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Roviditések jegyzéke

ABC
AEP
ALL
AMPA
APC
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Cl 95%
CTCAE
CYP3A4
CYP3A5
dbMHC

E. coli

ETT TUKEB

FAM

FC

FceRI
FDR
FRET
GALNT10
GRIAL

GWAS
HEX
HLA
HR

Accelerated Blood Clearence

aszparaginil-endopeptidaz

akut limfoblasztos leukémia
a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-izoxazol-propionat

antigén-prezental? sejt

aminosav

Asparagine Synthetase (glutamine-hydrolyzing); aszparagin-szintetaz
B-Cell Receptor; B-sejt receptor

Berlin—Frankfurt—-Miinster munkacsoport

Beijing Genomics Institute; Pekingi Genomikai Intézet

Cluster of Differentiation; differencialédasi marker

95%-0s konfidencia-intervallum

National Cancer Institute Common Toxicity Criteria for Adverse Events
Cytochrome P450 Family 3 Subfamily A Member 4

Cytochrome P450 Family 3 Subfamily A Member 5

Database of Major Histocompatibility Complex

Escherichia coli

Egészségligyi Tudomanyos Tanacs Tudoményos €és Kutatasetikai
Bizottsaga

6-karboxi-fluoreszcein

Flow Cytometry; dramlési citometria

type I high affinity IgE receptor

False Discovery Rate; hamis felfedezési hibaarany

fluoreszcencia rezonancia energia transzfer

Polypeptide N-Acetylgalactosaminyltransferase 10

Glutamate Ionotropic Receptor AMPA Type Subunit 1; ionotrép AMPA
glutamat-receptor alegység-1

Genome-Wide Association Study; teljesgenom-asszociacios vizsgalat
hexakloro-6-karboxi-fluoreszcein

Human Leukocyte Antigen

High Risk; magas kockazata
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HR Hazard Ratio; hazard rata

HWE Hardy-Weinberg Equilibrium; Hardy-Weinberg egyenstly
IC Intercontinental

IR Intermediate Risk; kézepes kockazatu

V. intravénas

KOD KASP on Demand

LD Linkage Disequilibrium; kapcsoltsagi egyensulytalansag
MHC Major Histocompatibility Complex

MRD Minimal Residual Disease

NFATC2 Nuclear Factor Of Activated T-Cells 2

OR Odds Ratio; esélyhanyados

PCR Polymerase Chain Reaction

p.i. per infusionem, intravénas infuzidban kapott

PEG polietilén-glikol

PEG-ASP pegilalt aszparagindz

ROX 5-karboxi-X-rodamin-N-szukcinimidil-észter

SNP Single Nucleotide Polymorphism; egypontos nukleotid-polimorfizmus
SR Standard Risk; alacsony kockézata

TCR T-Cell Receptor; T-sejt receptor

ULN Upper Limit of Normal; a normal szint fels6 hatara
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1 Bevezetés

Napjainkban a molekularis genetika folyamatosan boviilé eszkoztara egyre szélesebb
korben valik elérhetové. Mind a laboratoriumi modszerek, mind az online elérheto
adatbazisok és szoftverek hozzédjarulnak ahhoz, hogy minél tobb betegség vagy allapot
hatterében azonosithatova valjanak az azokra hajlamositd genetikai tényezdk, amely
végso soron személyre szabott orvoslas lehetdségét teremti meg.

A gyermekkori akut limfoblasztos leukémia (ALL) terapidjanak meghatdrozé
komponense az aszparagin keringésbdl valo elbontasaért felelds aszparaginaz. Jelentds
kihivast jelentenek azonban a bakteridlis eredeti enzim ellen kialakulé immunolégiai
reakciok. Ezek akar szisztémas anafilaxia formajaban is jelentkezhetnek, ami kozvetlen
¢letveszElyt jelent a beteg a szamdra, de a kialakuld aszparaginaz ellenes antitestek a
gyogyszer inaktivacigjat is eldidézhetik, ami a leukémids sejtek gydgyszer-
Egyelére nem 4all rendelkezésiinkre olyan eszkoz, amelynek segitségével elére meg
lehetne josolni, hogy kinél alakul ki hiperszenzitivitési reakcio.

PhD munkdm sordn a gyermekkori ALL-es betegek korében a jelen kezelési protokoll
szerint els6 vonalban adott nativ Escherichia coli eredetli aszparaginaz altal kivaltott
hiperszenzitivitds genetikai hatterét vizsgaltam. Célom a tulérzékenységre fokozott
kockazattal rendelkezd betegek azonositasa volt. Az 6 esetiikben megfontoland6 lehet
mas immunogenitassal vagy mas antigenitassal rendelkezd aszparaginaz készitmény
alkalmazasa els6 vonalbeli gyogyszerként. Eredményeim tovabba hozz4jarulhatnak mas
nagymolekulds  gyodgyszerek  altal  kivaltott  hiperszenzitivitdsi  reakcidok

mechanizmusanak pontosabb megértéséhez is.
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1.1 A gyermekkori akut limfoblasztos leukémia el6fordulasa és

kezelése

Hazéankban évi 60-70 gyermeknél diagnosztizalnak leukémiat, amelynek leggyakoribb
tipusa az akut limfoblasztos leukémia (ALL). A mai nemzetkdzi protokollokon alapuld,
folyamatos fejlesztés alatt allo kezelési modszereknek koszonhetéen a betegek tobb
mint 85%-a tartos taléld. Ennek ellenére a leukémia az egyéb rosszindulati daganatos
megbetegedésekkel egylitt az 1-14 éves korosztaly vezet6 halalokai kozott talalhatdo meg
[1].

A leukémia a limfo-hematopoetikus rendszer rosszindulata klonalis megbetegedése [2].
A beteg leukémiasejtjei egyetlen, genetikai karosoddsok sorozata nyoman kialakulo,
transzformalt  progenitor  sejtb6l  szdrmaznak. Az  elvaltozott  sejteket
immunfenotipusukat tekintve tobbé-kevésbé annak a sejtféleségnek a differencidlodési
markerei (CD) jellemzik, amelynek szintjén a transzformacié bekovetkezett (pre-B-
sejtes, T-sejtes, mieloblasztos stb.) [2]. A betegség kialakulasahoz genetikai és
kornyezeti faktorok egyarant hozzéjarulhatnak.

Az ALL véltozatos tiinetekkel jelentkezhet. Nem specifikus panasz az egy-két hete tartd
lazas allapot, amely kezelésre sem rendezddik. Faradékonysag, borvérzések
jelentkezhetnek, jellemzd a végtagfijdalom és a nyirokcsomok megnagyobbodasa. Az
észlelt tiinetek a normalis vérképzés visszaszoruldsdval, a tumoros sejtproliferacio
okozta térfoglalassal és a daganat okozta altalanos toxikus tiinetekkel fiiggnek dssze [2,
3].

A vérképzés zavara anémiahoz vezethet, amelyet a sdpadt bor €s nyalkahartya, szédiilés,
szapora szivmilkodés jelez. A visszatérd fertdzések, a laz és a torokgyulladds a
fehérvérsejt-funkcid kiesésének kovetkezményei. A vérlemezkeszdm csokkenése
okozhatja a bor- és nyalkahartyavérzéseket [3].

A malignus sejtproliferacio okozta térfoglalas kovetkezménye a csontveld-infiltracio,
melyet a csontok fijdalma jelez. A limfoid rendszer invéazidja a nyirokcsomodk
megnagyobbodésahoz, hepato- és splenomegalidhoz vezethet. A kdzponti idegrendszer
érintettsége diffuz ¢és fokalis neuroldgiai tlinetekkel jarhat, gyakori az agyi
nyomasfokozodas. Infiltralodhatnak a herek, ritkabban a petefészek, a bor és a szem
képletei, a csontok, az iziiletek és a vesék. A thymus megnagyobbodasa T-sejtes ALL

esetén 1€gzési panaszokat is okozhat [2, 3].
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Manapsag egyre tobb terdpias jelentdségli genetikai elvaltozast azonositanak a koros
sejtekben. A prognosztikai besorolasnal azonban dontéen még mindig olyan klinikai és
laboratoriumi adatok a meghatarozok, mint a kezdeti fehérvérsejtszam, a diagnoziskori
életkor vagy a korai terapias valasz [4]. A betegek csontvelbi érintettsége harom
kategoriaba sorolhato:

MI1: a blasztok aranya a csontvelében <5%

M2: a blasztok aranya a csontveldben >5 <25%

M3: a blasztok aranya a csontvel6ben >25%
A talélési mutatok jelentds javuldsdhoz nagyban hozzdjarult a kezelésnek a korai
terapids valaszmutatok alapjan torténd stratifikdcidja, a minimadlis rezidualis betegség
(minimal residual disease, MRD) kovetése. A Magyarorszagon is alkalmazott, az
europai Berlin—Frankfurt-Miinster (BFM) munkacsoport altal kidolgozott BFM IC-
ALL 2009 protokoll szerint az MRD monitorozas &aramlasi citometridval (flow
cytometry, FC) torténik [5].
A kezelési protokoll a betegeket alacsony (standard risk, SR), kdzepes (intermediate
risk, IR) és magas (high risk, HR) kockdzatu terdpias csoportokba sorolja:

Rizikocsoport-besorolas az ALL IC-BFM 2009 protokollban
Alacsony kockazatu (SR) csoport
1 éves < életkor <6 éves
¢és kezdeti fehérvérsejt-szam < 20,000/pl
¢és periférias blasztok szdma < 1,000 blaszt/pl az indukci6 8. napjan
¢s FC-MRD < 0,1% a 15. napon
¢s nem M2/3 csontveld a 33. napon
Minden egyes kritériumnak meg kell felelni.
Magas kockazatu (HR) csoport
vagy FC-MRD >10% a csontveldben a 15. napon
vagy periférids blaszt-szdm a 8. napon > 1,000 blaszt/pl
vagy M2 vagy M3 csontvel6 a 33. napon
vagy t(9;22) [BCR/ABL] vagy t(4;11) [MLL/AF4] genetikai eltérés
vagy hipodiploid ALL < 44 kromoszéma
Legalabb egy kritériumnak teljestilnie kell.
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Kozepes kockazatu (IR) csoport
Minden beteg, aki se SR, se HR csoportba nem besorolhato.

A 2-3 éves kezelés célja az elvaltozott sejtek teljes eradikacioja, amely elvileg és
gyakorlatilag egyarant lehetséges. Azonban mind az alapbetegség, mind a kezelés a
normdl csontveldmiikodés elnyomasat idézi eld, ezért a betegek szoros megfigyelést
igényelnek az esetlegesen kialakuld infekciok és komplikaciok azonnali ellatasa
érdekében.

Vilagszerte szamos kiilonb6z6é, de alapfelépitésében hasonld kezelési protokoll
hasznalata terjedt el. Hazankban jelenleg egy klinikai tanulmany, az ALL IC-BFM 2009
nemzetkozi study keretében kezelik a gyermekeket. Ez a kezelési protokoll az alabbi
részekre oszthatd fel: indukcid, korai intenzifikacid, konszolidacio, reindukcio, késoi
reintenzifikacio és fenntarto kezelés [5].

Az Un. indukcios terapia célja a kezdeti nagy daganatos sejttomeg elpusztitasa, 95%-0S
remisszios rata (blasztszam a csontveldben 5% vagy az alatti) elérése, vagyis a betegség
visszafejlodésének indukdldsa; az els6 hoénap végére pedig a normalis
csontveldmiikodés helyreallitasa. Az elsO, bevezetd hét folyamatosan emelkedd dozisa
kortikoszteroid-kezeléssel (prednizolonnal) kezdédik a limfoblasztok szamanak
kiméletes csokkentése céljabol, ezzel csokkentve a tumorlizis-szindroma kialakulasanak
kockazatat. A kezelés elsd szakasza alatt a terdpias valasz megallapitdsa a betegek
kockézati csoportokba sorolasa szempontjabol elengedhetetlen. A lehetséges maximalis
szamu citosztatikumot — vinkrisztint, prednizolont, daunorubicint, aszparaginazt és
metotrexatot — a lehetséges maximalis dozisban alkalmazzdk 4 héten 4t az optimalis
tumorellenes hatas elérése és a gyogyszer-rezisztencia kialakuldsdnak megeldzése
érdekében. Ennek megfelelden ebben a ciklusban teljes csontveld-elégtelenség alakul
ki, és itt fordul el6 a legtobb életet veszélyeztetd komplikacio. Ezt a kezelést egésziti ki
a korai intenzifikacié: citozin-arabinozid, ciklofoszfamid, 6-merkaptopurin és
metotrexat adagolasaval Gjabb 4 héten at.

A kezelés harmadik része az un. konszolidacids kezelésbdl all. Ez az indukcids és
intezifikacios fazist taléld blasztok elpusztitdsara és a kdozponti idegrendszeri €rintettség
megeldzésére iranyul. Nagydozist, grammos nagysagrendli metotrexat (4 alkalommal),

6-merkaptopurin és intratekalis metotrexat 8 hetes alkalmazasat jelenti. A nagy adagban
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alkalmazott, a vér-agy gaton is atjutd gyogyszerek a kozponti idegrendszer teriiletén
1év6 leukémias sejtek elpusztitasara is képesek.

A reindukcid és a késOi reintenzifikacid célja a rezidualis, maradvany koros sejtek
kiirtasa. Ez a kezdeti indukcios kezelésben alkalmazott gydgyszerek ujboli alkalmazasat
jelenti 6 héten at. Ennek a szakasznak alapvetd jelentdsége van a betegség kitjulasanak
megeldzésében.

A fenntartd kezelés szakaszdban a kés6i csontveldi relapszusok kockazatanak
csokkentése a cél. Ez a kezelés kezdetétdl szamitva 2 évig tartdé szajon at szedhetd
metotrexat és 6-merkaptopurin alkalmazasat jelenti, esetenkénti intratekalis metotrexat
beadassal. A hosszan tartd, kisd6zist gyogyszeradagoldssal a csontvel6ben esetlegesen
megbuvo limfoblasztok kiirtdsa érhetd el. Az egyes kezelési szakaszok kozott
alkalmazott szlinetek a szervezet regeneralodasat biztositjak.

A magas kockdzati csoportba tartozd betegek intenzifikdcids kezelésiiket kovetden
nagyon intenziv terapids ciklusban, 5-6 napos Un. blokk-kezelés formajaban 4-5
citosztatikus gydgyszer kombinacidjat kapjak 6 alkalommal (szteroid, vinka alkaloidok,
alkilezészerek, antraciklinek, nagydozist citozin-arabinozid, etopozid, aszparagindz).
Ez a kezelés lényegesen tobb szovédménnyel, mellékhatissal jar, ezért ebben a
csoportban a szupportiv terapidnak is intenzivebbnek kell lennie.

A magas malignitasii betegek egy csoportjaban, a kezdetben kozponti idegrendszeri
érintettségben szenvedOk és a T-sejtes betegek esetében profilaktikus céllal a teljes
agykoponya besugarzasa sziikséges.

Kigjulas esetén kiilonds jelentésége van a recidiva idejének (korai vagy késdi) é€s
helyének. A nagy rizikoji, korai csontveld-recidivak esetén az allogén csontveld-
transzplantacid a valasztandd terdpia. Izolalt kdzponti idegrendszeri relapszus esetén
szisztémas kemoterapiat, gyakori intratekélis gyogyszeradagolast (metotrexat, citozin-
arabinozid, prednizolon, tiotepa) €s teljes cranialis/craniospinalis besugarzast (18 Gy)
kell alkalmazni. A viszonylag jobb prognodzisu izolalt here-recidiva esetén szintén
szisztémas kemoterapia ¢és irradiacid javasolt. Az intermedier rizikdcsoportba tartozo
betegek kezelése kemoterdpia vagy kemoterapia és allogén csontveld transzplantacid a
beteg korai terapias valaszatol fliggden.

Az e tanulmanyban vizsgalt betegeket négy egymasra épiilé (ALL BFM 90 és 95, ALL
IC-BFM 2002 és ALL IC-BFM 2009) protokoll valamelyike szerint kezelték. Az 1.

10
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Tablazatban ezek koziil a jelenleg is érvényben 1évé ALL IC-BFM 2009 kemoterapids
protokoll egyes szakaszainak gyogyszerdozisait mutatom be — eltekintve a kisérleti ag

ismertetésétol [5]:

1. Tablazat. Az ALL IC-BFM 2009 kezelési protokoll gyégyszerdoézisai

Indukeié — SR, IR, HR

Prednizolon: 60 mg/m? p.o. 36 napon at (fokozatosan fel- és leépitve)
Vinkrisztin: 4x 1,5 mg/m? i.v. bolus

Daunorubicin: 2-4x 30 mg/m? 1 6ras i.v. infazioban®
L-aszparaginaz: 8x 5000 U/m’ 1 6ras i.v. infazidban

Metotrexat: 3-5% 6-12 mg i.th. (életkorfiiggd dozirozas)®

Korai intenzifikacio— SR, IR, HR

Ciklofoszfamid: 2x 1 g/m’ 1 éras i.v. infazidban
Citozin-arabinozid: 16x 75 mg/m?’ i.v. bolus
6-Merkaptopurin: 60 mg/m? p.o. 28 napon at
Metotrexat: 2x 6—12 mg i.th. (¢életkorfliiggd dozirozas)

11
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Konszolidacié — SR, IR

Metotrexat: 4x 5 g/m? vagy 2 g/m® 24 orés i.v.
infuzioban

6-Merkaptopurin: 25 mg/m? p.o. 56 napon at
Metotrexat: 4x 6—12 mg i.th. (életkorfiiggo

dozirozas)

Konszolidacié — HR®

HR-1 blokk:

Dexametazon: 20 mg/m?® p.o. 5 napon at
Vinkrisztin: 2x 1,5 mg/m® i.v.
Citozin-arabinozid: 2x 2 g/m® 3 oras i.v.
infuzidban

Metotrexat: 1x 5 g/m® 24 6ras i.v. infazidban
Ciklofoszfamid: 5x 200 mg/m® 1 oras i.v.
infuzidban

L-aszparaginaz: 1x25000 E/m* 2 6ras i.v.
infuziéban
Metotrexat/Citozin-arabinozid/Prednizolon:
1x 6-12/16-30/4-10 mg i.th. (¢letkorfiiggden)
HR-2 blokk:

Dexametazon: 20 mg/m? p.o. 5 napon at
Vindezin: 2x 3 mg/m? i.v.

Daunorubicin: 1x 30 g/m® 24 6ras i.v.
infuzidban

Metotrexat: 1x 5 g/m? 24 6ras i.v. infizioban
Ifoszfamid: 5x 800 mg/m® 1 6ras i.v.
infuzidban

L-aszparaginaz: 1x25000 E/m* 2 6ras i.v.
infuzidban
Metotrexat/Citozin-arabinozid/Prednizolon:
1x 6-12/16-30/4-10 mg i.th. (¢életkorfiiggben)
HR-3 blokk:

Dexametazon: 20 mg/m’ p.o. 5 napon 4t
Citozin-arabinozid: 4x 2000 mg/m® 3 6ras i.v.
infuziéban

Etopozid: 5% 100 g/m® 1 6ras i.v. infazioban
L-aszparaginaz: 1x25000 E/m* 2 é6ras i.v.
infuzidban
Metotrexat/Citozin-arabinozid/Prednizolon:
1% 6-12/16-30/4-10 mg i.th. (életkorfiiggden)
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Reindukcio — SR, IR, HR

Dexametazon: 10 mg/m? p.o. 30 napon at (fokozatosan leépitve)
Vinkrisztin: 4% 1,5 mg/m® i.v. bolus

Doxorubicin: 4x 30 mg/m? 1 érés i.v. infuzioban
L-aszparagindz: 4x 10000 U/m? 1 6ras i.v. infazioban

Metotrexat: 0—2x 6-12 mg i.th. (¢letkorfiiggd dozirozas)®

Késoi reintenzifikacio — SR, IR, HR
Ciklofoszfamid: 1x 1 g/m2 1 6ras i.v. infazidoban
Citozin-arabinozid: 8x 75 mg/m’ i.v. bolus
6-Tioguanin: 60 mg/m? p.o. 14 napon at

Metotrexat: 2x 6—12 mg i.th. (életkorfiiggd dozirozas)

Fenntarto — SR, IR, HR

6-Merkaptopurin 1x 50 mg/m?/nap p.o. a 2. év végéig
Metotrexat 1x 20 mg/m*/hét p.o. a 2. év végéig
Metotrexat 0-6X 6-12 mg i.th. (életkorfiiggd dozirozas)

A kozepes kockazath rizikdcsoportban 4, az alacsony kockézati rizikocsoportban 2 daunorubicin dézist irt elé a
protokoll.
PAz intratekdlis dozisok szama eltért kozponti idegrendszeri érintettség esetén vagy annak hianyaban.

°A HR-1-2-3 blokkot 2-szer kapjak a betegek.
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1.2 Az aszparaginaz farmakolégiaja - gyermekkori vonatkozasok

Az aszparaginaz 130 kDa tomegii enzim, amely a vérben keringd aszparagin
hidrolizisével a sejtek fehérjeszintézisének csokkenését valtja ki, és végil a blasztsejtek
apoptozisahoz vezet. Mig a normal sejtek szintézis utjan képesek podtolni a hidnyzo
aszparagint, addig a limfoblasztok és egyes tumorsejtek elveszitik ezt a képességiiket, és
talélésiik fiiggdveé valik az exogén aszparagin-forrastol.

Ami az aszparaginaz felfedezését illeti, a tengerimalac szérum limfomaellenes hatasarol
— melyet késobb aszparagindz-tartalméanak tulajdonitottak — el6szor Kidd és
munkatarsai szamoltak be 1953-ban, majd Broome alkalmazta el6szor rakellenes
gyogyszerként [6, 7]. Jelenleg a bakterialis, Escherichia coli és Erwinia chrysanthemii
eredetll 2-es tipusu aszparaginazok vannak klinikai hasznélatban. Mindkettd enzim nagy
affinitast mutat az aszparagin, és sokkal kisebb mértékiit a glutamin irant. Az Erwinia
chrysanthemii eredetii enzim glutaminaz aktivitisa nagyobb az E. coli eredetii
enziméhez képest [8-10].

Sokaig az E. coli és az Erwinia aszparaginaz nativ formait hasznaltak az ALL ¢és a non-
Hodgkin limféoma kezelésére. A nativ E. coli aszparaginaz kémiailag modositott,
pegilalt formaja 1993-ban valt elérhetévé [8]. Az Egyesiilt Allamokban 2013-ban
besziintették a nativ E. coli aszparaginaz forgalmazasat, Magyarorszagon azonban még
mindig ez az elsdként valasztandd — és ezaltal a legelterjedtebben hasznalt —
aszparaginaz készitmény. 2016-ban egy Uj, rekombinans E. coli aszparaginaz is
megjelent az eurdpai piacon [11].

A nativ és pegilalt E. coli, valamint az Erwinia aszparagindz intravéndsan és
intramuszkuldrisan egyarant alkalmazhato. Magyarorszagon a BFM protokollok
ajanlasa szerint tesztdozist kovetden (100 E, utdna 10 perc sziinet) az aszparaginazt
intravénasan kapjak a betegek 1 Oras infuzi6 formajaban.

A héarom készitményt igen eltérd farmakokinetikai paraméterek jellemzik, amelyet
figyelembe kell venni adagolasukkor. Leghosszabb felezési iddvel a pegilalt forma
rendelkezik, legrovidebbel az Erwinia aszparaginaz, ennek megfelelden elébbit
kevesebbszer és kisebb dozisban, utdbbit tobbszor ¢és nagyobb ddzisban sziikséges
adagolni 6sszehasonlitva a nativ E. coli aszparaginaz készitménnyel [12, 13].

