

alacsony és standard rizikd magas riziko

30. abra: Emelkedett szérum bilirubin szintek OSC betegek kiilonb6zo

rizikécsoportjaiban

A csucskoncentracid és a majtoxicitas
(GPT) kapcsolata

45
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M nincs sulyos toxicitas
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W -1V, foku toxicitas

csticskoncentracio csucskoncentracio =1000
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21. abra: Majtoxicitas (GPT) eléfordulasa kiilonb6z6 MTX csiicskoncentraciok esetén
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32. abra. A MTX AUC és a majtoxicitas (GPT) kapcsolata OSC-ban

A bilirubin-szintek esetében hasonlé eredményeket kaptunk: a toxikus esetekben (grade 1-1V.)
szignifikansan magasabb volt a csucskoncentracié %-aban megadott 24 6ras (p=0,026), a 48
orads 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) (33/B
abra).

A vesetoxicitast vizsgalva az emelkedett Sekreat (>100 umol/l) értékeket mutato betegekben
magasabb 24 6ras MTX szinteket mértiink (3,74 umol/l vs 2,2 pmol/l, p<0,0000001) (33/C
abra).

A csontveld toxicitas el6forduldsa 6sszefiiggést mutatott @ magasabb 24 6ras MTX szintekkel
(mielotoxikus betegcsoport atlaga: 2,4 umol/l vs nem mielotoxikus betegcsoport atlaga: 2,1
umol/l, p=0,0004) (33/D. abra) és a magasabb 48 6ras MTX szérum szintekkel (mielotoxikus
betegcsoport atlaga: 0,44 umol/l vs nem mielotoxikus betegcsoport atlaga: 0,38 pmol/l,
p=0,001)
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A) Majtoxicitas (GPT) (p=0,0000001) B) Majtoxicitas (bilirubin) (p=0,0000001)
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33. abra A toxicitasi és MTX farmakokinetikai paraméterek osszefiiggései OSC-ban

Koncentracio-idé gorbe alatti teriilet (0-486ra) és a majtoxicitas (GPT) kapcsolata
MTX csticskoncentracid és a szérum bilirubin kapcsolata (p=0,0000001).

24 o6ras MTX szérumszintek és a vesetoxicitas (Sekreat) kapcsolata (p=0,0000001).

o o % >

24 6ras MTX szérumszintek és a csontveld toxicitas (fvs) kapcsolata (p = 0,0004)

Ezt kovetéen megvizsgaltuk, hogy a terapia folyaman valtozott-e a kiilonb6zo toxicitasok
el6fordulasanak gyakorisaga. Az a tendencia volt megfigyelhetd, hogy a kezelés
elorealadtaval a majtoxicitas inkabb csokkent, a 111-IV.foku toxikus esetek szdzalékos aranya

csokkend (de nem szignifikans) tendenciat mutatott a blokkok elére haladtaval (34. abra).
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III-IV. foka majtoxicitas (GPT) elofordulasi
gvakorisaga blokkonként
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34. abra: Majtoxicitas (Grade I11-1V. GPT) eléfordulasa ismételt kezelések soran

Ismétlodo kezeléseknél a vesetoxicitas a kezelés elére haladtaval gyakoribb lett, azonban igy
is szinte minden blokkban 10% alatt maradt (35. abra). Az alacsony esetszamok miatt a

valtozas itt sem szignifikans.

I-TV. foku vesetoxicitas (kreatinin) eléfordulasi
gvakorisaga blokkonként
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35. abra: Vesetoxicitas (Sekreat) elofordulasa ismételt kezelések soran

A csontvel6 toxicitas eléfordulasa a 3., 5., 9., 13. blokkokban mutatott kiugrast. Ezt a MTX

kezelést megel6z6 cisplatin-ifosfamid blokk okozhatta (36. abra).
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Egyébként nem figyeltiink meg tendenciat a kezelés elére haladtaval a csontveldi toxicitas
esetén. Az elsé két blokk esetén észleltiink viszonylag alacsony toxicitast, a késdbbiekben

nem volt jelentds kiilonbség a blokkok kozott.

II-IV. foku csontvel6-toxicitas (fehérvérsejt)
eléfordulasi gvakorisaga blokkonként
80
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36. abra: A csontvel6 toxicitas (fvs) eléfordulasa ismételt kezelések soran

Farmakokinetikai paraméterek és tulélés

A 24 6rés és a 48 oras MTX szérumszint szignifikdns korrelaciot mutatott az eseménymentes
(p=0,0037 ill. p=0,047) és az altalanos tuléléssel (p=0,02 ill. p=0,008) is (Cox proportionalis
hazard modell). A nagyobb 24 6ras és 48 oras szérum MTX koncentraciot mutatd betegek
tulélése jobb volt.

A MTX cstcskoncentracio (4.-6. éraban) ugyanakkor nem befolyasolta a talélést (>1000
umol/l vs <1000 pumol/l, p=0,06 EFS esetén és p=0,45 OS esetén) (37. abra). Nem talaltunk
Osszefiiggést tovabba a csucskoncentracio és a szovettani valasz (p=0,172) kozott sem. A
tulélésre vonatkozdan nem volt kimutathato 6sszefiiggés a gorbe alatti teriilettel (AUCq.4s), @
felezési idovel és a MTX clearance-szel (nem kozolt adatok).

A dézisintenzitds €s az eseménymentes talélés kozotti 6sszefliggés p-értéke éppen a
szignifikanciahatdron volt (p=0,0504), magasabb dozisintenzitas jobb EFS értékkel jart
egylitt, de OS tekintetében ez az Gsszefiiggés mar nem allt fenn (p=0,217) (38. abra).
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Cumulative Proportion Surviving

Kaplan-M eier tulélési gorbe
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37. abra A MTX csicskoncentraciok és az OSC-s betegek EFS-e kozotti osszefiiggés
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38. abra. OSC-s betegek altalanos talélése (OS) a dozisintenzitas fiiggvényében
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Megvizsgaltuk, hogy van-e 6sszefiiggés a toxicitas eléfordulasa €s a terapia kimenetele
kozott. Eredményeink azt mutatjak, hogy nem volt 6sszefiiggés a toxicitasi paraméterek és az

altalanos, illetve az eseménymentes tulélés kozott. A p-értékek a 18. tablazatban lathatok.

Tulélés (O8] EFS
Csontveld Fvs-mélypont (Gr0-I vs Grll-1V) 0,3567 | 0,8883
toxicitas Granulocita-mélypont (GrO-1 vs Grll-1V) 0,4208 | 0,7342
Maijkarosodas GPT els6 heti csucs (GrO-11 vs Grlll-1V) 0,8448 | 0,8562
GGT els6 heti cstcs (Gr0-1 vs Grll-1V) 0,5739 | 0,3659
Sebi els6 heti cstcs (Gr0 vs Grl-1V) 0,8347 | 10,7667
Vesetoxicitas Kreatinin els6 heti csucs (Gr0 vs Gr/I-1V) 0,2828 | 0,5444

18. tablazat: A toxicitasi paraméterek dsszefiiggése a tiléléssel gyermekkori OSC

kezelése soran (p-értékek)
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V/3. Farmakogenetikai vizsgalatok

V/3/1. Farmakogenetikai vizsgalatok gyermekkori ALL-ben

VI3/1/1.

Kardiotoxicitas

A genotipizalasi eredmények a 19. tdblazatban lathatok. A vizsgalt 12 polimorfizmusbol —

technikai okok miatt — csak 9 esetében volt sikeres a meghatarozas, igy az analizisbe ezen

eredményeket vontuk be.
SNP Allél Funkciéo | Genotipus | Genotipus | Genotipus | n MAF | HWE
(1/2) 11 12 22 (%0)°

rs4148330 | A/G promoter | sikertelen genotipizalas

rs215060 AlIG intron 168 | 73% |54 | 24% |6 3% | 228 14 0,51
rs246219 CIT intron 167 | 74% |59 |26% |0 0% | 226 13 0,02
rs12922588 | A/G intron sikertelen genotipizalas

rs246221 T/C V275V 91 |39% |119 |42% |23 |19% | 233 35 0,08
rs35605 CIT L562L sikertelen genotipizalas

rs45511401 | G/T G671V 200 | 90% |23 |10% | O 0% | 223 5 0,41
rs4148358 | C/T intron 146 | 64% |72 |32% |10 |4% | 228 20 0,76
rs11864374 | G/A intron 131 | 58% |80 |[35% |15 | 7% |226 24 0,55
rs6416666 | A/G intron 202 | 87% |31 |13% |0 0% | 233 7 0,27
rs3743527 | CIT 3'UTR 140 |61% |75 |33% |13 |6% |228 22 0,48
rs212097 AlG 3'UTR 63 | 27% | 122 | 52% |48 |21% | 233 47 0,43

MAF: a ritka all¢él frekvencidja

19. tablazat: A kardiotoxicitasi vizsgalatokhoz genotipizalt SNP-k

1: gyakori allél; 2: ritka all¢l

n= sikeresen genotipizalt betegek szdma

HWE: eltérés a Hardy-Weinberg egyensulytol (Xz teszt)

A kiilonb6z6 genotipus csoportok balkamra funkcidit (1inEF) a kezelés kezdetén, kozvetleniil

a kemoterapia befejezésekor és az utolso kontroll idépontjaban hataroztuk meg. (Ha nem volt
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elég az esetszam a ritka homozigdta genotipus csoportban, akkor Oket a heterozigota
egyénekkel egy csoportban elemeztiik.) A polimorfizmusok Hardy-Weinberg egyensulyban
voltak. A szignifikansnak bizonyult eltéréseket a 20. tabl-ban mutatjuk be.

A diagnozis idOpontjaban mért szivultrahangos adatok alapjan szamolt linEF értékek nem
tértek el a harom genotipus-csoportban egyik polimorfizmus esetén sem.

A kemoterapia befejezése utdn mért utolsd kovetési idépontnal a szivUH vizsgélatnal az
ABCC1 rs246221 TC/TT genotipusii betegeknek alacsonyabb volt az FS (linEF) értéke
(38,4% és 38,5%), mint a CC genotipusuaknak (40,7%, p=0,027) (lasd 20. tabl. és 39. abra).
Az rs3743527TT genotipustt betegeknél a kezelés befejezésekor mért pumpafunkcio
szignifikansan alacsonyabb volt (34,0%), mint a CC (39,5%) és CT (39,3 %) genotipusu
betegeknél (p=0,001) (lasd 21. tablazat, 39. abra). Hasonld tendenciat figyeltiink meg az
utols6 szivultrahang mérés (a diagnozistol atlag 6,6 + 2,7 év) alapjan szdmolt FS értékeknél
is. Az rs3743527TT genotipusu betegek utolsd kovetési idopontjanal mért FS 35,3%, a
heterozigotaké 38,9% a CC homozigotaké 38,7% volt, de ez a kiilonbség nem volt
szignifikans (valoszintileg a kis esetszam miatt).

Vizsgaltuk az el6bb emlitett két SNP genotipus kombinacidinak a hatasat is.
Osszehasonlitottuk az rs3743527TT és rs246221TC vagy rs246221TT genotipusu egyének
(TT-TC/TT, 2. csoport) linEF (FS) értékét az Gsszes tobbi genotipus-kombinacioval (1.
csoport). A diagnézis idején nem volt kiilonbség a csoportok kozott. A kezelés befejezésekor
viszont a TT-TC/TT genotipus-kombinacidji gyermekeknek szignifikansan alacsonyabb volt
az FS értékiik (34,0%), mint a tobbieknek (39,4%) (p=0,001) (21. tablazat és 40. abra).

A kiilonb6z6 egyéb ECHO-val vizsgalt paraméter, tigymint pl. a bal kamrai atmérék (LVEDSs,
LVEDd) tekintetében nem talaltunk szignifikans Ossszefliggéseket a vizsgalt genetikai
paraméterekkel (nem k6zolt adatok).

A tobbvaltozos elemzésbe kofaktorként bevett klinikai valtozok koziil a diagnoziskori életkor,
a kezel6 korhaz és a kemoterapias protokoll szignifikans (de nem relevans) kofaktornak
bizonyult (nem kozolt adatok). Ezzel szemben a nem, az 6ssz-antraciklin dozis és a
dexrazoxan hasznalat nem volt szignifikans (az FS értéke az utolsé kontroll alkalmabol a

DEX kezelésben részesiilteknél 38,57 % volt, mig a tobbi betegben pedig 38,60 %).

109



dc_1407_17

48t ' ‘ ' . 48 ' ' ' g 4 *
T E—— 8 | 8 I
_ & 46 -T- S 46
5 E :
2 4 Eu 4 | - 8 44 -
Sat {1 g - E a2t
gn 40 - B e § 40 % 40
5 g — B =
° @ . . z 38 - S o
—~ Y N S —_ Lo | L
Qo S 36 o 36
e o Mt < ouy e
m - - B ey
e fﬂaz— d @
h 30 I ] - 30 I i ': 30 L 1 1 1
T TC CcC 1T TC cC T TC cC
ABCC1 rs246221 ABCC1 rs246221 ABCC1 rs246221
s T T .i ] 5 m T T * g gl T
T 3] £
- 46 - e‘_‘ T e P E 48 F
2 = o)
é 44 + 1 = M r 28.‘ 44 - —
i o e
) 42 L . . - . - N 42 + .— 42 +
el 3 -
&0 40 S - { o 4f ez M
- - ‘E e
o ag L . ] N 38 - — = . I e I S——
[} o §
o o®r 1 S®r ~ %
N : { Zup L S ol al
2w - ] H . 5
= I = 32 F Lg 2L
b . . ) . : | = a0t
cc CT 1T CcC CcT T cC CT T
ABCC1 rs3743527 ABCC1 rs3743527 ABCC1 rs3743527

39. abra: A Kkiilonb6z6 idopontokban meghatarozott linearis ejekcios frakcio (linEF vagy

mas néven FS) az ABCC1 rs3743527 és rs246221 genotipus-csoportokban
(Félné Dr. Semsei Agnes PhD értekezés)

Box-plot abrak, box: atlag + 95% CI, whisker: atlag + SD * p<0,05
(Az ABCC1 rs3743527 TT genotipusi egyének utolsé idépontban mért linEF
értékénél atlag + SD egyenl6 az atlag + 95% Cl-val)
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IPolimorfizmus

Gén Allélok (172) n [Fsi[sD]n JFs12 [sb |n JFs22 |sb | o
inEFdg. |132 [40.0 [6.0 7 [89.3 6L [65 425 |50 |10 | o.1
ABCCL  Irs246221 /e inEFzv. |171 [394 65|69 |384 |56 [84 [s00 |64 |18 | 02
inEF uk. |164 |384 |48 62 [385 |52 |86 [s07 5.6 |16 | 0,027
inEFdg. [131 397 [6.6 |79 [p01 |71 |43 [385 |45 |o 05
ABCCL  [rs3743527 cim linEF zv. 166 [395 |58 [103 [39.3 |64 |54 [340 |44 |11 | 0,001
linEF uk. |161 |387 |40 |108 389 |51 |47 1353 3.6 |6 072

20. tablazat: Szignifikans balkamra funkcio eltérésekkel osszefiiggésbe hozhaté polimorfizmusok gyermekkori ALL-ben.

n: elemszam a kiilonb6zd csoportokban.

linEF dg.: a diagnoziskor meghatarozott linEF; linEF zv.: a zarovizsgalatkor meghatarozott pumpafunkcio;

linEF uk.: a kdvetés soran az utols6 szivultranhangos mérés alapjan szamolt bal kamra funkcio

FS: fiber shortening (rostrovidiilés)

11: a gyakori allélra homozigota, 12: heterozig6ta; 22: a ritka allélra homozigota
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linEF linEF
Gén mérés | N ossz SD| n SD n p
1.csoport 2.csoport
ABCC1 [linEF dg. 131 398 6,2 122 385 |45 9 0,4
ABCC1 |linEF 2zv. 169 394 6,0 158 340 |44 11 0,001
ABCC1 |linEF uk. 163 38,7 |49 158 356 |4,0 5 0,1

21. tabl. Az rs3743527TT és rs246221TC/rs246221TT genotipusok esetén mért linEF
értékek

1. csoport: azok a betegek, akiknek a genotipusa nem rs3743527TT és rs246221TC /
1s246221TT

2. csoport: az rs3743527TT és rs246221TC / rs246221TT genotipust betegek

A linEF érték a csoport atlagat jeloli (%). (Roviditések: 1. 20. tabl.)
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40. abra: Az rs3743527TT és rs246221TC/rs246221TT genotipusok esetén Kiilonboz6
idépontokban mért linEF értékek (Félné Dr. Semsei Agnes PhD értekezés)

1. csoport: azok a betegek, akiknek a genotipusa nem rs3743527TT és rs246221TC /
rs246221TT
2. csoport: az rs3743527TT és rs246221TC / rs246221TT genotipusu betegek

(Box-plot abrak, mint el6bb) *p<0,05
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V/3/1/2. Immunszuppressziv hatds

Vizsgaltuk az intenziv kemoterapias kezelés alatt el6forduld infekciok szamat, az iv.
antimikrobas kezelések hosszat és a teljes kemoterapias protokoll hosszat, ami a
szovodmények miatti cstiszasok meghatarozasa szempontjabol érdekes. Az antimikrdbas
(antibiotikum és/vagy antifungalis) kezelések hosszat és gyakorisagat vizsgaltuk egyrészt a
teljes betegpopulacio median értéke mentén illetve a felsé kvadrans érték mentén két
csoportba osztva a betegeket.

Igy kiilon tudtuk vizsgalni azon eseteket, ahol a legstlyosabb, leghosszabb fertdzések voltak.
Az ABCBL1 3435 C>T esetén a TT genotipus el6fordulasi aranya 28 % volt (39 eset), a CT

45 % (62), mig a CC 27 % (n=37). Ugyanezen gén esetén a homozigdta, 2XTTT (1236T-
2677T-3435T) haplotipus gyakorisaga 17 % volt (n=23), mig a t6bbié¢ 83 % (n=114). Az
ABCG2 421C>A esetén a CC genotipus eléfordulasa 81 % volt (n=112), mig az AA+AC

19 % (n=26).

Az ABCB1 3435TT genotipust hordozdk esetében az intenziv kemoterapia alatt tobb sulyos
infekcios szovédményt észleltink (TT: 67 % vs CC+CT: 46 % p=0,035) ill. az intenziv
(hosszu antibiotikus kezelés, fels6 kvadrans) antibiotikus kezelést igényld betegek szama
nagyobb volt (TT: 44 % vs CC+CT: 21 % p=0,009) (22., 23. tabl.).

A leggyakoribb kapcsolt haplotipussal (2xTTT) végzett elemzés sordn nem taldltunk
szignifikans Osszefliggést.

A kemoterapias kezelések hossza, vagyis a terdpias csuszasok idétartama is nagyobb volt a
TT genotipus esetén (200 + 18 nap vs 212 + 20 nap, p=0,03) (41. abra). A kemoterapias
kezelés denzitdsa, vagyis a kemoterapias kezelés hossza dontd tényezd a talélés
szempontjabol. A csuszasok kb. 90 %-a az infekcioknak koszonheté. Ugyanakkor nem volt
Osszefiiggés az el6forduld sulyos (Grlll/IV) leukopénia és a kiilonbozé SNP-k kozott (23.
tabl.).

Az ABCG2 421C>A genotipus tekintetében nem volt kiilonbség az immunszuppressziv
hatasban (22., 23. tabl.).

Az ABCG2 34G>A genotipus hatasait az alacsony gyakorisagi adatok miatt nem tudtuk

vizsgalni.
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ABCB1 3435T>C genotipus ABCB1 haplotipus ABCG2 421C>A

TT CT CcC 2XTTT? Egyéb CcC AA+CA

Lv. antimikrobialis kezelés a teljes intenziv terapias protokoll alatt (median hatarérték szerint: >18 nap); n=138

>18 nap ° 26 (67%)* 28 (45%) 18 (49%) 13 (57%) 59 (51%) | 57 (51%) 15 (58%)

Excessziv i.v. antimikrobialis kezelés a teljes intenziv terapias protokoll alatt (felsé kvadrans: >29 nap); n=138

>29 nap 0 0 0 0 0 0 0
° 17 (44%)* 12 (19%) 9 (24%) 10 (44%) 28 (24%) 29 (26%) 9 (35%)

111/1V-es foki leukocitopénia a kemoterapia reindukcids fazisa alatt; n=137

Grin/iv?® 26 (67%) 33 (54%) 19 (51%) 14 (61%) 64 (56%) 65 (59%) 13 (50%)

22. tablazat: Immunszuppressziéo ALL-ben. A vizsgalt klinikai jellemz6k el6fordulasi aranya genotipus csoportonként.

® homozigota a TTT (1236T-2677T-3435T) haplotipusra;
® a sz4zalékos értékek a genotipus csoporton beliili eléfordulési aranyra utalnak

*p<0,05 (TT vs egyéb)
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Univarians elemzés

Multivarians elemzés

OR (CI 95%)

p

OR (CI 95%)

p

Iv. antimikrobas kezelés hossza a teljes intenziv terapia alatt (median hatarérték szerint: >18 nap)

ABCBL1 3435T>C (TT vs CC+CT) 2,3 (1,1-55) | 0,035 2,11(0,9-48) | 0,068
ABCB1 haplotipus (2xTTT vs egyéb) 1,2 | (0,5-3,0) 0,6 1,3|(0,5-3,4) 0,5
ABCG2 421C>A (AA+CA vs CC) 1,3]1(0,6-3,1) | 0,5 15](0,6-38) | 04
Hosszu iv. antimikrobas kezelés a teljes intenziv terapia alatt (felsé kvadrans: >29 nap)

ABCB1 3435T>C (TT vs CC+CT) 2,9 (1,3-6,4) | 0,009 2,5|(1,1-5,6) | 0,029
ABCBL haplotipus (2xTTT vs egyéb) 2,4 | (1,0-6,1) | 0,066 2,3|(0,9-5,9) | 0,087
ABCG2 421C>A (AA+CA vs CC) 1,51(0,6-3,8) | 04 151(0,6-38) | 04
111/1V-es foki leukocitopénia a kemoterapia reindukcios fazisa alatt (Protll)

ABCB1 3435T>C (TT vs CC+CT) 1,81(0,8-3,8) | 0,15 1,41(0,6-3,3) | 0,5
ABCBL haplotipus (2xTTT Vs egyéb) 1,2 |(0,5-3,0) | 0,7 15((0,5-46) | 05
ABCG2 421C>A (AA+CA vs CC) 0,7((0,3-1,7) | 04 05/(0,3-14) | 0,2

23. tablazat: A genotipus és az immunszuppressziv mellékhatasok osszefiigése ALL-s

betegekben (Dr. Erdélyi Daniel PhD értekezés, 2009)

# homozigotaa TTT (1236T-2677T-3435T) haplotipusra.

OR: odds ratio, Cl 95%: 95%-0s konfidencia intervallum.
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41. abra: Az ABCB1 génpolimorfizmus osszefiiggései az intenziv kezelés idétartamaval

V/3/1/3. Enkefalopdtia

Az ABCB1 3435 C>T esetén a TT genotipus el6fordulasa aranya 31 % volt (86 eset), a CT

47 % (129), mig a CC 22 % (n=60). Ugyanezen gén esetén a 2xTTT haplotipus gyakorisaga
20 % volt (n=55), mig a tobbié 80 % (n=200). Az ABCG2 421C>A esetén a CC genotipus
eléfordulasa 78 % volt (n=215), mig az AA+AC 22 % (n=60).

Az ABCG2 34G>A esetén az adatok: GG 93 % (n=255), AG 7 % (n=20), AA 0 %.

A vizsgalt betegek esetén a vizsgélt periddusban Oszesen 17 esetben (6,2 %) fordult eld
toxikus enkefalopatia (egy kivételével mind reverzibilisnek bizonyult).

ALL-es betegeink esetében az ABCB1 transzporter 3435TT genotipus csoportban nagyobb
aranyban fordult el6 akut enkefalopatia (10,5 %), mint a 3435CC+CT hordozokban (4,2 %)
(multivarians analizis: OR=3,5; Cl1 95% 1,2-10,7; p=0,03) (42. abra).
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10,5% 4,2%

! CC+CT

TT

n=86 n=189

42. abra: Az akut toxikus enkefalopatia el6fordulasa genotipus csoportonként
ALL-ben (ABCB1 3435T>C)

bordé: nincs enkefalopatia kék: van enkefalopatias epizod

Amennyiben a leggyakoribb kapcsolt haplotipust elemeztiik (2xTTT), akkor mar nem kaptunk
statisztikailag szignifikdns kiilonbséget (univaridns analizis OR=1,7; CI 95% 0,6-5,1
multivarians analizis OR= 2,2; C1 95% 0,7-7,2) (24. tabl.).

Ugyanakkor egyértelmiien elkiilonithetd volt egy veszélyeztetett betegcsoport, ha az ABCB1
3435TT genotipust kombinalva vizsgaltuk az ABCG2 421AA/AC genotipussal (27,8 %
klinikai tiinet vs 4,7 %) (univarians analizis: 7,7; CI 95% 2,1-27,7 multivarians analizis:

OR=10,7; Cl 95% 2,1-55,7; p=0,001) (43. abra) (25. tabl.).

27,8 % 4,7 %
ABCB11 .
3435TT Ossges
és egyben egyeb
ABCG2 beteg
421AA+AC

n=18 n=257

43. abra: Génpolimorfizmusok kapcsoltsaga a toxikus enkefalopatiaval ALL-ben

(ABCB1 3435T>C és ABCG2 421C>A genotipus) (n=275)
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A 24, ¢s 25. tablazatban feltiintettiik a kiilonb6z6 génpolimorfizmusok lehetséges
asszociaciot a kozponti idegrenszeri karosito hatasokkal a kezelések kiilonbozé szakaszaiban.
Mig az egyes meghatarozo SNP-k (pl. (ABCB1 343T>C) 6nmagukban csak csekély hatast
fejtettek ki, addig a potencialisan hajlamosit6 SNP-k kombinacioja multivarians elemzésben
kifejezetten szignifikdns. A legerdsebb 0Osszefiiggés a kezelési szakaszok kozott a
konszolidacioban volt, ahol a betegek csak HD-MTX-ot és 6-merkaptopurint kapnak (25.
tabl.).

Az ABCG2 gén polimorfizmusai énmagukban nem voltak kapcsolatba hozhatok az
idegrendszeri mellékhatasokkal (nem ko6zolt adatok). Az ABCG2 esetén csak egy tendencia
volt megfigyelhet6: tobb mellékhatas fordult el6 azon betegek kozott, akik legalabb egy
varians 421A allélt hordoztak, szemben a vad tipust hordozokkal (OR=2,1; Cl 95% 0,7-5,8 és
2,0; ClI 95% 0,6-6,1 egy- és tobbparaméteres kalkulacioval, p=ns). Ugyanakkor nem
figyeltiink meg idegrendszeri kdrosodast azon 20 betegben, akik a ritka ABCG2 34 A allélt
hordoztak (de ez statisztikailag nem volt értékelhetd az alacsony elemszam és %-0S

eléfordulas miatt).

Univarians elemzés Multivarians elemzés
OR OR
ABCB1 3435TT vs CC+CT 2,6 (p=0,05) 3,5 (p=0,03)
ABCBL1 haplotipus: 2xTTT vs egyéb 1,7 (p=0,32) 2,2 (p=0,25)
ABCG2 421AA+AC vs CC 2,1 (p=0,17) 2,0 (p=0,26)
ABCG2 34GG vs AG+AA — (p=1,0) — (p=1,0)

2XTTT: 3435T-2677T-1236T homozigota haplotipus OR: odds ratio.

