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1. Roviditések jegyzéke

Rovidités Elnevezés

10-CHO-THF 10-formil-tetrahidrofolat

5,10-CH2=THF 5,10-metilén-tetrahidrofolat

5-CH3-THF 5-metil-tetrahidrofolat

5-CHO-THF 5-formil-tetrahidrofolat

6-MP 6-merkaptopurin

7-OH-MTX 7-hidroxi-metotrexat

ABC ATP-k6t6 domén (ATP-binding cassette)

ABCB1 ATP-koté doménnel rendelkezé B membranfehérje
alcsalad 1-es tagja

ABCC1l-4 ATP-ko6té doménnel rendelkezé C membranfehérje
alcsalad 1-4-es tagja

ABCG2 ATP-ko6té doménnel rendelkezd G membranfehérje
alcsalad 2-es tagja

ADA adenozin deaminadz

ADP adenozin-difoszfat

ALL akut limfoid leukémia

ALP alkalikus foszfataz

AMP adenozin-monofoszfat

ARID5B adeninben és timinben gazdag interaktiv domén 5B (AT
rich interactive domain 5B)

ATIC 5-aminoimidazol-4-karboxamid ribonukleotid
formiltranszferaz

ATP adenozin-trifoszfat

AUC koncentracio-id6 gorbe alatti teriilet (area under the

concentration-time curve)
B-ALL B-sejtes akut limfoid leukémia

BCR/ABL1 fzi0s fehérje, Philadelphia kromoszéma
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Rovidités Elnevezés

BCRP emlorak drogrezisztencia fehérje (breast cancer resistance
protein)

BFM Berlin - Frankfurt - Miinster

CART klasszifikacios és regresszios fa (classification and

regression tree)

CBS cisztation-béta szintaz

Cl konfidencia intervallum

CPDG2 karboxipeptidaz-G2, glukarpidaz

CRFL2 citokinreceptor-szerii faktor 2

CSF liquor (cerebrospinal fluid)

DAMPA 2,4-diamino-10-metilpteroilsav

DHF dihidrofolat

DHFR dihidrofolat reduktaz

dNTP dezoxinukleotid-trifoszfat

dTMP dezoxitimidin-monofoszfat

dUMP dezoxiuridin-monofoszfat

E2A-PBX1 fuzios fehérje: transzkripcios faktor 3—pre B-sejtes
leukémia homebox fehérje 1

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav

EFS eseménymentes tulélés (event free survival)

EIA enzim immunoassay

ERG eritroblaszt transzformacié-specifikus (ETS) transzkripcids

faktor csaladba tartozé regulator fehérje

ETV6-RUNX1 fazios fehérje: ets varians gén 6, TEL onkogén-AML1
onkogén

FBP folat kot6 fehérje (folate binding protein)

FOLR1 foléatreceptor 1

FPGS folilpoliglutamat szintaz

GART foszforibozil-glicinamid formiltranszferaz

GFR glomerularis filtracids rata
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Rovidités Elnevezés

GGH gamma-glutamil hidrolaz

GGT gamma-glutamil transzferaz

GLMM altalanos linearis kevert modell (general linear mixed
model)

GOT glutamin-oxalecetsav transzaminaz, aszpartat
aminotranszferaz

GPT glutamat-piruvat transzamindz, alanin aminotranszferaz

GWAS teljes genom asszociacios vizsgalat (genome wide

association study)

GzLMM altalanositott linearis kevert modell (generalized linear
mixed model)

HD- nagy dozisu (high-dose)

HOX11 T-sejtes leukémia homebox fehérje 1

HOX11L2 T-sejtes leukémia homebox fehérje 3

HPLC nagy nyomasu folyadékkromatografia (high-pressure liquid
chromatography)

HR magas rizikoju (high risk)

IAMP 21-es kromoszoma intrakromoszdmalis amplifikacioja

IMP inozitol-monofoszfat

IR kozepes rizikoju (intermediate risk)

JAK1 Janus kinaz 1

JAK3 Janus kinaz 3

KIR kozponti idegrendszer

LYL1 limfoblasztos leukémia transzkripcios faktor 1

MDR multidrog rezisztencia

MLL vegyes eredetii leukémia (mixed lineage leukemia)

MLL-AF4 fuzios fehérje: vegyes eredetii leukémia — AF4/FMR2

csalad 1-es tagja

MLL-ENL fazios fehérje: vegyes eredetii leukémia —tizenegy

tizenkilenc leukémia fehérje
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Rovidités Elnevezés

MRD minimalis rezidualis betegség (minimal residual disease)

MRP1-2 multidrog rezisztencia protein 1-2

MTHFD1 metilén-tetrahidrofolat dehidrogenaz 1

MTHFR metilén-tetrahidrofolat reduktaz

MTHFS 5,10-metilén-tetrahidrofolat szintetaz

MTR 5-metil-tetrahidrofolat-homocisztein metiltranszferaz

MTRR 5-metil-tetrahidrofolat-homocisztein metiltranszferaz
reduktaz

MTX metotrexat

MTX2 2 g/m?/24 6ra MTX-ot kapott csoport

MTX5 5 g/m*/24 6ra MTX-ot kapott csoport

MTXPG metotrexat poliglutamat

MYC transzkripcios faktor P64 (myelocytomatosis viral

oncogene homolog)

NHL non-Hodgkin limféma

OR esélyhanyados (odds ratio)

oS ossztulélés (overall survival)

PCR polimeraz lancreakcio (polimerase chain reaction)

P-glikoprotein permeabilitas glikoprotein

PPAT foszforibozil pirofoszfat amidotranszferaz

RF véletlen erd6 (random forest)

SAH S-adenozil-homocisztein

SAM S-adenozil-metionin

SBE egy bazisparnyi extenzi6 (single base extension)

SHMT1 szerin hidroximetil-transzferaz 1

SLC19A1 (RFC1) szolubilis karrier csalad 19, 1-es tagja

SLC22A6 szolubilis karrier csalad 22 (organikus aniontranszporter)
6-0s tagja

SLC22A8 szolubilis karrier csalad 22 (organikus aniontranszporter)
8-as tagja
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Rovidités Elnevezés

SLC46A1 szolubilis karrier csalad 46 (folat transzporter) 1-es tagja

SLCO1A2 szolubilis karrier organikus aniontranszporter csalad 1A2
tagja

SLCO1B1 szolubilis karrier organikus aniontranszporter csalad 1B1
tagja

SLCO1B3 szolubilis karrier organikus aniontranszporter csalad 1B3
tagja

SNP egy nukleotidot érinté polimorfizmus (single nucleotide

polymorphism)

SR standard rizikoja (standard risk)

TAL1 T-sejtes akut limfoid leukémia fehérje 1

T-ALL T-sejtes akut limfoid leukémia

TDM terapias gyogyszerszint monitorozas (therapeutic drug
monitoring)

THF tetrahidrofolat

TPMT tiopurin-S-metiltranszferaz

TYMS timidilat szintetaz

VS. Versus

WBC fehérvérsejtszam
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2. Bevezetés

A gyermekkorban kialakuld daganatok az Osszes daganatos betegség
eléfordulasanak minddssze 2%-at jelentik (Tompa 2011). Kiemelt jelentéségiiket mégis
az adja, hogy a fejlett orszdgokban a balesetek mogott a masodik leggyakoribb
halalokot képezik. Az elmult évtizedekben az egyre specidlisabb diagnosztikai
eljarasoknak és a tobb tamadaspontti kezelési stratégiak bevezetésének, illetve
folyamatos fejlesztésének koszonhetden, jelentésen megemelkedett a gyogyulas esélye.
Ennek ellenére a gyermekkori daganatos betegségek és kezelésiik tovabbra is kihivast
jelent a betegek, a betegek csaladja, az d6ket gondozd hematoldgiai — onkologiai
centrumok, valamint allami népegészségiigyi szempontbdl is.

A gyermekkori akut limfoid leukémia (ALL) képezi a gyermekkori daganatok
kozel egyharmadat (Lo Nigro 2013). A jelenleg alkalmazott terapias protokollokkal
kezelt gyermekek 5 éves eseménymentes talélése (EFS) 76-86% kozott valtozik a fejlett
orszagokban (Pui és mtsai 2011). A kezelési stratégidk fejlodésével egyre inkabb
csokken az olyan korabbi, hagyomanyos prognosztikai faktorok hatdsa, mint példaul a
férfi nem, vagy a fekete rassz. A jelenlegi ALL-t célz6 kutatasok ezért nem csak a
terapia rezisztens alcsoportok tulélésének javitdsara Osszpontositanak, hanem nagy
hangsulyt kap a betegek életmindségének javitasa is.

Az ALL terapidja sordn alkalmazott kemoterapias szerek szamos veszéllyel,
mellékhatassal jarhatnak. A hagyomanyos klinikai gyakorlatban alkalmazott
testtomegre, testfeliiletre vonatkoztatott dozisadagolas gyakran még egyéni, példaul
szervkarosodas esetén alkalmazott korrekcid utdn sem bizonyul megfelelének. A
betegek egy részében hatistalan lesz az alkalmazott szer, masoknal sulyos
mellékhatasok alakulhatnak ki. A kemoterapias szerek esetén ezért nagy hangsulyt kap a
terdpias gyogyszerszint monitorozas, melyhez azonban elengedhetetlen a kemoterapias
szerek farmakokinetikai paramétereinek ismerete.