Szamos tanulmany Osszefliggést mutatott ki az ASNS (aszparagin-szintetdz; asparagine

synthetase (glutamine-hydrolyzing)) expresszidja és az aszparaginaz rezisztencia kozott,
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azonban az ASNS alacsony expresszids szintje, mint az aszparaginaz-érzékenység
biomarkere kérdéses. A szuboptimalis terapids valasz masik forrdsa lehet az
aszparaginaz un. csendes inaktivacioja, amelynek sordn a termelddott antitestek az
enzimaktivitas csokkenését okozhatjak egyéb tiinetek nélkiil.

Az ALL-es betegek tulélésének jelentds javuldsa részben az intenziv €és hosszan tarto
aszparaginaz terapianak koszonhetd, sajnos azonban toxikus hatasai korlatozzak a
hasznalatat. Az ¢letveszélyes toxicitdsok kialakuldsa miatt nem teljesitett aszparaginaz
kezelés Osszefligg a betegség rossz kimenetelével [14-20].

Az aszparagindzhoz kapcsolodd toxikus hatdsokat, azok gyakorisdgat és az ajanlott

terapias eljarasokat foglalja dssze a 2. Téablazat.
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2. Tablazat. Az aszparaginaz-kezelés toxikus hatasai a gyermekkori ALL terapidjaban

Toxicitas Gyak. Terapias beavatkozas Ref.
Klinikai aszparaginaz <45% | valtas masik aszparaginaz készitményre [21, 22]
hiperszenzitivitas
Szubklinikai aszparaginaz 8-29% | valtas masik aszparaginaz készitményre [23]
hiperszenzitivitas
Hyperglycaemia 4-20% | inzulin-kezelés melletti normal vércukorszint esetén a terapia folytatasa [24]
Pancreatitis 2-18% | az aszparaginaz terapia leallitasa >3 x ULN* amilaz/lipaz szint és/vagy klinikai tiinetek vagy [25]
képalkotoi eljarassal lathato jelek esetén
enyhe pancreatitis esetén aszparaginaz Gijraadasa megkisérelhetd, ha 48 6ran beliil a betegnek nem [26]
voltak tiinetei, amilaz/lipaz szintje <3 x ULNY, nincs pseudocysta vagy necrosis a hasnyalmirigyében
Thrombosis 2-7% | klinikailag jelentés thrombosis esetén az aszparaginaz megvonasa [27]
a tiinetek elmultaval antikoagulans terapia mellett Gjra adhatd [28, 29]
Encephalopathia N.A. enchephalopathia tiineti kezelése, szérum ammonia szint emelkedése esetén annak normalizalasa [30]
ha a tiinetek nem életveszélyesek, az aszparaginaz terapia folytathato
Myelosuppressio N.A. az aszparaginaz terapia folytatasa [31]
a tobbi mieloszuppressziv szer dozisanak csokkentése (indukcid alatt nem ajanlott)
Hypertrigliceridaemia <67%* | az aszparaginaz terapia folytatasa, a beteg szoros monitorozasa pancreatitis iranyaban [32, 33]
Hepatotoxicitas N.A. AST/ALT szint <10 x ULN?, bilirubin szint <3 x ULN* és a sargasag hianya az eléfeltétele az [34]
aszparaginaz beadasanak (DCOG ALL-11); nem egyértelmiiek az ajanlasok
I

a normadl érték felsd hatara (upper limit of normal; ULN); *kortikoszteroiddal egyiitt adva
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Az aszparaginaz okozta toxicitdsokat az aszparagin-deplécio fehérjeszintézis-csokkentd
hatasa mellett 6sszefliggésbe hoztak az enzim glutaminaz aktivitasaval is. Ezaltal az uj
készitmények egyik fejlesztési iranya a glutaminaz aktivitds eltlintetésére, illetve
csokkentése lett [10]. Azonban megjelentek olyan tanulmanyok is, amelyekben a
glutaminaz aktivitas bizonyos esetekben hozzajarult az aszparagindz leukémiaellenes
hatasahoz is [8, 35].

Az aszparaginaz interakcioba Iéphet mas gyogyszerekkel. Csokkenti a metotrexat
tumorellenes ¢és toxikus hatasat, ezért 24 ora kiilonbséggel adjak oket a betegeknek.
Feltételezhetéen hepatotoxikus hatasa kovetkeztében csokkenti a vinkrisztin clearence-
ét, ezért 24 (de minimum 12) éraval elétte adando. Glikkokortikoidokkal (prednizolon,
dexametazon) egyiitt adva megnd a hyperglycaemia, a hypertriglyceridaemia és a
trombotikus események kockazata, valamint kimutattak, hogy az aszparaginaz a szérum
albumin szint csokkentésén keresztiil befolyasolja a dexametazon clearence-ét [36].
Késobb pedig azt talaltak, hogy az aszparaginaz-ellenes antitestek magas szintje
Osszefliggést mutat az osteonecrosis alacsonyabb kockazataval [37]. A
kortikoszteroidok maszkirozhatjdk az aszparaginazra adott hiperszenzitiv reakcidok
tiineteit [8, 38].

A vérdrambol az aszparaginaz makrofagok altali fagocitdzis utjan iiriil ki, melynek
soran proteolizist szenved el [39]. Meer és mtsai in vivo imaging technikaval indium-
111 izotoppal jelzett E. coli aszparaginaz utjat kovették egerekben. Azt talaltak, hogy az
aszparaginazt a majban, lépben és csontveloben taladlhatdé rezidens makrofagszerii
fagocitasejtek tiintetik el gyorsan a vérarambol. A fagocitozist kovetd emésztés
sebességmeghatarozo 1épése a katepszin B lizoszomalis enzim altali hasitas volt in vitro
€s In vivo egyarant. Egy esettanulmany is sziiletett egy a katepszin B gén inaktivalo
mutacidjat hordozd betegrél, aki tobbszori Erwinia aszparaginaz beadast kovetden
nagyon magas szérum aszparaginaz szintje kovetkeztében sulyos hyperammonaemidval
kisért encephalopathiat szenvedett el [8, 40].

Patel és mtsai azt talaltdk, hogy az endo/lizoszéma kozegében az aszparaginil-
endopeptidaz (AEP) az E.coli aszparaginazt igen, az Erwinia aszparaginazt azonban
nem képes hasitani. AZ AEP magas expresszioja jellemzd a nagy kockazata ALL egy
csoportjara. Az antigén-feldolgozasban betoltott szerepe mellett az aszparagindz-

rezisztenciahoz vald hozzajarulasat is valoszintsitik [41].
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Az 1) készitmények fejlesztései elsdsorban a klinikumban elérheté aszparaginazok
immunogenitasanak csokkentésére iranyultak, irdnyulnak. A hosszabb felezési idejli, az
immunrendszer szamara kevésbé hozzaférheté pegilalt E. coli aszparaginazt mar
sikeresen alkalmazzdk a gyakorlatban. Farmakokinetikai paramétereinek tovabbi
javitasat célozva fejlesztették ki a PEG (polietilén-glikol) oldallancokat az enzimhez
kot molekularis kapesold (linker) stabilabb valtozatat [42].

A vorosvértestekbe zart nativ E. coli aszparaginazt felnétt- és gyermekkori ALL-es
betegek korében is vizsgaltdk. A vordsvértestek membranja megvédi az enzimet a
protedzoktdl ¢és a makrofagoktdl, igy megnd a felezési ideje ¢és csokken az
immunogenitasa [43].

A mas E. coli és Erwinia szubtipusokbol kinyert aszparaginazok mellett rekombinans E.
coli ¢és Erwinia aszparaginazokat, valamint mas baktériumfajokbol szarmazo
aszparaginazokat is  tovabbfejlesztettek. A  glutamindz-aktivitds  toxicitasok
kialakulasaban feltételezett szerepét alapul véve, mas baktériumbol szarmazo,
glutaminaz-aktivitidssal nem rendelkezd aszparagindzokat is vizsgaltak, valamint
rekombinans technologiaval is eldallitottak ilyeneket [44, 45].

A limfoblasztokban jelen 1évé lizoszomadlis cisztein protedzok hasitasanak ellenallo
aszparaginazokat is kifejlesztettek. A hasitdssal szembeni rezisztencia csokkentheti az
immunogenitast, €s javithatja az enzim farmakokinetikai paramétereit, valamint a
gyogyszer-rezisztencia kialakulasat is csokkentheti [41, 46].

A Wolinella succinogenes eredetli aszparaginaz V23Q és K24T aminosavcseréivel
Sannikova €s mtsai tripszinolizisnek ellendllo aszparaginazt hoztak létre. Ezenkiviil a
rekombinans enzim N-termindlisahoz egy heparin-k6td peptidet kapcsoltak, melynek
segitségével az aszparaginazt a sejtek felszinén, illetve az extracellularis matrixban
jelenlévo heparan-szulfat-tartalma proteoglikanokhoz iranyitottak [8, 47].

A PhD munkam soran vizsgalt betegek nativ E. coli aszparaginazt (Kidrolase -t vagy
Asparaginase medac™-ot) kaptak els6 vonalbeli kezelésként. Az ALL-BFM 90, 95,
ALL IC-BFM 2002 ¢és 2009 protokollok aszparaginaz kezelés iitemezését és dozisait a
kiilonboz6 rizikdcsoportokban a 3. Tablazatban mutatom be. A késébbiekben az E. coli

készitményekhez kapcsolodo hiperszenzitivitast fogom részletezni.
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3. Tablazat. Az ALL BFM 90, 95, BFM IC-ALL 2002 és 2009 protokollok aszparaginaz doézisai az A) SR, B) IR és C) HR kezelési agakon.

A

ALL-BFM 90

ALL-BFM 95

ALL IC-BFM 2002

SR

SR

SR standard

SR experimentalis

Indukecid

Protokol IA (33 nap)

E. coli aszparaginaz dozis

10 000 p.i.* (1 h) x &; 3 naponta

5000 p.i.* (1 h) x 8; 3 naponta

(E/m?/nap)
Intenzifikacio Protokol IB (28 nap)
Konszolidacio Protokol M (56 nap)
Reindukcid Protocol II/1. rész (28 nap) Protocol III/1. rész (14 nap)

E. coli aszparaginaz dozis

10 000 p.i.* (1 h) x4 a8., 11.,15. és 18. napon

10000 p.i.* (L h) x4 az 1.,4., 8. és 11. napon

(E/m?/nap)
Reintenzifikaciod Protokol 11/2. rész (14 nap) Protokoll I11/2. rész (14 nap)
Fenntarto A diagnozistol szamitott 2. €v végeig Koztes fenntarto (10 hét)

Kés61i reindukcio

E. coli aszparaginaz dozis

(E/m?/nap)

Késo6i reintenzifikacio

Fenntarto

Protocol I1II/1. rész (14 nap)

10 000 p.i.* (1 h) x4 az 1., 4., 8. és 11. napon

Protokoll II1/2. rész (14 nap)

A diagnézistol szamitott 2. év végéig
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ALL IC-BFM
ALL-BFM 90| ALL-BFM 95 ALL IC-BFM 2002
B 2009
IR standard IR IR standard IR standard IR experimentalis
Indukcid Protokol IA (33 nap)

E. coli aszparaginaz dozis

10 000 p.i.* (1 h) x &; 3 naponta

5000 p.i.* (1 h) x 8; 3 naponta

(E/m?/nap)
Intenzifikacio Protokol IB (28 nap)
Konszolidacio Protokol M (56 nap)
Reindukcid Protokoll II/1. rész (28 nap) Protokoll III/1. rész (14 nap)

E. coli aszparaginaz dozis

10 000 p.i.* (1 h) x4 a8, 11., 15. és 18. napon

10 000 p.i.* (1 hyx4az 1.,

(E/m?/nap) 4., 8. és 11. napon
Reintenzifikacio Protokoll 11/2. rész (14 nap) Protokoll I11/2. rész (14 nap)
Fenntarto A diagnézistdl szamitott 2. év végéig Koztes fenntartd (10 hét)

Késo61 reindukcid

E. coli aszparaginaz dozis

(E/m?/nap)

Késo61 reintenzifikacio

Fenntarto

Kés61i reindukcio

Protokoll III/1. rész (14 nap)

10 000 p.i.* (1 hyx4az 1.,

4., 8.¢és 11. napon

Protokoll III/2. rész (14 nap)

Koztes fenntart6 (10 hét)

Protokoll I1I/1. rész (14 nap)
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ALL IC-BFM
ALL-BFM 90| ALL-BFM 95 ALL IC-BFM 2002
2009
IR standard IR IR standard IR standard IR experimentalis

E. coli aszparaginaz dézis (E/m?/nap)

Kés61i reintenzifikacio

Fenntarto

10 000 p.i.* (1 h)y x4 az 1.,

4.,8.¢és 11. napon

Protokoll III/2. rész (14 nap)

A diagnoézistdl szamitott 2.

év végéig
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C ALL-BFM 90 ALL-BFM 95 ALL IC-BFM 2009 ALL IC-BFM 2002
HR standard HR HR standard HR standard | HR experimentalis
Indukcio Protokol 1A (33 nap)

E. coli aszparaginaz

dozis (E/m?/nap)

10 000 p.i.* (1 h) x 8; 3 naponta

5000 p.i.* (1 h) x 8; 3 naponta

Intenzifikacio

Konszolidacio

(HR-1/HR"-2/HR"-3)x3
(6x3x3 nap)*

Protokol IB (28 nap)

(HR-1/HR'-2/HR"-3)x2
(6x3x2 nap)*

(HR-1/HR'-2/HR'-3)x2
(6x3x2 nap)*

(HR'-1/HR'-2/HR'-3)x1
(6x2 nap)*

E. coli aszparaginaz

dozis (E/m?/nap)

25 000 p.i.* (6 h) minden egyes blokk 6. napjan

25 000 p.i.* (6 h) minden egyes
blokk 6. és 11. napjan

Reindukcio

E. coli aszparaginaz

Protokoll II/1. rész (28 nap)

Protokoll III/1. rész (14 nap)

10 000 p.i.* (1 h) x4 a8., 11.,15. és 18. napon

10 000 p.i.* (1 hyx4az 1., 4., 8. és

dozis (E/m?/nap) 11. napon
Reintenzifikacid Protokoll 11/2. rész (14 nap) Protokoll I11/2. rész (14 nap)
Fenntarto A diagnozistol szamitott 2. év végéig Koztes fenntart6 (28 nap)

Kés61i reindukcio

E. coli aszparaginaz

dozis (E/m?/nap)

Kés6i reintenzifikacid

Fenntarto

Protokoll III/1. rész (14 nap)

10000 p.i.* (1 h)yx4azl.,4.,8.¢és
11. napon

Protokoll I1I/2. rész (14 nap)

Koztes fenntart6 (28 nap)
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ALL-BFM 90

ALL-BFM 95

ALL IC-BFM 2009

ALL IC-BFM 2002

HR standard

HR

HR standard

HR standard | HR experimentalis

Késo01 reintenzifikacid

E. coli aszparaginaz

dozis (E/m?/nap)

Fenntarto

Protokoll III/1. rész (14 nap)

10000 p.i.* (1 h)x4azl.,4.,8.¢és
11. napon

A diagnozistdl szamitott 2. év

veégéig

*per infusionem=intravénas infazidban kapott

'3 kezelési sziineteket nem szamitva

23



DOI:10.14753/SE.2018.2066

1.3 Aszparaginaz hiperszenzitivitas

Az aszparaginaz szubklinikai és klinikai hiperszenzitivitast egyarant okozhat. A klinikai
hiperszenzitivitds leggyakrabban urticaria formajaban jelenik meg, de a tiinetek
sulyossaga az infuzio koriili lokalis fajdalmas kipirosodastdl és 6dématol a sulyos
szisztémds reakciokig — ugy mint gégeddéma, bronchospasmus, hypotensio ¢és
esetenként stlyos anafilaxias sokk — valtozhat [48, 49]. A korabbi BFM protokollok és a
jelenlegi IC-BFM protokoll elsé vonalbeli szerként az E. coli aszparaginazt ajanljak. Az
erre a szerre kialakulo klinikai hiperszenzitivitas el6forduldsi aranya a gyermekkori
ALL-es betegek korében akar 45% is lehet. Tulérzékenységi tiinetek esetén az E. coli
aszparaginazzal val6 kezelést fel kell fliggeszteni, ¢és a késObbiekben egy masik, pegilalt
E. coli vagy Erwinia aszparaginaz készitményre valtani [20, 22, 50]. A kezelés
felfiiggesztésének oka leggyakrabban a hiperszenzitivitas.

A Kklinikai hiperszenzitivitasi reakcid ritkabban, 3-24%-ban alakul ki pegilalt E. coli
aszparaginazzal szemben [15, 19, 51, 52]. A korabban E. coli aszparaginazzal kezelt
betegek esetében a kozos bakteridlis eredet miatt gyakrabban alakul ki tulérzékenységi
reakcié a pegilalt formaval szemben is [53]. A mas baktériumtorzsbdl szarmazé Erwinia
aszparaginaz esetében 3-37%-os hiperszenzitivitasi ratarol szamoltak be [13, 19, 21, 52,
54-60]

Az aszparaginaz tulérzékenység szamos rizikofaktorat leirtdk mar, koztiik a kiilonbozd
készitmények hasznalatdt, a dozirozést, a beadds moddjat, a sziinet utdni Ujraadasat,
illetve az egy id6ben alkalmazott kemoterapiat. Azonban a hiperszenzitivitds maig
megjosolhatatlan, és nagy egyéni kiilonbségeket mutat [22].

A klinikai t0lérzékenység az aszparaginazt inaktivalod, un. neutralizald antitestek
kialakulasaval mutat Gsszefiiggést [61]. Jelenlétiik nem feltétleniil jar egyiitt tiinetek
kialakulasaval, ilyen esetekben csendes inaktivaciorol beszélink. Ez az éllapot az
aszparaginaz beadasat kovetd nagyon alacsony vagy hidnyzd aszparaginaz aktivitassal
jellemezhetd [61]. Habar a klinikai tiinetek hianyabol kifolyolag a szubklinikai
hiperszenzitivitdas diagnozisanak felallitaisa nehéz, a nativ E. coli aszparaginaz
terapidban részesiilo betegek korében a szubklinikai hiperszenzitivitas eldforduldsa 8-
29%-ra tehet6 [23, 62, 63]. A szubklinikai tulérzékenység, ha nem fedezik fel, és nem
foglalkoznak vele id6ben, erdsen asszocial a rossz klinikai kimenetellel. [23, 63]. Egy

klinikai tanulmanyban a klinikai kimenetel szignifikans javuldsdval jart egyiitt a
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szubklinikai hiperszenzitivitdst mutato betegek prospektiv azonositasa, és a valtds masik
aszparaginaz készitményre [23].

Intravénas beadast kovetden megfigyeltek lokalis, nem antitest-medialt Un. infuzios
reakciot néhany beteg esetében [64]. A klinikai hiperszenzitivitastol eltéréen az infazids
reakcio soran nem képzddnek aszparagindz-ellenes antitestek €s nem mutatnak
Osszefliggést az aszparaginaz-aktivitas csokkenésével sem. Egy lezajlott infuzids
reakciot kovetden a beadas tjra megkisérelhetd hosszabb infuzids idovel és megfeleld
premedikacio kiséretében. A gyakorlatban nehézségeket okozhat a klinikai és
szubklinikai hiperszenzitivitas, illetve az infuzidés reakcié kozotti kiilonbségtétel,
azonban az aszparaginaz aktivitds mérése segitséget nyujthat a fent emlitett allapotok
elkiilonitésében [14].

A klinikai talérzékenységi és infiizids reakciokon, valamint a csendes inaktivacion kiviil
atipusos allergids reakciokrol, un. allergiaszerti reakciokrdl is beszamoltak pegilalt E.
coli, illetve Erwinia aszparaginaz beadasat kovetéen. Az allergiaszer(i tiinetek (1-2-es
fokozatu  viszketés, csalankiiités, egyéb kiiitések, 1az, hanyds, 0déma,
gasztrointesztinalis és pulmonaris tiinetek) nem voltak elkiilonithetéek az allergias
reakcioktol. A tiinetek megjelenéséig azonban jelentésen rovidebb id6 telt el egy valodi
allergias reakcié esetében. Néhany allergiaszerii tiineteket mutatd beteg esetében
kimutathatéak voltak antitestek is, azonban azok nem bizonyultak neutralizald
hatastiaknak [65]. Nem inaktivalo antitesteket ki lehetett mutatni olyan betegekben is,
akiknek nem volt klinikai allergias vagy allergiaszerli reakciojuk, se csendes
inaktivaciojuk [37, 59, 62].

Az E. coli és az Erwinia aszparaginaz kozott nincsen keresztreaktivitas, ezért akar
allergias reakcio, akar csendes inaktivacio esetén is helyettesithetok egymassal [66, 67].
A nagy kiterjedést PEG lancok ugy csokkentik az enzim immunogenitasat, hogy
sztérikusan védik meg azt az immunrendszert6l [51]. Ezért a pegilalt E. coli
aszparaginaz is hasznalhat6 a nativ forma ellen kialakult allergiat kovetéen [68, 69]. Az
Osszes kezelési protokollban élnek azzal a lehetdséggel, hogy egy allergias reakcid
esetén aszparaginaz készitményt cserélnek. A korabbi ALL BFM protokollokban nativ
E. coli hiperszenzitivitas esetén a pegilalt készitményre valtottak, ha a pegilalt E. coli
aszparaginazra is allergia alakult ki, akkor pedig Erwinia aszparaginazra. Azoknak a

betegeknek, akikben a nativ E: coli aszparaginaz ellen neutralizal6o antitestek alakultak
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ki, nagyobb kockéazatuk volt a pegildlt forma elleni hiperszenzitivitas kialakuldsara is
[68]. Kiilonosen a nativ E. coli aszparaginaz ellen kialakuld6 magas antitestszinteknél
figyeltek meg neutralizalo hatast a pegilalt készitményekkel szemben is. Ilyen esetekben
egy magas antitestszinttel rendelkezd betegnek nagyobb haszna szarmazna a korai
Erwinia aszparaginazra torténd valtasbol [8, 69].

A pegilalt aszparaginaz esetében nem kizardlag a bakteridlis enzim ellen alakulhat ki
allergias reakcido. A hozzdkapcsolt PEG molekuldk maguk is indukalhatnak
hiperszenzitiv ~ reakciot  komplementaktivaci6  kivaltasan  keresztiil.  Ilyen
pszeudoallergias reakcid akar a pegilalt gyogyszer elsé beadasanal is jelentkezhet [70].
A PEG hapténként is képes viselkedni, és anti-PEG-antitestek kialakulasat indukalni.
Vélhetéen a PEG kornyezetiinkben torténd gyakori eléfordulasaval magyarazhatd, hogy
IgM ¢és IgG tipusi PEG-ellenes antitestek az egészséges donorok 25%-aban
kimutathatok [71]. Armstrong és mtsai voltak az elsok, akik a pegilalt aszparaginaz
beadasat kovetd anti-PEG-antitestek kialakulasarol beszamoltak [72]. A PEG-ellenes
antitestek szoros Osszefiiggést mutatnak a PEG-aszparaginaz gyorsabb eliminaciojaval.
A csak a PEG-re korlatozodo allergias reakcidval magyarazhat6 annak a két betegnek a
sikeres kezelése nativ E. coli aszparaginazzal, akik korabban allergias reakciot mutattak
a pegilalt formara [8, 73]. Tovabba a vérbdl torténd felgyorsult clearence (accelerated
blood clearence, ABC) jelenségét is leirtak pegilalt gyogyszerek adéasat kovetden. Az
ABC jelenség mechanizmusa még nem teljesen ismert. Egyesek az immunrendszer
kozremiikodését feltételezik, és IgM tipust anti-PEG-antitestek kialakulasat tartjak
feleldsnek. Masok ezt megkérddjelezik, €s mas mechanizmusok szerepét valoszinlisitik

[8, 74, 75].

