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I. ROVIDITESEK JEGYZEKE

11 - 11-béta-hidroxi-szteroid- HW Hardy Weinberg
HSD dehidrogenézl

6-MP  6-mercaptopurine IFO ifoszfamid

6-TG  6-thioguanine IGF insuline-like growth factor

ABC ATP-binding-casette IR intermediate risk

ACTH corticotrop-hormone L-asp L-aszparaginaz

ALL akut limfoblasztos leukémia LBD ligandkoté szakasz

ARA-C citozin-arabinozid LDL low density lipoprotein

ASA-  allél specifikus-PCR MAPK  mitogén-aktivalt protein-kinaz
PCR

ATA  American Thyroid Association MC-R  melanocortin-receptor

ATP adenozin-trifoszfat mesna  2-mercapto-ethan-szulfonat
BFM Berlin-Frankfurt-Miinster MRD minimal residual disease

BMI body mass-index MTHFR metilén-tetrahidro-folat reduktaz
CAA kloro-acetaldehid MTX methotrexat

CAD coronary artery disease NTD N-terminalis transzaktivacioés domén
CAH  congenital adrenal hyperplasia OR Odds ratio

cAMP  ciklikus adenozin-monofoszfat oS overall survival

CBP kortikoszteroidot kotd fehérje PCR polimerase chain reaction

Cl konfidencia intervallum PI3K foszfatadil-inozitol-3-kinaz
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CLL kronikus limfocitas leukémia pm polimorfizmus

CRH  corticotropin-releasing-hormone POMC pro-opiomelanocortin

DBD DNS-kot6 szakasz PTSD  poszttraumatikus stressz betegség
DHFR dihidro-folat-reduktaz RA rheumatodi arthritis
DRZ dexrazoxane RFLP  restriction fragment length

polymorphism

dTMP  dezoxi-timidin-monofoszfat SAM S-adenozil-methionin
d-UMP dezoxi-uracil-monofoszfat SCN nucleus suprachiasmaticus
EFS event free survival Sebi szérum bilirubin
GC gliikokortikoid SMN szekunder malignitas
GOT  glutamét-oxalacetat-transzaminaz ~ SNP single nucleotide polymorphism
GPT glutamat-piruvat transzaminaz SR standard risk
GR glukokortikoid receptor Src- szarkéma-kinaz
kinaz

GRE glikokortikoidra vélaszol6 elem TGN thioguanin tipusu nukleotidok
HDL high density lipoprotein THF tetra-hidro-folat

HPA-  hipotalamusz-hipofizis- TPMT thiopurine-S-methytransferase

tengely mellékvesekéreg-tengely
HR high risk TS timidilat-szintaz

hsp hésokk fehére VCR vincristine
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Il. BEVEZETES

11.1. A gyermekkori akut limfoid leukémia (ALL)

11.1.1. A gyermekkori ALL incideciaja

Az ALL nemzetkdzi viszonylatokban is a leggyakoribb gyermekkori malignus
megbetegedés (1). Az osszes gyerekkorban el6forduld rosszindulati malignitds kb.
negyedét teszi ki. Hazankban 100 ezer gyermekre kb. 30-35 eset jut ALL (2). A
betegség el6fordulasa életkoronként valtozik. Az elsé és legnagyobb csucsat az 1-6 éves
korosztalyban eéri el, majd a 10-16 évesek korében tet6zik ismét egy kevéssé kedvezd

prognozissal (3).

11.1.2. Az ALL Kkialakulasiban esetlegesen szerepet jatszo genetikai tényezok,
polimorfizmusok

Az irodalomban szamos tényezO, kornyezeti hatds, vagy genetikai megbetegedés
jelenleg is vita targyat képezi, mint lehetséges oki tényezok az ALL kialakulasaban.
Ilyenek tobbek kozt a magzati életben diagnosztikus céllal alkalmazott rtg-sugarzas (4),
a terhesség alatt elszenvedett elektromagneses sugarzas, vagy az atlagosnal nagyobb
szuletéskori teststuly (5). Az adatok azonban igen ellentmondasosak, egyértelmii
bizonyitast még nem nyert egyik tényez6 sem.

Ismeriink azonban olyan genetikai (pl.: Down-szindroma), illetve velesziiletett
immundeficiencia szindréomakat (Wiskott-Aldrich szindréma, ataxia teleangiectasia),
melyek bizonyitottan hajlamosithatnak az ALL kialakulasara (6).

Vannak azonban olyan genetikai eltérések, génpolimorfizmusok is, melyek esetében
épphogy ugy tlinik, hogy a fenti faktorokkal ellentétben az ALL kialakulasénak esélye
csokken. Ezen polimorfizmusok egy része a folat-ciklusban fontos szerepet jatszo
enzimek génjeiben jonnek létre. llyenek polimorfizmus példaul a metilén-tetrahidro-
folat-reduktaz gén (MTHFR) 2 polimorfizmusa, az MTHFR 677C>T és a MTHFR
1298A>C (7;8), valamint a hidroxy-metil-transzferdz (SHMT1) génjének 1420T és a

timidilat szintaz gén (TS) 3R variansa (9).
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Mas polimorfizmusok ugyanakkor hajlamositanak a gyermekkori ALL kialakuléséara.
llyenek polimorfizmusok példaul az ARID5B, IKZF1, CEBPE, és CDKN2A

polimorfizmusok (10).

11.1.3. A gyermekkori ALL talélési adatai

A gyermekkori akut limfoid leukémia tulélése hala az Uj kemoterapias protokolloknak,
a nemzetkozi nagy randomizalt multicentrikus vizsgalatoknak, illetve a folyamatosan
fejlodé szupportiv terapias lehetéségeknek, mara mar 80% felett van (11) (1.4bra). A
talélés jellemzéseére az un. overal survival rate-et (OS), illetve az event-free survival
rate-et szoktuk megadni altalaban 5 évre. Ennek értelmében az 5 éves OS a diagnozistol
kezdve eltelet 5 évet jelenti, mely alatt pusztan csak azt adjuk meg, hogy a betegek
élnek-e még vagy sem. Ezzel szemben az 5 éves EFS azt is megmutatja, hogy a
betegeknek ezen idGszak alatt volt-e esetleg relapszusa (12).

Az 1 év alattiak korében az ALL gyogyulasi esélyei igen rosszak, az 5 éves EFS pusztan
30-45% kozott mozog (13;14). A csecsemOkori ALL kezelési sémaja ennek
megfeleléen el is tér a késdbbi korosztaly kemoterapias protokolljaitol, attdl joval
intenzivebb (13).
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1. abra.: a gyermekkori ALL tulélési adatainak javulasa.
Teljes tulélés (0OS) feltiintetve. SEER Cancer Statistics Review.
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11.1.4. A gyermekkori ALL diagnosztikdjanak alapjai

A vérlemezkék illetve a vordsvértestek eldalakjait a limfobalsztok kontrollalatlan
osztdédasuk folytdn a csontvel6bol kiszoritjak. A periférian ezert a legtdobbszor
thrombocytopénia és anémia mutatkozik. Az ALL bevezeté tiinetei lehetnek igy az
elh(z6do, antibiotikumra nem reagéalo lazas &llapotok, a thrombocytopénia okozta
bevérzések, az anémia okozta faradtsag, tachycardia, nyirokcsomé megnagyobbodas,
hepatosplenomegalia stb. lehetnek. A fehérvérsejtszdm az emelkedettél az igen
alacsonyig barmilyen lehet. A diagnozishoz a periférids vérkenet mindségi és
mennyiségi elemzése, valamint a csontvel6 vizsgalat elengedhetetlen. A csontvel6bol
aspiracios és biopszias mintavétel torténik, melyeket ma mar nemcsak morfoldgiailag és
immunfenotipus szerint, hanem az emelkedé jelentéségd és prognosztikailag

meghataroz6 molekularis genetikai szempontok alapjan is elemziink (15).

11.1.5. Rizikobesorolas, fontos prognosztikai tényezok

Az ALL terapiaja nemzetkozi protokollok alapjan zajlik. A nemzetkdzi protokollok
részletes kritériumrendszert allitanak fel a diagnozis, a rizikd besorolas, a kezelés, a
szupportiv terapia, illetve a betegség kovetése szempontjabdl. A kezelés alapja a
kombinalt kemoterapia. Koponyabesugarzas a magas rizikoji betegeknél (lasd késobb),
illetve a kozponti idegrendszeri érintettséggel rendelkezoknél jon csak szoba.
tartozas, illetve recidiva esetén jon csak szoba az Gssejt atiiltetés. Magyarorszagon
jelenleg az ALL 1C-2009-es protokoll hasznélatos, de a vizsgalt betegeink még az ALL
BFM 90/95-6s protokollal kezel6dtek. A két protokoll kozott Gsszességeben véve
Iényegi kulonbség nincs, a PhD dolgozat szempontjabol donté glitkokortikoid dozisok,
és kezelési id6tartamok pedig teljesen megegyeznek.

Az elmult évtizedekben vilagossa valt, hogy egyes ALL-es gyermekek intenzivebb
kemoterapiaban részesiltek, mint amennyi gydgyuladsukhoz szikséges lett volna,

ugyanakkor méasok alacsonyabb citosztatikus dozisokat kaptak, pedig prognozisuk
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rosszabb lett volna. Ezekbdl a megfigyelésekbdl sziiletett meg az az elv, mely a
gyermekeket rizikdbecslés alapjan osztja kiilonb6z6é csoportokba.

A riziké-besorolasnal a legfontosabb tényezok: kezdeti fehérvérsejtszam, az életkor, a
daganatos sejtekre jellemz6 genetikai eltérések, a korai kemoterapiara adott valasz (8.
napi predinsolon valasz) és az un. minimalis reziduélis betegseg (MRD). Ezek szerint a
szempontok szerint a betegeket: alacsony (standrad risk: SR), kdzepes (intermediate
risk: IR) és magas rizikoju (high risk: HR) csoportokba osztjuk (16).

Bizonyos kromoszoma eltéréseknek mar 6nmagukban is pronosztikai jelentdségiik
vannak (17). llyen példaul a kedvezé korjoslatot jelenté hyperdiploiditas (18), vagy a
kromoszéma transzlokéaciok kozil a t(12;21) ETV6-RUNXI, valamint a t(1;19) (19).
HR csoportba keriilnek viszont azok a betegek, akiknek t(9;22) (Philadelphia
kromoszoma) BCR/ABL, vagy t(4;11) transzlokacioik, vagy MLL-génatrendez6déseik
vannak. Szintén HR-betegséget jelent minden mas tényez6t6l fiiggetleniil, ha a
leukémids sejtjeik hipodiploidak, azaz sejtenként kevesebb, mint 44 kromoszoma
talalhato (20).

Tovébbi kritérium az Un. minimalis rezidualis betegségen (MRD) alapul6 besorolas,
valamint a 8. napi prednisolon valasz értékelése, melyeknek a kérjéslat szempontjabol
kiemelt jelent6ségiik van (21). Az MRD vizsgalat soran a mar kezelt betegektol vett 15.,
illetve 33. napi csontvel6i aspiratumban flow-citometriai mddszerrel megvizsgaljuk,
hogy mennyi rezidudlis blaszt maradt meg. Ezen eredmény alapjan a betegek enyhébb

rizikbcsoportba mar nem, csak magasabba kertlhetnek.

A 8. napi prednisolon vélasz az egyik legfontosabb koérjoslo tényezé a terapia
eredményessége szempontjabdl. A betegek rendelkezhetnek jo (1 G/l alatti blaszt szam)
vagy rossz (1 G/l feletti blaszt szam) prednisolon valasszal. Ezt a vizsgalatot periférias
vérbol végezzilk a kemoterdpia 8. napjan. A terapia ezen napjaig a betegek 1
intrathecalis (ith) methotrexate-on (MTX) kivul csak prednisolon terapiaban reszesiilnek
(22).

I1.2. A gyermekkori ALL terapiaja soran eléforduld leggyakoribb toxicitasok

10
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PhD munkam els6ésorban a gyermekkori ALL terapiaja soran fellépd toxicitasokra
fokuszal. Mar emlitésre keriilt, milyen nagyszeri sikereket értiink el az elmult
évtizedekben az ALL tulélése tekintetében. A beteg gyermekek, szuleik és az
egészsegugyi dolgozok szaméara azonban tavol sem mindegy az, hogy a taléléshez
vezetd ut mennyire rogos. Az életmindség javitasa a terapia alatt a kovetkezd 1épcs6d
kell, hogy legyen egy olyan malignus betegség kapcsan, ami mar 80% feletti talélési

aranyokat mutat.

A kemoterapianak szdmos akut és kronikus mellékhatasai van. A cél egyrészt, az akut

toxicitas kivédése és kezelése, masrészt a késoi karositd hatdsok megeldzése.

11.2.1. A kiilonb6z06 szervrendszereket érinto toxicitasok

11.2.2. Nephrotoxicitas

A gydgyszerek tobbsége a vesén keresztiil metabolizalddik, iiriil ki a szervezetbdl. Akut
GFR csokkenes és tubularis kérosodas az esetek 25-30%-aban fordul elé. Kronikus
GFR csokkenéssel a betegek 5 %-aban, tartos tubularis karosodassal az esetek kb. 25%-
aban kell szamolnunk (23).

A methotrexate (MTX), ami egy kulcsfontossagu citosztatikum az ALL kezelésében,
nagy dozisban alkalmazva (tébb grammos adagban) szintén vesekarositd lehet. Akut
tubularis karosodast okozhat oly mddon, hogy kicsapodik a tubulusokban és elzarja
azokat (24). Proteinuria megjelenése szintén el6fordul a kezelt gyermekek kb. 25-30 %-
aban. Ugyanakkor a MTX kronikus proteinuriahoz és tubulopathiahoz is vezethet, ami
maradandd karosodds képében az estek kb. 55%-dban mutatkozik. A MTX
toxicitasanak kivédésében itt is szerepet kap a hidralas, a vizelet lugositasa, valamintt a
Ca-folinat adasa, amely - lévén egy teljesen redukalt folsav - felfliggeszti a MTX

hatasat.

11



DOI:10.14753/SE.2017.2259

Szintén vesekarosito vegyulet az ifosfamid (IFO), mely az ALL-es betegek egy
részéndl szintén alkalmazésra kerll. Toxikus metabolitja a (kloroacetaldehid, CAA),
ddzis-dependens modon jelentés tubularis karosodashoz vezethet, kiilondsen akkor, ha
vele egy idoben egyéb potencidlisan nefrotoxikus gyogyszert is alkalmazunk.
Hajlamosito tényezének szamit a fiatalabb életkor, a nagy Osszdozisok alkalmazésa,
illetve az antioxidans védelemben szerepet jatsz6 glutation alacsony intracelluléris
szintje (25). A CAA egy oxidativ stresszt okozd vegyulet, mely a vesében reperfuzios
szindroma kialakulasat idézheti el6 az IFO-kezelés soran. Toxicitdsa in vitro jol

kivédheté mesnéval (2-mercapto-ethan-szulfonat) és amifostinnal (26).

11.2.3. Hepatotoxicitas

A citosztatikumok metabolizacidjdban a maj kdzponti szerepet jatszik, igy az akut
majkarosodas igen gyakran fellépd probléma a kezelések alatt. A citosztatikumok kozl
késdi karosodassal foleg a cytosin-arabinozid (ARA-C), a 6-mercaptopurin (6-MP)
(27) és a MTX (28) esetében kell szdmolni. Ezen szerek majsejtnekrézist, majfunkcios
enzimemelkedést (GPT, GOT, ritkdbban gamma-GT), fibrozist és cirrdzist okozhatnak.
Az egyszeri - akdr még nagy adagu- szerek majkarositd hatdsa altaldban reverzibilis.
Ezzel szemben a hdnapokon, esetleg éveken at adagolt - akar kis dézisban -
citosztatikus kezelések kronikus majléziot eredményezhetnek. Az el6fordulasi
gyakorisag - tartés adagolas esetén - 15-30% (23).

Ezen toxikus hatds kivedése érdekében tobb szerrel is probalkoznak. llyen példaul a
silibinin, ami enyhébb tumor ellenes hatasa mellett, kiemelkedd szerepet tolt be az anti-
oxidans védelemben. A legUjabb kutatdsok azt bizonyitjak, hogy oxidalt
szarmazékanak, a 2,3-dehydrosilybinnek hatasai még kedvezébbek a majsejtnekrozis
megakadalyozéasaban, mert mar kisebb dozisban is gatolja a terapia soran keletkez6
hidrogénperoxid és galakt6z-amin ilyen karos hatasait (29). Az N-acetil-cisztein
szamos klinikai vizsgalat szerint szintén jo fegyvernek bizonyult a MTX okozta
oxidativ hepatotoxicitas kivédeseben (30).

A majkarosodas kialakulasaban szintén oki tényez6k lehetnek a gravis anémias

epizodok miatt alkalmazott transzfaziok. A gyakori vératomlesztések vasterhelést

12



DOI:10.14753/SE.2017.2259

okozhatnak. A vas felhalmozédik a RES-ben, igy a majban is, és ezzel
lipidperoxidaciot, hemochromatosist, majsejtnecrosist és cirrhosist okozhat. A vas

eltavolitdsara vaskotd kelatokat alkalmaznak, melyek a vérben levd szabad vasat

megkotik (31).

11.2.4. Gastrointestinalis rendszer

Az akut karosodasok a gyorsan osztodd hamsejtek, nyalkahartyasejtek pusztulasa miatt
jonnek létre: hanyinger, hanyas, mucositisek (32). Ezek gyakoriak, de gyakorlatilag mar
a kezelések alatt nagyobb részt rendezhetéek 5-TH3-antagonistakkal (pl.: ondansetron)
és/vagy motilitas fokozokkal (methoclopramid, domperidon) (33).

Ennél nagyobb kihivast jelenthet a kronikus felszivodasi zavar, ill. a kronikus enteritis,
melyek foleg antraciklin és nagy doézisu cytozinarabinozid kezelés utan Iéphetnek fel az
esetek 20-30%-aban (23).

11.2.5. Myelotoxicitas

A csontvelé miikodését, ill. az immunkompetens sejtek kérositasat akutan szinte
valamennyi kemoterapias szer el6idézi (34-36). Az intenziv kemoterapias- és a nagy
ddzist sugarkezelések tartosan is karositjak az immunrendszert. A restitlcié altalaban
kb. egy évvel a terapia befejezése utan mar megfelel. Leukémias betegeknél késobb,
szolid tumoros betegekben altalaban korabban rendezddik az immunrendszer mikodése.
Csontvel§-atultetés utan viszont a védekezdérendszer teljes helyreallasdhoz tobb évre (4-

5) van sziikség.

11.2.6. Idegrendszer

A gyermekkori leukémiak kezelése sordn adott MTX neurotoxicitidsa igen széles

spektrumot dlel fel az aszimptomas esetektdl egészen a stilyos demyelinizacioig (37).
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ALL-terdpia folyaméan cytarabin- és polietilén-glikol-aszparagindz kezelés
mellékhatdsaiként leirtak magatartsvaltozast, aphasiat, incontinenciat, vizualis

hallucinaciokat, melyek az emlitett két szer elhagyasa utan megszlintek (38).

11.2.7. Kardiotoxicitas

Mivel ez gyakorlatilag az anthracyclinekhez kothetd csak, ezért a doxorubicin és

daunorubicin okozta toxicitasok alatt kerdl targyalasra.

11.2.8. Endokrin rendszert érinto toxicitasok

11.2.8.1. NOvekedés és a csontrendszer

Koponya- és gerincveld besugarzas utan - dozisfiiggd modon — kell szd&molnunk
novekedési zavarral, mely igy els6sorban a HR betegeket érinti (39). Ritkan (a betegek
néhany szazaléka) még novekedési hormon (GH) szubsztituciora is sziikség lehet (40).
A gyermekkori ALL terapidja kapcsan elsdsorban a gliikkokortikoidok és/vagy a
besugarzasok kovetkeztében, de akar a 6-mercaptopurin vagy methotrexate hatasakent
osteopénia alakulhat ki (41). A csontanyagcsere szempontjabdl legfontosabb hatassal a
glukokortikoidok birnak. Az ALL BFM 90/95-0s protokollban a protokoll | fazis 1,
illetve a protokoll 1l fazis 2-ben alkalmazunk nagy dézisban szteroidot: prednisolon
60mg/m2/nap, illetve dexamethason 10mg/m2/nap. Leggyakoribb mellékhatasként
aszeptikus csontnekrdzis, illetve osteoporisis alakulhat ki. Az aszeptikus csontnekrézis
leginkabb indukcid alatt Iép fel (42), azonban az életmindséget csokkentd hatasa évekig
is fennéllhat. A legtdbb esetben a csontot érintd elvaltozasok reversibilisek és id6vel
javulnak. Hasi besugarzés utén scoliosisra lehet szamitani (nagy dézisnal akér 60%-ban)
(23).
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11.2.8.3. Pajzsmirigy

Pajzsmirigy karosodas gyakorlatilag csak sugarkezelés (HR betegek, illetve kdzponti
idegrendszeri érintettség) utan fordul eld. Onmagaban a kemoterapia gyakorlatilag ilyen
jellegli problémat nem okoz (43).

Kemoterapia hatdsara csak igen ritkan, mintegy 1%-ban jelentkezik a pajzsmirigy
funkcibézavara.

Szémolnunk kell még a pajzsmirigy adenomak és gobok kialakulasaval, melyek a

betegek 8- 20%-at érintik, azonban kezelést csak ritkan igényelnek (44).

11.2.8.4. Reproduktiv funkciok

Igen fontos kései toxicitds. Termékenységi zavarokkal hasi sugarkezelés és alkilalo

szerek (cyclophosphamid, procarbazin) fokozott alkalmazésa esetén kell szamolni (45).

11.2.10. Szekunder malignitasok (SMN)

A gyermekkori ALL ugyan 80% feletti sikerrataval rendelkezik, azonban a gyogyulést
jelenté hajdani kemoterapianak egy késébb kialakuld malignitas is lehet ara. Korabban
az egykori citosztatikus kezelés kovetkeztében kialakult mésodlagos daganatok
eléfordulasi aranyat 1-10% kozé becstlték. Ennek a nagy eltérésnek az okait a
kiilonbo6z6 kezelési stratégiakban, a nem megfelelé6 nyomon kdvetésben, tovabba abban
kell keresnunk, hogy az SMN-ek eredetét sok esetben nem ismerték fel (46). A
masodlagos daganatok igen sok félék lehetnek. Az SMN-ek sok esetben dsszefliggést
mutatnak az eredeti ALL altipussal (47). A szekunder malignitdsok egyes tipusai
kapcsolatban allnak bizonyos genetikai eltérésekkel, melyek olyan géneket érintenek,
amik a citosztatikumok metabolizmusaban fontos szerepet jatszo enzimeket kodolnak
(48).

A masodlagos daganatok megjelenési idejik szerint szintén kilonbdznek egymastol
(2.4bra). A hematologiai malignitdsok példaul viszonylag hamar jelentkeznek (kb.