24. tablazat: Az ABCBL1 és az ABCG2 genotipusok osszefiiggései a toxikus
enkefalopatiaval ALL-ben
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OR (CI 95%) OR (CI 95%)

Teljes intenziv protokoll alatt:

ABCB1 3435TT+ABCG2 421CC 1,3 (0,35-4,4)

vs 3435 CC+CT+421CC 12(0,26-5,4)

ABCB1 3435CC+CT+ABCG2 421AA+AC 0,5 (0,06-4,1) 05 (0,05-5.7)

vs 3435 CC+CT+421CC ' ' ’

ABCB1 3435TT+ABCG2 421AA+AC 7,7 (2,1-27,7)

vs 3435 CC+CT+421CC 10,7(2,.1-55,7)
Indukcio és reindukci6 alatt:

ABCB1 3435TT+ABCG2 421AA+AC 7,2 (1,5-35,0) 8.6 (1,1.69.9)

vs 3435 CC+CT+421CC

Konszolidacios szakasz alatt:

ABCB1 3435TT+ABCG2 421AA+AC 9,1(1,2-68,8)

Vs 3435 CC+CT+421CC 19,7 (0,7-53,9)

OR: odds ratio, Cl 95%: 95%-0s konfidencia intervallum.

25. tablazat: Az ABCB1-ABCG?2 osszetett genotipus csoportokban elé6fordulé heveny

enkefalopatias epizodok gyakorisaganak statisztikai 6sszehasonlitasa

A betegek egy részénél (n=120) a likvor MTX koncentraciok is rendelkezésre alltak. Nem
talaltunk azonban Gszefiiggést a genetikai alcsoportok és a likvor MTX szintek kozott (nem
kozolt adatok).

Mindezek alapjan megallapithatd, hogy bizonyos génpolimorfizmusok kombinacidjaval
meghatarozhato egy olyan Kis betegcsoport (ABCB1 3435TT+ABCG2 421AA+AC), ahol a

toxikus komplikaciok megjelenésének esélye kiilonosen nagy.

V/3/1/4. ABCBL1 és ABCG2 génpolimorfizmusok hatasa a gyermekkori ALL tulélésére.
Az ABCB1 3435T>C genotipus csoportok eseménymentes tulélésében szignifikans

kiilonbséget talaltunk. A CC genotipust hordozok tulélése szignifikansabb rosszabb volt a CT
vagy TT csoportokhoz képest (p=0,026), (44. abra).
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Az egyes genotipus csoportok nem kiilonboztek szignifikdnsan az ismert prognosztikai
tényezdk (nem, életkor, T- vagy B-sejtes immunfenotipus, blasztok genetikai jellemz6i, BFM
rizikocsoportok aranya) tekintetében (nem kozolt adatok).

Nem taldltunk szignifikans kiilonbséget a talélés vonatkozasaban az ABCB1-haplotipusok

(TTT homozigoéta vs egyéb) ill. az ABCG2 genotipus csoportok kozott.
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44. abra: Az ALL-es betegek eseménymentes tulélése ABCB1 genotipus csoportonként

(n=403, median kovetés 6,5 év, ALL-BFMO90 és ALL-BFM95 protokollok alapjan)

(Dr. Erdélyi D. PhD értekezés, 2009)
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V/3/1/5. Szteroid receptor polimorfizmusok eléfordulasa a szteroid hatasokban és
mellékhatasokban gyermekkori ALL-ben

GCR N363S

Az 6sszes betegbdl 32/346 esetben tudtunk heterozigota formaban ritka tipust kimutatni (9,2
%) (homozigo6ta nem fordult eld).

A ritka allélt hordozokban szignifikansan tobb stlyos mdjtoxicitast észleltiink. A ritka allélt
hordozokban 10/32 esetben, mig a tobbiekben 35/314 esetben lehetett Grade III/IV.
hepatotoxicitast kimutatni (31,3 % vs 11,2 %, p=0,004, OR=3,6; Cl: 1,586-8,277, 95%) (45.
abra).

Koéros hiperglikémia vagy glukozuria szintén gyakrabban fordult el6 ritka allél esetén, 6/32 ill.
8/314 esetben (18,8 vs 3,8 %, p=0,001, odds ratio=8,8, Cl: 2,847-27,372, 95%) (45. abra).
Nem talaltunk korrelaciot viszont az enkefalopatia (6,3 vs. 8,6 %, p=1,0), vagy a hipertonia
(28,1 vs. 18,2 %, p=0,171) el6fordulasi gyakorisaga és a vizsgalt génpolimorfizmus kozott
(45. abra).

Szintén nem volt Osszefliggés pancreatitis, szemészeti ill. csontelvaltozasok tekintetében (nem
kozolt adatok).

Szignifikans kiillonbség mutatkozott, ha az egy betegnél eléforduld szteroid mellékhatdsok
szamadat hasonlitottuk 0ssze a hordozdok és nem-hordozok kozott. Egyféle toxicitas 65,6 ill 34,1
%-ban fordult el6 (p=0,001), kétféle toxicitas 21,9 ill. 6,7 %-ban (p= 0,009), mig legalabb
haromféle toxicitas 9,4 ill. 1,3 %-ban volt kimutathato (p= 0,02) (46. abra).
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45, abra: Kiilonbozo toxicitasok elofordulasa a 363S/1220G-hordozok és nem-hordozok

(1220A/1220A) kozétt (Eipel O. PhD értekezés 2014)
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46. abra: Egy gyermeknél el6forduld toxicitasok aranya az N363S GCR
polimorfizmussal osszefiiggésben (Dr. Eipel O. PhD értekezés, 2014)

A szteroid kezelés terapidas hatasat vizsgalva azt talaltuk, hogy a varians allélt hordozoékban
minden esetben (32/32) jo terapids valaszt kaptunk (periférids blaszt szdm <1 G/1), mig a vad
allélt hordozokban csak 288/314 esetben (91,7%) (p=ns).

A 363S/1220G genotipussal rendelkez6k korében az 5-éves eseménymentes tilélés
szignifikansan jobbnak mutatkozott (p=0,012) a nem hordozokhoz képest (5 év EFS 92 % vs
72 %, p=0,12) (47. abra). Hasonl6 értékeket kaptunk az altalanos talélés tekintetében is

(5 év OS 100 % vs 78 %, p=0,013).
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47. abra: EFS a GCR N363S polimorfizmussal 6sszefiiggésben

ER22/23EK polimorfizmus

A 346 ALL-s gyermekbdl 10 hordozta heterozigdta formaban a polimorfizmust (3,46%).

A hepatotoxicitast vizsgalva nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a polimorfizmust
hordozdk és nem-hordozok kozott (1/10 ill. 44/336, 10 % vs 13,1 %, p=0,6185).

Szintén nem volt kiilonbség a két csoport kozott a szénhidrat anyagceserét érintd toxicitasok
kozott (0/10 ill. 14/336; 4,1 %, p=0,51).

Magas vérnyomas a polimorfizmust hordozok k6zott nem fordult elé, mig a nem-hordozoknal
66/336 esetben (19,6 %) volt megfigyelhetd (p=0,25).

Idegrendszeri kdarosodds a hordozokban szintén nem fordult eld, mig a nem-hordozokban
29/336 gyermekben volt észlelhetd (8,6 %, p=0,695).

Ha a roxicitasok halmozodasat vizsgaltuk egy betegben, akkor azt talaltuk, hogy nem akadt
szignifikans kiilonbség a legalabb egy toxicitast mutatd betegek szamaban a hordozok és a
nem hordozok kozott, bar a kiilonbség a szignifikancia hataran volt (p=0,06). A hordozok
kozott csak egy betegnek (1/10) volt legalabb egyféle toxicitasa, mig a nem-hordozok 37,8 %-
aban (127/336). Kétféle vagy haromféle toxicitas mar nem fordult el6 a hordozok kozott, mig
a nem-hordozoknal ez az arany 8,3 % (28/336) ill. 2,1 % (7/336) volt (p=ns).

A 8. napi szteroid terdpias valaszt vizsgalva azt talaltuk, hogy a polimorfizmust hordozok

esetében minden gyermek jol reagalt a kezelésre, mig a nem-hordozoknal 290/336 (92,3 %)
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esetben észleltiink joO terapias valaszt (p=ns). A tuilélési gorbék esetén sem talaltunk
kiilonbséget a kiillonbozd genetikai csoportok kozott, sem az EFS, sem az OS vonatkozasaban

(nem kozolt adatok).

BCL1 polimorfizmus

Technikai okok miatt csak 257 beteg genotipizalasat tudtuk elvégezni. A homozigdta vad
tipusuak (C/C) szama: 122/257 (47,47%) a heterozigotak (CG) aranya: 105/257 (40,86%),
mig a ritka homozigoéta tipustiak (GG) szama: 30/257 (11,67%) volt. Kilenc olyan gyermeket
is talaltunk, akinél a fokozott szteroid-érzékenységgel korabban &sszefiiggésbe hozott
genotipus kombinacio: BCL1:GG ¢és N363S:1220G volt jelen. Ezen betegeket kiilon
megvizsgaltuk a toxicitasok iranyaban.

A hepatotoxicitas tekintetében nem talaltunk kiilonbséget sem a G allél hordozas, sem pedig a
homozigota GG genotipus és a majkarositd hatds kozott (p=0,455 ill. 0,23; nem kozolt
adatok), és szintén nem volt kiilonbség a genotipus kombinacioét hordozok és nem-hordozok
kozott sem (p=0,671).

Hasonlé eredményre jutottunk a szémhidrat amyagcserét érintd toxicitds és a kiilonbozo
genotipus csoportok kozott: semmilyen Osszefliggésben nem volt szignifikdns eltérés.
Egyediil a BCL1:GG ¢és N363S:1220G genotipus kombinacié mutatott valamivel nagyobb
aranyt mellékhatast (2/7 ill. 15/233), de a kiilonbség matematikailag itt sem szignifikans
(p=0,113).

Az idegrendszeri mellékhatasok vagy a magas vérnyomads betegség €s a kiilonboz6 genetikai
csoportok kozott sem talaltunk semmilyen jelentds 0sszefliggést (nem kozolt adatok).

Ha a toxicitisok eldforduldsi ardnydt (Szamat) vizsgaltuk egy betegben, akkor is azt
tapasztalhattuk, hogy a kiilonbozd genetikai variansok és a potencialis szteroid toxicitasok
szama kozott semmilyen Osszefiiggés nem volt kimutathatd (nem kozolt adatok).

A nyolcadik napi prednisolon valaszt vizsgélva, megallapithattuk, hogy a G allél 6nmagaban
nem jelent kedvezdbb terapias hatast (p=0,559). A GG genotipust hordozok kozott egy beteg
sem volt, aki rossz valaszt adott volna a prednisolonra, mig a tobbi betegben a kedvezdétlen
prednisolon valasz aranya 5% volt (p=ns). A BCLI1:GG és N363S:1220G egyiittes
el6fordulasa esetén szintén nem fordult eld rossz prednisolon valasz, mig a tobbiekben a rossz
valaszt adok aranya 3,6% volt.

Végezetiil a tulélési adatokat vizsgalva, szintén nem talaltunk kiilonbséget sem az EFS, sem

az OS vonatkozasaban a kiilonb6z6 genetikai alcsoportok kozott (nem kodzolt adatok).
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V/3/1/6. A MTX és a 7-OH-MTX szintek osszefiiggései a genetikai valtozokkal
ALL-ben

A genetikai vizsgalatok eredményét a 26. tablazatban tiintettiik fel. Elemzésiinkben

c sy

SNP (rs#) | Gén Allél (1/2)*] 11 12 22 | MAF
% % % | %
rs9967368 | TYMS GIC 37 52 11 |37
rs2853741 | TYMS CIT 50 43 7 28
rs2853533 | TYMS GIC 77 19 4 13
rs1004474 | TYMS AlIG 34 |49 17 |42
rs2612100 | TYMS GIA 48 40 12 |38
rs2966952 | MTRR CIT 69 29 3 17
rs1801394 | MTRR GIA 30 45 24 | 47
rs326120 | MTRR AlG 68 30 3 17
rs1532268 | MTRR GIA 39 48 13 |37
rs162036 | MTRR AlIG 83 16 1 9
rs3776455 | MTRR AIG 43 50 7 32
rs10380 MTRR CIT 88 11 1 7
rs11888 | JAK3 TIC 35 54 11 |38
rs3212713 | JAK3 GIA 52 43 5 27
rs2842951 | TPMT CIT 54 |37 10 |28
rs2518463 | TPMT TIC 27 47 26 |50
rs4449636 | TPMT GIA 27 47 26 |50
rs1979277 | SHMTL | G/A 50 43 7 29
rs9909104 | SHMTL | T/C 64 28 8 22
rs643333 | SHMTL | C/A 52 43 5 27
rs17328763 | SLCO1B1 | T/C 74 21 4 15
rs11045818 | SLCO1B1 | G/A 74 23 3 14
rs11045819 | SLCO1B1 | C/IA 74 28 3 14
rs4149056 | SLCO1B1 | T/C 67 31 3 18
rs11045823 | SLCO1B1 | G/IA 74 23 3 19
rs4363657 | SLCO1B1 | T/C 64 |33 3 19
rs10841769 | SLCO1B1 | G/A 26 51 23 | 48
rs7499 SLC19A1 | G/A 28 52 20 |46
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rs4819128 [ SLC19A1 | T/C 25 53 22 48
rs1051266 | SLC19A1 | G/A 25 55 20 47
rs4149183 | SLC22A8 | T/C 54 39 7 27
rs2276299 | SLC22A8 | AT 75 21 4 15
rs3809069 | SLC22A8 | T/C 66 32 2 18
rs4509706 | ARID5B T/C 84 16 0 8

rs4948487 | ARID5B A/C 25 57 18 47
rs10821936 | ARID5B T/IC 30 57 14 42
rs4506592 | ARID5B G/IA 30 55 15 42
rs7089424 | ARID5B T/G 30 57 14 42
rs4948496 | ARID5B CIT 28 50 22 47
rs4948502 | ARID5B T/IC 48 39 13 33
rs1076991 | MTHFD1 | A/G 25 51 23 49
rs1950902 | MTHFD1 | C/T 88 33 1 17
rs2236225 | MTHFD1 | C/T 40 40 20 40
rs745686 MTHFD1 | A/G 49 39 12 32
rs310225 JAK1 G/IA 53 40 7 27
rs12063205 | JAK1 AlG 78 19 3 12
rs2032582 | ABCB1 GIT 35 41 24 44
rs2235013 | ABCB1 G/A 27 45 28 51
rs1202179 | ABCB1 AlG 51 40 9 29
rs9282564 | ABCB1 AlG 82 16 2 10
rs1544105 [ FPGS G/A 36 46 18 41
rs10106 FPGS AlG 38 46 17 40
rs4451422 | FPGS A/C 36 49 14 39
rs12759827 | MTR AlG 55 39 6 25
rs4659724 | MTR G/A 40 50 10 35
rs3768142 | MTR T/G 32 55 13 41
rs10925257 | MTR AlG 64 33 3 19
rs1805087 | MTR AlG 64 33 3 19
rs2853523 | MTR C/IA 33 55 11 39

26. tabl. Az ALL-s gyermekek genetikai analizisébe bevont SNP-k jellemz6i

Allél a vezetdszalon: 1: major allél; 2: minor allél MAF: minor allél frekvencia
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A relativ kevés mérési idopont €s a nagy szamu magyaraz6 valtozo miatt elso 1€pésben
random forest (RF) elemzéssel valasztottuk ki azon valtozokat, amelyek kapcsolatba hozhatok
voltak a MTX farmakokinetikai paramétereivel (szérumszintek): MTX dozis,
immunfenotipus, rizikd csoport, €letkor, az rs2612100, rs2236225, rs1004474, rs9967368,
rs7499, rs7089424, rs10821936, rs4506592, rs1076991, rs745686, rs4948496, rs1801394,
rs4363657, rs4149056 és az rs1202179.

Ezt kovetden a kivalasztott magyarazd valtozokkal végeztik a CART elemzést,
melynek alapjan a szérum (246+366+486) MTX szinteket, mint egy kozos célvaltozot az
alkalmazott MTX dozis (5 vagy 2 g/mz) befolyasolta leginkabb (p<0,001) (48. abra) (hasonlo
eredményt kaptunk, mint a farmakokinetikai elemzésnél). Tovabba a 2 g/m* MTX dozis
esetén, az rs4948496 (ARID5B) is szignifikans Osszefiiggést mutatott a MTX
szérumszintekkel (p=0,011) (48. abra). A CC genotipus esetén magasabb MTX
szérumszinteket mértiink, mint a CT vagy TT genotipus esetén. Ugyanebben a
betegcsoportban, akik az rs4948496 CT+TT genotipussal rendelkeztek, az rs4149056
(SLCO1B1) is szignifikans Osszefiiggést mutatott az MTX szintekkel (p<0,001) (48. abra). Az
rs4149056 TT genotipus esetén alacsonyabb volt a szérum MTX szint, mint a CT+CC
genotipust hordozokban. Ezen SNP-k és a szérum MTX szintek kozotti kapcsolat altalanos
linearis kevert modellel (GLMM) is szignifikansnak bizonyult (rs4948496: p=0,039,
rs4149056: p=0,004). Megfigyeltiik tovabba, hogy azon betegekben, akik az rs4948496 CC
genotipusaval rendelkeztek 2 g/m? MTX dézis esetén gyakrabban fordult el6 magasabb 48
6ras MTX szint (>0,25 umol/l) (CC vs CT+TT: 61% vs 39%, p=0,044). Az rs4948502 és a
szérum MTX szintek kozott kapesoltsagot nem talaltunk.

Az AUCptx CART és GLMM elemzése soran csak az alkalmazott MTX dézis (5
vagy 2 g/m?, p<0,001) mutatott szignifikans 0sszefiiggést a gorbe alatti teriilettel.

Az RF elemzés soran szignifikans Osszefiiggéseket talaltunk a szérum 7-OH-MTX
szintek ¢és/vagy az AUCr.op-mrtx esetén a kovetkezd paraméterekkel: MTX doézis,
immunfenotipus, életkor, az rs9967368, rs10841469, rs7499, rs2235013, rs4451422,
rs1202179, rs4948487, rs4948496, rs2518463, rs4948502, rs12759827, rs10106 és az
rs1801394.
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Szérum MTX szintek

n=173
y = (77.451, 2.017, 0.593)

n =66
y = (38.588, 1.497, 0.368)

{CT, CC} T
(6} [7]
n=45 n =162

y = (30.312, 1.214, 0.683) y = (27.557, 0.848, 0.239)

48. abra: A szérum MTX szintek klasszifikacios és regresszios faja
(Csordas K. PhD értekezés, 2014)
A korok azokat a magyarazd valtozokat abrazoljak, amelyek szignifikans Osszefiiggést mutattak a
szérum MTX szinttel (246, 3606, 480). A magyarazo valtozok egyes alcsoportjai a vonalak mentén
lathatok. A célvaltozo értékeit a téglalapok abrazoljak.

y= atlag MTX szint a 24., 36., 48. draban

A szérum (246+366+4806) 7-OH-MTX szintek dontési faja a MTX-éhoz hasonlo képet
mutatott (49. abra). A MTX dézis (5g/m? vagy 2 g/m?) befolyésolta legjobban a 7-OH-MTX
szinteket, mint kozos célvaltozot (p<0,001) (1. korabbi eredmények). Mindkét MTX dozis
esetén az rs4948502 (ARID5B) szignifikans Osszefiiggést mutatott a 7-OH-MTX szintekkel
(p=0,015 és p<0,001), ¢és ezt a GLMM elemzés is igazolta (p=0,003 és p=0,033). Itt azonban
az rs4948502 vonatkozasadban az eredmény nem egyértelmii. A kisebb MTX doézis (2 g/m?)
mellett a CC genotipus magasabb 7-OH-MTX szintekkel, mig a nagyobb dozis (5 g/m?)
mellett a CC genotipus alacsonyabb 7-OH-MTX szintekkel allt Gsszefliggésben (a tobbi
genotipus variacioval szemben). Az rs4948502 (ARID5B) CT+TT genotipus esetén, a
nagyobb MTX doézisnal, egy masik SNP, az rs4948496 (ARID5B) is szignifikans 6sszefliggést
mutatott a 7-OH-MTX szintekkel a CART elemzés szerint (p=0,011), melyet a GLMM nem

erdsitett meg.
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A AUC;onmtx esetén a CART és GLMM elemzése is megegyez6 eredményt

Szérum 7-OH-MTX szintek

[8]

mutatott. Az rs4948502 (ARID5B) mindkét dozis esetén szignifikans dsszefliggést mutatott az
AUC7.on-mtx -tal (CART, p<0,001, GLMM, (p<0,001 és p=0,013). Tovabba a CART alapjan
az rs4948496 (ARID5B) is osszefliggést mutatott az rs4948502 CT+TT genotipussal és az
AUC7 on-mrx-tal, hasonléan mint a =-OH-MTX szintek esetén (5 g/m2 MTX: p=0,003).

{CT, TT}

[9]

n=25
y =(15.968, 4.016, 1.508)

19
n=12
y = (14.936, 5.174, 4.837)

L=
n=92
y =(8.936, 3.682, 1.459)

{CT, TT} cC
[4] [5]
n=>54 n=25

y = (26.509, 7.336, 2.934)

y = (23.232, 6.385, 2.679)

49. abra: A szérum 7-OH-MTX szintek klasszifikacids és regresszios faja
(Csordas K. PhD értekezés, 2014)

lathatok. A célvaltozo értékeit a téglalapok abrazoljak.

y= atlag 7-OH-MTX szint a 24., 36., 48. o6raban

A korok azokat a magyarazo valtozokat abrazoljak, amelyek szignifikans Osszefiiggést mutattak a 7-

OH-MTX szinttel (246, 366, 486). A magyarazo valtozok egyes alcsoportjai a vonalak mentén

A likvor MTX szinteket kiilon elemeztik. Az RF analizis soran ugy tiint, hogy az
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Toxicitas

Az fobb toxicitasi adatokat a 27. tabl.-ban foglaltuk 6ssze.

Hepatotoxicitas n (%) 5 g/m* MTX kezelések szama 71172 (4,1%)
(sebi, Grl1I/1V)
1-7. napon 2 g/m* MTX kezelések szama 5/279 (1,8%)
Nefrotoxicitas n (%) 5 g/m* MTX kezelések szama 5/155 (3,2%)
(sekreat, Grl/1V)

2 . . 5
1-7. napon 2 g/m MTX kezelések szama 4/208 (1,9%)
Granulocitopénian (%) |5 g/m* MTX kezelések szama 60/153 (39,2%)
(GriI/IV)
1-7. napon 2 g/m* MTX kezelések szama 731267 (27,3%)
Hipoproteinémia n (%) 5 g/m° MTX kezelések szama 22/149 (14,8%)
(<60 g/l)
7. napon 2 g/m* MTX kezelések szama 18/206 (8,7%)

27. tabl.: A farmakogenetikai paraméterekkel osszefiiggést mutaté toxicitasok

elofordulasa kiillonb6z6 dozisu MTX kezelések utani elsé héten ALL-ben

A kezelés utani els6 héten (1-7. nap) fellépé hepatotoxicitast jelz6 Sebi emelkedés
(GrlI/1V) az RF analizis alapjan a kovetkez6 paramétereckkel mutatott Gsszefliggést: MTX
dozis, életkor, az rs3768142, rs11045819, rs7499, rs1544105, rs17328763, rs11045818,
1s2853523, rs10106, rs4451422, rs745686, rs4948502, rs2276299 ¢és az rs2853533. A CART
szamitasok soran az 5 g/m2 MTX-ot kapott betegekben szignifikans 0sszefiiggés mutatkozott
a kialakult hepatotoxicitas és az rs7499 (SLC19A1, p=0,003) valamint az rs4948502
(ARID5B, p=0,007) kozott (50. abra). Azokban az esetben (n=13), ha a beteg az rs7499 AA és
az rs4948502 TT genotipussal rendelkezett, koérosan magas bilirubin szintet nem
regisztraltunk (véd6 hatas?). Az egyéb hepatotoxicitasi paraméterek (GPT, GGT) nem

mutattak 6sszefliggést a vizsgalt valtozokkal.
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HEPATOTOXICITAS AZ 1-7. NAPON

{AG, GG}

[5]

| Bl
n =146
y = (0.986, 0.014)

T {CC,CT}

3] ]
n=13 n=13
y=(1,0) y =(0.615, 0.

385)

50. abra. A hepatotoxicitas klasszifikacios és regresszios faja
(Csordas K. PhD értekezés, 2014)
A korok azokat a magyarazd valtozokat abrazoljak, amelyek szignifikans Osszefliggést mutattak a
koros Sebi értekekkel. A magyardzd valtozok egyes alcsoportjai a vonalak mentén lathatok. A
célvaltozo értékeit a téglalapok abrazoljak.

y= annak a gyakorisaga, hogy nincs toxicitas ill. a toxicitas gyakorisaga

A MTX kezelések 1-7. napjan kialakult nefrotoxicitast jelz6 szérum kreatinin
szintemelkedés (Grl/IV) az RF eredménye alapjan csak a 36 oras MTX szérumszintekkel, és
az rs4149183, rs1544105, rs1004474 ¢és az rs3212713 genotipusokkal mutatott dsszefliggést.
A CART elemzés a nagyobb MTX doézis esetén szignifikans Osszefliggést mutatott az
rs4149183 (SLC22A8) és a 7. napon fellépd nefrotoxicitas kozott (51. abra). A CC
genotipussal rendelkezd betegekben szignifikansan gyakrabban alakult ki nefrotoxicitds, mint
a CT+TT genotipussal rendelkezékben (25% vs 1%, p=0,001). A CART eclemzés éles
kiilonbséget talalt a betegek ¢letkora és a kialakult vesetoxicitas kozott a CC genotipusu
betegekben: 9,2 év felett a nefrotoxicitas el6fordulasa 100% volt, mig a fiatalabbakban

vesetoxicitas nem fordult eld.
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NEPHROTOXICITAS A 7. NAPON

1

1]
RS4149183
p=10.001

{CT, TT}

(5]
n=143
y = (0.986, 0.014)

<9.21 >9.21

= [0
51

=
<

51. abra. A nefrotoxicitas klasszifikacios és regresszios faja
(Csordas K PhD értekezés, 2014)

A korok azokat a magyardzd valtozokat abrazoljak, amelyek szignifikdns Gsszefliggést mutattak az
emelkedett Sekreat értékekkel. A magyarazo valtozok egyes alcsoportjai a vonalak mentén lathatok. A
célvaltozo értékeit a téglalapok abrazoljak.
y= annak a gyakorisaga, hogy nincs toxicitas, ill. a toxicitas gyakorisaga

(Az altalunk vizsgalt, sulyos hepato- €s nephrotoxicitas a betegek kis szazalékaban kovetkezett
be (<5%), ezért a kis elemszamra vald tekintettel, ezekben az esetekben altalanositott linearis kevert

modelleket nem tudtuk alkalmazni.)

Az elsd héten (1-7. nap) megfigyelheté GrIII/IV granulocitopénia 5 g/m? adagnal
39,2 %-ban, mig 2 g/m” adagnal 27,3 %-ban fordult elé (p=ns). Az RF eredménye alapjan a
csontveldi karosodds a kovetkezd valtozokkal mutatott Osszefliggést: MTX dozis, rizikod
besorolas, az rs1979277, rs2235013, rs9967368, rs10821936, rs4948502, rs4506592,
rs7089424, rs1801394, rs1544105, rs4948496 és az 1s3768142. A 2 g/m* MTX-ot kapott
betegek csoportjaban a CART és a GZLMM analizis is szignifikans 6sszefiiggést mutatott a 7.
napon regisztralt granulocytopénia és az rs3768142 (MTR) genotipus ko6zott (GG vs GT+TT:
56% vs 23%, OR: 5,92 95% CI. 2,03-17,27, p=0,001). Tovabba a granulocitopénia
szignifikansan gyakrabban fordult el6 a 4. HD-MTX kezelést kovetden, mint az 1-3.
kezelések utan (OR: 3,48 95% CI: 1,40-8,64, p=0,007).
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Az 1-7. napon fellép6 hipoproteinémia (szérum o6feh szint <60 g/dl) 14,8 %-ban (5
g/m®) és 8,7 %-ban (2 g/m?) fordult el (p=ns). A RF alapjan a 36 o6ras 7-OH-MTX
szérumszintekkel, a betegek rizik6 besorolasaval, és az rs4948687, rs1076991 SNP-kkel
mutatott Osszefiiggést. A CART elemzés soran (52. é&bra) szignifikdns Osszefliggés
mutatkozott a kisebb MTX doézist kapottak csoportjaban a 7. napon fellép6 hipoproteinémia és
az rs4948487 (ARID5B, p=0,004) valamint az rs1076991 (MTHFD1, p<0,001) kozott (15.
abra). Gyakrabban regisztraltunk hipoproteinémiat az rs4948487 AA genotipussal (24 % vs 4
%) és az rs1076991 GG genotipussal rendelkezd (23 % vs 5 %) betegek esetén (2 g/m? MTX
dozisok esetén). (A Kis esetszamra valo tekintettel GLMM analizist itt sem végeztiink és igy

p-értékeket sem tudtunk meghatarozni.)