1.4 Az aszparaginaz hiperszenzitivitas genetikai hattere

2010-ben teljesgenom-asszociacios vizsgalatot (GWAS) végeztek az egyesiilt
allamokbeli ~ gyermekkori =~ ALL-es  betegek  korében az  aszparagindz
hiperszenzitivitasban szerepet jatsz6 genetikai variansok azonositasara [76]. A
vizsgalatban a GRIA1 (Glutamate lonotropic Receptor AMPA Type Subunit 1; ionotrop
AMPA glutamat-receptor alegység-1) gén polimorfizmusaival taldltak Gsszefiiggéseket
mind a felfedezd, mind a validalo betegcsoportokban. Ugyanebben a tanulmanyban a

felfedez6 populacioban a GALNT10 (polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 10)
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gén tobb polimorfizmusa is asszocidlt az aszparaginaz hiperszenzitivitassal. A genom-
asszociacios analizisek gyakori inkonkluziv eredményei miatt egy gén vagy egy
génvarians hatasat a vizsgalt betegségségre vagy allapotra akkor tekintik igazoltnak, ha
azt fliggetlen vizsgalatok is alatimasztjak. Chen és mtsai GRIAL polimorfizmusokra
vonatkoz6 eredményét késObb egy kisebb, szlovén populacion végzett vizsgalat is
megerésitette [77].

2014-ben Fernandez és mtsai 1870 eurdopai 6sokkel rendelkez6 ALL-es gyermek
vizsgalata alapjan a HLA-DRB1*07:01 all¢l aszparagindz hiperszenzitivitassal vald
asszociaciojarol szamoltak be [78]. Ugyanez a csoport egy késébbi, kevert etnikumt
betegekkel végzett GWAS vizsgalattal megerdsitette ezt az 6sszefiiggést [79]. E késobbi
tanulmany egy masik gén, az NFATC2 (nuclear factor of activated T-cells 2) rs6021191
polimorfizmusanak szerepére is fényt deritett. Az 1s6021191 ritka alléljanak
gyakorisdga 0,001 alatt van az eurdpai szarmazasuak korében, igy ez az eredmény a

nem kaukazusi betegekre nézve birhat klinikai jelentéséggel.

1.5 A HLAIL osztalyanak szerepe az antigénbemutatasban

A human leukocita antigén (Human Leukocyte Antigen, HLA) II. osztalyahoz tartozo
molekulak az extracellularis eredetii fehérjék meghatarozott tulajdonsagu peptid-
részleteinek bemutatdsdban vesznek részt. Ezt a bemutatast az antigén-prezentald sejtek
végzik a Th-sejtek szdmara, melynek kozponti jelentdsége van az adaptiv immunvalasz
elinditasaban. A HLA II. osztaly génjei a f6 hisztokompatibilitasi komplex (Major
Ez a régi6 nagyon polimorf, €és jelentds kapcsoltsdgi egyensulytalansdgot (linkage
disequilibrium, LD) mutat.

A régi nevezéktan szerologiai vizsgalatok eredményein alapult. A HLA tag utan allo
betli vagy betlik az adott 16kuszt jeloltek (pl.: HLA-B), az azt kdvetd szamok, pedig az
adott allélt (pl.: HLA-B27). A jelenleg hasznalt nevezéktan kétévente megujul, és
genetikai modszerekre éplilve precizebb megjelolést tesz lehetévé. A lokusz
megjeldlése a régi nomenklatiraval megegyezik, majd *-gal elvalasztva 4 szamjegy
hatarozza meg az adott allélt az alabbi moédon

(http://hla.alleles.org/nomenclature/naming.html; 1. abra):
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kitdjel a HLA eldtag és a az expresszios valtozasek
geénnév kdzott jeldldje
szeparator mezdszeparatorok
HLA-A*02:101:01:02N
[ ] [ ] [ ]
HLA elétag gén kiilinbségek a

nemkddald
allélesoport (1. mezd) régidghan (4. mezd)

specifikus feheje (2, mezad)

szinonim baziscsere a kadold régidban
(3. mezd)

1. abra. A HLA allélok nevezéktana.

1.6 Exogén peptidek altal kivaltott hiperszenzitivitasi reakciok

Kéros gyogyszerreakcionak neveziink a reakcié patomechanizmusatol fliggetleniil
minden olyan nem kivant hatdst, amelyet az adott gyogyszer valtott ki. A sokféle
klasszifikacio koziil jelenleg a Rawlins és Thompson éltal kidolgozott a legelterjedtebb,
amely a karos gyogyszerreakciok két nagy altipusat kiiloniti el [80, 81]:
1. ,,A” tipusu reakcio: a gydgyszer farmakologiai sajatsagaibol fakadoan jon létre;
a legtobb gyodgyszernek kitett egyénben kialakul.
2. ,,B” tipust reakci6: nehezen megjosolhatd; csak az arra hajlamos egyénekben
alakul ki (ilyen pl.: a gyogyszer okozta hiperszenzitivitasi reakcio).
Az allergia nevezéktana vita targya. Egyes immunoldgusok gy vélik, hogy vagy csak
az IgE-medidlt, vagy csak az IgE és a T-sejt altal kozvetitett immunologiai reakcidok
tekinthetdk valodi allergias reakcioknak, mert ezek a leggyakoribb gyogyszerreakciok,
¢s a mechanizmusuk is jol dokumentélt. Az Europai Allergologiai és Klinikai
Immunoldgiai Akadémia ¢és az allergias megbetegedések vilagszervezete (World
Allergy Organization) allasfoglalasa szerint azonban a tulérzékenységi reakciok
Coombs ¢és Gell altal leirt négy tipusanak mindegyike allergids reakcionak tekinthetd

[82]. Eszerint a terminoldgia szerint gyodgyszerallergia az a gyogyszer okozta
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tulérzékenységi reakcid, ami specifikus immunvalasz forméjaban jon létre. Ez minden
specifikus antitest vagy T-sejt altal kozvetitett reakciot magaban foglal; a nem
specifikus immunreakciok — mint pl. a nem IgE-fiiggd hizosejt degranulacié — viszont
nem tartoznak ide. A specifikus immunvalasz jellemzdje a specifikus B- és/vagy T-
sejtek klondlis expanzidja és szomatikus hipermutacidja kovetkeztében kialakuld
immunologiai memoria. Ezért jellemz6 az allergias reakciokra — a tobbi hiperszenzitiv
reakcioval Osszevetve — a reakciok mértékének dramai novekedése ismételt expoziciot
kovetden. Ezért még rettegettebbek a tobbi gyodgyszer-talérzékenységi reakcidohoz
képest, €s helyes felismerésiik klinikailag ezért jelentds [82].

A nagymolekulas, fehérje tipusu gyogyszerekre adott tipikus immunvalasz az antitestek
T-sejt-fliggd kialakulasa. Még egy rekombinans human terapias fehérje is képes
specifikus antitest-termelddést kivaltani tobbszori adagolast kdvetden, mert szinte
minden ilyen gyogyszer esetében is taldlhatd eltérés a molekula haromdimenzids
szerkezetében a beteg sajat fehérjéihez képest [81].

Az Un. szenzitizacids fazisban a B-sejtek és a CD4+ T-sejtek szoros kdzremiikodésére
van sziikség. Az extracelluldris térbe keriild biologiai gydgyszerek specifikus
felismerésre keriilnek a B-sejtek sejtfelszini receptorai (BCR) altal. A B-sejt a
gyogyszermolekula megkotését kovetden felszinén CD80 (B7.1) vagy CD86 (B7.2)
molekulat expresszal. Ez a folyamat dnmagaban nem elegendé ahhoz, hogy B-sejt-
proliferaciot és differenciaciot indukaljon. Ahhoz, hogy ez bekovetkezzen, sziikség van
a T-sejtek kozremiikodésére, koztiik a CD40-CD40L kolesonhatas 1étrejottére [81].

A T-sejt-aktivaciohoz sziikséges, hogy a professzionalis antigén-prezentald sejtek
(APC) MHC II komplexeikben a gyodgyszer egy peptid-fragmensét bemutassak az azt
specifikusan felismerd receptorral (TCR) rendelkezd T-sejtek szdmara. Ez a naiv T-
sejtek aktivalodasdhoz vezet. A terdpias fehérjék leghatékonyabb APC sejtjei a limfoid
follikulusokban talalhat6, megfeleld6 BCR receptorral rendelkez6 follikularis B-sejtek.
Ezek képesek specifikusan megkdtni, internalizalni ¢és feldolgozni az oldott
gyogyszermolekulat, és az abbol szarmazd antigén tulajdonsdgi peptid-darabkét
(epitop) MHC II komplexeik segitségével bemutatni. Aktivacidjukat kdvetden a
follikularis B-sejtek a T-sejt-zonaba migralnak, ahol a naiv helper T-sejtekkel

------

jeleket (mint pl.: a B7 molekula) szolgaltatnak (2. abra; [81]).
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MHC II
+petid

gyogyszer

B-sejt
proliferacié
differenciacio

Aktivalt Th-sejt

2. abra. A gyogyszer-szenzitizacié mechanizmusanak sematikus vazlata nagymolekulas gyogyszerek
(fehérjék) esetében. A gyogyszer felismerésre és endocitozisra keriil a megfelel6 receptorral (BCR)
rendelkezo B-sejt altal. Ez a B-sejt aktivaciojat valtja ki, ami az antigén processzalasahoz, majd az
igy létrejott peptid-részlet MHC II komplex segitségével torténé bemutatisihoz vezet. A
megfeleléen illeszked6 receptorral rendelkezé naiv helper T-sejt (Th-sejt) aktivalédik az MHC 1I-
peptid-komplex altal, és citokinszekrécié utjan proliferaciora és differenciaciora serkenti a B-sejtet.

A peptidet bemutatdé B-sejt és a megfeleld6 TCR-rel rendelkezé Th-sejt Szoros
kontaktusara van sziikség ahhoz, hogy a CD40 és a CD40 ligand kozotti kotés
1étrej6jjon, aminek kovetkeztében transzkripcios faktorok aktivalodnak, beindul a B-
sejt-proliferacio, szomatikus mutacid, majd a gyogyszer-specifikus antitestek termelése.
A szenzitizacios fazis gyakran nem okoz klinikai tiineteket. Ha késdbb a szervezet
ismételten taldlkozik ugyanazzal az allergénnel, a szenzitizacid tipusatol fligg, hogy
milyen immunvalasz alakul ki ra. A fehérjékkel szemben kialakul6 allergids reakciok
tobbnyire antitest-medialtak. Az IgE-medialt (I. tipust talérzékenység Coombs ¢és Gell
besorolésa alapjan) reakciok a legjobban tanulményozottak, de IgG-medialt (III. tipust)
immunkomplex-képzddést is megfigyeltek mar [81].

Az effektor fazis soran az 1. tipusu tulérzékenységi reakcid esetében a cirkuldlo
gyogyszer-specifikus IgE molekulak Fc végiikkel bekotédnek a zommel a hizosejtek és
bazofil granulocitak felszinén talalhatdé IgE-specifikus receptoraikhoz (type | high
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affinity IgE receptor; FceRI). A jelenlegi paradigma szerint az antigén keresztkotésére
(cross-linking) van sziikség ahhoz, hogy a hizdsejtek aktivacioja bekovetkezzen, és a
kiilonb6zé mediadtorok mint pl.: a hisztamin, leukotriének, prosztaglandinok és
citokinek felszabaduljanak. Ezek vazodilatacidt, az érpermeabilitds novekedését,
fokozott nyédktermelést és bronchoconstrictiot okoznak, ami olyan klinikai tiinetek
formajaban nyilvanulhat meg mint a csalankiiités vagy az anafilaxis [81].

A TIL tipust talérzékenység effektor fazisaban a gyogyszer és a gyodgyszer-specifikus
antitestek immunkomplexet alkotnak, ami egy gyakori jelenség, és nem feltétleniil okoz
patoldgias elvaltozasokat. Bizonyos esetekben viszont aktivalhatjadk az endotélsejteket,
FcyR-fiiggd komplement-aktivaciot idézhetnek eld, vagy lerakodhatnak a kisebb
erekben. Nyitott kérdés, hogy milyen koriilménytdl fiigg, hogy az immunkomplexek
eléidéznek-e  betegséget vagy sem. Klinikai tiinetei megnyilvanulhatnak
szérumbetegség, gyogyszer okozta szisztémas lupus erythematosus és/vagy vasculitis

formajaban [81].

1.7 A CYP3A4 polimorfizmusok szerepe a gyermekkori akut

limfoblasztos leukémias betegek tulélésében

A CYP3A4 a P450-es citokrom enzim-rendszernek a majban és bélben legnagyobb
mennyiségben eléforduld tagja. Az emberben a legjelentdsebb gydgyszermetabolizald
vinkrisztin, ciklofoszfamid, dexametazon vagy a doxorubicin — metabolizmusaban részt
vesz. Egy egészséges Onkéntesek bevonasaval végzett tanulmanyban 90%-ra becsiilték a
CYP3A4 enzim aktivitasaban megfigyelhetd nagy egyéni kiilonbségek 6rokolhetdségét
(heritabilitasat), ami felveti a CYP3A4 gén, illetve annak kifejezddését szabalyozo
genomi régiok polimorfizmusainak meghatarozo szerepét [83]. Gyakorlatilag nem
szillettek ez idaig kozlemények a CYP3A4 polimorfizmusok az ALL
farmakogenetikdjdban betoltott szerepérdl. Ennek egyik valdsziniisithetdé oka a
funkcionalis polimorfizmusok viszonylag alacsony gyakorisaga (megkozelitéleg 4-5%),
ami tal alacsony ahhoz, hogy esetleges hatdsuk az altalaban kis betegszamu
vizsgalatokban szignifikansan kimutathato legyen [84].

Munkacsoportunk korabban a CYP3A4 gén polimorfizmusainak hatasat vizsgalta a

gyermekkori ALL-es betegek tulélési mutatoira. A gyakori (a kaukazusi populaciokban
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10% feletti ritka allél gyakorisaggal eléforduld) polimorfizmusok mellett a CYP3A4 és
az atfedd szubsztrat-specificitassal rendelkez6 CYP3A5 egyes gyogyszerek
farmakokinetikai paramétereit befolyasolo, ritkabb polimorfizmusait is vizsgaltuk [84-
87]. Ebben a tanulmanyban azt talaltuk, hogy a CYP3A4 gén gyakori rs2246709
polimorfizmusa szignifikansan befolyasolja az ALL-es betegek tulélését. Ez a hatas a
két nem esetében jelentésen eltérd volt [84, 87]. Halalokok szerinti vizsgalva, abban az
esetben, ha a betegség progresszidja vezetett a beteg haldldhoz, az rs2246709 és tovabbi
két polimorfizmus (rs2404955 ¢és rs12333983) is szignifikdns Gsszefiiggést mutattak a
taléléssel (4. Tablazat).

32



DOI:10.14753/SE.2018.2066

4. Tablazat. A kiilonb6z6 haldlokokat vizsgal6 log-rank tesztek eredményei.

Halalok

Infekcid
N =28

A betegség progresszidja

N =34

Toxicitas
N=7

Egyéb
N=6

Genotipus

P-érték

Statisztikai ero

P-érték

Statisztikai ero

P-érték

Statisztikai ero

P-érték

Statisztikai ero

rs15524 = AA

rs15524 = AG

rs15524 = GG

0,066

0,571

0,033

0,789

0,368

0,343

0,169

0,463

rs776746 = GG

rs776746 = GA

rs776746 = AA

0,741

0,045

0,078

0,611

0,347

0,351

0,142

0,486

rs2404955 = GG

rs2404955 = GA

rs2404955 = AA

0,734

0,093

0,002

0,809

0,408

0,295

0,58

0,206

rs12333983 =TT

rs12333983 =TA

rs12333983 = AA

0,717

0,102

0,003

0,802

0,386

0,309

0,547

0,223

rs2242480 = CC

rs2242480 = CT

rs2242480 =TT

0,817

0,092

0,44

0,195

0,129

0,51

0,422

0,288

rs4646437 = GG

rs4646437 = GA

rs4646437 = AA

0,839

0,068

0,637

0,319

0,17

0,462

0,917

0,068

rs2246709 = AA

rs2246709 = AG

rs2246709 = GG

0,242

0,512

0,003

0,916

0,264

0,384

0,05

0,635

rs35599367 = GG

rs35599367 = GA

rs35599367 = AA

0,797

0,135

0,889

0,019

0,717

0.000

0,913

0,109

A p=0,05 és a 0,8 feletti statisztikai erdvel rendelkezé eredmények félkovérrel jeldltek.
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2 Célkitizések

Célkitiizéseim a kovetkezok voltak:

1. Egy koradbbi aszparagindz hiperszenzitivitast vizsgald GWAS alapjan
kivalasztott GRIAL és a GALNT10 gének meghatarozott polimorfizmusainak
vizsgalata magyarorszagi gyermekkori ALL-es populdcion kompetitiv

allélspecifikus PCR segitségével.

2. A HLA-DRB1 ¢és HLA-DQB1 allélok nagyfelbontasu szekvencia alapu
tipizalasa; az allélok és haplotipusok szerepének vizsgalata az aszparaginaz

hiperszenzitivitas kialakulasaban.

3. Az aszparaginaz hiperszenzitivitds hatasanak vizsgalata a gyermekkori ALL-€S

betegek tulélési mutatdira.

4. Ugyanezen a populacion a CYP3A4 rs2246709 polimorfizmus ALL-es betegek

tulélésére gyakorolt hatdsanak vizsgalata hosszabb kovetési idovel.
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3 Modszerek

3.1 Betegek

A jeldltgén-asszociacios vizsgalatokhoz 576 gyermekkori akut limfoblasztos leukémias
betegtdl gyljtottiink mintat €s klinikai adatot. Ezeket a betegeket 1990 és 2012 kozott
kezelték a kutatasba bevont 9 magyarorszagi gyermekhematologiai kdézpont

valamelyikében:

Semmelweis Egyetem 1. sz. Gyermekgyogyaszati Klinika

Semmelweis Egyetem II. sz. Gyermekgyogyaszati Klinika

Heim Pal Gyermekkorhaz

Madardasz utcai Gyermekkorhaz

Bethesda Gyermekkorhaz

Debreceni Egyetem, Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum, Gyermekklinika, Hemato-
Onkologiai Osztaly

Borsod-Abauij-Zemplén Megyei Korhaz Gyermekegészségiigyi Kozpont,
Gyermekhaematologiai és Csontvelotranszplantacios Osztaly

Szegedi Tudomanyegyetem, Gyermekgyogydszati Klinika

Pécsi Tudomdanyegyetem, Gyermekgyogydszati Klinika, Onkohematologiai Osztaly

Vas megyei Onkormanyzat Korhdza, Gyermekosztaly

Kezelésiiket a nemzetk6zi BFM munkacsoport egymasra épiild protokolljai (ALL-BFM
90, 95, ALL IC-BFM 2002 és 2009) szerint kaptdk. Magyarorszagon ebben az
idészakban az Escherichia coli baktériumbol szarmazé Kidrolase™ (Jazz
Pharmaceuticals, Inc.), illetve Asparaginase medac™ (Kyowa-Hakko) markanevii L-
aszparaginaz készitményeket hasznaltak elsé vonalbeli kezelésként.

felhasznalasaval végeztiik. A vizsgalatbol az alabbi okok miatt zartunk ki 61 beteget:
klinikai dokumentdcido hianya (n=15), az aszparagindz-kezelés felfliggesztése nem
talérzékenységi reakcid miatt (n=1), masik aszparagindz készitményre torténd valtas
nem tilérzékenységi reakcié miatt (n=1), a betegminta 50% alatti genotipizalhatdsaga
(n=28), szignifikdns eltérés a kezelési protokolltdl (n=6), valamint mdas kezelési

protokoll hasznalata (n=10). Az igy megmaradt betegpopulacion beliil a kontrollok (az
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aszparaginaz kezelésre hiperszenzitivitast nem mutatd betegek) bevalasztasi kritériuma
legalabb 2 aszparaginazt tartalmazo kezelési blokk teljesitése volt aszparaginaz-
talérzékenységi reakcio nélkiil. Ebbdl kifolyolag tovabbi 10 beteget zartunk ki, és végiil
a GRIAL ¢és GALNT10 polimorfizmusok vizsgalatat 505 f6s betegpopulacion végeztiik
el (5. Tablazat). A HLA régi6 szekvenalasahoz sziikséges mindségi kritériumoknak

megfeleld DNS minta 359 beteg esetében allt rendelkezésiinkre (5. Tablazat).

5. Tablazat. A betegek jellemzdi

N=505 N=359
Nem (%o)
Fia 280 (55,4) 200 (55,7)
Leany 225 (44,6) 159 (44,3)
Diagnoziskori életkor (év)
Mean (+ szoras) 6,2 (+4,1) 6,3 (#4,2)
Median (intervallum) 4,9 (1-18) 4,8 (1-18)
Rizikécsoport (%)
Alacsony, SR 147 (29,1) 102 (28,4)
Kozepes, IR 305 (60,4) 213 (59,3)
Magas, HR 53 (10,5) 44 (12,3)
Immunfenotipus (%)
pre-B-ALL 402 (79,6) 287 (79,9)
T-ALL 69 (13,7) 46 (12,8)
Egyéb 34 (6,7) 26 (7,2)

Az aszparagindz hiperszenzitivitas kategorizalasat a nem kivant eseményekre vonatkozo
altalanos toxicitasi kritériumrendszer, a National Cancer Institute Common Toxicity
Criteria for Adverse Events (CTCAE v3.0) alapjan végeztiik el.

Az esetek kozé soroltunk azokat a betegeket, akiknél a CTCAE szerinti 1-es vagy azt
meghaladé foku allergids vagy anafilaktikus reakcid volt megfigyelhetd az infuzid
beadasa sordn vagy az azt kovetd 4 oran beliil, valamint ha kezelést végzd szakemberek
ugy dontottek, hogy az adott készitmény alkalmazasat leallitjak, illetve a tovabbiakban
mas tipusti aszparagindz készitményre valtanak. A hiperszenzitivitasi reakciok

lefolyasanak részletes leirasa visszakereshetd volt a dokumentéci6 dekurzus rész¢ébdl.
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A beteg gyermekek és sziileik, illetve gondviseldjiik irdsos és szobeli tajékoztatasban
részesiiltek, ¢és beleegyezésiiket adtdk gydgyszergenetikai kutatasban  valo
részvételiikhoz. A betegtajékoztatokat €s beleegyezd nyilatkozatokat az Egészségligyi
Tudomanyos Tandcs Tudomanyos ¢és Kutatasetikai Bizottsaga (ETT TUKEB; 12988-
52/2003-1018-EKU 602/K0O/03 és 8-374/2009-1018EKU 914/P1/08 engedélyek) hagyta
jova.

A Genetikai, Sejt- és Immunbiologiai Intézetben rendelkezésemre allt egy gyermekkori
ALL-es betegektdl szarmazo mintagytijtemény €s adatbank. A gylijtés megszervezése €s
lebonyolitasa féleg dr. Erdélyi Daniel nevéhez, késdbbi tovabbfejlesztése, fenntartasa és
bévitése pedig Félné dr. Semsei Agnes nevéhez fiizddik [88, 89]. Ezt az adat- és

mintabankot bdvitettem én is PhD munkdm sordn adat- és mintagytijtéssel egyarant.