3éven beliil), mig a karcinomak vagy meningedmak viszonylag késébb (kb. 16 év) (49).
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Az SMN-ek tulélésiuket tekintve is jocskan kilénboznek. Mig a nem meningedma
eredetii agytumoroknak igen rossz a progndzisuk (kb. 26%-0s 5 éves tulélés), addig a
masodlagos agyhartya daganatok, a Hodgkin-limféma, a pajzsmirigy karcindma, a bazal

sejtes karcinOma, és a parotisz-karcinoma 5 éves tuléléese meghaladja a 90%-ot is (49).
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Az ALL diagndzisa és a 4 leggyakoribb SMN-ek diagnézisa kozott elteltidétartam Kaplan-
Mayer gorbén.
Schmiegelow K. et al. J Clin Oncol. 2013
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11.3. A gyermekkori ALL terapiaja soran alkalmazott citosztatikumok

kapcsan fellépo leggyakoribb toxicitasok

11.3.1. Aszparaginaz okozta toxicitasok

Ve

melynek szdmos mellékhatasa ismert. Minden sejtnek, igy a leukémias sejteknek is
szlikséguk van aszparaginra névekedésikhdz. Mivel ezeknek a sejteknek azonban csak
nagyon Kkeves aszparagin-szintdz enzimilk van, mely a létfontossagu aszparagint
clodllitand, ezért a sejtek kénytelenck azt kivilrél felvenni. Az L-aszapargindz a
szérumban talalhaté aszparagint elhasitja, ezzel akadalyozva a tumorsejteket abban,
hogy azt felvegyék. Az L-aszparaginazt elballitathatjuk E colival, mely nagyon
hatékony, azonban igen magas a toxicitasi rataja (50). A leggyakoribb sz6v6dmény a
készitményre jelentkezd, akar életveszélyes allergias reakcid, mely a betegek 20-40%-
aban 1ép fel (51). Ebben az esetben egy kémiailag modositott szerkezetii aszparaginazra
kell valtani, mely Magyarorszagon els6 kdrben annak pegilalt szarmazékat jelenti, az L-
PEG-aszparaginazt. Az L-PEG-aszparagindz allergizal6 hatdsa mar kisebb, azonban
keresztreakcid miatt sajnos ez is eléfordulhat. Ilyen esetben a crisantaspase adando,
mely szerkezetébol adodoan nem keresztreagal az el6z6 2 készitmény egyikével sem
(52).

Az aszparaginaz tovabbi két stlyos mellékhatdsa a pancreatitis (18%) és a thrombotikus
epizddok (5%) (53).

11.3.2. Vincristine (VCR)

Novényi alkaloida, mely a sejtek tubulus-rendszerét (54), igy a sejtosztodast és a
transzport folyamatokat gatolja. Transzport folyamatok a hosszd neuroaxonokon
keresztill folyamatosan zajlanak. Nem véletlen tehat, hogy a kemoterdpia alatt
alkalmazott vincalkaloidak idézik el6 leggyakrabban a periférias neuropétiat. Ez a
toxicitas tunetileg fajdalmas eérzészavarokban, hosszfiiggd fajdalomérzet, hdmérséklet,

propriocepcid vesztésben, valamint a mély inreflexek gyengulésében, egyensuly-,
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koordinacios zavarokban, valamint disztalis izomgyengeségben nyilvanul meg (55).
Bizonyos gyerekeknél az ALL terdpidja kapcsan alkalmazott vincristin abbahagyasa
utdn még hdnapokkal, so6t évekkel késObb is tapasztalhatdak neuropatiara utald
mellékhatasok (56).

11.3.3. Methotrexate (MTX)

A MTX a gyermekkori ALL egyik alapvet6 szere, melyet nemcsak vénésan, hanem a
kdzponti idegrendszer érintettségének megléte vagy annak megel6zéseként
intratekalisan is alkalmazunk (57). Az MTX legismertebb mellékhatasai kdzé tartoznak
a mucositisek, a myelosuppresszid, az akut, a kései neurotoxicitas, valamint a

hepatotoxicitas és a nefrotoxicitas (58).

Szamos kutatds vizsgéalja azoknak az enzim-géneknek, illetve transzportfehérje
géneknek a polimorfizmusait, melyek a MTX felvételében, metabolizmuséaban, és
urtlésében fontos szerepet jatszanak (59-69). Ezek megértéséhez azonban bele kell

Kicsit tekintenlink a MTX szervezeten beltli Gtjaba (3.4bra).

A MTX hatésat tekintve egy folat analdg, mely kompetitiv modon képes gatolni a
dihidrofolat-reductaz (DHFR) enzimet (59), melynek kovetkeztében a dihidrofolatbol
(DHF) nem tud tetrahidrofolat (THF) keletkezni. Ez pedig azért vezet citotoxicitashoz,
mert a THF-bol keletkez6 szarmazékok alapvet6ek a timidin (timidilat-szintaz végzi) és
a purin alapu nukleotid bazisok keletkezeéséhez kellenének. Ezen bazisok hianyaban
nem tud épllni a sejtek DNS-e, igy az érintett sejt elpusztul. A DNS-be beéplilésre
keriilhet6 dezoxi-timidin-monofoszfat (dTMP) kialakulasadhoz a timidilat-szintaz (TS)
szlikséges, mig a purin nukleotidok keletkezéséhez elengedhetetlen a metilén-
tetrahidrofolat-reduktaz enzim (MTHFR1). A MTX poliglutaméalt formaja (melyet a
folil-polilglutaméat-szintaz végez) kozvetlendl is gatolja a TS-t. A MTX ezen kivil
érinti a sejt homocisztein szintjét szabalyzd S-adenozil-methionin (SAM)-ciklusét is,
melynek eredményeként a sejt szamara fontos methionin keletkezik. A ciklushoz
azonban a DHFR Altal biztositott 5,10-metilén-THF-bAl a metilén-tetrahidrofolat
reduktaz enzim altal keletkez6 5-metil-THF kell. Mivel azonban a DHFR-t a MTX
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gatolja, igy a ciklus is gatolt lesz. A MTX poliglutaméalt formaja a fentieken Kivil
gatolja még a formil transzferdzokat (AICART és GART) is, melyek a purin
nukleotidok de novo szintéziséhez elengedhetetlenek (60). A poliglutamalt MTX
tovabb marad a sejtben mint maga a MTX. Lebontasa a gamma-glutamil-hidrolaz nevii

enzim segitségével torténik meg (61).

A MTX metabolizmusaval kapcsolatos génpolimorfizmusok

A MTX a redukalt folat karrieren (SLC 19A1) keresztil szivodik fel. Ebben a
folyamatban még az un. proton-coupled-folat transzporter szerepe is szerepet jatszik
(SLC46A1) (62). A MTX biohasznosulasat gatoljak egyes ABC transzporterek is
(multidrug rezisztencia proteinek), melyek egy része a bélb6lhdmsejtekbdl pumpaljak
vissza a MTX-ot a bél lumenébe, mig masok a daganatos sejtekbdl juttatjak vissza azt a

szérumba. A MTX igy gyakorlatilag be sem tud kerilni a sejtbe (63).

Az MTHFR polimorfizmusa kozil a leggyakrabban kutatott a C677T. Ezen
polimorfizmus megléte csokkenti az MTHFR mikodését. Ha mind az anyai, mind az
apai allélon ez a genetikai eltérés talalhaté meg (TT), akkor az irodalom arrél szamol
be, hogy a protokoll altal eléirt mennyiségii MTX-tal torténé kezelés mellett rendkiviil
nagy mertékben fokozodik a MTX toxicitasa a csokkent funkciojd MTHFR miatt. A
fentiek értelmében felmerilhet a polimorfizmusnak a vizsgalata az ALL terapia elétt,

majd ennek alapjan pedig egy esetleges ddziscsokkentés (64).

Az egyes polimorfizmusok interakcioit is vizsgaltdk (65). Az MTHFR gén masik
nagyon gyakran kutatott polimorfizmusa az A1298C. Amennyiben a betegek C677-
C1298 allél kombinaciokkal rendelkeznek, Ugy jobb terdpias valaszra lehetett szamitani,
mig 667T-A1298 kombinacid esetén pedig a toxicitasok mértéke ismét csak novekszik
(65).

A timidilat szintaz a glutamalt MTX egyik célpontja. Az enzim feladata, hogy a dezoxi-
uracilbol a DNS-be beépilésre alkalmas dezoxi-timidint gyartson. Amikor ezt a
poliglutamalt MTX gatolja, akkor a dUMP-b6l nem keletkezik dTMP, igy uracil alapl
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bazisok (dUTP) éplilnek be a DNS-be, melyek kromoszéma instabilitast, azon keresztiil
pedig apoptozist idéznek el6 (66). A TS génjének at nem ir6do 5°-UTR régidjaban van
egy ismétlod6 tandem szakasz, mely egy enhancer régionak felel meg, ami olyan
elemeket tartalmaz, ahova a transzkripciot serkent6 faktorok tudnak bekotddni, ezzel
pedig az expressziot tudjak serkenteni (67). Minél nagyobb ismétlédési szamban van
tehat jelen ez a tandem szekvencia, annal fokozottabb lesz a TS mRNS-ének az
expresszidja, vagyis a TS mennyisége a sejtben (68). Az ismétlodés lehet 2-szeres vagy
3-szoros. Egy kanadai tanulméany azt igazolta, hogy a 3R/3R homozigota ALL-es
gyerekeknél a tulélési ardnyok szignifikansan alacsonyabbak voltak (69).

Methionine
54rnelhyI»THF€> i
MRP -
Homocysteine
MTX _5\\—> DHFR MTHFR
RFC1 '—\
10- rncthylone THF
m MTHFD1
TS
l\ilX((.a'u)n dTMP <€—— dUMP 10-formyl-THF
Purines @
\ GART. AICART
,_/.Sé\/
AICART é& GART: formil-transzferazok MTHFDI: S 10-metenilén-
DHF: dihidrofolat tetrahidrofolat-dehidrogenaz
DHFR: dihidrofolate reduktaz MTHFR: S 10-metilén-tetrahidrofolat-
dTMP: dezoxi-timidin-monofoszfat reduktaz
dUMP: dezoxi-uracil-monofoszfat MTX: methotrexat
FPrGs: folil-poliglutamat-szintaz MTX(Glu)n:MTX poliglutamilalt formaja
GG gamma-glatamil-hidrolaz RCFI1: redukalt folat karrier
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rs: timidildt-szintaz

3. 3bra: A MTX metabolizmusa a sejtben
Krajinovic M, Moghrabi A.: Pharmacogenetics of methotrexate. Pharmacogenomics. Review.
2004;5:819-34.

11.3.4. Cyclophosphamide/ifosfamide okozta toxicitasok

Ezek a vegylletek az alkilald szerek csoportjaba tartoznak, melyek alkil csoporttal a
DNS-hez koétédnek kovalens modon. Sejtosztodas alkalmaval itt kettds torések jonnek

létre, melyek apoptézishoz vezetnek (70). A legfontosabb mellékhatasuk a
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hemorrhagias cysitis kialakuldsa, melyet a keletkez6 acrolein okoz. Megelézésként
mesna-t (2-mercaptoethane sulfonate) alkalmazunk, mely megkoéti az acroleint, igy
akadalyozva a koérfolyamat kialakulasat. A cylophosphamide tovabbi mellékhatasa a
gonadotoxicitas, mely akar medddséget is okozhat (71). A fentieken Kkivil még
gastrointestinalis problémak, sulyos nephotoxicitas, illetve a myelosuppresszio
Iéphetnek fel (72).

11.3.5. Cytosin- arabinosid toxicitsai

A cytosin-arabinosid (ARA-C) szerkezetét tekintve nagyon hasonlit deoxycitidinre,
mely a DNS egyik épitékove. A hasonlosag miatt szintén képes beépiilni a DNS-be,
azonban ezzel a DNS szintézisét gatolja, ami a leukémiés sejtek pusztulasahoz vezet
(73).

Féleg nagy ddzisban vagy intratekalisan alkalmazva (kdzponti érintettség esetén) az
ARA-C legfontosabb mellékhatdsai a sulyos myelotoxicitds és neurotoxicitas.
Gastrointestindlis mellékhatasa, mely hasmenésben, ulceraciok és mucositisek
kialakulasaban nyilvanul meg, szintén nem elhanyagolhat6. Az ARA-C toxicitasai
dozisfiiggbek (74). A cytosin-arabinozid keratitist is okozhat, melynek megelézésére

szteroidos szemcseppeket alkalmazunk (75).

11.3.6. Anthracyclinek (Daunorubicine, Doxorubicine)

Az anthracyclinek hatasukat oly médon fejtik ki, hogy beéplilnek az oszt6dd sejt DNS-
bazisai kozé. Ez a folyamat az 6rokité anyag szétdarabolodasat okozza, mely a fehérje-

szintézis megsziinését eredményezi (76).

Az anthracyclinek legfontosabb mellekhatasa a kardiotoxicitas, mely akar életveszélyes

vezetési zavarokban, illetve pangasos szivelégtelensegben nyilvanulhat meg (76).
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Kardiotoxicitas sajnos évekkel a terapia utan is Kkialakulhat, és a masodlagos
malignitadsok, illetve a relapszusok utdn ez a leggyakoribb komplikacidja a

kemoterapianak (77).

Az anthracyclinek okozta kardiotoxicitas kivédésére, megelozésére sokdig a
dexrazoxane (DRZ) nevii vegyiilet Kerllt alkalmazésra, mely az anthracyclinekbél
szarmazo szivizompusztulast el6idéz6 vasiont a kelatképzés elvén megkéti. A DRZ-r6l
a késébbiekben kiderult, hogy fokozza a méasodlagos daganatok kialakulasat (78), igy

alkalmazasat a gyermekonkolégiaban besziintették.

11.3.7.6. Mercaptopurine és 6-thioguanin okozta mellékhatasok

Mind a 6-Mercaptopurine-t (6-MP), mind a 6-thioguanint (6-TG) egy prodrug, melyek a
bélben és a majban alakulnak &t thioguanin tipusu nukleotidokkd (TGN). A TGN-ek a
DNS-be a valddi purin-nukleotidok helyett épllnek be (79). Az eredmény a DNS
feldarabolddésa, mely a sejt halalahoz vezet. Ezenkivil a 6-MP még megakadalyozza a

purin-nukleotidok un. ,,salvage” utjat, valamint a de novo purine szintézist (80)
Legjelentdsebb toxicitasaik a gasztrointesztinalis rendSzert és a csontvel6t érintik (81).

A thiopurin-S-metiltranszferaz (TPMT) nevii enzim katalizalja az aktiv, mar citotoxikus
TGN-ek atalakuldsat inaktivabb formakka. Amennyiben ennek az enzimnek az
aktivitasa csokken, Ugy nyilvanvaldéan tovabb maradnak meg az aktiv TGN-ek, mely
miatt a 6-MP és 6-TG toxicitasa a hagyomanyoshoz képest valtozatlan dézis esetén is
sulyosabb lesz (82). Tobb polimorfizmust is felfedeztek a TPMT genjében, melyek

kdzil 3-nak van klinikai jelentésége.

A TPMT*2-es alléljanak G238C polimorfizmusa az enzim aktivitdsat 100-ad, a
TPMT*3-as alléljanak G460C és A719G polimorfizmusai pedig a 200-ad részére
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csokkentik. A 200-ados enzimaktivitas csokkenés mar gyakorlatilag kimutathatatlan
enzimtevékenységet eredményez (83).

Szamos tanulmany igazolta, hogy a hagyoményos terapianak megfeleléen adagolt 6-MP
mellett, amennyiben a fenti polimorfizmusok barmelyike is homozigota forméaban jelen
van, akkor a 6-MP altal kivaltott myelotoxicitas sokkal sulyosabb lesz (84). Az

altaldban hasznalt dozist még heterozigota betegek esetében is redukalni kell (85).
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11.4. A glukokortikoidok

A gIUkokortikoidok kulcsszerepet jétszanak a gyermekkori akut limfoid leukémia
kezelés alatt. Kutatdsom azokra a genetikai eltérésekre fokuszal a glikokortikoid
receptor génjében, melyek ezeket a mellékhatdsokat valamilyen médon befolyésoljék.

Novelhetik, vagy adott esetben csokkenthetik azok erdsségét.

11.4.1. A gliikokortikoidok szintézise és a HPA (hipotalamusz-hipofizis-

mellékvesekéreg)-tengely

A gliikokortikoidok a mellékvesekéregben termelddnek a zona fasciculatdban. A
glukokortikoidok mellett a mellékvesekéregben keletkeznek a mineralokortikoidok
(z6na glomerulosa), valamint az androgének is (z6na reticularis). Ezen hdrom hormon
tipus szintézise egymassal szoros kapcsolatban torténik, melyet az 4. dbra mutat be

részletesen.
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A gliikokortkoidok megfelel6 mennyiségii és idében torténd elvalasztaséardl egy pozitiv,
illetve negativ visszacsatolasokkal rendelkez6 szabalyozo rendszer gondoskodik. Ennek
az ¢lsé eleme a corticotropin-realeasing-hormone (CRH), amely a hypothalamusban
szintetizalodik. A CRH egy 41 amindsavbol allé peptid, mely az agyalapi mirigy eliilsé
részében CRH-receptordhoz kotédve corticotrop-hormon (ACTH) szintézist és
felszabaduldst eredményez. A CRH ezen Kivll részt vesz az autondm idegi
szabalyozdsokban, a tanulds, a memoria, a taplalkozas, valamint a szaporodassal
kapcsolatos viselkedési folyamatokban. A CRH nemcsak az idegrendszerben (nucleus
paraventricularis) termelddik, hanem azon kiviil a periférian is keletkezik (mellékvese,

here, placenta, gasztrointesztinalis traktus stb.) (86).

Az ACTH eldanyagabol a pro-opiomelanocortinbol (POMC) keletkezik, mely foként a
hipofizisben és a hipotalamuszban van jelen. A POMC bomlésab6l szémos anyag
keletkezik még az ACTH-n kivil (-endorfin, R-lipotropic homron stb.), melyeknek
szintén neuroendokrin szabalyoz6 funkcidjuk van (87). Az ACTH a véraramon
keresztiil eljut a mellékvesekéregig, ahol annak zona fasciculatdjaban a parenchyma
sejtek melanocortin 2-es tipust receptordhoz (MC2-R) kotédik. Az MC2-R cAMP

aktivacio utjan végul glukokortikoid hormon, kortizol felszabadulast eredményez (88).

A keletkez6 endogén kortizol glilkokortikoid receptorhoz kapcsolédva (GR) negativ
visszacsatolast eredményez mind a hipotalamuszban mind a hipofizisben, igy
kontrollalva sajat keletkezését (89). Ezt a rendszert hivjuk hipothalamusz-hipofizis-
mellékvesekéreg tengelynek (5. abra). A rendszer visszacsatolasaival gondoskodik
arrél, hogy a kortizol szint ne legyen folyamatosan se tal magas, se tul alacsony.

A Kortizolszint nemcsak a fenti modon szabalyozott, hanem napszaki ingadozast, azaz
cirkadian ritmust is mutat. Ez alapjan a legalacsonyabb kortizol szintet reggel 8 és
délutan 2 kozott mérhetjik (90). Ezen kivil ACTH felszabadulas figyelheté még meg a

fentieken kivil 1-3 6ranként, melyet ultradian oszcillaciénak nevezink.

A napszaki ingadozasért a fentieken kiviil az un. ,,clock-gének” haldzata is felelos (91).
Ezek a gének f6leg a nucleus suprachiasmaticusban (SCN) aktivak, de a periférian, az

agyon Kkivil, még egyéb szervekben is mutatnak aktivitast. A rendszert erdsen
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befolyasolja a napfény, a testhd, az €hség, valamint olyan exogén tényezdok, mint a

pszichoszocialis és pszichés stressz (92).

A HPA-axist és igy a Kortizol termelést egyéb strukturalis tényezok is stimulaljak,
befolyasoljak. llyenek példaul az agytorzs katekolaminerg kdzpontja, melyhez az
agyidegek, illetve a mellkasi és a hasi zsigerekbdl jovo informaciokat Gsszeszedd
idegvégzbdések is szallitanak informaciokat. Szintén ehhez a rendszerhez futnak be
idegvégzodések a limbikus rendszer azon elemeibdl, melyeknek a stressze adott
valaszban van kiemelet szerepik (mediélis prefrontal cortex, amygdala) (93). A
limbikus rendszerb6l (hippocampus, prefrontalis cortex, amygdala) szintén futnak
axonok a HPA-tengely elemeihez. A zarojelben 1év6 strukturaknak elemi szerepiik van
az emocidk feldolgozaséban, ezért az érzelmi stresszre adott valaszban a HPA-
tengellyel vald Osszekottetés a stresszoroknak megfeleld mértékii kortizol elvalasztéas

fokozasa miatt elengedhetetlen (94).

Hipotalamusz .
Hipotalamusz

Agyalapimirigy
elllsé lebenye

Agyalapi
mirigy
elllsé lebenye

kortizol

€

5. abra: A HPA-tengely sematikus képe.
Talpas nyilak jelolik a negativ, mig a hagyomanyos nyilak a pozitiv visszacsatolast.

SCN: nucleus suprachiasmaticus. PVN: nucleus paraventricularis
Gudmand-Hoeyer J, Timmermann S, Ottesen JT: Patient-specific modeling of the neuroendocrine HPA-axis and its relation to depression:
Ultradian and circadian oscillations. Math Biosci. 2014

Mellékvesekéreg
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11.4.2. A glukokortikoidok szerepe a szervezet homeosztazisdban és a medicindban

Kevés olyan molekula ismeretes az emberi testben, mely annyi szervrendszer
miikodését szabalyozna vagy befolyasolna, mint a glikokortikoidok. Ezen vegyuletek
hatassal vannak az embrionalis fejlodésre, az idegrendszer miikddésére, a pszichidtriai
betegségek kifejlodésére, a latisra, a cukor, zsir-anyagcserére, a majban zajld
metabolikus folyamatkora, a reproduktiv funkcidkra, az izmok és a csontok
anyagcserejére, a kiltakaro struktdrajara, valamint az immunrendszerre. Hatasuk jo
részét a gliikokortikoid receptoron (GR) keresztil fejtik ki, melynek tébb izoforméja is
ismeretes (lasd késObb részletesebben). Ezek az izoformak a szervezet szinte
valamennyi szévetében megtalalhatoak (95).

A glukokortikoidoknak jol ismert az antiinflammatorikus, antiproliferativ,
proapoptotikus és antiangiogenetikus hatdsa, ezért szintetikus formaikat (pl.
prednisolon, dexamethasone, budesonide stb.) szadmos gyulladasos, autoimmun,
malignus (p. leukémia, limféma), allergias eredetli megbetegedésben alkalmazzak. Az
altalunk vizsgalt leukémias gyermekek nagy dozisban a glukokortikoid kezelést a
protokoll | fazis 1 —ben , valamint a protokoll 11 fazis 1-ben kapték. A protokoll | alatt a
7 napos fokozatos emelés utan 60mg/m2/nap csticsddzisban alkalmazzuk a prednisolont
21 napon at, majd 9 napi fokozatos csokkentés utan elhagyjuk. A protokoll Il alatt
10mg/m2/nap csucsddzissal kezdunk (dexamethason) 21 napon keresztil, majd szintén

9 napi csokkentés utan elhagyjuk.

A glikokortikoidok elvalasztasat és annak kozponti, nem periférias szabalyozasat az
eléz6 fejezetben targyaltuk. A fenti regulécion tul jelen van még legaldbb 2 Gt, amivel a
periférian ezen hormonok hatasat befolyasolja a szervezet:

1. A szovetekben jelen van egy un. ,corticostreoid-binding-protein” (CBP), mely

megkoti a glikokortikoidokat, ily médon azok biohasznosulasat szabalyozza.

2. Szoveti szinten expresszalodik egy enzim, a 11R-HSD (hidroxi-szteroid-
dehidrogenaz), mely a glukokortikoidokat hatastalanitani tudja szerkezeti atalakitast

hajtva végre rajtuk (96).
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Az aldbbiakban a glukokortikoidok €lettani szerepét és az egyes szervrendszerekben

esetlegesen eléfordulo toxicitasaikat tekintjiik at.

11.4.2.1. Embriogenezis

Tobb allatkisérlet mutatta a gliikokortikoidok nélkildzhetetlen szerepét az embrionalis
fejlodésben. Glikokortikoid receptor hianydban - allatkisérletes modellben - az
ujsziilottek hamar elpusztultak a tiid6 fejlédési elégtelensége miatti [égzesi elégtelenség
kapcsan (97). A gliikkokortikoidok elengedhetetlenck az egyedfejlédésben és a korai
iddszak alatti talélésben (98).