HYPOPROTEINEMIA A 7. NAPON

R$4948487
p=0.004

AA {AC, CC}

2]
n=233 RS1076991
y = (0.758, 0.242) p < 0.001

GG {AA, AG}
(4] 5]
n=37 n=136
y = (0.757, 0.243) y = (0.993, 0.007)

52. abra. A hipoproteinémia klasszifikacios és regresszios faja
(Csordas K PhD értekezés, 2014)

A korok azokat a magyarazo valtozokat dbrazoljak, amelyek szignifikans Gsszefliggést mutattak az alacsonyabb
szérum Ofeh szintekkel. A magyarazo valtozok egyes alcsoportjai a vonalak mentén lathatok. A célvaltozo
értékeit a téglalapok abrazoljak.

y= annak a gyakorisaga, hogy nincs toxicitas ill. a toxicitas gyakorisaga
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VI/3/2. Farmakogenetikai vizsgalatok gyermekkori OSC-ban

A vizsgalt gének genotipusai a 28. tdbl-ban lathatok.

Gén Polimorfizmus Allél  |Genotipus N |Genotipus N |Genotipus N MAF (%) ? |HWE®
@2) 11 %)t 12 (%) * 22 (%) !
ABCB1 Rs1045642 CIT 16 23 15 49 1,18
ABCB1 Rs1128503 CIT 16 29 14 48 1,17
ABCB1 Rs9282564 AG | 31 10 0 12 0,79
ABCC1 rs4148358 GIA | 32 11 2 17 0,65
ABCC1 rs246219 GIA | 38 9 1 11 0,28
ABCC1 rs246221 AIG | 25 17 5 29 0,64
ABCC1 rs12922588 AIG | 20 23 9 39 0,28
ABCC1 rs215060 AIG | 28 18 0 20 2,72
ABCC1 rs4148330 AIG 17 22 4 35 0,68
ABCC2 rs2273697 GIA | 32 19 2 22 0,16
ABCC2 rs3740066 GIA | 23 21 8 36 0,74
ABCC2 rs717620 GIA | 28 13 1 18 0,13
ABCC3 rs4793665 TIC 17 30 9 43 0,49
ABCC3 rs2107441 AIG 16 23 6 39 0,26
ABCC3 rs2412333 GIA | 23 24 4 31 0,44
ABCC3 rs733392 GIA | 21 28 3 33 2,6
ABCC3 rs12602161 AIG | 37 14 0 14 1,29
ABCC10 | rs1214748 GIA | 15 28 5 40 2,31
ABCC10 | rs831314 AIG | 37 13 2 16 0,38
ABCC10 | rs1214752 GIA | 19 18 8 38 1
ABCG?2 rs2231142 CIA | 39 13 0 13 1,06
GGH rs3758149 cIT 20 28 7 38 0,34
SLC19A1 | rs1051266 AIG 15 27 14 49 0,07
SXR rs7643038 AIG 16 20 9 42 0,36
SXR rs3814055 GIA | 18 23 11 43 0,51
SXR rs1054190 GIA | 36 12 0 13 0,98
SXR rs3732361 GIA | 13 24 9 46 0,12
SXR rs3814058 AIG | 25 16 3 25 0,04
SXR rs6785049 AIG 11 29 9 48 1,69

28. tablazat A MTX metabolizmusaban fontos gének polimorfizmusai

1 11: az els6 allélra homozigéta, 12: heterozigbta; 22: a masodik allélra homozigota

2 MAF: Minor allélfrekvencia (%) * HWE: a Hardy-Weinberg egyensiilytol valo eltérés (y° -proba)
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A GGH és SLC19A1 gének polimorfizmusai

Els6 1épésben a hagyomanyos (frekventista) statisztikai modszerekkel vizsgaltuk a
genetikai alcsoportok és a MTX metabolizmus/toxicitas dsszefiiggéseit. Osszesen 62 beteg
571 MTX blokkjanak adatait tudtuk elemezni. A kdvetkezOkben a szignifikdnsnak talalt
eltéréseket mutatjuk be elsé sorban.

Az SLC19A1 80AA genotipusu betegcsoportban alacsonyabb volt a 24 6ras MTX clearance,
mint az SLC19A1 80 G allélt hordozok korében (p=0,04) (53/A abra). A GGH-401 C>T SNP
estében nem talaltunk szignifikéans kiilonbséget a gén-varidnsok és a MTX clearance kozott
(p=0,1) (53/B abra).

A 24 6ras szérum MTX szintekben szignifikans kiilonbségeket nem talaltunk (nem kozolt
adatok).

Az SLC19A1 80G>A polimorfizmusok ¢és a 48 oras MTX szintek k6zott sem talaltunk
szignifikans kiilonbséget (p=0,53) (53/C abra). Ezzel ellentétben a 48 oras szérum MTX szint
értékek szignifikdnsan alacsonyabbak voltak a GGH-401 TT genotipusu betegeknél, mint a C
allélt hordozo6 beteg csoportban (p=0,016) (53/D abra).

A stlyos akut majkarosodas (Gr 111-1V) el6fordulasa ritkabb volt a GGH -401TT
csoportban, mint a C allélt hordozokban (p=0,00061) (54/A abra), és gyakoribb az SLC19A1
80AA homozigota betegeknél, mint a G allélt hordozoknal (p=0,00245) (54/B abra). A
kiilonbség még kifejezettebb volt az SLC19A1 80AA és a GGH-401CC/CT kombinacidja
esetén (p=0,00014) (54/C abra).

A csontvel6 karosodas ¢s vesetoxicitas nem mutatott 6sszefiiggést a genetikai valtozokkal

(nem kozolt adatok).
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A) 24 6ras MTX clearance STC7 941 80 GGHAG vs AA B) 24 6rds MTX clearance GGH-401 CC+CTvs TT
" (p=0,04) “ (p=0.1)
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C) 48 6ris MTX szint SLC7941 80 GGHAG vs AA D) 48 dras MTX szint GGH-401 CCHCT vs TT
(p=0,53) (p=0,016)
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53. abra A GGH-401 C>T és az SLC19A1 80 A>G polimorfizmusok kapcsolata a MTX

farmakokinetikai paramétereivel

A: 24 6ras MTX clearance az SLC19A1 80 A>G polimorfizmus mellett
B: 24 6ras MTX clearance a GGH-401 C>T polimorfizmus mellett

C: 48 6ras MTX szérumszint az SLC19A1 80 A>G polimorfizmus mellett
D: 48 oras MTX szérumszint az GGH-401 C>T polimorfizmus mellett

137



dc_1407_17

A) Hepatetoxicitis ¢« GGH-401CCHCT és a GGH -401TT genotipusii betegekben (p=0,00061)

GGH -401TT GGH -401 CC+CT

Migen
M em

Cigen
Bnem

0
04% 82%

B) Hepatetoxicitds ag SLCI1941 80GG+AG és az SLCI941 8044 genotipusii betegekben (p=0,0024)

SLCI9A1 S80AA SLCI9AL BOGG+AG

Oligen
nem

Bligen
Enem

87%

C) Hepatotoxicitds az SLCI941 830AA és GGH-401CC/CT és a t0bbi genotipusti betegekben
(p=0,00014)

SLC19A1 80AA és GGH-401CC+CT Tibbi genotipusii beteg
genotipusii betegek

12%
31%

Oigen

Eligen
BMnem

BMnem

69%

88%

54. abra A GGH-401 C>T és az SLC19A1 80 A>G polimorfizmusok kapcsolata a MTX

majtoxicitasaval
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Bayes-i elemzés

A sziirés utdn a 12 gén 46 polimorfizmusabol 9 gén 6sszesen 29 polimorfizmusanak hatasat
tudtuk vizsgalni a Bayes-i statisztikan alapulé modszerekkel. Kapcsolatokat kerestiink a MTX
farmakokinetikai paraméterei, valamint az ltala okozott toxicitdsok é¢s a MTX hatasdban
szerepet jatszo gének varidnsai (SNP) kozott.

A kapott eredményeket az 27. tablazatban foglaltuk 6ssze (csak a szignifikans elvaltozasokat
tiintettiik fel, a nyil iranya a varians allél altal okozott ndvekedést vagy csokkenést mutatja).
Egyvaltozos asszociacios vizsgalatunkban a MTX iiriilés els6 fazisanak felezési idéi (T2 )
pozitiv 0sszefliggést mutattak az ABCG2 rs2231142 (OR: 4,2, p = 0,037) ritka alléljanak,
valamint az SXR rs7643038 (OR: 2,6, p = 0,02) és rs3814055 (OR: 2,22, p = 0,04) SNP-k
jelenlétével. Az ABCBL1 rs9282564 (OR:8,8, p=0,02) polimorfizmus jelenlétében a MTX
csucskoncentraciok magasabbak voltak. Az SXR rs3732361, rs6785049 SNP-k varians
alléljainak jelenléte szintén magasabb 48 6ras MTX koncentraciokat eredményezett.

Az ABCB1 rs9282564 (OR: 4,2, p = 0,04) varians allél jelenléte esetében magasabb, az
ABCC3 rs4793665 (OR: 0,24, p = 0,03) varians allél, illetve az ABCC2 rs3740066
homozigota varians genotipus (OR:0,096, p=0,01) esetében szignifikansan alacsonyabb

AUC .45 értékeket mértiink. A majtoxicitas ritkabban fordult el6t az SXR rs3732361,
rs3814058, rs6785049 SNP ritka alléljainak jelenlétében. A csontvelé karosité hatas
(alacsonyabb granulocitaszam) el6fordulasa gyakoribb volt az ABCC2 rs2273697 (OR:3,3,
p=0,02), és alacsonyabb az ABCC2 rs3740066 (OR:0,4, p=0,02), az SXR rs3732361,
rs3814058, rs6785049 SNP-k ritka alléljainak esetében. Az egyéb mielotoxicitasra jellemz6
paraméterek (anémia, trombopénia) és a nefrotoxicitas olyan ritkan fordultak eld, hogy az

elemzésbe nem tudtuk ezen paramétereket belevenni.

Ezt kovetben egyvaltozos BMLA modszerrel elemeztiik, hogy a 29 SNP milyen hatassal van
a farmakokinetikai tényezOkre és a toxicitasra.

Az a poszteriori valosziniiségeket a 55. abran mutatjuk be, ahol a nyil irany jelzi, hogy melyik
valtozo hat a masikra.

A csucskoncentraciot nagy valosziniiséggel befolyasolja az ABCB1 rs9282564 (0,7), az
ABCC3 rs4793665 (0,6), SXR rs3814058 (0,58). A gorbe alatti teriiletet befolyasolhatja az
ABCB1 rs9282564 (0,47), ABCC3 rs4793665 (0,31), GGH rs3758149 (0,45) és az SXR
rs3814058 (0,38). A majkarosodasra az ABCCL1 rs246219 (0,6), mig a csontveld
karosodasara az ABCC2 rs717620 (0,56) polimorfizmus bir hatassal.
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Gén Polimorfizmus  |Tu AUCq.ss :\:As;j: 48h MTX  |méj Csontvels
ABCB1 | rs9282564 - 10,04 10,02 - - -
ABCC2 | rs2273697 - - - - - 10,02
ABCC2 | rs3740066 - 10,01 - - - 10,02
ABCG2 | rs2231142 10,037 - - - - -

SXR rs7643038 10,02 - - - - -

SXR rs3814055 10,04 - - - - -

SXR rs3732361 - - - 10,01 10,035 | 10,035
SXR rs3814058 - - - - 10,006 | 10,006
SXR rs6785049 - - - 10,006 | 10,02 10,02

27. tablazat A MTX farmakokinetikajat befolyasolo, szignifikans egyvaltozés SNP-

célvaltozok ,,p” értékei (asszociacios vizsgalat)

G(GGH 153758149

ABCRBI 159282564

0,45

ABCC3 134793665

SAR 153814058

Toxicitas
maj - csontveld

ABCCI 13246219

L ABCC2 15717620

« nyil irdnya meghatarozza, hogy melyik valtozé hat melyikre
« nyilhoz tartozé szam: a két viltozo kbzétt az egves €leket a modellek milyen valészintiséggel taimasztjak ala

55. abra. A MTX farmakokinetikai és toxicitasi paramétereit befolyasolo SNP-k

kiilonbo6z6 fiiggéségi kapcsolatai (egy célvaltozos BMLA elemzés)
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A tobb célvaltozos BMLA elemzésiinkben a célvaltozohalmaz (MTX farmakokinetikai és
toxicitasi adatok) osszes lehetséges kapcsolatrendszere és a magyarazo valtozok (életkor,
nem, dozis, infizio hossza és a 29 SNP) minden lehetséges kapcsolatrendszere mellett
megvizsgaltuk, hogy mely valtozok relevansak a célvaltozok szempontjabol (56. abra).

Az ABCB1 rs928256 (0,6) SNP, melynek az egyvaltozds elemzésben is kimutathat6 hatasa
volt a gorbe alatti teriiletre és a csticskoncentraciora, a tobb célvaltozos elemzésben is
befolyasold tényezdének mutatkozott ezen paraméterekre. Tovabbi hatasként kimutattuk az
ABCC3 rs4793665 (0,48) és a GGH rs3758149 (0,41) variansok hatasat a gorbe alatti teriiletre
(hasonloan az egyvaltozos elemzésben kapott adatokhoz). Hatasosnak talaltuk még az SXR
rs3814058 (0,44) SNP-t, mely egyvaltozés BMLA modszerrel a farmakokinetikai adatokkal,
mig egyvaltozos asszocidcids modszerrel pedig a toxicitds megjelenésével mutatott

Osszefiiggést (56. abra).

ABCE] 15928256 14 éves kor
0,6 (id6sebb/fiatalabb)

0,5

toxicitas

.@
le.

maj
toxicitas csontveld

Infuzo 4/6 draban

ABCC3 134793665 1248

SXR rs3814058 kapott dozis

fo.a1

GGH 13758149

+ nyil iranya meghatirozza, hogy melyik valtozé hat melyikre
+ nyilhoz tartozé szam: a két valtozd kizétt az egyes éleket a modellek milyen valdsziniiséggel tamasztj ak ala

56. abra A MTX farmakokinetikai és toxicitasi paramétereit befolyasolé SNPKk és egyéb

magyarazo valtozok osszefiiggései (tobb célvaltozos BMLA elemzés)
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V1. Megbeszélés, kovetkeztetések

VI/1/1. Prognosztikai faktorok vizsgalata gyermekkori ALL-ben

A hagyomanyos prognosztikai faktorok elemzésén til, egy egyszerii paraméter az abszolut
limfocita szdm (ALC) prognosztikai értékét vizsgaltuk elsd sorban gyermekkori ALL
indukcios kezelése soran. A kemoterapias kezelés elején, kiillonb6z6 idépontokban mért ALC

értékeket vizsgaltuk a betegek tulélésére, kiilonbozé ALC hatarértékek mellett.

Legfontosabb megdllapitasunk, hogy az ALC 33. napi értéke a gyermekkori ALL kifejezett
prognosztikai faktora, mely a korabban ismert és a protokollok besorolasanal alkalmazott
prognosztikai tényezdkhoz (pl. életkor, genetika, terapids valasz) hasonlo erejii prediktiv
értékkel bir. Sajat eredményeink alapjan — az irodalomban megismert - legalacsonyabb
limfocita értékek mutattak szignifikans eltéréseket. A 350-500/ul ALC értékeknél kisebb
vagy nagyobb limfocitaszamok szignifikans 0sszefliggést mutattak a tuléléssel. EQy 2014-es
gorog tanulmany, a mienkkel gyakorlatilag megegyez6 BFM protokollal kezelt betegek esetén
hasonl6 Osszefliggést talalt (ALC 29. napi 350 sejt/ul értéke és a gyermekkori ALL OS kozott
szigfikans a kapcsolat) (Hatzipantelis et al., 2014). Mas hatarértékeket vizsgalva (1000/ul
vagy 1500/ul) nem talaltak 6sszefiiggést a tulélési mutatokkal. Mi is hasonl6 eredményt
kaptunk: >500 sejt/ul hatérérték felett mar nem volt szignifikans az ALC és a mortalitas
kapcsolata. Eredményeink szerint tehat 350 sejt/ul és 500 sejt/pl hatarértéknél a 33. napon
mért ALC a gyermekkori ALL betegek teljes- és eseménymentes talélésének szignifikans
prediktora.

Az irodalomban, az elmult 7-8 évbdl tobb kozlemény is foglalkozott a témaval. Egy texasi
kutatocsoport (Rabin et al., 2012) az 1500 sejt/ul feletti 29. napi ALC érték €s a tulélés kozott
talalt szignifikans Osszefiiggést. Masok a 15. és 29 napon mért 1000 sejt/ul feletti ALC értéket
talaltak szignifikansnak a talélésben (Gupta et al., 2015). Egy japan kutatocsoport pedig a 29.
napon mért 750 sejt/ul feletti ALC értéket talalta szignifikdnsnak (Hirase et al., 2015).

Egy masik texasi kutatocsoport (De Angulo et al., 2008) is azt talalta, hogy gyermekekben
szignifikans Osszefiiggés van az ALC ¢és a betegek OS ill. EFS-e kozott: az indukcids terapia
kezdete utan barmely vizsgalt idépontban (15., 21., 28. nap) mért 350 sejt/ul-nél magasabb
érték jo terapias valaszt jelzett elére mind az ALL-lel és AML-lel kezelt betegek esetében. A

mi vizsgalatainkkal ellentétben, naluk kiilondsen a 15. napi ALC bizonyult a talélés
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becsléséhez legjobb prognosztikai faktornak (87 % vs 55 %). A két texasi kutatocsoport altal
meghatarozott kiilonbozé ALC hatarértékek hatterében a betegpopulaciok és protokollok
kiilonbozésége lehet (idosebb betegek €s sok aszparaginaz) az alacsonyabb (350 sejt/ul)
hatarértéki tanulméanyban.

Egy kubai kutatocsoport (Anoceto Martinez et al., 2012) tanulmanyaban hasonl6 eredményre
jutott 1000 sejt/pl hatarértéket tekintve. Univaridns analizis sordn az 1000 sejt/pl-nél mért
magasabb 15. és 28. napi ALC szignifikans 0sszefiiggést mutatott a betegek tulélésével (86 %
VS 66 %), mig a multivarians analizis soran csak a 15. napi ALC bizonyult szignifikans
faktornak.

Egy kinai munkacsoport (Shen et al., 2013) is hasonl6 eredményekre jutott gyermek betegek
esetében. A 22. napi ALC, mint folyamatos valtozo mutatott 6sszefliggést a taléléssel.

Egy jordan kutatocsoport (Alkayed et al., 2012) viszont nem talalt 6sszefiiggést az ALC, mint
folyamatos valtozo vagy az 1500 sejt/ul hatarértékkel, mint nominalis valtozo és a tulélési
eredmények kozott.

Egy memphisi kutatocsoport (Rubnitz et al., 2013) kozel 400 ALL-lel kezelt gyermek adatait
elemezte egy 2013-as tanulmanyaban. Az 500 sejt/ul feletti ALC értékek szignifikansan
gyakrabban fordultak eld a 10 év alatti korcsoportban, az indukcios terapia végén negativ
MRD-vel rendelkez6 betegeknél ill. pre-B ALL esetében. Egy gyenge, de szignifikans
Osszefliggést talaltak az OS és az ALC érteke kozott (EFS tekintetében a kiillonbség mar nem
volt szignifikans). Az MRD negativ betegekben az OS szignifikansan jobb volt >500 sejt/ul
ALC érték esetén (97 % vs 84 %). Az MRD pozitiv gyermekekben az ALC nem volt
kapcsolatba hozhato a taléléssel.

Sajat vizsgalataink alapjan is megallapithato, hogy a rosszabb tulélést, fokozott relapsus
rizikot jelentd alacsony ALC33 értékek elsdsorban 10 évnél idésebb életkorban, a kdzepes
vagy magas rizikoval bird betegek esetén fordulnak eld. Fontos megallapitas, hogy a MR
betegek nagy csoportjaban (ahol egyébként abszolut értékben a legtobb relapszus jelentkezik),
meg lehetett kiilonboztetni az ALC33 értékek alapjan egy alacsonyabb és egy magasabb
kockézatl csoportot, melyekben a ttlélési adatok szignifikdnsan kiilonboztek. A HR betegek
esetében is megfigyelhetd volt egy tendencia, viszont - valosziniileg a kis esetszam miatt -

itt a kiilonbségek nem bizonyultak szignifikansnak.

Tovabbi eredményként elmondhatjuk, a 33. napon MRD negativ (flow) betegek esetében
elkiilonithetd egy rossz progndzisu betegcsoport, ahol az ALC érték is alacsony. Az MRD

pozitiv betegcsoportban egyeldre statisztikailag szignifikans dsszefliggéseket nekiink nem
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sikeriilt kimutatnunk, de tovabbi vizsgalatokkal és nagyobb esetszammal taldn fontos
kovetkeztetéseket tudunk majd levonni a jovében.

Az irodalomban taldlunk arra vonatkozo6 adatokat, hogy a kiilonb6zé MRD statuszu
betegekben az ALC-nek prognosztikai szerepe lehet. Rabin és munkatarsai vizsgalata szerint
(Rabin et al., 2012) az MRD pozitiv és negativ betegek esetén is 1ényegesen rosszabb a talélés
alacsony ALC esetén (29. napon). Az MRD negativ betegek csoportjaban (ALC hatarérték
1500sejt/ul) az OS 81 % és 98 % volt, mig MRD pozitiv betegeknél 41 % vs 92 %. Egy masik
tanulmanyban ezzel szemben csak MRD negativ betegeknél volt az ALC-nek prognosztikai
jelent6sége (Rubnitz et al., 2013).

A kezelés sordn bekovetkezd késések tulélésre gyakorolt hatdsa vizsgalatunkban gyengének
bizonyult. A 33. napi kezelés 5 nap feletti és a 64. napi terdpia 8 napnal hosszabb késése
esetén a magas rizikoju betegek korében ugyan meg lehetett kiillonbdztetni egy rosszabb teljes
tuléléssel bird betegcsoportot, &m ez az eseménymentes tulélést nem befolyasolta. Tovabba
nem lehet meghatarozni, hogy a késés Onmagaban Osszefiiggésben all-e a magasabb
mortalitdssal, vagy az valamely mds tényez0 (mely a késedelmet is okozza) hatdséara
kovetkezik be. Minden esetre az irodalomban taldlunk arra utaldsokat, hogy a kezdeti intenziv
terapia elnytjtasa kedvezétleniil befolyasolhatja a tulélést (Pillon et al., 2015). A végs6
kovetkeztetések levondsahoz tovabbi — nagy szdmu beteg adatainak elemzésén alapuld —

adatok sziikségesek.

A tobbi, ma mar klasszikusnak szamit6 prognosztikus tényezd, a nemzetkozi adatokhoz
hasonldan, sajat vizsgalatainkban is igazolta szerepét. Az életkor, az immunfenotipus, a rizikd
besorolas a talélés erds prediktorainak bizonyultak. Ugyanakkor mas hagyomanyos
prognosztikai elemek, mint a kezdeti fvs.szam és a 8. napi prednizolon valasz a vizsgalt
betegekben nem mutattak szignifikans Gsszefliggést a taléléssel. Ennek dontéen az lehet az
oka, hogy ezek a tényezOk a protokoll besorolasi faktorai és ezaltal a kiilonb6zo
betegcsoportok kiilonboz6 intenzitast kezelést is kapnak. A terapias protokolloknak éppen az
a célja, hogy a kordbban bizonyitottan rosszabb prognoézisii betegek kezelésének
intenzifikalasaval a gyogyulasi eredmények javuljanak. Valosziniileg a kezdeti fvs.szam és a
8. napi szteroid valasz vonatkozasaban tudtunk az elmult években eredményeket elérni, ennek
koszonhetdk a jobb tulélési adatok.

Vizsgéltuk a viszonylag 0j moddszereknek szamité MRD eredményeket is. Sajat adataink

alapjan is a 15. és 33. napi FC-MRD szoros kapcsolatot mutatott a taléléssel. A PCR-MRD
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csak a 33. napon volt szignifikans valtozo, de ezen idOpontban a leger6sebb faktornak
bizonyult a terapids hatds szempontjabol. Talan elmondhatd, hogy az dramlasi citometria
kordbban (mar a 15. napon) jelzi a terapias valaszt és a progndzist, viszont a PCR talan
pontosabb és megbizhatobb a 33. napon vizsgalva, vagyis a két eljaras jol kiegésziti egymast.
Megjegyzendd, hogy még a molekularis biologia kordban 1is, a hagyomanyos
fénymikroszképos MRD meghatarozas minden idépontban szignifikdns prognosztikai
tényezonek mutatkozott.

A rizikobecslés soran alkalmazott valtozok kozvetve vagy kozvetleniil a daganatos sejtek
bioldgiai tulajdonsagaival vagy farmakologiai érzékenységével kapcsolatosak. Az abszolut
limfocita szam pedig a betegek immunrendszerének ¢és immunfunkcioinak indikéatorai. A
magasabb ALC értékek hasznos védekez6 szerepet jatszhatnak a kiilonboz6 daganatok elleni
kiizdelemben, és utal a limfocitak altalanos daganatellenes funkcidjara. Masrészrol pl. az ALL

indukcios kezelés alatt és utan mért alacsonyabb ALC értékek utalhatnak a csontvel6

crer

crer

crer

prognosztikai tényezdéinek ¢és kezelési modjainak egyre jobb megismerése lehetévé teszi a
terapia individualizalasat, az egyéni igényeknek és érzékenységnek leginkabb megfeleld
terapia megvalasztasat. Bar ma mar a gyermekkori daganatos betegek tobb mint 70 %-a tartds
tuléld, sét hematologiai malignitasokban a talélés mar 80-90 %, tovabbra is torekedniink kell
ismereteink folyamatos bovitésére.

Az abszolut limfocita szdm egy egyszerli, olcsé és kdnnyen hozzaférhetd vizsgalat és egy Uj
prognosztikai marker. Retrospektiv analizisiinkben a gyermekkori ALL jé prognosztikai
értekkel bird valtozojanak bizonyult, féleg a kezelés 33. napjan vizsgéalva. Eredményeinket
osszefoglalva megéllapithatd, hogy az ALC33 értéke alapjan lehetdség nyilt egy kiilondsen o,
a teljes populéacioé kumulalt talélését megkdzelitd, és egy rendkiviil rossz, a HR betegeknél is
alacsonyabb prognoézissal bird csoport elkiilonitésére, foleg a tiz évnél iddsebb betegek kozott.
Elképzelhetd, hogy a jovOben az ALC értékek alapjan a rizikd besorolasok tovabb
pontosithatok, a kezelések tovabb finomithatok, és igy konnyebben meg lehet majd talalni
azon betegeket, akik intenzivebb kemoterapias kezelésre szorulnak. Masrészrol,

természetesen, elkiilonithet6k nagyon jo prognézisu betegek, akiknél a kezelések intenzitasa
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¢s igy a mellékhatasok eldfordulasa csokkenthetd. Mindezek az adatok hozzajarulhatnak a

gyermekek jobb tuléléséhez és a gydgyultak jobb életmindségéhez.