3.2 Genotipizalas

3.2.1 GRIA1 és GALNT10 polimorfizmusok meghatarozasa KASPar

genotipizalasi modszerrel

A legtobb esetben a betegektél remisszids fazisban vett periférids vér allt a
rendelkezésemre. Néhany beteg esetben azonban (n=69) csak diagnoéziskori periférias
vérminta vagy csontveldi sejtszuszpenzid volt elérhetd.

A mintakbol QIAamp DNA Blood Midi Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) segitségével
izolaltam DNS-t a gyartoi instrukcioknak megfeleléen. Egyes, gyenge mindségii, kis
Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) felhasznalasaval, az eldirasnak megfeleléen
teljesgenom-amplifikalast végeztem.

A GRIAL és GALNTI10 gének Osszesen 20 polimorfizmusat az elézetesen validalt
KASPar-on-Demand (LGC Genomics, Berlin, Németorszag) modszerrel, 7900HT Fast
Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) késziilék
segitségével hataroztam meg.

A modszer leirasa a kovetkezé. Az adott SNP-re (single nucleotide polymorphism;
egypontos nukleotid-polimorfizmus) specifikus reakcioelegy tartalmazza a két allél-
specifikus forward primert és egy kozos reverz primert (Assay mix). Mindkét forward
primer az 5° végén tartalmaz egy tovabbi farki szekvenciat, amely komplementer a

Mastermix-ben talalhato kétféle univerzalis Gn. FRET (fluoreszcencia rezonancia
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energia transzfer) kazetta (6-karboxi-fluoreszcein, FAM ¢és hexakloro-6-karboxi-
fluoreszcein, HEX jeloléssel) valamelyikével. Az univerzédlis elegy tovabbi
komponensei a reakcioba nem 1ép6 5-karboxi-X-rodamin-N-szukcinimidil-észter
(ROX) passziv referencia festék, a Taqg-polimerdz, a szabad nukleotidok ¢és MgCl;
megfeleld pufferoldatban. Ehhez adjuk hozzd a genotipizélni kivant DNS-mintat
(http://www.lgcgenomics.com/genotyping/kasp-genotyping-reagents/; 3. abra) [90].

Jelmagyarazat | A KASP genotipizalas kémidja

Allél- 1 farok FAM- mal Komp onensek:
jelolt oligoszekvencija

Allél- 2 farok HEX- xel
jelolt oligoszekvenciaja

A) Primer mix: B) Master mix

Allélspecifikus forward primerek:

. allél- 1 5
Kozos reverse primer e

£

CITITITI]

FAM festék 5 3 -
Reverse primer: i
0 HEX festék 3 4 =
=5 =5
A megcélzott SNP C) DNS minta szdl
5 3
|ERNNRRRRRRRRNL INNRRNNNNNNENE
Q  Quencher- kiolté 3 5

(o]

3. abra. A KASPar mastermix osszetétele. Az abrat Csanyiné dr. Sagi Judit diplomamunkajabél
hasznaltam fel a szerzé engedélyével.

A forward primerek 3’ végiikon csak a vizsgalt SNP-ben térnek el egymastol. A
bekotddésért versengd két forward primer koziil a templat DNS-szalhoz teljesen
illeszkedd primer bekotddése esetében tud csak megindulni a Taq-polimeraz altal
végzett lanchosszabbitas. A forward és a reverz primerek bekotddését kovetden a bazis-
extenzid végbemegy, ¢s a PCR (polymerase chain reaction) ciklus végére 1étrejon(nek)
az elso 5 farki szekvenciat 1s tartalmazo PCR-termék(ek)

(http://www.lgcgenomics.com/genotyping/kasp-genotyping-reagents/; 4. abra) [90].
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1)PCR 1. ciklus: A denaturalt DNS és az 1j szdlak szintéziséhez

sziikséges elemek:
5

.
Allél- 2 pri longalodik
 —- 0 A FTTTTTTTITITTITTITd

C
Lo e e Ar et iiil
g \Gy

3 5

2)PCR 2. ciklus:  Allél- specifikus oligoszekvencianak megfelel6
komplementer generélasa

TTTTITTITTTI T T LTI T I T II I TTT]
CLLILILILIL I @ Lttt

(reverse primer bekot és elongdlodik, ezzel
az allél 1- r61 komplementer szalat készit)

“Nddiyy

3) PCR 3.ciklus: - Jelgeneralas:

FAM- jelzett oligo kot a komplementer szalhoz,
igy a tovabbiakban nem oltédik ki, hanem jelez.

[F
THTTHTTHTFHTFH1TQ1TH11THTTHTTF

<) 5
Az ij szalba beépiilt G allél Abe nem épilt T allél-
fluoreszcens vége tobbé specifikus fluoreszcens
nincs kioltva, tehat jelez oligo kioltva marad

4. abra. A KASPar-reakcio lépései. Az abrat Csanyiné dr. Sagi Judit
diplomamunkajabél hasznaltam fel a szerz6 engedélyével.
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A maésodik PCR-ciklus soran, a denaturaciot €s a primerek bekotddését kovetden, az 5’
farki szekvencidval komplementer szekvencia is megszintetizalodik.

A harmadik PCR-ciklusban a FRET kazetta fluoroforral kapcsolt oligonukleotidja
disszociacidval felszabadul a kioltas alol, és bekotddik az egyes allaloknak megfeleld
komplementer szekvencidhoz. A ciklus végére létrejon(nek) az elsd fluoreszcensen
jelolt allél-specifikus PCR-termék(ek).

A tovabbi PCR-ciklusokban az allél-specifikus fluoreszcensen jelolt PCR-termékek
szama exponenciadlisan ndvekszik. A vizsgalt minta genotipusatdl fiiggden a végponton
az alabbi termékeket tudjuk detektalni: csak FAM-mal (egyik allélra homozigota), 50-
50%-ban FAM-mal, illetve HEX-szel (heterozigota), valamint csak HEX-szel (masik
allélra homozigota) jeldlteket.

Az eredmények kiértékelését SDS v2.3 program segitségével végeztem el. A szoftver a
parhuzamos mérésekbdl szadrmazo, kétféle fluoreszcens festékhez tartozo
fluoreszcencia-intenzitas jeleket egymashoz viszonyitva abrazolja, az Gin. genotipizalasi
klaszter plotot jeleniti meg. Az egyes mintdk genotipusait az ebben a
koordinatarendszerben elfoglalt helyiik, illetve a pozitiv €s negativ kontrollok értékei

alapjan hatdroztam meg (5. ébra).
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6. Tablazat. A GRIAL és GALNT10 gének vizsgalt polimorfizmusai és a hozzajuk tartozo PCR
koriilmények

GRIAl PCR koriilmény GALNT10 PCR koriilmény
rs4958351 TD61-55C rs888979 TD61-55C
rs11167640 TD61-55C rs7710430 2Step57C
rs548294 TD61-55C rs3172941 TD61-55C
rs2926833 TD61-55C rs10796 TD61-55C
rs707176 TD68-62C rs2277937 TD68-62C
rs1994862 TD61-55C rs7244 2Step57C
rs1461224 TD61-55C rs6580076 TD61-55C
rs2055083 TD61-55C rs17552639 TD61-55C
rs970078 TD61-55C rs11167667 TD61-55C
rs11749754 TD61-55C rs2443526 TD61-55C

7. Tablazat. A gyarté altal el6irt PCR ciklusok jellemzdi

TD61-55C
homérséklet 1d6 ciklusszam
94°C 15 min 1x
94°C 20 sec
10x
60 sec
61°C (-0,6°C ciklusonként)
94°C 10 sec 26x
55°C 60 sec
TD68-62C
94°C 15 min 1x
94°C 20 sec
68°C (-0,5 °C ciklusonként) 12x
60 sec
94°C 20 sec
62 °C 60 sec 26x
2Step57C
94°C 15 min 1x
94°C 20 sec 35x
57°C 60 sec
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8. Tablazat. A reakcidelegy osszetétele 96-lyuku és 384-lyuki plate-ekhez

1 reakciohoz, 384-lyuku plate-n: Térfogat (ul)
KASPar 2x Mastermix 3
Assay mix 0,0825
DNS minta 2
25
1 reakciohoz, 96-lyuku plate-n: Térfogat (ul)
KASPar 2x Mastermix 4
Assay mix 0,11
Desztillalt viz 2
DNS minta 2
2: 8

Felhasznalt reagensek:

KASP V4.0 2X Mastermix 96/384, High ROX (LGC Genomics)
KASP on Demand (KOD) Primer Mix (Assay mix, LGC Genomics)
UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water (Thermofisher)

DNS-minta vizes oldata

3.2.2 HLA-tipizalas 0j generacios szekvenalassal

A szekvenalashoz az ALL-es betegek periférias vérébdl, illetve csontveld aspiratumabol
szarmazd DNS-mintdkat hasznaltuk fel. Az 0 generacids szekvenalasi metodika
mindségi  kritériumainak eleget tevd DNS-minta 359 ALL-es betegtl allt
rendelkezésiinkre. A HLA-DRB1 és HLA-DQB1 16kuszok nagyfelbontasu (4 szamjegyii)
tipizalasara a Pekingi Genomikai Intézet (Beijing Genomics Institute; BGI) hongkongi
laboratoriumaban keriilt sor. A tipizalast a BGI altal korabban k6zolt laboratoriumi és
bioinformatikai folyamatnak megfelel6en, Illumina MiSeq platformon végezték el [91].
Ennek soran a HLA-DRB1 gén 2-es exonjat, a HLA-DQB1 gén 2-es és 3-as exonjat

szekvenaltak meg.

3.2.3 A CYP3A4rs2246709 polimorfizmusanak meghatarozasi modszerei

Az CYP3A4 152246709 polimorfizmusra vonatkozd adatok kétféle genotipizalasi
modszer eredményébdl alltak rendelkezésemre. A 494 megfeleld aszparaginaz

hiperszenzitivitasra vonatkozé klinikai adattal rendelkezd beteg koziil 431 betegnek a
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mintdjat korabban Sequenom iPLEX Gold MassARRAY technikaval a kanadai McGill
Egyetem és Génome Québec Innovacios Kozpontban [84, 92], 430 betegét pedig
TagMan® OpenArray® technikaval a Semmelweis Egyetem, Orvosi Vegytani,
Molekularis Biologiai és Pathobiokémiai Intézetében genotipizaltak. A betegmintak
jelentés részét (n=367) mindkét modszerrel meghatiaroztak. Azokat a mintakat,
amelyeknél eltérd eredmények sziilettek (n=18; 4.9%), kizartam a tovabbi

elemzésekbol.
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3.3 Internetes adatbazisok és eszkozok

A HLA-DRB1-HLA-DQA1-HLA-DQB1 haplotipusok rekonstrualasahoz az Allele
Frequency Net adatbazist, azon beliil pedig a HLA Haplotype Frequency Search
alkalmazast (http://www.allelefrequencies.net/nla6003a.asp) hasznaltuk. Ehhez a HLA-
DRB1 és HLA-DQB1 lokuszok genotipusadatai alltak rendelkezésiinkre [93]. Az

adatbazis kaukazusi etnikai eredetre vonatkoz6 adatait referencia panelként hasznalva
kovetkeztettiink a HLA-DQAL all¢lokra. Automatizalt hozzaférést hasznalva teszteltiik a
két 16kusz genotipusainak lehetséges kombindacidit. A keresést ugy allitottuk be, hogy
HLA-DQAL allélokra vonatkoz6 adatokat is kapjunk. Csak abban az esetben fogadtuk el
a haplotipus-becslést, ha a lehetséges négyféle kombinaciobol pontosan kettd, nem
atfedd haplotipus-talalatot kaptunk a keresés soran. Példaul ha egy betegnek a kdvetezd
genotipus  adatai  voltak:  HLA-DRB1*01:01/HLA-DRB1*07:01 és  HLA-
DQB1*05:01/DQB1*02:02, akkor az ¢ esetében ezek voltak a lehetséges kombinaciok:
HLA-DRB1*01:01-HLA-DQAL*(xx:xx)-HLA-DQB1*05:01, HLA-DRB1*07:01-HLA-
DQA1*(xx:xx)-HLA-DQB1*05:01, HLA-DRB1*01:01-HLA-DQAZL*(xx:xx)—HLA-
DQB1*02:02 ¢és HLA-DRB1*07:01-HLA-DQAL1*(xx:xx)-HLA-DQB1*02:02. Ezek
koziil a specifikalt keresésiink soran az adatbazisban csak a HLA-DRB1*01:01-HLA-
DQA1*01:01-HLA-DQB1*05:01 ¢és a HLA-DRB1*07:01-HLA-DQA1*02:01-HLA-
DQB1*02:02 haplotipusokra kaptunk taldlatot; igy ezeket elfogadtuk eredményként.

A HLA-DRB1, HLA-DQA1 ¢és HLA-DQB1 gének 2-es exonja altal kodolt aminosavak
szerepét 1s vizsgaltuk az aszparaginaz hiperszenzitivitas kialakuldsaban. A HLA-DRB1
és HLA-DQB1 allélok négy szamjegyu felbontasban szekvencia alapl tipizalas
eredményeként alltak rendelkezésiinkre. A szintén négy szamjegyli HLA-DQA1
alléladatokra haplotipusadatok felhasznalasaval kovetkeztettiink. Ezek alapjan a
Database of Major Histocompatibility Complex (dbMHC) adatbazis Alignment Viewer
alkalmazasa segitségével hatdroztuk meg a polimorf aminosav poziciokat, €s vontuk be
a vizsgalt betegeinkben azonositott allélok altal meghatdrozott aminosavakat az
elemzéseinkbe
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gv/mhc/align.fcgi?cmd=aligndisplay&user_id=0&probe

id=0&source_id=0&locus_id=0&locus_group=1&proto_id=0&Kkit_id=0&banner=1).
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3.4 Statisztika

3.4.1 A GRIA1 és GALNT10 polimorfizmusok vizsgalata

Tobbvaltozés — logisztikus — regresszioval — vizsgaltam az  E.coli  aszparaginaz
hiperszenzitivitds lehetséges prediktorait IBM SPSS v20.0 statisztikai szoftver
segitségével. A nem, a diagnoziskori életkor, az ALL immunfenotipusa, a rizikdcsoport,
az indukcioés fazis soran kapott aszparaginaz-dozis, a kezelési protokoll és a vizsgalt
SNP-k szerepeltek a modellben kategorikus valtozokként. A genotipusok
csoportositasat additiv (11/12/22), dominans (11/12+22) és recessziv (11+12/22) modell
szerint is elvégeztem (ahol az 1-es a major, a 2-es a minor allélokat jeldli). A modell
segitségével az aszparaginaz hiperszenzitivitds kialakuldsdnak kockazatat jellemz6
esélyhanyadost (OR) és 95%-os konfidencia intervallumot szamitottam ki.

Az elemzéseket a teljes betegpopulacion, valamint a nemek, az ALL immunfenotipus
(T-sejtes/pre-B-sejtes), a dignoziskori életkor (>10 év/<10 év) és a rizikdcsoport
(alacsony/kdzepes/magas) szerinti alcsoportokon is elvégeztem.

A tobbszords tesztelés miatt az els6faju hiba elkdvetésének a valdsziniisége megnd,
ezért a hamis felfedezési hibaaranyt (false discovery rate, FDR) a Benjamini-Hochberg-
féle eljarassal kontrollaltam [94, 95]. A kapott p-értékeket ndvekvo sorba rendeztem, és
egy folyamatosan ndovekvd kiiszobértékhez viszonyitottam. A szignifikancia hatart
0<0,05 értéknél huztam meg, az igy a még szignifikansnak elfogadott legnagyobb p-
érték p=6,76x107 lett.

A statisztikai probak erejét (1-p) bootstrap replikatumok segitségével becsiiltik meg R
program (R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria; version 3.0.3)
hasznalataval az alabbi modon. A szimulacids eljaras soran a valodi adathalmazunkbol
kiindulva 1000 adathalmaz maésolatot hoztunk Iétre egyszerli, visszatevéses
mintavételezéssel. Az ilyen modon generalt adathalmazok mindegyikén elvégeztiik a
logisztikus regressziot, majd a statisztikai er6t azon esetek szazalékos aranyaval
becsiiltiik, ahol a nullhipotézis elvetésre keriilt.

Szintén R programban diszkrét idejli talélés-analizissel vizsgaltuk az egyes
genotipuscsoportokban a  betegek  kockazatanak ardnyat az  aszparaginaz
hiperszenzitivitads kialakuldsara a dozisszam fiiggvényében. Logisztikus regresszidval

modelleztiik az i-edik beteg kockazatat (h;) a tulérzékenységi reakcio bekovetkezésére:

46



DOI:10.14753/SE.2018.2066

lOglt hi = aDi + ﬁXl

ahol D jeloli a minimum doézisszamot, ahol az aszparaginaz hiperszenzitivitas
bekdvetkezett (még formalisabban, az i-edik beteg esetében Dj=1 értéket vesz fel, ha j
jeloli a dozisszamot, amelynél a talérzékenység jelentkezett, és Dy=0 értéket vesz fel
minden k doéziszam esetében, ahol k#j), X jeloli a kovarians értékét (SNP), ami
megjosolhatja a kockézatbeli kiillonbségeket, valamint a és S jelolik a megfeleld
regresszids koefficienseket. A magyardz6 valtozok relativ kockéazatit a hazard arany
(hazard ratio, HR) és a 95%-0s konfidencia intervallum megadasaval jellemeztiik.

A Hardy-Weinberg egyensulytol valo eltérést Pearson-féle Xz-teszttel vizsgaltuk egy
online alkalmazas segitségével (http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwal.pl).

3.4.2 A HLA allélok és haplotipusok vizsgalata

Tobbvaltozos logisztikus regresszioval teszteltik a HLA-DRB1, HLA-DQAL és HLA-
DQB1 gének, a HLA-DRB1-HLA-DQA1-HLA-DQB1 haplotipusok és ezek polimorf
aminosav pozicidinak Osszefiiggéseit az E. coli aszparaginaz hiperszenzitivitassal. A
nemet, az ALL immunfenotipusat (pre-B-sejtes vagy T-sejtes), a diagnoziskori életkort
(<10 vagy >10 ¢életkor), a rizikdcsoportot (alacsony, kdzepes vagy magas) €s a kezelési
protokollt vettiik bele a modellbe kategorikus kofaktorokként. Additiv genetikai modell
hasznalataval az esélyhanyados (OR) és a hozza tartozd 95%-0s konfidencia
intervallum-érték  kiszamitasaval becsiiltik az aszparaginaz hiperszenzitivitas
kockazatat minden egyes valtozd esetében. A tobbszords tesztelés miatt Bonferroni
korrekciot hasznaltunk (66 HLA II. osztalyu alléllal, 38 haplotipussal és 84 polimorf
aminosav pozicioval valo Osszehasonlitast alapjan p<2.66 x 10-4 szignifikancia hatart
allapitottunk meg). A szamitasainkhoz R (3.1.2) és IBM SPSS Statistics (v20)
statisztikai szoftvereket hasznaltunk.

A genetikai  asszociacids  vizsgalataink  kiterjesztéseként Bayes-halo  alapu
relevanciaclemzést is alkalmaztunk az erds relevancia a posteriori valdszintiségének (P)
becslésére [96-99]. E megkozelités részletes leirasa dr. Gézsi Andras doktori
értekezésében, valamint korabbi tanulmanyainkban is megtalalhatdo [87, 100-102].
Roviden a moédszer valtozohalmazok egy adott célvaltozoval (pl.: egy dichotdém,
igen/nem tipust valtozoval, amely az aszparagindz hiperszenzitivitas statuszat irja le a

betegnek) valo erds relevanciajanak a posteriori valosziniiségét szamitja ki Bayes-halo
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struktiramodellek segitségével. Az erOsen relevans valtozoknak kdzvetlen hatdsuk van
a célvaltozora. Az a posteriori valosziniiség értéke 0 és 1 kozé eshet, ahol P=1 azt
jelenti, hogy 100% a valosziniisége annak, hogy a célvaltozo fiigg egy prediktortdl (pl.:
egy HLA alléltol), P=0 pedig azt jelenti, hogy ennek a valdszinlisége 0%. Az erds
relevancidanak két fajtdja van: a kozvetlen relevancia (pl.: egy koroki genetikai varidns)
vagy tiszta interakcio (p.: az episztazis jelensége). Az elemzéseknél prediktorként a
HLA-DRB1, HLA-DQB1 és HLA-DQAL allélokat, a HLA-DRB1-HLA-DQA1-HLA-
DQB1 haplotipusokat, a nemet, az ALL immunfenotipusat, a diagnoziskori életkort, a
rizikocsoportot és a kezelési protokollt vettiik bele a modellbe.

A HLA-DRB1-HLA-DQB1 haplotipusok becslését az ALL-es betegek négy szamjegyii
HLA-DRB1 ¢és HLA-DQB1 alléljai alapjan végeztik el a PHASE szoftver (v2.1.1)
hasznalataval [103, 104].

3.4.3 Tuléléselemzés

A Dbetegek tulélésének és relapszusanak aszparagindz hiperszenzitivitasi reakciok
kialakuldséval valo Osszefiiggését az 505 fOs betegpopulacion vizsgaltam. Ebbdl a
populaciobol 476 foének volt értékelheté CYP3A4 rs2246709 polimorfizmusra
vonatkozo6 genotipusadata, amelyet fel tudtam haszndlni a taléléselemzéshez. A betegek
eseménymentes €s Ossztulélési fiiggvényét Kaplan-Meier eljarassal becsiiltem. Az
aszparaginaz hiperszenzitivitds és CYP3A4 rs2246709 genotipusok szerinti ttlélési
gorbéket Mantel-Cox teszttel hasonlitottam Ossze. Cox-regresszios modellel az
aszparaginaz hiperszenzitivitas, a CYP3A4 rs2246709 polimorfizmus, a nem, az
immunfenotipus, az életkor és a rizikocsoport relativ kockéazatat becsiiltem. Az

elemzéseket az IBM SPSS Statistics v20 program segitségével végeztem el.
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4 Eredmények

4.1 GRIA1 és GALNT10 génpolimorfizmusok szerepe az aszparaginaz

hiperszenzitivitasban

A GRIALl ¢és a GALNT10 génpolimorfizmusok az E. coli aszparaginaz okozta
hiperszenzitivitassal vald Osszefiiggéseit vizsgaltuk gyermekkori ALL-es betegek
korében.