11.4.2.2. Az idegrendszer

A gyermekkori akut limfoid leukémia kezelésében a gliikokortikoidok alapvetd szerek.
Ezek alkalmazasakor a gyerekeknél gyakran tapasztalunk hangulati zavarokat, melyek
akar pszichosisig stlyosbodhatnak. Eppen ezért kutaisunk egyik targya a szteroid
terapia alatt esetlegesen kialakul6 sulyos magatartasbeli problémék voltak.

Mar régota tudjuk, hogy a glukokortikoidok 4altal inditott szignaltranszdukcios
folyamatoknak a stresszre adott valaszban kulcsszerepiuk van. Ezen kivil szoros
Osszefliggest talaltak bizonyos pszichiatriai korképek pl. skizofrénia, valamint a poszt
traumatikus stressz betegség (PTSD) és a hangulati élet zavarait magukban foglald
megbetegedések és az emelkedett glikokortikoid szintek kozott (99). Erésebben
érvényesiilé glikkokortikoid hatasra fokozodik a kokain- vagy az alkoholfiiggdség

valoszintisége is (100).

11.4.2.4. A latas

A szemészetben a szteroid tartalml gydgyszereket cseppek vagy oralis adagolasra

alkalmas kiszerelésben széles korben alkalmazzék a szem gyulladasos (conjunctivitis,
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uveitis, keratitis, miitétek utan stb.), €s kronikus megbetegedéseiben: macula 6déma
vagy macula degenerécié (101), valamint a neovaszkularizacioval jaré korképekben is
(102).

A glikokortikoidok azonban egyes esetekben kivald gyulladascsokkentd hatasuk
mellett nem ritkén kataraktat, vagy glaukémét okoznak (103).

11.4.2.4. Kardiovaszkularis rendszer

Mindegy, hogy exogén vagy endogéen modon novekszik meg a szérumban a
kortikoszteroid szint, az azonban bizonyos, hogy ez elébb utobb direkt vagy indirekt
maodon sziv-érrendszeri problémékhoz vezet (104).

Az erekben a glikokortikoidok gatoljak a vazodilatator tipusu mediatorok keletkezéset
(pl.: prosztaciklin, nitrogén-monoxid) (105). Erdekes médon a myocytakban bizonyos
esetekben az igazolodott, hogy a gliikokortikoidok amellett, hogy gyulladascsokkentd
hatast fejtenek Ki, eldsegitik az antiapoptotikus folyamatokat azaltal, hogy inhibitorai az
NF-kappa-B Utvonalnak, és csokkentik az annexinek keletkezesét (106). A fentiek utan
nem meglepd, hogy dexamethasonnal vald kezelés kapcsan a myocyték hipertrofiajarol,
hipertréfias cardiomyopathiara valé hajlamrol szamol be a szakirodalom (107).
Glukokortikoid hatasra fokozodik a natrium és igy a viz visszatartds, valamint
fokozddik a kaliumirités (108).

A kortikoszteroidok tehat befolyasoljak az apoptotikus, gyulladdsos, valamint a
vazodilatacios-vazokonstrikcios  folyamatokat, igy elemi szereppel birnak a
kardiovaszkularis rendszer homeosztazisaban. Nem véletlenil valasztottuk éppen ezért
vizsgalataink egyik célpontjanak a hipertonia eléfordulasanak gyakorisagat azon ALL-
es gyermekek korében, akik nagyadagu szteroid terapiaban részesilnek.
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11.4.2.5. Az immunrendszer

Ha immunszuppresszid, akkor glikokortikoidok. Legkdzismertebb hatasuk a
gyulladasgatlds, amelyet gyakorlatilag az immunrendszer 6sszes sejtjén keresztil

valdsitanak meg.

Gatoljak a dendritikus sejtek érését, ezen keresztil pedig azok T-sejt aktivalo erejet. A
kortikoszteroidok szabalyozzadk tovabba ezen antigénprezentald sejtek migraciojat és
programozott sejthalalat. A szabalyozasban az eltérd gliikokortikoid receptor izoformak
valtozatos expresszidjanak kulcsszerep jut (109). A glukokortikoidok gatoljak a
neutrofil granulocytdkat oly mddon, hogy akadalyozzak azok migréacidjat, mivel
csokkentik a sejtadhézios molekulak kifejezddését (110).

A kortikoszteroidok gatoljak a B-sejtek antitesttermelését, melyet a medicina szamos
kezelésében is felhasznal. A glikokortikoidok tovabba csokkentik a B-sejtek, valamint
prekurzoraik proliferacidjat és a BCL-2 nevii antiapoptotikus hatassal bir6 fehérje
szintjét, mely miatt a B-sejtek kénnyebben valnak a programozott sejthalal aldozataiva
(1112).

11.4.2.6. A 1égz6 rendszer

A 1égzérendszeri kronikus gyulladasos folyamatok leggyakrabban felirt ellenszerei
kétségteleniil a kortikoszteroidok, azokon beliil is az inhalativ kiszereléstiek.

Az asztma esetében egy sor olyan proinflammatoérikus molekula aktivalodik, amik, azon
gének transzkripcios faktoraiként szolgalnak (NF-kappaB és AP1), mely gének termékei
a légutak gyulladasaban elemei szereppel birnak. A gliikokortikoidok gatoljak az NF-
kappa-béta és az AP1 szignaltranszdukcids utjait, ezaltal kdzvetetten megakadalyozzak
a légutak epitéliumaban bizonyos citokinek, kemokinek, illetve adhézidés molekulak
termelodését, illetve szekrécidjat. Vannak azonban olyan esetek, mikor a korkép
rezisztens a Kkortikoszteroid terapiara. Ezt azzal magyardzzak, hogy ilyenkor
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megvaltozhat az interferon-gamma szint és/vagy megndvekedhet a MAPK, ERK,
valamint JNK jelatviteli utak aktivitasa (112).

11.4.2.7. Zsir-, glikdz metabolizmus és a maj

A cukor- és energiahaztartasban a glukokortikoidok elemi szereppel birnak A
glukokortikoidok fokozzak a majban glikogén felhalmozodasat, valamint a
glikoneogenezist (113). A glikokortikoidok hiperglikémiat, hiperinzulinémiéat, illetve a
hasnyalmirigy béta-sejtjeinek a megemelkedett vercukorszintre adott patologias valaszat
idézhetik el6 (114).

Tartds glukokortikoid hatasra a zsirsejtek hipertrofidssa valnak, megindult bennlk a
lipolizis, melynek kovetkezmeényekent hipertrigliceridémia alakul ki, zsirméaj jon létre
(115).

Az izmokban a kortikoszteroidok fehérjebontast, zsirosodast és inzulinrezisztenciat

eredményeznek (115).

Kutatasunk a szteroid kezelés alatt esetlegesen kialakuld hepatotoxicitasra is fokuszal az
ALL-es gyermekek kemoterdpidja kapcsan. A glukokortikoidok a glikokortikoid
receptoron (GR) keresztill szamos majban zajlédé metabolikus funkciot befolyasolnak,

mint példaul a gliikoneogenesist (116).

11.4.2.8. Csontritkulas és csontelhalas

A tartos glikokortikoid kezelés egyik hosszu tava mellékhatédsa a csontritkuléas, mely az
esetek 40%-aban alakul ki. Ez elsésorban a 60 év feletticket érinti. Egyéb érzékenyitd
tényez6 a 24 kg/m2 alatti BMI érték, bizonyos gliikokortikoid receptor
polimorfizmusok, kronikus gyulladasos folyamatok, bizonyos enzimdefektusok,
alacsony csontdenzitasbeli értékek, pozitiv csaladi anamnézis osteoporosisra, az
alkoholizmus és a dohanyzas (117). Az osteoporosis kialakulasaban jelen esetben nem
annyira a reszorpcids folyamatok tulsilyba keriilése, hanem inkabb az épit
mechanizmusok gatlasa jatszik szerepet, melyek az oszteoblastok szamanak

csokkenésével allnak kapcsolatban (118). A torések nagy resze ilyen esetekben a
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vertebralis szakaszokat érintik. A megel6zés a megfelelé kalcium és D-vitamin
pétlason, valamint a terheléses gyakorlatok megfeleld alkalmazésan alapszik, mely

utobbi elsésorban a remodelling kialakulasaban fontos (117).

Csontelhalas a glukokortikoid kezelésben részesiil6 betegek kb. 5-40%-aban alakulhat
ki. Ez szoros dsszefliggést mutat az alkalmazott dézis mértekével és a terapia idejével.
Legfontosabb tényezd nem az 0Osszdozis, hanem a csucs adagok mértéke. A
leggyakrabban érintett régiok: csipd, térd, vallak, de eléfordulhat bokaban és a
gerincben is (117).

11.4.2.9. Gyomor-bélrendszer

A gliikokortikoid terapia hajlamosit gasztrointesztindlisan megjelend fekélyek, er6zidok
kialakuldsara. Az arany kilondsen magas, ha NSAID-okkal kombinaljuk Oket (kb.
négyszeres) (117). A terapia kapcsan torténé miitéti beavatkozasok (pl. centralis vénas
kaniil betiltetés), lazas allapotok, a kemoterdpia vagy infekciok kapcsan jelentkezo
fajdalmak miatt a non szteroid gyulladascsokkent6k alkalmazasa azonban

elkerilhetetlen.

11.4.2.10. Az izomzat

A Kortikoszteroidok serkentik az izmokban a katabolikus folyamatokat és a
fehérjebontast (119). A glikokortikoidok az insulin-like growth factor 1(IGF-1)-
phosphatidyl-inozitol 3-kinase (PI3K)-Akt, a myostatin, valamint az NF-kappa-béta
utvonalakon keresztill fejtik ki katabolikus és izomdegradacios hatdsaikat (120). A
glikokortikoidok az izmok anabolikus folyamatait akadalyozzdk (121). A fentiekbdl
konnyen érthetd, hogy a szteroid terapia egyik fontos mellékhatasa a myopathia.

11.4.2.11. A kiltakaré

Mivel a kortikoszteroidok kdzismerten igen Kkivalé gyulladasgatld, valamint

antiproliferativ hatassal birnak, ezért azokat a bérgyogyaszatban igen széles korben
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alkalmazzék a kiilonb6z6 gyulladasos, allergias €s ekzémaval jard bérbetegségek helyi
kezelésében (122). Sajnos ezek tartds alkalmazasa esetén igen gyakran lehet
megfigyelni a sebek elhiz6dd gydgyulasat, a stria képzédést €s a boratrofia
kialakulasat. A kései sebgydgyulasert a keratinocytak glikokortikoid receptoron

keresztiili gatlasa tehet felel6ssé (123).

A legfontosabb glikokortikoid okozta mellékhatasokat az 1. tablazat foglalja 6ssze.
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Hatas helye

Metabolizmus

Kardiovaszkularis rendszer

Idegrendszer

Gyomor-bélrendszer

Immunrendszer

Szem

lzomrendszer

Csontok

Reproduktivfunkeciok

1. tablazat: a gliilkokortikoidok mellékhatdsai a kiilonbdzd szervrendszerek/folyamatok dsszefliggéseiben

Hatas
Hiperglikémia
Hiperinzulinémia

Fokozott periferias inzulinrezisztencia

Fokozott gliikoneogenezis
Diabetgogén hajlam
Centralis elhizas

Fokozott fehérje degradacio
Vazokonstrikcio

Fokozott hajlam az erelmeszesedésre

Kardiomiopatia
Magasvérnyomas
Hiperkoleszterinémia
Hipertrigliceridémia
Depresszio

Diszforia

Pszichozis
Pszeudotumor cerebri
Kokain- s alkoholfiiggdség
Fekelyek

Eroziok

Zsirmaj
Immunszupresszio Infekciok
Katarakta

Glaukoma

Exophtalmusz

Myopatia

Fokozott proteolizis
Zsirlerakodas
Osteoporosis

Aszeptikus csontnekrozis
Infertilitas, virilizacio
Atrafia

Striak

Elhuzoda sebgyogyulas

Hirsuitizmus
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11.5. A glikokortikoid receptor (GR)

11.5.1. A glukokortikoid receptor (GR) felépitése

A glikokortikoid receptor a nuklearis hormon receptor szupercsalad tagja. Felépitése is
az erre jellemz6 szerkezetet koveti. Kozépsé részén helyezkedik el egy 60-70
aminosavat tartalmazé DNS kot6 szakasz (DBD). Karboxi-terminalis végén talalhato
egy kb. 250 aminosav tartalmd ligand-kot6 szakasz (LBD), mig amino-termindlis részét
egy nem homoldg, valtozé méretli szakasz alkotja, ez az N-terminélis domén vagy N-
terminalis transzaktivacios domén (NTD) (124) (6. abra).

Az NTD oriasi transzkripcids aktivitassal (AF1) rendelkezik, amely a kiilonb6z6
koregulatorok és transzkripcios faktorok rendszerét szabalyozza, hangolja dssze.

A DBD-szakasz egy nagyon konzervativ régié a magi receptor szupercsaladon beldil.
Két cinkujjas motivuma van, mellyel a GR DNS target szenkvenciajat ismeri fel és
kotédik hozza. Ez a szekvencia a glikokortikoidra valaszolé elem (glucocorticoid
response element: GRE).

Az LBD 12 alfa-helix és 4 béta-lemez szerkezetbdl épiil fel, mely egy hidrofob részt
eredményez, ami a glikokortikoidok megkotésére alkalmas. Az NTD-hez hasonléan az
LBD a fentieken kivil még tartalmaz egy masik nagy transzkripcids aktivitassal
rendelkez6 domént (AF2). Az AF2 a ligandkotéstdl fliggben kiilonbozé kofaktorokat
szabalyoz, illetve két meg (125).

GR gén

'l R R B EENN E

Méret (bp) 184 1197 . der 17 279 145 131 168 247511478

GR fehérje /

v

N T (2 [ c

421 481 777

aminosav 1

N-terminalis domén DBD LBD

6. Abra A glitkokortikoidreceptor gén és fehérjéjének szerkezete
Dr.Majnik Zsuzsanna: Doktori értekezés.2006;p:6
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11.5.2. A GR szignaltranszdukcios utvonalai

11.5.2.1. A GR hagyoméanyos szignaltranszdukciés Utja

Ligand nélkil a GR inaktiv allapotban a citoszolban helyezkedik el egy hetero-oligomer
komplex részeként, amelyben hdsokk-fehérjék (hsp-k) talalhatéak. Ilyen példaul a
hsp90, hsp70, hsp56, hsp40, hsp23. Ezeken kivil jelen vannak mas proteinek is, tébbek
kdzott a kalretikulin és az immunofillinek (FKBP51 és FKBP52) (126).

A ligand — ez fizioldgias korulmények kozoétt a kortizol - kotédése utan a receptor
konformaci6 valtozast szenved, levalik a hésokk- proteinekrél, homodimerizal6dik mas
aktivalt GR-ral, majd a sejtmag pérusain keresztlil a magba vandorol, ahol a genom
glukokortikoidokra valaszolé helyeivel (GRE), illetve mas transzkripcids faktorokkal
Iép kolcsonhatdsba. Az aktivalt glikokortikoid receptor a GRE-hez kapcsolddva
kdzvetlenil, vagy mas faktorok kapcsolddasat befolydsolva kozvetett modon gatolja,
vagy serkenti a target gének expresszidjat (127). Erdekes adat, hogy amikor a GR
bizonyos gének gatlasat okozza, akkor nem a hagyomanyos GRE szekvenciahoz, hanem
egy un. negativ GRE-hez kotédik (nGRE). Az nGRE-hez nem homodimerizalodott GR-
ek kotddnek be, hanem monomer formakban - NGRE-ként- 2 GR monomer. A genom
egyébként tele van nGRE-vel, melyeket csak most fedezgetnek fel (128).

A glukokortikoidok hatasa azért olyan varidbilis szoveti szinten, ahogy azt fentebb is
lattuk a toxicitasok elemzésénél, mert a kiillonb6z6 szévetekben a kromatin szerkezete
kiilonb6z6. Ennek eredményeként pedig mas GRE lesz hozzaférheté példaul a majban
és mas a hipothalamuszban. Ezen kivil van olyan GRE, melyhez elég, ha kevés, mig
mashoz rengeteg aktiv.  GR kell, hogy ko6tédjon, hogy az adott GRE kapcsan
transzkripcioé kezdbédjék. Ez egyébként terapias megfontolasokat is felvethet, hiszen
ilyen értelemben az alacsony dézisu glikokortikoid kezelés bizonyos szdveteket, igy
toxicitsokat befolyasolhat, mig masokat akar egyéltalan nem. Az aktivalt GR szam
egyébként még fugg a szoveti kortizol szinttdl, amit egyrészt a CBP, masrészt a 11-

béta-hidroxi-szteroid-dehidrogenazl is befolyasol (lasd 1.3.2. fejezetben).

36



DOI:10.14753/SE.2017.2259

Fehérje
Nem genomikus szintézis
hatasok

(gyors vélasz)

Genomikus hatasok
(kései valasz)

K6z0s pontok
Nem genomikus hatdsok ———————> Genomikus hatasok

7. abra: A gliikokortikoidok hatasmechanizmusai.

A genomikus és nem genomikus utak nem egymastol fiiggetleniil miikddnek.

Grzanka A, Misiotek M, Golusifiski W et al.: Molecular mechanisms of glucocorticoids action: implications for treatment of rhinosinusitis and nasal
polyposis.Eur Arch Otorhinolaryngol. 2011

11.5.2.2. A GR nem hagyomanyos szignaltranszdukciés utjai

A klasszikus genomialis hatasok mellett egyre tdbb adat lat napvildgot a
glilkokortikoidok ¢€s receptoraik nem genomikus mikddésérél. A géntranszkripcid
befolydsolasan keresztiil megvaldsulé hatds kialakulasahoz oOrédkra, napokra van
szlikség. Evidens, hogy peldaul egy novekedo, fejlédé szervezet esetén erre nincs
mindig id6, illetve akkor sem, mikor bizonyos okok miatt gyors reakciora van szlikség
(pl. stressz-valasz). Ekkor kerlilnek kulénosen el6térbe a GR nem genomikus Utjai,
melyek perceket vagy csak masodperceket vesznek igénybe (129) (7.4bra).

Rengeteg szignaltranszdukcios vonal létezik, mely nem a klasszikus utat jelenti. A
legtobb esetben ezekben a folyamatokban a foszfoinozitid 3-kinaz, a serine/threonine
kinase (AKT) és mitogén-aktivalt protein kindzok (MAP-kinazok) szerepelnek.

Mikor a klinikumban gyulladasos, allergids folyamatokat akarunk gatolni a
glikokortikoidokkal, akkor nagyon jol jonnek nekiink ezek a szignaltranszdukcios
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folyamatok, hiszen nincs id6 mindig arra, hogy hosszi orak teljenck el a hatas
jelentkezéséig (pl. Kidrolase-allergia). Ilyenkor a kortikoszteroidok nem genomialis

utjait aknazzuk Ki.

A GR komplex része a citoszolban a sarcoma(Src)-kinaz. Mikor bekét az alkalmazott
szteroid a GR-hez, akkor a GR - ahogy arr6l mér sz0 is volt - kivalik a komplexbdl.
Ezzel egyitt az Src-kinaz is kivalik és aktivalja az el6bb felsorolt kinazokat, melyek
foszforilaljak - ezzel aktivaljak — az annexin 1 molekulat, ami veégul gatolni fogja a
sejtplazméban a foszfolipdz A2-t, minek eredményeképpen bénul a gyulladdsos
mediatorok, az arachidonsavak szintézise (130).

A glukokortikoid receptornak membranhoz kotoétt forméja is ismeretes, mely
kaveolakban helyezkedik el. Ezek a GR-ok a glikokortikoid kotés esetén az
intercelluléris jelatviteli utakat (gap junction-0k) szabélyozzak, valamint a szokasos src-

ey

az egyedfejlodést (128).

Vannak olyan GR-ok is, melyek a sejtmembranon keresztuli kation transzportot, illetve
a mitokondrium proton-aramlésat is szabalyozzak (131).

A GR nem genomikus Utjait a 8. abra mutatja be

Glitkokortikoidok
A Extracelluldris tér

B - )
675" Glukokortikoidok RS

megkdtése

Aktivacié

MAPK Nem genomikus Gt
v PI3K  swews
S apanes ¥ AKE
A~ g e
Transzlokacié a
sejtmagba
v
1 NPC

NPC: nuclear pore complex
GR: gliikokortikoid Sejtmag

hsp: hésokk protein

Src: sarcoma-family kinase

MAPK: mitogén-aktivalt protein kindzok
PI3K:foszfoinozitid 3-kindz

AKT: serine/threonine kinase
Cavl:caveolin1

8. abra: A glitkokortikoid receptor nem genomikus ttjai. (Részletek a szovegben)
Oakley RH, Cidlowski JA.: The biology of the glucocorticoid receptor: new signaling mechanisms in health and disease. J
Allergy Clin Immunol. 2013
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11.5.3. A gliikokortikoid receptor kiilonb6z6 izoformai és azok klinikai

jelentosége

A GR gén (NR3C1) az 5 kromoszoma q31-es szakaszan talalhato (9.abra) és kb 150kB
terjedelml. 9 exonbdl all, melybdl az elsé igen variabilis, ugyanakkor protein nem
keletkezik rola, nem Ugy mint a maradék 8 exonrdl. A 3° végen 1évé 9. exon igen
kiemelt jelentdségli, ugyanis 2 formdja is ismeretes, melyek alapjan a gliikokortikoid

receptornak 2 f6 izoformaja jon létre alternativ splicing utjan: GRa és GRp (132).

(11.4bra).
GR gén

gﬂf Exonz | |3 [4 5
Méret(bp) 184 1197 167 117 219

9.abra: a gliikokortikoid receptor (GR)génje
Dr. Majnik Zsuzsanna: Doktori értekezés.2006;p:6

A GRa gy keletkezik, hogy a 8-as exon vége a 9-es exon elejéhez kapcsolodik. A GRp

pedig ugy, hogy szintén a 8-as vége hozzacsatlakozik a 9-es exon egy bels6, lejjebbi

T

Exon9alp

— ¥

145 131 168

részéhez. A két izoforma 727 aminosavjaban egyezik csak.

A GRo 50 aminosavval hosszabb, mint a klasszikus GR, de hatdsaiban nagyjabol
megegyezik vele. A GRp ezzel szemben még tartalmaz 15 nem homoldég aminosav
szekvenciat a karboxi-terminalis végen, mely igencsak egyedivé és kiilonbozévé teszi 6t
a klasszikus GR-ral vagy a GRa-val szemben. A GRp pédaul nem kot meg semmiféle
kortikoszteroid agonistat, eés eleve a sejtmagban tartozkodik. A GRp ugyanakkor
onmagaban teljesen inaktiv a GRE-en (133). Ha azonban a GRa be akarna kotédni a
GRE-hez, akkor a GRP megakadalyozhatja ebben, igy nem jonnek létre a klasszikus
gliikokortikoid hatasok. A GRp ilyen értelemben tehat antagonizél, és emiatt nagy
szamban felelds lehet a gliikkokortikoid-rezisztencia kialakulasaban (134). Nem véletlen
tehat, hogy rengetek kronikus gyulladdsos megbetegedésben emelkedett GRf szintet

mértek: asztma, rheumatoid arthritis, colitis ulcerosa, polyposis nasalis, szisztémas
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lupus erythematosus (SLE), szepszis, st még akut limfoblasztos leukémiaban (ALL) és

kronikus limfocytas leukémidban (CLL) is (135).