A hatvanas évek elején felismerték, hogy a gyodgyszerekre adott reakcidt
orokletes tényezok is befolyasoljak, ekkor sziiletett meg a farmakogenetika fogalma

(Falus és Erdélyi 2007). Az ezt kovetd évtizedekben az informatika és a biotechnologia

.....
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Az igy elérhetévé valt Oridsi ismerethalmaz hatalmas lendiiletet adott a
farmakogenetikai kutatasoknak.

A farmakogenomika a gyodgyszerekkel kapcsolatos vizsgalatokat a szervezet
genetikai egyedisége alapjan kozeliti meg, egyidejiileg sok, akar tobb ezer gén és
géntermék szimultdn vizsgalataval. Ezzel a prediktiv és a személyre szabott orvoslas

egyik legfontosabb alapja.
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3. Irodalmi attekintés

3.1 Akut limfoblasztos leukémia

A leukémia (,,fehérvériiség”) a vérképzorendszer klondlis betegsége. Az akut
leukémiaban lathatdo atipusos Dblasztsejtek egyetlen transzformalt elddsejtbdl
szarmaznak. A leukémia-utodsejtek érettségi szintje, az ennek megfelelden kifejez6dd
sejtfelszini ¢és intracellularis markerek, molekuldris genetikai jellegzetességek a
normalis vérképzdrendszer valamely sejtvonaldnak egy-egy jellegzetes differencialtsagi
stddiumat reprezentaljak. A leukémiasejtek morfologidja ugyanakkor eltér a normalis
csontvel6i sejtekétol, aberrans jellegi a molekularis és sejtbioldgiai markerek
kifejezodése is. A leukémids sejtpopulacid tobbségén azonos mintdzatban kimutathatd
markerek citologiai, citokémiai, immunoldgiai, citogenetikai és molekuldris bioldgiai
vizsgalata lehetdséget nyljt a betegség korismézésére, pontos besoroldsara,
prognézisanak becslésére és a kezelés hatékonysaganak megitélésére (Kiss 2006).

A standard genetikai vizsgéalatokkal az ALL esetek 75%-aban lehet azonositani
az elsddleges genetikai eltérést (1. abra). A nagy felbontast, teljes genomot érintd
vizsgalatokkal (génexpresszids, DNS kdpiaszam valtozasok, heterozigdtasag elvesztése,
epigenetikus valtozasok) és a teljes genom szekvenalassal virtudlisan az dsszes ALL-es
beteget osztalyozhatjuk az alapjan, hogy milyen specifikus genetikai hibat hordoz (Pui
¢s mtsai 2011). Egy adott genetikai eltérés meghatarozhatja a betegség terapiara adott

valaszkészségét, relapszusra vald hajlamat.

10
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MLL
atrendezédés,
. t(4; ., IAMP21 £ci6 ;
pl. t(4;11), BCR-ABL1 £(9;22) Egyéb : ERG delécié  CRFL2 tulzott
t(11;19), 3% % 2% 7% expresszio
t(9;11) 6%
8%
HOX11L2 5935 e
> 5% ™~ itas
yln___————— a
19p13 TAL1 1p32
1.5% 7%
HOX11 10924
0.3%
MLL-ENL ETV6-RUNX1
0.3% t(12;21)
25%
E2A-PBX1t(1;19)
0,
MYC t(8;14),
1(2;8), t(8;22)
2%

1. abra. Genetikai eltérések megoszlasa ALL-ben. Az abrat a szerzé Pui és mtsai

(2011) munkaja alapjan készitette. BCR-ABLL: Philadelphia kromoszéma, fuzids

fehérje, CRFL2: citokinreceptor-szerti faktor 2, ERG: hematopoézisben szerepet jatszo
transzkripcids faktor, ETV6-RUNX1: korabban TEL-AML1, transzkripciés faktor, E2A-

PBX1: fazios fehérje, IAMP21: 21-es kromoszoéma intrakromoszémalis amplifikacioja,

MLL: génexpresszidt €s hematopoesist szabalyozd transzkripcios koaktivator, MLL-

ENL: fazios fehérje, onkogén, MYC: transzkripcios faktor, onkogén. A lilaval jelolt

genetikai eltérések kizarolag T-sejtes ALL-ben fordulnak el6. HOX11l: T-sejtes
leukémia homebox fehérje 1, HOX11L2: T-sejtes leukémia homebox fehérje 3, LYL1:

limfoblasztos leukémia transzkripcids faktor 1, TALL: T-sejtes ALL fehérje 1

3.1.1 Az ALL diagnoézisa és kezelése

A fejlett orszdgokban a leukémia incidencigja 3-4/100 000. Hazankban évente

50-90 1j esetet regisztralunk. A gyermekkori leukémia koriilbeliil 85%-a ALL, amely 2

11
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¢és 5 éves kor kdzott halmozddik. Gyakrabban jelentkezik fiakban, mint lanyokban (Kiss
2006).

Az ALL diagnézisa a periférias vérkép, vérkenet és a csontveld vizsgalataval
torténik, melyet az esetleges meningealis érintettség lehetdsége miatt, kiegészitiink a
liquor vizsgalataval is.

Az ALL terapiaja rizikocsoport szerinti kemoterapias protokollon alapul. A
rizikocsoportba torténd besoroldsndl a hagyomanyos morfoldgia szerepe csokkent, de
ma sem nélkiilozhetd. A korszerli immunolégiai és genetikai vizsgalatok elterjedésével
azonban a betegség alcsoportjai jobban elkiilonithetdk, és ennek nagy szerepe van a
kezelés megvalasztasanak szempontjabol.

Hazankban a gyermekkori ALL osztilyozéasa és kezelése nemzetk6zi BFM (az
alapité Berlin, Frankfurt, Miinster varosok nevébdl) protokoll alapjan torténik. Az 1995
¢s 2011 kozott hazankban alkalmazott ALL-BFM 95 (Moricke és mtsai 2008) és ALL
IC-BFM 2002 (ALL IC-BFM Trial Steering Committee 2002) protokoll a betegség
osztalyozasa sordn a beteg életkora, a kezdeti fehérvérsejtszama, korai terapias valasza,
genetikai markerek — 1(9;22), t(4;11), BCR/ABL, MLL/AF4 - alapjan harom
rizikocsoportot kiilonboztet meg: standard rizik6 (SR), kdzepes riziké (IR), magas
rizik6 (HR) csoportokat (1. tablazat). Jelenleg az ALL IC-BFM 2009 protokoll
hasznalatos, amely a prognosztikai faktorok k6zott a hipodiploiditast (<45 kromoszoma)
¢és az indukcids kezelést kovetd minimalis rezidualis betegség (MRD) meglétét/hianyat

is figyelembe veszi (ALL IC-BFM Trial Steering Committee 2009).

1. tablazat. Rizikdcsoport besorolas az ALL IC-BFM 2002 protokoll alapjan

Standard riziko (SR) Kozepes riziko (IR) Magas riziké (HR)

O szteroid valasz JO szteroid valasz rossz szteroid valasz

és életkor: 1< <6 év ¢s életkor: <1 vagy >6 év vagy kedvezdtlen

és kezdeti WBC <20 G/1 és/vagy WBC >20 G/1 citogenetika

¢és csontveldi remisszio a ¢és csontveldi remisszio a vagy nincs csontveldi

15. és 33. napon 15. és 33. napon remisszio a 15. vagy 33.
napon

12
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Az ALL terapidja indukcids, konszolidacios ¢és fenntarté kezelést foglal
magaban, melyet kozponti idegrendszeri (KIR) profilaxis egészit ki (ALL IC-BFM Trial
Steering Committee 2002). Az indukcids kezelés célja a remisszid 1étrehozasa és annak
fenntartdsa, a tumortdomeg agressziv kezelésével eltiintetni a klinikailag észlelhetd
sejttomeget. A kezelés az els6 héten emelkedd dozisti prednizolon monoterapiaval
kezddédik, majd a kovetkezd négy hétben ez az alabbi citosztatikumokkal egésziil ki:
vinkrisztin, daunorubicin, L-aszparaginaz, ciklofoszfamid, citozin-arabinozid és 6-
merkaptopurin (6-MP). Az indukcios kezeléssel parhuzamosan torténik a KIR
profilaxis, amely metotrexat (MTX) intratekalis adasat jelenti. Két hét terapias sziinet
utan a konszolidacios kezelés kovetkezik, melynek soran az indukcids fazist taléld 108-
10° leukémias sejtszam tovabbi csokkentése a cél. Ennek soran 2 hetente, 4 alkalommal
nagy dozist szisztémés metotrexatot (HD-MTX) (2 g/m? illetve 5 g/m?) kapnak a
gyermekek 24 oras, folyamatos infGzioban (2. tablazat, protokoll mM). A toxikus
hatdsok kivédése céljabol a kezelést kalcium-folinattal egészitjiik ki. Egyuttal
folytatodik a 6-MP kezelés is. A rosszabb prognosztikai csoportokba sorolt betegek
ezen kiviil egy reindukcios kezelésben és koponya besugarzasban is részestilnek; illetve
megfeleld indikacidok esetén, a beteg allogén Ossejt-transzplantacid jeldltje lesz. Az
intenziv terdpiat még egy 2 évig tartd fenntartd kezelés (per os MTX ¢€s 6-MP) koveti,
amely a még megmaradt leukémias sejtek elpusztitasara torekszik azzal a céllal, hogy a
szovetek repopuldlasa ne torténjen meg.