V1/1/2. Prognosztikai faktorok vizsgalata gyermekkori OSC-ban

Sajat adatainkat dsszefoglalva elmondhatjuk, hogy ma Magyarorszagon az oszteoszarkomas
betegek kétharmada tartésan meggyogyithatd intenziv kemoterapia és radikalis miitét
segitségével. Az esetek nagy részében az érintett végtag is megtarthatd, és igy a betegek
¢letmindségében jelentds javulast lehet elérni. Nagyon rossz azon betegek progndzisa, akiknél
primeren tid6é metasztazis vagy multiplex csont attét igazolhato, illetve akiknél a radikalis
tumor eltavolitas nem kivitelezhetd. Nincs szignifikdns kiilonbség a talélésben a nem, a
szOvettani altipus, a diagnézis felallitdsdnak ideje, az alkalmazott protokoll, illetve a miitét
tipusa szerint, bar a végtagmegtartd mutétek esetében valamivel magasabb a lokalis recidiva
aranya. Ugyanakkor a 14 év alatti, attét nélkiili, végtagi elhelyezkedésii OSC betegek talélése
eléri a 80%-ot. A magyarorszagi eredmények megegyeznek a legjobb nemzetkdzi adatokkal

(Jaffe, 2009) (Bramer et al., 2009).

A kezdeti tumor volumen egy fontos prognosztikai tényez6 oszteoszarkomaban. Sajnos, sajat
adataink nagyon hianyosak voltak e tekintetben (korlapok karosodasa, hianyzo
dokumentumok), igy mi nem tudtuk kiértékelni ezt a paramétert. Ugyanakkor a nemzetkozi
irodalomban szadmos adat ismert arra vonatkozolag, hogy nagyobb daganat esetén a radikalis
mitét nehezebb, a lagyrész érintettség kifejezettebb, a tavoli metasztazis esélye nagyobb, igy

a tulélés rosszabb (Bacci et al., 2006a) (Rodriguez-Galindo et al., 2007) (Xing et al., 2014).

A kovetkezd fontos rizikofaktor az attétek megléte a diagndziskor vagy megjelenésiik
recidiva kapcsan. Az osteosarcomas betegek 30—40 %-aban van metasztazis, melyeknek 80%-
a a tiidére lokalizalodik, a tobbi pedig tavoli csont vagy nyirokcsomo attét (Bielack2008).
Eredményeink azt mutatjak, hogy a diagnéziskor attétet nem mutatd betegek talélése 80 % . A
korai, mar a diagnozis vagy a recidiva idején meglévo attétek esetén a tilélés nagyon rossz
kb. 20 % (3/15 beteg ¢él), mig a késobb kialakuldo metasztazisok esetén a tulélés jobb 42 %
(5/13 beteg él).

Az irodalmi adatok szerint a metasztazis vagy lokalis recidiva jelenléte kb. haromszorosara

emeli a haldlozéas esélyét, mig kb. Otszordsére egy ujabb metasztazis kialakuldsdnak esélyét
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(Pakos et al., 2009). Tiid6é metasztazisok esetén a torakotomias metasztazektomia javasolt,
esetleg kiegészitd kemoterapiaval, igy az atlagos talélés kb. 30 % (Briccoli et al., 2005)
(Bacci et al., 2000).

A torzsi lokalizaci6ji daganatok prognozisa sokkal rosszabb, mint a végtagi tumoroké. Ennek
oka, hogy a to6rzson lokalizalt tumorokat altalaban nem lehet kell6 radikalitassal megoperalni.
Radikalis miitét nélkiil, csak kemoterapiaval, a betegeknek minddssze kb. 10%-a gyogyul

meg (Bielack et al., 2002) (Jaffe et al., 2002). A mi betegeinkben a torzsre lokalizalt

daganatok esetén az EFS 22 %-0s volt.

A radikalis tumoreltavolitas talan a legfontosabb prognosztikai faktor OSC-ban (és egyéb
lagyrész daganatokban is) (Grimer et al., 2005). Az elmult évtizedekben az amputaciot
felvaltottak a kiilonb6zd végtagmegtarté miitétek. Leginkdbb az endoprotézisek terjedtek el,
van mar a gyermek nodvekedését kovetd un. ,,ndvekedési protézis” is. Ezen kiviil egyéb
csontpotld modszerek (pl. sajat fibula betiltetés, csontbankbdl szarmazd csont vagy artrodézis)
is léteznek. A lokalis relapszus aranya a végtagmegtartd miitétek utan magasabb (5-10 %),
mint amputacio utan (1-2 %), a halalozasban azonban nincs jelentds kiilonbség (Rozeman et
al., 2006). Ez a mi betegeinkben is megfigyelhet6 volt. A végtagmegtartdo miitétekkel a tilélés
még kicsit jobb is volt, mint amputaciokor. Ez annak tudhat6 be, hogy ma mar kb. 85 %-0s a
végtagmegtartd miitétek aranya, és amputacidra csak rossz progndzisu, igen nagy kiterjedésii
daganatok esetén keriil sor. A lokalis recidivdk ardnya a mi betegeinkben egyébként 14 %
volt. Ezen betegeink tulélése csak kb. 20 % (5/23 beteg ¢l). A nemzetk6zi adatok szerint is
lokalis recidak esetén a tulélés rossz (Takeuchi et al., 2014), minddssze 10-30 %-os talélésrol
szamolnak be. A lokalis kitjulas esetén dontd a radikalis sebészi kimetszés, a kemoterapianak
mar csak marginalis szerepe van. Természetesen itt is kiilondsen rossz a nagy lokalis

recidivak (>5 cm) és az attétes betegek tulélése (10 % vs 30 %) (Grimer et al., 2005).

A neoadjuvans kemoterapiara adott szovettani valasz a nemzetkozi adatok nagy része
alapjan jol korrelal a recidiva vagy attét megjelenésének rizikojaval és a tuléléssel (Pakos et
al., 2009) (Lewis et al., 2007). Nalunk a kezelésre jol reagald betegcsoport 5 éves OS-e 84%,
EFS-¢ 77,3% volt, mig a rosszul reagalok OS-e csak 55,3% , EFS-e csak 50% volt.

Bar nem minden tanulmany tartja a kemoterapiara adott valaszt minden beteg esetén fontos
prognosztikai faktornak (Xing et al., 2014), a most zajl6 klinikai tanulmanyok tovabbra is

besorolasi tényezdnek tekintik a neoadjuvans kezelésre adott tumorvalaszt.
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A nemzetkdzi irodalom nem egyértelmii abban a kérdésben, hogy az életkor a diagndziskor
fontos prognosztikai faktor-e oszteoszarkoma esetén.

Mi azt talaltuk, hogy szignifikansan jobb az 5 éves eseménymentes tilélés a 14 évesnél
fiatalabb betegcsoportban, mint a 14 éves és annal idosebb betegek kozott (74 % vs 48 %).
Hasonlo6 eredményeket k6zolt a német és az amerikai munkacsoport is, de 6k a felndtt
(iddsebb) betegekben szamoltak be rosszabb talélésrdl (40 éves kor alatt jobb talélés,
(Harting et al., 2010) (Bielack et al., 2002). A magyar munkacsoport korabban a 30 éves kor
alatti betegekben mutatott ki jobb tulélést (Szendroi et al., 2000). Pakos és munkatarsai azt
talaltak, hogy ¢€let-évtizedenként 7%-ot né a halalozas relativ rizikoja (Pakos et al., 2009).
Ezzel szemben jelentek meg olyan tanulmanyok is, melyekben a fiatalabb (14 év alatt)

betegek gyogyulasi eredményei voltak rosszabbak (Sugalski et al., 2014) (Bacci et al., 2006a)

V1/2. Farmakokinetikai vizsgalatok

A gyermekkori daganatos betegségek (igy az ALL és OSC esetében is) az egyre intenzivebb
terapias protokolloknak kdszonhetden a tulélési eredmények is javulnak. Ugyanakkor nagyon
sulyos, akar ¢letet veszélyeztetdé vagy maradandd karosodasokat okozoé toxicitassal is
szamolni kell. Kiilonosen igaz ez a HD-MTX kezelésekre, melyeket gyermekkorban grammos
nagysagrendben (2-12 g/m?) alkalmazunk. Ismert, hogy a HD-MTX kezelések igen nagy
intra- és interindividualis kiilonbségeket mutatnak (Holmboe et al., 2012) (Schmiegelow,
2009) (Jonsson et al., 2007) (Xu et al., 2007), és mind a mai napig nem teljesen tisztazott,
hogy milyen betegségben, milyen betegeknek pontosan mennyit és milyen modon kell
alkalmazni. Az alkalmazott kezelések monitorizaldsa, a toxicitdsok eldre jelzése, a

gyogyszerszintek és metabolitok kovetése is intenziv vizsgalatok targya.

V1/2/1. MTX farmakokinetikai elemzések gyermekkori ALL-ben

A farmakokinetikai vizsgalatok elengedhetetlenek a nagy dozist kemoterapids
protokollok, igy példaul a MTX alkalmazéasahoz. A klinikai gyakorlatban alkalmazott HD-
MTX infuzidk soran a MTX dozisa tdg hatdrok kozott valtozik a vilagban (2-33,6 g/m?)
(Groninger et al., 2004). A kiilonb6zo protokollok hatékonysagat (koztik a BFM
protokollokét) rendszeresen vizsgaljak annak érdekében, hogy az optimalis MTX dozist

meghatarozhassak.
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Sajat vizsgalataink soran kimutattuk, hogy az intenziv hidraldsnak nagy jelent0sége
mind OSC-ban. Hasonlo eredményre jutottak japan szerzok is, akik a nem megfeleld hidralast
Osszefiiggésbe tudtak hozni a vesefunkcio kéarosodassal és az emelkedettebb szérum MTX
szintekkel gyermekkori ALL-ben (Yanagimachi et al., 2013).

A MTX farmakokinetikajara és toxicitasara vonatkozoan szamos vizsgalatot

végeztink.
Megallapitottuk, — a nemzetkdzi eredmények tilnyomo tobbségével Gsszhangban -, hogy
gyermekkori ALL-ben az 5 g/m? dozisa kezeléseket kdvetden a szérum MTX szintek
magasabbak és az optimalis terapias szintet megbizhatobban el lehet érni, mint a 2 g/m? esetén
(76 vs 32 %). Ugyanakkor valamivel tobb reverzibilis toxicitast (féleg majenzim ¢és bilirubin
szint emelkedés) is deteltaltunk a nagyobb MTX adagok mellett. Ezen eredmények
Osszhangban vannak az elvartakkal (nagyobb gyogyszeradag, magasabb gyodgyszerszint és
tobb hatas ill. mellékhatas), ¢és az irodalmi adatok tobbségével (Xu et al., 2007) (Joannon et
al., 2004) (Schmiegelow, 2009). A nagyobb gydgyszeradagok sem jarnak azonban feltétleniil
kifejezettebb toxicitassal egyes tanulméanyokban, hasonléan a mi eredményeinkhez. Altaldban
a kiiiriilés sebessége nem fiigg az alkalmazott d6zistdl, de vannak olyan koradbbi eredmények
(Evans1986), hogy ALL-es gyermekekben a MTX iiriilése az alkalmazott dozistol fliggének
mutatkozott. Az 1 g/m? alatti adagoknal gyorsabb volt a kiiiriilés mint a t3bb grammos
gyogyszerdozisoknal, aminek hatterében a vesében torténd tubuldris szekrécid telitddése
allhat nagyobb gyogyszeradagok esetén (Groninger et al., 2004).

A nagyobb gyogyszeradagoknal tobb toxikus 48 oras MTX szintet figyelhettiink meg
(33,2 vs 12,6 %), ami nyilvan Osszefiigg a toxicitasok kissé magasabb aranyaval, amint az az
irodalomban is ismert (Schmiegelow, 2009) (Plard et al., 2007). A gyogyszer hatakonysagat
¢és mellékhatasait egyébként az alkalmazott dozis mellett a beadds modja is alapvetéen
meghatarozza. A BFM munkacsoport adatai alapjan B-sejtes limfomas/leukémias
gyermekekben a 4 6ras 1 g/m* MTX infuzié ugyanolyan hatékonysag mellett kevesebb
toxicitassal jart, mint a 24 6rés infuzi6. Ugyanakkor az eldrehaladott stddiumt, nagy rizikéju
betegek esetében 5 g/m?-es adagra és 24 6ras infuziéra volt sziikség a maximalis terapias
hatashoz ¢€s a jobb tuléléshez (szignifikansan t6bb toxicitas mellett) (Woessmann et al., 2005).

Sajat vizsgalatainkban a betegek egy részében modunk volt a MTX legfobb
bomlastermékének a 7-OH-MTX szintnek a mérésére is. A metabolit esetében is hasonlo
adatokat kaptunk, mint a szérum MTX esetén, vagyis a nagyobb gyogyszeradagoknal

magasabb szinteket mértiink.
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A likvor MTX szintek is nagy egyéni és egyének kozotti valtozatossagot mutatnak és
nem teljesen egyértelmii, hogy milyen gydgyszerszintek sziikségesek az optimalis terapids
hatashoz (meningealis recidiva kivédése).

Sajat klinikai gyakorlatunkban a HD-MTX kezeléshez tartozé intratekalis gyogyszeradas a
HD-MTX 24 6ras infuzié végén torténik. Igy van lehetéségiink arra, hogy a kozponti
idegrendszerben is meghatarozzuk, hogy a vénasan beadott MTX-bol mennyi jut be a liquorba
és milyen MTX szinteket mérhetiink a kdzponti idegrendszerben. Az 5 g/m?-es kezeléseket
kévetben szignifikansan magasabb likvor MTX szinteket mértink, mint a 2 g/m? dozist
kezelések utan. Az 5 g/ m? MTX adagok esetén a kezelések dontd részében (72 %) el lehetett
érni a terapiasnak (citotoxikusnak) tekintett 1 umol/l koncentraciot a likvorban a HD-MTX
kezelés 24. orajaban, ezzel szemben a 2 g/m? dézist kezelések mellett csak alig tébb, mint 26
%-ban értiik el ezt az értéket. Az irodalomban is talalunk hasonld eredményeket (Wysocki et
al., 1992) (Jonsson et al., 2007). Az irodalmi adatok alapjan, tovabba, a likvor MTX szintek
altalaban szintén szoros Osszefiiggést mutatnak a MTX szérumszintekkel és az AUC-vel
(Borsi et al., 1987) (Seidel et al., 2000). Masok nem talaltak ilyen Osszefiiggést korabbi
vizsgalataikban (Lippens et al., 1988; Milano et al., 1990). A legtjabb vizsgalati eredmények
agytumoros betegekben azt talaltdk, hogy a kozponti idegrendszeri aktiv betegség
befolyasolja a likvor MTX szintet (nagyobb MTX likvor szintek koézponti idegrendszeri
érintettségnél) (Shkalim Zemer et al., 2016).

A mi adataink alapjan a 24 oras szérum és likvor MTX szintek szignifikans korrelaciot
mutattak. Vizsgalatainkban arra is kerestiik a valaszt, hogy a kozponti idegrendszerbe torténd
penetracio ardnya fligg-e az alkalmazott MTX dozistol. Az altalunk vizsgalt két csoportban (5
g/m? és. 2 g/m?) ez az arany kozel azonos volt (2,3% vs 2,8%), vagyis a likvorba torténd
bejutasi aranya a MTX-nak az alkalmazott dozistol fiiggetlennek bizonyult. Az irodalmi
adatok alapjan a szérumbol likvorba torténd MTX penetracié aranya kortilbeliil 1-3% kozott
valtozik MTX dozistol és az alkalmazott mérési modszertdl fiiggéen (Lippens et al., 1988)
(Milano et al., 1990; Seidel et al., 2000; Jonsson et al., 2007).

Amennyiben Osszességében értékeljiik sajat adatainkat, akkor azt allapithatjuk meg, hogy
kisebb MTX adagoknal ugyanolyan ardnyban keriil be a gydgyszer a kozponti
idegrendszerbe, vagyis kisebb szérumszintek és alacsonyabb likvorszintek varhatok a 2 g/m2
MTX adag mellett és az optimalisnak gondolt gydgyszerszintek nem minden esetben érhetdk
el. Természetesen nagy betegpopulacion végzett tovabbi elemzések sziikségesek, hogy a
kisebb MTX adag elegendé-e a maximalis terapias hatas érvényesitéséhez. Jelenleg zajlik egy

nagy nemzetkdzi tanulmany (Magyarorszag vezetésével), ahol tobb ezres leukémids
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betegpopulacioban, randomizalt modon probaljuk ezt a kérdést (is) megvalaszolni (BFM-
ALLIC-2009 tanulmany).
A HD-MTX kezeléseket kovetoen toxikus hatasokkal is szamolni kell. Munkank soran
elemeztiik a fobb toxicitasi paraméterek €s a szérum MTX/7-OH-MTX szintek 0sszefiiggéseit
is. Csontvel6i karosodast a kezelést kovetd els6 2 napban alacsony aranyban talaltunk
mindkét dozis esetén és nem tudtunk kimutatni szignifikdns eltéréseket sem a két kiilonb6zd
gyogyszeradag kozott, sem a szérum gyogyszerszintekkel 0sszefliggésben. Viszont egy hét
elteltével az 5 g/m2 adagot kapott betegek esetén nagyobb aranyban észleltiink GrlIl/1V
mielotoxicitast (granulopénia) (37 vs 15 %). Az irodalmi adatok szerint a HD-MTX kezelés
leukovorin rescue-val altalaban csak enyhe csontveld-toxicitast okoz, de trombopénia és/vagy
leukopénia alakulhat ki (10-30 %). Mindharom sejtvonal érintettsége (anémiaval) ritka és
altalaban 1 hét-10 nap utan alakul ki (Saravana et al., 2003) (Yoon et al., 2001) (Levinsen et
al., 2015). A legtijabb irodalmi adatok alapjan a kezelés elinditasa el6tti szérum folsav
szinteknek is lehet jelentdsége a MTX hematologiai toxicitasaban (Roy Moulik et al., 2015).
Tobb citopéniat talaltak alacsonyabb kezdeti folsav szintek mellett. Stlyos oralis mukozitist
mi csak alacsony szamban talaltunk, és az adataink nem voltak egyértelmiiek, igy az
elemzésbol kihagytuk ezt a fajta toxicitast. Az irodalmi adatok szerint a stlyos (GrlII, 1V)
mukozitis kb. 5-10 %-ban fordul el6 (Lima et al., 2014b) (Tsukada et al., 2013) (Buitenkamp
etal., 2010).

Ugyanakkor mind a két csoportban megfigyelheté volt a transzaminaz enzimek
(féleg GPT) és a szérum bilirubin emelkedése a HD-MTX kezelés utdni napokban (elsd
héten). Az irodalmi adatok alapjan enyhe, reverzibilis majkarosodas gyakran eléfordul MTX
kezelések utan, de ez altaldban nem vezet kronikus méjbetegséghez (fibrozis, cirdzis)
(Holmboe et al., 2012) (Wiela-Hojenska et al., 2001) (Schmiegelow, 2009). A
patomechanizmus hatterében a mdj metabolikus enzimeinek és oxidaz rendszereinek gatlasa
allhat. Hasonloan az OSC gyermekek esetén kapott eredményekhez, ahol Osszefiiggéseket
talaltunk a MTX szérumszintek és clearance valamint a hepatotoxicitas kozott, jelen
vizsgalatunkban, ALL-s betegekben is, a hepatotoxicitas szignifikans asszociaciot mutatott az
AUCyrx értékével a 2 g/m2 MTX-ot kapott betegek kozott. Ugyanezen Gsszefiiggés nem volt
szignifikinsan kimutathaté az 5 g/m*t kapd betegek kozott, ami talan az eredmények
viszonylag nagy szérdsanak tulajdonithatd. Ugyanakkor meg kell emliteni, hogy az 5 g/mz
adagot kapott betegeknél szignifikansan tobb esetben fordult el6 relevans majkarosodas, mint
a 2 g/m?-t kapottak kozott.
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Vannak olyan irodalmi kozlések, melyek alapjan a 7-OH-MTX szorosabb Osszefiiggést mutat
a majtoxicitassal (szérum transzaminaz emelkedés), mint a MTX szint (Holmboe et al., 2012).
Jelen munkankban mi nem talaltunk szignifikans korrelaciot a majtoxicitasi paraméterek és a
7-OH-MTX szintek kozott.

Ugyanakkor jelen vizsgalatainkban szignifikans 6sszefliggéseket tudtunk kimutatni a
szérum 7-OH-MTX, az AUC7.0n.mtx és a kezeléseket kovetd szérum kreatinin emelkedés
kozott, amely arra utal, hogy szoros kapcsolat allhat fent a 7-OH-MTX és a vesekarosodas
kozott. Adataink alapjan a 7-OH-MTX szint mérés fontos kiegészitéje lehetne a klinikai
gyakorlatnak, hiszen pl. a nefrotoxicitast valdsziniileg pontosabban jelzi, mint a szérum MTX
szint. A nefrotoxicitas hatterében dontéen glomerularis funkcidzavar all, és a legtobb irodalmi
kozlés Osszefiiggést ir le a MTX adagok és gyogyszerszintek és a szérum kreatinin emelkedés
ill. elhuzodo gyodgyszeriiriilés kozott (Skarby et al., 2003). A HD-MTX kezelésnek altalaban
nincs kimutathaté direkt tubulotoxikus hatdsa. A glomeruldris funkcidzavar dézisfiiggden
alakult ki, és a proteinuria mértékének fokozodasaval valamint a GFR csokkenésével jar, és az
esetek >99 %-aban reverzibilis (Hempel et al., 2003). A 7-OH-MTX szintekr6l viszonylag
kevés irodalmi adat all rendelkezésre (Joerger et al., 2006) és korabbi vizsgalatok pl. nem
talaltak Osszefiiggést a 7-OH-MTX szintek és a vesefunkcios értékek (pl. kreatinin clearance)
kozott (Joannon et al., 2004) (Skarby et al., 2003).

Az altalunk vizsgalt MTX gyogyszeradagok mellett a szérum Osszfehérje szintek
jelentds csokkenését mutattuk ki mindkét vizsgalt csoportban (mar a kezelések eldtt is és
foleg a kezelések utani 2. napon), de a két dozis kdzott nem volt szignifikans kiilonbség.

Az alacsony szérum Osszfehérjeszint csokkenti a MTX kotddését, rontja a kitiriilést, €s igy
elhtizodd6 MTX hatashoz és a toxicitas fokozodasahoz vezethet (Abolmaali et al., 2013)
(Braun et al, 2009). Sok olyan gyogyszert (pl. sulfametoxazol, nem szteroid
gyulladascsokkentdk, ampicillin, amoxicillin, piperacillin, probenicid) ismeriink, amely
kotédik a szérum albuminhoz, kompetitiv modon gétolja a kiilonboz6 citosztatikumok, koztiik
torténd kivalasztodast €s igy fokozhatja a toxikus mellékhatasokat (Yamamoto et al., 1997)
(Liegler et al., 1969; Paxton, 1984; Evans et al., 1985; Gewirtz et al., 1985; Takeda et al.,
2002; Sani et al., 2010).

Tovébbi vizsgalatokra van sziikség, hogy pontosan tisztazni tudjuk a szérum Osszfehérje
szintek csokkenése és a MTX hatasal, toxicitasa kozotti Osszefliggéseket. Ugyanakkor a
klinikai gyakorlatban mar egyértelmiien arra toreksziink, hogy HD-MTX adésakor lehetdleg

mas gyogyszert, ami potencialisan befolyasolhatja a majmiikodést, albuminkotést és MTX
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metabolizmust, ne adjunk. Foleg toxikus gydgyszerszintek ¢és alacsony szérum
Osszfehérje/albumin szintek esetén javasolhat6 lehet albumin infizidk adasa.

Eredményeink alapjan, a szérum MTX és 7-OH-MTX szintek az ismételt kezelések
soran nem valtoztak szignifikansan, vagyis az elsé ¢és az utols6 MTX kezelések kozott nem
voltak kiilonbségek a farmakokinetikai paraméterek tekintetében. Leukémias betegeken
végzett korabbi tanulmanyok eredményei megegyeznek az altalunk tapasztaltakkal) (Borsi et
al., 1990; Sterba et al., 2006). Oszteoszarkomas betegek esetén azonban, az irodalmi adatok
alapjan, a 7-OH-MTX szintek inkabb cs6kkené tendenciat mutatnak a kezelések sorszamanak
novekedésével (Holmboe et al., 2012) (Erttmann et al., 1985). A jelenség hatterében az allhat,
hogy OSC esetén lényegesen nagyobb MTX doézisokat adnak, ami a maj és a vese
metabolikus aktivitasanak és transzport rendszereinek valtozasahoz vezethet.

Az ismételt kezelések és a toxicitasi paraméterek kozott szintén nem talaltunk
szignifikans Osszefliggéseket. Az irodalmi adatok alapjan leukémids betegekben hasonlo
eredményeket kaptak (Borsi et al., 1990). Oszteoszarkomas betegekben az ismételt HD-MTX
kezelések majtoxicitasa alacsonyabb szérum 7-OH-MTX szintekkel jart (Erttmann et al.,
1985). Az ismételt MTX kezelések masoknal sem jartak Kifejezettebb nefrotoxicitassal
(Hempel et al., 2003).

Vizsgalataink alapjan az idésebb adoleszcens betegekben (>14 év) magasabb szérum
MTX szinteket és gyakoribb mellékhatasokat lehet kimutatni (szemben a 6 év alattiakkal).
Korabbi vizsgalatok sordn <4 éves gyermekekben alacsonyabb szérum és likvor MTX
koncentraciot és gyorsabb MTX clearance-t lehetett kimutatni (Borsi et al., 1987; Plard et al.,
2007). Az életkor elére haladtaval egyre lassabb MTX eliminacid volt megfigyelheté ALL-es
¢s OSC-s gyermekekben (Groninger et al., 2004). Vannak adatok arra vonatkozolag is, hogy a
fiatalabb betegeknél magasabb 7-OH-MTX koncentraciot mértek (Borsi et al., 1990). Sajat
vizsgalatainkban a >14 évesek kozott gyakrabban fordult el hepatotoxicitas és nefrotoxicitas.
Oszteoszarkomas betegekben viszont az emelkedett ALT értékek a fiatalabb életkorral (<15
¢v) mutattak 6sszefiiggést (Holmboe et al., 2012).

A 2 gim? dozist kezeléseket kovetSen magasabb 24 6rds MTX szinteket és AUCurx
értékeket regisztraltunk lanyokban, mint fiakban. A tobbi MTX szintek esetén, valamint az 5
g/m2 dozisu kezeléseket kovetden nem talaltunk kiilonbséget a nemek kozott. Van olyan
kozlés az irodalomban, ami a mienkhez hasonlé eredményt kapott (Ramsey et al., 2013), mas

adatok viszont nem talaltak kiilonbséget a nemek kozott (Plard et al., 2007).
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V1/2/2. MTX farmakokinetikai elemzések gyermekkori OSC-ban

Sajat vizsgalataink kovetkez6 szakaszaban 98 osteosarcomas gyermek HD-MTX-kezelése
soran Osszefiiggéseket kerestiink és talaltunk a MTX farmakokinetikai paraméterei, a toxicitas
és a tulélés kozott.

A nagyobb rizik6ji (HR) és rosszabbul gyogyuld gyermekek esetében alacsonyabb gorbe
alatti teriiletet, magasabb MTX clearance-t és kisebb toxicitast (m4j) észleltiink, mint a
sztandard rizikdcsoportban. Valosziniileg ezen betegekben a MTX hatékonysaga rosszabb,
ami rossz terapias valaszt és rosszabb talélést eredményez. Sajat adataink alapjan, bar nem
talaltunk szignifikans 0sszefiiggést a MTX csucskoncentracié vagy a MTX AUC és a talélés
kozott, azonban a 48 6ras MTX-szintek szignifikans, pozitiv korrelaciét mutattak a taléléssel.
Az irodalomban meglehetdsen ellentmondasosak az adatok. Tobben Osszefiiggést talaltak a
MTX csucskoncentracio vagy a 24 ill. 48 6ras MTX szintek és a szovettani valasz kozott
(Delepine et al., 1995) (Smeland et al., 2003) (Comandone et al., 2005). Masok nem talaltak
hasonl6 6sszefliggést (Graf et al., 1994) (Zelcer et al., 2005) (Bacci et al., 2006b).