A 2 legfontosabb, leggyakoribb izoforman kiviil azonban alternativ splicinggal még
szintén létrejohetnek egyéb GR izoformak is. Igy jon létre példaul a GRy, mely a 3. és a
4. exon kozotti intron alternativ splicingjabol keletkezik egy arginin beékel6désével (10.
abra). Ez az izoforma a GRE-hez ugyan bekot, de a glukokortokoid medialta
transzkripcids folyamatokat gatolja, éppen ezért gliikokortikoid rezisztenciahoz vezethet
egyes malignus megbetegedésekben (gyermekkori ALL, kis sejtes tiidérak, kortikotrop
adenoma ) (136).

Masik 2 jelentdsebb izoforma pedig az LBD-t kodolo régio alternativ splicingjabdl
keletkezik. GR-A keletkezik akkor, amikor kivagddnak az 5,6 és 7-es exonok. Ezek
kddolndk az aminoterminalis véget az LBD-nek. GR-P jon létre, amikor a 8 és 9-es
exonok vagodnak ki, amelyek az LBD karboxi-terminalis részét kodolnak (128). Az
LBD, ahogy arr6l sz6 volt, a glilkokortikoidok megkdtéséért felelds, valamint 6ridsi
transzkripcids aktivitassal rendelkezik. Nem meglepé tehat, hogyha génjében sériilés
torténik, akkor a gliitkokortikoid érzékenység jelentdsen csokkenhet. Ennek megfelelden

a GR-P dominans GR izoforma a szteroidra nem reagal6 malignus sejtekben (128).

R - - 8,808 0 A

. Altrenativ splicing

ARG-452 =es helyre

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

10. 3bra: A GR splice variinsai
Oakley RH, Cidlowski JA.: The biology of the glucocorticoid receptor: new signaling
mechanisms in health and disease. J Allergy Clin Immunol. 2013
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11.5.4. GR gén polimorfizmusok

A GR génben 2008-ban még csak 500 SNP- t (single nucleotide polymorphism)
azonositottak, melyek szama napjainkban mar 3016-ra ndvekedett. Ezeknek a
polimorfizmusoknak egy része Osszefliggést mutat bizonyos betegségekkel vagy
betegségekre hajlamositd elvaltozasokkal (132). Ezen polimorfizmusok jo része
intronban vagy az at nem ir6dé 3’UTR régidban talalhat6. A minor allél-frekvencia az
esetek dont6 tobbségében 1% alatti. A sok polimorfizmus koziil azonban csak keves
kapott kiemelt figyelmet, kevésnek van csak klinikai jelentdsége.

A polimorfizmusok jo része nem eredményez mitkodésbeli kiilonbségiiket. A maradék
kis résznél vagy a transzkriptum mennyiseége vagy a GR érzékenysége valtozik meg
(132).
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11. abra: a 3 altalam vizsgalt gliikokortikoid receptor polimorfizmus lokalizacidja a GR génen beliil
Dr. Majnik Zsuzsanna: Doktori értekezés.2006;p:6.

=z

az ER22/23EK és a BCL1 polimorfizmusok (11.abra).

Az N363S (1220A>G) varians esetében a nukleotid csere a 2. exonban, a 363-as
kodonban torténik (adenin cserélédik guaninra), ami egy aminosav cserét (aszparagin
szerinre) okoz, mely a kutatasok szerint megndvekedett gliikokortikoid erzékenységet
eredmenyez (137).
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Az ER22/23EK (198G>A ¢és 200G>A) varians két, egyiitt el6fordulé nukleotid
cserével jar szintén a 2-es exonban, a 22-es és a 23-as kodonban, melyek két aminosav

cserét eredményeznek (glutaminsav argininre és glutaminsav lizinre). A polimorfizmus

csokkenti a gliikkokortikoidokra adott valaszt ¢és kedvezobb metabolikus panelt

eredményez (138).

A BCL1 polimorfizmus a 2. és 3. exonok kozott elhelyezkedd intron B- ben, a 2-es

exontol 646 nukleotid tavolsagra jon létre. Egy citozin-guanin nukleotid csere torténik.

Ez a nukleotid csere megsziinteti a Bel | restrikcios enzim felismerési helyét, ezért kapta

a polimorfizmus BCL 1 elnevezést (139). A polimorfizmus az irodalmi adatok toébbsége

alapjan megnoveli a glukokortikoidok iranti érzékenységet (140).

Tovébbi GR polimorfizmusok a 12. abran lathatoak.

NIM_001024094

—n

+—

NR3C1: nuclear receptor subfamily 3, group C, member 1

N

SNP- SNP S Nukleotid |Minor allél

azonosité kr°":;szzl,:irga" & csere f';fm‘gg
rs10052957 Tthllll 142786710 oT 0252
rs1048260S NR3C1-1 142783521 G>A 0125
rs6189+rs6190 ER22/23EK 142780339/7 GrA+ G>A 0013
rs619S N363S 142779317 A>G 0.030
rs41423247 Bdl 142778575 CG 0277
rs33389 Intron B 142700499 G>A 0126
rs33388 Intron B 142697295 T=A 0416
rs61753484 - 142689824 G>C 0.002
rs6188 Intron D 142680344 G>T 0256
rs2307674 TTG-ins 142676190 Insertion 0431

intron F 176

rs258813 Intron G 142674690 A>G 0257
rs6196 N766N 142661490 A>G 0138
rs6198 9B 142657621 A>G 0.092
rs244465 - 142645903 G>A 0170

12. Abra :A kiilonb6z8 SNP-k poziciéja GR génben. Koper JW, van Rossum EF, van den Akker EL.:
Glucocorticoid receptor polymorphisms and haplotypes and their expression in health and disease.
Steroids. 2014
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A GR polimorfizmusok szerepét elsésorban kiillonb6z6 koros vagy éppen kedvezdbb
metabolikus &llapotok esetén vizsgaltak, de az esetleges glikokortikoid rezisztenciaban
betoltott szereplk miatt olyan malignus betegségek terapidja kapcsan is felmertlt

szerepik, mint az akut limfoid leukémia (141).

11.5.4.1. Az N363S glukokortikoid receptor gén polimorfizmus

Az N363S glikokortikoid receptor génpolimorfizmus megndveli a glikokortikoidok
iranti érzékenységet. A 1étrejové aminosav csere miatt szerin keriil a transzkripciot
aktivalo domén régiojaba, ami megndvekedett foszforilalo kapacitassal jarhat, melynek

kovetkeztében a receptor aktivitasa fokozddik (143).

Ennek a polimorfizmusnak a gyakorisaga az egyes populaciokban eltéronek mutatkozik

(europai, angol-ausztral és fehér amerikai) 3,23%-14,3% (144).

Kimutattdk, hogy kis adag dexamethason adasat kovetéen a plazma kortizol szint
csokkenésének merteke szignifikansan nagyobb N363S polimorfizmust hordozé
egyénekben, mint a polimorfizmust nem hordozokban (144).

Az N363S GR polimorfizmus az irodalmi adatok alapjan kedvezétlen metabolikus
panelt eredményez. A 363S hordoz6k magasabb BMI indexszel rendelkeznek (145),
hajlamosabbak az elhizasra, illetve elhizas esetén a magasabb inzulin szenzitivitas miatt
még kedvezodtlenebb zsirsav profillal rendelkeznek. Az irodalomban a polimorfizmus
kombinacidkat is vizsgaltak (146). Egyes cikkek szerint, ha az N363S polimorfizmus
kombinalodik a szintén gliikokortikoid érzékenységet noveld6 BCL1 polimorfizmussal,
akkor az anyagcsere folyamatok mellett a magasvérnyomas incidenciaja is fokozodik
(146). Az N363S polimorfizmus jelenléte esetén a cukorbetegekben nagyobb

valoszintliséggel jelent meg magasvérnyomas is (147).
Mivel a glukokortikoidok nagyon fontos szerepet jatszanak a sziv-és az érrendszer

mitkodésében, ezért a polimorfizmus ezen hatésait is elemezték. Az irodalomban kozlés

van arrol, hogy a 363S hordozas esetén a koszoruerek megbetegedése (CAD =coronary
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artery disease) szignifikansan gyakrabban fordul elé a hordozdok korében, még akkor is,
ha 6k nem elhizottak. Ezen kiviil ez a tanulmany igazolta, hogy a hordozok kdrében
szignifikansan gyakrabban fordult eld hiperkoleszterinémia, hipetrigliceridémia, és

kedvezotlenebb 6sszkoleszerin-HDL arany (148).

Nagyon érdekes tanulmény (Luczay A et al.) bizonyitja szintén, hogy ez a
polimorfizmus noveli a glikokortikoidok iranti érzékenységet. A vizsgalatba
congenitalis adrenalis hyperplasids (CAH) betegeket vontak be a SOTE Il.sz.
Gyermekklinikajarol.

A CAH leggyakoribb formajaban, a 21-hidroxildz defektusaban, a betegséget okozo
mutéciod tipusatol fliggben a kortizol hianya lehet teljes vagy részleges. A betegségben
az elégtelen kortizol termelés miatt megnovekvéo ACTH-elvalasztas androgén
taltermeléshez vezet.

Kimutattdk, hogy az N363S polimorfizmus gyakorisaga hasonl6 volt (6%) a kontroll
populéacioban talalt gyakorisadggal, azonban a vizsgéalt 33 enyhe, nem-klasszikus CAH
beteg kozott egyetlen N363S polimorfizmus hordozé sem volt. Feltételezhetd tehat,
hogy az N363S

polimorfizmust hordozé nem klasszikus CAH betegekben a glikokortikoidok iranti
Kissé nagyobb érzekenység képes a részleges kortizol hidny kompenzaléasara, ezért ezek
a betegek - legalabbis gyermekkorban - nem kertilnek orvoshoz.

Ugyanezen tanulmany masik észrevétele volt, hogy a glukokortikoidok iranti
érzékenységet noveld N363S polimorfizmust hordoz6 lanycsecsemékben szilletéskor a
viriliz&cids tunetek joval enyhébben voltak, mint a 21- hidroxild&z genben azonos
mutaciot, de N363S polimorfizmust nem hordozd lanycsecsemdkben. Ezért
elképzelhetének tartja ez a kutatds, hogy az N363S polimorfizmust hordozd
lanycsecsemOkben a HPA-tengely Kortizol iranti nagyobb érzékenysége részben
kompenzalta a kortizol hiany hatasat (149).

Szintén egy magyar tanulmany mutatta meg az N363S polimorfizmus egy kedvezdtlen

hatasat, mely ugyancsak a receptor érzekenység megnovekedett voltat igazolta. A

fotorefraktiv keratektomian atesett betegek egy része miitét utan prednisolon-acetat
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szemcseppet kapott. Azon betegek korében, akik 363S hordozdk voltak, szignifikansan

gyakrabban fordult el6 szekunder okularis hipertenzié (150).

Mivel a glukokortikoidok a stressz valaszban is nagyon fontos szereppel birnak, igy
nem meglepd, hogy pszichidtriai vonatkozdsai is vannak a receptoruk
polimorfizmusainak. Stressz hatasra a 363S hordozok korében a nyélban magasabb
kortizol szintet mértek, mely a rendszer fokozott aktivitasat igazolja (151).

Egyes tanulmanyok a hordozok kdérében nagyobb aranyban figyeltek meg depressziora

valo6 hajlamot (152), ugyanakkor masok ezt nem igazoltak (153).

Természetesen vannak kutatdsok, melyek nem talaltak a fentiek egyikével, vagy akéar
tobb tényezdvel sem 0Osszefliggést a hordozas tiikkrében. Egyesek nem tudtak igazolni
Osszefiiggést az N363S polimorfizmus és az emelkedett BMI (154) vagy a
magasvérnyomas €s a cukorbetegség kialakulasa kozott (155).

Habar elvarhatd lenne a megndvekedett glikokortikoid érzékenység kapcsan, hogy az
autoimmun betegségek kisebb aranyban forduljanak ¢ld, ez sok esetben nem igazolodott
be (156). Azonban volt tanulmany, mely eredménye alapjan a rheumathoid arthritis
(RA) kisebb aranyban fordult el6 a 363S hordozok korében (157). Egyes 363S hordozd,
Duchanne-izomdisztrofiaban szenved6 betegek korében szteroid kezelés mellett késébb

valt szikségessé a kdrhazi kezelés (158).

11.5.4.2. Az ER22/23EK glukokortikoid receptor polimorfizmus

Az ER22/23EK (198G>A és 200G>A) polimorfizmus a GR gén 2-es exonjaban
talalhato és két, egyiitt eléforduld nukleotid cserével jar a 22-es €s a 23-as kodonban
(GAG AGG -> GAA AAG). Ez a polimorfizmus szintén aminosav eredményez
(glutaminsav argininre és glutaminsav lizinre). A polimorfizmus csokkenti a
gliikokortikoidokra adott valaszt és kedvez6bb metabolikus panelt eredményez (138).
Ez a kedvezObb panel azt jelenti, hogy a hordozdkban javul a HDL/LDL koleszterin
arany, valamint csokken az 6sszkoleszterin szint és né az inzulin érzékenység (lasd
alabb).
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Az ER22/23EK polimorfizmus gyakorisdga a kauk&zusi populéciéban 3,57-8,9%
kdzott mozog (159; 160).

Szemben az N363S polimorfizmussal, az ER22/23EK esetén relativ glukokortikoid
rezisztencia tapasztalhatd, a dexamethasone-szupressziés teszt esetén pedig a
normalishoz képest kisebb mértékii kortizol szint csokkenés mérheté (161). Ezen
polimorfizmus esetén a glikokortikoid receptor transzaktivacids kapacitdsa csokken
(144).

Az anyagcserefolyamatokat tekintve ez a polimorfizmus kedvez6bb metabolikus panelt
eredményez. Az éhomi inzulin szint alacsonyabb a hordozok kérében, valamint naluk
bizonyitottan ~ magasabb  az  inzulinérzékenyseg is  (162).  Familiaris
hiperkoleszterinémiaban szenved6k korében megvizsgaltdk a CAD kockézatat és olyan
tendenciat figyeltek meg a férfi érintettek tekintetében, mely azt mutatta, hogy a
polimorfizmus megléte esetén csdokken a CAD rizikdja (162).

A polimorfizmus anyagcserére gyakorolt jotékony hatasat igazolja az a megfigyelés is,
miszerint az id6sebbek korében magasabb a hordozok aranya, mint a fiatalabbaknal
(163). Ebbdl a kiilonbségbdl ugyanis arra lehet kovetkeztetni, hogy az ER22/23EK
polimorfizmus a csokkent glikokortikoid érzékenység folytan segitett az életkort
meghosszabbitani, hiszen a vizsgalat alapjan nagyobb szadmban haltak meg azok,
akiknek ez az SNP-jiik nem volt.

Mas kutatasok azt talaltak, hogy nem mindig jar egyiitt ez a polimorfizmus kedvez6
paraméterekkel. Egy kutatds azt talalta, hogy a hordozok kdrében magasabb HbA1C
szint mutatkozott (164).

Az ER22/23EK polimorfizmus kedvezbb antropomorfiai paraméterekkel jar, ugyanis

a polimorfizmus fiatalabb férfiakban nagyobb testmagassagot eredményez (159;164),

valamint &ltalaban a férfi populacioban nagyobb izomerét okoz (159).
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A gliikokortikoidokra tapasztalt relativ érzéketlenség is ugyebar kétéla fegyver. Elég, ha
csak az autoimmunbetegségekre gondolunk példaul, ahol a szteroidok igen fontos
gyogyszereink.

Az ER22/23EK polimorfizmus esetén mind klinikailag mind MR vizsgalattal sulyosabb
és destruktivabb lefolyast figyeltek meg sclerosis multiplex (SM) esetén (165).

A polimorfizmust hordozok esetében azt figyelték meg, hogy naluk 80%-Kkal
gyakrabban fordult elé pezisztald Staphylococcus aureus az orriitegben. Ezt azzal
magyarazhatjuk, hogy a GR receptor érzéketlensége miatt relative magasabb a kortizol

szint, ami gatolja az immunrendszer mitkodését (166).

A gliikokortikoidoknak ismert bizonyos pszichiatriai korallapotokat eldidézd
mellékhatésa is (lasd korabban). A relativ glikokortikoid érzéketlenség kedvez6 lehet
ebbdl a szempontbol.

Bizonyos egyéneknél a demencia és a fehérallomanyi 1éziok a polimorfizmus esetén
ritkabban fordulnak el6. Naluk a kognitiv funkciok, kuléndsen a beszéddel
kapcsolatosak, jobbnak mutatkoztak a nem hordozokkal szemben (167).

pszicholdgiai funkcidt befolyasold agyi teriiletet) a relativ glikokortikoid rezisztencia
egyensulyt is bonthat, ami viszont mar épphogy bizonyos pszichiatriai kdrképek
kialakuldsanak kedvezhet. Német, depresszioban szenvedd betegek korében figyelték
meg azt, hogy az ER22/23EK polimorfizmus esetén nagyobb a major depresszids
allapotokba valo visszaesés esélye, ugyanakkor ezen betegek gyorsabban reagéltak az

antidepresszans terapiara (152).

11.5.4.3. A glukokortikoid receptor BCL1 polimorfizmusa

A BCL1 polimorfizmus a 2. és 3. exon kozott elhelyezkedé intron B- ben, a 2-es
exont6l 646 nukleotid tavolsagra talalhatd, és egy citozin-guanin (C->G) nukleotid
cserét eredményez. Ez a nukleotid csere megsziinteti a Bel 1 restrikcidos enzim

felismerési helyét, ezért kapta a BCL 1 polimorfizmus elnevezést (139). Ez a
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polimorfizmus az irodalmi adatok alapjan megnoveli a gliikokortikoidok iranti
érzékenyséeget (140).

A restrikcids enzim hasitasanak eredményeképpen egy 2,3kb és egy 4,5kb termék jon
Iétre, ha nincs jelen a polimorfizmus. A fenti ok miatt ez az SNP restrikcios enzimekkel
kimutathatd, és ezért, mint restrikcios fragment hosszusagi polimorfizmusként

(restriction fragment length polymorphism = RFLP) is van sz&montartva.

Mig a fenti 2 masik polimorfizmus esetén az irodalomban homozigéta eset a minor
allélra nem fordul eld, addig itt ez mar nem igaz, a GG haplotipus viszonylag gyakori.
A BCL1 polimorfizmus gyakorisdga a kaukazusi populacidban 25,7-49,2%-ra tehet6
(144). A homozigéta nem hordozok C/C, a heterozigotak G/C, a hordozé homozigotak
pedig G/G genotipusuak.

Az N363S polimorfizmushoz hasonléan, a BCL1 polimorfizmusnal is nagyobb
mértékben csokken a vér kortizol szintje a dexamethasone szuppresszids teszt folyaméan
a hordozdkban, mint a nem hordozokban. Ez azért lehet igy, mert a HPA-axis negativ
visszacsatolasaban szerepet jatszd GR szenzitivitas érzékenyebb, és mar alacsonyabb

kortikoszteroid szintnél mitkkodésbe 1ép (163).

A BCL1 esetén is foleg negativ metabolikus hatasok érvényesiilnek, csakigy mint az

N363S polimorfizmus esetén a megndvekedett GR érzékenység miatt.

Fiatal egyénekben megndvekedett BMI értékeket, valamint magasabb derék-csip6
aranyt mértek. Ehhez jon még hozza, hogy naluk az abdominalis elhizas is gyakrabban
fordult el6 (168; 169). Vannak azonban cikkek, melyek nem taldltak 6sszefuiggést a

polimorfizmus és az elhizas kozott (164; 170).

Egyes elhizott egyéneknél, akik hordozzdk a BCL1 polimorfizmust magasabb
inzulinszinteket mérhetiink, ami a megndvekedett glikokortikoid érzékenység mellett
szol (171).

Bizonyos esetekben a polimorfizmus a magasvérnyomassal szintén pozitiv korrelaciot
mutat. (172).
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Nem taléltak viszont a kutatok 0Osszefliggést a polimorfizmus €és bizonyos
kardiovaszkularis rizikot befolydsol6 faktorok kozott, ugymint a totdl LDL-lel, a
koleszterin vagy a triglicerid szintekkel, illetve a HbAlc-vel (164). Ugyanakkor viszont
azon egyéneknél, akiknél jelen van mind a BCL1 G allélja, mind az N363S

polimorfizmus, naluk mar emelkedett koleszterin szint mérhet6 (146).

Sok kutatas talalt 6sszefliggést a BCL 1 polimorfizmus és az autoimmun betegségek
kozott. Egy tanulmany korrelaciot mutatott ki ezen polimorfizmus és a Graves féle
ophtalmopathidban hasznalatos ATA (American Thyroid Association) stadiumok
stlyossaga kozott, melyek a szemkarosodas mértékét jelzik (173). Azon egyenek, akik
hordoztdk a polimorfizmust, naluk gyakrabban jelentkezett csak ATA grade | és Il
stadiumu betegség, mig a nem hordozok kérében gyakoribb volt az ATA grade 11l vagy
IV. allapot. Ez valbszinileg azért van igy, mert a megndvekedett glikokortikoid
érzékenység kompenzélta az autoimmun folyamatokat, illetve jobban hagyta
érvényestlni e téren az endogén kortikoszteroidokat.

Rheumatoid arthritis esetén tobb cikk nem talalt 6sszefliggést a BCL1-gyel (174),
azonban egy holland betegek kdzott végzett kutatas alacsonyabb BCL1-G gyakorisagot
figyelt meg RA-ban szenveddk korében, mely szintén a megndvekedett érzékenység

miatti protektivitast tanusithatja (157).

Szamos cikk igazolta a BCL1 polimorfizmus és a major depresszid kozotti kapcsolatot.
Bizonyos major depresszioban szenveddk kozott gyakrabban fordul el6 a GG
homozigota genotipus (152). Premenopausaban 1évé major depresszidoban szenvedé nék

korében GG homozigotasag szintén gyakrabban fordult el6 (175).

Mas pszichiatriai korképek és a BCL1 polimorfizmus kozott szintén talaltak
Osszefuiggest, mely korrelacio a BCL-1 polimorfizmus miatt megvaltozott HPA-axis
mitk6désbol adodhatott. Ilyen példaul a poszt-traumatikus stressz betegség (PTSD). Egy
munkacsoport azt igazolta, hogy a BCL1-re homozigéta PTSD-s betegek esetén
sulyosabb pszichés tlinetek 1éptek fel, mint a nem hordozokban (176).
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11.5.4.4. A glukokortikoid receptor polimorfizmusok és az ALL

Dolgozatom egyik sarkallatos pontja a vizsgalt 3 glikokortikoid receptor gén
polimorfizmus és a gyermekkori akut limfoid leukémia kapcsolata. Nemcsak a
felmertil6 toxicitasok érdekesek 6nmagukban, hanem az is, hogy vajon a megvaltozott
receptor érzékenység eredmenyez-e valtozast a terapia sikerességeben vagy sem. Ennek
vizsgalatara monitorozhatjuk a 8. napi prednisolon vélasz eltéréseit. A 8. napi
prednisolon véalasz egy igen fontos prognosztikai tényezé (21). A terapids eltéréseket

jelezhetik az 5 éves eseménymentes tulélésbeli valtozasok is.

A glikokortikoidok kétségetelnil a gyermekkori ALL kulcsgydgyszerei kozé
tartoznak, hiszen nagymértékii apoptozist indukalnak a leukémias balsztokban (141).
Ezt a hatast kivalthatjak kozvetlenil a GRE-hez kapcsolddva, illetve gy is, hogy
gatoljak az NF-kappa-béta és AP1 szignaltranszdukcios utakat (lasd 1.3.2.6. pontot).

Az apoptozisnak 2 Gtja van (13.4bra). Az egyik Ut a caspase-9 aktivalodasaval kezd6dik
és citokrom-c, valamint SMAC felszabadulassal jar. Ez az utvonal tiinik fontosnak a
glikokortikoidok szempontjabdl (177). Az apoptdzis mésik Utja a halal-receptorokhoz
kothetd, de ebben az Utvonalban a gliikokortikoidok kevessé érintettek (178).