A két gén Osszesen 20 kivalasztott SNP-je kozil 18-cal végeztiink statisztikai
elemzéseket. Két SNP-t kizartunk, mert a meghatarozott genotipusok eloszlasa
szignifikans eltérést mutatott a Hardy-Weinberg egyensulytol (HWE) a kontrollként
vizsgalt ALL-esek korében (9. Tablazat).
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Genotipus Frekvencia

snpip | Ok Pozicié ° Funkcié © MAF HWE Genotiplzalt
(1/2) 1/1 1/2 2/2 | (p érték) | mintak aranya (%)
GRIAL gén
rs548294 CIT chr5:153488877 5' génkdzeli régio 0,36 41,7 44 4 13,8 0,42 96
rs2055083 G/A chr5:153577458 intron 0,10 80,2 19,0 0,8 0,54 98
rs1994862 CIG chr5:153609350 intron 0,32 46,2 43,8 10,0 0,87 85
rs707176 TIC chr5:153650400 szinonim 0,33 45,3 43,2 11,4 0,62 95
rs970078 GIT chr5:153657654 intron 0,48 27,5 48,1 24,4 0,40 98
rs11167640 T/IC chr5:153752746 intron 0,21 64,1 30,6 5,2 0,17 98
rs11749754 G/A chr5:153767331 intron 0,18 68,2 28,3 3,6 0,53 89
rs4958351 G/A chr5:153790814 intron 0,34 42,1 47,2 10,7 0,31 92
rs1461224 T/G chr5:153806677 intron 0,48 29,6 43,9 26,5 0,01 84
rs2926833 G/A chr5:153814103 3' génkdzeli régio 0,17 69,5 27,6 2,8 0,95 92
GALNT10 gén
rs17552639 AlG chr5:154271899 intron 0,19 65,3 31,8 2,9 0,33 97
rs11167667 CIT chr5:154274385 intron 0,42 34,9 47,1 18,0 0,52 97
rs2443526 T/IC chr5:154276970 intron 0,45 33,6 43,4 23,0 0,007 97
rs6580076 CIT chr5:154404193 szinonim 0,16 70,5 27,9 1,7 0,20 95
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SNP ID Allélok Pozicié ® Funkeié © MAE Genotipus Frekvencia | HWE® Genotipizalt
(1/2)2 1/1 1/2 2/2 | (p érték) | mintak aranya (%)

rs888979 AlIG chr5:154417315 3-UTR 0,31 485 | 404 | 11,0 0,19 95
rs7710430 CIT chr5:154417717 3-UTR 0,31 48,6 | 40,7 10,6 0,29 95
rs3172941 CIT chr5:154418320 3-UTR 0,30 50,2 | 39,2 10,6 0,15 84

rs10796 G/C chr5:154418808 3-UTR 0,20 64,9 | 30,1 50 0,17 95
rs2277937 T/C chr5:154419605 3-UTR 0,29 50,5 | 40,4 91 0,58 98

rs7244 G/A chr5:154420953 3-UTR 0,18 68,8 | 27,4 3,8 0,26 93

A félkovérrel jelzett p értékek az a=0,05 statisztikai szignifikancia hataron beliil vannak
®Allélok a forward szalon; 1: ritka allél, 2: gyakori allél.

®Pozici6 a GRCh38 Annotation Release 106 szerint.

°A dbSNP 142 szerinti becsiilt funkcio.

Minor (ritka) allé] frekvencia.

*Hardy-Weinberg egyenstly
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Az aszparagindz hiperszenzitivitds vizsgalatara tobbvaltozds logisztikus regressziot

végeztiink a teljes populacion, illetve annak meghatarozott alcsoportjain. A tobbszoros

tesztelés miatt statisztikai korrekciot alkalmaztunk. Az 5%-ot nem meghaladé hamis

felfedezési hibaaranyt megengedve, p=6,76 X 107 értéknél huztuk meg a szignifikancia

hatart. igy a GRIAL gén 3 SNP-je mutatott szignifikins Osszefiiggést kiilonbozd

alcsoportokban.

A teljes populacion végzett elemzéseink eredménye nem erdsitette meg a korabbi

Osszefliggést az rs4958351 polimorfizmus és az E. coli aszparaginaz hiperszenzitivitas

kozott. A hiperszenzitiv reakcidt mutatd (eset) és nem mutatd betegek (kontroll)

csoportjaiban kapott genotipus- €s allélfrekvencidkat a 10. Tablazat mutatja be.

10. Tablazat. Allél- és genotipus-eloszlasok az érintettek és a kontrollok esetében

SNP Genotipus N Csoport N MAF?
CcC 124
CT 143 kontroll 309 0,37
TT 42
548294
N cC 78
CT 72 eset 175 0,35
TT 25
GG 245
AG 65 kontroll 313 0,11
AA 3
2
rs2055083 oG 151
AG 29 eset 181 0,09
AA 1
CcC 127
CG 126 kontroll 280 0,32
GG 27
rs1994862
CcC 71
CG 62 eset 149 0,32
GG 16
TT 141
CT 134 kontroll 304 0,32
CcC 29
70717
rs707176 T 77
CT 74 eset 177 0,36
CcC 26
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SNP Genotipus N Csoport N MAF?
GG 85
GT 152 kontroll 312 0,48
TT 75
rs970078 e 51
GT 86 eset 183 0,49
TT 46
TT 208
CT 89 kontroll 315 0,20
ccC 18
rs11167640 T 110
CT 63 eset 181 0,22
ccC 8
GG 197
AG 86 kontroll 291 0,18
AA 8
rs11749754 oG 109
AG 41 eset 158 0,18
AA 8
GG 124
AG 144 kontroll 300 0,35
AA 32
rs4958351 e -
AG 76 eset 166 0,34
AA 18
TT 84
GT 115 kontroll 276 0,49
GG 77
rs1461224 T 42
GT 72 eset 150 0,48
GG 36
GG 211
AG 77 kontroll 298 0,16
AA 10
rs2926833 GG 11
AG 51 eset 165 0,17
AA 3
AA 201
AG 100 kontroll 310 0,19
GG 9
rs17552639 vy 119
AG 56 eset 180 0,18
GG 5
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SNP Genotipus N Csoport N MAF?
CcC 115
CT 141 kontroll 309 0,40
TT 53
rs11167667 cC 55
CT 90 eset 181 0,44
TT 35
TT 110
CT 130 kontroll 310 0,44
ccC 70
rs2443526 T 52
CT 82 eset 178 0,47
ccC 42
CcC 215
CT 83 kontroll 304 0,16
TT 6
rs6580076 cC 124
CT 51 eset 177 0,16
TT 2
AA 146
AG 125 kontroll 306 0,32
GG 35
rs888979 AL a7
AG 69 eset 174 0,30
GG 18
ccC 146
CT 125 kontroll 307 0,32
TT 36
rs7710430 oC a7
CT 70 eset 172 0,29
TT 15
ccC 139
CT 108 kontroll 277 0,30
TT 30
rs3172941 cC =5
CT 59 eset 149 0,30
TT 15
GG 202
CG 94 kontroll 309 0,19
ccC 13
rs10796 oG 109
CG 50 eset 170 0,21
ccC 11

54




DOI:10.14753/SE.2018.2066

SNP Genotipus N Csoport N MAF?
TT 161
CT 125 kontroll 314 0,29
CcC 28
rs2277937 T 39
CT 75 eset 181 0,30
CcC 17
GG 207
AG 80 kontroll 298 0,17
AA 11
rs7244 oG 117
AG 49 eset 173 0,18
AA 7

®Minor (ritka) allél frekvencidja

Azonban amikor a pre-B-, illetve a T-sejtes csoportokon beliil is elvégeztiik az analizist,
jelentds kiilonbségeket talaltunk. Domindns modellel vizsgalva az A allélt hordozd T-
ALL-es betegeknek szignifikdnsan alacsonyabb volt a kockézatuk az aszparagindz
tulérzékenység kialakuldsara a GG genotipusu betegekkel 6sszevetve (OR=0,05 (0.01-
0.26); p=4,7 x 10™*; 1-p=0,78; 11. Tablazat). A T-ALL-es alcsoport tobbségét jelentd,
IR 4gon kezeltek alcsoportjdban szintén megtalalhatd volt ez az 6sszefiiggés (N = 50;

OR =0,05 (0,01-0,29); p=8,43 x 10

.....

teljes populacion és a T-ALL-es betegalcsoportban

rs4958351
Alcsoport GG vs. AG/AA
N p-érték OR (95% ClI)
Teljes populacioé 464 0,500 0,87 (0,58-1,31)
Immunfenotipus pre-B-ALL 364 0,522 1,16 (0,73-1,85)
T-ALL 66 4,7x10™ 0,05 (0,01-0,26)

A korrigalt szignifikancia hataron beliili p-értékek (FDR(0)=5%; p<6,76 x 107°) félkovérrel jeldltek.
Az E. coli aszparaginaz hiperszenzitivitas dsszaranya 37% volt (37%, 30% ¢és 77% az

SR, IR és HR rizikocsoportokban). Két polimorfizmus (rs2055083 és rs707176)

mutatott 0sszefiiggést az aszparaginaz hiperszenzitivitassal a kozepes rizikdju betegek
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alcsoportjaban. Domindns modell szerint vizsgalva az rs2055083 AA/AG genotipust
betegeknek szignifikdnsan alacsonyabb volt a rizikGjuk az aszparaginaz
hiperszenzitivitasra 6sszehasonlitva a GG genotipust betegekkel (OR = 0,21 (0,09-
0,53); p = 8,48 x 10™; 1-p=0,97; 12. Tablazat).

.....

teljes populacion és a rizikécsoport szerinti betegalcsoportokban

rs2055083
Alcsoport GG vs. AG/AA
N p-érték OR (95% CI)
Teljes populacié 490 0,104 0,66 (0,39-1,09)
SR 141 0,090 2,08 (0,89-4,84)
Rizikécsoport MR 298 8,48x10™ 0,21 (0,09-0,53)
HR 51 0,245 4,73 (0,34-64,90)

A korrigalt szignifikancia hataron beliili p-értékek (FDR(a)=5%; p<6,76 x 107 félkdvérrel jelsltek.

Az 15707176 CC genotipusi betegek esetében recessziv modellel szamolva
haromszoros volt annak az esélye, hogy a reindukcios kezelés végéig hiperszenzitiv
reakcid alakuljon ki az aszparagindzra a T allélt hordozo betegekkel Osszehasonlitva
(OR=3,02 (1,36-6,73); p=6,76 x 10 1-B=0,73; 13. Tablazat). Ez az osszefiiggés a CC
genotipusu lanyok esetében volt megfigyelheté (OR=4,03 (1,48-10,94), p=6,28 x 10°%;
1-=0,78), ¢és a kozepes rizikoju dgon kezelt lanyok korében volt a legkifejezettebb
(OR=11,56 (2,56-52,27); p=1,48 x 10®); a fiukat kiilsn elemezve nem talaltunk ilyen

Osszefliggést.
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.....

populicién, a nemek szerinti és a rizikocsoport szerinti betegalcsoportokban

rs707176
Alcsoport CT/TTvs.CC
N p-érték OR (95% CI)
Teljes populacié 477 0,041 1,90 (1,02-3,48)
Nerm Fia 263 0,770 1,14 (0,48-2,66)
Lany 214 6,28x107 4,03 (1,48-10,94)
SR 136 0,689 1,25 (0,42-3,68)
Rizikécsoport MR 292 6,76x10° 3,02 (1,36-6,73)
HR 49 0,385 0,36 (0,03-3,66)

A korrigalt szignifikancia hataron beliili p-értékek (FDR(a)=5%; p<6,76 x 107°) félkovérrel jeldltek.

Az indukcié alatti aszparaginaz-dozist nem vettiik bele az elemzésbe kofaktorként.

A IR betegek aszparaginaz hiperszenzitivitds incidencidja a reindukcid elsé dozisanal
(9. dozis) volt a legmagasabb (az esetek megkozelitdleg 70% ekkor alakult ki). A
betegek a kezelési protokollnak megfeleléen ekkor 3 honapos sziinet utdn kaptak ujra
aszparaginaz készitményt.

A teljes aszparaginaz kezelés végére a rs2055083 GG genotipusu betegek 34%-a (244
betegbdl 84) valt thlérzékennyé, ezzel szemben az A allélt hordozd betegek esetében
11%-os volt a hiperszenzitivitds kumulativ incidencigja (p=1,3 x 103 6. abra).

Az 15707176 polimorfizmus esetében ugyanez az érték 48% (29 betegbdl 14) volt a CC
genotipusu és 27% (264 betegbdl 71) volt a CT/TT genotipust betegek korében (p=3,1
x 10%; 6. 4bra)

A T-ALL-es IR agon kezelt betegeket a rs4958351 polimorfizmusra vizsgalva azt
talaltuk, hogy a GG genotipusu betegek kumulativ aszparaginaz hiperszenzitivitas
incidenciaja 60% (20 betegbdl 12) volt, mig ugyanez az érték az AA/AG genotipusuak
korében csak 10% (30 betegbdl 3) volt (p=5,0 x 10, 6. 4bra).

Az IR agon a reindukcids kezelés befejezéséig a betegek Osszesen 12-szer kaptak
aszparaginazt. Azoknal a betegeknél, akik tulérzékenységi reakcid kialakulasa nélkiil
teljesitették eddig a pontig a kezelésiiket, az esetleges késObbi aszparagindz dézisok egy

esetben sem valtottak ki hiperszenzitivitast.
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A B C
rs2055083 rs707176 rs4958351
4 7
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g £ 05 < 06 -
2 Uoé: g 04 g 05
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201 —GG Z —CTTT 303 —GG
501 6/56 & 02 5 os
s 0.1 —AG/AA F] —CC F 3/30 —AG/AA
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s Y El 2
= 0 X 9 0
1357 9N 1 35 7 9 1 135 7 911
Az aszparaginaz dézisok Az aszparaginaz dozisok Az aszparaginaz dézisok
szama szama szama

6. abra. Az E. coli aszparaginaz hiperszenzitivitas kumulativ incidencidja az aszparaginaz dézisok
fiiggvényében az A) rs2055083, B) rs7070176 és C) rs4958351 polimorfizmusok esetében.

Az IR betegeken tovabbi elemzéseket is végeztiink. Diszkrét-idd talélés-elemzéssel
vizsgaltuk a génpolimorfizmusok hatasat a minimum doézisszamra, amelynél az
aszparaginaz hiperszenzitivitds kialakult. Erés hatdst taldltunk az rs2055083, az
rs707176 ¢és az 1s4958351 polimorfizmus esetében. Az rs2055083 ritka A alléljat
hordozd betegeknél az aszparaginaz hiperszenzitivitas bekovetkezésének 75%-Kal
kisebb volt a kockazata 6sszehasonlitva a GG genotipusu betegekével (HR=0,25 (0.11-
0.60); N = 299; p=1,8 X 10'3). Ezzel szemben az rs707176 ritka C allélja erds
rizikofaktornak bizonyult (HR=2,38 (1,23-4,62); N=293; p=0,011). Az rs4958351
polimorfizmus ritka alléljanak hordozasa erds védo hatastinak mutatkozott az IR agon
kezelt T-ALL-esek korében. Az aszparaginaz talérzékenység kialakulasanak kockazata
91%-kal alacsonyabb volt az A allélt hordozoknal, mint a GG genotipusu betegeknél
(HR=0,09 (0,02-0,36); N=50; p=6.1 x 10™).

Egyvaltozos ¢€s tobbvaltozds logisztikus regresszioval vizsgéaltuk az aszparaginaz
hiperszenzitivitas eléforduldsanak kiillonbségét a rizikdfaktorok szerinti alcsoportokban.
A HR kezelési agon 1évé betegeknek jelentésen nagyobb volt az esélylik az
aszparaginaz tulérzékenységi reakciokra az SR, illetve IR 4gakon kezeltekhez képest
(OR=5,88 (2,85-12,15); p=2,00 x 10°°, illetve OR=10,50 (2,82-39,02); p=4,49 x 10™).
Mas alcsoportokat vizsgalva nem taldltunk szignifikdns eltérést az aszparaginaz

hiperszenzitivitas kialakuldsanak kockazataban (14. Téblazat).
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14. Tablazat. Az aszparaginaz hiperszenzitivitas kockazata az egyes alcsoportok szerint (n=505)

N eset/N teljes Egyvaltozos Tobbvaltozos
Alcsoport OR (95% CI) OR (95% CI)
(%) p-érték p-érték
Fia 99/280 (35,4)
Nem 0,444 1,15 (0,80-1,66) 0,225 1,27 (0,86-1,87)
Leany 87/225 (38,7)
pre-B-ALL 152/402 (37,8)
Immunfenotipus 0,984 0,99 (0,59-1,68) 0,854 0,99 (0,47-1,56)
T-ALL 26/69 (37,7)
<10 év 151/413 (36,6)
Diagnoéziskori életkor 0,790 1,07 (0,67-1,70) 0,921 1,03 (0,60-1,75)
>10 év 35/92 (38,0)
Alacsony 54/147 (36,7)
0,142 0,73 (0,48-1,11) 0,512 0,86 (0,54-1,37)
Kozepes 91/305 (29,8)
Rizikécsoport
. 5,88 (2,85- 10,50 (2,82-
Magas 41/53 (77,4) 2,00x10 4,49x10™
12,15) 39,02)
5000 E/m2/d 53/138 (38,4)
Indukciéban kapott aszparaginaz
10000 0,059 0,67 (0,44-1,02) 0,398 1,93 (0,42-8,78)
doézis* 91/310 (29,4)
E/m2/d

*csak az alacsony és kozepes kockazati betegek esetében
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4.2 HLA allélok és haplotipusok szerepe az aszparaginaz

hiperszenzitivitasban

4.2.1 HLA-DRB1 és HLA-DQB1 allélok asszociacidja az aszparaginaz

hiperszenzitivitassal

A HLA-DRB1 és HLA-DQBL1 allélok ¢és haplotipusok Osszefiiggését vizsgaltuk E. coli
aszparaginaz hiperszenzitivitassal gyermekkori ALL-es gyermekek korében. A 359 {6s
betegpopulacid nagyfelbontasu szekvencia-alapt tipizaldsa 35 kiilonb6zé HLA-DRB1 és

19 kiilonbozé HLA-DQB1 allélt azonositasat eredményezte (7. abra).

HLA-DQB1
allélok
{n=359)

HLA-DRB1
allélok
(n=359)

HLA-DQA1

allélok
(n=257)

7. abra. A HLA-DRB1, HLA-DQB1 és HLA-DQA1 allélok gyakorisiga gyermekkori ALL-es
betegekeben. A nagyfelbontasu szekvencia-alapu HLA-tipizalas A) 35-féle HLA-DRBL1 allélt, B) 19-
féle HLA-DQBL allélt és C) 7-féle HLA-DQAL allélt eredményezett.
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Egyvaltozos ¢és tobbvaltozos logisztikus regresszioval teszteltiik az aszparaginaz
hiperszenzitivitas potencidlis rizikéfaktorait (15. Tablazat). A tulérzékenységi reakcid
eléforduldsa szignifikdnsan kiilonbozott az egyes rizikocsoportok ¢és  kezelési
protokollok betegei korében (p=5,7 x 107° és p=3,36 x 10'3). Mig az IR betegeknél 31%-
os, a HR betegeknél 77%-os volt a megjelenési arany. A kezelési protokoll esetében
ugyanez az ¢érték 26% volt az ALL-BFM 90 és 60% az ALL IC-BFM 2002
experimentalis aga szerint kezeltek korében (15. Tablazat). A rizikdcsoport és a kezelési
protokoll a tobbvaltozos elemzésnél is szignifikdns asszocidciot mutatott az
aszparaginaz hiperszenzitivitassal. A  genetikai adatokkal torténé elemzésnél

kategorikus  kovariansként minden rizikofaktort belevettink a  modellbe.
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15. Tablazat. Az aszparaginaz hiperszenzitivitas és a vizsgalt kovariansok dsszefiiggései (n=359)

Aszparaginaz Egyvaltozés Tobbvaltozos
Kovarians Csoport OR (95% CI) OR (95% CI)
hiperszenzitivitas p-érték p-érték
Fiu 38%
Nem 0,514 1,15 (0,75-1,76) 0,219 1,34 (0,84-2,14)
Lany 41%
pre-B-ALL 40%
Immunfenotipus 0,874 1,05 (0,56-1,98) 0,823 0,92 (0,45-1,90)
T-ALL 41%
Diagnéziskori <10 év 37%
0,136 1,46 (0,86-2,48) 0,277 1,41 (0,76-2,60)
életkor >10 év 46%
Alacsony 39%
5 4 5,37 (2,29-
Rizikécsoport Kozepes 31% 5,7x10 5,88 (2,85-12,15) 1,15x10 12,63)
Magas 7% ’
ALL-BFM 90 26%
ALL-BFM 95 39%
ALL IC-BFM
44%
2002 standard s
Kezelési protokoll 3,36x10° 4,18 (1,61-10,89) 0,032 3,14 (1,10-8,97)
ALL IC-BFM
] 60%
2002 experimental
ALL IC-BFM
40%
2009

A félkovérrel jelzett p értékek az a=0,05 statisztikai szignifikancia hataron beliil vannak.
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Bonferroni korrekciot kovetéen (p<2,66 x 10 a HLA-DRB1*07:01 és HLA-
DQB1*02:02 allél mutatott szignifikdns  Osszefiiggést az  aszparagindz
hiperszenzitivitassal (8. abra). Egy beteg sem volt homozigdta egyetlen allélra nézve
sem. A HLA-DRB1*07:01 all¢lt hordozd betegek kockazata szignifikdnsan nagyobb
volt az aszparaginaz tulérzékenység kialakuldsara, mint a nem hordozdéknak (p=4,56 x
10'5; OR=2,86 (1,73-4,75); 9. abra). Hasonloképpen a HLA-DQB1*02:02 allélt
hordozok nagyobb eséllyel lettek tulérzékenyek, mint a nem hordozok (p=1,85 x 10
OR=2,99 (1,68-5,31); 9. abra).
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8. abra. A vizsgalt HLA allélok sszefiiggései az aszparaginaz hiperszenzitivitassal. Tobbvaltozos
logisztikus regressziot hasznaltunk az E. coli aszparaginaz hiperszenzitivitais a HLA 1I allélok
kozotti asszociacio vizsgalatara. A nemet, a kort, a kezelési protokollt, a rizikécsoportot és az ALL
immunfenotipust kategorikus kovariansként vettiik bele a modellbe. A szaggatott vonal a
Bonferroni-korrekcioval kapott statisztikai szignifikancia hatart abrazolja. A HLA-DRB1*07:01 és
a HLA-DQB1*02:02 allélok wmutattak szignifikans 0Osszefiiggést az  aszparaginaz
hiperszenzitivitassal.
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HLA-DRB1*07:01 allélt hordozdk HLA-DRB1*07:01 allélt nem hordozdk

W nem talérzékeny  Wtalérzékeny Hnem tulérzékeny  Etalérzékeny

33%

57% p=4.56 x 10 67%
(52/92) (179/267)

43%
{40/92)

HLA-DQB1*02:02 allélt hordozdk HLA-DQB1*02:02 allélt nem hordozdk

M nem tllérzékeny  Mtulérzékeny Enem tulérzékeny  Wtllérzékeny

34%
OR=2.99 (1.68-5.31) (101/294)

p=1.85x 10* 66%
(193/294)

40%

60% (26/65)
(39/65)

9. abra. A HLA-DRB1*07:01 és HLA-DQB1*02:02 allélt hordozé betegek szignifikans asszociaciot
mutattak az aszparaginaz hiperszenzitivitiassal. A tulérzékenységi reakciok eléfordulasi aranya
57%-0s volt a HLA-DRB1*07:01 allélt hordozo betegek korében (92 betegb6l 52 betegnél), mig
33%-o0s volt azoknal a betegeknél, akik nem hordoztak az allélt (267 beteghdl 179 betegnél volt
megfigyelhetd). A HLA-DQB1*02:02 allélt hordozo beteg 60%-anal (65 beteghdl 39-nél), mig az
allélt nem hordozé beteg esetében 34%-nal (294 betegb6l 101-nél) alakult ki aszparaginaz
hiperszenzitivitas.

A tobbvaltozos logisztikus regresszids elemzések eredményét és az aszparagindz
hiperszenzitivitas allélhordozastol fiiggd eléfordulasi aranyat mutatja be a 16. Tablazat.
Szignifikans kiilonbség volt a HLA-DQB1*02:02 allélt hordozdok ardnyaban a pre-B-
sejtes és T-sejtes betegalcsoportok kozott (19,2% és 6,5%; p=0,047). Hasonld
kiilonbség nem volt megfigyelhetd a HLA-DRB1*07:01 allélt hordozok megoszlasaban.