A magas rizikoju (HR) betegek a konszolidacids kezelés részét képezé HD-
MTX-ot kombinalt kemoterapias blokkok részeként kapjak (a protokoll HR-1 és HR-2
blokkja soran, 2. tablazat), amelyekben sor keriil dexametazon, vinkrisztin/vindezin,
citarabin/daunorubicin, ciklofoszfamid/ifoszfamid, L-aszparaginaz adasara is. A KIR
profilaxist ebben az esetben harmas kombinacié biztositja: intratekalisan adott MTX,

citozin-arabinozid és prednizon triplet.
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2. tablazat. Az ALL 1C-BFM 2002 protokoll szerinti HD-MT X-t tartalmazo
konszolidacios kezelés soran alkalmazott gyégyszerek rizikocsoporttol fiiggéen.

Protokoll mM
(SR/IR ALL)

MTX Sg/m2/24 ora i.v. a 8, 22, 36, 50. napon SR/IR T-ALL esetén,

vagy

MTX 2 g/m2/24 oraiv. a8, 22,36, 50. napon SR/IR B-ALL esetén
6-MP 25mg/m?/nap per os az 1-56. napon

MTX 1. th. ¢életkor szerinti 6-12 mg dozisban a 9, 23, 37, 51. napon

HR-1 blokk
(HR ALL)

Dexametazon 20 mg/m*/nap per os az 1-5. napon

Vinkrisztin 1,5 mg/m?/nap i.v. az 1, 6. napon

MTX 5 g/m%/24 6ra i.v. az 1. napon

Ciklofoszfamid 200 mg/m?/nap i.v. a 2-4. napon

Citozin-arabinozid 2000 mg/m?/nap az 5. napon

L-aszparaginaz 25000 NE/m?/nap a 6, 11. napon

MT X/citozin-arabinozid/prednizon i.th. életkor szerinti dozisban az 1.

napon

HR-2 blokk
(HR ALL)

Dexametazon 20 mg/m“/nap per os az 1-5. napon

Vindezin 3 mg/m?/nap i.v. az 1, 6. napon

MTX 5 g/m?/24 6rai.v. az 1. napon

Ifoszfamid 800 mg/m?®/nap i.v. a 2-4. napon

Daunorubicin 30 mg/m* az 5. napon

L-aszparaginaz 25000 NE/m?/nap a 6, 11. napon

MT X/citozin-arabinozid/prednizon i.th. életkor szerinti dozisban az 1,

(5.) napon

1.v.: intravénas, i.th.: intratekalis
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3.2 Metotrexat

A MTX szerkezetét tekintve 4-amino-4-dezoxi-10-metilpteroil-glutaminsav,
amely egy pteridinbél, p-amino-benzoesavbdl és egy L-glutaminsavbol felépiild

folsavszarmazék (2. abra).

2. abra. Metotrexat

A masodik vildghdborut kovetd években eldszor Sidney Farber patologus volt
az, aki felismerte, hogy a folsav eldsegiti a leukémids sejtek novekedését és a betegség
progressziojat. Feltételezte, hogy a folsav antagonistdk megakadalyozzak a daganatos
antagonista, koztlik az aminopterin és az ametopterin, iddlegesen remissziot
eredményezett akut, nem differencialt leukémiaban szenvedd gyermekekben (Farber és
Diamond 1948, Miller 2006). A toxikus aminopterint a klinikai gyakorlatban felvaltotta
a kevésbé toxikus, de szintén hatékony ametopterin, a mai MTX megfeleldje, amely ezt
kovetéen a leukémia, limfoma, gasztrointesztinalis daganatok, emld karcinoma,
csonttumorok, urogenitalis malignitasok legfontosabb terapiajava valt (Miller 2006). A
daganatterdpia kovetkezd nagy attorését a kemoterapias szerek kombinacidban torténd
alkalmazasa jelentette. A MTX-ot ALL protokoll részeként els6ként 1965-ben
alkalmaztdk a POMP protokoll (MTX, vinkrisztin, 6-MP ¢és prednizon)
kombinaciojaként (Markasz 2007).
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3.2.1 Klinikai alkalmazas

A MTX-ot széles korben alkalmazzidk szdmos malignus illetve autoimmun
betegség  terapiajaban. Indikdcids teriiletei elsésorban az  oszteoszarkoma,
koriokarcindbmak, emlékarcindma, ovariumkarcinoma, leukémiak és limfomak terapiaja,
immunszuppressziv szerként viszont a reumatoid artritisz és a pszoriazis bazisterapiaja.
Alkalmazzék ezen kiviil Crohn-betegség, méhen kiviili terhesség, szisztémas lupusz
eritématozus, Takayasu-arteritisz kezelésére és akut graft versus host betegség (GVHD)
profilaxisaként is.

Ellenjavallatot képez a MTX-tal szembeni érzékenység, terhesség, szoptatas,

szignifikansan besziikiilt vesefunkcio, stlyos majkarosodas, stlyos csontveld karosodas,

immunhidnyos allapot.

3.2.2 Hatasmechanizmus

A MTX a folsav antagonista citosztatikus antimetabolitok koz¢ tartozik. A folat
antagonistak a sejtben hamis folat kofaktorként a timidilat és a purin bioszintézis egy
vagy tobb fontos enzimatikus reakcidjat gatoljak (Walling 2006). Az emlds sejt de novo
timidilat illetve egyéb purin bazisainak szintéziséhez ugyanis teljesen redukalt folsavra
van sziikség. A folsav jelenlétében zajlo egy szénatomos transzfer reakciok
elengedhetetlenek a sejtek DNS szintéziséhez (Stover 2009). A folsav teljesen redukalt
formdja, az 5,10-metilén-tetrahidrofolat (5,10-CH2=THF) a timidilat szintetaz (TYMS)
altal katalizalt deoxiuridilat — timidilat atalakulasban fontos kofaktor, mig a 10-formil-
tetrahidrofolat (10-CHO-THF) formil csoportjara a purin bioszintézis soran van sziikség
(Walling 2006). A MTX sejtben kifejtett hatasait a 3. abra szemlélteti.

A folsav analog MTX a sejtekbe jutva elsddlegesen a dihidrofolat reduktaz
(DHFR) enzim gatlasan keresztiil fejti ki hatasat. Megakadalyozza az 5,10-CH2=THF
termelddését, lehetetlenné téve ezéltal a timidin illetve egyéb purin bazisok szintézisét.
A gyorsan o0sztodd daganatsejtek elpusztulnak a DNS szintézishez sziikséges
nukleotidok hidnya miatt. A MTX citotoxikus hatasat a sejtciklus S fazisdban 1évo
sejtekre fejti ki, mivel ilyenkor van sziikség a DNS-szintézishez purin €és pirimidin

bazisokra.
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A MTX felvétele a sejtekbe a folsavval azonos aktiv transzport mechanizmussal,
a szolubilis karrier molekulacsalad 19 1-es tagjan (SLC19A1, régi nevén redukalt
folatkarrier 1, RFC1), anionos folattranszporteren vagy egy folatkoté fehérjén (FBP,
masnéven folatreceptor 1, FOLR1) keresztiil torténhet (Assaraf 2007, Walling 2006).
HD-MTX kezelések esetén azonban a sejtmembranon keresztiil passziv diffazio is
lehetséges (Schmiegelow 2009). Az eldbb felsorolt transzporterek koziil legnagyobb
szerepe az SLC19A1 molekuldnak van, melynek MTX iranti affinitdsa megegyezik a
természetes folatokéval, ezért a MTX a természetes folatokkal verseng a karrier
kotohelyeiért (Walling 2006). A sejtekben a folilpoliglutamat szintaz enzim (FPGS) egy
2-7 glutaminsavbol all6 lancot kapcsol a molekuldahoz, mely altal az negativ toltéstivé
valik, és ez megakadalyozza a sejtbdl vald kijutasat (Mikkelsen és mtsai 2011, Walling
2006). A poliglutamalodott MTX (MTXPG) affinitasa nagyobb a DHFR enzimhez,
tovabba gatolja a TYMS enzimet és a ribonukleotid-transzformilaz enzimeket (PPAT,
GART, ATIC) (Mikkelsen és mtsai 2011). Ez utobbi hatasa feltehetéen a MTX
immunszuppressziv tulajdonsagahoz jarul hozza. Az 5-aminoimidazol-4-karboxamid
ribonukleotid formiltranszferaz (ATIC) gatlasaval megakadalyozza, hogy az enzim a
10-CHO-THF-trol  formilcsoportot vigyen at az 5-aminoimidazol-4-karboxamid
ribonukleotidra. Ezaltal 5-aminoimidazol-4-karboxamid ribonukleotid halmozddik fel,
amely az adenozin deaminaz (ADA) gatlasaval noveli az adenozin mennyiségét, ez
pedig immunszuppressziv hatasi. A MTX hatékonysaga dsszefiigg a szer sejten beliili
tovabb marad a sejtekben, ez adja a magyardzatit annak a jelenségnek, hogy a
Sejtpusztitd hatas aranyos a metotrexatexpozicié idotartamaval (Jeney és Kralovanszky
2007). Ahhoz, hogy a MTX elhagyhassa a sejtet, a glutaminsav ,,farok™ eltavolitasara
van sziikség, melyet a gamma-glutamil hidrolaz (GGH) enzim katalizal. A sejtbdl ABC-
transzporter csaladba tartoz6 molekulakon keresztiil tdvozik (elsésorban ABCCI1-4,
ABCG2) (Schmiegelow 2009). A MTX-ot transzportalé fehérjéket abrazolja az 4. és 5.