Sejtmembran

A/\Y/\' \ / Sejtmag

| —# Transzaktivacié

GRE ‘ Gene A l_\\
L. —

Transzrepresszidé

GGTACANNNTGTTICT

GRE szekvencia

Apoptézis

13. abra: A GR receptor apoptozis indukcidja
Tissing WJ, MeijerinkJP, den Boer ML et al.: Molecular determinants of glucocorticoid sensitivity and resistance in acute
lymphoblastic leukemia. Leukemia. 2003
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Az irodalomban szinte alig van vizsgalat arra vonatkozoan, hogy az altalam vizsgalt,
receptor érzékenységet megvaltoztato gliikokortikoid receptor polimorfizmusok hogyan
befolyasoljak a gyermekkori ALL-ben fontos prognosztikai faktorokat, illetve talélési
mutatokat. Egy irani kutatocsoport megvizsgalta az N363S, az ER22/23EK és a BCL1
polimorfizmusok lehetséges kapcsolatat a gyermekkori ALL relapszuséval, azonban
semmilyen korrelaciét nem taldlt (179). Egy kanadai tanulmény ugyanakkor azt
igazolta, hogy a BCL1 GG homozigotak korében csokken az OS-arany. Az N363S és
ER22/23 EK polimorfizmusok tekintetében nem talalt semmilyen &sszefliggést,
csakugy, ahogyan az EFS és a BCL1 kozétt sem (180). Egy masik tanulméany a BCL1
GG genotipus esetén szintén csokkent OS-t taldlt (181). Egy holland kutatécsoport
megvizsgalva a fenti 3 glikokortikoid receptor génpolimorfizmust nem talalt
semmilyen 0Osszefliggést azok jelenléte, gyakorisaga és a gyermekkori ALL talélési

eredményei kozott (182).

51



DOI:10.14753/SE.2017.2259

11l. CELKITUZESEK

1. Milyen kapcsolat all fenn az N363S glukokortikoid receptor génpolimorfizmus
¢s az ALL kemoterapidja kapcsan fellépd gliikkokortikoid indukalta

mellékhatasok kozott?

2. Milyen 0sszefliggés figyelhetd meg az ER22/23EK glikokortikoid receptor
génpolimorfizmus és az ALL kemoterapiaja kapcsan fellépd gliikokortikoid

okozta mellékhatasok kozott?

3. Megfigyelhet6-e barmilyen Kkorrelaci6 a BCL1 glikokortikoid receptor
génpolimorfizmus és az ALL kemoterapiaja kapcsan fellépd gliikokortikoid

okozta toxicitasok kozott?

4. Hogyan véltoznak a fenti eredmények abban az esetben, ha a polimorfizmusok

egymassal kombinalédnak ugyanabban az egyénben?

5. Van-e 0sszefligges a fenti glikokortikoid receptor génpolimorfizmusok, illetve
az ALL szempontjabdl egyik dont6é fontossagu prognosztikai faktor, a 8. napi

prednisolon valasz kz6tt?
6. Van-e Osszefliggés a vizsgalt glikokortikoid receptor génpolimorfizmusok,

illetve az 5 éves eseménymentes tulélés (event-free survival-EFS) kozott és az 5

éves teljes talélés (overall survival-OS) kozott?
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IV. MODSZEREK

IV.1. Vizsgalt betegek

A PhD munkamba 6sszesen 346 gyermeket vontunk be, akik 1989 és 2004 kozott
kaptak kezelést akut limfoid leukémia miatt. Kezelési protokolluk az ALL BFM 90/95
alapjan zajlott a Magyar Gyermekonkoldgia és Gyermekhematologia Tarsasag
Kdzpontjaiban (Budapest, Debrecen, Miskolc, Pécs, Szeged, Szombathely). A
gyermekek kozott 207 fid és 139 lany volt. A gyermekek életkora 0,2-17,9 év kdzé volt
tehetd, a median életkor 4,95 év volt). A vizsgalat betegek kozt a rizikdbesorolas
alapjan 103 kezel6dott SR agon, 215 MR-agon és 28 HR agon. Mindegyik gyermek
egysegesen az ALL BFM 90/95-6s protokoll szerinti kemoterdpidban részesilt, és e
szerint kaptdk egysegesen a szteroid kezelést. A protokoll szerint a nagy doézisu
glukokortikoid terapiat a protokoll I, fazis 1-ben (prednisolon:60mg/m2/nap), valamint
a protokoll II, fazis 1-ben (dexamezhason: 10mg/m2/nap) kaptak. A prednisolon-
kezelés a végs6 dozis 25%-aval kezdddik, majd a 8. napig, a maximumig folyamatosan
emelkedik. A 8. nap utan a 28. napig ez marad a napi ddzisa, utana pedig elhagyasaig
folyamatosan csokken 9 napon at. A dexamethason 1-21 napig kerul alkalmazésra

maximalis dozisban, majd a 22. naptol 9 napon at fokozatosan, majd leéall.
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1V.2. Genetikai médszerek

1VV.2.1 N363S polimorfizmus

IV.2.1.1. DNS izolélas

A DNS izolalast a remisszidba kerllt betegek periférias vérébol végeztiik a Roche High
Pure PCR Template Preparation Kit segitsegevel, annak gyari el6irasa alapjan. Minden
PCR cs6hoz adtunk 200 mikroliter periférias vért, majd 200 mikroliter ,,binding buffert”
és 40 mikroliter ProtkK-t. Az oldatot 10 percig 72°C-on allni hagytuk. Ezutan minden
PCR cs6héz 100 mikroliter isopropranololt adtunk, az igy kapott elegyeket pedig
filteres csovekbe pipettaztuk, ahol 1 percig 8000/perces fordulatszamon centrifugéltuk.
A filteren fenmaradd oldatot atpipettdztuk masik filteres gytjtécsbe, melyhez ,,500
mikroliter inhibitor removal buffer™-t adtunk még. Ujra centriflgalas kovetkezett (1
percig 8000/perc fordulatszam). Ugyanezt a folyamatot megismételtiik, csak most az
atpipettazott feliiliszohoz 500 mikroliter ,,wash buffert” adtunk. Centrifagalas utan (1
percig 8000/perc fordulatszdm) ezen utols6 folyamatot megismételtiik. Az
alkoholmaradvanyok alapos eltavolitasa miatt tovabbi centrifigélas kovetkezett 30
maéasodpercig 13000/perc fordulatszamon. A felullszét ezutan Gjabb filteres csévekbe
tetttik, amihez 200 mikroliter 70°C-ra eldmelegitett ,,elution buffer”-t adtunk. Ezt 1
percig szobahdn hagytuk 4llni, majd 1 percig 8000/perc fordulatszamon centrifugaltunk.
Az igy megmaradt feltiluszo volt a kész izolalt DNS.

1V.2.1.2.- Allél-specifikus (ASA) - PCR

Az allél specifikus PCR a pontmutéciok, illetve az SNP-k kimutatasanak egyik gyakran
alkalmazott, kivalo6 mddszere. Ennek segitségével identifikadltuk az N363S
polimorfizmust is. A modszer lényege azon alapszik, hogy a PCR termék képzddése

attél figg, hogy a mutans allél, vagy a normal allél van-e jelen a mintaban. A
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primereket ugy tervezték, hogy azok 3’ vége pontosan az SNP helyén — jelen esetben az
1220. bazisparnal (bp.) — legyen, ahol a mi esetlinkben adenin-guanin csere torténtik. Az
egyik allél-specifikus primer a normal, a méasik pedig a mutans alléllal komplementer,
DNS amplifikacié pedig csak komplement egyezés esetén fog igy bekdvetkezni. Ha
tehat ha csak 1 termék képzd6dik, akkor a beteg homozigéta volt valamelyik allélra, két

termék esetén pedig heterozigota. Ezt a gélelektroforézisnél tudjuk leellendrizni.

Az ASA lépései:

I.Primerek:

1. Kontroll primerek: ezeket minden esetben alkalmaztuk, hogy termékeik pozitiv
kontrollként szolgéljanak, bizonyitva azt, hogy a reakcié feltételei megfeleléek voltak, a

PCR sikeres volt.:
a) E2/4 foward primer: 5°-CCA GTA ATG TAA CAC TGC CCC-3’

b) E2/4 reverz primer: 5’-TTC GAC CAG GGA AGT TCA GA-3’

2. Normal allélnak megfelel6 primer (1220A): 51-ATC CTT GGC ACC TAT TCC
AAT-3’

3. Muténs allélnak megfelelé primer (1120G): 5-ATC CTT GGC ACC TAT TCC
AAC-3’

Egy beteghez 2 PCR csd tartozott. Az egyikbe a mutans a masikba a vad primer keriilt

bele
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Munkafolyamat:

A torzsoldatba (Bioline cég Immomix oldata), mely pufferekkel, magnézium-kloridot és
dNTP-ket tartalmazott, beleraktuk a fenti a kontroll primereket, illetve vagy a mutans
vagy a vad allélszekvencianak megfelelé6 komplementer primert. Ezutan beleraktuk a
csOvekbe a betegektdl izolalt DNS-t (betegenként 2 DNS minta 1-1 cs6be). Ezutan
kovetkezett a PCR: Eléinkubalas tortént 95°C-on 7 percig, majd az amplifikéciot
vegezte el a gép 34 ciklusban. Ciklusonként 1 percig 95°C denaturélt, majd 63°C-ig
hiitott vissza 1 percre, és 72°C-on tortént meg az elongécid szintén 1 percig. A 34 ciklus
utdn 1 utdinkubalast végeztiink 72°C-on 10 percig, majd a mintat 54°C-ra hitottiik

vissza a mintakat.

1V.2.1.3. Gélelektroforézis

A PCR utan a keletkez6 termékeket lathatova kell tenni, erre hasznaltuk a
gélelktroforézist. A 14.abran jol latszik, hogy az ,,A” jelii beteg egy heterozigota
hordozd, hiszen mind a mutans, mind a normal primer talalt maganak megfelel6 allél-

szekvenciat. A tobbi beteg, pedig homozigo6ta nem hordozo.

Sajat futtatas
A: heterozigoéta hordozé
B-G: homozigéta nem hordozok

14. dbra: sajat futtatds az N363S pm kapcsan
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1V.2.2. ER22/23EK polimorfizmussal kapcsolatos genetikai modszerek

IVV.2.2.1. DNS izolalés
Lasd 1V.2.1.1. pontot.

1V.2.2.1.1. Olvadaspont analizis rovid ismertetése

A modszer az SNP-t tartalmaz6 és nem tartalmazo DNS szalak eltér6 ,,olvadaspontjain,
melting point-jan” alapszik. Itt az olvadaspont a DNS szalak k6z6tt 1év6 hidrogénhid

kotések felbomlasat jelenti a megemelkedett hémérséklet kovetkeztében.

Az Altalunk hasznélt gép (Light Cycler Software Version 4.05) folyamatos
hémérsékletemelés mellett detektdlja a DNS szalak szétvalast, igy tudja azonositani a

polimorfizmus jelenlétét.

A DNS szétvalasat fényreakcid kiséri, ezt tudja a gép detektalni. A vizsgalni kivant
DNS-szélakhoz egy Un. M-primert hibridizaltatunk, mely egy helyen, csak a vad
tipusnak megfeleld komplementer szekvencidt tartalmazza, igy a vad tipushoz
erOsebben kotédik, mint a mutdns szalhoz. Emiatt az M-primer magasabb
homérsékleten valik le a vad szekvenciat tartalmazé szalrol, mint a mutaciot
tartalmazorol. Az M-primerhez gyarilag egy festékanyag is rogzitve van. Az M
primerhez szintén gyarilag egy ancher (A)-szekvencia is kotve van, melyen fluorescin
talalhatd, ami képes az M-primer festékanyagat (L-red) gerjeszteni, mely igy fényt
emittal, amit a fenti gép detektalni tud. A gerjesztés azonban csak akkor jon létre,
amikor a PCR soran (el6zetesen végezzik el, l4sd alabb) az M préba a vizsgalni kivant
DNS-szélrdl az A-szekvenciaval egytt levalt a gép folyamatos melegitésének hatasara.
Amikor a fényemissziot a gép abrazolja, akkor az latszik, hogy az alacsonyabb
hémérsékleteken nincs még levalas, igy nincs detektalhatd emisszid, majd elér egy
pontot, amikor el kezdenek levalni az M primerek, és megnd a kibocsatas. Ez elér egy
maximumot, majd Ujra semmi nem lathatd, hiszen minden M primer levalt a szakaszrol.
Tovabbi levalas csak akkor lesz, ha az illetd heterozigéta volt, mert akkor van a masik

szalon még a vad tipusnak megfelel6 DNS szakasz, ahova az M primer a fent leirt okok

57



DOI:10.14753/SE.2017.2259

miatt er6sebben volt kotve, mely miatt csak késébb valik le. EKkor a gép altal dbrézolt
fotoemisszids gorben 2 csdcsot l1atunk. Ez a heterozigotaség jele. Ha egy csics van csak
alacsony hémérsékleten, akkor az azt jelenti, hogy a vizsgalt gyermek homozigota a
mutans tipusra. Ha egy csucs van a magas homérsékleti tartomanyban, akkor az azt

jelenti, hogy a gyermek homozig6ta a guanint tartalmazé vad tipusra (15.4bra).

Olvadaspontok

— 1: 4399 — 2. 4902 — 3: 4903 — 4: 4912 — 5. 4919 — 6: 4920 — 7. 4921 |
8: 4923 9: 4924 — 10: poz kont.

0.226
0206
0186
T 0166
0146
0.126-
0.106
0.086

A e g o s e ey o,

0.066-
0.046

d/dT floureszcencia (640nm)

0.026-

0.008

40 42 44 46 48 0 5 54 55 58 60 62 [s4 66 68 70 72 74
Temperature (°C)

Homozigétanem hordozd/

Homozigéta hordozé
g / Heterozigota 2. csucsa

Heterozigota hordozd 1. cstics

15. dbra: Fényemisszés gorbe értékelése az ER22/23EK polimorfizmus esetén

Az olvadaspont analizis Iépései:
1. Primerek:
a).E2F (foward) primer: 5°-GAT TCG GAG TTA ACT AAA AG

b) E2R (reverz) primer: 5°- TAC TGA GCC TTT TGG AAA AT
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2. M-primer (LC-red-640): ACATCTCCCCTCTCCTGAGCAA-foszfat

3.Anchor (A-szekv.):GTAGCTCCTCCTCTTAGGGTTTTATAGAAGTCCA-

fluorescein

Torzsoldatként a Bioline cég Immomix oldatat hasznatuk pufferekkel, magnézium-
Kloriddal és dNTP-kel. A tdérzsoldatba keriilt ezutan a PCR folyamatéhoz sziikséges
reverz és foward primer, majd a fent részletezett M—primer a hozzardgzitett Anchor
szekvencidval. A folyamat zardsaknént minden PCR csdbe minden betegtél egy 5

mikroliternyi DNS minta keruilt hozz&adasra.

Ezutan kovetkezett a PCR: Eléinkubalds tortent 93°C-on 7 percig, majd az
amplifikaciot végezte el a gép 34 ciklusban. Ciklusonként 1 percig 94°C denaturalt,
majd 55°C-ig hiitott vissza 1 percre, és 72°C-on tortént meg az elongécié szintén 1
percig. A 34 ciklus utan 1 utdinkubalast végeztink 72°C-on 10 percig, majd a mintat
54°C-ra hiitottiik vissza. A felsokszorositott mintat a Light Cycler Software Version
4.05 alapu Light Cycle gépbe raktuk, ahol a fent leirtak alapjan megtortént az
olvadéspont-gorbe megrajzolasa és kiértekelése.

IV.2.3. ABCLL1 polimorfizmussal kapcsolatos genetikai modszerek

11.2.2.3.1. DNS izolalas
Lasd IV.2.1.1. pontot.

1V.2.2.3.2. A restrikciés hossz-polimorfizmus vizsgalat (RFLP) révid ismertetsése

A BCLI1 polimorfizmus a 2. és 3. exonok kozott elhelyezkedd intron B-ben jon létre,

egy citozin-guanin nukleotid csere torténik (139).

A polimorfizmus detektalasara hasonldéan az N363S esetéhez, itt is allél specifikus PCR

modszert hasznaltunk Gergics P és munkatarsai modszerét kovetve (183).

59



DOI:10.14753/SE.2017.2259

A primereket az Invitrogén Life Technologies-tdl, (Glasgow,UK) rendeltik.

Az ASA lépései:

I.Primerek:

1. Kontroll primerek: ezeket minden esetben alkalmaztuk, hogy termékeik pozitiv
kontrollként szolgéljanak, bizonyitva azt, hogy a reakci6 feltételei megfeleldek voltak, a

PCR sikeres volt.:
a) Foward primer: 5’-AGA GCC CTATTC TTC AAACTG

b) Reverz primer: 5’-GAG AAA TTC ACC CCT ACC AAC

2. Normal allélnak megfelel6 primer (646 bp.-ra a GRgén 2-es exonjatol: citozin):
5-CAATTC CTC TCT TAA AGA GAT TG
3. Mutans allélnak megfelel6 primer (646 bp.-ra a GRgén 2-es exonjatol: guanin):

5’-GAC AAG TTATGT CTG CTG ATG

Munkafolyamat

A torzsoldatba (Bioline cég Immomix oldata), mely pufferekkel, magnézium-kloridot és
dNTP-ket tartalmazott, beleraktuk a fenti a kontroll primereket, illetve jelen esetben
ugyanabba a cs6be a mutans és a vad allélszekvencidnak megfelel6 komplementer
primert is. Ezutan beleraktuk a PCR-cs6vekbe a betegekt6l izolalt DNS-t. Ezutan
kovetkezett a PCR: Eléinkubalas tortént 95°C-on 7 percig, majd az amplifikaciot
végezte el a gép 34 ciklusban. Ciklusonként 1 percig 95°C denaturalt, majd 56°C-ig
hiitott vissza 1 percre, és 72°C-on tortént meg az elongécid szintén 1,5 percig. A 34
ciklus utan 1 utdinkubalast végeztiink 72°C-on 10 percig, majd a mintat 54°C-ra

hatottik vissza a mintakat.
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1V.2.2.3.3. Gélelektroforézis:

Hasonl6an az N363S polimorfizmushoz, itt is gélelektroforézissel tettik lathatova az
eredményeket. A mintak itt is 2%-os agardz gélben lettek megfuttatva, majd etidium
bromiddal lettek megfestve és ultraviola sugarzds alatt lettek atvilagitva, majd

lefényképezve.

Itt 1 PCR cs6hoz az N363S modszernél leirtakkal ellentétben mind a vad, mind a
mutans szakaszt felismerd primer hozzaadasra keriilt, igy minden csében egy vagy 2
termék keletkezett az allélhordozastol fliggéen. A mutéciot tartalmazd DNS szakaszrol
(guanin) hosszabb atirat képz6dott, ezért azok ,,nem futottak olyan messzire”, mint a
normal variansbél képzédottek. Heterozigdta beteg esetén 2 termék keletkezett, hiszen
mind a 2 primer a vizsgalt személy DNS-ének valamelyik szalan talalt maganak

megfeleld szekvenciat.
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1V.3. Klinikai adatok

IV.3.1. A glukokortikoidok indukalta toxicitasok

Vizsgalataim folyaman a bevont gyermekek korében a kovetkezd szteroid okozta

mellékhatdsokat vizsgaltam:

e Hepatotoxicitas
e Szénhidrat haztartas zavara
e Idegrendszeri és/vagy magatartasbeli zavarok

e Hipertonia

Minden toxicitast értelemszeriien azokban a fazisokban vizsgaltuk, amikor a gyermekek
nagy adagu szteroid kezelésben részesultek: protokolll, féazisl (prednisolon:
60mg/m2/nap), protokoll 2, fazis1 (dexamethason: 10mg/m2/nap).

Osszehasonlitottam a polimorfizmusokat hordoz6 ALL-es gyermekeket nem hordozo
tarsaikkal a fenti toxicitdsok tekintetében. Sajat eredményeimet a kordbban leirt

irodalmi adatokkal vetettem 6ssze.

1V.3.1.1. Hepatotoxicitas

Sulyos hepatotoxicitasrol beszéltiink akkor, amikor a szérum GGT és/vagy GPT értékek
magasabbak voltak, mint a normal fels¢ hataranak a tizszerese, és/vagy amikor a
szérumbilirubin (Sebi) szint a normalis tartomany felsé értékének 5-szordsenel volt

emelkedettebb.

62



DOI:10.14753/SE.2017.2259

1V.3.1.2. Szénhidrat haztartas zavarai

A bevont gyermekek kezelésének idejében hasznélatban 1évé ALL IC BFM90/95-0s
protokollok értelmében a szénhidrat anyagcserével kapcsolatos vizsgalatokat a
diagnozis felallitasaval egy id6ben, azaz a kemoterapia el6tt végeztek el. Ekkor szérum
glukoz, HgbAlc, illetve vizeletcukor vizsgalatok torténtek. Rutinszertien a szteroid
terapia alatt - ha a kordbbi vizsgalatok mind negativnak bizonyultak-, csak a vizelet
cukor szintjét ellenériztiik rendszeresen. Ha ez pozitiv, akkor természetesen folyamatos
vércukorszint ellendérzés tortént. KoOros vércukorértékek esetén (lasd. alabb)
endokrinologiai  konzilium is szOba kerult, diétas, vagy egyéb terapidas (pl.:
inzulinkezelés) dontések érdekében.

A fentieket tekintetbe véve, akkor beszéltink a szénhidrat haztartds zavarardl, ha
glukozuria jelentkezett es/vagy ennek kapcsan magasabb éhomi (6mmol/L feletti)
és/vagy postprandialis (8,8 mmol/l felett) vércukorszinteket mértek és/vagy emiatt

inzulin terépia kerult beallitasra szteroid okozta diabetes miatt.

1V.3.1.3. Idegrendszeri toxicitasrol és/vagy magatartas zavarok

A bevezetésben, valamint a glukokortikoid receptor polimorfizmusokat bemutat6
fejezetekben részletesen leirdsra kerlltek a glukokortikoidok okozta kozponti
idegrendszeri karos hatdsok, valamint a magatartasra gyakorolt befolyasuk, melyek
depressziéban vagy épp agitaltsagban, szorongasban o6lthetnek forméat. Ennek
értelmében idegrendszeri toxicitasrol akkor beszéltink, ha a fenti fazisokban
polineuropathia, paresis, hyperkinezisek, epilepszias gorcsok léptek fel. Magatartas
zavarnak tekintettik a szorongas, az anxietas, a pszichosis megjelenését, melyek
anxiolitikumok és/vagy antipszichotikumok adasét kivantak. Az anxietds differenciél
diagnosztikdja nem konnyll egy frissen korhdzba keriilt gyermeknél. A vizsgalatban
akkor beszeltiink szteroid okozta anxietasrol vagy magartasbeli eltérésrél, amikor a
viselkedés valtozas a hospitalizacié kezdeti napjai utan jelentek meg (3-4 nap utan) és

mikor ez a szteroid terdpia utan ez megszint.
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I1V.3.1.4. Hipertonia

Hipertoniardl akkor beszéltink, mikor a mért értékek tartdsan az emlitett fazisokban az
életkornak megfelelé 95 percentilis felett voltak, illetve, ahol ABPM eredmeny

rendelkezésre allt, ott az ott megallapitott eredményt vettik alapul.

IV.3.1.5 8. napi prednisolon vélasz, eseménymentes és teljes tulélés

A glukokortikoid receptor génpolimorfizmusok tekintetében igen izgalmas kérdés a

terapia hatadsossagara gyakorolt esetleges hatas is.