Sajat eredményeinkben a csticskoncentracio és a szovettani valasz kozott szintén nem volt
szignifikans Osszefliggés. A szignifikancia hataran 1évo 6sszefiiggést talaltunk viszont a MTX
doézis intenzitas (idéegység alatt beadott MTX mennyisé€g) és a talélés (EFS) kozott,
hasonléan mas adatokhoz (Aquerreta et al., 2004). Ugyanakkor megjegyzendd, hogy az
altalanos tulélés esetén a kiillonbség mar nem volt szignifikans, igy tovabbi, nagyobb
esetszamu vizsgalatok sziikségesek a kezelés intenzitdsanak meghatdrozasahoz.

Tobb vizsgalat kimutatta ugyanakkor, hogy jobb az EFS nagyobb MTX cstcskoncentraciok
esetén (alt. >1000 umol/l) (Delepine et al., 1995) (Graf et al., 1994), mig masok a MTX
AUC és a tulélés kozott mutattak ki kapcsolatot (Aquerreta et al., 2004).

Sajat tanulmanyunkban részletesen analizaltuk a kiilonb6zd farmakokinetikai €s toxicitasi
paraméterek Osszefliggéseit. A MTX cstcskoncentracio, a 24 és 48 oras MTX-szint, a 48 Oras
AUC ¢és a MTX clearance is szignifikdns 6sszefliggést mutatott a silyos majtoxicitas
(GrII/1V GPT ill. GrI-1V Sebi emelkedés) fellépésével, vagyis a majkarosodas a szisztémas
gyogyszer-expozicio nagysagaval lehet 6sszefiiggésben (Schmiegelow et al., 1990).

A kezelések elore haladtaval a majtoxicitas inkabb csokkend (nem szignifikans) tendenciat
mutatott. Az okok kozott szerepelhet, hogy tobb betegnél is jelentds dozismodositasra, vagy a
MTX kezelések elhagyasara keriilt sor korabbi stlyos toxicitas miatt, ill. a szervezet bizonyos

adaptacids mechanizmusai is aktivalodhattak, ami jobb toleranciat eredményezett.
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Vizsgalatainkban vesekarosodas (Sekreat emelkedés) gyakrabban fordult el6 magasabb 24
oras MTX szérumszintek utan, ill. az emelkedett Sekreat értékli gyermekeknél magasabbak
voltak a szérum MTX szintek. Itt emlitendé meg, hogy a hidralasnak és a vizelet
alkalizalasanak jelentds szerepe van a MTX nefrotoxicitasaban (Ferreri et al., 2004)
(Widemann et al., 2004). Kimutattuk, hogy intenzivebb hidralassal és alkalizalassal, a MTX
kezeléseket kdvetd proteinuria és igy a vesekarositas csokkenthetd. A kezelések eldre
haladtaval a vesetoxicitas el6forduldsa esetében éppen ellentétes tendencia volt
megfigyelhetd, mint a majnal. A kezelések sorszdmanak emelkedésével a vesetoxicitas is
emelkedni latszott (ez a valtozas sem szignifikans). Valdsziniileg az id6 eldre haladtaval a
potencialisan nefrotoxikus gyogyszerek (pl. platina, ifosfamid, antibiotikumok) hatasa
kumulalodik (Crews et al., 2004).

A csontveld-toxicitast (fvs csokkenés) kifejezettebbnek észleltiik a magasabb 24 illetve 48
oras MTX szérumszintek esetén. Masok is talaltak hasonl6 eredményt a MTX AUC és a
csontveld karosito hatas kozott (Comandone et al., 2005) . A csontveld-toxicitas azon
blokkokat kovetden volt kifejezettebb, melyeket a protokollban a ciszplatin-ifoszfamid
blokkok el6znek meg. Nagyon valdszinii, hogy itt a kemoterapias szerek mieloszuppressziv
hatasai 0sszeadodtak. Hasonloan az irodalmi adatokhoz, a mi vizsgalatainkban sem mutattak
szignifikans Osszefiiggést a kiilonb6z6 (maj, vese, csontveld) toxicitasi paraméterek a
nemmel, az életkorral, a metasztazis jelenlétével és a szovettani valasszal (Schmiegelow et
al., 1990).

Végezetiil megnéztiik, hogy a kiilonboz6 toxicitasi értékek és a talélés kozott kimutathato-e
Osszefliggés. Bar a farmakokinetikai eredményeink miatt (volt 6sszefiiggés a kinetikai
paraméterek €s a toxicitas, ill. a kinetikai paraméterek és a talélés kozott), fokozottabb
toxicitas esetén jobb tilélést varnank, vizsgalatunkban nem talaltunk szignifikans kapcsolatot
a toxicitas fellépése és a terapia kimenetele kozott. Ezen megfigyelésiinkre nem tudjuk a
valaszt, de feltételezhetd, hogy a kifejezett toxicitasok miatt alkalmazott dézisredukciok és
halasztasok ronthattdk a MTX kezelés hatékonysagat és torzithattak az analizist.
Osszefoglalva, sajat eredményeink alapjan megallapithaté, hogy magasabb MTX
szérumszinteknél és elhuzodo kivalasztasnal fokozott a maj-, csontveld- (és vese-)toxicitas
fellépésének a veszélye, de jobb a betegek gyogyulasi ardnya. Eredményeink alapjan a MTX
AUC meghatarozasa és a MTX egyéb farmakokinetikai paramétereinek figyelembe vétele

fontos kiegészitdje lehet az oszteoszarkomas betegek riziko besoroldsanal.
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A tovabblépés utja lehet a populéacids farmakokinetika modellek megalkotasa, mely a
gyogyszer-koncentracio interindividualis kiilonbségeit vizsgalja sztandard dozirozast
protokollok esetében. Fontos a hagyomanyos farmakokinetikai elemzés is, amikor az adott
egyén farmakokinetikai paramétereib6dl vonunk le kovetkeztetéseket az illetd szdmara. A
populacids farmakokinetika pedig a farmakokinetikai informaciok tendenciaira koncentral
(Dupuis et al., 2008) (Aarons, 1991). A cél, a minél egyedibb, minél inkabb betegre, egyénre
szabott gyogyszerelés. Ez alapvetden kétféle modon valosulhat meg: apriori és aposteriori
modszerekkel. Az apriori moédszereknél a beteg anatomiai és élettani jellemz6i (testsuly,
testmagassag, kor, nem, laboratoriumi paraméterek) alapjan, a populacioban korabban mar
megismert adatok birtokaban becsiiljilk meg a sziikséges gyogyszeradagot.

Az aposzteriori médszerek soran a kezdeti szérumkoncentraciokhoz igazitva hatarozzuk meg
a gyogyszeradagot Bayes-i modszerrel (Rousseau et al., 2002). A Bayes-i kozelités
populacios farmakokinetikai modellekre épiil, és igy a sziikséges farmakokinetikai
paramétereket elére tudja jelezni a korabbi populacios adatok és a kezelések alatt gytjtott
szérumkoncentraciok alapjan. Az elkdvetkezd idékben ilyen €s hasonlé modellek elterjedése

varhato.

V1/3. Farmakogenetikai vizsgalatok

Munkank soran eldszor az ALL-ben alkalmazott citosztatikus szerek és kombinaciok korai és
késobi toxicitasanak genetikai hatterét vizsgaltuk. Arra voltunk elsé sorban kivancsiak, hogy
milyen genetikai tényezok feleldések a karosodasok kialakulasaért, ill. megtalalhatok-e azon
betegcsoportok, akik valamilyen toxicitas szempontjabol kiilondsen veszélyeztetettek.

Munkank kovetkez6 szakaszaban OSC-s gyermekekben vizsgaltuk a MTX farmakokinetikajat
€s toxicitasat befolyasold potencidlis genetikai eltéréseket, Osszefiiggéseket keresve a

hatékonysag és a mellékhatasok valamint az egyéni genetikai eltérések kozott.

VI1/3/1. Az ABCC1 szerepe az antraciklinek kardiotoxicitasaban ALL-ben

Az intenziv kemoterapias kezeléseknek koszonhetden, a gyermekkori ALL betegek tobb mint
80 %-a tartos tuléld. Ugyanakkor az agressziv citosztatikus kezeléseknek szamos korai és
kés6i mellékhatasa lehet. A késoi, sokszor évtizedek mulva jelentkezd karosodasok koziil
talan a legfontosabb a szivkarositd hatas. Az mar régdta ismert, hogy elsésorban az

antraciklinek okoznak kardiotoxicitast. A kardiototoxicitas idOvel gyakoribba valik és
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sulyosbodhat, ¢és elsé sorban a bal kamra funkcidjanak karosodésaban, congesztiv
kardiomiopatiaban nyilvanul meg (Lipshultz et al., 2008). A szivkarosité hatasok hatterében
allo genetikai tényezoket viszonylag kevesen vizsgaltak még, de feltételezhetd, hogy az egyes
betegek kozott meglévo kiilonbségek egy részéért bizonyos genetikai hajlamositod tényezok is
szerepet jatszhatnak.

Jelen vizsgalatunkban mi az ABCC1 gén egypontos nukleotid polimorfizmusainak és a bal
kamra funkci6janak az 0sszefliggését vizsgaltuk ALL miatt kemoterapias kezelésben részesiilt

gyermekekben.

Az ABCC1 transzporter leginkabb a kiilonbdz0 sejtek basolateralis membranjan helyezkedik
el és elsddleges feladata a sejtek védelme a karositod hatasoktol (Bakos et al., 2007).

Oxidativ stressz esetén is védelmi feladatot t6lt be, részt vesz a glutation szint fenntartasaban
¢s igy az antraciklinek altal okozott oxidativ stressz elleni védekezésben is (Kruh et al., 2003)
(Wojtacki et al., 2000) (Cole, 2014).

A mi eredményeink alapjan is az ABCC1 gén fontos szerepet jatszik az antraciklinek
szivkarosito hatasaban ill. a kardiomiocitdk védelmében.

Az 15246221 T alléllal rendelkezd betegek pumpafunkcioja atlag 6 évvel a kezelés befejezése
utan szignifikansan alacsonyabb volt, ami potencidlis kardiotoxikus hatdsra utal. Tovabbi
Osszefiiggésként megtigyeltiik, hogy a citosztatikus (antraciklin) kezelések befejeztével az
ABCC1 rs3743527TT genotipust és kiillondsen az rs3743527TT-rs246221TC/TT kombinalt
genotipusu betegeknél csokkent balkamra funkcids értékek (linEF) mutathatok ki. Ezen
Osszefiiggéseket masok meég nem kozolték.

Az irodalomban fellelhetd hasonld téméju publikaciok alapjan elmondhato, hogy bizonyos
SNP-knek lehet szerepe az antraciklinek kardiotoxicitasaban (féleg akut hatasok) (Wojnowski
et al., 2005) (Visscher et al.,, 2012). A mi adatainkhoz hasonldéan felndtt emldrakos
betegekben kapcsolatot irtak le az ABCC1 rs246221 polimorfizmus (T allél) és a balkamra
funkci6 kozott (Vulsteke et al., 2015).

Feln6tt NHL betegekben tovabba Osszefiiggést talaltak a NAD(P)H-oxiddz multienzim-
komplex két kiilonbozo alegységében talalhato SNP-k jelenléte (CYBA rs4673 és RAC2
rs13058338) és az akut kardiotoxicitas kozott, valamint az ABCC1 rs45511401 SNP és az
ABCC2 rs8187694-rs8187710 haplotipusa is kapcsolatba volt hozhaté az antraciklinek korai
szivkarositd hatasaval. A NAD(P)H-oxidaz multienzim-komplex NFC4 alegységének egy
masik polimorfizmusa (rs1883112) és a kronikus antraciklin-indukalta kardiotoxicitas

kialakulasa kozott is szignifikans kapcsolatot talaltak (Wojnowski et al., 2005).
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Mi viszont nem talaltunk asszociaciot az ABCC1 rs45511401 SNP és a kés6i kardiotoxicitas
kozott. A kiilonbség hatterében a vizsgalt betegcsoportok kiilonbozdsége (eltérd diagnozis,
eltérd életkor), az eltérd vizsgaldo modszerek és az SNP kicsi minor allélfrekvenciaja is
allhatnak. A lengyel kutatdcsoport is csak gyengén szignifikdns Osszefiiggést talalt és csak a
korai kardiotoxicitas vonatkozasaban.

Egy masik tanulmanyban antraciklinnel kezelt gyermekkori daganatos betegségekben az
ABCC1 rs4148350 polimorfizmusa és az antraciklin-indukalta kardiotoxicitas (Csokkent
linEF) kozotti 6sszefliggést irtak le (Visscher et al., 2012).

Mindezek alapjan feltételezhet6, hogy az ABCC1l génvariansai és az antraciklinek altal
okozott kardiotoxicitas kozott 6sszefliggés lehet.

Az rs4148350 varians T alléljanak jelenlétében tobb hematoldgiai toxicitast és lazas
neutropéniat irtak le emlérakos nékben (Vulsteke et al., 2013).

Az irodalomban nem talalunk sok adatot az altalunk szignifikansnak talalt rs3743527 és
rs246221 polimorfizmusok szerepét illetGen.

rendelkezékben csokkent atlagos mRNS szintet irtak le (Conrad et al., 2001), de nem
feltételeznek kiilonosebb funkciot (Wang et al., 2006). Ugyanakkor érdekes, hogy abban a
régioban, ahol ez az SNP is talalhato (LO), tobb kiilonb6z6, aminosaveserét iS okozo mutacio
(W222L, K267M) esetén leirtak, hogy karosodik az ABCC1 glutationt és glukuronid
konjugatumokat szallitd funkcidja. Vagyis feltételezhetd, hogy az altalunk talalt eltérések is
talan ezen mechanizmus Gtjan okozhatnak fokozott kardiotoxicitast. A leglijabb adatok szerint
Osszefiiggés lehet az rs246221 és a kemoterapia okozta lazas neutropénia kozott. A C allélt
hordoz6 varians esetekben nagyobb volt a rizikdja a lazas neutropénidnak felndtt emlorakos

esetekben (Pfeil et al., 2014).

Az rs3743527 SNP szerepét vizsgalva azt talaltak, hogy a polimorfizmus a kinai populacioban
a tiidorak kialakuldsaban nem jatszott szerepet. Ugyanakkor megint csak érdekes, hogy egy
kozeli masik SNP (rs212090) fokozta a tiidérak rizikojat. Ismételten azt feltételezhetjiik, hogy
bizonyos kapcsolt gének, kapcsolt polimorfizmusok inkabb szerepet jatszhatnak bizonyos
hatasok kifejlodésében, mint az egypontos SNP-k onmagukban (Wang et al., 2009)
(Fukushima-Uesaka et al., 2007). Valosziniileg tovabbi haplotipus elemzésre van sziikség.

Az rs3743527 SNP az ABCC1 gén 3’ nem atir6do régiojaban (3° UTR) van, és feltételezik,
hogy ezen régionak szabalyozo funkcidja lehet. Mikro-RNS kotéhelyek vannak az SNP

kornyékén és mas szabalyozé régiokat is leirtak az SNP koriil.

158



dc_1407_17

Az elmult évek irodalmi adatai alapjan az antraciklinek altal okozott kardiomiopatiaban a
karbonil reduktaz (CBR) gén polimorfizmusai is szerepet jatszhatnak. Az enzim az
antraciklinek alkoholos 4talakitasaban jatszik szerepet. A COG adatai alapjan a
CBR1:GA/AA ¢s a CBR3:GA/AA alacsony-dozisu antraciklin adagok mellett (<250 mg/mz)
nem jatszottak szerepet a kardiotoxicitasban, de a CBR3:GG genotipus esetén fokozodott a
kardiomiopatia rizikoja (Blanco et al., 2012). Masok az SLC28A3 szinonim variansa
(rs7853758) ill. az SLC22A17 és SLC22A7 genetikai variansai valamint az antraciklinek altal
okozott kardiotoxicitas kozott talaltak Osszefiiggést (Visscher et al., 2012; Visscher et al.,
2015). Gyermekkori daganatos betegségekben vizsgaltak kiilon csoportként a kardiotoxitast
mutatd betegeket €s a kontrollokat, és legfontosabb, protektiv tényezonek talaltdk az
rs7853758-at. Ugyanebben a tanulmanyban az ABCB1, ABCB4, ABCC, és az SLC28A1,
SLC28A2 valamint néhany mas gén (UGT1A6, HNMT, FMO2, SPG7) bizonyos genetikai
variansai is Osszefuiggéseket (védé vagy riziko tényezOként) mutattak a kardiotoxicitassal
(6sszesen 2977 SNP vizsgalata alapjan). Ok az ABCC1 gén rs4148350 polimorfizmusat
talaltak a Kardiotoxicitas szempontjabol riziko tényezonek. Meg tudtak hatarozni tovabba egy
olyan SNP modellt (4 rizikot fokozo és 5 rizikot csokkentd varians), melynek segitségével
egyrészt kb. 75 %-os valdsziniiséggel meg tudtdk mondani, hogy kinek lesz kiilonos
kockazata a szivkarosito hatés kifejlddésére, masrészrdl, egy masik genetikai mintazat alapjan
96 %-os valoszinliséggel meg lehetett mondani, hogy kinek nem lesz szignifikans
kardiotoxicitasa. A Kardiotoxicitas sulyossaga és a szivkarosodas id6vel torténé halmozodasa
is kifejezettebb volt a genetikai szempontbol nagy-rizikdju csoportban. Ugyanez a
kutatocsoport egy masik tanulmanyban 2100 SNP-t vizsgalt kardiovaszkularis riziko
iranyaban. Talaltak egy SNP-t, a hialuron szintetaz 3 génben (HAS3), mely szignifikansan
befolyasolta az antraciklinek dozis-fliggé modon létrehozott kardiotoxicitasat. Az AA
genotipus nagy kumulativ antraciklin adagok mellett kifejezett kardiotoxicitasi kockazattal
jart. A hialuron az extracellularis matrix része, a szoveti regeneracioban ¢€s a reaktiv oxigén
gyokok altal kivaltott szivkarosodas kivédésében jatszik szerepet (Wang et al., 2014). Az AA
genotipus esetén valoszinlileg ezen folyamatok karosodnak és igy az antraciklinek is
fokozottabb szivkarosito hatassal birhatnak.

Masok az 0Ossejt transzplantacid taléléi kozott keresték azon faktorokat, melyek
hajlamositanak kardiotoxicitasra (Armenian et al., 2013). Azt talaltak, hogy a TPL el6tti
mellkasi besugarzasban részesiilok, a nék, magas vérnyomasuak és bizonyos genetikai

tényezOk jatszanak szerepet a szivkarositd hatasban. A genetikai tényezok koziil a NAD(P)H-
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oxidaz RAC2 alegységének polimorfizmusat (rs13058338), a human hemokromatoézis (HFE)
gén egyik SNP-jét (rs1799945) és az ABCC2 egyik polimorfizmusat (rs8187710) talaltak
szignifikansnak.
Egy 2016-0s Osszefoglalé kanadai tanulmanyban (Aminkeng et al., 2016) féleg 3 gén
bizonyos varidnsait talaltak szignifikdns prognosztikai tényezonek (RARG rs2229774,
SLC28A3 re7853758 UGT1A6*4 rs17863783), de tobb mas, koztiink az altalunk is vizsgalt
ABCC1 génnek is szignifikans jelentdséget tulajdonitanak.
A legujabb eredmények alapjan tovabba az ABCC1 overexpresszio szerepet jatszhat bizonyos
daganatok rosszabb prognézisaban is (a citosztatikumok sejtb6l vald kipumpalasa révén)
(Kunicka et al., 2014b). A hatdsmechanizmusban az intracellularis folat koncentracionak
donté szerepe van, ha megemelkedik a szintje, az fokozza az ABCCL1 aktivitast és igy
gyogyszer rezisztenciahoz vezet (Hooijberg et al., 2014). Ezen feliil mar vannak olyan adatok
is, melyek szerint bizonyos anyagokkal (pl. triterpének) lehet szenzitizalni a daganatsejteket
¢és ebben a mechanizmusban az ABCC1 altal modulalt intracellularis glutation anyagcsere is
szerepet jatszhat (Rocha Gda et al., 2014). Ugyanakkor masok nem talaltak a talélésben
(felné6tt fej-, nyaki daganatok) dont6 tényezének ezen transzporter genetikai variansait (Warta
etal., 2014).
Uj irodalmi adatok alapjan a NADPH oxidaz génpolimorfizmusai is osszefliggést mutattak a
kardiotoxicitassal feln6tt betegekben (Reichwagen et al., 2015).
Egy most megjelent 6sszefoglald tanulméanyban pedig, ahol 28 study meta-analizisét végezték
el, harom génpolimorfizmust talaltak szignifikansnak az antraciklinek kardiotoxicitasaval
Osszefiiggésben: ABCC2 rs8187710, CYBA rs4673, RAC2 rs13058338 (Leong et al., 2017).
Eredményeink alapjan az antraciklin dozis nem befolyasolta a bal kamra funkciot
(linEF). Ennek oka valoszintileg az, hogy a kumulativ antraciklin dézis nem érte el a 300
mg/m®-t a betegek dontd tobbségében. Irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy fdleg a fiatalabb
betegek és a nagyobb 0Osszdozist kapo leanyok a kiilondsen veszélyeztettek. A fiatalabb
betegek ejekcids frakcidi a mi vizsgalatainkban is szignifikdnsan kiilonboztek az idésebb
betegekhez képest, de ez megfelel annak a biologiai jelenségnek, hogy az FS értékek az
¢letkorral valtoznak.
Tovabba, meg kell emliteni, hogy a polimorfizmusokkal asszocidlo csokkent linearis
ejekcios frakcios értékek mind a normalis tartomanyban (>30 %) voltak. Természetesen nem
kizart, hogy az alacsonyabb FS értékek a keésdbbiekben klinikai jelentdséggel is birhatnak
majd. Erre vonatkozoélag is talalunk irodalmi adatokat (Kremer et al., 2002) (Lipshultz et al.,
2008).
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Jelen munkankban nem talaltunk Osszefiiggést a dexrazoxan alkalmazédsa és a

kardiotoxicitas kozott. Korabbi adataink és kozleményiink alapjan a dexrazoxan alkalmazésa
szignifikansan csokkentette a késdi kardiotoxicitds el6forduldsat. Erre vonatkozolag tobb
nemzetk6zi publikacio is megjelent (Lipshultz et al., 2008) (Adams et al., 2005) (Barry et al.,
2008) (van Dalen et al., 2011). A kiilonbség oka lehet a kiilonb6zé betegpopulaciok és a
kiilonb6z6 antraciklin dézisok a két tanulmanyban. A dexrazoxan véddé hatdsa kiilondsen
nagyobb antraciklin sszdozisok (>300-400 mg/m?) felett érvényesiil, féleg szolid tumoros
betegekben lehet kifejezett. A leukémias betegcsoport nem a legveszélyeztetettebb a
kardiotoxicitas szempontjabol. A dexrazoxant néhany évvel ezel6tt az EMA (Eurdpai
Gyogyszerligyi Hatdsag) visszavonta a gyermekek kezelésébdl, mert tobb késéi daganatot
véltek felfedezni a hossza tavu alkalmazas és kovetés utan.
Sajat és a nemzetkozi adatok alapjan is ugy tlinik, hogy a jelenleg az ALL kezelésére
alkalmazott antraciklin adagok altalaban nem jelentenek nagy veszélyt a gyogyult betegek
késoi ¢letkilatasaira vonatkozolag. Ugyanakkor a rizikobetegeknek (genetikai kockazati
tényezOk, tarsbetegség, besugarzas, nagy antraciklin adagok) gyakori szivUH ellendrzések,
kardioprotektiv szerek hasznélata és elnyujtott (pl. 24 6ras) antraciklin adagoldsi mod ajanlott
a kardiotoxikus hatasok csokkentésére (Aminkeng et al., 2016).

Most folyik egy multicentrikus, multinaciondlis nemzetkozi vizsgalat, melyben tobb
ezres mintaszdmon probaljuk felderiteni a kiilonb6zd citosztatikus szerek toxicitasanak
hétterében allo genetikai tényezdket. A vizsgalatban Magyarorszag tolti be a vezetd szerepet,
nalunk van a biobank, és remény van arra, hogy néhany éven belill az antraciklinek

kardiotoxicitasa terén is megbizhato, 1j informaciokat nyerhetiink.

VI1/3/2. Az ABCBL1 és az ABCG2 szerepe a kemoterapias szerek altal okozott

immunszuppresszioban, enkefalopatiaban és tialélésben gyermekkori ALL-ben

Elsdként az immunszuppresszio (fertézések) és a genetikai hattér Osszefliggéseit
elemeztiik. Az ABCB1 3435TT genotipust betegek esetén az intenziv kemoterapia alatt (f6leg
indukci6/Protl és reindukcio/Protll) gyakrabban és hosszabb ideig kaptak vénas antimikrobas
(antibiotikum és/vagy antimikotikum) kezelést, mint a 3435C allélt hordozok. A kiilonbség
kiilonosen jelentds volt, ha azon betegek korében vizsgaltuk (felsé kvadrans), akiknél a
legsulyosabb és leghosszabb ideig tart6 (kdzel 30 napos) antimikrobas kezelésre volt sziikség.
A kemoterapias kezelések ideje is hosszabb volt (a komplikaciok miatti csiszasok miatt) a

3435TT-t hordozok kozott. Ugyanakkor — annak ellenére, hogy a fertdzéses allapotok
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hatterében ebben a betegcsoportban jorészt a sulyos leukopénia és kovetkezményes
immunszuppresszid all - nem taldltunk kiilonbséget az ABCB1 3435T>C genotipus ¢és a
reindukcids fazisban kialakult stlyos leukocitopénia (GrIll/IV) el6fordulasa kozott. Ezen
kiilonbség magyarazatat nem tudjuk pontosan. Eldfordulhat, hogy a fehérvérsejtek
mennyiségi karosodasan tal a fvs. és/vagy granulocita funkciok kiilonbozé foku karosodasa is
szerepet jatszik. Masrészrol pedig elképzelhetd, hogy a vizsgalt periodusban (reindukcid) a
vizsgalt transzporterek (féleg ABCB1) szubsztratjai egymassal ellentétes modon hatnak a
leukocitaszamra. Ismert, hogy a vincrisztin és a doxorubicin gatolja a csontvelé miikodését,
igy a fvs-ek képzését, mig a szteroidok (igy a dexametazon is) emelheti a fvs-szamot,
elsésorban a raktar poolokbdl az érett granulocitdk mobilizalasa révén (a limfoid sejtekre
apoptotikus hatast fejtenek ki). Ugyanakkor a szteroid kezelések mellett az infekciok
eléfordulasa gyakoribb, vagyis kiilonbozd, hol szinergista, hol antagonista hatasokrdl van szo,
¢s talan ezért nem egyértelmil az immunszuppressziora kifejtett hatdsok dsszessége.

A kezelés elején (indukcid) nem is vizsgaltuk a leukopénia hatasat, hiszen ebben a szakaszban
a csontveld a blasztos infiltracio miatt beteg elsésorban és nem csak, s6t nem elsésorban a
citosztatikus szerek befolyasoljak a normal csontveldi vérképzést, hanem a leukémias sejtek
invazidja.

A masik altalunk vizsgalt gén (ABCG2) 421C>A polimorfizmusa nem mutatott Gsszefiiggést
az immunszuppressziv hatdsokkkal. Az alacsony esetszam miatt itt a kapcsolt SNP-k szerepét
nem tudtuk vizsgalni. Mint ahogy nem tudtuk vizsgalni az ABCG2 gén masik (34G>A)
polimorfizmusa klinikai jelentdségét sem a fert6zések, antimikrobas kezelések
vonatkozasaban.