abra.
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MTX transzport Gtvonalak O’%

Apoptozis Pirimidin szintézis
- DNS torés, kettdsldnc \

felbomlasa

Beéplilésa DNS-be

3. abra. A MTX hatasmechanizmusa. Az abra Mikkelsen és mtsai (2011) alapjan
késziilt. A folyamatok részletes leirasat 1d. a szovegben. A folyamatot katalizald
enzimek kék, a koztes termékek z6ld szinnel jeldltek. ADA: adenozin deaminaz, ADP:
adenozin-difoszfat, AMP: adenozin-monofoszfat, ATIC: 5-aminoimidazol-4-
karboxamid ribonukleotid formiltranszferaz, ATP: adenozin-trifoszfat, CBS: cisztation-
béta szintaz, DHF: dihidrofolat, DHFR: dihidrofolat reduktaz, dTMP: dezoxitimidin-
monofoszfat, dUMP:dezoxiuridin-monfoszfat, FPGS: folilpoliglutamat szintaz, GART:
foszforibozil-glicinamid formiltranszferaz, GGH: gamma-glutamil hidrolaz, IMP:
inozitol-monofoszfat, MTHFD1: metilén-tetrahidrofolat dehidrogenaz 1, MTHFR:
metilén-tetrahidrofolat reduktaz, MTHFS: 5,10-metiléntetrahidrofolat szintetaz, MTR:
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5-metiltetrahidrofolat-homocisztein metiltranszferaz, MTRR: 5-metiltetrahidrofolat-
homocisztein metiltranszferaz reduktdz, MTXglu: MTX poliglutamat, PPAT:
foszforibozil pirofoszfat amidotranszferaz, SAH: S-adenozil-homocisztein, SAM: S-
adenozil-metionin, SHMT1: szerin hidroximetil-transzferaz 1, THF: tetrahidrofolat,
TYMS: timidilat szintetaz, 5-CHO-THF: 5-formil-tetrahidrofolat, 5,10-CH2=THF: 5,
10-metilén-tetrahidrofolat, 5-CH3-THF: 5-metil-tetrahidrofolat.

Agyi plexus
choroideus
He (G1Lc2208) epitél sejt
—r -
)
»
Cascer )
e
Casccr ) (L ABCCA)
Véraram

N

(S1C22A8) (" ABCCA ) (A1 ) ¢ ABcoa)

(:‘:I.(O _l 52/"
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»
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4. abra: A MTX transzportja az agyi plexus choroideus epitél sejtjeibe és az agyi
endotél sejtekbe. Az 4dbra Mikkelsen és mtsai (2011) tanulmanya alapjan késziilt.
ABCB1: ATP-k6té doménnel rendelkez6 B membranfehérje alcsalad 1-es tagja,
ABCC1-4: ATP-ko6té doménnel rendelkezé C membranfehérje alcsalad 1-4-es tagja,
ABCG2: ATP-kotd doménnel rendelkez6 G membranfehérje alcsalad 2-es tagja,
SLC22A6: szolubilis karrier molekulacsalad 22 6-0s tagja, SLC22A8: szolubilis karrier
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molekulacsalad 22 8-as tagja, SLCO1A2: szolubilis Kkarrier organikus anion

transzportercsalad 1A2 tagja.
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5. abra. A MTX transzportja a bélben, vesében, majban. Az dbra Mikkelsen és
mtsai (2011) tanulmanya alapjan késziilt. ABCB1: ATP-k6td doménnel rendelkezd B
membranfehérje alcsalad 1-es tagja, ABCC1-4: ATP-koté doménnel rendelkezé C
membranfehérje alcsalad 1-4-es tagja, ABCG2: ATP-kotd doménnel rendelkez6 G
membranfehérje alcsalad 2-es tagja, FOLR1: folatreceptor 1, SLC19A1: szolubilis
karrier molekulacsalad 19 1-es tagja, SLC22A6: szolubilis karrier molekulacsalad 22 6-
os tagja, SLC22A8: szolubilis karrier molekulacsalad 22 8-as tagja, SLC46AL1: szolubilis
karrier molekulacsalad 46 1-es tagja, SLCO1AZ2: szolubilis karrier organikus anion
transzportercsalad 1A2  tagja, SLCO1B1-3: szolubilis karrier  organikus

aniontranszporter csalad 1B1-3 tagja.
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3.2.3 Farmakokinetika

Az alkalmazott MTX doézis alapjan kis (30-150 mg/m? iv.), kdzepes (120-500
mg/m? iv.) és nagy dozisa (500-12000 mg/m? iv.) kezeléseket kiilonboztethetiink meg.
A MTX 25 mg/m? alatt jol felszivodik a gasztrointesztinalis traktusbol, magasabb
dozisoknal azonban a per os bevitt gyodgyszer biohasznosuldsa szignifikdnsan
alacsonyabb, ezért intravénas adagolast kell alkalmazni (Jeney és Kralovanszky 2007,
Schmiegelow 2009). Ugyanazon dézist alkalmazva is nagy inter-és intraindividualis
kiilonbségek jellemzik a MTX farmakokinetikdjat (Plard és mtsai 2007, Schmiegelow
2009). Altaldnossagban elmondhaté, hogy intravénas adagolas utan a MTX firiilése a
plazmabol egy kétkompartmentes rendszerrel irhatdo le (Holmboe és mtsai 2012,
Jonsson és mtsai 2007). A kezdeti megoszlasi féléletid6 (ty,) 30-45 perc, a terminalis
fél-¢letidd (ti2p) 3-4 6ra. A MTX kivalasztodasa szinte kizardlag a vesében torténik, a
teljes eliminacio kis dozis (<30 mg/m?) esetén 3-10 6ra, nagyobb dozist kezeléskor 6-
20 o6rat vesz igénybe (Jeney és Kralovanszky 2007). Alacsonyabb dozistu kezeléseket
kovetden (25-100 mg/mz) a MTX cstucskoncentracigja a plazméban 1-10 pmol/l,
magasabb dozisu kezeléseket kovetden (>1,5 g/mz) 0,1-1 mmol/l kozott mérhetd
(Messmann és Allegra 1996). Besziikiilt vesefunkci6 esetén a MTX lassabban iirtil ki a
szervezetbol, a szérum MTX szintek tartosan magasabbak lesznek, a szer toxicitasa
fokozodik (Messmann ¢és Allegra 1996). A MTX lassan, a passziv transzporthoz
hasonléan bejut az intersticialis folyadékterekbe is (intrapleuralis, intraperitonedalis tér,
liquor). Ha ezen ,harmadik” folyadéktér mennyisége megnovekszik (pl. pleuralis
folyadékgylilem vagy aszcitesz esetén), az szintén megnyujthatja a MTX jelenlétét a
szervezetben (Bleyer 1978, Messmann és Allegra 1996, Walling 2006). A szérumbol
liquorba toérténd MTX penetracio ardnya valtozd, de a liquorban mérhetd szint altalaban
1-3%-a a plazméénak (Borsi és mtsai 1990, Schmiegelow 2009). Nagy doézisu
intravénds MTX kezelés esetén liquorban az 1 umol/l feletti MTX koncentraciot tartjak
hatasosnak (Jonsson és mtsai 2007, Milano és mtsai 1990). Ha magasabb liquor-
koncentraciora van sziikség, a MTX-ot intratekalisan kell alkalmazni (Jeney és
Kralovanszky 2007). A MTX a vérplazmaban 50-70%-ban fehérjéhez, elsésorban
albuminhoz kotédik (Bleyer 1978). A plazmafehérje-kotés mértéke befolyasolja a
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szabad extracellularis MTX koncentraciot, ezaltal pedig hatassal van a MTX sejtekbe
vald bejutasara és a vesén keresztiil torténd kivalasztasara is (Bleyer 1978).