64



DOI:10.14753/SE.2018.2066

16. Tablazat. Az aszparaginaz hiperszenzitivitas osszefiiggései a HLA II allélokkal (n=359).

Hiperszenzitivitas (%)

Hiperszenzitivitas (%)

Gén Allél Allél-frekvencia hordozéld e hordozdl OR® | 95% ClI* p-érték’
*01:01 0,082 35,6 39,7 0,76 | 0,41-1,39 0,368
*01:02 0,015 455 38,8 1,39 | 0,39-4,94 0,613
*03:01 0,097 40,0 38,8 1,05 | 0,60-1,82 0,865
*04:01 0,031 36,4 39,2 0,88 | 0,35-2,21 0,791
*04:02 0,025 38,9 39,0 0,86 | 0,31-2,35 0,766
*04:03 0,014 80,0 37,8 4,79 | 0,95-24,10 0,057
*04:04 0,018 69,2 37,9 508 | 1,48-17,44 0,01
*04:05 0,004 0,0 39,3 NA® NA® 0,985
*04:07 0,004 33,3 39,0 1,35 | 0,12-15,78 0,812
*04:08 0,007 60,0 38,7 2,47 | 0,39-15,55 0,336
*04:10 0,001 100,0 38,8 NA® NA® 0,979

HLA-DRB1 — -
07:01 0,128 56,5 33,0 2,86 | 1,73-4,75 4,56x10
*08:01 0,039 21,4 40,5 044 | 0117-1,13 0,088
*08:04 0,001 100,0 38,8 NA® NA® 0,98
*09:01 0,008 50,0 38,8 1,63 | 0,31-8,64 0,567
*10:01 0,017 8,3 40,1 0,12 | 0,02-0,98 0,048
*11:01 0,07 22,0 41,7 0,4 0,19-0,82 0,013
*11:03 0,01 42,9 38,9 1,13 | 0,24-5,32 0,881
*11:04 0,06 44,2 38,3 1,3 0,67-2,54 0,436
*11:15 0,001 100,0 38,8 NA® NA® 0,979
*11:43 0,001 0,0 39,1 NA® NA® 0,981
*12:01 0,015 45,5 38,8 1,71 | 0,50-5,93 0,394
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Hiperszenzitivitas (%)

Hiperszenzitivitas (%)

Gén Allél Allél-frekvencia hordozold Hemn hordozok! OR® | 95%ClI* p-érték’
*12:02 0,001 0,0 39,1 NA® NA® 0,981

*13:01 0,072 26,9 41,0 0,49 | 0,25-0,96 0,039

*13:02 0,025 33,3 39,3 0,79 | 0,28-2,26 0,664

*13:03 0,019 28,6 39,4 0,61 | 0,18-2,06 0,426

*13:05 0,001 0,0 39,1 NA® NA® 0,981

*13:15 0,001 100,0 38,8 NA® NA® 0,98
HLA-DRB1 | *13:18 0,001 100,0 38,8 NA® NA® 0,979
*14:04 0,017 41,7 38,9 1,23 | 0,38-4,01 0,733

*14:54 0,032 34,8 39,3 0,94 | 0,38-2,32 0,887

*15:01 0,079 43,9 38,1 1,2 0,66-2,17 0,552

*15:02 0,025 11,1 40,5 0,14 | 0,03-0,65 0,012

*16:01 0,067 41,7 38,6 1,14 | 0,60-2,15 0,686

*16:02 0,007 20,0 39,3 0,45 | 0,05-4,10 0,479

*02:01 0,097 40,0 38,8 1,05 | 0,60-1,82 0,865

*02:02 0,091 60,0 34,4 2,99 | 1,68-531 1,85x10™

*03:01 0,198 33,1 42,9 0,7 0,44-1,10 0,119

*03:02 0,071 47,1 37,7 1,43 | 0,77-2,65 0,258
HLA-DQBL *03:03 0,046 48,5 38,0 1,72 | 0,82-3,61 0,153
*03:04 0,01 71,4 38,4 3,85 | 0,71-20,89 0,118

*03:05 0,004 100,0 38,5 NA® NA® 0,984

*03:12 0,003 0,0 39,2 NA® NA® 0,983

*04:02 0,04 31,0 39,7 0,72 | 0,31-1,67 0,44

*05:01 0,113 32,1 41,0 0,6 0,35-1,05 0,074
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Hiperszenzitivitas (%)

Hiperszenzitivitas (%)

Gén Allél Allél-frekvencia hordozold Hem hordozok! OR® | 95%ClI* p-érték’
*05:02 0,081 41,1 38,5 1,17 | 0,65-2,10 0,607
*05:03 0,053 28,9 40,2 0,66 | 0,31-1,40 0,278
*05:05 0,001 0,0 39,1 NA® NA® 0,981
*06:01 0,018 15,4 39,9 0,19 | 0,04-0,91 0,038
HLA-DQB1 | *06:02 0,072 44,2 38,1 1,2 0,64-2,22 0,571
*06:03 0,077 30,9 40,5 0,63 | 0,34-1,20 0,159
*06:04 0,019 35,7 39,1 0,9 0,28-2,90 0,855
*06:09 0,004 33,3 39,0 0,81 | 0,07-9,13 0,862
*06:39 0,001 0,0 39,1 NA® NA® 0,981

A korrigalt szignifikancia hataron beliili p-értékek (Bonferroni; p<2,66 x 10) félkdvérrel jeldltek.

Az aszparaginaz hiperszenzitivitas aranya az 1. és 2. oszlopban definialt allélt hordozo betegek kérében.

?Az aszparaginaz hiperszenzitivitas ardnya az 1. és 2. oszlopban definialt allélt nem hordozok kérében.

®A tobbvaltozos logisztikus regresszioval tesztelt dsszefiiggés az aszparaginaz hiperszenzitivitassal.

“95%-0s konfidencia-intervallum.

*Nincs adat; alacsony elemszam miatt az esélyhanyados és a konfidencia-intervallum becslését nem végeztiik el.
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Bayesi statisztikai megkozelitést hasznaltunk a feltételezett rizikofaktorok és az
aszparaginaz hiperszenzitivitas kozott fennallo kapcsolati struktira vizsgalatara. Ha a
modellbe mindkét 10kusz all¢ladatait belevettiik, akkor a genetikai prediktorok koziil
csak a HLA-DQB1*02:02 allél mutatott kozvetlen relevanciat az aszparaginaz
hiperszenzitivitasra (P=0,95) a rizikocsoport direkt hatdsa mellett (P=1,00; 10. abra).

Interakciot, illetve redundanciat nem taléltunk a prediktorok kozott.

Az aszparaginaz hiperszenzitivitas prediktorok hatasainak a posteriori valdsziniisége
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10. abra. Az aszparaginaz hiperszenzitivitassal osszefiiggésben vizsgalt prediktorok hatasainak a
posteriori valoszinilisége. Bayes-halo alapu relevanciaanalizist hasznaltunk a HLA allélok, a
diagnoziskori életkor, az immunfenotipus, a nem, a protokoll, a rizikocsoport és az aszparaginaz
hiperszenzitivitas kozott fennallé kapcsolati struktura vizsgalatira. A HLA-DQB1*02:02 allél és a
rizikécsoport esetében valésziniisitheté, hogy kozvetlen hatisuk van az aszparaginaz
hiperszenzitivitas kialakulasara.
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4.2.2 Haplotipus-rekonstrukcio és kovetkeztetés a HLA-DQA1 allélokra

Ahhoz, hogy tovabbvizsgéljuk az aszparaginaz hiperszenzitivitassal asszocialdé HLA-
DRB1*07:01 ¢s HLA-DQB1*02:02 allé¢lok kozotti kapcsolatot, haplotipus-becslést
végeztiink a PHASE szoftver (v2.1.1) segitségével. Ezzel a modszerrel 56 kiilonbozo
haplotipust rekonstrudltunk (17. Tablazat).

Az altalunk vizsgélt betegekben a HLA-DRB1*07:01 allél kétféle haplotipusban volt
megtaldlhatd: a HLA-DRB1*07:01-HLA-DQB1*02:02 ¢és HLA-DRB1*07:01-HLA-
DQB1*03:03 haplotipusban. A ketté kozil csak a HLA-DRB1*07:01-HLA-
DQB1*02:02 mutatott szignifikans pozitiv  asszociacidt az  aszparagindz
hiperszenzitivitassal (p=1,85 x 10™; OR=2,99 (1,68-5,31), 17. Tablazat). Tehat a HLA-
DRB1*07:01 allél csak a HLA-DQB1*02:02 alléllal alkotott haplotipusaban
hajlamositott a talérzékenységre. Ez 0Osszhangban van a Bayes-halo alapu
relevanciaclemzés eredményével abban az értelemben, hogy az aszparagindz
hiperszenzitivitds szempontjabél a HLA-DQB1*02:02 allél jelenléte tlinik
meghatdrozonak.

Az elézoéektdl fiiggetlen modon az Allele Frequency Net Database hasznélataval
rekonstrudltuk a HLA-DRB1-HLA-DQA1-HLA-DQB1 haplotipusokat, és egyidejiileg a
betegek 72%-aban a HLA-DQAL allélokra is tudtunk kovetkeztetni (n=257; 18.
Tablazat).
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Haplotipus Gyakorisag OR! 95% CI? p-érték’
DRB1*01:01-DQB1*05:01 0,081 0,71 0,38-1,31 0,27
DRB1*01:01-DQB1*06:03 0,001 NA® NA3 0,98
DRB1*01:02-DQB1*05:01 0,015 1,39 0,39-4,94 0,61
DRB1*03:01-DQB1*02:01 0,097 1,05 0,60-1,82 0,87
DRB1*04:01-DQB1*03:01 0,014 0,37 0,08-1,80 0,22
DRB1*04:01-DQB1*03:02 0,015 1,30 0,38-4,47 0,68
DRB1*04:01-DQB1*03:05 0,001 NA® NA3 0,98
DRB1*04:02-DQB1*03:02 0,025 0,86 0,31-2,35 0,77
DRB1*04:03-DQB1*03:02 0,008 2,25 0,37-13,73 0,38
DRB1*04:03-DQB1*03:04 0,003 NA’ NA® 0,98
DRB1*04:03-DQB1*03:05 0,003 NA’ NA® 0,98
DRB1*04:04-DQB1*03:02 0,017 4,74 1,35-16,61 0,02
DRB1*04:04-DQB1*04:02 0,001 NA3 NA3 0,98
DRB1*04:05-DQB1*03:02 0,004 NA3 NA3 0,99
DRB1*04:07-DQB1*03:01 0,004 1,35 0,12-15,78 0,81
DRB1*04:08-DQB1*03:04 0,007 2,47 0,39-15,55 0,34
DRB1*04:10-DQB1*04:02 0,001 NA’ NA® 0,98
DRB1*07:01-DQB1*02:02 0,091 2,99 1,68-5,31 1,85 x 10
DRB1*07:01-DQB1*03:03 0,038 1,71 0,76-3,84 0,20
DRB1*08:01-DQB1*03:01 0,001 NA’ NA® 0,98
DRB1*08:01-DQB1*03:02 0,001 NA3 NA3 0,98
DRB1*08:01-DQB1*04:02 0,036 0,48 0,18-1,26 0,13
DRB1*08:04-DQB1*04:02 0,001 NA3 NA3 0,98
DRB1*09:01-DQB1*03:03 0,008 1,63 0,31-8,64 0,57
DRB1*10:01-DQB1*05:01 0,017 0,12 0,02-0,98 0,05
DRB1*11:01-DQB1*03:01 0,070 0,40 0,19-0,82 0,01
DRB1*11:03-DQB1*03:01 0,010 1,13 0,24-5,32 0,88
DRB1*11:04-DQB1*03:01 0,060 1,30 0,67-2,54 0,44
DRB1*11:15-DQB1*03:01 0,001 NA3 NAZ 0,98
DRB1*11:43-DQB1*03:01 0,001 NA3 NAZ 0,98
DRB1*12:01-DQB1*03:01 0,013 2,34 0,60-9,12 0,22
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Haplotipus Gyakorisag OR* 95% CI° p-érték’
DRB1*12:01-DQB1*03:12 0,003 NA® NA3 0,98
DRB1*12:02-DQB1*03:01 0,001 NA® NA3 0,98
DRB1*13:01-DQB1*06:02 0,001 NAZ NA3 0,98
DRB1*13:01-DQB1*06:03 0,071 0,51 0,26-1,00 0,05
DRB1*13:02-DQB1*06:03 0,001 NA® NA3 0,98
DRB1*13:02-DQB1*06:04 0,019 0,90 0,28-2,90 0,85
DRB1*13:02-DQB1*06:09 0,004 0,81 0,07-9,13 0,86
DRB1*13:03-DQB1*03:01 0,019 0,61 0,18-2,06 0,43
DRB1*13:05-DQB1*03:01 0,001 NA® NA3 0,98
DRB1*13:15-DQB1*03:01 0,001 NA® NAZ 0,98
DRB1*13:18-DQB1*06:03 0,001 NA® NAZ 0,98
DRB1*14:04-DQB1*05:03 0,017 1,23 0,38-4,01 0,73
DRB1*14:54-DQB1*05:02 0,004 1,23 0,37-48,73 0,25
DRB1*14:54-DQB1*05:03 0,028 0,72 0,26-1,97 0,52
DRB1*15:01-DQB1*05:02 0,006 0,49 0,05-5,17 0,55
DRB1*15:01-DQB1*06:01 0,001 NA® NA3 0,98
DRB1*15:01-DQB1*06:02 0,070 1,32 0,70-2,47 0,39
DRB1*15:01-DQB1*06:03 0,001 NA® NAZ 0,98
DRB1*15:01-DQB1*06:39 0,001 NA® NAZ 0,98
DRB1*15:02-DQB1*05:03 0,008 NA3 NAS 0,98
DRB1*15:02-DQB1*06:01 0,017 0,22 0,05-1,06 0,06
DRB1*16:01-DQB1*05:02 0,064 1,25 0,66-2,38 0,50
DRB1*16:01-DQB1*05:05 0,001 NA’ NA® 0,98
DRB1*16:01-DQB1*06:02 0,001 NA3 NAS 0,98
DRB1*16:02-DQB1*05:02 0,007 0,45 0,05-4,10 0,48

A korrigalt szignifikancia hataron beliili p-értékek (Bonferroni; p<2,66 x 107) félkdvérrel jeldltek.

A tobbvaltozos logisztikus regresszidval tesztelt sszefliggés az aszparaginaz hiperszenzitivitassal.
295%-0s konfidencia-intervallum.

*Nincs adat; alacsony elemszam miatt az esélyhdnyados és a konfidencia-intervallum becslését nem

végeztiik el.
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.....

Hiperszenzitivitas | Hiperszenzitivitas
Gén/Haplotipus Allél | Alélfrekvencia (%) (%) OR® | 95% CI* | p-érték’
hordozék’ nem hordozok'

HLA-DRB1° *07:01 0,128 60,6 31,9 3,69 | 1,99-6,84 | 3,45x10”

HLA-DQB1° *02:02 0,088 68,1 32,9 5,00 | 2,43-10,29 | 1,22x10™
HLA-DQA1 *01:01 0,128 33,3 41,4 0,64 | 0,34-1,20 | 0,163
*01:02 0,202 46,0 35,5 1,49 | 0,89-251 | 0,128
*01:03 0,091 23,4 42,9 0,33 | 0,15-0,71 | 0,004

*02:01 0,128 60,6 31,9 3,69 | 1,99-6,84 | 3,45x10™
*03:01 0,088 46,7 37,7 1,41 | 0,71-281 | 0,330
*04:01 0,053 25,9 40,9 0,52 | 0,20-1,34 | 0,178
*05:01 0,309 32,8 45,8 0,75 | 0,49-1,15 | 0,185
HLA-DRB1*01:01-HLA-DQA1*01:01-HLA-DQB1*05:01 NA 0,088 378 39,6 0,84 | 0,42-1,69 | 0,624
HLA-DRB1*01:02-HLA-DQA1*01:01-HLA-DQB1*05:01 NA 0,019 40,0 39,3 1,15 | 0,29-4,47 | 0,843
HLA-DRB1*03:01-HLA-DQA1*05:01-HLA-DQB1*02:01 NA 0,115 40,7 38,9 1,08 | 0,58-2,02 | 0,800
HLA-DRB1*04:01-HLA-DQA1*03:01-HLA-DQB1*03:01 NA 0,016 25,0 39,8 0,46 | 0,09-2,42 | 0,358
HLA-DRB1*04:01-HLA-DQA1*03:01-HLA-DQB1*03:02 NA 0,006 0,0 39,8 NA® NA® 0,985
HLA-DRB1*04:02-HLA-DQA1*03:01-HLA-DQB1*03:02 NA 0,021 27,3 39,8 0,46 | 0,11-1,91 | 0,285
HLA-DRB1*04:03-HLA-DQA1*03:01-HLA-DQB1*03:02 NA 0,006 100,0 38,6 NA® NA® 0,985
HLA-DRB1*04:03—-HLA-DQA1*03:01-HLA-DQB1*03:04 NA 0,002 100,0 39,1 NA® NA® 0,087
HLA-DRB1*04:03—-HLA-DQA1*03:01-HLA-DQB1*03:05 NA 0,004 100,0 38,8 NA® NA® 0,087
HLA-DRB1*04:04-HLA-DQA1*03:01-HLA-DQB1*03:02 NA 0,019 60,0 38,5 3,76 | 0,97-14,65 | 0,056

72



DOI:10.14753/SE.2018.2066

Hiperszenzitivitas | Hiperszenzitivitas
Gén/Haplotipus Allél | Allélfrekvencia (%) (%) OR®| 95% CI* | p-érték’®
hordozok' nem hordozéok'
HLA-DRB1*04:05-HLA-DQA1*03:01-HLA-DQB1*03:02 NA 0,002 0,0 39,5 NA® NA® 0,986
HLA-DRB1*04:07-HLA-DQA1*03:01-HLA-DQB1*03:01 NA 0,004 50,0 39,2 3,80 | 0,21-68,33 0,366
HLA-DRB1*07:01-HLA-DQA1*02:01-HLA-DQB1*02:02 NA 0,001 68,1 32,9 5,00 | 2,43-10,29 | 1,22x10°
HLA-DRB1*07:01-HLA-DQA1*02:01-HLA-DQB1*03:03 NA 0,037 42,1 39,1 1,19 | 0,44-3,19 0,736
HLA-DRB1*08:01-HLA-DQA1*04:01-HLA-DQB1*04:02 NA 0,051 23,1 41,1 046 | 0,17-1,25 0,128
HLA-DRB1*08:04-HLA-DQA1*04:01-HLA-DQB1*04:02 NA 0,002 100,0 39,1 NA® NA® 0,987
HLA-DRB1*09:01-HLA-DQA1*03:01-HLA-DQB1*03:03 NA 0,008 75,0 38,7 5,61 | 0,53-58,84 0,150
HLA-DRB1*10:01-HLA-DQA1*01:01-HLA-DQB1*05:01 NA 0,043 91 40,7 0,17 | 0,02-1,39 0,098
HLA-DRB1*11:01-HLA-DQA1*05:01-HLA-DQB1*03:01 NA 0,089 21,7 43,1 0,37 | 0,17-0,81 0,013
HLA-DRB1*11:03-HLA-DQA1*05:01-HLA-DQB1*03:01 NA 0,012 33,3 39,4 0,67 | 0,11-3,94 0,661
HLA-DRB1*11:04-HLA-DQA1*05:01-HLA-DQB1*03:01 NA 0,054 46,4 38,4 1,40 | 0,61-3,19 0,429
HLA-DRB1*12:01-HLA-DQA1*05:01-HLA-DQB1*03:01 NA 0,016 50,0 39,0 1,91 | 0,44-8,24 0,384
HLA-DRB1*13:01-HLA-DQA1*01:03-HLA-DQB1*06:03 NA 0,070 25,0 41,6 0,42 | 0,19-0,97 0,041
HLA-DRB1*13:02-HLA-DQA1*01:02-HLA-DQB1*06:04 NA 0,027 35,7 39,5 0,90 | 0,27-3,02 0,870
HLA-DRB1*13:02-HLA-DQA1*01:02-HLA-DQB1*06:09 NA 0,006 33,3 39,4 0,74 | 0,06-8,48 0,810
HLA-DRB1*13:03-HLA-DQA1*05:01-HLA-DQB1*03:01 NA 0,043 18,2 40,2 0,36 | 0,07-1,84 0,219
HLA-DRB1*13:05-HLA-DQA1*05:01-HLA-DQB1*03:01 NA 0,002 0,0 39,5 NA® NA® 0,988
HLA-DRB1*15:01-HLA-DQA1*01:02-HLA-DQB1*05:02 NA 0,008 25,0 39,5 0,42 | 0,04-4,71 0,479
HLA-DRB1*15:01-HLA-DQA1*01:02-HLA-DQB1*06:02 NA 0,076 53,8 36,7 2,15 | 1,04-4,46 0,039
HLA-DRB1*15:01-HLA-DQA1*01:02-HLA-DQB1*06:03 NA 0,002 100,0 39,1 NA® NA® 0,986
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Hiperszenzitivitas | Hiperszenzitivitas
Gén/Haplotipus Allél | Allélfrekvencia (%) (%) OR®| 95% CI* | p-érték’®
hordozok' nem hordozéok'
HLA-DRB1*15:02-HLA-DQA1*01:03-HLA-DQB1*06:01 NA 0,021 18,2 40,2 0,21 | 0,04-1,06 0,058
HLA-DRB1*16:01-HLA-DQA1*01:02-HLA-DQB1*05:02 NA 0,074 42,1 38,8 1,21 | 0,58-2,51 0,609
HLA-DRB1*16:02-HLA-DQA1*01:02-HLA-DQB1*05:02 NA 0,010 20,0 39,7 0,47 | 0,05-4,32 0,503

A korrigalt szignifikancia hataron beliili p-értékek (Bonferroni; p<2,66 x 107) félkdvérrel jeldltek.

Az aszparaginaz hiperszenzitivitas aranya az 1. és 2. oszlopban definialt allélt hordozo betegek kérében.

?Az aszparaginaz hiperszenzitivitas ardnya az 1. és 2. oszlopban definialt allélt nem hordozok kérében.

3A tobbvaltozos logisztikus regresszidval tesztelt dsszefliggés az aszparaginaz hiperszenzitivitassal.

495%-0s konfidencia-intervallum.

*Nincs adat; alacsony elemszam miatt az esélyhanyados és a konfidencia-intervallum becslését nem végeztiik el.

®A konnyebb Gsszevethetéség kedvéért a 257 f6s populacion szamolt HLA-DRB1*07:01 és HLA-DQB1*02:02 allélokra vonatkozo logisztikus regresszio eredményeit

is feltiintettiik.
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Osszehasonlitottuk a PHASE szoftverrel és az Allele Frequency Net adatbazis
segitségével becsiilt haplotipusokat, és azok 100%-ban megegyeztek. A 257 beteg
esetében 7 HLA-DQAL all¢lt tudtunk azonositani (5. abra).

A 257 f0s betegpopulaciot tovabbvizsgalva a HLA-DQA1*02:01 all¢l és a HLA-
DRB1*07:01-HLA-DQA1*02:01-HLA-DQB1*02:02 haplotipus szignifikdns pozitiv

hogy a HLA-DQA1*02:01 allél kizarolag a HLA-DRB1*07:01 alléllal egyiitt fordult eld,
¢s a HLA-DRB1*07:01 allél sem fordult el6 mas HLA-DQAL alléllal, illetve a HLA-
DQB1*02:02 sem volt megtaldlhatd mas HLA-DRBL1 alléllal egy haplotipuson (18.
Tablazat).