Az irodalomban némileg ellentmondd kozlemények ismeretesek az altalunk is vizsgalt
polimorfizmusok hatasairol. Egy viszonylag nagy létszamu (240 f6) USA-ban végzett
vizsgalatban (Kishi et al., 2007) leukémias gyermekek esetében nem talaltak Gsszefiiggést az
ABCBL1 3435T>C ¢s 2677G>T polimorfizmusok és a stlyos/életveszélyes fertdézéses epizodok
elofordulasa kozott (mas ABCB1 polimorfizmus, az ABCBl-haplotipus vagy az
ABCG2 421C>A szerepét nem vizsgaltak). A kiilonbség oka lehet, hogy az amerikai
tanulmanyban a joval intenzivebb kezelést kapdo HR betegeket is bevontdk (mi csak a kozel
azonos kezelést kapd SR és MR betegeket vizsgaltuk). Az 6 munkajukban a kezelések ill. a
fertézések hossza nem szerepelt, csak az €letveszélyes fertdzések eléfordulasi gyakorisaga. a
kezelési protokoll is kissé mas (pl. kevesebb antraciklin, tobb etoposid ¢s kisebb adagu
MTX), mint a BFM protokoll és etnikai kiilonbségek is lehetnek a kezelt betegekben. Masok

a VCR farmakokinetikdjat és mellékhatasait elemezték, de nem talaltak Osszefiiggéseket a
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3435T>C ¢és 2677G>T polimorfizmusokkal (Plasschaert et al., 2004). Egy masik tanulmany a
kozépsulyos, elsdsorban szteroidok altal okozott infekcidk tekintetében talalt Gsszefliggést
tobbek kozott az ABCB1 C3435T polimorfizmussal (Marino et al., 2009). Ebben a
tanulmanyban a GST-M1 genotipus befolyasolta legerésebben az infekcidok sulyossagat
gyermekkori ALL-ben. Faganel és munkatarsai sem talaltak Osszefiiggést ezen gén
polimorfizmusai és az infekciok ill. csontveld karosodas kozott (talaltak viszont kapcsolatot
az MTHFR 677TT ¢és az SLC19A1 genetikai variansaival) (Faganel Kotnik et al., 2011).
Reumatoid artritiszes betegekben a 3435T allél fokozott metotrexat-toxicitassal fliggott Gssze
(Bohanec Grabar et al., 2008), valamint Gsszefiiggést lehetett kimutatni vesetranszplantaciot
kovetden a 3435TT genotipus és a szteroid-indukalta femurfej-nekrozis kozott (Kuribayashi
et al.,, 2008). Egy masik tanulmanyban Sem talaltak kapcsolatot a kemoterapia okozta
leukopénia és az ABCB1 3435T>C polimorfizmus ko6zott (Tsuchiya et al.,, 2008).
Osszefoglalva, megallapithatjuk, hogy az ABCB1 membrantranszporternek azért lehet szerepe
a kiilonbozo gyogyszerek altal okozott toxicitdsokban. Egy nemrégiben megjelent meta-
analizis pl. a tacrolimus farmakokinetikajaban mutatta ki a C3435T SNP szerepét (Liu et al.,
2013). A hasonl6 témaban megjelend kozlemények szama is jelentds.
Az ABCG2-vel kapcsolatban a kozlemények szama viszonylag csekély. Egy felndttkori
kozleményben NHL betegek kozott az ABCG2 421A allél hordozdk kozt gyakoribbnak
talaltak a lazas epizodokat és a hasmenést, de nem talaltak Gsszefiiggést a leukopéniaval (Kim
et al., 2008). Az ABCG2 egy intron SNP-je az rs2622604 szignifikans 0sszefliggést mutatott
az irinotecan altal okozott mieloszuppressziéval (Cha et al., 2009). Masok az irinotecan
gastrointestinalis toxicitasaval talaltak Osszefiiggést felnétt betegekben (Di Martino et al.,
2011). Tobb mas gyogyszer metabolizmusaban is szerepet jatszhat ez a gén (ill. az altala
kodolt membrantranszporter). Igy pl. egy nemrég megjelent kozleményben az allopurinol
hugysav csokkentd hatasaban mutattak ki szerepét (Wen et al., 2015) valamint kimutattak
szerepét a koszvény kialakulasaban is (Lv et al., 2014). Masok a sztatinok mellékhatasaiban
(kreatin-kinaz emelkedés) talaltak szignifikansnak bizonyos membran transzporterek és az
SLCO1B1 genetikai variansait (Ferrari et al., 2014). Az altalunk is vizsgalt 2 gén SNP-i
tovabba szerepet jatszhatnak CML-ben a TKI-ra (imatinib) adott terapias valaszban (Au et al.,
2014). Masok a glutation metabolizmusban szerepet jatszo gén (GST-M1) polimorfizmusai €s
a szteroid kezelésekkel 0sszefiiggésbe hozhato infekciok kozotti kapcesolatot irtak le (Marino
et al., 2009).

Sajat anyagunkban vizsgaltuk az elébb emlitett polimorfizmusok és a kemoterapias

kezelések kozponti idegrendszeri mellékhatasainak kapcsolatait. Az ABCB1 3435TT
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csoportban gyakoribb volt a heveny toxikus kozponti idegrendszeri szovédmények
elofordulasa is. Az Osszefiiggés szintén kimutathaté volt, bar gyengébben, ha az ABCB1
3435T>C genotipus helyett a leggyakoribb kapcsolt haplotipus (ABCB1 1236T-2677T-3435T
homozigéta) hatasat elemeztiik.

Itt sem talaltunk Osszefiiggést, ha az ABCG2 421C>A polimorfizmust 6nmagaban
probaltuk kapcsolatba hozni az idegrendszeri szovédményekkel. Az akut enkefalopatia
tekintetében azonban megfigyelhetd volt egy tendencia, mely szerint a 421A allélt hordozok
kozott gyakoribb lett volna ¢ komplikacio (kétszeres, de nem szignifikans rizikd). Az ABCG2
34G>A polimorfizmus szerepét az alacsony varians allélfrekvencia miatt itt sem tudtuk
egyértelmiien értékelni. Figyelemre méltd ugyanakkor, hogy azon 20 beteg esetén, akik a ritka
34A allélt hordoztak, toxikus idegrendszeri mellékhatas nem jelentkezett. Nagyobb esetszamu
vizsgalatok kellenek (és vannak is folyamatban), hogy ezen SNP szerepét tisztdzni tudjuk.

Az enkefalopatia esetén kiilon tudtuk elemezni az ABCBl ¢és az ABCG2
polimorfizmusok géninterakcidit, a kombinalt genotipusok hatasait. Az ABCB1 3435TT
genotipusu ¢és az ABCG2 421A allélt egyiittesen hordozok kozott nagy valdszintiséggel
(28%) fordult el sulyos idegrendszeri mellékhatds (szemben azon csoportokkal, akik csak az
egyik potencialis genetikai hajlamositd tényez6t hordoztak). Vagyis a két polimorfizmus
kozott szinergisztikus hatas allapithatdé meg a neurotoxicitas szempontjabol. E géninterakciot
elséként irtuk le az irodalomban.

Az irodalmi adatok szerint a korabban mar emlitett Kishi tanulmany (Kishi et al., 2007)
az idegrendszeri mellékhatdsok tekintetében sem talalt szignifikdns Osszefiiggést a
polimorfizmusokkal. Itt is az eltérés oka lehet, hogy mas protokollt, mas gyogyszeradagokkal
alkalmaztak az amerikai tanulmanyban (kevesebb ABCB1-szubsztrat szer alacsonyabb
dozisokkal).

Az ABCB1 nem-konjugalt molekuldkat transzportal, mig az ABCG2 szubsztratjai
gyakran glukuronil vagy szulfat konjugatumok. Az altalunk is alkalmazott potencialisan
neurotoxikus kemoterapias szerek koziil a fenti transzporterek koziil mindkettd szubsztratja a
doxorubicin, a daunorubicin és a MTX, mig az ABCB1 szubsztratja a vinkrisztin, €és a
glukokortikoidok. Tovabba, ismert tény, hogy a dexametazon az ABCB1 induktora és az
ABCG2 inhibitora (Zhou et al., 2008) (Polgar et al., 2008). A gyogyszerek konjugacidjaban
szerepet jatszo enzimek megtalalhatok a vér-agy gaton, valamint a glia- és idegsejtekben is
(Ghersi-Egea et al., 1994) (Miksys et al., 2002). A két membrantranszporter polimorfizmus
interakciojat magyarazhatna, hogy esetleg csak mindkettéjiik mitkodésének csokkenése esetén

érhetne el a neurotoxikus gyogyszerek koncentracioja egy kritikus szintet az agyban (a mi
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vizsgalatainkban ugyanakkor, kevés betegben, nem talaltunk kiilonbséget a likvor MTX
szintekben a kiilonboz6 genetikai hatteri betegekben). Tovabbi lehetséges mechanizmus,
hogy bizonyos ABCG2 szubsztratok az ABCB1 induktorainként is szerepelhetnek.
Elképzelhetd tovabba, hogy egymast kiegészitd vagy erdsitd neurotoxikus hatasu szerek altal
jon 1étre interakcio a két gén kozott. Tobb mostanaban megjelent Gsszefoglald alapjan az
ABCBL1 és az ABCG2 sok gyogyszer hatasmechanizmusaban jatszhat szerepet (Durmus et al.,
2015) (Lee et al., 2015) (Stacy et al., 2013).

Sajat vizsgalataink utolsé részében egy nagyobb betegcsoportban (n=403) tudtuk
elemezni a fenti két gén polimorfizmusainak hatasat a gyermekkori ALL talélésére. Az
ABCB1 3435CC genotipusu betegek eseménymentes talélése szignifikansan rosszabb volt a
CT vagy TT genotipus-csoporténal. Az ABCG2 polimorfizmusok nem befolyasoltak a talélést
a mi vizsgalatunkban. Az irodalomban megint csak talalunk olyan kozléseket, melyek nem
talaltak szignifikans Osszefliggést a genetikai alcsoportok ¢és a tulélés kozott gyermekkori
ALL-ben (Rocha et al., 2005). Masok viszont a mienkhez hasonld eredményre jutottak
(gyakoribb ALL rizik6 az ABCB1 3435T alléllal 6sszefliiggésben és rosszabb talélés a CC
genotipus esetén) (Jamroziak et al., 2004b) (Stanulla et al., 2005) (Ma et al., 2015). Tovabba,
az ABCB1 3435T allél talan védelmet jelent az ALL idegrendszeri relapszusaval szemben. Ez
Osszhangban van a mi eredményeinkkel is, hogy a T allél esetén tobb az idegrendszeri
mellékhatas, de ennek hatterében valosziniileg nagyobb likvor gyogyszer koncentraciok
allhatnak, ami viszont jobb gydgyulési eredményekhez vezethet.
Mas hematoldgiai malignitasokban is hasonl6 eredményeket talalhatunk (Illmer et al., 2002)
(Buda et al., 2007) (Dulucq et al., 2008).
Ugyanakkor az ABCG2 és a gyermekkori leukémia talélésének viszonyarol nincs irodalmi
adat. Imatinibbel kezelt gastrointestinalis stroma tumorban viszont kimutattak ezen
polimorfizmus hatasat a talélésre. A 421 AA genotipus szignifikdnsan jobb tilélést mutatott
mint az AC vagy CC varians (Koo et al., 2015).
A gyermekkori ALL talélésével Osszefiiggésbe hozhatd lehetséges polimorfizmusokrol tobb
irodalmi adat jelent mar meg (Stocco et al., 2013) (Dulucq et al., 2014) (Lopez-Lopez et al.,
2014) (Pui, 2015). Tobb potencialis SNP ill. genetikai eltérés Osszefiiggésbe hozhatd a
leukémia prognozisaval vagy a kezelés hatékonysagéaval (pl. MTHFR rs1801131, FPGS
rs1544105, DPYD polimorfizmusok, CDKN2A/B génstatusz etc.) (Radtke et al., 2013)
(Huang et al., 2016) (Zhao et al., 2016).

Eredményeinket Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy hasonldéan az irodalmi adatok

tobbségével, az ABCB1 3435T>C ¢és az ABCG2 421C>A polimorfizmusok valészintileg
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funkcionalis jelent6ségliek (Mizuarai et al., 2004) (Robey et al., 2009) (Durmus et al., 2015).
Az ABCB1 3435T>C polimorfizmus oOnmagéaban felelés lehet a funkcionalis
kovetkezményekért (Wang et al., 2005) (Kimchi-Sarfaty et al., 2007). Mindezek alapjan
erdsen felvetddik, hogy a jovoben az ABC polimorfizmusok (talan a leginkabb az ABCB1)
hasznosithatok lesznek a kemoterapia individualizalasara. Ez még akkor is igy van, ha a
génexpressziokban megnyilvanuldé nagy variabilitast egyediil nem magyarazzak (Cascorbi,
2006). Ismételten adott, szamtalan gyogyszer kombinacidjabol allo, intenziv és Osszetett
kemoterapias protokollok esetén, féleg ha figyelembe vessziik az egyidejlileg adott Kiterjedt
szupportiv kezeléseket is, a viszonylag kis funkcioeltérések az egymasra épiild barriereken
1étrejove felerds6dd koncentraciogradiens miatt jelentds farmakokinetikai kiillonbségekhez
vezethetnek, és igy a kezelések hatékonysagat és mellékhatas profiljat jelentdsen
befolyasolhatjdk. Ez kiilondsen igaz lehet bizonyos zart kompartmentekben ill. kiilonleges
barriercken (mint pl. a vér-agy gat). Ugyanakkor tudni kell, hogy ezen polimorfizmusok
tobbsége csak gyenge Osszefliggést mutat a kiilonb6zd klinikai valtozokkal, hiszen olyan
hatas kifejlédéséhez szdmos mas transzporter vagy metabolikus folyamat is hozzajarul.
Eredményeink mégis egy kis cseppet képezhetnek a genetikai informéciok tengerében és
segithetik a jovOben a kemoterapias protokollok tervezését. Eddigi munkank segitett a
kordbban leirt polimorfizmusok klinikai jelentdségének felmérésében, ¢&s sikertlt
meghataroznunk egy olyan kicsi, de kiilondsen veszélyeztetett betegcsoportot (ABCB1
3435TT+ABCG2 421A), akikben az idegrendszeri sz6vodmények veszélye kiilondsen nagy.

A nemzetkdzi irodalomban egyre elfogadottabb az a nézet, hogy a kiilonb6z6 efflux
transzporterek csOkkent funkcidja a karcinogén hatasu szerek €s ugyanakkor a kemoterapids
Ez egyrészt fokozhatja a daganatok kialakuldsdnak kockéazatat, masrészt jobb kemoterapids
hatékonysaghoz és esetleg tobb toxicitashoz vezethet (Szakacs et al., 2008) (Stanulla et al.,
2005). A mi eredményeink is megerdsiteni latszanak ezen elképzeléseket.

Ugyanakkor meg kell jegyezniink, hogy a mi vizsgalatainknak is, ahogy a legtobb
hasonld témaju kozleménynek is, megvannak a gyenge pontjai. Kiilonosen a retrospektiv
adatgytijtés jelent nehézségeket, mert sokszor technikai okok miatt (pl. arviz, bedzas),
elvesznek korabbi dokumentaciok, ill. megsemmisiilnek biologiai anyagok. A koran
meghaltak pl. alulreprezentaltak a mintankban (az indukcioban elvesztett gyermekek egy
részétdl nincs genetikai minta). Igy aztan a talélési gorbék pl. csak egyméshoz viszonyitva

értékelhetdk, mert a gorbék jobb eredményeket mutatnak a valosdgnal. Masrészrdl azt kell
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feltételezniink, hogy a hianyz6 adatok viszonlyag egyenletesen oszlanak meg a kiilonb6zo
genotipusok kozott, igy azért bizonyos kovetkeztetések levondsara van lehetdségilink. Nagy
jelentdsége van a jelenleg is zajlé prospektiv nemzetkozi adatgytijtésiinknek, mert reményeink
szerint nagyszamu ¢és megbizhatobb mintan tudjuk majd a feltett kérdéseket a jovOben

vizsgalni.

V1/3/3. GCR polimorfizmusok hatasa a toxicitasra és a terapias valaszra

Az irodalomban szinte alig van vizsgalat arra vonatkozodan, hogy az altalunk vizsgalt, a GCR
érzékenységét megvaltoztatd polimorfizmusok hogyan befolyasoljak ALL-ben a szteroidok
terapias hatasait és mellékhatésait. Ez annal is inkabb meglepd, hiszen mas betegcsoportokban
és mas betegségekben a kiilonb6zd GCR farmakogenetikai eltéréseknek széles irodalma van
(1. irodalmi 6sszefoglald).

Sajat vizsgalatainkban két, potencidlisan a szteroidok irdnti érzékenységet fokozo (N363S és
BCLI1), valamint egy, a szteroid érzékenységet csokkenté (ER22/23EK) polimorfizmust
tudtunk vizsgalni gyermekkori limfoid leukémias betegekben. A talalt allélfrekvenciak

megfeleltek az irodalomban leirtakkal és Hardy-Weinberg eloszlast mutattak.

A polimorfizmusok dsszefiiggései a toxicitdssal

A polimorfizmusok koziil 3635/1220G heterozigdta genotipust 9,2 %-ban (homozigbta nem
volt) ER22/23EK heterozigotat 3,5 %-ban (homozigota nem volt), és BCL1:CG heterozigotat
41 %-ban, mig BCL1:GG homozigéotat kozel 12 %-ban talaltunk. A BCL1 polimorfizmus
esetén olyan nagy volt a G-allél gyakorisdga, hogy igy akadtak olyan betegek is, akik
nemcsak homozigétak voltak a G-allélra, de egyidejiileg N363S polimorfizmus hordozok is
voltak, igy ezt az SNP kombinaciét kiilon is elemeztiik.

Vizsgalatunkban, az irodalomban eldszor mutattuk ki, hogy a 363S polimorfizmus hordozasa
esetén szignifikdnsan nagyobb valdszintliséggel fordul elé a majkarosodas (Grlll/IV GPT,
GGT vagy bilirubin emelkedés), mint a nem hordozokban (31% vs 11%).

Eredménylink 6sszehangban all azon irodalmi adatokkal, melyek szerint ez a polimorfizmus
megnoveli a receptor transzaktivacios kapacitasat (Jewell et al., 2007) és igy a
glukokortikoidok iranti érzékenységet (Cellini et al., 2010) (Roussel et al., 2003).

Az ER22/23EK polimorfizmus és a hepatotoxicitas kozott nem talaltunk szignifikans
kapcsolatot. Irodalmi adatok sincsenek ezen polimorfizmus €s a majfunkciok kapcsolatarol.
Ez az SNP csokkent transzaktivacios kapacitast eredményez a glukokortikoid receptorban,

mely a szervezet szteroidok iranti érzékenységének csokkenését eredményezi.
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A mi adataink alapjan is az ER22/23EK polimorfizmus tendencia-szertien inkabb a
mellékhatasok szempontjabol protektiv hatast mutat.
A BCL1 polimorfizmus vizsgalata soran (a G allélra heterozigdta, homozigota vagy 363S
polimorfizmussal kombinalva) nem mutatkozott szignifikans korrelacié a hepatotoxicitassal.
A GG homozigota betegek esetén ugyan nagyobb valoszintiséggel fordult eld hepatotoxicitas
mint a nem homozigdétakban (30% vs. 16%), de a kiilonbség nem volt szignifikans.
Az irodalmi adatok alapjan a BCL1 polimorfizmus megndvekedett glukokortikoid
érzékenységgel jarhat, de a patomechanizmus egyelére tisztazatlan (Manenschijn et al.,
2009). A szteroidok a majkarosité hatast Gigy hozhatjak létre, hogy fokozzak a lipolizist,
emelik a vér zsirsavszintjét és igy zsirmajat €s emelkedett transzamindaz értékeket idézhetnek
el6 (Shpilberg et al., 2012).
A glukokortikoidok, természetesen a cukorhaztartas befolyasolasa révén is hatnak a maj
metabolikus folyamataira. A szteroidok talan legismertebb mellékhatasa a zsir- és szénhidrat
anyagcserében bekovetkezd koros allapotok (emelkedett zsir és vércukor szintek,
hiperinzulinizmus), elhizas, diabetes (Anil et al., 2014).
Sajat eredményeink azt mutattdk, hogy a mutans 363S genotipus esetén szignifikdnsan
gyakrabban jelentkezett magasabb éhomi vércukorszint, glukozlria vagy inzulin terapiat
igényl6 diabétes (19% vs 4%), ami megfelelhet az SNP szteroid érzékenységet fokozo
hatasanak.
Az irodalmi adatok jo része is igazolja a polimorfizmus okozta kifejezettebb glukokortikoid
mellékhatasokat és kedvezotlen metabolikus profilt (Roussel et al., 2003) (Lin et al., 2003b).
Az ER22/23EK esetén azt talaltuk, hogy a hordozok kozott cukor anyacserezavarra utald
eltérés egyetlen esetben sem mutatkozott, de a hordozokban is csak 4 %-ban fordult elé.
Az irodalmi adatok alapjan azt varhatnank, hogy a hordozok esetében alacsonyabbak az
¢homi inzulinszintek, nagyobb az inzulin érzékenység (van Rossum et al., 2002), és ezen
adatok alapjan kedvezobb metabolikus allapot és csokkent szteroid érzékenység feltételezhetd
(van Rossum et al., 2004) (Manenschijn et al., 2009) (van Winsen et al., 2007).
Sajat vizsgalatainkban mi nem taldltunk kapcsolatot a BCL1 G allélra homozigéta vagy
heterozigota esetekben sem a szénhidrat anyagcsere paramétereivel. Vannak ehhez hasonlo
kozlések az irodalomban (Kuningas et al., 2006) (Clement et al., 1996). Kutatasok egy része
viszont arr6l szamol be, hogy a BCL1 G-all¢lja megnovekedett BMI értékekkel jar és
obezitasra hajlamosit (Tremblay et al., 2003).
Szintén nem mutatkozott szignifikdnsan pozitiv Osszefiiggés az N363S és a BCL1:GG

kombinalt genotipus €s a toxicitasok kozott. Az a tendencia talan megfigyelhetd, hogy a
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kombindlt genotipus esetén nagyobb a valosziniisége a szénhidrat anyagcserezavarnak (22%
VS 6%).

A magas vérnyomds hajlamositd tényezodit vizsgalva, egyik polimorfizmus esetén sem

talaltunk szignifikans Osszefiiggést. Egyediil egy olyan tendencia mutatkozott, hogy a 363S
genotipus esetén valamivel nagyobb aranyban fordult el hipertonia (28% vs 18%), de ez a
kiilonbség sem Vvolt szignifikans.

Az irodalmi adatok ezen a téren meglehet6sen ellentmondoak. Van olyan kozlés, ahol talaltak
Osszefliggést a magasvérnyomas, a sziv-érrendszeri karosodasok és az N363S polimorfizmus
kozott, és van olyan, ahol viszont nem (Lin et al., 2003b) (Lin et al., 2003a).

Az ER22/23EK esetén nem talaltunk hipertonias beteget, mig a polimorfizmust nem-
hordozok korében viszont 20 %-ban volt atmeneti kezelést igénylé magas vérnyomas.

Az irodalmi adatok nagyobb része kedvezd metabolikus hatast ir le ezzel az SNP-vel
kapcsolatban (van Rossum et al., 2004) (Koeijvoets et al., 2006) (Manenschijn et al., 2009)
(Kuningas et al., 2006). A mi adataink is inkabb ezen kedvezd hatasok iranyaba mutatnak.

A BCL1 génpolimorfizmus egyik csoportja sem volt dsszefiiggésbe hozhaté az emelkedett
vérnyomas értékekkel. Korabbi kutatasok talaltak pozitiv Gsszefiiggést a magasvérnyomas, a
magasabb inzulin szint és a BCL1 G-allél kozott (Watt et al., 1992).

A glukokortikoidok egy masik lehetséges mellékhatasa, az enkefalopatia/neuropatia
tekintetében eredményeink nem mutattak Osszefiiggést az GCR N363S és a BCL1
polimorfizmusai ¢és az idegrendszeri hatdsok kozott (valamivel tobb mellékhatést észleltiink a
varians allélt hordozokban, de a kiilonbség nem volt szignifikans)

Az irodalomban taldlunk pozitiv és negatv kozléseket egyarant. Egyes kutatdsok a 363S
genotipus esetén gyakrabban talaltak depresszidra utald magatartasbeli valtozasokat (Brouwer
et al., 2006) (van Rossum et al., 2006), azonban masok hasonlé eredményeket nem talaltak
(Szczepankiewicz et al., 2011).

Vizsgalataink azt mutattak, hogy az ER22/23EK SNP-re heterozigota gyermekek korében a
nagy dozisu szteroid terdpia mellett nem fordult eld idegrendszeri toxicitds, mig a vad tipust
hordozokban kozel 9 %-ban fordult elé enkefalopatia vagy neuropatia.

Ez az eredmény talan parhuzamba vonhaté azon irodalmi adattal, mely a polimorfizmus
kedvez0 idegrendszeri és pszichés hatasait hangsulyozza (van Rossum et al., 2008).

Sajat vizsgalatainkban elemeztilk a potencidlisan szteroidok 4&ltal okozott toxicitasok
halmozddasat is egyes betegekben. A N363S polimorfizmus esetén a mutans allélt hordozdk

kozott szignifikdnsan tobb olyan beteget talaltunk, akinek volt valamilyen toxicitasa vagy

169



dc_1407_17

tobbszords toxicitdsa volt. A masik két vizsgalt polimorfizmus esetén ilyen 0sszefiiggéseket

nem talaltunk.

V1/3/4. A polimorfizmusok osszefiiggései a terapias hatassal és a taléléssel

Az irodalomban nem talaltunk még olyan kézleményt, mely &sszefiiggést talalt volna a 8. napi
prednizolon valasz és a kiilonb6z6 GCR polimorfizmusok kozott gyermekkori ALL-ben.

Az N363S polimorfizmus az irodalmi adatok megnovekedett glukokortikoid iranti
érzékenységgel volt 0sszefliggésbe hozhatd, igy nem volt meglepd, hogy minden varidns allélt
hordoz6 betegiinkben jo szteroid valaszt kaptunk (100 %), szemben a masik csoporttal, ahol
csak 92 %-ban volt jo a terapias valasz. Masrészrdl, a hordozok szignifikansan jobb talélést
mutattak (EFS és OS egyarant), vagyis az 363S/1220G SNP hordozas kedvez6 prognosztikai
faktor lehet.

Meglepé modon, az ER22/23EK polimorfizmus esetén sem jelentkezett egyik hordozonal sem
rossz prednizolon valasz. Itt az irodalmi adatok alapjan épp ellenkezé eredményt varnank (bar
az esetszam nagyon alacsony).

A potencidlisan csokkent glukokortikoid hatassal kapcsolatba hozhaté ER22/23EK
polimorfizmus esetében nem taldltuk szignifikans Osszefliggést a tulélésben. A hordozok
esetén egy kedvezOtlenebb tendencidt figyelhettiink meg (megint csak valdsziniileg a kis
esetszam miatt nem szignifikans eltérés), mely jelezhet esetleg relativ glukokortikoid
rezisztenciat.

A BCL1 polimorfizmus esetén érdekes megfigyelés volt, hogy a polimorfizmusra
heterozigota betegek (CG) korében nem, de homozigota esetben (GG) mar nem jelentkezett
rossz prednisolon valasz. Ez azt valoszin(siti - ahogy az N363S polimorfizmusnal is -, hogy a
megnovekedett glukokortikoid érzékenységgel jar a polimorfizmus. A BCL1-N363S egyiittes
eléfordulasa esetén sem talaltunk rossz szteroid valaszt, ami talan Gsszefliggésbe hozhatd
azzal, hogy mindkét polimorfizmus noveli a glukokortikoidok iranti érzékenységet.

Nem talaltunk korrelaciot a talélés (5 éves EFS vagy OS) és a BCL1 G-allélja kozott.