A MTX részt vesz az enterohepatikus korfogasban. A hepatocitikban a
poliglutamalodott MTX hosszabb ideig (akar honapokig is) tarolodhat (Messmann és
Allegra 1996, Walling 2006). A HD-MTX kezelést kovetéen két metabolit jelenik meg
a vérben és a vizeletben (Walling 2006). A majban talalhato aldehid-oxidaz a MTX-ot
7-hidroxi-metotrexatta (7-OH-MTX) alakitja, amely a MTX f6 metabolitja. Hozzajarul
a MTX hatasainak ¢és mellékhatasinak kialakitasdhoz, emellett kompetitiven gatolhatja
magat a MTX-ot a sejtbe torténd transzport és a poliglutamilacidé soran (Widemann és
Adamson 2006). A poliglutamalédott 7-OH-MTX a DHFR enzim gyenge inhibitora, de
a ribonukleotid transzformilaz enzimeket (GART, ATIC) a MTXPG-tal azonos
mértékben gatolja (Walling 2006). A HD-MTX infazié kezdete utan 12-24 6raval mért
szértum 7-OH-MTX koncentracidé meghaladhatja a szérum MTX koncentraciot
(Widemann és Adamson 2006). A masik, kis mennyiségben keletkezd, inaktiv metabolit
a 2,4-diamino-10-metilpteroilsav (DAMPA), a vizelettel irilé vegyiiletek kozott
kevesebb, mint 5%-ban jelenik meg (Widemann és Adamson 2006). Feltehet6en a bélbe
keriilt MTX-bol a bélbaktériumok karboxipeptiddazai hidrolizalasa Utjan keletkezik,
azutan reabszorbealodik. Mindkét metabolit hat-nyolcszor kevésbé vizoldékony, mint a

MTX (Schmiegelow 2009, Widemann és Adamson 2006).

Szamos interakcidt irtak le a MTX és mas gyogyszerek kozott. Minden olyan
gyogyszer, amely a vérplazméban albuminhoz ko&tédik, kompetitiv modon gétolja a
MTX fehérje kotodeését. A plazmafehérjékért valo versengés révén novelik a szabad
MTX koncentraciét a szalicilatok, fenitoin, szulfametoxazol, szulfonamidok,
diuretikumok, oralis antidiabetikumok, tetraciklinek, kloramfenikol, doxorubicin,
ciklofoszfamid ¢és a barbiturdtok. A magasabb szabad MTX plazmaszint fokozott
toxicitashoz vezethet. A probenecid, szulfametoxazol, szalicilatok, penicillinek és a
megakadalyozzak a MTX vesén keresztiil torténd kivalasztasat (Evans és Christensen
1985, Gewirtz és Holt 1985, Liegler és mtsai 1969, Paxton 1984, Takeda és mtsai 2002,
Widemann és Adamson 2006). A primer KIR limfomakban és a KIR-i attétek kezelése

soran alkalmazott antikonvulziv szerek a majban talalhat6é aldehid-oxiddzon keresztiil
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modosithatjadk a MTX metabolizmusat. Megnovelhetik a MTX clearance-t, ezaltal
csokkentve a MTX expozicidt €s a terdpia hatékonysagat (Ferreri és mtsai 2004, Relling
¢és mtsai 2000). Megfigyeltek gydgyszer interakciot MTX kezeléssel egyidejiileg
alkalmazott protonpumpa inhibitor alkalmazasa soran, amely a MTX clearance-t
csokkentette (Bezabeh és mtsai 2012). A vinka alkaloidak kozé tartozo vindezin
fokozza a MTX clearance-t, ezaltal csokkenti a hatékonysagat (Bore és mtsai 1986). Az
onmagukban is nefrotoxikus szerek, mint példaul a gentamicin és a ciszplatin,
lassithatjdk a MTX eliminacidjat, ezzel fokozva a toxicitast. Szinergista gyogyszer
interakcié all fenn a MTX és a 6-MP kozott. Egyidejiileg alkalmazva a két
antimetabolitot, a MTX gatolja a 6-MP lebontasaért felelds xantin-oxidaz enzimet,

ezaltal megnoveli a 6-MP szintjét és hatékonysagat (Giverhaug és mtsai 1999).

3.2.4 Mellékhatasok

A MTX citotoxikus hatasat a gyorsan o0sztddo sejtekre fejti ki. A malignus sejtek
mellett a szervezet sajat, aktivan proliferalo szovetei, mint a csontveld, magzati sejtek,
borhdm- és a nyalkahartya sejtek altaldban fokozottan érzékenyek a MTX hatasaira. Az
1970-es években, a plazma MTX koncentracio rutin monitorozasa €s az ehhez igazitott
leukovorin adagolas bevezetése elott, a HD-MTX kezelésekhez kotédd haldlozas 5%
koriil mozgott (Schmiegelow 2009, Widemann és Adamson 2006). Az ebben az id6ben
végzett vizsgalatok soran megéllapitottdk, hogy a toxicitas kialakuldsanak esélye
egyértelmil Gsszefiiggést mutatott a 24 6ras (>5-10 umol/l), 48 oras (>1 pmol/l) és 72
oras (>0,1 umol/l) MTX szintekkel, a kialakult toxicitas pedig ellensulyozhatd vagy
megeldzhetd volt megfeleléen alkalmazott kalcium-folinat (leukovorin) kezeléssel
(Schmiegelow 2009, Widemann és Adamson 2006). Ezért a HD-MTX kezelések soran
kotelezéveé valt a MTX plazma szintjének monitorozéasa, az ehhez igazitott leukovorin
»rescue”, a megfeleld hidralas és a vizelet alkalizalasa (Schmiegelow 2009, Widemann
és Adamson 2006). Bar a jelentdés inter- és intraindividualis MTX farmakokinetikai
kiilonbségek miatt maig eléfordulhatnak stlyos mellékhatdsok, mara ez az arany joval
alacsonyabb.

Altaldnossagban igaz, hogy a mellékhatasok el6fordulasanak gyakorisaga és

sulyossaga dozisfiiggd. Alacsony dozisu, rovid tava MTX kezeléseket ritkan kovet

23



DOI:10.14753/SE.2015.2048

stlyos, kontrollalhatatlan mellékhatas. ALL és non-Hodgkin limfoma (NHL) esetén
alkalmazott fenntartd kezelés soran leggyakrabban csontveld depresszidval (a klonalis
depresszio inkabb terapias cél, mint mellékhatas) és hepatotoxicitassal kell szamolni,
amely leukémias gyermekekben altalaban enyhe, reverzibilis, csak ritkan vezet
majcirrdzishoz (Schmiegelow 2009). Ezzel szemben (elsésorban autoimmun betegségek
esetén) alacsony dozisban, hosszi tavon alkalmazott kezelés soran majcirrozis,
intersticialis pneumonitisz, o0szteoporozis, alopécia ¢és elsOsorban T-limfocita
diszfunkcidval jaré immunoszuppressziv allapot is kialakulhat (Bleyer 1978).

A nagy dozisu kezelések legfobb mellékhatasai a nefrotoxicitas, hepatotoxicitas,
csontveld depresszio, gasztrointesztinalis mukozitisz és a neurotoxicitas.

A HD-MTX kezelés soran kialakuld vesekarosodas valdszintileg a tubulusokban
torténd MTX és metabolitjainak precipitacidja, valamint a MTX direkt tubulotoxikus
hatasanak kovetkezménye (Gronroos ¢s mtsai 2006, Widemann és Adamson 2006). A
MTX tobb, mint 90%-a a vesén keresztiil eliminalodik a szervezetbdl. Acidotikus pH-n
vizoldékonysaga alacsony, raadasul metabolitjainak (7-OH-MTX, DAMPA)
vizoldékonysaga még ennél is sokkal alacsonyabb. A vizelet pH-janak emelkedése (pH
6-r61 pH 7-re) a MTX ¢és a metabolitok oldékonysagat Ot-nyolcszorosara emeli. A
vesetoxicitds megelozése szempontjabol ezért nagy jelentdséggel bir a HD-MTX
terapiat megel6zo, illetve egyidejlileg alkalmazott hidralas €és a vizelet alkalizélasa. A
vesekarosodas az esetek tObbségében tiinetmentesen kezdddik, nem alakul ki oliguria,
anuria. A vesekarosodast jelzi azonban a szérum kreatinin szint, amely a HD-MTX
kezelés alatt, vagy azt kovetden révid 1don beliil hirtelen megemelkedik. A kéarosodott
vesefunkcio a MTX tovabbi eliminaciojat is megakadalyozza, a tartdsan magas szérum
MTX szint pedig tovabbi toxicitds kialakuldsdhoz, a meglévok stlyosbodasahoz
vezethet (Widemann ¢és Adamson 2006). A HD-MTX kezelést kovetd akut
vesekarosodas az esetek tobbségében reverzibilis, ritkan azonban eléfordulhat tartds
glomerularis vagy tubuléris karosodas is (Gronroos és mtsai 2008). A rovidebb idejll
HD-MTX infuzidkat kovetdé magasabb szérum ¢és vizelet MTX szintek, egyéb
vesetoxikus gyogyszerekkel torténd kombinaciok (pl. ciszplatinnal), acidozis illetve
meglévo vesekarosodas esetén a nefrotoxicitas kialakulasanak esélye nagyobb.