4.2.3 Polimorf aminosavak meghatarozasa a HLA II. osztaly peptidkot6

zsebeiben

A dbMHC segitségével Osszesen 84 polimorf aminosav pozicidt azonositottam a HLA-
DRB1, HLA-DQB1 és HLA-DQA1 gének 2-es exonjaiban. Tobbvaltozods logisztikus
regressziot végeztliink ahhoz, hogy megallapitsuk, hogy melyik szekvencia-szakasz
hordozza a megnovekedett kockdzatot az aszparagindz hiperszenzitivitasra. A
betegeinkben Osszesen 27 polimorf aminosav pozicié mutatott szignifikans osszefliggést
az aszparaginaz tulérzékenységgel (19. Tablazat).

aszparaginaz hiperszenzitivitassal (p=8,16 x 10°°; OR=4,01 (2,18-7,37); 19. Tablazat).
A 27 hajlamosité aminosav koziil 7-et a HLA-DRB1*07:01 ¢és 3-at a HLA-DQA1*02:01
allél kodolt egyedi mddon (p=3,45 x 10°; OR=3,69 (1,99-6,84); 19. Tablazat). A HLA-
DQB1 lancban talalhatd hajlamositdé aminosavak mindegyikét legalabb kétféle allél
kodolta, és kisebb mértékben asszocialtak az aszparaginaz hiperszenzitivitassal (p=1,69

x 10 OR=2,87 (1,66-4,97); 19. T4blazat).
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19. Tablazat. Az aszparaginaz hiperszenzitivitassal asszocial6é polimorf aminosav poziciok (n=275)

HLA lokusz | AS pozicié' RZ::O OR® | 95% CI* | p-érték’ Mas lehetséges AS® A riziké AS-at kédolé HLA allélok
*01:01, *01:02, *04:01, *04:02, *04:03,
10 Q 2,22 | 1,45-3,40 | 2,30x10° E)Y *04:04, *04:05, *04:07, *07:01,
*09:01, *15:01, *15:02, *16:01, *16:02
11 G 3,69 | 1,99-6,84 | 3,45x10° D,L,PSV *07:01
13 Y 3,69 | 1,99-6,84 | 3,45x10° F.G,HR,S *07:01
14 K 3,69 | 1,99-6,84 | 3,45x107° E *07:01
25 Q 3,69 | 1,99-6,84 | 3,45x10° R *07:01
ALA-DRBL 30 L 3,69 | 1,99-6,84 | 3,45x10° C,.GHRY *07:01
37 F 3,69 | 1,99-6,84 | 3,45x10° L,N,S,Y *07:01
57 Vv 3,52 | 2,00-6,19 | 1,31x10° D,S *07:01, *09:01, *12:01
60 S 3,52 | 2,00-6,19 | 1,31x10° Y *07:01, *09:01, *12:01
73 G 2,96 | 1,71-5,12 | 1,10x10™ A *07:01, *03:01
74 Q 3,69 | 1,99-6,84 | 3,45x10° AELR *07:01
78 Vv 4,01 |2,18-7,37 | 8,16x10° Y *07:01, *09:01
47 K 3,69 | 1,99-684 | 3,45x10° C,QR *02:01
HLA-DOAL 50 L 3,03 | 1,78-5,14 | 4,09x10° EV *02:01, *03:01
52 H 3,69 | 1,99-6,84 | 3,45x10° R,S *02:01
53 R 3,03 | 1,78-5,14 | 4,09x107° K,Q *02:01, *03:01
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Riziko

HLA l6kusz | AS pozicié® AQ? OR?® | 95% CI* | p-érték® Mas lehetséges AS® A riziko AS-at kédolé HLA allélok
HLA-DQA1 54 L 3,69 | 1,99-6,84 | 3,45x10° F *02:01

28 S 2,87 | 1,66-4,97 | 1,69x10 T *02:01, *02:02

30 S 2,87 | 1,66-4,97 | 1,69x10 HY *02:01, *02:02

37 [ 2,87 | 1,66-4,97 | 1,69x10* DY *02:01, *02:02

46 E 2,87 | 1,66-4,97 | 1,69x10* Vv *02:01, *02:02

47 F 2,87 | 1,66-4,97 | 1,69x10* Y *02:01, *02:02
HLA-DQB1

52 L 2,87 | 1,66-4,97 | 1,69x10 P *02:01, *02:02

55 L 2,87 | 1,66-4,97 | 1,69x10 P.R *02:01, *02:02

57 A 2,60 | 1,58-4,26 | 1,61x10™* D,S,\V *02:01, *02:02, *03:02, *03:04, *03:05

71 K 2,87 | 1,66-4,97 | 1,69x10* ADT *02:01, *02:02

74 A 2,87 | 1,66-4,97 | 1,69x10* E,S *02:01, *02:02

A korrigalt szignifikancia hataron beliili p-értékek (Bonferroni; p<2,66 x 107) félkdvérrel jeloltek.

Az aminosav pozicidja a HLA II fehérje szekvenciajaban az iranyit6 szignalszekvencia nélkdil.

2Az aszparaginaz hiperszenzitivitassal pozitivan asszocialé aminosav.

3A tobbvaltozos logisztikus regresszidval tesztelt dsszefliggés az aszparaginaz hiperszenzitivitassal.

“95%-0s konfidencia-intervallum.

SA vizsgalt populacioban eléforduld mas aminosavak.
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Erdekes modon az aszparaginaz tlérzékenységgel szignifikdnsan pozitivan asszociald
aminosavak koziil mindegyiket koédolja a HLA-DQB1*02:02 allél, mig a mésik HLA-
DRB1*07:01 alléllal kapcsoltsagot mutato HLA-DQB1 allél, a HLA-DQB1*03:03 egyik
hajlamosité aminosavat sem. Ezek az eredmények alatamasztjak a HLA-DRB1*07:01-
HLA-DQA1*02:01-HLA-DQB1*02:02  haplotipus = meghataroz6  szerepét az

aszparaginaz hiperszezitivitas kialakulasanak fokozott kockézataban.
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4.3 Az aszparaginaz hiperszenzitivitas és a CYP344 rs2246709

polimorfizmus hatasa a betegek tulélésére

Korabban 6sszefliggést talaltunk a CYP3A4 152246709 polimorfizmus ¢és a gyermekkori
ALL-es betegek eseménymentes és Ossztulélése kozott [84]. Jelen munkdmban a
tuléléselemzéshez a korabbival részben atfedd, de ujabb betegekkel kiegészitett
populacidt és frissitett tilélési adatokat haszndltam. Kaplan-Meier modszer segitségével
vizsgaltam az aszparaginaz hiperszenzitivitas és a CYP3A4 rs2246709 polimorfizmus
hatasat a betegek eseménymentes és Ossztulélésére. A talélési gorbéket Mantel-Cox
teszttel hasonlitottam 0Ossze. A CYP3A4 1s2246709 polimorfizmus és a betegek
Ossztulélése kozott szignifikans Osszefliggést talaltam (p=0,024), az eseménymentes
talélésiikben azonban nem volt kiilonbség (p=0,074; 11. &bra). Ezzel ellentétben az
aszparaginaz talérzékenységi reakciok kialakuldsét vizsgdlva a betegek eseménymentes
talélésében tudtam szignifikans eltérést igazolni (p=0,047). A betegek Ossztulélési
idejében nem talaltam szignifikans kiillonbséget (p=0,296; 11. abra).
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11. abra. A CYP3A4 rs2246709 polimorfizmus és az aszparaginaz hiperszenzitivitas hatdsa a
gyermekkori ALL-es betegek tulélési mutatoira.

Ezt kovetden Cox-regresszio alkalmazasdval az aszparagindz hiperszenzitivitds €s
rizikéfaktorai, valamint a CYP3A4 rs2246709 polimorfizmus talélésre vonatkozo relativ
kockézatat hataroztam meg. A CYP3A4 polimorfizmus hatdsat az Gssztalélésre ez az
elemzés is megerdsitette. A legkedvezdtlenebb genotipus a GG homozigoéta volt, amely
csoportban a betegek elhaldlozdsdnak kockézata hdaromszoros volt az AA
homozigoétakéhoz képest (HR=3,10 (1,22-7,88); p=0,018; 20. Téablazat). Az
eseménymentes talélésben nem taldltam szignifikans eltérést. Cox-regresszidval

vizsgalva az aszparaginaz hiperszenzitivitasnak nem volt hatasa sem az eseménymentes,

sem az gssztulélésre.
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20. Tablazat. Az ALL-es betegek dssztiilélésének egy- és tobbvaltozos vizsgalata.

Viltozé Egyvaltozos Tobbvaltozos
HR 95% ClI p-érték HR 95% ClI p-érték

Aszparaginaz hiperszenzitivitas nincs (1,00) (1,00)

van 1,41 (0,74-2,67) 0,298 1,16 (0,58-2,33) 0,679
Nem fin (1,00) (1,00)

lany 0,65 (0,33-1,26) 0,201 0,72 (0,36-1,43) 0,344
Rizikocsoport SR (1,00) (1,00)

MR 1,28 (0,57-2,88) 0,549 1,23 (0,53-2,89) 0,633

HR 2,98 (1,12-7,94) 0,029 2,84 (0,99-8,13) 0,052
Immunfenotipus pre-B (1,00) (1,00)

T 0,96 (0,37-2,46) 0,924 0,66 (0,25-1,77) 0,409

egyéb 0,70 (0,17-2,96) 0,631 0,72 (0,17-3,05) 0,652
Eletkor <10 év (1,00) (1,00)

>10 év 1,42 (0,67-3,01) 0,354 1,33 (0,60-2,92) 0,481
CYP3A4 rs2246709 AA (1,00) (1,00)

AG 0,75 (0,36-1,55) 0,430 0,79 (0,38-1,65) 0,531

GG 2,73 (1,10-6,77) 0,031 2,97 (1,18-7,51) 0,021

A p=0,05 szignifikancia hatar alatti éredmények félkovérrl jeloltek. HR (=hazard arany); 95% CI (=95%-0s konfidencia intervallum).
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A tobbvaltozos elemzést nemek szerint kiilon elvégezve a CYP3A4 rs2246709
polimorfizmus GG genotipusdnak hatdsa csak a fiak esetében volt szignifikans
(HR=3,07 (1,09-8,65); p=0,034), mig a lanyok esetében megfigyelhetd
kockazatnovekedés nem érte el a szignifikancia hatart (HR=2,37 (0,27-20,83);
p=0,436).
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5 Megbeszélés

Els6 tanulményunk «célja a GRIAL ¢és GALNT10 gének aszparaginaz
hiperszenzitivitisban betoltott szerepének vizsgalata volt egy nagy 576 {0s
magyarorszagi gyermekkori ALL-es betegpopulacion.

A GRIAL polimorfizmusai koziil 1 szinonim és 2 intronikus SNP mutatott 6sszefiiggést
az ALL-es betegek bizonyos alcsoportjain beliil. A GALNT10 gén polimorfizmusaival
nem taldltunk asszociaciot.

Korabban Chen ¢s mtsai tobb mint 500 000 SNP-t vizsgaltak 485 gyermekkori ALL-es
beteg mintdjan. Betegeiket egy 322 fos ,.felfedez6” ¢és egy 163 fos ,,validalo”
populéacidra osztottak fel. Osszefiiggést talaltak az 5g33 régioban elhelyezkedé GRIAL
gén 154958351 ¢és tovabbi 4 intronikus polimorfizmusa és az aszparaginaz
hiperszenzitivitas kozott mindkét vizsgalati betegpopulacion [76]. Ezt az eredményt
késébb megerdsitették egy viszonylag kicsi, 146 f6s szlovén populacion is [77]. Chen és
mtsai a az ugyanabban a kromoszomarégioban elhelyezked6 GALNT10 gén variansaival
is talalt 0sszefliggést a kezdeti felfedezd populdcion, azonban ezt a validalé populacion
nem tudtak megerdsiteni [76].

A GRIAL gén az ionotrép o-amino-3-hidroxi-5-metil-4-izoxazol-propionat (AMPA)
receptor glutamat-receptor 1 (GluR1) alegységét kodolja. E receptorcsalad tagjai a
GluR1-4 alegységekbol épiilnek fel, és homomer vagy heteromer komplexeket
alkotnak. A komplexek ligandfiiggd ioncsatorndkat képeznek, melyek a kdzponti
idegrendszer glutamaterg neurotranszmissziojaban jatszanak szerepet

(www.genecards.org) [105, 106].

Friss tanulmanyok a glutamat immunmodulator szerepét is felvetik [76, 77, 107]. Els6
alkalommal Lombardi és mtsai irtak le az ionotrop glutamat receptorok jelenlétét human
T-limfocitak felszinén. Ugyanez a tanulmény igazolta T-sejt aktivacioban az AMPA
receptorok Ca”" bearamlast potencirozd szerepét [108]. Késobbi vizsgalatokban
naiv/nyugvo T-sejteken a glutamadt AMPA receptorok kozvetitette, adhézidt és
migraciot eldsegitd hatasat igazoltak [109-111]. Ezen feliil szamos glutamat receptor és
transzporter expresszidjat irtdk le immunsejtekben, koztiik dendritikus sejtekben is. A
nyirokcsomoékban a T-limfocitdkkal kélcsonhatasba 1ép6 dendritikus sejtek glutamétot

bocsatanak ki magukbol. Pancheco és mtsai kimutattak, hogy ebben az interakcioban a
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glutamat nagyon hatasos szabalyozdja a T-sejt-medidlt iummunvalasz elinditasanak
[111].

Mindezek mellett, azon tul, hogy malignus allapotokban eleve jellemzd az emelkedett
plazma glutamat szint, az aszparaginadz glutaminaz-aktivitasa kovetkeztében a hasitasi
termék, a glutamat szintje jelent6sen megemelkedik, melynek mértéke nagy egyéni
kiilonbségeket mutat [112].

A fentieck alapjan feltételezheté, hogy a glutamat-jelatviteli  Otvonalak
génpolimorfizmusai befolydsolhatjdk az aszparaginaz hiperszenzitivitas kialakulasanak
kockézatat.

A teljes ALL-es betegpopulacionkat vizsgalva nem talaltunk osszefiiggést az rs4958351
¢és az aszparaginaz tulérzékenység kozott. A betegalcsoportok vizsgalatanal azonban a
ritka A allél hatisa jelentds kiillonbségeket mutatott. Mig igen jelentds mértékben
csokkentette (OR=0,05) az aszparaginaz hiperszenzitivitas kialakuldsdnak esélyét a T-
sejtes betegekben, addig szignifikdns Osszefiiggést nem tudtunk kimutatni a pre-B-
sejtes, jelentdsen nagyobb betegcsoport esetében.

Ezzel szemben Chen és mtsai, majd késébb Raji¢ és mtsai az rs4958351 ritka A alléljat
rizikéfaktorként azonositottak. A latszolagos ellentmondas egy lehetséges feloldasa az
lehet, hogy ezekben a korabbi vizsgalatokban a T-ALL-es betegek alacsony szama miatt
nem végeztek immunfenotipus szerinti alcsoportokra bontast, és igy a pre-B-sejtes
betegeken megfigyelhetd ellentétes irdnyu Osszefiiggés maszkirozhatta az A allél
kisszamu T-sejtes betegekben kifejtett védé hatdsat. Tudomasunk szerint mi irtuk le
ALL-es betegeken.

Vizsgéalatunkban az intronban elhelyezkedd rs2055083 polimorfizmus ritka allélja erds
védd faktornak bizonyult az aszparaginidz hiperszenzitivitdssal szemben a kozepes
kockéazata ALL-es betegek alcsoportjaban. Eddig mas kézlemény nem jelent meg errdl
a polimorfizmusrol.

A neurologia teriiletén egy olasz eset-kontroll tanulmanyban az rs707176 allél-
eloszlasaban jelentds kiilonbséget talaltak skizofrén betegekben a kontroll populacidhoz
képest [113]; valamint egy masik munkacsoport Osszefiiggésbe hozta gyermekkori
obszessziv-kompulziv zavarok kialakulasaval is [114]. Immunmodulaldé szerepét

vizsgadlva mi azt taldltuk, hogy ez, a GRIAl gén 3-as exonjdban talalhato,
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aminosavcserét nem okozo C/T tranzicid az E. coli aszparaginaz hiperszenzitivitas
kialakulasanak fokozott kockazataval asszocial IR ALL-es betegekben (p=6.76 x 10-3).
A homozigota CC genotipust lanyoknak jelentdsen megnott az esélye a tulérzékenységi
reakciora (OR=4,03 (1,48-10,94)), mig a fiuk esetében nem tudtunk kimutatni ilyen
Osszefiiggést. Eredményiink felveti az aszparagindz hiperszenzitivitds genetikai
hatterének nemek szerinti kiilonbozdségét.

A GRIAL gén 0sszes altalunk vizsgalt polimorfizmusa aminosavcserét nem okozo vagy
intronban elhelyezkedd polimorfizmus. Ezeknek az un. ,,csendes” polimorfizmusoknak
a funkcionalis szerepe maig nem teljesen tisztazott. A szinonim SNP-k esetében tobb
mechanizmust is feltartak mdr, amelyen keresztiil hatassal lehetnek a fehérjék
transzkripcids faktorok, illetve mikroRNS-ek kotOhelyeinek megvaltoztatasaval vagy az
MRNS-ek masodlagos strukturajanak modositasaval [115]. Az altalunk azonositott
SNP-k patomechanizmusban betdltott szereplik tisztdzdsara tovabbi funkcionalis
vizsgalatok sziikségesek.

Egyvaéltozos ¢és tobbvaltozds logisztikus regresszioval vizsgaltuk a nemek, kor,
rizikdcsoport, az ALL immunfenotipusa és az SR és IR betegek indukcio alatt kapott
aszparaginaz dozisa szerinti alcsoportok hatasait az E. coli aszparaginaz
hiperszenzitivitas kialakulasanak a kockazatara.

A HR csoportba tartoz6 betegeknek megkdozelitleg hatszor nagyobb volt az esélyiik az
aszparaginaz hiperszenzitivitdsra az SR csoportba tartozokéhoz képest (OR=5,88 (2,85-
12,15), p=2,00 x 10°). A talérzékenységi reakciok eléforduldsa szignifikdnsan nem
kiilonbozott az IR és SR csoportok kozott. Ennek a magyardzata az lehet, hogy a HR
agon a kezelés jelentdsen eltér az IR és SR agakéhoz képest; a betegek az aszparaginazt
tobb alkalommal és nagyobb dozisokban kapjak.

Az aszparagindz hiperszenzitivitas el6forduldsa IR agon a konszolidacids kezelést
kovetéen a reindukcid elsd dozisanal volt a legmagasabb — az Gsszes aszparaginaz
tulérzékenységi reakcid megkozelitdleg 70%-a ekkor kovetkezett be. A konszolidacios
kezelés alatt a beteg nem kapnak aszparaginaz készitményt. Ez egybevag azzal a
korabban megfigyelt jelenséggel, amely szerint a kezelésben tartott sziinetet kdvetden

ujra alkalmazott aszparaginaz noveli a hiperszenzitivitas kialakulasanak esélyét [22,
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50]. Ennek hatterében az indukcios fazisbeli szenzitizaciot kovetd konszolidacios fazis
alatti immunkompetens B-sejt-proliferacio és antitesttermelés allhat [77, 79].

DNS mintaink egy kisebb része diagnosztikus mintakbol szarmazott. Feltételezéslink
szerint a leukemogenesis sordn az altalunk vizsgalt génpolimorfizmusok
megvaltozasanak a valoszinlisége extrém moddon alacsony. Ahhoz, hogy ezt igazoljuk,
az elemzéseinket e mintdk kizarasaval is elvégeztik, ¢és kiszamoltuk az
allélfrekvencidkat a remisszios és a diagnosztikus mintdk adatain kiilon-kiilon. Az
altalunk azonositott Gsszefiiggések a kisebb populacion is szignifikansak voltak, az
allélfrekvencidkban pedig nem talaltunk jelentds eltérést.

Masodik munkank célja a MHC II. régido E. coli aszparaginaz hiperszenzitivitasban
betoltott szerepének vizsgalata volt. A 359 f0s gyermekkori ALL-es betegpopuldcionk
adatait elemezve azt talaltuk, hogy a HLA-DRB1*07:01 és HLA-DQB1*02:02 allél az
aszparaginaz hiperszenzitivitds kialakuldsdnak fokozott kockazatdval asszocial.
Haplotipus-rekonstrukciot kovetden azt talaltuk, hogy a HLA-DRB1*07:01 allél a HLA-
DQB1*02:02 all¢llal alkotott haplotipusaban szignifikdns Osszefiiggést mutat.
Mindezek mellett a HLA-DQAL allélok kovetkeztetve bevonasat kovetéen a HLA-
DQA1*02:01 allél és a kiterjesztett haplotipus pozitiv asszocidciojat is azonositottuk.
Korabban, egy 2014-es tanulmanyban Fernandez ¢és mtsai 1870 eurdpai felmendkkel
rendelkezd ALL-es gyermeket vizsgalva Osszefiiggést irtak le a HLA-DRB1*07:01 all¢l
€s az aszparaginaz hiperszenzitivitas kozott [78]. Késobb ugyanez a munkacsoport egy
etnikailag eltér6 populacion is megerdsitette ezt a felfedezést. A mi magyar
populécionkat vizsgalva munkacsoportunk is azonositotta ezt az Osszefiiggést. A

haplotipusok rekonstrukcidjat kovetden ezen feliil viszont a HLA-DRB1*07:01 allél

aszparaginaz hiperszenzitivitassal; a masik, HLA-DRB1*07:01-HLA-DQB1*03:03
haplotipust vizsgalva viszont nem talaltunk ilyen 6sszefiiggést.

A HLA-DQB1*02:02 all¢l fontossagat az aszparaginaz hiperszenzitivitas kialakulasaban
bayesi megkozelitéssel is meg tudtuk erdsiteni. Abban az esetben, ha a HLA-DRB1 és
HLA-DQBL1 allélokat is belevettiikk a modellépitésbe, akkor csak a HLA-DQB1*02:02
allél mutatott erds kozvetlen relevanciat magas a posteriori valoszintiségi értékkel
(P=0,95). Ennek hatterében az allhat, hogy mig a HLA-DQB1*02:02 allél csak a HLA-
DRB1*07:01 alléllal egy haplotipuson van jelen a vizsgalt populdcidoban, addig a HLA-
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DRB1*07:01 allél kétféle haplotipuson is megtalalhatd, de Osszefiiggést csak a HLA-
DQB1*02:02 all¢llal egyiitt alkotott haplotipusaval tudtunk kimutatni. A HLA-
DQA1*02:01 allél teljes kapcsoltsagi egyensulytalansagot mutatnak egymadssal. Ezek
alapjan feltételezhetd, hogy a HLA-DQ Id6kusz is jelentds szerepet jatszhat az
aszparaginaz hiperszenzitivitas kialakulasaban.

Amikor azonban a peptidkdtd zsebekben elhelyezkedd aminosavakat vizsgaltuk, ennek
kissé ellentmond6 eredményekre jutottunk. Ahogyan az jol ismert, a HLA-D gének (az
MHC Il. osztadlyanak génjei) altal kodolt fehérjéknek kritikus szerepiik van az
extracellularis antigénekkel szembeni immunvalasz kialakuldsdban. Az antigén-

prezentalo sejtek MHC II komplexhez kototten processzalt antigének vagy epitdpok

crer

......

erésebben koti a peptidkotd zsebében az epitdpot, annal valdsziniibb, hogy
immunvalaszt képest kivaltani. A kotés erdsségét az MHC II komplex negyedleges
szerkezete hatarozza meg, ami fligg a komplexet alkotd fehérjék aminosav-
Osszetételétol.