Az irodalomban egyetlen szignifikans Osszefiiggést talalunk a vizsgalt polimorfizmusok és a
gyermekkori ALL talélése kozott. Erdekes modon kedvezdtlen Osszefliggést talaltak
BCL1:GG homozigéta esetek és a tulélés kozott (Fleury et al., 2004). Mas irodalmi adatok
nem talaltak Osszefiiggést az altalunk is vizsgalt polimorfizmusok és a talélés kozott (Namazi
et al., 2011) (Labuda et al., 2010) (Tissing et al., 2005). Egy frissen megjelent tanulmanyban
a GCR nem-koédold régidjaban talaltak 2 SNP-t (rs41423247 és rs7701443), melyek a
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prednizolon valasszal Osszefiiggésbe voltak hozhatok gyermekkori ALL-ben (Xue et al.,
2015). Egy nemrégiben megjelent kdzleményben a szerzok arrok szamolnak be, hogy az
ER22/23EK polimorfizmust hordozokban a szteroid kezelést kvetd mellékvese elégtelenség
rovidebb volt, mint a vad tipust hordozdkban, és ez csokkent érzékenységet jelethet
mellékvesekéreg elégtelenségre glukokortikoid terapia utan (de Ruiter et al., 2014).
Ugyanebben a munkdaban a BCL1 homozigéta varidnsok esetében viszont fokozott
érzékenységet feltételeznek, mivel a homozigota varians hordozokban a mellékvesekéreg
elégtelenség szignifikdnsan hosszabb volt az egyéb genotipusu egyénekhez képest.

Azok az eredmények, miszerint az ER22/23EK SNP esetén szignifikans osszefliggéseket nem
talaltunk sem a toxicitas, sem a terapias valasz esetén (csak esetleg tendenciakat figyelhettiink
meg), valoszinilileg azzal hozhat6 Osszefiiggésbe, hogy a varians allélt hordozo6 betegek szama
nagyon alacsony volt (n=10). Nagyobb betegszdmu vizsgalat sziikséges (és egy nemzetkozi
egylittmiikodés keretein beliil ez folyamatban is van), hogy egyértelmlien meg tudjuk
mondani ezen SNP potencialis hatasait gyermekkori ALL-ben.

A BCL1 esetén sem kaptunk szignifikéns eltéréseket, bar itt a kiilonboz6é genetikai varidciok
nagyobb szamban fordultak eld. Ugyanakkor meg kell emliteni, hogy csak kb. 80 beteggel
kevesebb adatunk volt a BCL1 polimorfizmusai esetén, ami féleg technikai problémaknak
volt betudhaté. Ugyanakkor feltételezni lehet, hogy a két betegpopulacio (a 336 f6 és a 257
f6) nem teljesen Osszehasonlithat6. Hibaforrds lehet, hogy esetleg a meghalt, vagy tobb
toxicitassal rendelkezd, rosszabb talélést mutatd betegek estek ki a vizsgélatbdl (rajtunk
kiviilalld6 okok miatt), mert a kisebb betegcsoport talélési eredményei és a 8. napon mutatott
terapias valasz eredményei jobbak az atlagnal és a nagyobb betegszamu minta adataindl is.
Vagyis nem kizart, hogy a negativ eredmények a minta hibdibol szarmaznak. Itt is ismételt,
kovetkeztetések levonasahoz.

Osszefoglalasként megallapithatjuk, hogy a GCR N363S polimorfizmus fennallasa esetén
szignifikansan tobb szteroid toxicitassal kell szamolni, ugyanakkor a terapias valasz jobbnak
tunik és igy potencialisan jobb tuléléssel jarhat egyiitt gyermekkori ALL-ben. Ezen
Osszefiiggéseket elsoként mutattuk ki az irodalomban. Az ER22/23EK polimorfizmus esetén
kevesebb toxicitast észleltiink, ugyanakkor a terapias valasz mégis inkabb kedvezonek
mutatkozott (nem szignifikans eltérések valoszintileg a kis esetszam miatt). Végiil a BCL1
polimorfizmusai tekintetében jelen vizsgalatban nem talaltunk igazan egyértelmu
Osszefliggéseket sem a toxicitasra, sem a szteroidok hatakonysagara vagy a talélésre

vonatkozoélag (az irodalmi adatokkal ellentétben).
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VI1/3/5. MTX Kkezelések hatterében allo genetikai tényezok lehetséges szerepe ALL-ben

Munkank kovetkez6 fazisaban a folsav/metotrexat anyagcserét potencialisan
befolyasold genetikai tényezoket vizsgaltuk (14 gén 63 polimorfizmusat).

Az irodalomban els6ként mutattuk ki, hogy az ARID5B gén polimorfizmusai koziil
kettd (rs4948502, rs4948496) szignifikans Osszefiiggést mutat a szérum MTX és 7-OH-
MTX szintekkel. Ez az sszefiiggés kiilondsen a kisebb adag (2 g/m?) esetén volt egyértelmdi.
Az rs4948496 CC genotipussal rendelkez6kben magasabbak voltak a szérum MTX szintek. A
masik polimorfizmus (rs4948502) esetén csak a 7-OH-MTX szintekkel és az AUC7.o4-mTx
értékekkel kaptunk szignifikans, de nem egyértelmii eltéréseket (2 g/m? esetén a CC genotipus
magasabb 7-OH-MTX szintekkel, mig 5 g/m°-esetén ugyanez a genotipus alacsonyabb 7-OH-
MTX szintekkel mutatott Gsszefiiggést). A kiilonbség oka lehet a vese (és az epe) kivalasztd
képességének kiilonbsége, a szekrécid telitédése ill. indukcidja kisebb és nagyobb
gyogyszeradagok esetén. Minden esetre a jelenleg folyd nagy nemzetkozi tanulmanyban tobb
ezres betegszamon vizsgaljuk ugyanezt a kérdést és reményeink szerint néhany év mulva
pontos valaszt kapunk a kiilonbozo, altalunk feltart, genetikai variansoknak a MTX
metabolizmusaban betoltott pontos szerepére.

Korabbi irodalmi adatok alapjan az ARID5B gén polimorfizmusai kapcsolatba voltak
hozhatok az ALL egyes altipusainak (pl. pre-B/hiperdiploid) kialakulasaval, és az ALL
incidenciajara jellemz6 rasszbeli kiilonbségekkel (Trevino et al., 2009b; Xu et al., 2012).
Raadasul még az is feltételezhetd, hogy a malignitas (leukémia) kialakulasa és a kezelésre
adott valasz kapcsolatba hozhatok egymassal. Leirtak ugyanis, hogy az ARID5B gén azon
genetikai variansai (rs10821936, rs10994982), amelyek a B-hiperdiploid ALL-re vald
hajlammal mutattak Osszefiiggést, magasabb MTX-PG akkumulacioval is jartak HD-MTX
kezelések soran. Ismert tovabba, hogy pre-B-sejtes ALL hiperdiploid alcsoportja jobban
reagal a MTX kezelésekre és jobb taléléssel jar (Trevino et al., 2009b). Masok viszont azt
talaltdk, hogy azon polimorfizmusok, melyek a leukémia kialakuldsara hajlamositanak,
nagyobb relapsus rataval és igy rosszabb tuléléssel is jarnak (Xu et al., 2012).
Munkacsoportunk egy korabbi vizsgalat soran kimutatta, hogy az ARID5B gén bizonyos
polimorfizmusai (rs10821936, rs7089424, rs4506592) sszefliggést mutatnak a gyermekkori
ALL kialakulasaval (Lautner-Csorba et al., 2012). Ezt tobb mas kozlemény is megerdsiti
(Linabery et al., 2013) (Emerenciano et al., 2014) (Evans et al., 2014). Egy nem régen
megjelent meta-analizis alapjan pedig az ARD5B rs10994982 és rs7089424 polimorfizmusai
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hozhatok szignifikans Osszefiiggésbe a gyermekkori ALL kialakulasaval (Zeng et al., 2014).
Jelen vizsgalatainkban is ezen polimorfizmusok a valtozé szelekciok soran Osszefliggést
mutattak a szérum MTX szintekkel, viszont mas statisztikai modszerekkel (dontési fak,
linearis modellek) ezen eredményeket nem tudtuk megerdsiteni. Mi, ezekt6l eltéré SNP-k
esetén talaltunk egyértelmiibb szignifikans Osszefiiggéseket (rs4948502, rs4948496). Minden
esetre ezen gén (ARID5B) ill. ezen gén variansai nagy valdszinliséggel komoly szerepet
jatszhatnak a MTX metabolizmusaban, igy a jovében rendszeres vizsgalatuk javasolt.

Az SLCO1B1 gén rs4149056 polimorfizmusa is 6sszefiiggést mutatott — eredményeink
szerint - a szérum MTX szintekkel. Itt is a 2 g/m?* MTX adagok mellett figyeltink meg
Osszefiiggést. A C allél megléte esetén magasabb MTX szinteket mértiink, mint a TT
genotipus esetén, és ez arra utalhat, hogy a C allél meglétekor csokkent MTX clerance-szel €s
elhizod6 MTX hatassal lehet szamolni. Hasonlé adatokat talalunk az irodalomban is
(Trevino et al., 2009a; Ramsey et al., 2013) (Radtke et al., 2013). Masok az SLCO1B1 gén
egyéb polimorfizmusai (rs11045879, rs4149081) és a magasabb szérum MTX szintek kozott
talaltak kapcsolatot (Lopez-Lopez et al., 2011; Lopez-Lopez et al., 2013). A legfrissebb
adatok szerint a gén polimorfizmusai 6sszefliggést mutattak bizonyos szérum lipidcsokkentok
(sztatinok) gyogyszerszintjeivel (nagyobb AUC egyes SNP-k esetén) (Birmingham et al.,
2015). Masok a nem-szteroid gyulladasgatlok (aszpirin) altal okozott ulcus és gyomorvérzés
valamint az SLCO1B1*1b haplotipus (rs2306238) kozott talaltak kapcsolatot (Shiotani et al.,
2014).

A mi adataink szerint az SLCO1B1 gén rs4149056 polimorfizmusa a MTX iiriilésének
prediktora lehet.

Vannak adatok arra vonatkozolag, hogy az SLC19A1 gén variansai és a MTX szintek kozott
Osszefiiggés lehet (Laverdiere et al., 2002; Lopez-Lopez et al., 2013) (Niedzielska et al.,
2013). Mi nerm talaltunk kapcsolatot a vizsgalt genotipusok és a MTX vagy 7-OH-MTX
szintek kozott.

A legujabb irodalmi adatok alapjan az ABCC2 gén egyes polimorfizmusai is kapcsolatban
allhatnak a szérum MTX szintekkel akut limfoid leukémiaban (Liu et al., 2014b) (Sharifi et
al., 2014).

Elemeztik a HD-MTX kezeléseket kovetdé mellékhatasok lehetséges genetikai
kapcsolatait is. Az irodalmi adatok (és sajat adataink is) meglehetésen szerteagazodak és
ellentmondasosak e tekintetben.

Eredményeink alapjan els6ként irtuk le, hogy az ARID5B gén rs4948502 és az SLC19A1

gén rs7499 polimorfizmusa korrelaciot mutat a MTX kezelést kovetd majkarosodassal.
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Ugyanakkor taldltunk egy kis csoportot, ahol sulyos majkarosodast (emelkedett bilirubin
szintet) nem észleltiink (rs7499 AA + rs4948502 TT). A mar megjelent kozlemények alapjan
az rs7499 polimorfizmus (t6bb masik mellett) dsszefiiggést mutatott reumatoid artritisben a
MTX kezelés (kis adagu oralis) és a gasztrointesztinalis toxicitas kozott (Lima et al., 2014a)
(Lima et al., 2014b). Az irodalomban mas polimorfizmusokrol is talalunk adatokat. Az
rs1051266 polimorfizmus gasztrointesztinalis, maj-, és csontveldi toxicitassal is kapcsolatba
volt hozhato (Kishi et al., 2007; Gregers et al., 2010; Yee et al., 2010). Masok viszont
csokkent leukopénia rizikot taldltak ezen polimorfizmus mellett hematologiai
malignitasokban (Faganel Kotnik et al., 2011). Sajat adatainkban mi nem talaltunk
Osszefliggést az rs1051266 és a MTX szintek vagy a toxicitas kozott. Léteznek olyan
vizsgalatok, amelyek nem talaltak korrelaciot a MTX kezelések toxicitasa és az SLC19A1 gén
polimorfizmusai kozott (Kishi et al., 2003; Huang et al., 2008; Faganel Kotnik et al., 2010).
Masok az SLCOI1BI1 rs2306238 genotipus és az antituberkulotikus gyogyszereknél észlelt
majkarosodas kozott talaltak dsszefiiggést (Chen et al., 2015). Osszefoglalva megéllapithajuk,
hogy az SLC19Al ¢és az SLCO1B1 szerepet jatszhat a MTX metabolizmusaban és
toxicitasaban.

A nefrotoxicitas tekintetében sajat vizsgalatainkban szignifikans Osszefiiggést
talaltunk az 5 g/m? MTX kezeléseket kovetd nefrotoxicitas és az SLC22A8 gén rs4149183
polimorfizmusa k6zott (CART elemzés). Az iddsebb (9 év feletti) és CC genotipust betegek
mindegyikében kialakult a vesekarositdo hatds, mig a fiatalabbak egyikében sem volt
vesefunkcio eltérés. Mindez valdsziniileg egyrészt azzal magyarazhatd, hogy az SLC22A8
genetikai variansai hatassal lehetnek a MTX clearance-re (Lopez-Lopez et al., 2013),
masrészr6l ismert adat — mi is kimutattuk -, hogy az idésebb gyermekekben lassabb a MTX
tiriilése és tobb a mellékhatas (Groninger et al., 2004; Plard et al., 2007; Csordas et al., 2013).

A hematologiai toxicitast vizsgalva, a kovetkezoket talaltuk. A MTX kezeléseket (2
g/m?) kévetd granulocitopénia szignifikans osszefiiggést mutatott az MTR gén rs3768142
polimorfizmusaval (kevesebb toxicitds a T allél hordozdsa esetén). Hasonlo adat az
irodalomban eziddig nem volt ismeretes. A gén egy masik SNP-jérdl, az rs1805087-rdl
viszont kimutattak, hogy OSC betegekben kapcsolatba hozhaté a hematologiai és/vagy
gasztrointesztinalis karosodassal (Patino-Garcia et al., 2009). Masok viszont ALL-ben nem
talaltak Osszefliggést a genotipusok és a mellékhatasok kozott (Faganel Kotnik et al., 2011).

Sajat tanulmanyunkban az ARID5B gén polimorfizmusa (rs4948487) szignifikans
kapcsolatba volt hozhaté a 36 6ras 7-OH-MTX szintekkel, valamint a MTX kezelések utani
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hipoproteinémiaval is. A hipoproteinémia jelentésen gyakrabban fordult el6 az rs4948487
AA genotipusa esetén.

Ezen tdlmenden kimutattuk, hogy az MTHFD1 gén rs1076991 polimorfizmusa is
kapcsolatot mutat a hipoproteinémia kialakulasaval (a GG genotipus esetén tobb alacsony
Osszfehérje szint 2 g/m2 MTX-nal). Ezt az osszefiiggést is els6ként irtuk le HD-MTX
kezeléseket kovetden. Ezen polimorfizmust a vel6csé zarddasi rendellenességekkel hoztak
Osszefiiggésbe (Greene et al., 2009). Az MTHFD1 gén masik gyakran vizsgalt rs2236225
polimorfizmusa az eddig rendelkezésre allo6 irodalmi adatok szerint inkabb csékkent
hepatotoxicitassal, de emelkedett anémia rizikdval volt kapcsolatba hozhaté (Erculj et al.,
2012; Windsor et al., 2012).

Munkénk soran a még vizsgalt SLCO1B1 rs4149056 a kialakult mellékhatasokkal nem allt
szignifikans kapcsolatban.

Tovabbi vizsgéalatokat igényel az a megfigyelés is, amely tobb esetben volt észlelhetd,
miszerint bizonyos farmakogenetikai osszefliggések csak 2 g/m?, mig masok csak 5 g/m? vagy
mindkét dozis esetén voltak kimutathatéak. Tekintettel arra, hogy a nemzetkézi gyakorlat
nagyon széles skéaldn hasznalja a MTX-ot, és mar régota alkalmazott protokollok esetén sem
egyértelmil az evidencia, hogy milyen betegségben, milyen betegnek, mekkora adagot kell
kapnia, a jovoben induld és mar zajlo tanulmanyoknak prospektiv modon kell a kérdéseket
megvalaszolni (pl. ALLIC 2009 protokoll Magyarorszdg vezetd szerepével). Sajat
vizsgalatainkkal szamos eddig nem ismert tényezdre iranyitottuk ra a figyelmet.
Osszefoglalasul elmondhatd, hogy a MTX kezelések hatékonysaga és toxicitasa mogott
szamos genetikai tényezé allhat (Kodidela et al., 2014), de az adatok nem koherensek,
ellentmondasosak, egyértelmii kovetkeztetések nehezen vonhatok le. Valdsziniileg nagy
biostatisztikai elemzésekre, ismételt, nagy betegszdmu vizsgalatokra és hosszll id6re van még
sziikség, hogy a klinikai gyakorlatban hasznosithatd és a terdpids dontéseket eldsegitd

informaciokhoz jussunk.

V1/3/6. MTX Kkezelések hatterében allo genetikai tényezék potencialis szerepe OSC-ban

Az akut leukémidhoz képest egy teljesen mas betegcsoportban, oszteoszarkomas betegekben
is tanulmanyoztuk a HD-MTX farmakogenetikai osszefiiggéseit. A gyogyszeradagolas modja
¢s a dozis itt alapvetden mas, mint leukémids betegek esetén (12 g/m2 4-6 6ran keresztiil) és a
potencialis egyéb karositd, befolydsolo tényezdk is masok (mas citosztatikumok, mas

szupportiv szerek, mitétek stb.).
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A farmakokinetika és toxicitasi jellemzok egyedi sajatossagait itt is befolyasoljak
természetesen ,.kiilsd” tényezok iigymint a parhuzamosan adott egyéb gyogyszerek, hidralas,
pH, vese- és majfunkciok, egyéb korélettani és anatdmiai sajatossdgok, valamint Un. ,,bels6”
tényezok is, melyek a gyogyszerek egyénre jellemz6 sorsat befolyasolo genetikai faktorok
(Suthandiram et al., 2014). Mi els6 sorban a MTX anyagcseréjét potencialisan befolyasold
gének polimorfizmusait vizsgaltuk: ABC transzporterek, GGH, SLC19A1, SXR.

Eredményeink elsé csoportjat 6sszefoglalva megallapithatjuk, hogy a GGH -401TT
genotipusu betegekben a MTX-eliminacidja gyorsabb és a stulyos mellékhatasok eléfordulasa
ritkabb, mint a -401CC/CT genotipust hordozoknal. Az SLC19A1 80AA genotipusu esetekben
a sulyos mellékhatasok eléfordulasa gyakoribb volt. A legkifejezettebb toxicitast az SLC19A1
80AA ¢és a GGH -401CC/CT kombinacidja mellett észleltiik, vagyis azokban az esetekben,
ahol a toxikus hatasokért felelés SLC19A1 80A allél van jelen és ugyanakkor hidnyzik a GGH
-401TT genotipus, mely csokkent toxicitassal és bizonyos ,,véd6” hatassal hozhato
Osszefiiggésbe. Mindezek alapjan az SLC19A1-nek a MTX kinetika kezdeti fazisaban lehet
szerepe, mig a GGH-nak az n. cellularis eliminacios fazisban.

A GGH a MTX sejtbdl torténd eltavolitasaban vesz részt. A -401TT genotipus esetén a
génexpresszios aktivitas fokozodasat, a MTX-PG szint csokkenését, gyorsabb MTX
eliminaciot, illetve kevesebb sulyos mellékhatast figyeltek meg (Dervieux et al., 2004).

A mi vizsgalataink megerdsitették a nemzetkdzi adatokat. A -401TT esetén a 48 6ras MTX
szérumszintek és a majtoxicitas szignifikansan alacsonyabbak voltak a C allélt hordozokhoz
képest. Asszocidcios €¢s BMLA elemzésiinkben is 0sszefliggést talaltunk a varidns allél
hordozas és a MTX farmakokinetikai paraméterei €s toxicitasa kozott. Ugyanakkor azonban a
fokozott GGH aktivitds miatt gyorsabban szabadul fel a folsav is, melynek eredményeképpen
megnohet az antifolatokra valo érzékenység (Cole et al., 2001) (Schneider et al., 2006)
(Galivan et al., 2000), vagyis a GGH egyértelmii hatasat az antifolatok hatékonysagaban
nehéz megmondani.

Az SLC19A1 (korabbi nevén: redukalt folat karrier, RFC1) a MTX sejtmembranon keresztiili
transzportjaban jatszik szerepet. Az SLC19A1 AA genotipus esetén tobb MTX dramlik be a
sejtbe, mely jobb terapias valaszt eredményez (Chango et al., 2000) (Kung et al., 2014)
(Krajinovic et al., 2004a) , ugyanakkor a toxicitas eléfordulasa is gyakoribb (Gregers et al.,
2010) (Faganel Kotnik et al., 2011) (Suthandiram et al., 2014) (Krajinovic et al., 2004a).
Tovabba az SLC19A1 80 AA genotipusu ALL-es gyermekek 50%-kal nagyobb eséllyel

maradnak remisszioban, mint G allélt hordozo betegtarsaik és ugyanebben a csoportban
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szignifikansan tobb csontveld karosodas fordult eld, mint a G allélt hordoz6 genotipus
csoportban (Gregers et al., 2010). Pszoriazisban szenved6 betegeknél figyelték meg, hogy az
SLC19A1 80A allél jelenléte Osszefiiggésbe volt hozhaté a MTX-indukalta hepatotoxicitas
kialakulasaval (Campalani et al., 2007).

Forditva vizsgalva, az SLC19A1 alacsony szintli expresszidja és a csokkent MTX felvétel
kozott kapesolat mutathato ki (Chango et al., 2000). A MTX sejtbe aramlasaért felelés
transzportald mechanizmusok defektusa fontos tényez6 a MTX-rezisztencia kialakuldsdban
ALL-es gyermekek esetében (Longo-Sorbello et al., 2001). Osszefiiggést talaltak a relapszus
aranya ill. plazma MTX szintje és az SNP kozott .

Ugyanakkor a St. Jude Gyermekkorhaz tanulmanyaban nem tudtak szignifikéns kapcsolatot
kimutatni az SLC19A1 80 AA genotipus és a plazma MTX koncentracio kozott gyermekkori
ALL-es betegeknél (Kishi et al., 2007). Egy kinai munkacsoport is hasonl6 negativ
eredményekre jutott (He et al., 2014).

Egy frissen megjelent tanulmanyban oszteoszarkomas betegekben a RFC1 gén rs1051266
polimorfizmusa (GG) jobb tuléléssel volt dsszefiiggésbe hozhatd (Jabeen et al., 2015).
Ugyanebben a tanulmanyban a DHFR rs1053129 GG genotipusa emelkedett metasztazis
rizikoval jart egyiitt, mig az MTHFR 677C allél a m4jtoxicitassal asszocialt.

Masok 5 olyan gént talaltak (FasL, MSH2, ABCC5, CASP3, CYP3A4), melyek Osszefiiggésbe
voltak hozhatok az OSC tulélésével (Hagleitner et al., 2015).

A DNS repairben szerepet jatszo gének ¢és a glutation-S-transzferdz gének szintén szerepet
jatszhatnak az oszteoszarkomas betegek tulélésében (Goricar et al., 2015a). Ugyanezen
munkacsoport az SLCOBL és a DNS polimeraz REV1 gének bizonyos SNP-i és az OSC
talélése kozott is asszociaciot irt le (Goricar et al., 2014) (Goricar et al., 2015b).

Ujabb vizsgélatok arra utalnak, hogy a mikroRNS-ek szabalyozasaban szerepet jatszé gének
polimorfizmusai és a tulélés kozott szintén lehet kapcsolat (Bilbao-Aldaiturriaga et al., 2015)
(Weng et al., 2015).

Mi azt talaltuk, hogy az SLC19A1 80AA genotipust betegcsoportban alacsonyabb volt a 24
6ras MTX clearance, mig a 48 6ras gyogyszerszintekben nem volt kiilonbség a kiilonb6zo
genotipus csoportok kozott. Az SLC19A1 80G>A polimorfizmusat egyvaltozos asszociacios,
illetve egyvaltozos és tobbvaltozos BMLA vizsgalatunkban nem talaltuk relevans hatastinak a
MTX farmakokinetika rendszerére. Ugyanakkor a sulyos akut majkarosodas el6fordulasa
gyakoribb volt az SLC19A1 80AA homozigéta betegeknél, mint a G allélt hordozoknal. A
kiilonbség er6sodott azoknal a betegeknél, akik SLC19A1 80AA + GGH -401CC/CT
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genotipustak voltak. A tulélés vonatkozasdban mi nem tudtunk szignifikans kiilonbségeket
kimutatni.

Vizsgalataink kovetkezd szakaszaban a MTX hatasmechanizmusaban potencidlisan
szerepet jatszo 12 gén 46 polimorfizmusat vizsgaltuk. A kizarasok utdn 9 gén 29
polimorfizmusara vonatkozolag tudtunk relevans adatokat nyerni. Tobb olyan polimorfizmust
is talaltunk, melyek Osszefiiggésbe voltak hozhatok a MTX farmakokinetikai paramétereivel
és/vagy toxicitasaval. Ezek koziil tobb olyan is akadt, amit a MTX-szal 6sszefiiggésben még
nem irtak le.

A gyogyszerek anyagcseréjében alapvet6 szerepet jatszo ABC transzporterek (Suthandiram et
al., 2014) koziil 6 ABC gén 21 SNP-jét tudtuk vizsgalni. Nem talaltunk szignifikans
Osszefiiggést a talan legtobbet vizsgalt ABCB1 rs1045642 és rs1128503 SNPk jelenléte és a
MTX farmakokinetikai ill. toxicitasi paraméterei kozott.

Az irodalmi eredmények alapjan az rs1045642 varians alléljanak megléte esetén csokkent
membrantranszport aktivitast és megvaltozott szubsztrat specifitast irtak le a duodenumban
(Hodges et al., 2011) (Kimchi-Sarfaty et al., 2007). Az adatok alapjan a 3435TT genotipus
csokkentheti az ABCBL expressziot, és gyulladasos bélbetegségekre, tumorokra valo fokozott
hajlamot eredményezhet (Li et al., 2006) (Martinelli et al., 2014) (Schwab et al., 2003).
Masok osszefliggést talaltak az SNP jelenléte és a gyermekkori ALL tulélése kozott (Lu et al.,
2014).

Az rs1128503 SNP-rdl viszonylag kevés eredmény jelent meg az irodalomban. Hatdsa
bizonytalan, 1236CC genotipus esetén jobb gyogyszer (temozolamid) hatast irtak le
agytumoros betegekben (Fung et al., 2009) (Schaich et al., 2009). Masok a MTX altal okozott
neutropénia és az rs1128503 ill az rs1045642 kozott talaltak osszefiiggést (Zgheib et al.,
2014).

A legfrissebb adatok alapjan OSC-ban az ABCB1 TT és a GSTP1 GG genotipusok esetén
rosszabb a talélés (OS) (Liu et al., 2014a). Masok adatai alapjan az ABCB1 rs4148737,
rs1128503, rs10276036 és az ABCC3 rs4148416 polimorfizmusai és az OSC talélése kozott
Osszefiiggés volt kimutathato (Caronia et al., 2011).

Sajat vizsgalatainkban szignifikans 0sszefiiggéseket talaltunk ABCB1 rs9282564 szamu
SNP-je és a MTX egyes farmakokinetikai paraméterei kozott. Mind az egyvaltozos
asszociacios, mind a BMLA elemzésiinkben ezen polimorfizmus varians (C) allélja esetén
magasabb volt a MTX csucskoncentracio és a MTX AUCq.4s, mint a TT genotipust
betegekben.Hasonlé eredményt az irodalomban nem talaltunk, vagyis ezen SNP potencialis

hatasat a MTX farmakokinetikara mi irtuk le eloszor.
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A nemzetkozi irodalomban voltak, akik szignifikans asszociaciot mutattak ki a varians SNP
megléte és a kolorektalis daganatok rizikoja kozott (Sainz et al., 2011). Masok kiilonb6z6
gyogyszerek hatékonysaga és az SNP kozott talaltak dsszefliggést, fokozott gydgyszerhatast
és kifejezettebb mellékhatasokat kimutatva (Jordan de Luna et al., 2011) (Ray et al., 2014)
(Sadhasivam et al., 2014).