A hepatotoxicitas jeleként a szérumban a transzaminazok és a bilirubin szintje

atmenetileg emelkedik (Holmboe és mtsai 2012, Wiela-Hojenska és mtsai 2001). A
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HD-MTX terapiat kdvetden a szérum transzaminazok (GPT, GOT) szintje a normal
értek két- vagy akar huszszorosara is emelkedhet, megfeleld leukovorin rescue ellenére
is. Az akut transzaminaz szintemelkedés a betegek 60-80%-at is érintheti, €s altalaban a
kezelést kovetd két héten beliil spontan megszlinik. Az alacsony dézisu kezelésekkel
ellentétben, a sulyos, irreverzibilis majkarosodas (fibrozis, cirrdzis) eléfordulasa
rendkiviil ritka (Messmann és Allegra 1996). A majkarosodas biokémiai alapja nem
ismert. A MTX lipid felhalmozodést okoz a méjban, feltehetdleg a kolinszintézis gatlasa
révén, amelyhez egyszénatomos transzferreakciora van sziikség. Erre utal az a
megfigyelés, hogy patkdnyokban az akut hepatotoxicitas kolin adagolasaval
visszafordithatdo volt. A HD-MTX-tal (1 g/ttkg) kezelt patkanyokban a 7-OH-MTX
biliaris precipitacioja révén alakult ki kolesztazis (Messmann és Allegra 1996).

A korabban a HD-MTX kezelést kovetd stlyos mielotoxicitas incidenciaja a
leukovorin rescue terapia bevezetése utan jelentdsen csokkent (Messmann és Allegra
1996). Kiilonos figyelmet érdemelnek azonban az Onmagukban is mielotoxikus
kezelések (mint példaul a sugérterapia), gyogyszerek, ugyanis a MTX kezeléssel egyiitt
nagyobb mértékben karositjak a csontveld hematopoetikus Ossejt készletét, és stlyos
pancitopeniat, kovetkezményesen stlyos vérzéseket, infekciokat okozhatnak.

A gasztrointesztinalis mukozitisz fajdalmas, feliiletes nyalkahartya-fekélyek
formajaban jelentkezhet a gyomor-bélrendszer egész teriiletén (Pico és mtsai 1998). A
gyorsan osztodd mukoza sejtek érzékenyek a MTX citotoxikus hatdsdval szemben. A
bazalis epitélium megujitd képessége nem tudja potolni az elpusztult sejteket, amely a
mukéza atréfidjdhoz, kollagén toréshez, végsé soron fekélyképzodéshez vezet.
Klinikailag a direkt mukotoxikus hatds nem sokkal a terapia befejezését kovetéen
kezdddik, legsulyosabb a 7-10. napon, és két héten beliil altaldban megsziinik. A
fajdalom miatt a beteg per os taplalékbevitele akadalyozott, a sériilt mukoza barrier
funkci6ja megsziinik, az endogén flora és exogén patogének szdmara atjarhatova valik
(Pico és mtsai 1998).

A MTX okozta idegrendszeri karosodds véltozatos formaban jelentkezhet,
aszeptikus meningitisz, akut és szubakut enkefalopatia, leukoenkefalopatia is
eléfordulhat (Rubnitz és mtsai 1998). Az intravénas HD-MTX-t kdvetden 24 oran beliil
kialakuldé akut neurotoxicitas leggyakrabban szomnolencia, zavartsag, gorcsrohamok

képében jelentkezik. A tlinetek altalaban spontan és szovédménymentesen elmuilnak. A
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hetente, kéthetente alkalmazott HD-MTX kezelés esetén szubakut, ,,stroke-szeri”
idegrendszeri tiinetek, ugy mint tranziens fokdlis neurologiai deficit, zavartsag,
gorcsrohamok johetnek 1étre. A tiinetek altaldban hat nappal a kezelést kdvetden
kezdédnek ¢és 15 perc — 72 oraig tarthatnak, majd szévodménymentesen, spontan
elmilnak. Az intratekalis MTX leggyakoribb idegrendszeri mellékhatasa az aszeptikus
meningitisz, de ritkan transzverz mielopatia is kialakulhat. A leukoenkefalopatia a MTX
kezelések legsulyosabb késoi szovodménye, kialakulasa fligg az alkalmazott dozistol €s
az alkalmazas maodjatol. Gyakrabban fordul el azokban a betegekben, akik egyidejiileg
vagy megel6zOen sugarterapias kezelésben részesiiltek. Kialakulasanak mechanizmusa
nem ismert, feltételezhetéen a vér-agy gat karosodasa kovetkeztében a MTX nagy
koncentracidban éri az agy alloméanyat. Klinikai lefolyasa valtozo, legsulyosabb,
irreverzibilis formaban disszeminalt nekrotizald leukoenkefalopatia alakul ki, amely
halalos kimenetelii (Rubnitz és mtsai 1998).

A pulmonalis toxicitas bar gyakoribb alacsony do6zisu, hosszi tava MTX kezelés
soran, HD-MTX terapiat kovetden is kialakulhat (Imokawa és mtsai 2000). A MTX
kezelést kovetd pneumonitisz szovettani képe valtozatos lehet, intersticialis gyulladas,
fibrozis, nem nekrotizald granulomak, Oriassejtek, szoveti eozinofilia, alveolaris
karosodas képében jelentkezhet. A patologiai és a klinikai kép sem specifikus a MTX-
ra, mas gyogyszer indukalta pulmondlis kéarosodas esetén 1s megfigyelhetd.
Kialakuldsdnak mechanizmusa feltehetden fiiggetlen a MTX folat anyagcserét
befolyasold hatasatol, mivel a pulmonalis toxicitas nem csokkenthetd folinsav rescue-
val. A betegség prognozisa viszonylag jo, de ritkan 1égzési elégtelenségig sulyosbodhat
(Imokawa és mtsai 2000).

A HD-MTX kezelések soran a jellemzd alopécia mellett valtozatos
borelvaltozasok alakulhatnak ki (Hansen és mtsai 1971). A betegek kortilbeliil 14-15%-
aban nem specifikus, nyakra és torzsre lokalizal6do, viszketé makuldk, morbilliform

kitités jelentkezik. Kialakulhat tovabba fényérzékenység, hiperpigmentacio is.

3.2.5 A toxicitas kivédése - rescue lehetéségek

A betegek allapotdnak egyéni értékelése, a meglévd szervkarosodasok

felmérése, megfelelden alkalmazott hidralds és a vizelet alkalizalasa, gyogyszer-
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interakciok kivédése, koéros mennyiségii ,,harmadik” folyadéktér megsziintetése, pontos
farmakokinetikai - farmakodindmias monitorozas, rescue terapiak alkalmazasa mind-
mind jol toleralhatova teszik a HD-MTX kezelést (Treon és Chabner 1996).

A HD-MTX kezelés esetén a hatas felfliggesztéséhez és a toxikus hatasok
csokkentéséhez, szigortan meghatarozott szabalyok szerint, teljesen redukalt folsavat
(folinsav, leukovorin) kell adagolni (Schmiegelow 2009, Treon és Chabner 1996). A
beadand6 leukovorin adagjat és id6tartamat pedig a szérum MTX szinthez kell alakitani.
A leukovorin a sejtbe a MTX-hoz hasonléan az SLC19A1 molekulan keresztiil jut be,
¢és ott 5-CH3-THF-va alakul, ezaltal felfiiggeszti a MTX altal blokkolt anyagcsere-
folyamatokat. A MTX hatasat kompetitiv médon gatolja, ezért magas szérum MTX
szintek esetén a szokasosnal magasabb leukovorin d6zisokra van sziikség (Widemann
és Adamson 2006).

A HD-MTX-hez tarsult veseelégtelenség és a tartésan magas szérum MTX szint
¢letveszélyes mellékhatasokat okozhat, amikor a leukovorin rescue mar onmagaban
nem elég (Treon és Chabner 1996, Widemann ¢és Adamson 2006). Ezekben az
esetekben rekombinans bakterialis Karboxipeptidaz-G2 enzimet (CPDG2) alkalmazva
lehetdség nyilik a MTX alternativ Gton torténd eliminacidjara. A CPDG2 a MTX-ot
inaktiv DAMPA metabolitta alakitja.

A MTX-nak kevesebb, mint 10%-a iriil ki a gasztrointesztinalis traktuson
keresztiil. Beszlikiilt vesemiikodés esetén azonban az enterohepatikus korforgas
nagyobb szerepet kap a gyogyszer eliminalasaban. llyen esetben aktiv szén vagy
anioncserél6é gyanta, kolesztiramin alkalmazasaval a MTX a vesét elkeriilve gyorsabban
kitiriilhet a szervezetbdl (Messmann és Allegra 1996, Shinozaki és mtsai 2000).