Ahogy err6l mar szd volt, a 8. napi prednisolon vélasz az egyik legfontosabb
prognosztikai faktor az ALL kezelése sorén a tulélés tekintetében. A kemoterapia 8.
napjaig a betegek 1 intratekalis MTX-on Kivil csak nagy dozisu szteroid kezelést
kapnak, melyt6l azt varjuk, hogy tekintet nélkiil a kezdeti fehérvérsejt szamra — mely
akar szazezres G/L nagysagrendii is lehet — a periférias blasztszam 1G/L alatt lesz.
Definici6 szerint akkor beszéliink jo prednisolon vélaszrol a terapia 8. napjan, amikor a
periférias vérben a limfoblasztok szdma 1G/L alatt van. E feletti érték esetén rossz

prednisolon valaszrél van sz6 (22).

Az eseménymentes tulélést (EFS) a diagnozistol szamitva az 5. évig vizsgaltuk, azaz 5-
éves EFS-t néztiink. Akkor beszéltink eseménymentességrol, ha relapszus, vagy hall
nem kovetkezett be ezen id6szak alatt. Az 5 éves teljes tulélés esetén (overall survival -

OS) ugyanezen id6szak alatt vizsgaltuk azt, hogy halal bekovetkezett-e vagy sem.
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1V.3.2. Kulonleges megfontolasok a BCL1 polimorfizmusnal:

A BCL polimorfizmus esetén az irodalom — a masik két polimorfizmussal ellentétben-

leir homozigota eléfordulést is (G/G genotipus). A masik két SNP esetén nem.

Megfelelé szamu, a polimorfizmusra homozigdta beteg esetén, erre a csoportra igy

kllon is érdemes megnézni a vizsgalt toxicitasokat.

Ennek az SNP-nek a mutans G allélja olyan nagy szamban van jelen &ltalaban a
populacioban, hogy statisztikailag alkalmat ad arra, hogy megvizsgaljuk esetleges

kombinalddasat a masik — bar nem annyira gyakori- N363S polimorfizmussal.

Ezen polimorfizmus kapcsan tehat eleve 3 szempontot vizsgaltunk. Egyszer megnéztik
a G-allélt hordozokat (hetero+homozigéta) a vad tipusi homozigétakkal szemben
(GIC+GIG vs. CIC), azért, hogy magara a G allélra vonhassunk le kidvetheztetéseket,
masrészt ezek utan kilén megnéztilk a G/G homozigotakat a tobbiekkel szemben (G/G
vs G/C+C/C). Ez utdbbi azért lehet érdekes, mert feltételeztilk, hogy a polimorfizmus
csak homozigéta formaban lehet esetleg csak relevans. A BCL1-N363S polimorfizmus
kombinaciojakor megjelené esetleges szteroid mellékhatasokat, és a kombinacioval
kapcsolatos esetleges valtozasokat a 8. napi prednisolon valaszban, illetve az

eseménymentes talélésben szintén itt vizsgaltuk.

1V.4. Statisztika

Az allél frekvencidk tekintetében kritériumnak vettik azt, hogy a populacié Hardy-

Weinberg egyensulyban legyen (184).

Az allél frekvenciakat chi-négyzet teszttel vagy Fisher exact teszttel hasonlitottiik 6ssze

az elmeszamnak megfeleléen. A szignifikancia szintet 5%-nal (p=0,05) hiztuk meg.
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A statisztikai analizishez az SPSS (SPSS Inc. Chicago,IL, USA) software-t hasznaltuk.
Az esélyhanyados (Odds ratio=OR) konfidencia intervalluma (CI) 95% volt.

5 éves EFS és OS eredményeinek értékeléséhez a tulélés analizis (Survival Analysis)

egyik nemparaméteres formajat a Kaplan-Meier elemzést, illetve Cox-reggressziot
alkalmaztunk.

IV.4. Etikai engedély

A kutatast a Magyar Orvosi Kamara Orszagos Etikai Bizottsaga engedélyzte, és az

Osszes résztvevo alairta a megfeleld tdjékoztatasi és beleegyezd nyilatkozatokat.
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V. EREDMENYEK

V.1. N363S polimorfizmus

V.1.2. Az allélgyakorisag

A 346 vizsgalt ALL-es gyermekb6l 32 hordozta heterozigota formaban a
polimorfizmust (9,24%). Homozigéta eléfordulast nem talaltunk. Az allélfrekvenciat
megvizsgalva a populacionk Hardy-Weinberg eloszlast kdvetett (p=0,36> 0,05) (184).
A vad tipusu (C) allélgyakorisag: 95,38%, a mutans tipus (G) allél gyakorisaga pedig
4,62% volt.

V.1.3. Hepatotoxicitas és az N363S polimorfizmus

Hepatotoxicitas szignifikansan gyakrabban fordult ¢l6 a hordozok korében (16. bra). A
32 hordoz6bol tiznél jelentkezett majkarosodas (31,3%), mig a 314 nem hordoz6
esetében ez az arany csak 11,2% volt. (p=0,004) (Odds ratio=3.6, Cl:1,586273-
8,276543 95%).

V.1.4. Szénhidratanyagcsere zavar és az N363S polimorfizmus

A szénhidratanyagcserére vonatkoz6 adatok szintén hasonl6 eredményt mutattak ahhoz,
amit a hepatotoxicitds esetében lathattunk (16. abra). Ez a toxicitas szintén
szignifikansan gyakrabban fordult el6 hordozok koérében (6/32), mint a nem hordozok
korében (8/314). 363S genotipus esetén a betegek 18,8%-anal figyeltik meg a
szénhidrathaztartas zavarat, mig ez az ardny a nem hordozoknal csak 3,7% volt
(p=0,001, Odds ratio=8.8, Cl:2,846509-27,37198, 95%).
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V.1.5. Hipertenzi6 és az N363S polimorfizmus

Bar a magasvérnyomas gyakrabban fordult eld a hordozok korében, mint a nem
hordozok esetében, de ez az ardny statisztikai szamitassal mégsem igazolddott
szignifikansnak (p=0,171). A hordozok 28,1%-anél jelentkezett magasvérnyomas, mig a
nem hordozoknal ez az arany csak 18,1% volt (16.4bra). A kuldnbség azonban nem
szignifikans, igy csak tendencia mutatkozott a hordozok irdnyaba. (9/32, 28.1% vs.
57/314, 18.1%, p=0.171, Odds ratio=1.7, Cl: 0,775252-4,015163, 95%).

V.1.6. Idegrendszeri karosodéas és magatartasbeli zavarok

Ezen toxicitds esetében szintén nem mutatkozott statisztikailag jelentds Osszefiiggés
(16. &bra) a vizsgélt mellékhatds és a genotipus kozott. A hordozok kozott ez a
mellékhatas 8,6%-ban (2/32), a nem hordozok kozott pedig 6,3%-ban jelentkezett
(p=1,0, odds ratio=0.7, Cl: 0,160547-3,127887, 95%).
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Majtoxicitas

- — - s

363S-hordozo

Nem hordozo
P=0,004

Szénhidrat anyagcsere zavar

* nem
* volt *“nem =volt
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363S-hordozé P=0,001 3.7%

Nem hordozé

Hipertenzié

=nemvolit snemvolt
sivolt svolt

363S-hordozo P=0,171 Nem hordozo

Idegrendszeri karosodas/ magatartaszavar

* nem volt
6 30/0 p=1 ‘0 = volt
’
363S-hordozo Nem hordozo

16 abra N363S pm és a vizsgalt toxicitasok nagy doézisu szteroid terapia mellett a gyermekkori ALL terapidja soran
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V.1.7. Toxicitasok halmozodéasa betegenként az N363S polimorfizmus
flggvényében

Megvizsgaltuk azt is, hogy egy betegben a polimorfizmus fiiggvényében milyen
gyakorisaggal fordult el6 egy, kett6, harom, vagy esetleg négy mellékhatas egyszerre
(17.4bra).

Eredményeink azt mutattdk, hogy olyan beteg, akinek legaldbb egy toxicitasa volt,
szignifikansan gyakrabban fordult el a hordozok kérében, mint a 363S genotipussal
nem rendelkezOk korében. Szignifikdnsan tobb hordozonal jelentkezett legaldbb egy
toxicitas (65,7% vs. 24,1%, p=0,001).

Hasonlé eredményt taldltunk akkor, amikor azt vizsgaltuk, hogy legaldbb két
toxicitassal bird beteg milyen gyakran fordult el6 a hordozok és a nem hordozok
korében. Statisztikailag szignifikdnsan gyakrabban fordult elé legalabb két toxicitas a
363S genotipusuak koreben (21,7% vs. 6,7%, p=0,009).

Legalabb harom toxicitassal rendelkez6 betegek esetén is azt talaltuk, hogy szamuk az
N363S polimorfizmus hordozasa esetén magasabb volt. A polimorfizmust hordozok
korében gyakrabban fordult el6 legalabb harom toxicitas megjelenése (9,4% vs, 1,3%,
p=0,02).

Négy toxicitas egyszerre egy vizsgalt gyermekben sem alakult ki.
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Legalabb1 toxicitas

=nem =yolt
- o .w“
363S-hordozo Nem hordozé
P=0,001
Legalabb 2 toxicitas
" Rem
u volt = nem =volt
363S-hordozo P=0,009 Nem hordozo
Legalabb 3 toxicitas
= nemvolt = nemvolt
avoht mvolt
¥
. 1,3%
363S-hordozo P=0,02 Nem hordozo

17. abra: az N3635 pm és a vizsgalt toxicitasok gyakorisaga nagy dozisd szteroid terapia melletta gyermekkori
ALL terapiaja soran
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V.1.8. 8. napi prednisolon valasz és az N363S polimorfizmus

A prednisolon vélaszt vizsgalva azt talaltuk, hogy egy hordozéonal sem jelentkezett rossz
prednisolon valasz (0/32), mig ez az ardny a nem hordozok koérében 8,28% volt

(26/314) (18.abra). Mivel az elemszam nulla volt az egyik populécidban, ezért p értéket
nem szamoltunk.

363S-hordozok

@6 prednisolon vdlasz
mrossz prednisolon vélasz

Blasztszam<1GI/L, 8. nap Blasztszam=>1G/L, 8 nap
Nem hordozok

@6 prednisolon valasz
@rosszprednisolon valasz

18.abra: Az N363S polimorfizmus és a nyolcadik napi
prednisolon valasz
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V.1.9. 5-éves esemeénymentes tulélés és az N363S polimorfizmus

Cumulative Proportion Surviving (Kaplan-Meier)
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19.4bra: az N3638S polimorfizmus és az 5 éves eseménymentes tllélés

Ahogy az a 19. 4brén is jol latszik, a 363S genotipussal rendelkez6k korében az 5-éves
eseménymentes tulélés szignifikdnsan jobbnak mutatkozott (p=0,012) a nem
hordozokhoz képest. A hordozdk esetében 93,1% volt az EFS, mig a nem hordozoknal
ez csak 71,86%.
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V.1.10. Az 5 éves teljes tulelés (overall survival -OS) és az N363S polimorfizmus

Megvizsgaltuk az N363S és az 5 éves OS lehetséges kapcsolatat a vizsgalt
populacioban. Az eredmények szignifikans kiilonbséget jeleznek. A 363S genotipusiak
korében kedvezébbek a tulélési adatok (p=0,013, 91,23% vs. 76,72%). (20. &bra).

Tulélés (overall survival - OS)
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Cumulative Proportion Surviving
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20. abra: az N363S polimorfizmus és a teljes tulélés
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V.2. ER22/23EK polimorfizmus

V.2.1. Az allélgyakorisag

A 346 vizsgalt ALL-es gyermekb6l 10 hordozta heterozigéta formaban a
polimorfizmust (3,46%). Homozigéta el6fordulast ezen polimorfizmus esetén sem
talaltunk. Az allélfrekvencia kdvette a Hardy-Weinberg eloszlast (p=0,7>0,05) (184). G
(vad tipusu) allélgyakorisdg: 98,6%, az A (mutacios allél) gyakorisdga:1,4% volt.

V.2.2. Hepatotoxicitas és az ER22/23EK polimorfizmus

A szteroid érzékenységet csokkenté polimorfizmus esetén az 1atszik, hogy a hordozok
kisebb szazalékanak volt majkarosodasa. Ez a toxicitas hordozok kdrében csak 10%-
ban, mig a nem hordozdk kozott 13%-ban mutatkozott. A kilonbség azonban nem
szignifikans, igy csak egy tendencia figyelheté meg a polimorfizmus protektivitasa felé
(p=0,6185, Odds ratio:0,73734, CI=0,0912-5,9) (2.tablazat)

hogeo?ék Hordozok | Osszesen
Nem volt 292 9 301
P=0.6185
Volt 44 1 45

Osszesen 336 10 346

2. tblazat: A hepatotoxicitas gyakorisaga az ER22/23EK polimorfizmus esetén
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V.2.3. Szénhidratanyagcsere zavar és az ER22/23EK polimorfizmus

A szénhidratanyagcserére vonatkoz6 adatok a gliikokortikoid receptor érzékenységet
csokkentd polimorfizmus esetén azt mutattak, hogy a hordozok korében ilyen toxicitas
egyaltalan nem fordult elé (3.tabl). Ez az arany a nem hordozok esetében 4,1% volt.

Ugyanakkor az eredmény itt sem mutatkozott statisztikailag szignifikansnak (p=0,510).

hozi;nék Hordozék Osszesen
Nem volt 322 10 332 P=0,510
Volt 14 0 14
Osszesen 336 10 346

3. tblazat: A szénhidrat anyagcsere zavarainak eléfordulasa az ER22/23EK pm fiiggvényében

nagy dozisu szteroid terapia mellett a gyermekkori ALL terapiaja soran

V.2.4. Magasvérnyomas és az ER22/23EK polimorfizmus

Hasonldan az el6z6 toxicitashoz, a magasvérnyomas esetén is a polimorfizmus
glukokortikoid mellékhatasokkal szembeni protektivitasat figyelhetjik meg. Ezen SNP
esetén a hordozdk korében nem akadt senki, akinél hipertenzid jelentkezett volna,
ugyanakkor ez az arany a nem hordozéknal mar kdézel 20% volt (p=0,25). (4.tabl). Az

eredmény azonban statisztikailag itt sem volt szignifikans.
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Nem
hordozok | 11074920k | ecresen
Nem volt 270 10 280
P=0,25
Volt 66 0 66
Osszesen | 336 10 346

4.tdblazat: A magasvérnyomas el6fordulisa az ER22/23EK pm fiiggvényében nagy dézisi

szteroid terapia mellett a gyermekkori ALL terapiaja soran

V.2.5. Idegrendszeri k&rosodas és magatartasbeli zavarok az ER22/23Ek pm

kapcsan

Az ER22/23EK polimorfizmus esetén nem taldltunk olyan ALL-es gyermeket, akinél
magatartasbeli valtozas tortént volna. Ugyanakkor a nem hordozdknal a 336-bol 29
gyerek is akadt, akiknal volt valamiféle idegrendszeri/magatartasbeli eltérés, naluk ez az
arany 8,6% volt. A kilonbseg statisztikailag nem volt szignifikans (p=0,695) (5.
tablazat.).

Nem
hordozok

Nem volt 307 10 301

Hordozok 34qzesen

P=0,695
Volt 29 0 45

Osszesen| 336 10 346

5. tdblazat: Az idegrendszeri toxicitasok/magatartas zavarok el6fordulisa az ER22/23EK

pm fuggvényében nagy ddzisu szteroid terapia mellett a gyermekkori ALL terapiaja soran
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V.2.6. Toxicitasok halmozodéasa betegenként az ER22/23EK polimorfizmus esetén

Ennél a polimorfizmusnal is megvizsgaltuk azt, hogy egy betegben a polimorfizmus
fliggvényében milyen gyakorisaggal fordul elé egy, kettd, harom, vagy esetleg négy

szteroid okozta mellekhatas egyszerre (6.tablazat).

Eredményeink azt mutattdk, hogy nem akadt szignifikdns kilonbség legaldbb egy
toxicitds megjelenése tekintetében a hordozdk és a nem hordozok kozétt (p=0,065). A
hordozok 10%-anak volt legalabb 1 toxicitdsa. Ez az arany a nem hordozok kozott
38,8% volt. Tehat tendencia van arra, hogy legaldbb egy toxicitas is a nem hordozdk
kozott gyakoribb, azonban ez az eredmény nem szignifikans.

Legalabb két toxicitas a fentivel ellentétben viszont mar egyaltalan nem fordult elé azon
ALL-es gyermekek korében, akikben jelen volt az ER2223EK polimorfizmus. A nem

hordozdk korében ezzel ellentétben viszont legalabb két toxicitas eléfordulasa 8,3% volt

(p=0,716).

A hordozdk kérében nem akadt olyan beteg, akinek lett volna hdrom toxicitasa. A nem

hordozok kdrében ez az arany 2% volt (p=0,645).

Négy toxicitas egyszerre egy vizsgalt gyermekben sem alakult ki.
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Toxicitasok gyakorisaga betegenként

El6fordult ER22/23EK ER22/23EK | Szignifikancia
toxicitas: pm pm
volt nem volt

1. tablazat: Az ER22/23EK polimorfizmus és a vizsgalt toxicitasok gyakorisaga nagy dézisu

szteroid terapia mellett a gyermekkori ALL terapiaja soran

V.2.7. 8. napi prednisolon vélasz és az ER22/23EK polimorfizmus

A 8. napi prednisolon valasz esetén azonban elmondhatd, hogy egy hordozénal sem
jelentkezett rossz prednisolon valasz (0/10), ugyanakkor a nem hordozok korében

7,74%-0s volt a rossz prednisolon vélasz aranya (26/336) (21.4bra).

ER22/23EK - hordozok

@6 prednisolon vdlasz
mrossz prednisolon vdlasz

Nem hordoz:

@ )6 prednisolon valasz
@ rossz prednisolon valasz

21.abra: Az ER22/23EK polimorfizmus és a nyolcadik napi prednisolon
valasz
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V.2.8. 5-éves eseménymentes tulélés és az ER22/23EK polimorfizmus

Az ER22/23EK polimorfizmus esetén nem volt kilonbség a hordozok és a nem
hordozok kozott. A két csoportban nem kilonbdzott szignifikdnsan az 5-éves EFS
(22.4bra).

Cumulative Proportion Surviving (Kaplan-Meier)
o Complete + Censored

05}
04}

0,3+

Cumulative Proportion Surviving

02} P=0,18

0,17

Hordozok

0,0 - - - -
0 5 10 15 20 25
5-éves eseménymentes tulélés

22. abra: az ER22/23EK polimorfizmus és az 5 éves eseménymentes tulélés

80



DOI:10.14753/SE.2017.2259

V.2.9. Az 5 éves teljes tulélés (overall survival-OS) és az ER22/23EK

polimorfizmus

Elemeztlk a vizsgalt ALL-es gyermekek korében az ER22/23EK polimorfizmus, illetve
az 5 éves teljes tuléles viszonyat is. Eredménykeént azt talaltuk, hogy csakugy, mint az
EFS esetén, itt sem mutatkozott statisztikailag jelentds kiilonbség a hordozok és a nem

hordozok kodzott (p=0,27) (23.4bra).

Tulélés (overall survival - OS)
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23. abra: az ER22/23EK polimorfizmus és a teljes tulélés
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V.3. BCL1 polimorfizmus

V.3.1.Az allélgyakorisag

A BCL polimorfizmus esetén a 346 vizsgalt ALL-es gyermekbdl 257-nél sikerlt csak

technikai okok miatt (DNS elfogyott, tal nagy higitast kellett mar e kis mennyiségek

miatt alkalmazni) a polimorfizmus jelenlétét vagy hianyat kimutatni. A 257 betegb6l

140 fia és 117 lany volt. Az allél frekvencia a Hardy-Weinberg eloszlast kovette
(p=0,33>0,05) (184).

o

o

C (vad tipus) allél frekvencia: 67.29%

G (muténs tipus) allél frekvencia: 32.71%

Homozigota vad tipustak (C/C) széma: 122/257 (47,47%)
Heterozigotak (C/G): 105/257 (40,86%)

Homozig6ta muténs tipusuak (G/G) szama: 30/257 (11,67%) (184.)

Ahogy az fent is latszik BCL1 polimorfizmus esetében megfeleld elemszam

mutatkozott az N363S polimorfizmussal valé kombinacio vizsgalatara is.

9 gyermek volt a 257-bél volt egyszerre C/G (BCL1) és 1220G (N363S) genotipusu.
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V.3.2. A glukokortikoidok indukalta toxicitasok a BCL1 polimorfizmus kapcséan:

Hepatotoxicitast és a BCL1 polimorfizmus

Hepatotoxicitas
Genotipus Volt Nem volt Szignifikancia
G/IG+G/C 27 108
P=0,455
CC 20 102

7. tblazat: A BCL1 polimorfizmus G alléljanak hetero és/vagy homozigéta formaban valo

osszefliggése a majkarosodassal. A tablazat tovabba bemutatja a G-allél ugyanezen toxicitassal val6
Osszefliggését abban az esetben, amikor az az N363S polimorfizmus mutans tipusaval

kombinalédik.

A hepatotoxicitds tekintetében megvizsgaltuk a polimorfizmust egyaltalan nem
hordozokat a hordozo alléllal (innent6l: G-allél) szemben. Ereményeink azt mutattak,
hogy nem jelentkezett szignifikans kildnbség a két csoport kdzott (p=0,455). Szintén
nem talaltunk kilénbséget akkor sem, amikor a homozig6tékat (G/G) viszonyitottuk az
egész populacidhoz. Tendencia megfigyelheté volt azonban, mely azt mutatta, hogy a
G/G esetén nagyobb aranyban jelentkezett hepatotoxicitas, de a kilénbség nem volt
szignifikans (30% vs.16%, p=0,23). Kombinacié esetén nem volt kilonbség a
kombinacioval rendelkezdk és nem rendelkezdk kozott (p=0,671). A hepatoxicitds nem

jelentkezett statisztikailag gyakrabban a kombinacié esetén.
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Szénhidrat anyagcserezavarok és a BCL1 polimorfizmus

Szénhidrat anyagcsere zavar

Genotipus Volt Nem volt Szignifikancia

8. tblazat: abra: A BCL1 polimorfizmus G alléljanak hetero és/vagy homozig6ta forméban vald
Osszefliggése a szénhidrat anyagcserezavarral. A tablazat tovabb4 bemutatja a G-allél ugyanezen
toxicitassal val6 6sszefliggését abban az esetben, amikor az az N363S polimorfizmus mutans

tipusaval kombinalddik.

A szénhidratanyagcserezavar esetén is kerestllk ezen toxicitas és a 3 vizsgalt csoport
kozotti  Osszefliggést. Nem talaltunk szignifikans kulonbséget a G-allél és a vad
homozigota csoport kozott (p=0,332). Szintén nem jelentkezett kiilonbség akkor sem,
amikor a homozigdta G/G genotipust hasonlitottuk az egész populaciohoz (p=0,7).

Kombinacid esetén sem volt differencia a vizsgalt két csoport kozott (p=0,113).
Ugyanakkor itt taldltunk tendenciat, mely azt mutatja, hogy a kombinacié esetén
nagyobb a valoszinlisége a szénhidrathdztartds zavaranak, azonban ez nem volt

szignifikans (22,22% vs. 6,1%)
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Kozponti idegrendszeri eltérések/magatartas zavarok és a BCL1 polimorfizmus

Idegrendszeri karosodas/ magatartas zavar
Genotipus Volt Nem volt Szignifikancia
G/IG+G/C 18 117

P=0,785
CcC 15 108

9. tdblazat: A BCL1 polimorfizmus G alléljanak hetero és/vagy homozigota forméaban valo

Osszefliggése a kdzponti idegrendszeri kdrosodassal/magatartas zavarokkal. A tablazat tovabba
bemutatja a G-allél ugyanezen toxicitasokkal valé dsszefiiggését abban az esetben, amikor az az

N363S polimorfizmus mutans tipusaval kombinalédik.