Az ABCC1 gént érintd, altalunk vizsgalt, egyik SNP sem mutatott dsszefliggést a MTX
farmakokinetikajaval a sajat eredményeink alapjan. Ugyanakkor egyvaltozos BMLA
elemzésiink szerint az rs246219 SNP kapcsolatba volt hozhat6 a majtoxicitassal.

Ismereteink szerint az ABCC1 elsésorban a MTX vorosvértestekbol a vérbe valo
kipumpalasért lehet felelés (Gradhand et al., 2008). Egyes vizsgalok Gsszefliggést véltek
felfedezni a doxorubicin altal okozott kardiotoxicitas és az rs45511401 (Gly671Val)
polimorfizmus kozott (Jungsuwadee et al., 2012) (Wojnowski et al., 2005). Egy masik
tanulmanyban az ABCCL1 kiilonb6z6 polimorfizmusai kiillonbozéképpen befolyasoltak a MTX
hatasokat és mellékhatasokat pszoriasisban (Warren et al., 2008). Az rs246240 varians
polimorfizmus hordozasa esetén csokkent MTX toxicitast talaltak. Ugyanebben a
tanulmanyban az rs2238476 homozigota vad allélokkal rendelkezd betegekben tobb MTX
toxicitast és jobb terapias valaszt lattak. Az rs35592 homozigdta vad genotipus esetén szintén
jobb volt a terapias valasz. Az rs3784862 polimorfizmus pedig csak a toxicitast befolyasolta
(tobb mellékhatas a homozigota vad genotipus esetén). A gén és kiilonb6z6é polimofizmusai
daganatokban kifejtett szerepe még nem teljesen tisztazott (Kunicka et al., 2014a).

A kovetkezd 1épésben a MTX-ot szallito ABCC2 gén potencialis SNP-it elemeztiik.
Valamennyi altalunk vizsgélt polimorfizmus 0sszefiiggést mutatott a MTX kinetikajaval vagy
toxicitasaval.

Az ABCC2 rs3740066 homozigodta varians genotipus esetén a MTX AUC.4g értéke és a
csontveld karositd hatas kisebb volt. Tovabba a csontveld toxicitas rizikdja magasabb volt az
rs2273697 és az rs717620 varians allél jelenlétében.

Az ABCC2 rs3740066 polimorfizmusat vizsgalva egyes szerzék nem talaltak kapcsolatot a
varians (T) allél jelenléte és a MTX clearance és hatékonysag kozott (Hilger et al., 2012)
(Simon et al., 2012). Masok szerint a T allél esetén csokkent carbamazepim metabolizmus
mutathato ki epilepszas betegekben (Puranik et al., 2013), ill. a homozigdta TT genotipus
esetén a kemoterapia fokozott neurotoxicitassal jar kolorektalis daganatokban (Cecchin et al.,
2013).

Az ABCC2 rs2273697 polimorfizmusa missense valtozast eredményez (vanderSchoor2014).
Mi kifejezettebb MTX toxicitast talaltunk az SNP jelenlétében.
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Simon tanulmanyaban ezen polimorfizmus (A allél) sem mutatott sszefliggést a MTX
clearance-szel (Simon et al., 2012). Egy masik tanulmanyban a homozigdta AA genotipus
esetén tobb volt a MTX altal okozott gasztrointesztinalis toxicitas reumatoid artritiszes
betegekben (Ranganathan et al., 2008). Egy meta-analizisben, 6sszefliggéseket talaltak az
rs2273697 ¢és az rs3740066 egyes polimorfizmusai és az antiepileptikus gyogyszerek
hatékonysaga kozott (Grover et al., 2013).

Mi tobbféle statisztikai modszerrel is relevansnak talaltuk az ABCC3 rs4793665
polimorfizmusat a gorbe alatti teriilettel és csucskoncentracidval is és a tobbvaltozos
elemzésben is tagja volt a MTX farmakokinetika és toxicitas rendszer Markov takardjanak.
Kimutattak juvenilis idiopathias artritiszes betegekben, hogy a polimorfizmus jelenléte a
nuklearis faktorok kotddésére van hatassal és a varians (T) allél jelenlétében gyakrabban volt
jo MTX valasz kezelésre (de Rotte et al., 2012). Vannak mar biztatd irodalmi adatok a
talélést befolyasold tényezékkel kapcsolatban is OSC-ban. Osszefiiggéseket taldltak az
ABCB1 rs4148737, rs1128503 és rs10276036 polimorfizmusai, az ABCC3 rs4148416
polimorfizmusa és az altalanos tulélés, kezelésre adott valasz tekintetében (Caronia et al.,
2011).

Az ABCC10 gén polimorfizmusai sajat adataink alajan nem bizonyultak relevans hatasunak a
MTX farmakokinetikéjara és toxicitasara.

Egyes irodalmi adatok arra utalnak, hogy ezen gén lehet a felel6s bizonyos kemoterapias

al., 2014b) (Domanitskaya et al., 2014) (Hopper-Borge et al., 2004). Jelenleg biztaté klinikai
kisérletek folynak tirozinkinaz inhibitorokkal és foszfodiészteraz-5 inhibitorokkkal, hogy a
gén altal okozott rezisztencia mechanizmusokat ellensulyozzak (Kathawala et al., 2014a).
Az ABCG2 gént korabban BCRP-nek is nevezték. Az ABCG2 rs2231142 polimorfizmusa
egyvaltozos asszociacios elemzésiinkben szignifikansnak mutatkozott, a MTX szint felezési
ideje magasabb volt a polimorfizmus ritka alléljanak jelenlétében. Mas tanulmanyok
kimutattdk, hogy a 421C>A cserét €s ezaltal varians fehérjét okozdé SNP esetében a
drogrezisztencia tizedére csokkent a vad tipusu proteinhez képest és csokkent efflux volt
mérhetd (Imai et al., 2002). MTX-tal kezelt reumatoid artritiszes betegekben a homozigota
varians esetében kevesebb mellékhatast észleltek (Stamp et al., 2010).

Masok a gén kiilonb6z6 varidnsainak a htigysav anyagcserére vonatkozo hatasait irtdk le, a T

allél emelkedettebb szérum hiigysav szintekkel jar (Sakiyama et al., 2014) (Lv et al., 2014).
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A NR1I2, mas néven SXR gén t6bb mas enzim (CitokromP) és transzporter indukcidjaban
vesz részt. E16szor irtuk le az irodalomban, hogy az rs3814055 SNP varians (T)
alléljanak jelenlétében hosszabb a MTX felezési ideje (Tq1/2).

Az irodalomban nincs til sok adat ezen SNP klinikai szerepérdl. A T allél jelenléte esetén
csokkent karbamazepin clearance-t figyeltek meg epilepsziaban (Puranik et al., 2013). Masok
a C allél jelenléte esetén talaltak csokkent gydgyszerhatast vesetranszplantacid utani
ciklosporin kezelések esetén (Fanta et al., 2010).

Az SXR gén tovabbi polimorfizmusait vizsgalva azt talaltuk, hogy az rs3732361 és az
rs6785049 varians alléljainak jelenlétében magasabb volt a 48 6ras MTX szérumszint és
kisebb volt a maj és a csontvel6 karosodas (asszociacias elemzés). Ezek az 6sszefliggések
sem voltak eddig ismertek az irodalomban.

Az SXR, mint a nukleéris receptor szupercsalad tagja, szdmos, a kiilonb6z6 gyogyszerek
gyogyszer clearence-t, ugyanakkor majenzim szint emelkedést is okozhat.

Az 133732361 SNP szerepérdl gyakorlatilag alig talalni irodalmi adatot, szerepe mindezidaig
ismeretlen.

Az rs6785049 polimorfizmus az intesztinalis sejtekben a CYP3A4 expresszidjat noveli
(Zhang et al., 2001). Egyes irodalmi adatok alapjan, nem alkoholos zsirmaj esetén a
polimorfizmus kapcsolatba hozhato a betegség stulyossagaval (Sookoian et al., 2010).
Masrészt a kolitisz ulcerosa rizikdjaval és sulyossagaval hoztak osszefiiggésbe a
polimorfizmust (Andersen et al., 2011).

Az éltalunk vizsgalt SXR polimorfizmusok koziil az rs3814058 tlinik a legerdsebb genetikai
tényezdnek a MTX farmakokinetika és toxicitas szempontjabol. Az SNP ritka all¢ja
osszefiiggésbe hozhato volt a MTX csucskoncentracioval, az AUC-vel, valamint kisebb
volt a maj és csontveld karosodas mértéke is. Az altalunk észlelt kapcsolatokhoz hasonlo
irodalmi kozlések eddig nem voltak.

A polimorfizmus lehetséges szerepérdl egyébként is kevés irodalmi adat all rendelkezésiinkre.
Egy skandinav tanulmany szerint az rs3814058 homozigoéta varians genotipusa esetén
alacsonyabb volt a betegek median tulélése primer szklerotizalo kolangitiszben (Karlsen et
al., 2006).

A genetikai eredmények 6ridsi dompingje alapjan egyértelmii, hogy 1-1 SNP terapias szerepe

nem lesz 4tiitd, nem fog tudni segiteni az orvosnak a helyes kezelés megvalaszolasahoz.
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Egyrészt nagy 1étszamu betegen végzett s sok SNP hatdsat vizsgald kutatasokra van sziikség,
masrészt pedig a kapott eredményeket halmazban ill. 1-1 betegségre jellemz6 genetikai
halézat formajaban kell értékelni, biostatisztikusok segitségével.

Szamos Osszefoglald tanulmany foglalkozik a pl. a gyermekkori ALL-lel, a kezelésssel,
toxicitassal, taléléssel 6szefliggésbe hozhato genetikai eltérésekkel, farmakogenetikaval (Puli,
2015) (Mei et al., 2015) (Kim et al., 2012) (Gervasini et al., 2012). Egyre tobb informaciot
tudunk Osszegytiijteni az egyénre-szabott kezelések megtervezéséhez. Ugyanakkor az egyes
egyénre jellemz0 genetikai mintak, a kiilonboz6 SNP-k kapcsolata, haldzata fogja jobban
szolgalni a klinikai gyakorlatot a jovoben (szemben egyes genetikai tényez6k 6nallo
hataséaval).

Elterjedoben vannak a genomszintii elemzések (Shin et al., 2014) (Chiaretti et al., 2014),
melyek segithetnek a kiilonb6z6 farmakokinetikai és farmakogenetikai profilok populacio
szintli alkalmazasaban (Davies, 2006) (Watanabe et al., 2014) ill. ujfajta megkozelitésekre,
uj, 0sszetettebb klinikai tanulmanyokra van sziikség (Saumet et al., 2014) (Catenacci, 2014)
(Kalia, 2015). Es akkor nem beszéltiink még a genetikai eltéréseken tlmutato tényezékrol,
ugymint az epigenetikai, kornyezeti, poszt-transzlacios faktorokrol és folyamatokrol. Az
egyénre szabott kezelés klinikai bevezetése, a genetikai eredmények klinikai interpretalasa
sokkal nehezebb és bonyolultabb, mint kordbban gondoltuk.

Remeényeink szerint, sajat, szerény eredményeink is egy cseppet képeznek az informacidk
tengerében, és adataink hozzdjarulhatnak a jovében a biztonsagosabb és hatékonyabb

gyogyszereléshez.

182



dc_1407_17

VII. Osszefoglalas és eredményeink klinikai hasznositasa

Vizsgalatainkban feltérképeztiik hazai ALL-s betegekben a korabban mar ismert és lehetséges
uj prognosztikai faktorok szerepét. Az intenziv kezelés végén (33. nap) mért abszolut
limfocitaszam (ALC) egy potencialis j prognosztikai faktor, mely egyszeriien megjosolhatja
a betegség kimenetelét.

Az intenziv kemoterapias kezelés hossza (a kezelés intenzitdsa) is fontos lehet bizonyos
betegcsoportokban, bar az egyértelmii kovetkeztetések levonasahoz még tovabbi adatgylijtés
szlikséges.

Az OSC tulélésének javitasa szempontjabol dontd jelentésége van a korai diagnézisnak, mert
ezzel lehet a primeren metasztatikus esetek szamat csokkenteni (mely esetek talélése Iényeges
rosszabb). Eredményeink alapjan a korszerii végtagmegtartd ortopédiai miitétek legalabb
olyan hatékonyak, mint a korabbi végtag amputaciok. Tovabba megfigyeltiik, hogy az OSC-s
betegek diagnoziskori életkorat is figyelembe lehetne venni az oszteoszarkomas betegek
rizikd besorolasanal (a fiatalabb gyermekeknek jobb a prognozisa).

Kutatasaink alapjan a gyermekkori kemoterapids kezelések hatékonysaga és veszélyei,
toxicitasa vonatkozasaban is sok fontos, 0j informaciot nyertiink.

Uj informéciokat szereztiink a MTX farmakokinetikajarol, kiemelve pl. a bomlastermék 7-OH
MTX fontos szerepét.

Kiilonbozd statisztikai modszereket felhaszndlva 1) Osszefliggéseket tartunk fel a
kemoterapids kezelések alatt fellépd mellékhatasok hatterében 4all6 bizonyos genetikai
tényezokkel kapcsolatban €s 1) asszocidciokat irtunk le a MTX kiilonb6z6 farmakokinetikai
paraméterei €s az ezek hatterében potencidlisan szerepet jatszé farmakogenetikai eltérések
kozott gyermekkori akut limfoblasztos leukémiaban és oszteoszarkoméban.

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

Minden gyermek ma mar intenziv hidralast és alkalizalast kap nagy-adagi MTX kezelés
soran, hogy a potencialis vesefunkci6 karosodast megeldzziik.

Amennyiben a szérum Osszfehérje szint szignifikdnsan alacsony a HD-MTX kezelést
kovetden €s a betegben a szérum MTX szintek a toxikus tartomanyban vannak, akkor human-
albumin infuzidval csokkentjiik a toxicitast és segitjiik el6 a MTX firtilést.

Javasoltuk a 7-OH-MTX szintek rutinszerii meghatarozasat is MTX kezeléseket kovetden.
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A likvor MTX szintek meghatarozasa céljabol az intratekalis MTX kezelést az infazio 24.
orajaban adjuk be rendszeresen, hogy az iv. kezeléssel elért likvor MTX-szinteket meg tudjuk
hatarozni.

Vizsgalati eredményeink €s az irodalmi adatok alapjan nem egyértelmiien eldénthetd, hogy
bizonyos diagndzisok esetén milyen adagu ¢és formaju MTX kezelés az idedlis. Ennek
eldontésére, ALL betegekben, tobb ezer fos multinacionalis vizsgalat indult az optimalis
MTX adag kivalasztasara. A vizsgalat tervezésében ¢€s irdnyitdsaban Magyarorszag dontd
szerepet jatszik (BFM-ALL-IC 2009).

Egységes, orszdgos ajanldst Aallitottunk 0Ossze a kiilonbozé gyermekkori daganatos
betegségekbol gydgyultak hossza tava kovetésére. Meghataroztuk az elvégzendd vizsgalatok
milyenségét és gyakorisagat.

Jelenleg folyik — egy nemzetkozi egyiittmiikodés keretein beliil — a kemoterapias kezelések

akut toxicitdsanak monitorizalasara €s ellatasara szolgdlo ajanlésok elkészitése.

A génpolimorfizmus vizsgalataink alapjan taldltunk olyan betegeket, betegcsoportokat,
akikben bizonyos szovOdmények, mellékhatasok gyakrabban fordulnak eld. A pontosabb
genetikai hattér tovabbi, részletesebb feltarasaval elére megeldzhetdk lehetnének a sulyos,
akar ¢letvesz€élyes mellékhatasok ¢€s tovabb javithatok a gyogyitasi esélyek. A
farmakokinetikai ismeretek szélesitésével pedig az optimélis adagolasi mddokat lehetne
meghatarozni, mellyel a gyermekek a legnagyobb hatékonysaggal és a legkevesebb
szovédménnyel kezelhetok. A génpolimorfizmus vizsgalatokat fokozatosan beillesztjik a
leukémias betegek protokolljaba (az anyagi €s technikai lehetdségeknek megfelelden).

Mint a felsoroltakbol lathatd, igyeksziink tudomanyos eredményeinket minél jobban
hasznositani a mindennapi gyakorlatban. Reményeink szerint tovabbi vizsgéalatainkkal (széles
nemzetkozi egyiittmiikodések alapjan) még tobb klinikailag hasznos informaciot tudunk

szerezni, hogy a daganatos gyermekek kezelését még inkabb optimalizalni tudjuk.
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VI1I. A dolgozat legfontosabb (ij) megallapitasai

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

all, A legljabb nemzetkozi adatoknak megfeleléen megerdsitettiik, hogy gyermekkori ALL-
ben a 33. napon mért abszolut limfocita szdm egy 0j és szignifikans prognosztikai faktor
lehet, kiilonosen MR és HR betegekben. Sajat eredményeink alapjan a 350 sejt/ul és az 500
sejt/ul feletti ALC értékek voltak a jobb taléléssel szignifikansan dsszefliggésbe hozhatok.
al2, Az egyéb prognosztikai faktorokokat vizsgalva kiemelendd, hogy a kezdeti kemoterapias
kezelési protokollban, féleg az indukcios terapidban bekovetkezd tobb mint 5 napos csuszas
szignifikansan rosszabb altalanos taléléssel jart egyiitt HR betegekben.

b/1, Sajat adataink alapjan kimutattuk, hogy a gyermekkori OSC-ban a magyar talélési
eredmények megegyeznek a legjobb nemzetkdzi adatokkal, és a végtagmegtartd miitétek
eredményei nem kiilonboznek a korabbi amputaciok eredményeitél. Az irodalomhoz
hasonloan szignifikans jo prognosztikai faktornak bizonyult a neoadjuvans kezelésre adott jo
terapias valasz, a kezdeti metasztazisok hidnya és a végtagi lokalizacio.

b/2, A nemzetkozi irodalomban talalhato ellentmondasos eredmények mellett, mi azt talaltuk,

hogy OSC-ban a fiatalabb (<14 év) gyermekek tulélése jobb, mint az idésebbeké.

2. MTX farmakokinetika és toxicitas

a, Bebizonyitottuk, hogy intenziv hidralassal ¢€s alkalizadlassal a HD-MTX kezelések
vesetoxicitasa csokkenthetd OSC-ban €s hematoldgiai malignitdsokban egyarant.

b/1, ALL-ben az 5 g/m? MTX dézisokkal 1ényegesen magasabb szérum MTX szinteket
lehetett elérni mint 2 g/m2 adagnal és nagyobb aranyban lehet elérni az optimalisnak gondolt
gyogyszerszinteket, valamivel tobb toxicitds mellett. Szintén ALL-ben a 14 év feletti
korosztalyban magasabb MTX szinteket és tobb elhuzoddo MTX f{iriilést mutattunk ki.
Lanyokban (fdleg 2 g/m2 MTX adag mellett) magasabb szérum MTX szinteket mértiink, mint
fiakban.

b/2, OSC-ban a nagy-rizikoju betegekben (HR) alacsonyabb MTX AUC és nagyobb MTX
clearance értékeket talaltunk. OSC-ben nem volt kiilonbség a nemek és az életkorok
viszonylataban a MTX szintekben.

b/3, A kdzponti idegrendszerbe az alkalmazott d6zistol fiiggetlen aranyban jut be a MTX (kb.
2,5-3 %), és a nagyobb gydgyszeradaggal megbizhatobban és nagyobb aranyban lehet elérni a

likvorban a citotoxikusnak (terapiasnak) vélt 1 umol/l szintet (ALL-ben).
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c/1, Kimutattuk ALL-ben, hogy a MTX dézis ugyan Gsszefliggéseket mutatott a toxicitassal
(leukopénia, hipoproteinémia, majtoxicitas), de a szérum MTX szintek nem mutattak
egyértelmli (szignifikans) Osszefiiggést a gyogyszer toxicitasaval. Ugyanakkora MTX
bomlasterméke, a 7-OH-MTX szérumszintje (gorbe alatti teriilet) korrelaciét mutat ALL-ben
a kiilonb6z0 toxicitasi (méaj, vese) paraméterekkel, igy hasznos mutatoja lehet a toxicitasnak.
c/2, OSC-ban a MTX cstcskoncentracio Osszefiiggést mutatott a szérum GPT és kreatinin
értekekkel.

d, Megallapitottuk, hogy a sorozatos MTX kezelések nem jelentenck egyértelmii fokozodo
vesz€lyt a toxicitds szempontjabol, hiszen a farmakokinetikai paraméterek és mellékhatasok
nem kiilonboztek szignifikansan az ismételt kezelések soran (ALL-ben és OSC-ben egyarant).
e, OSC-ban kimutattuk, hogy magasabb MTX szérumszintek esetén, bar nagyobb a toxicitas
kockazata, jobb a tilélés. A gorbe alatti teriilet nagysaga és a MTX clearance is 0sszefliggést

mutatott a tuléléssel.

3. Farmakogenetika
a, Az ABCC1 gén egyes polimorfizmusai szignifikans 6sszefliggést mutattak az antraciklinek
altal okozott kardiotoxicitassal ALL-ben. Els6ként irtuk le, hogy az rs246221 T allél
jelenléte esetén a betegek késoi kardiotoxicitasra vonatkozd rizikoja nagyobb (alacsonyabb
linEF értékek). Tovabba, a kemoterapias kezelés (€s a potencialis kardiotoxikus gyogyszerek)
befejezése utan az rs3743527TT genotipusu betegek pumpafunkcioja (linEF) szignifikansan
alacsonyabb volt, mint a CC és CT genotipusu betegeké. A két potencidlisan kardiotoxicitasra
hajlamosito SNP kombinalt vizsgalata esetén meghatarozhat6 volt egy olyan kis betegcsoport,
akinek a szivkarosodasra val6 hajlama a legnagyobb és a bal kamra funkcidja a
legalacsonyabb volt a kezelés végeztével a tobbi beteghez képest (rs3743527TT -
rs246221TC/TT genotipus).
b/1, ALL-es betegekben a vizsgalt membrantranszporterek (MRD1, BCRP) koziil az ABCB1
3435TT és/vagy 1236TT-2677TT-3435TT kombinaciok esetén tobb sulyos fertézés fordult
eld, tobb volt a felhasznalt antibiotikumok ardnya és az intenziv kezelés hosszabb ideig tartott.
b/2, Szignifikansan tobb stlyos enkefalopatia fordult el6 az ALL intenziv kemoterapias
kezelés alatt az ABCB1 3435 TT genotipus esetén. Ezen kiviil meghatdroztunk egy kis
betegcsoportot (ABCB1 3435TT és ABCG2 421AA/CA genotipustiak), akik rendkiviil
veszélyeztetettek idegrendszeri adverz reakciokra.
¢, Az ABCB1 3435T>C polimorfizmuson beliil a CC genotipust hordozok eseménymentes
tulélése rosszabb volt gyermekkori ALL-ben (a CT vagy TT csoportokhoz képest).
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d, A ,vad” tipushoz képest az N363S GCR polimorfizmust hordoz6 betegekben
szignifikansan tobb szteroid toxicitast (pl. maj, cukoranyagcsere és tobbszords toxicitasok),
ugyanakkor jobb szteroid valaszt talaltunk gyermekkori ALL betegekben. Ugyanakkor az
ER22/23EK ¢és a BCL1 polimorfizmusai esetén, ugyanezekkel a paraméterekkel, szignifikans
eltéréseket nem taldltunk.

e, Az N363S GCR polimorfizmust hordozé betegekben szignifikansan jobb altalanos és
eseménymentes tulélést talaltunk a vad tipust hordozokhoz képest szintén gyermekkori ALL-
ben. A masik 2 GCR polimorfizmus és a talélés kozott nem volt szignifikans Gsszefliggés.

f/1, Els6ként igazoltuk, hogy az ARID5B gén egyes polimorfizmusai (rs4948502, rs4948496)
Osszefiiggést mutatnak a szérum MTX és 7-OH-MTX szintekkel gyermekkori ALL-ben.

f/2, Az SLCO1B1 rs4149056 polimorfizmusa szerepet jatszhat a MTX {riilésében és
szignifikansan befolyasolni képes a szérum MTX szinteket (szintén ALL-ben).

/3, A MTX Kkezelések utan megfigyelheté kiilonb6z6 toxicitasokkal (maj, vese, csontveld,
hipoproteinémia) Osszefiiggésben, uj, eddig kevésbé vizsgalt SNP-k lehetséges szerepét
tartuk fel, az SLC19A1 (rs7499), az SLC22A8 (rs4149183), az MTR (rs3768142), a MTHFD1
(rs1076991) és az ARID5B (rs4948487) gének esetén ALL-ben.

g/1l, OSC-ban a GGH -401 C>T polimorfizmusa Osszefiiggést mutatott a szérum MTX
szintekkel és a hepatotoxicitassal. A GGH -401TT genotipus esetén a MTX Kkiiirtilése
gyorsabb ¢és a mellékhatasok eléforduldsa ritkabb.

g/2, Szintén OSC-ban az SLC19A1 80AA genotipusu betegcsoportban a stilyos majkarosodas
eléfordulasa gyakoribb volt, és ez az dsszefliggés még kifejezettebb azon betegekben, akikben
nincs jelen a GGH -401TT genotipus.

g/3, Tobbféle statisztikai modszert, koztiikk Bayes-i elemzést hasznalva, vizsgaltuk 12 gén 29
relevans polimorfizmusdt szintén OSC-ban. A nemzetk6zi irodalomban elsdként
Osszefiiggéseket talaltunk a MTX farmakokinetikai paraméterei, valamint a kovetkezd
SNP-k kozott: ABCB1 rs928256, ABCC3 rs4793665, GGH rs3758149, SXR rs3814058. A
ritka allél varansok befolyasoltdk a MTX AUC-t ill. csticskoncentraciot (altalaban magasabb
szérumszintekkel voltak kapcsolhatok). A vizsgalt maj- és csontveldi toxicitas bizonyos SNP-
k mellett kifejezettebb volt (ABCC1 rs246219, ABCC2 rs717620, ABCC2 rs2273697), mig
mas SNP-knél kisebb mértéka volt (SXR rs3732361, rs3814058, rs6785049) a ,,vad” allélt
hordozdkhoz képest.
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IX. Koszonetnyilvanitas

Koszonettel tartozom mindenek el6tt Dr. Schuler Dezsd, Dr. Fekete Gyorgy és Dr Szabd
Andras Professzor Uraknak, akik elinditottak és végigvezettek szakmai palyafutasomon, és
mindvégig tamogattak ¢és szakmai tandcsokkal lattak el.

Nefrologusként és kicsit endokrinologusként indult szakmai palyafutasomon végig segitett
Dr. Sélyom Janos és dr. Rosivall Laszlo Professzor Ur, akik profilvaltasom utan is
tiszteletbeli mentoromként segitették munkamat.

Kiilon nagy-nagy koszonet illeti a Genetikai Intézet vezetd munkatarsait, Dr. Falus Andras
Akadémikus Urat, Dr. Szalai Csaba Professzor Urat és Félné Dr. Semsei Agnest, akik klinikus
létemre bevezettek a genetikai vizsgalatok rejtelmeibe és a labormunkék nagy részét végezték
ill. irdnyitottak.

Tudomanyos tevékenységemet, az akkor még Bioldgiai Intézet dolgozdjaként, Dr. Csaba
Gybrgy Professzor Ur, Dr. Bertok Lorant és Dr. Nagy Zsuzsa inditotta el, 8k szerettették meg

velem a tudomadnyos munkat, kiilon koszonet ezért is.

Kiilon halaval és végtelen tisztelettel tartozom elsd kozvetlen hematologiai fonokomnek, Dr.
Koos Rozélia, egyetemi docensnek, aki megtanitott a szakma minden csinjara-binjara és a

szakma szeretetére.

Ez a munka nem johetett volna létre kozvetlen munkatarsaim segitséges nélkiil: Dr. Erdélyi
Daniel a tudoményos munkédmhoz is végig hozzajarult, ill. a klinikai feladatok ellatasaban is
segitett. Tovabbi oszlopos munkatarsaim Dr. Csdka Monika, egyetemi docens és Dr. Miiller
Judit, egyetemi adjunktus, akik mindennapi tevékenységemben maximalisan timogattak €s
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