Tovéabbi alternativ rescue lehetdséget biztosithat a timidin nukleozid
alkalmazésa, amely normal vesefunkcid mellett hatékonyan megszlintetheti a MTX
toxicitasat (Widemann és Adamson 2006). A leukovorinnal ellentétben nem gatolja
kompetitiven a MTX-ot, de a sejtben kdzvetleniil timidin-monofoszfatta (TMP) alakul a
timidin kinaz enzim hatasara. Ezzel kozvetleniil felfiiggeszti a nukleotid bioszintézis

MTX éltali blokadjat. A timidin azonban egyeldre nincs forgalomban.
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3.2.6 Farmakogenetika

A fent emlitett, a MTX sejt szinti hatasainak kialakitdsdban kozvetleniil részt
vevo enzimeken kiviil tobb, a folat anyagcserében szerepet jatszo enzim kozvetetten
befolyasolhatja a MTX hatasat és kinetikajat. A MTX-tal kapcsolatban all6 enzimeket,
transzportereket kodold gének polimorfizmusai (egy nukleotidot érinté polimorfizmus,
SNP) kapcsolatban allhatnak egyes személyek fokozott MTX érzékenységének — igy a
gyakrabban jelentkez6 toxikus tlinetek —, vagy ellenkezdleg, a MTX rezisztencia — igy a
szer hatastalansaganak — kialakulasaval (Mikkelsen és mtsai 2011). (A kdvetkezékben
részletezett enzimek, transzporter molekuldk a 3-5. 4brdkon lathatdé folyamatokban

vesznek részt.)

SLC19A1 (RFC1)

A korabban redukalt folat karriernek (RFC1) nevezett 19-es szolubilis karrier
molekulacsalad 1-es tagja (SLC19A1) az emlds sejtek legfobb folat transzportere. Az
SLC19A1 nagy-kapacitasu, az 5-CH3-THF és a tiamin-monofoszfat kétirdnyt
transzportjat teszi lehetévé. Szintén nagy szerepe van az antifoladtok, mint példul a
MTX, sejtbe torténd felvételében. Az emlds sejtek folsav homeosztazisdban is fontos
szerepet jatszik, folat deficiencia esetén down-regulélodik (Yee és mtsai 2010). Az
SLC19A1 gén a 21-es kromoszéman taladlhatd (210922.3). Az emberben taldlhatdo gén
polimorf, kiillonb6zd genetikai variansainak hatdsat olyan klinikai allapotokban
vizsgaljak, amelyek kapcsolatban allnak a folat transzporttal, szintézissel és a folsav
anyagcserével.

Leggyakrabban vizsgalt nem szinonim polimorfizmusa az rs1051266 (80G>A,
Arg27His), amely aminosav cserét eredményez. A 27-es pozicioban 1évé hisztidin
argininre cserélddik, ezzel megvaltozhat a transzporter affinitdsa. A transzporter
megvaltozott miikddése a MTX transzportjat, ezaltal a terapia hatékonysagat, toxicitasat
is befolydsolhatja. Egyes tanulméanyok Osszefiiggést taldltak a homozigota AA
genotipus és a magasabb plazma folat szintek kozott (Yee és mtsai 2010). Osszefiiggést
mutattak ki gyermekkori ALL HD-MTX kezelése esetén az AA genotipus ¢és a
magasabb plazma MTX szintek kozott, valamint megfigyelték, hogy az AA genotipus

esetén gyakrabban fordult eld toxicitas, és a betegség progndzisa (Ossztulélés, OS)
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rosszabb volt (Laverdiere és mtsai 2002). Reumatoid artritiszes betegek alacsony-dézisu
MTX kezeléseit kovetden is az AA genotipusu csoportban mértek magasabb MTXPG
szinteket (Dervieux és mtsai 2004). A 80G>A polimorfizmus Gsszefliggést mutatott a
HD-MTX kezelést kovetoen kialakult gasztrointesztinalis, csontveldi és majtoxicitassal
IS (Yee ¢és mtsai 2010). Gregers és mtsai (2010) tanulmanyaban azonban az AA
genotipust hordoz6 ALL-es gyermekek 50%-kal nagyobb eséllyel maradtak

remisszioban, mint a GG vagy GA genotipusuak.

SLCO1B1

A MTX majba torténd felvétele a szolubilis karrier organikus aniontranszporter
csalad 1B1 és 1B3 tagjan (SLCO1BI1 és SLCOI1B3) keresztiil torténik. Az SLCO1B1
gén polimorfizmusai szerepet jatszhatnak a HD-MTX kezelést kovetd interindividuélis
farmakokinetikai kiilonbségek kialakitasdban (Trevino és mtsai 2009a). Az SLCO1B1
gén terméke elsésorban a hepatocitak szinuszoidalis membranjan fejezodik ki, de az
enterocitakban is megtalalhatd (Trevino és mtsai 2009a). Szubsztratjai k6zott szerepel
tobbek kozott a bilirubin illetve a MTX-on kiviil egyéb gydgyszerek, mint példaul a
sztatinok, angiotenzin-konvertald enzim inhibitorok vagy a rifampicin. Szubsztratjait a
szinuszoidalis vérbol a hepatocitak belsejébe transzportalja. Az SLCO1B1 gén
polimorfizmusai a transzporter miikodését megvaltoztathatjak.
Leggyakrabban vizsgalt nem szinonim polimorfizmusa, az rs4149056 (521T>C,
Alal74Val) szamos szubsztrat vonatkozasaban a transzporter funkcio csokkenésével jar
(Niemi és mtsai 2011). Az rs4149056 polimorfizmus MTX farmakokinetikaval valo
Osszefiiggését tobb tanulméany is megerdsiti (Radtke és mtsai 2013, Ramsey ¢és mtsai
2013, Trevino ¢és mtsai 2009a). Az SLCO1B1 gén tovabbi polimorfizmusai
(rs11045879, rs4149081) is Osszefiiggést mutattak a MTX clearance-szel valamint a
kezelést kovetd gasztrointesztinalis toxicitassal (Lopez-Lopez és mtsai 2013, Lopez-

Lopez és mtsai 2011, Trevino és mtsai 2009a).

SLC22A8

A vesébe a MTX a 22-es szolubilis karrier molekulacsaladba tartozo organikus
aniontranszporterek 6-os és 8-as tagjan keresztiil jut be (SLC22A6 és SLC22A8). A
fehérjéket kodoldo gének egymashoz kapcsoltan a 11-es kromoszoman (11q12.3)
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talalhatok (Rizwan és Burckhardt 2007). Az SLC22A6/SLC22A8 géneket érintd
haplotipus eltérések Osszefiiggést mutathatnak a MTX clerance-szel (Lopez-Lopez és
mtsai 2013).

ABC-transzporterek

A MTX terapia hatékonysagat és a kialakuldo mellékhatasok stulyossagat a MTX
sejtekbdl torténd eltavolitasdnak gyorsasaga is befolyasolja. A MTX a sejtbol ABC-
transzportereken (ATP-k6t6 doménnel rendelkezé6 membranfehérje csalad) keresztiil
tavozik (Mikkelsen ¢és mtsai 2011). Az ABC-transzportercsaladba tartozo
transzmembran fehérjék a sejtek méregtelenitésében vesznek részt, fontos szerepiik van
szervezetlink xenobiotikumok elleni védekezésében. Miikodésiik soran ATP hidrolizise
soran felszabadulé energia felhasznalasaval transzportdljdk szubsztratjaikat a
sejtmembranon keresztiil. A kemoterapids kezelések soran kialakulo multidrog
rezisztencia kialakulasaért felelések, ezért multidrog rezisztencia (MDR) fehérjéknek is
nevezziik 6ket (Dean 2009). A transzporterfehérjéket kodolo gének polimorfizmusali
megvaltoztathatjdk a gének expresszigjat, az expresszadlodd fehérje szubsztrat
affinitasat, aktivitasat, miikodését. A legelsdként azonositott, gydgyszer rezisztenciaért
felelos MDR transzporter az ATP-k6td doménnel rendelkez6 B-membranfehérje
alcsalad 1-es tagja, ABCB1 (korabban MDR1) gén altal kodolt permeabilitasért felelGs
glikoprotein (P-glikoprotein) volt, de azéta az ABC-transzportercsalad szamos mas
tagjat azonositottak (Xia és Smith 2012). A legtobbet tanulmanyozott MDR fehérjék
kozé tartozik a P-glikoproteinen kiviil, az ATP-k6t6 doménnel rendelkezd C-
membranfehérje alcsalad 1-es tagja, az ABCC1 gén terméke, a multidrog rezisztencia
protein 1 (MRP1) és az ATP-koté doménnel rendelkezé G-membranfehérje alcsalad 2-
es tagja, az ABCG2 gén altal kodolt emldrak drogrezisztencia protein (BCRP).

Az ABCB1 gén terméke a szervezet szamos szovetében expresszalodik. Az
enterocitak apikalis membranjan, a vese proximalis tubulusaban az epitélialis sejtek
luminalis felszinén, a hepatocitak kanalikularis membranjan, a vér-agy gaton, a
placentaban, még a CD34+ hematopoetikus Gssejteken is kifejezodik (Dean 2009,
Konig és mtsai 2013). A xenobiotikumok eltavolitasat végzi a véraramba, bélbe, epébe,
vizeletbe. A MTX mellett szamos mas kemoterapias szer is a szubsztratja, mint a vinka

alkaloidak, antraciklinek, etopozid, taxanok, imatinib, irinotekdn és a mitoxantron
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(Dean 2009, Konig ¢és mtsai 2013). Az ABCB1 gén fokozott expresszidja hozzdjarulhat
a leukémias sejtek gyogyszerrezisztencidjahoz. Akut mieloid leukémias és ALL-es
betegekben megfigyelték, hogy azokban, akikben az ABCB1 talzottan expresszalodott,
az indukcios kezelést kovetd remisszids arany majdnem a felére csOkkent azokkal
szemben, akikben az overexpresszié nem volt kimutathatd (de Moraes és mtsai 2013).