Kdzponti idegrendszeri eltérések és a fenti 3 csoport kdzotti 6sszefliggés tekintetében a
kovetkezoket talaltuk:

Nem mutatkozott szignifikans kilonbség a G-allél és a vad homozigdta csoport kdzott
(p=0,785). Szintén nem taldltunk statisztikailag jelentds korrelaciot a G/G homozigotak
és a populacio tobbi tagja kozott (p=0,209), egyik csoportban sem fordult elé nagyobb
kilonbséggel kozponti  idegrendszeri tlinet vagy magatartaszavar. Tendencia
mutatkozott a homozigotak irdnyaba (20% vs 11,8%), de ez nem volt szignifikans.

Az N363S-BCL1 kombinacié esetén szintén nem volt kilénbség a két SNP-vel
egyszerre rendelkezOk és csak az egyik polimorfizmussal rendelkezé csoport kdzott

(p=1,00).
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Hipertonia és a BCL1 polimorfizmus

Magasvernyomas

Genotipus Volt Nem volt Szignifikancia

10. tblazat: A BCL1 polimorfizmus G alléljanak hetero és/vagy homozigéta forméban valo
Osszefliggése a hipertoniaval. A tablazat tovabba bemutatja a G-allél ugyanezen toxicitassal vald

Osszefliggését abban az esetben, amikor az az N363S polimorfizmussal kombinalédik.

A magasvérnyomast szintén viszgaltuk a fenti 3 csoportban a BCL1 polimorfizmus
esetén. Ereményeink azt mutattdk, hogy nem jelentkezett szignifikdns kilénbség a
homozig6ta vad csoport és a G-allélt hordoz6 csoport kdzétt csoport (p=0,455). Szintén
nem talaltunk kilonbséget akkor sem, amikor a homozigétakat (G/G) viszonyitottuk az
egész populaciéhoz (p=0,534).

Kombinacié esetén nem volt kiilonbség a kombinaciéval rendelkezok ¢€s nem
rendelkezék kozott (p=0,714). A hipertonia nem jelentkezett statisztikailag gyakrabban

a kombinacio esetén.
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V.3.3. A toxicitasok halmozodasa a BCL1 polimorfizmus esetén:

Toxicitasok gyakorisaga betegenként — BCL1

11. tablazat: A BCL1, kiilonb6z6 allél kombinacidinak, illetve a BCL1-N363S kombinacio

osszefiiggése abetegnént fellépo toxicitasok szamaval

Toxicitasok gyakorisaga betegenként — BCL1- szignifikanciak

Legalabb 1 Legalabb 2 Legalabb 3
toxicitas toxicitas toxicitas

12. tablazat: 11. tablazathoz tartozé szignifikancia értékek (11-12.tabl).
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A BCL1 polimorfizmus esetén is megvizsgaltuk a toxicitdsok halmozodasanak
gyakorisadgat személyenként. Legalabb egy toxicitas eléforduldsanak vizsgalatakor nem
talaltunk szignifikans kilonbséget a vad tipusi homozigotak, illetve a G-allélt
valamilyen formaban hordozok esetén (p=0,163).

Ugyanezen populécioban legalabb két toxicitas eléfordulasa szintén nem kiillonbozott
(p=0,543). A G-allél jelenléte nem hajlamositott a toxicitas ilyen fok( halmozddéséra.

A fentiekkel egyezd eredményt kaptunk abban az esetben, mikor legaldbb harom
toxicitas egyszerre valé megjelenését vizsgaltuk. A G-allél itt sem jelentett
statisztikailag nagyobb foku rizikot (p=1,000) a mellékhatdsok halmozddasa
szempontjabol.

Szintén megvizsgaltuk kilon a G/G homozigotakat a toxicitasok gyakorisaga
szempontjabol is a populacio tobbi tagjaval szemben. Eredményeink azt mutattak, hogy
a homozigdta forma esetén legalabb egy toxicitas nem fordul elé gyakrabban nagy
ddzisu szteroid terapia alatt a mi populéacidénkban (p=0,325). Hasonl6 eredmény jott ki,
amikor legalabb két toxicitas esetét vizsgaltuk ezen két csoportban. A G/G homozigétak
esetén nem jelentkezett statisztikailag jelent6sebb aranyban egyik csoportban sem
legalabb két toxicitas (p=0,104).

Legalabb harom toxicitas eléforduldsanak vizsgalatakor azonban azt figyelhettilk meg,
hogy a G/G homozigotak korében nem volt egyaltalan olyan beteg, akinek harom
mellékhatasa egyszerre jelentkezett volna, mig ez az arany a CC+GC genotipusuak
korében 4% volt. Az eredmény ugyanakkor sztatisztikailag itt sem szignifikéans
(p=0,563).

A BCL1-N363S polimorfizmusok kombinacioja és a toxicitasok halmozodasa esetén a
kovetkezd eredményeket kaptuk. Legalabb 1 toxicitas eléforduldsa betegenként nem tért
el szignifikansan a kombinacié megléte és annak hianya esetén (p=0,743).

Hasonl6 eredmény adddott legalabb két toxicitas megfigyelése esetén. Ez a foku
halomoz6das statisztikailag nem fuiggott a kombinacioktol, ugyanis a két csoport kozott

nem volt szignifikans eltérés (p=0,24).
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Nem talaltunk tovabba kapcsolatot a polimorfizmusok kombinéacioja és legalabb 3
toxicitds el6fordulasa kozott. A kombindcidval rendelkezék korében nem 1épett fel

gyakrabban legalabb harom szteroid okozta mellékhatas (p=0,34) (11. és 12. tablazat).

V.3.4. Nyolcadik napi prednisolon vélasz a BCL1 polimorfizmusnal

A nyolcadik napi prednisolon valaszt szintén megvizsgéltuk a fentebb részletezett
csoportokban.

A G allél nem jelentett kedvezdbb hatast a nyolcadik napi prednisolon valasz
tekintetében. A hordozok kozott nem volt statisztikailag magasabb a jo prednizolon
valaszadok aranya a nem hordoz6ékhoz képest (p=0,559).

A G/G genotypus esetén viszont azt talaltuk, hogy ezen homozigota egyének egyike
sem volt rossz prednisolon valaszaddo, mig a masik csoportban a kedvez6tlen
prednisolon valasz aranya 5% volt. Az eredmény nem szignifikans (p=0,198)

Az BCL1-N363S kombinacié esetén szintén fordult eld rossz prednisolon valasz, mig
azok kozott, akiknek nem volt meg ez a két SNP-juk egyszerre, ndluk 3,6% volt az
1G/L feletti periféris blasztszdm a nyolcadik napon. Az eredmény nem szignifikans
(p=0,500) (13.tablazat.).

8. Napi prednisolon valasz BCL1
Genotipus jo rossz Szignifikancia
G/G+G/C 130 5
P=0,559
cC 116 7

13. tablazat: a BCL1 polimorfizmus G alléljanak hetero és/vagy homozig6ta forméban val

Osszefliggése a nyolcadik napi prednisolon vélaszzal. A tablazat tovabba bemutatja a G-allél -

N363S polimorfizmus konbinéacidkor észlelt nyolcadik napi prednisolon véalaszt.
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V.3.5. 5 éves esemenymentes tulélés (EFS) és a BCL1 polimorfizmusnal

Nem talaltunk szignifikans kulonbséget a vad homozigotak és a G-allél jelenléte kozott
a vizsgalt nagy dozisu szteroid terapiat kapd ALL-es gyermekek korében az 5 éves EFS
tekintetében. A G-allél jelenléte nem befolyasolta az eseménymentes talélést a vizsgalt
populacioban. Az eredmeények alapjan a G-allél hordozésa esetén ugyan tendencia
mutatkozik a kedvezOtlenebb 5-éves EFS-re, de ez a kulonbség nem szignifikans
(p=0,535).

Szintén dsszehasonlitottuk a homozigdta mutéans tipustakat (G/G) a populacio tobbi
részével (C/C+G/C). Az eredmények alapjan nem talaltunk szignifikans ésszefliggést az
5 éves EFS tekintetében a két csoport kdzott (p=0,445).

Végul megvizsgaltuk az 5 éves EFS tekintetében is, hogy az eredmények hogy
valtoznak akkor, ha a BCL1 kombinalddik az N363S genotipussal. Hasonl6an a tébbi
esethez, itt sem talaltunk szignifikans dsszefiliggést az 5 éves EFS tekintetében a vizsgalt
két csoport kdzott (p=0,3).

V.3.6. Az 5 éves teljes tulélés és a BCL1 polimorfizmus

Megvizsgaltuk a BCL1 polimorfizmus kapcsan is az 5-éves teljes tulélést is. Nem
talaltunk a vizsgalt populdciéban semmilyen 6sszefuiggést a G-allél, illetve a talélési
adatok kozott (p=0,816).

Szintén megnéztik, hogy a GG homozigdta genotipus jelent-e plusz rizikot, vagy
kedvezd feltételt a teljes tulélésre vonatkozoan a populécid tobbi tagjaval szemben.
Vizsgalatunkban nem talaltunk korrelaciot a GG homozigotasag és az 5 éves teljes
tuléles tekintetében, hiszen a GG, illetve a G/C+CC csoport tulélése nem kulonbozott

szignifikansan (p=0,849).
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Veégezetil megvizsgaltuk a BCL1-N363S kombin&cio esetében is az 5 éves OS
alakulasat. Eredményeink nem talaltak szignifikans 6sszefiiggést a vizsgalt

populéacioban a két SNP egylittes jelenléte és a teljes tulélés kozott (p=0,681).
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V1. MEGBESZELES

V1.1 A vizsgélt toxicitasok és polimorfizmusok kapcsolata

Az altalunk vizsgalt 346 ALL-ban szenvedé gyermek a kemoterapiat az ALL IC BFM
90/95-0s protokollok alapjan kaptak. Ebben a protokollban a gyermekek a protokoll 1
fazis 1, illetve a protokoll Il, fazis 1 idején kaptak nagy dozisban glukokortikoid
kezelést  (prednisolon:60mg/m2/nap, max. dozis: 21 napig, illetve
dexamethasone:10mg/m2/nap, maximalis dozis: 21 napig).

A nagy dozisu glukokortikoid kezelés idészakaban gyakran jelentkeznek a szteroidok
okozta mellékhatdsok, melyek idonként akar gyogyszeres beavatkozast is igényelnek
(inzulin, anxiolitikuok, hepatoprotektiv gyogyszerek stb.). Az ALL igen kiemelkedéen
jo talélése mellett mara mar feladattd valt az is, hogy a kemoterdpia alatt egydttal
csokkentslik azokat a mellékhatasokat, melyek a gyermekek mindennapi életét a kezelés
alatt neheziti. llyen mellékhatasok lehetnek az altalunk vizsgalt szteroid okozta
karosodasok is, mint a hepatotoxicitas, szénhidrat anyagcserezavarok, kdzponti
idegrendszeri kdrosodas/magatartas zavar, hipertenzo.

Az altalunk elemzett 3 glukokortikoid receptor polimorfizmus csokkenti vagy noveli a
szteroidokkal szemben a szervezet érzékenységét. Ennek megfelelden célunk az volt,
hogy megvizsgaljuk, hogy ezen SNP-k esetén a fent felsorolt szteroid altal eldidézett
toxicitasok hogyan valtoznak megjelenésiik erejében, gyakorisdgaban a kemoterapia

alatt.

VI1.1.1. N363S polimorfizmus

A 346 vizsgalt ALL-es gyermek kozul 32 hordozta az SNP-t jelent6é 363S genotipust
(1220A). Ez az érintettek 9,24%-at jelenti, mely az irodalmi adatok alapjan megfelel a
vilag tobbi orszagaban megtaldlhatdo aranynak, ami nagyjabol 3,23%-14,3% kozott
mozog (144). Statisztikailag megvizsgalva a populéciot, az Hardy-Weinberg eloszlast

mutatott, tehat a vizsgalt betegek heterogén populaciot alkottak.
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Ahogy az irodalomban senki, gy mi sem talaltunk a mutéciot jelenté 363S genotipusra
homozigota beteget. Ez valoszintileg a polimorfizmus viszonylag alacsony el6fordulasi

aranyaval magyarazhato.

Irodalmi adatok sora tAmasztja ala, hogy ez a polimorfizmus azaltal, hogy megnéveli a
receptor transzaktivacios kapacitasat (143) a glikokortikoidok iranti érzékenységet is
emeli (145-147). Szémunkra ez azért lehet érdekes, mert igy hordozés esetén
felmerulhet az ALL terépidja soradn alkalmazott gliikokortikoidok okozta toxicitasok
gyakoribb, vagy sulyosabb volta, melynek akér terapias kdvetkezménye is lehet a

szupportaciot tekintve.

Az elemzett populacionkban el6szor megvizsgaltuk az N363S polimorfizmus, illetve a
hepatotoxicitas kozti kapcsolatot. Ilyen kapcsolatot eddig az irodalmi adatok alapjan
csak mi vizsgaltunk (185). A szteroidok azaltal, hogy fokozzak a lipolizist, emelik a véer
zsirsavszintjét és igy zsirmajat, hepatotoxicitdst idézhetnek el6 (115). A
glukokortikoidok, ahogy fentebb is lattuk egyéb terlleten is — pl. cukorhaztartas-
befolyasoljak a maj metabolikus folyamatait, igy érthetd, hogy azok nagyddzisu
alkalmazésa esetén szintén majkarosodassal lehet szamolni. Eredmeényeink ezt a
gondolatot ald is tdmasztjak. Vizsgalatunk sordn a szteroidok iranti érzékenységet
noveld polimorfizmus hordozasa esetén szignifikdnsan nagyobb valoszintiséggel fordult
elé a méjkarosodas (31% vs. 11,2%, p=0,04). A hordozok korében gyakrabban lattunk
grade 3 vagy 4 hepatotoxicitasra utalé bilirubin, és vagy GPT/gammaGT értékeket. Ez
idaig nem torténtek hasonld vizsgalatok, melyek a mi megfigyeléseinket

megerdsithetnék vagy cafolhatnak e téren.

A szteroidok igen ismert mellékhatdsa a szénhidratanyagcserében bekovetkezd koros
allapotok, 0gy, mint megnovekedett éhomi vércukorszint, hiperinzulinémia,
cukorbetegség kialakulasa (114). Ezeket a mellékhatasokat a gyermekkori ALL
terdpidja soran viszonylag gyakran latjuk. A gyermekek egy része inzulinkezelést is
igényelhet. A cukoranyagcsere zavar a kemoterapia alatt azonban nagyrészt csak
atmeneti allapotot jelent.

A fentiekb6l adodoan a gliikokortikoid érzékenységet ndveld N363S polimorfizmus
kapcsan fontosnak tartottuk megvizsgalni, annak esetlegesen a szénhidratanyagcserére
gyakorolt hatasat.
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Eredményeink azt mutattak, hogy ez a mellékhatds a mutacidt jelentd 363S genotipus
esetén szignifikdnsan gyakrabban fordult el6, mely megfelel az SNP érzékenység
fokozodast okoz6 hatdsanak (18,8% vs. 3,7%, p=0,001). A hordozdk kdrében
gyakrabban jelentkezett magasabb éhomi vércukorszint, glikozuria vagy inzulinterapiat
igényld diabétesz.

Az irodalmi adatok egy része alatamasztja megfigyeléseinket. Szamos kutatas igazolja a
polimorfizmus okozta Kkifejezettebb glikokortikoid hatasokat (147-151). Tobb
kutatocsoport is kedvezbtlen metabolikus profil kialakulasarol szamol be a

polimorfizmus esetén (145; 147;148). Mas kutatasok ezt nem igazoltak (155).

A glukokortikoidok kardiovaszkularis rendszerre gyakorolt negativ hatdsa kozismert a
medicinaban (104). Hasznalatukkor gyakrabban jelentkezhet hipertrigliceridémia vagy
Iéphetnek fel artheriosclerosissal kapcsolatos komplikaciok a (105). A szteroidok
fokozzak a natrium és a vizvisszatartast, ezért alkalmazasukkor gyakran alakulhat Ki
hipertenzio is, melyet mi magunk is sokszor meérhetiink a szteroid terapia alatt ALL-es
betegeink korében.

A fentick miatt az érzékenységet novelé N363S polimorfizmus kapcsan a PhD munkéam
soran megvizsgaltuk a magasvérnyomas kialakuldsanak val6sziniiségét. Eredményeink
nem mutattak szignifikans kapcsolatot, azonban olyan tendencia mutatkozott, mely a
363S genotipus esetén nagyobb kockézatot valosziniisit a hipertenz6 kialakulasa
szempontjabol, ugyanis a hordozok korében a hipertdnia, 28,1%-ban mig a nem
hordozok korében csak 18,1%-ban fordult elé6. Az irodalmi adatok igen
ellentmondésosak e téren. Egyes cikkek talaltak osszefliggést a magasvérnyomas, a
sziv-érrendszeri karosodasok és az N363S polimorfizmus kozétt (148), mig masok ezt

az 0sszefiiggést nem igazoltak (155).

A glukokortikoidok HPA-axisra, és igy a stressz reakcidkra gyakorolt hatasa jol ismert
probléma a pszichiatriaban (89; 93; 99). Nagy doOzisu szteroidterapia mellett a
hematoldgiai osztalyokon is nem ritka megfigyelés az, hogy a gyermekek hangulati
élete igy vagy ugy megvaltozik. Egyesek szorongobba valnak, tébbet sirnak, masok
viszont agresszivebbek lehetnek, mely ritkan pszichotikus allapotig is fokozodhat. PhD

munkam soran megvizsgaltuk az érzékenységet fokozd N363S polimorfizmus, illetve a
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kdzponti idegrendszeri eltérések és/vagy magatartasbeli koros allapotok kozti lehetséges
Osszefliggéseket is.

Eredmenyeink bar azt mutattak, hogy a neuropatidk, a hangulati élet zavarai, az
anxiolitikumok hasznélata valamivel gyakoribb volt a hordozdk korében nagy dozisu
szteroid terdpia alatt, ez a korrelacié azonban nem volt szignifikdns. Az egyes
kutatocsoportok eredményei megoszlanak errél a kérdésrél. Egyes kutatdsok a 363S
genotipus esetén gyakrabban talaltak depresszidra utalé magatartasbeli valtozasokat

(152), azonban masok ilyen megfigyeléseket nem kozoltek (153).

A Kkutatas soran kivancsiak voltunk arra is, hogy egy beteg a polimorfizmus hordozésa
esetén milyen valoszinliséggel szamithat egy vagy tobb toxicitas egyszerre valo
megjelenésére a terdpia alatt. Ennek megfeleléen megnéztiikk a polimorfizmus megléte
és hianya esetén azt, hogy legalabb egy, legalabb 2, illetve legaldbb 3 toxicitas milyen
gyakran fordult elé egy vizsgalt betegben. Eredményeink igazoltdk a polimorfizmus
megndvekedett gliitkokortikoid érzékenységet noveld hatasat. Mind a 3 esetben azt
talaltuk, hogy azok a betegek, akik 363S genotipusuak voltak, naluk szignifikansan

gyakrabban halmozodtak a toxicitasok.

Osszességében tehat azt lathattuk, hogy ez a polimorfizmus a megnovekedett
glukokortikoid érzékenység miatt a toxicitasok egy részére negativ hatassal volt, hiszen
azok szignifikansan gyakrabban fordultak elé a hordozok korében. A toxicitasok szdma

szintén magasabb volt a polimorfizmust hordozo6 egyéneknél.

VI1.1.2. ER22/23EK polimorfizmus

Az ER22/23EK GR polimorfizmus a 2-es exonban jon létre, egyszerre 2 bazis, és
egyben 2 aminosav cseréjével jar. Ez az SNP csokkent transzaktivacids kapacitast
eredményez a glukokortikoid receptorban, mely a szervezet szteroidok iranti

érzékenysegének csokkenését eredményezi (144).
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A polimorfizmust PCR reakcio és olvadaspont analizis segitségével mutattuk ki. Az
allélfrekvencia itt is Hardy-Weinberg egyensutlyban volt, a vizsgélt populacionk kelléen
heterogénnek mutatkozott.

Homozigota beteget a polimorfizmusra nem talaltunk jelen esetben sem, hiszen az
altalunk vizsgalt populaciéban a mutécids allél gyakorisdga csupan 1,4% volt. A
heterozigdtak aranya pedig 3,46%. 10 a 346 vizsgalt betegb6l hordozta az SNP-t. Ez az
arany megfelel a nemzetkozi irodalomban leirtaknak (159; 144).

Ennek a receptor genpolimorfizmusnak az esetén is megvizsgaltuk a
szénhidratanyagcserezavar gyakorisagat. Mivel ez a polimorfizmus az irodalmi adatok
alapjan csokkent szteroid érzékenységgel jar, ezért a szteroid okozta mellékhatasok
ritkabb eléfordulasat és/vagy kevésbe sulyos voltat vartuk.

Eredményeink azt mutattdk, hogy a vizsgalt gyermekek kozott a hordozok esetében
cukor anyacserezavarra utalé laborparaméter nem mutatkozott, illetve ezen populacio
egy tagja sem igényelt emiatt a mellékhatas miatt kiilén kezelést (pl. inzulin).

Az irodalmi adatok jo része koherens a mi megfigyeléseinkkel. A kutatocsoportok
tobbsége azt talalta, hogy a hordozok esetében alacsonyabb éhomi inzulinszintre és
magasabb inzulin érzékenységre lehet szémitani (161), amik egyértelmiien egy
kedvezObb metabolikus panelt és csokkent szteroid érzékenységet valosziniisitenek
(163; 159). Természetesen szlilettek olyan eredmeények is, bar kisebb szdmban, melyek
bizonyos paraméterekre ezt a tendenciat nem talaltdk (159), s6t akadnak olyanok is,
melyek éppen ellenkezd korrelaciot mutattak ki. A relativ szteroid érzéketlenséggel

viszont a legtobb cikk egyet ért (159;161;165).

Az egyik igen gyakori szteroid okozta mellékhatas, a magasvérnyomas tekintetében is
hasonld eredményeket talaltunk, noha az eredmény itt sem volt szignifikans. A
polimorfizmust hordozok korében nem talaltunk 95 percentil feletti vérnyomas
értékeket, mig ez az ardny a nem hordozdk korében 20% volt. Az irodalom nagy
hangsulyt fektetett az ER22/23EK polimorfizmus és a metabolikus paraméterek
vizsgélatara, melyek alapvetéen befolyasoljdk a hipertoniat. A polimorfizmus
kedvezobb testosszetétellel (159;163;164) és csokkent CAD-tendencidval jar (162).
Eredményeink e tekintetben bar nem szignifikansak, de az altaluk mutatott tendencia

megfelel az irodalomban kozoltekével, vagyis a kedvezd metabolikus hatassal.
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Az irodalom ezen SNP kapcsan is foglalkozik idegrendszeri és magatartasbeli
problémakkal, ugyanis a nagy dozisu glikokortikoid terapia a HPA-axis befolyasolasan
keresztil kiilonb6z6 pszichiatriai korallapotokat eléidézhet el6 (89; 99).

Vizsgéalataink tendenciaszertien azt mutattdk, hogy az SNP-re heterozigota gyermekek
korében a nagy dozisu szteroid terapia mellett nem fordult elé neuropathia, szorongas,
pszichdzis, illetve egyéb magatartasbeli probléma vagy mas idegrendszeri korkép. A
kiilonbség, valoszinlileg az alacsony elemszam miatt itt sem volt szignifikans. A
mutatkozé tendencia &sszhangban van olyan irodalmi kozlésekkel, mely a
polimorfizmus kedvezé idegrendszeri, pszichés hatasait hangsulyozza (pl. jobb kognitiv
funkciok, 167).