A 19. Tablazat az aszparagindz hiperszenzitivitassal asszocialé aminosavakat, valamint
a hajlamosité aminosavakat kodol6 HLA allélokat mutatja be. Az E. coli aszparaginaz
epitopokat illetden Fernandez és mtsai bioinformatikai eszkdzok segitségével a HLA-
DRB1*07:01 allélt az erdsen kotd allélnak hataroztdk meg, és ezt az aszparagindz
DQBI fehérje szamos aminosavaval is talaltunk 6sszefiiggést, amelyek koziil az 6sszes
megtalalhatd volt a HLA-DQB1*02:02 allél termékében. Ugyanakkor, mig a HLA-
DQB1*02:01 all¢l altal kodolt fehérje is tartalmazta ugyanezeket az aminosavakat, az
allél nem mutatott Osszefliggést az aszparaginaz tulérzékenységgel. A polimorf
aminosav poziciok vizsgalata alapjan tehat nem lehet egyértelmiien kovetkeztetni arra,
hogy miért asszocidltak a HLA-DQB1*02:02 allél aminosavai az aszparagindz
hiperszenzitivitassal. Ezek alapjan arra kovetkeztethetliink, hogy bar a HLA-
DQB1*02:02 allél jelenléte dontd lehet az aszparaginaz tulérzékenység kialakulasaban,

de a HLA-DRB1*07:01 és/vagy HLA-DQAL1*02:01 allélok szintén sziikségesek a
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kockézatfokozodas kialakulasahoz, amely felveti a lehetséget, hogy a Kkiterjesztett
haplotipus szerepe fontosabb ebben a kérdésben, mint az egyedi alléloké.
Tanulményunknak egy masik érdekes felfedezése is volt. A T-ALL-es betegek korében
jelentdsen alacsonyabb volt a HLA-DQB1*02:02 all¢lt hordozok aranya, mint a pre-B-
sejtes betegek esetében (6,5% a T-sejtes és 19,2% a pre-B-sejtes betegek esetében).
Ennek kétféle magyarazata is lehet. Az allél egyarant fokozhatja a pre-B-sejtes leukémia
kialakulasat, vagy védo szerepe is lehet a T-sejtes betegség kialakulasaval szemben.
Korabban 0sszefiiggést talaltak a HLA-DQB1*02:02 allél és a coeliakia kialakulasanak
fokozott kockazata kozott, ami az allél autoimmun és hiperszenzitivitasi potencialjat
jelzi [116]. Habar egészséges kontroll populacion nem hataroztuk meg a gyakorisagat
ennek az allélnak, az Allele Frequency Net adatbazisban a kaukédzusi populaciora
vonatkozé érték a mi pre-B-sejtes betegeink értékéhez volt hasonld. igy a coeliakiaban
mutatott hajlamosité szerepével szemben a HLA-DQB1*02:02 allél csokkentheti a T-
sejtes ALL kialakuldsanak a kockdzatat. Tovabba, mivel ez az allél kizarolag a HLA-
DRB1*07:01-HLA-DQA1*02:01-HLA-DQB1*02:02 haplotipusban fordult eld, ez
felveti a lehetdségét annak, hogy a haplotipusnak is van védé szerepe a T-ALL
kialakuldsaval szemben, a pre-B-sejtesével szemben azonban nincs. Termeszétesen
ugyanebbdl a populaciobdl mas alanyok bevonasa is sziikséges lenne ahhoz, hogy
igazolni tudjuk ezt a feltevést.

Néhany esetben a HLA-DQAL allélokra nem lehetett egyértelmiien kovetkeztetni, az
Allele Frequency Net adatbazisban elérhetd adatok bizonytalansagabol fakadoan.
Ezekben az esetekben a tovabbi analizisekhez a bizonytalan allélokat az egyik

lehetséges kategoriaba soroltuk (21.Tablazat).
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21. Tablazat. A bizonytalan HLA-DQAL1 allélok kategorizalasa.

Haplotipus DQAL allél

HLA-DRB1*04:01-HLA-DQA1*03:01/*03:02-HLA-DQB1*03:01

HLA-DRB1*04:01-HLA-DQA1*03:01/*03:02-HLA-DQB1*03:02

HLA-DRB1*04:03-HLA-DQA1*03:01/*03:02-HLA-DQB1*03:02

HLA-DRB1*04:05-HLA-DQA1*03:01/*03:02-HLA-DQB1*03:02 — oS0
HLA-DRB1*04:07-HLA-DQA1*03:01/*03:02-HLA-DQB1*03:01
HLA-DRB1*09:01-HLA-DQA1*03:01/*03:02-HLA-DQB1*03:03
HLA-DRB1*10:01-HLA-DQA1*01:01/*01:04-HLA-DQB1*05:01 — *01:01°
HLA-DRB1*13:01-HLA-DQA1*01:02/*01:03-HLA-DQB1*06:03 SN *01:03°
HLA-DRB1*13:03-HLA-DQA1*05:01/*05:05-HLA-DQB1*03:01 — *05:01°

A legtobb esetben a lehetséges allélok 2-es exonjai megegyeztek transzlacios szinten,
valamint a két allél koziil csak az egyikre lehetett olyan populacids adatot talalni az
adatbazisban, ahol a HLA-DQALI allél egyértelmii meghatarozasra keriilt.

A HLA-DRB1*13:01-HLA-DQA1*01:02/*01:03-HLA-DQB1*06:03 haplotipus
esetében a HLA-DQAL lokuszra vonatkozoan nem egyértelmii eseteket a HLA-
DQA1*01:03 allélok kozé soroltuk, mert a kaukdzusi populaciokra vonatkozd
haplotipus-gyakorisdgi adatok alapjan ez tlint valoszinlibbnek. Az adatbdzis alapu
kiterjesztett  haplotipus-rekonstrukci6  megbizhatosaganak novelése érdekében
alkalmazott szigort algoritmus a gyakori haplotipusok feliilreprezentaltsagahoz vezetett.
A tanulmanynak azonban szamos erdssége is van. A vizsgalt ALL-es betegpopulacionk
viszonylag nagynak és etnikai eredetét tekintve homogénnek (eurdpai) tekinthetd. Ezen
kiviil Gjgeneracios szekvenalast alkalmaztunk a HLA-DRB1 ¢és HLA-DQB1 allélok
meghatarozasahoz, ami megbizhatobb eredményt ad a tobbi tanulmanyban alkalmazott
SNP-alapt imputacios modszerekhez képest. Emellett a szekvencia alapt HLA tipizalas
— a koltséges és nehézkes in vitro HLA tipizalassal szemben — lehet6séget adott a HLA
allélok polimorf aminosav pozicidinak vizsgalatara i1s. Végezetil pedig a mi
tanulmanyunk vizsgélta elséként a HLA haplotipusok szerepét az aszparaginaz
hiperszenzitivitdsban, ¢s eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy az egyetlen
allél alapt kockéazatbecslésnél a HLA haplotipus alapli pontosabban jelezheti elére az

aszparaginaz hiperszenzitivitas kialakulasat.
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A Kaplan-Meier médszerrel végzett tuléléselemzés az aszparaginaz hiperszenzitivitas
szignifikans hatasat igazolta a betegek eseménymentes tulélésére (p=0,047). Ezt az
Osszefiiggést Cox-regresszidval azonban nem tudtuk megerdsiteni.

Az ¢letveszélyes toxicitdsok kialakulasa miatt nem teljesitett aszparaginaz kezelés
Osszefliggést mutat a betegség rossz kimenetelével [14-20]. Hiperszenzitivitasi reakcio
esetén ezért kritikus jelent6ségli, hogy kiilonb6z0 antigenitdsi aszparaginaz
készitmények lehessenek elérhetéek a beteg szamara. Az aszparagindz expoziciot
csokkentd talérzékenységi reakcido kialakuldsa esetén egy masik aszparaginaz
készitményre torténd valtas lehetdvé teszi az eldirt aszparaginadz kezelés maradéktalan
teljesitését. El6fordulhat, hogy a nativ E. coli készitményre kialakul6 hiperszenzitivitas
miatt a pegilalt készitményre torténd valtas esetén a korabban létrejott E. coli
aszparaginaz ellenes antitestek a pegilalt enzimet is képesek neutralizalni. Ez nem
minden esetben manifesztalodik ujabb talérzékenységi reakcidoként, a gyogyszer
csendes inaktivacidja formajaban is bekovetkezhet [52, 63]. Ez az enzim aktivitasanak
monitorozasdval tetten érhetd lenne. Vizsgalatunk soran ilyen adatok nem alltak a
rendelkezésiinkre. Elképzelhet6, hogy a Kaplan-Meier modszer segitségével kimutatott
kedvezbtlenebb eseménymentes tulélés (ahol eseményként definidltuk a beteg
elhalalozasat vagy a betegség kiujulasat) néhany beteg esetében ennek a jelenségnek
tudhato be. Ez felveti az aszparaginaz aktivitds kovetésének sziikségességét a terapia
soran.

A Kaplan-Meier modszerrel végzett taléléselemzés a korabbi vizsgalatainkkal
Osszhangban a CYP3A4 rs2246709 polimorfizmus szignifikans hatdsat igazolta a
betegek Ossztulélésére (p=0,024). Ezt az Osszefiiggést az egy- és tobbvaltozos Cox-
regresszios vizsgalat is megerdsitette. A homozigéta GG genotipusu betegeknek
szignifikdnsan kedvezotlenebb életkilatasai voltak (HR=3,10 (1,22-7,88); p=0,018), a
nemek szerinti bontasban azonban ez a hatas csak a fiuk esetében érte el a szignifikancia
hatart (HR=3,10 (1,10-8,74); p=0,033). Korabban azt talaltuk, hogy az AG
heterozigdtak, és azon belill is a fiuk rendelkeznek szignifikdnsan kedvezdébb a ttlélési
arannyal [84]. Erdekes modon azonban ugy tiinik, hogy hosszabb kovetési idot
vizsgalva az AG genotipustiak korabban megfigyelt kedvez6 hatasaval szemben a GG

genotipusak kedvezdtlen hatésa keriil el6térbe (9. dbra).

90



DOI:10.14753/SE.2018.2066

Szamos tanulmény szamolt be a nemek kozott szignifikdnsan eltéré6 CYP3A4
expressziorol [117-119]. A lanyok esetében hianyzo 0sszefiiggés hatterében allhat ez a
kiilonbozdség, de a vizsgalatba bevont lanyok kicsivel alacsonyabb szama is lehet az
okozoja. A CYP3A4 polimorfizmus szerepét a gyermekkori ALL-ben Gézsi Andras
doktori értekezésében targyalja részletesen [87].

Meg kell jegyezni, hogy tanulmanyainknak vannak korlatjai. El16szor is azok a betegek,
aki a kemoterapia soran meghaltak terapia-rezisztens betegséglik progresszidja vagy
infekcio kovetkeztében alulreprezentaltak a vizsgalt ALL-es populacionkban. Tovabba
az E. coli aszparaginaz hiperszenzitivitasra vonatkozo adatokat retrospektiven
gyujtottiik a betegek egészségiigyi dokumentacidjabol. Ez a mdodszer nem teszi lehetové
minden beteg esetében, hogy a hiperszenzitiv reakcid lefolyasanak és kezelésének

részletes leirdsdhoz jussunk, és a reakcio fokat pontosan meghatarozzuk.
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6 Kovetkeztetések

Munkam soran az alabbi kovetkeztetéseket vontuk le:

1. A vizsgalt gyermekkori ALL-es betegek korében a GRIAL és GALNT10 gének
koziil a GRIAL polimorfizmusai mutattak szignifikdns Osszefliggést az E. coli
aszparagindz hiperszenzitivitassal. A  kordbban azonositott rs4958351
polimorfizmus A alléljanak ellentétes hatasat mutattuk ki a T-ALL-eS
betegalcsoporton. Mas alcsoportokon beliil tovabbi két polimorfizmus, az
rs2055083 ¢és rs707176 asszocidlt az aszparagindz talérzékenységgel. Az
azonositott GRIA1 polimorfizmusok befolyasolhatjdk az aszparaginaz
hiperszenzitivitas kialakuldsat, hatdsuk azonban jelentdsen eltérhet az egyes
alcsoportokon beliil.

2. A HLA-DRB1*07:01 ¢s HLA-DQB1*02:02 all¢lt jelenléte a betegekben
szignifikansan asszocialt az aszparagindz talérzékenység kialakulasaval.
Haplotipus-rekonstrukciot és a HLA-DQAL alléladatok bevonasat kovetden a
HLA-DRB1*07:01-HLA-DQA1*02:01-HLA-DQB1*02:02 haplotipus
hordozdsa szignifikansan fokozta az aszparagindz hiperszenzitivitas
el6fordulasanak kockazatit az ALL-es betegekben. A kiterjesztett haplotipust
hordozd betegek esetében megfontolandd lehet més antigenitdsu aszparagindz
készitmény alkalmazasa elsé vonalbeli kezelésként.

3. Az aszparagindz hiperszenzitivitds szignifikdnsan befolyasolta a BFM
protokollokkal kezelt gyermekkori ALL-es betegek eseménymentes ttlélését. Ez
felveti a az aszparaginaz-szintek monitorozasanak sziikségességét az optimalis
terapias hatas elérése érdekében.

4. A CYP3A4 152246709 homozigdéta GG genotipusu betegek Ossztulélése
szignifikdnsan rosszabbnak bizonyult az AA genotipusi beteghez képest.
Nemek szerinti bontasban ez az 0sszefiiggés a fitk esetében volt szignifikans.
Tovabbi vizsgalatok sziikségesek a CYP3A4 152246709 polimorfizmus

funkcidjanak tisztazasara.
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7 Osszefoglalas

A hiperszenzitivitas a gyermekkori akut limfoblasztos leukémias (ALL-es) betegek
korében hasznalt nativ E. coli aszparaginaz leggyakoribb doziskorlatozé mellékhatasa.
Célunk magyarorszagi betegek bevonasaval az aszparaginaz hiperszenzitivitas genetikai
hatterének, tovadbba az aszparagindz hiperszenzitivitds ¢s a CYP3A4 rs2246709
polimorfizmus talélési mutatokra gyakorolt hatasanak vizsgalata volt.

A GRIAL és GALNT10 gén 6sszesen 20 egypontos nukleotid-polimorfizmusanak (SNP)
Osszefliggéseit az aszparagindz hiperszenzitivitassal 505 betegen vizsgaltuk. A T-ALL-
es betegalcsoportban a GRIA1 1rs4958351 AA/AG genotipusi betegeknek
szignifikansan alacsonyabb kockazatuk volt az aszparagindz hiperszenzitivitas
kialakulasara 6sszehasonlitva a GG genotipusu betegekkel. A pre-B sejtes alcsoporton
nem taldltunk Osszefiiggést. Tovabbi két GRIAL polimorfizmus, a rs2055083 ¢és
rs707176 mutatott szignifikans Osszefiiggést az aszparaginaz hiperszenzitivitassal
bizonyos alcsoportokon beliil. Eredményeink alapjan a GRIAL polimorfizmusok
befolyéssal lehetnek az aszparagindz hiperszenzitivitas kialakulasara; hatdsuk azonban
jelentésen eltérhet a kiilonb6zo betegalcsoportokban.

A HLA 1L régio HLA-DRBL1 ¢s HLADQBL1 alléljainak és haplotipusainak aszparaginaz
tulérzékenységében betoltott szerepét 359 gyermekkori ALL-es beteg bevondsaval
vizsgaltuk. A HLA-DRB1 ¢és HLADQB1 allélokat 0j generacids szekvenalassal
azonositottuk. A HLA-DRB1*07:01 és HLA-DQB1*02:02 all¢lt hordozd betegeknek
szignifikansan nagyobb volt a kockazatuk az aszparaginaz talérzékenység kialakulasara.
Haplotipus-rekonstrukciét kovetéen a HLA-DRB1*07:01-HLA-DQA1*02:01-HLA-
DQB1*02:02 haplotipust hordozd betegek fokozott kockzatat azonositottuk. A
kiterjesztett haplotipust hordozo betegek esetében megfontolandd lehet mas antigenitasu
aszparaginaz készitmény alkalmazasa elsé vonalbeli szerként.

A gyerekkori ALL-esek talélési mutatdéit 476 fos populacion vizsgaltuk. Az
aszparagindz hiperszenzitivitds kialakuldsa rosszabb eseménymentes taléléssel
asszocidlt. Ez felveti az aszparaginaz-szint monitorozasanak a sziikségességét. A
CYP3A4 152246709 homozigdta GG genotipusu betegek kedvezdtlenebb Ossztalélését
igazoltuk. Az SNP funkciojanak tisztdzasahoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
Eredményeink hozzajarulhatnak a kevesebb gyogyszermellékhatast és kedvezdbb

tulélést célzo személyre szabott orvoslas fejlodéséhez.
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8 Summary

Hypersensitivity reactions are the most frequent dose-limiting adverse reactions to
Escherichia coli-derived asparaginase in pediatric acute lymphoblastic leukemia (ALL)
patients. Our aims were to investigate genetic variants that might influence the risk to
asparaginase hypersensitivity as well as the impact of asparaginase hypersensitivity and
CYP3A4 rs2246709 on the survival rate of patients.

The sample and clinical data collection was carried out from 576 paediatric ALL
patients who were treated between 1990 and 2012 according to the protocols from the
Berlin—Frankfurt—Miinster Study Group.

A total of 20 single nucleotide polymorphisms (SNPs) in GRIAL and GALNT10 genes
were tested for associations in 505 patients. Patients with GRIAL rs4958351 AA/AG
genotypes showed significantly reduced risk to ASP hypersensitivity compared to
patients with GG genotype in the T-cell ALL subgroup, while no such association was
found in pre-B-cell ALL. Two additional SNPs in GRIA1 (rs2055083 and rs707176)
were associated with asparaginase hypersensitivity in certain subgroups of patients.
Genetic variants of GRIAL might influence the risk to asparaginase hypersensitivity, but
subgroups of patients can differ significantly in this respect.

The role of alleles and haplotypes in the HLA 1l region was investigated in 359 patients.
The HLA-DRB1 and HLA-DQB1 alleles were determined using next-generation
sequencing. Patients with HLA-DRB1*07:01 and HLA-DQB1*02:02 alleles had
significantly higher risk to develop asparaginase hypersensitivity. After haplotype
reconstruction the HLA-DRB1*07:01-HLA-DQA1*02:01-HLA-DQB1*02:02 haplotype
was associated with an increased risk. In case of patients with the extended haplotype, it
can be suggested to use another asparaginase preparation with different antigenic
properties as first-line treatment.

The survival rates of 476 pediatric ALL patients were also investigated. The
asparaginase hypersensitivity was associated with poorer event-free survival. Based on
this, the monitoring of asparaginase level in patients is suggested. Patients with CYP3A4
rs2246709 GG genotype had significantly poorer survival. Further investigations are
needed to clarify the function of this SNP.

Our results may contribute to the development of personalized medicine aiming less

frequent drug-induced adverse reactions and more favorable survival rates of patients.
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11 Koszonetnyilvanitas

Szeretném  megkoszonni  Prof. Dr. Falus  Andrasnak, hogy még
gyogyszerészhallgatoként a SE Genetikai, Sejt- ¢és Immunbiologiai Intézetébe
befogadott, és az altala szervezett tudomanyos egyiittmiikodésekkel lehetové tette,
példamutatassal, tanacsokkal és biztatassal segitette kutatdsi munkdmat. K&szondm
Prof. Dr. Buzas Editnek, hogy késébbi intézetvezetése alatt PhD hallgatoként
folytathattam megkezdett munkamat.

Koszonettel tartozom Prof. Dr. Szalai Csabanak, témavezetémnek a szakmai
Iranyitasaért és tamogatasaért, és nem hivatalos témavezetéimnek is, Félné dr. Semsei
Agnesnek ¢és Dr. Erdélyi Danielnek a rengeteg segitségért, tanitasért, szervezésért és
batoritasért, amiket az évek soran kaptam téliikk. K6szondm, hogy nyertes palyazataikkal
keretet biztositottak munkamhoz.

Ko6szondm a SE II. sz. Gyermekgyogyaszati Klinika igazgatdjanak, Prof. Dr. Szabé
Andrasnak, hogy tudoményos segédmunkatarsként befogadott, és igy biztositotta PhD
munkam befejezését. Nagyon koszondm Dr. Kovacs Gabor kedvességét és segitségét,
valamint a Magyar Gyermekhematologusok ¢és Gyermekonkolégusok Tarsasdganak
tamogatasat, melyek Ilehetové tették szdmomra az orszadgos szinti adat- és
mintagytijtést.

Halaval tartozom Dr. Gézsi Andrasnak a statisztikai kiértékelésekben és az
informatikai megkozelitésekben nyujtott sok segitségéért, otleteiért, magyarazataiért €s
megbizhaté munkdjéért.

Nagyon koszonom Sandorné Viangor Monikanak a laboratériumban nyujtott
segitségét, tanitasat és a helyes laboratoriumi gyakorlatra vald nevelését.

Ko6szonom Csanyiné dr. Sagi Juditnak a részvételét a betegek genotipizalasaban, halas
Koszonom a TDK hallgatok: Nagy Viktoria, Kelemen Andrea, Sipos Maté jo
kérdéseit, észrevételeit és segitségét.

Koszonom Dr. Molnar-Ersek Barbara és Készné Fodor Lili baratsagat, batoritasat,

témammal kapcsolatos gondolataikat.

112



DOI:10.14753/SE.2018.2066

Hazi védésem opponense, Dr. Pés Zoltan szadmos hasznos tandccsal és korrekcios
javaslattal segitette a dolgozat végsd formajanak kialakitasat. Koszonom kutatoi és
oktat6i példamutatasat, €s hogy mindig fordulhattam hozzé kérdéseimmel.

Halds vagyok a magyarorszagi gyermekhematoldgiai koézpontok munkatarsainak
baratsagos fogadtatasukért és segitségiikért az adat- és mintagyQjtésben. Kiilon
koszondom  Dr. Gabor Krisztina Mitanak (Szegedi Tudomanyegyetem,
Gyermekgyogyaszati Klinika), Dr. Ottéffy Gabornak és Dr. Vojcek Agnesnek (Pécsi
Tudomanyegyetem, Gyermekgyogyaszati Klinika, Onkohematologiai Osztaly), Prof.
Dr. Kiss Csongornak és Dr. Szegedi Istvannak (Debreceni Egyetem, Orvos- és
Egészségtudomanyi Centrum, Gyermekklinika, Hemato-Onkologiai Osztaly), Dr.
Puskas Noéminak (Borsod-Abauj-Zemplén Megyei Korhdz Gyermekegészségiigyi
Kozpont, Gyermekhaematoldgiai és CsontvelStranszplantacios Osztaly) és Dr. Péter
Gyorgynek (Heim Pal Gyermekkorhdz) a hozzajaruldsukat és segitségiiket.

Koszonettel tartozom a Pekingi Genomikai Intézetben Hongyun Zhang-nak, Xiaoqing
Yang-nak és Maocai Wu-nak a szekvencia-alapua HLA tipizalas elvégzéséért.
Koszonom a SE Genetikai, Sejt- és Immunbioldgiai Intézet minden dolgozdjanak a
segitséget, kedvességet €s tanitast, valamint annak a légkornek a megteremtését,
amelyben 6rom volt dolgozni.

Kosz6ném Dr. Vimlati Gabornak, hogy részmunkaidében dolgozhattam az Obuda
Patikaban, amivel tdmogatott PhD hallgat6i éveim alatt. K6szondm a lehetdséget, hogy
gyogyszerész szakmai tudasomat elmélyithettem és gyakorlati tapasztalatot nyerhettem,
illetve azt szinten tarthattam. A gyogyszertar Osszes dolgozdjanak koszondm a
kedvességét €s a tanitasat.

Végiil koszondm a csalddomnak, sziileimnek, testvéremnek és férjemnek a tdmogatast,
segitséget, batoritast, tanicsaikat és szeretetiiket, amely az alapjat biztositotta annak,

hogy ez a munka megsziilethessen.
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