A hepatotoxicitas és az ER22/23EK polimorfizmus kapcsolatarol nem szélnak irodalmi
adatok. Mi a 346 beteg esetén nem talaltunk szignifikans kulénbséget e tekintetben,
pusztan csak tendenciabelit, mely az ER22/23EK polimorfizmus protektiv hatasa felé

mutat.

A toxicitasok halmozddasanak vizsgalatakor az egy toxicitas eléforduldsa tekintetében
nem mutatkozott statisztikailag jelent6s Osszefliggés, ahogy a kettd vagy harom
toxicitas esetén sem, de ez utobbi két esetben az eredmények azt mutattak, hogy az
ER22/23EK polimorfizmus esetében egyszerre kettd vagy harom mellékhatas egy

betegben egyaltalan nem fordult el6.

Osszességében tehat elmondhatjuk, hogy bar e polimorfizmus esetében - valosziniileg
az alacsony hordozési arany miatt- szignifikdns kilonbségek nem jottek ki, mégis
tendenciaszerlien az ER22/23EK polimorfizmus protektiv lehet a gliikokortikoidok
okozta mellékhatasokkal szemben. Az elemszam bévitése a jovOben esetleg bizonyos

toxicitasok tekintetében szignifikancia megjelenését eredményezheti.

97



DOI:10.14753/SE.2017.2259

VI1.1.3. A BCL1 polimorfizmus

Ahogy a masik két polimorfizmus esetén, igy a BCL1 polimorfizmusndl is elvégeztem
mind a 346 gyermek genetikai vizsgalatat. Jelen esetben ez allél specifikus PCR-t, majd
gélelektroforézist jelentette. A DNS-ek kis mennyisége és a mar magas higitasi aranyok
miatt sokszori ismétlés mellett is a 346 gyermek esetében 257-nél sikerult csak
értékelhetd eredményt kapni, igy ezen SNP esetén ennyi gyermek lett bevonva a BCL1

polimorfizmussal kapcsolatos vizsgalatokba.

A bevont gyermekek esetén az allélfrekvenciara érvényes volt a Hardy-Weinberg

egyensuly, tehat a populaciéo megfelel6en heterogén maradt (p=0,33> 0,05).

A BCL1 polimorfizmus esetén az a kulon érdekesség, hogy ennek a gyakorisaga az
irodalmi adatok alapjan viszonylag magas: 25,7%- 49,2% (144). Mi is hasonl6an
emelkedett aranyokat talaltunk. Még a homozigdtak szdma is megfeleléen magas volt
(11,67%) ahhoz, hogy velik kilon statisztikai szdmitasokat végezzink. A heterozig6tak
szazalékos része 40,86% volt.

A fenti eredmények miatt a toxicitasok, illetve a tébbi eredmény pontosabb értékelése
érdekében kiilon szamitasokat végeztiink a mutaciot jelenté G-allélra homozigota (G/G)
egyeneknél. Ennek értelmében a kapott eredményeket minden esetben ugy hasonlitottuk
Ossze, hogy egyszer a két vizsgalt csoport a C/C és GC+G/G (BCL1 dominans),
masodszor pedig a CC+G/C és G/G (BCL1 recessziv) voltak. El6bbi esetben a G allélt
hordozok alltak a G allélt egyaltalan nem hordozé vad tipusi homozigotakkal szemben,
mig utobbi esetben csak a BCL1-re homozigotakat vizsgaltuk az egész populacidhoz
viszonyitva.

A BCL1 polimorfizmus esetén olyan nagy volt a G-allél gyakorisaga, hogy igy akadtak
olyan betegek is, akik nemcsak, hogy hordoztdk a BCL1 G-alléljat, de ugyanakkor az
N363S polimorfizmusra is pozitivak voltak. Tehat SNP kombinaciot is volt

lehetdségiink elemezni.
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Az irodalmi adatok alapjan a BCL1 polimorfizmus megndvekedett glukokortikoid
érzékenységgel jar. Ennek oka nem ismert, rdadasul a polimorfizmus intronikus
régidban van, igy befolyasol6 szerepének pontos oka még inkabb kerdeses (163).
Kutatasok egy része arrdl szamol be, hogy a G-allél megnovekedett BMI értékekkel jar
és obesitasra hajlamosit (169). Egyes kutatdsok pozitiv 0Osszefliggést talaltak a
magasvérnyomas (172), a magasabb inzulin szint és a G-allél kozott.

Kutatasunk soran mi nem talaltunk szignifikans dsszefliggést sem a homozigotak, sem a
heterozigotak esetében a hipertonidval vagy a szénhidratanyagcsere zavarral. Az
irodalomban szilettek cikkek, melyek szintén nem igazoltak a fenti dsszefliggéseket
(164; 170). Vizsgalataink alkalméval szintigy nem jelentkezett szignifikdns pozitiv
korrelacio a magatartasbeli zavarok, a hepatotoxicitas és a G-allél kdzott. Ugyanakkor -
habar az 6sszefuiggés nem volt szignifikans- olyan tendenciat figyeltink meg, mely azt
jelezi, hogy a G/G homozigéta betegek esetén nagyobb valoszintséggel fordul eld
hepatotoxicitas mint a nem homozig6tdkban (30% vs. 16%, p=0,23). Kdzponti
idegrendszeri/magatartas zavarok esetén a G/G homozigétnaknal tendenciaszeriien
szintén meg lehetett figyelni nagyobb gyakorisagot ezen mellékhatds eléforduldsaban,
de az eredmeny statisztikailag nem volt szignifikans (20% vs.11,8%, p=0,209).

Szintén nem mutatkozott szignifikansan pozitiv 0sszefliggés az N363S - BCL
polimorfizmus kombindcidja és a fenti toxicitasok esetén, ugyanakkor az elézéekhez
hasonl6an tendenciat itt is megfigyelhettink, amely nem szignifikansan ugyan, de azt
sugallja, hogy a kombinacidval rendelkezd, nagy dozisu szteroidot kapo betegek esetén

nagyobb a valosziniisége a szénhidrat anyagcserezavarnak (22,22% vs. 6,1%, p=0,113).

A toxicitdsok halmozodasanak vizsgalatakor egyik csoport esetén sem figyeltiink meg
korrelaciot a BCL1 polimorfizmussal. A G-allél nem mutatkozott hajlamositd
tényezonek a szteroid okozta mellékhatasok tobbszords fellépésében sem, sét GG
genotipus esetén nem fordult el6 3 toxicitas fellépése egylittesen, noha ez az eredmény
nem volt szignifikans (p=0.563).

Az N363S polimorfizmussal valé kombinacié esetén szintén nem volt ilyen tendencia

megfigyelhetd.
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A BCL1 polimorfizmussal kapcsolatban tehat ¢sszességében elmondhatjuk azt, hogy
bar az irodalmi adatok egy része megnovekedett gliikokortikoid érzékenységrdl szamol
be, mi magunk ezt a korrelaciot 257 nagy dozisu szteroid terapiaban részesiilo betegnél

nem figyeltik meg.

V1.2. N363S, ER22/23EK, a BCL1 glukokortikoid receptor polimorfizmusok és a 8.

napi prednisolon valasz

A toxicitasok elemzése azok megeldzése érdekében kiemelt feladatnak szdmit. Azonban
a terapia eredményességének vizsgalata szintén alapvetd. PhD munkdm soran olyan
Osszefuiggeseket is kerestlink a fenti glukokortikoid receptor polimorfizmusokkal

kapcsolatban, melyek esetleg a gyermekkori ALL progndzisat befolyasolhatjak.

Tekintettel arra a tényre, hogy a 8. napi prednisolon valasz az ALL gydgyulasa
szempontjabol az egyik legfontosabb prognosztikai faktor (21), ezért fontosnak tartottuk
annak a vizsgalatat is a polimorfizmusok tiikrében. Definicio szerint akkor tekintjik a 8.
napi prednisolon valaszt megfelelonek — és igy beszélhetiink ,,jé prednisolon valaszrol”-
, amennyiben az ezen a napon vett periférias vérben a limfoblasztok szama 1G/L alatt
van (22).

Az irodalomban eddig még nem jelent meg olyan kdzlemény, mely dsszefiiggést talalt
volna ezen faktor és barmely &ltalunk vizsgalt glikokortikoid receptor polimorfizmus

kozott.

Ha meggondoljuk, hogy az N363S polimorfizmus megndveli a glikokortikoid iranti
érzékenységet, akkor érthetové valik, hogy a fent bemutatott toxicitasok jo része miért
mutatott vele pozitiv korrelaciot. Ugyanakkor a megnovekedett szteroid szenzitivitas
miatt a prednisolon valasz esetén pedig épphogy kedvezobb eredményre szamithatnank.
Ez igy is tortént az N363S polimorfizmus esetén, ugyanis a 32 hordoz6 kozul senki sem
mutatkozott rossz prednisolon valaszadonak. Ezzel szemben a nem hordozoknél az
1G/L feletti blaszt szam arany 8,3% volt. Ugy tiinik tehat, hogy a megnovekedett

érzékenység a terapia szempontabol egy kedvezo faktort jelenthet.
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Epp ellenkezé eredményt varhatnank az ER22/23EK polimorfizmus kapcsan, mely
csokkenti a glikokortikoidokkal szembeni érzékenységet. Ugyanakkor, mint lathattuk
ez az SNP a toxicitasokkal szemben protektivnek bizonyult.

Az ER22/23EK polimorfizmus esetén sem jelentkezett egyik hordozonal sem rossz
prednisolon valasz. Valosziniileg ez az eredmény a polimorfizmus szakirodalomban is
megfigyelt alacsony eléfordulasa miatt johetett ki. A hordozOk szama minddssze 10 volt

a 346-bol. Az esetszam tovabbi novelésével esetleg megvaltozhatna a fenti eredmény.

A BCL1 polimorfizmus esetén érdekes megfigyelés volt, hogy a polimorfizmusra
heterozigota betegek (C/G) koreében igen, de homozigota esetben (G/G) —noha az
eredmény nem volt szignifikans (p=0,198) - mar nem jelentkezett rossz prednisolon
valasz. Ez azt valoszinlsiti - ahogy az N363S polimorfizmusnal is -, hogy
megndvekedett glikokortikoid érzékenységgel jar a polimorfizmus. Az irodalomban
egyébként szintén a BCL1 homozigota el6fordulas esetén figyeltek meg — de ott
kedvezotlen — dsszefliggést az overall survival arannyal (180).

A BCL1-N363S kombinacio esetén nem jelentkezett rossz prednisolon vélasz, ami nem
is meglep6, hiszen mind a két polimorfizmus ndveli a glikokortikoidok iranti
érzékenységet. Ugyanakkor eredményiink jelen esetben sem volt szignifikans
(p=0,500).

Az irodalomban ezidadig nagyon kevés cikk foglalkozott az altalunk vizsgalt
polimorfizmusok és az ALL kimenetelében fontos prognosztikai faktorokkal (179-181).

Kozullk egyik sem talélt egy prognosztikai faktorral sem 6sszefliggést.
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V1.3. N363S, ER22/23EK és a BCL1 polimorfizmusok, valamint az 5 éves EFS és
oS

Az ALL-b6l valdo gyodgyulas a terapia alatti legfébb cél. Azonban ennek tartdssaga
szintén alapvetd fontossaggal bir.

Az 5-éves eseménymentes tulélés a diagnozis kezdetétdl azt az eltelt 5 évet jelenti,
melyben nem fordul el6 relapszus vagy halal (12). Az 5 éves teljes talélés ugyanezen
id6szak alatt csak az esetlegesen bekdvetkez6 halalozast értékeli.

A fenti polimorfizmusok a megvaltozott gliikokortikoid érzékenység miatt esetleg
terdpids konzekvenciaval is birhatnak, mely akar talélésekre is Kkihathat. A
glikokortikoid  receptor  polimorfizmusok hatasat tulajdonképpen  Ggy s
elképzelhetnénk, mintha a szteroidokkal kapcsolatban d6zismodositast végeztink volna
egy nem hordoz6 egyénen. Dozismddositasnal pedig nyilvanvaldan érdemes vizsgalni a
talélésekben esetlegesen bekovetkez valtozasokat. Kutatdsunk ily médon célul tiizte ki
az 5 éves EFS és OS vizsgalatat is. Ezzel az Otlettel természetesen nem voltunk egyeddil,
ugyanis, ha nem is nagy szamban, de az irodalomban korabban szintén megjelentek

hasonl6 Gsszefliggést keresd kutatasok (179-182).

Az N363S polimorfizmus tekintetében a hordozdk korében, akiknél megndvekedett a
glukokortikoid okozta érzékenység, szignifikansan jobb 5 éves tulélési eredmények
mutatkoztak mind az EFS (p=0,012), mind az OS (p=0,013) tekintetében, mely egy
relative megemelt glikokortikoid hatasként foghato fel.

A gliikokortikoid hatéast csokkentd ER22/23EK polimorfizmus esetében nem talaltuk
szignifikans osszefliggést sem az 5 éves EFS, sem az 5 éves OS tekintetében, azonban
olyan tendencia mutatkozott, mely a hordozok esetén jelzett kedvezotlenebb alakulast,

mely egy relativ glikokortikoid rezisztenciét is jelezhet.

Szintén nem talaltunk korrelaciot az 5 éves EFS vagy OS és a BCL1 G-allélja kdzott.

Az 5 éves EFS nem kilonbodzott szignifikdnsan a G-allélt hordozok korében. A
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homozig6ta GG genotipustak tekintetében sem jott ki szignifikans eredmény sem az
eseménymentes, sem pedig a teljes talélésre.

Az irodalomban, ahogy azt mar emlitettem, csak nagyon kevés kutatas foglalkozott
eddig a vizsgéalt polimorfizmusok, illetve az ALL szempontjab6l fontos prognosztikai
faktorok, illetve az overall survival (OS) és az EFS kapcsolataval (179-182). Ezek kozill
Fleury és munkatarsain kivul egyik kutatas sem talalt semmilyen 6sszefuiggést a fenti 2
tényezével. Az emlitett munkacsoport is csak a G/G genotipus esetén figyelt meg
negativ hatast OS-re (180). Mi ezt nem talaltuk; a G/G genotipus vs. GC+CC
genotipust csoportok kozott az OS tekintetében nem volt szignifikans Gsszefuiggés
(p=0,849).

Eredményeink az 5 éves tulélés tekintetében megegyeznek tehat a nemzetkozi
statisztikdkkal azt leszamitva, hogy mi az N363S tekintetében szignifikans és kedvez6
Osszefuiggest talaltunk mind az 5 éves EFS-lal, mind pedig az OS-lal kapcsolatban
(p=0,012 és 0,013) (19. és 20. abra).

A vizsgalatot természetesen limitalja az, hogy az 5 évre mutaté adatokat nagyon nehéz
értelmezni csak a szteroidok fliggvényében, hiszen addigra a leukémias gyermekek mar
szamtalan nagy dozisu citosztatikus kezelésen vannak tal, melyek nyilvanvaldan szintén

alapvetéen meghatarozzak az 5 éves EFS-t.
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VII. KOVETKEZTETESEK

1.

3.

PhD munk&m soran az N363S polimorfizmus kapcsdn a hepatotoxicités, a
szénhidrat anyagcserezavar tekinteteben az ALL-es nagy dozisu szteroid
terapiaban részesilé gyermekek korében azt talaltuk, hogy ez az SNP noveli a
glukokortikoidok irdnti érzékenyseget. Szintén ndvekedett érzékenyséeget
bizonyitott az is, hogy a prednisolon valasz ,,cserébe a sok toxicitasért” minden
hordozd esetén kedvez6 volt, illetve, hogy a 363S genotipus esetén
statisztikailag nagyobb aranyban mutatkozott kedvezébb 5 éves EFS és 5 éves
OS is.

Eredményeink jo része a toxicitdsok alacsonyabb eldforduldsi gyakorisagat,
illetve a az ER22/23EK polimorfizmus relativ protektivitasat hlzzak ala a nagy
dozisu szteroid terapia okozta mellékhatdsok tekintetében. Az ER22/23EK
polimorfizmus esetében - az N363S polimorfizmussal ellentétben- nem
kil6nbdzott a hordozok és a nem hordozok kdzott szignifikdnsan sem az 5-éves
EFS sem pedig az 5 éves OS. Ezen SNP esetén nem talaltunk rossz prednisolon
valaszadét a hordozok koérében. Az ER22/23EK polimorfizmus az eredményeink
alapjan tendenciaszeriien csokkenteni latszik a szervezet szteroidokra mutatott

érzékenységét, noha szignifikanciat nem talaltunk.

A BCL1 polimorfizmus esetén a polimorfizmusra homozig6ta egyénekben
(G/IG) nem fordult elé rossz prednisolon vélasz, ami a megndvekedett
glukokortikoid érzékenység mellett sz6l. Ugyanakkor ezen genotipus esetén nem
fordult el6 3 toxicitas fellépése egyiittesen sem az ALL-es gyermekek kdrében.
A BCL1-N363S hordozok kdzott szintén nem volt rossz prednisolon valasz, ami
megfelelhet annak a ténynek, hogy mind a két polimorfizmus ndveli a
glukokortikoid érzékenységet. Eredményeink szerint ugyanakkor a kilonbségek

nem voltak szignifikansak.
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Az irodalomban eddig még nem Kerilt leirasra olyan pozitiv korrel&cio, mely a
prednisolon vélasz és valamelyik fenti SNP kozott szlletett volna meg. A mi
eredményeink felvetik az N363S és a BCL1 G/G genotipus esetén a
polimorfizmusok kedvez6é hatasat a blasztok elimindldsa szempontjabol egy
megndvekedett glikokortikoid érzékenység talajan, hiszen — béar szignifikancia
nem, csak tendencia latszodott- egyik csoportban sem volt rossz prednisolon

valaszado.

Az 5 éves EFS-t és OS-t 6 cikk vizsgalta eddig az irodalomban. Egy talalt
kozullik negativ korrelaciot a BCL1 GG genotipusa esetén az teljes tuléléssel.
Mi a receptor érzékenységet noveld N363S polimorfizmus kapcsan pozitiv
korrelacidt talaltunk az 5 éves EFS és OS tekintetében, ami Gsszeegyeztethetd a

kedvez6bb 8. napi prednisolon valasszal ugyanezen polimorfizmus kapcsan.

Jelen kutatasi eredmények a jovobeliekkel kiegészitve felvethetik egy, a gliikokortikoid
terapiara magasabb rizikoju betegcsoport jelenlétét, akiknél egy szorosabb monitorozas,
vagy akar egyénileg meghatarozott glikokortikoid gyogyszeradagolas johet szdba.

Amennyiben a mi vizsgalati eredményeinket a jovében tobb polimorfizmus és azok
kombindcidinak vizsgalataival kiegészitjuk, valamint, ha a betegszdmot tovabb
noveljiik, akkor talan lehetdség nyilik majd az ALL szempontjabol fontos prognosztikai

faktorok és talélési mutatok joslasara.
VIII1.1 OSSZEFOGLALAS

A gyermekkori akut lymphoid leukémia (ALL) terapidja soran a glukokortikoidok az
egyik

legnagyobb antileukémids hatdssal rendelkez6 szereknek. Ezeknek a
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vegylileteknek azonban szamos toxikus hatasa ismert. PhD munk&m sorén vizsgéltam,
hogy az ALL kemoterépija soran alkalmazott nagy dozist glukokortikoid kezelés
kapcsan a harom, az irodalomban leginkabb kutatott glukokortikoid receptor
polimorfizmus (N363S, BCL1, ER22/23EK), hogyan befolydsolja a legfontosabb
szteroid okozta mellékhatdsokat (hepatotoxicitds, szénhidrat anyagcserezavar,
magatartasi zavarok/idegrendszeri k&rosodasok, magasvérnyomas), valamint az ALL
kimenetele szempontabol alapvetd fontossagi 8. napi prednisolon valaszt, tovabba az 5
éves esemenymentes (event-free survival-EFS), és teljes talélést (overall survival-OS).

Az N363S polimorfizmus esetén szignifikansan gyakrabban fordult elé majkarosodas,
szénhidrat anyagcserezavar. Ezen polimorfizmus esetén egyszerre tobb toxicitas
statisztikailag magasabb aranyban fordult el6 ugyanazon beteg esetében. A 363S
genotipus esetén nem volt rossz prednisolon valasszal rendelkez6 gyermek. Az N363S
polimorfizmus szignifikdnsan jobb 5-éves EFS-lal és 5 éves OS-lal jart egyitt. Az
ER22/23EK polimorfizmus esetén nem volt olyan beteg, akinél cukorhéztartds zavar,
magasvérnyomas, vagy magatartasbeli zavarok fordultak volna el6. Az ER22/23EK
polimorfizmust hordozok kdrében egynél tobb toxicitas nem jelentkezett betegenként,
valamint naluk nem talaltunk rossz prednisolon valasszal rendelkez6 beteget. A BCL1
G/G genotipusa esetén szintén nem akadt rossz prednisolon valaszado, ahogy a BCL1-
N363S kombinacié esetén sem. A 363S genotipusi egyének bar sok toxicitasra
szamithattak, mégis naluk az 5 éves EFS és 5 éves OS szignifikansan jobb volt. A
relativ szteroid rezisztenciat okozé ER22/23EK polimorfizmus protektivnek bizonyult a
toxicitasok egy részével szemben tendenciaszeriien, noha szignifikanciat nem talaltunk.
A BCL1 homozigota hordozok korében szintén nem akadt rossz prednisolon vélaszado,
mely a receptor polimorfizmus miatti megndvekedett szteroid érzékenységet
igazolhatja. A két receptor érzékenységet noveld polimorfizmus kombinacidja esetén
(BCL1-N363S) esetén szintugy nem talaltunk rossz prednisolon vélaszadét. Az
eredmények alapjan a vizsgalt elemszam Kiterjesztésével egyéni gyodgyszeradagolas,

illetve egy szorosabb monitorozas szlikségessége is felmeriilhet a jovben.
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VI1Il.2 SUMMARY

Glucocorticoids are key drugs in the therapy of paediatric acute lymphopblastic
leukemia, however, they have several well known side effects. The most investigated
glucocorticoid receptor gene polymporphisms in the literature are the N363S,
ER22/23EK and Bcll single nucleotide polymorphisms (SNPs). Our aim was to
investigate whether these SNPs may have any influence either on the development of
the most important glucocorticoid induced toxicities (hepatotoxicity, carbohydrate
metabolism abnormalities, behavioral changes, neurological changes, hypertension) or
on the day 8. prednisolone respone or on the 5-year event-free survival rate (EFS) or on
the 5-year overall survival rate (OS) among 346 children with ALL.

Hepatotoxicity occurred more often in the 363S carriers but not in the case of the
ER22/23EK SNP. Carbohydrate metabolism abnormalities occurred more often by the
N363S polymorphism while no one with the ER22/23EK polymorphism had this
toxicity. No patient with hypertension nor with behavior changings nor with neuropathy
was observed in the group of the ER22/23EK carriers. The combinaton of the toxicities
in one patient occurred significantly more often in the 363S carriers. No patient with
two or three glucocorticoid toxicities occurred in the case of the ER22/23EK
polymorphism. None of the 363S and ER22/23EK SNP caused poor prednisone
response. Both the 5-year EFS and 5-year OS were more favorable in the 363S carriers
than in the non carriers. Patients with N363S polymorphism could expect to more
severe toxicities but more favorable prednisone response, 5-year event free and 5-year
overall survival rate. The carriers of the ER22/23EK polymorphism had less severe or
frequent toxicities —however it is not significant - but their 5-year EFS and 5-year OS
were not significantly better. In the case of the BCL1 SNP in the G/G homozigous
patients no one had poor prednisolone response. In patients with GG genotype no one
had 3 toxicities at the same time. We didn’t find neither poor prednisone responder in
the case of the combination of the BCL1-N363S SNPs.

Based on our results with the extension of the number of the investigated patients an
individual dosing of glucocrticoids and/or the importance of more alertness of the

glucocorticoid toxicities can be raised up in the future
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