Az ABCC1 expresszalodik a periférias vér hematopoetikus sejtjein, tiidében,
herében, placentdban, agyban, vesében, mellékvesében, bélben, szivben ¢és a
vazizomban. Nagy szerepet jatszik a sejtek fiziologias detoxikalasdban, ugyanis az
exogén toxinok mellett a sejt sajat anyagcsere-folyamatai sordn keletkez6 karos
anyagok eltavolitasat is végzi. Mikodéséhez glutationra van sziikség. A MTX mellett
tobb kemoterapeutikum is a szubsztratja (vinka alkaloiddk, antraciklinek). Szdmos
tanulmany sz6l amellett, hogy az ABCC1 expresszidja Osszefliggést mutat kiilonbdzo
daganatok kezelése soran kialakult rezisztenciaval. Akut leukémiadk kezelése soran
szerzett tapasztalatok azonban ellentmondasosak. Leukémids sejtek vizsgalatat ugyanis
neheziti az a koriilmény, hogy a transzporter az egészséges vérképzd sejteken is
kifejezddik (de Moraes és mtsai 2013). Fontos hangsulyozni, hogy a legtobb tumorsejt
az ABCB1 és ABCC1 géntermékeket egyszerre expresszalja. Ezt figyelembe véve,
feltehetden a leukémias sejteken is egyszerre tobb membran transzporter fejezdodik ki, és
ezek egylitt hozzdk létre a sejt multidrog rezisztens fenotipusat (de Moraes €s mtsai
2013).

Az ABCG2 gén terméke, a BCRP, nevét human emldraksejtek
a placentaban (Konig ¢és mtsai 2013). A CD34+ Ossejtek nagyobb mértékben
expresszaljak, mint az MDR1-et (Dean 2009). A progenitor €s érett vérképzo sejteken
azonban mar nem talalhaté meg. Feltételezik, hogy a szervezet és az dssejtek toxinokkal
szembeni védekezésében jatszik szerepet (Dean 2009). Ugynevezett ,.fél ABC-
transzporter”, mitkodése soran homodimerizalodik (Konig és mtsai 2013). A MTX-on
kiviil szamos endogén és exogén szubsztratja van. A transzporteren keresztiil nem
szallitodik, de mikodését gatolja a ciklosporin, takrolimusz, szaquinavir, omeprazol és
pantoprazol (Konig és mtsai 2013). Leggyakrabban tanulmanyozott nem szinonim,
aminosav cserével jaré rs2231142 (421C>A, GInl41Lys) polimorfizmusa csokkent
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fehérje expressziot eredményezhet, amely a kovetkezményes magas gydgyszerszintek
miatt a toxicitds fokozodasahoz vezethet (Robey és mtsai 2007).

A MTX effluxa a majban, vesében, bélben az ATP-k6té doménnel rendelkezd
C-membranfehérje alcsalad 2-4-es tagja, az ABCC2, ABCC3, ABCC4 gének altal kodolt
transzportereken keresztiil is végebemehet (Mikkelsen és mtsai 2011). A hepatocitakbol
a vérbe elsésorban a bazolateralis membranon taldlhato ABCC3 ¢s ABCC4
transzportereken keresztiil jut vissza. Az ABCC2 az ABCBI1 transzporter mellett a
MTX epébe torténd kivalasztasat végzi. Alacsony dozisu, per os MTX kezelés esetén
pedig a MTX az enterocitakbol az ABCC2 transzporteren keresztiil a béltraktusba, az
ABCCI1 mellett az ABCC3 transzporteren keresztiil pedig a vérbe keriil. A vesébol
torténd eltavolitdsdban az ABCG2 mellett az ABCC2 és ABCC4 transzporter fehérje
jatszik szerepet. Az ABCC2 gént érinté SNP-k elhtizoddo MTX fiiriilést okozhatnak
(Cascorbi 2006, Mikkelsen és mtsai 2011). Az ABCC2 gén altal kodolt multidrog
rezisztencia protein 2 (MRP2) az epitél sejtek apikalis — luminalis membranjaban
talalhato. Fontos szerepet jatszik a detoxikacids folyamatokban. Szdmos konjugalatlan
¢és konjugiélt vegyiilet (glukuronidok, szulfatok, glutationok — tobbek kozott a konjugalt
bilirubin) aktiv transzportjat végzi. Szubsztratjai kozott szamos daganatellenes szer is
szerepel. Az autoszomalis recessziv Dubin-Johnson szindroma (szimptomas konjugalt

hiperbilirubinémia) a majban talalhaté MRP2 hianyahoz kotheté (Cascorbi 2006).

FPGS/GGH

A transzport mechanizmusokon kiviil az intracellularis MTXPG akkumuléciot a
folilpoliglutamat szintaz (FPGS) és a gamma-glutamil hidrolaz (GGH) enzimek altal
katalizalt ellentétes reakcidk ardnya hatarozza meg. Fokozddik az intracellularis
MTXPG mennyisége a FPGS enzim fokozott és a GGH enzim csokkent miikodése
esetén (Panetta és mtsai 2010). Ezzel szemben a FPGS enzim csokkent és a GGH enzim
tulzott mikodése esetén a sejt rezisztenssé valhat a MTX-tal szemben (Assaraf 2007).

A FPGS gén a 9-es kromoszoman helyezkedik el (9934.1). Az enzim a MTXPG
kialakulasat katalizalja, miikodése soran egy 2-7 glutaminsavbdl allo lancot kapcsol a
MTX molekuldhoz. A FPGS aktivitas kiilonbozhet ALL-es betegekben a leukémia
fenotipusa, diploiditasa ¢és molekularis altipusai szerint (Panetta és mtsai 2010).

Megfigyelték, hogy magasabb volt B fenotipusu, hiperdiploid ALL-ben, mig
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alacsonyabb volt a t(12;21) transzlokéciot hordozokban (Panetta és mtsai 2010). A
FPGS gén tobb funkcionalis polimorfizmusat azonositottak, ennek ellenére az ALL-es
betegekrdl késziilt farmakogenetikai vizsgalatok még hianyosak (Schmiegelow 2009).
Reumatoid artritiszes betegek esetén pedig ezidaig nem lehetett egyértelmii
Osszefliggést kimutatni a vizsgalt SNP-k és a MTX kezelés hatékonysaga, toxicitasa
kozott (Owen és mtsai 2013).

A GGH gén a 8-as kromoszéman talalhaté (8q12.3). Terméke, a GGH enzim, a
poliglutaméat lanc lehasitasat végzi, amely altal lehetdvé valik a MTX eltavolitasa a
sejtbol. A gén rs11545078 (452C>T, Thrl51lle) polimorfizmusa az enzim csokkent
miikddésén keresztiil, a MTXPG intracellularis felhalmozddasahoz és fokozott
citotoxicitashoz vezethet leukémias sejtekben. Ezzel ellentétben az rs3758149 (-
401C>T) SNP a csokkent MTXPG szinttel mutatott osszefiiggést reumatoid artritiszes
betegekben, azt sugallva, hogy az SNP fokozott enzimaktivitast okoz (Schmiegelow
2009). A GGH enzim fokozott expresszioja a poliglutamat lanc gyorsabb lehasitasat
eredményezi, melynek kovetkeztében a sejtek nem képesek az antifolatok

akkumulaléasara, igy azok hatasa csokken.

DHFR, MTHFD1, SHMT1, MTHFR, TYMS, MTR, MTRR

A MTX hatésat elsddlegesen a DHFR enzim gétlasan keresztiil fejti ki. A DHFR
enzim génje az 5-0s kromoszoman talalhatd (5911.2-q13.2). Az enzim a dihidrofolatot
tetrahidrofolattd alakitja, amely azutdn biztositja a de novo purin ¢és timidilat
szintézishez sziikséges egyszénatomos fragmentumokat. A gén egyes polimorfizmusai
¢és haplotipusa Osszefliggést mutattak az enzim fokozott expressziojaval és a gyakoribb
ALL relapszussal (Al-Shakfa és mtsai 2009, Schmiegelow 2009). A DHFR enzim
deficiencia megaloblasztos anémiat okozhat (Cario és mtsai 2011).

A 17-es kromoszoman talalhatd szerin hidroximetil-transzferaz 1 (SHMT1) gén
altal kodolt SHMT1 enzim a reverzibilis szerin — glicin és THF — 5,10-CH2=THF
atalakulast katalizalja. Az SHMT1 gén rs1979277 (1420C>T, Leu474Phe)
polimorfizmusa csokkent MTX érzékenységet okozhat (de Jonge és mtsai 2005). Az CC
genotipus pedig megnovekedett homocisztein szinttel, alacsony folat statusszal, és

magasabb ALL rizikoval allhat kapcsolatban (de Jonge és mtsai 2005).
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A metilén-tetrahidrofolat dehidrogendz 1 enzim (MTHFDI1) harom kiilonb6z6
reakciot katalizal, amelyek soran a THF egyszénatomos derivatumai egymadsba
atalakulhatnak. A reakcid szubsztratjai a metionin, timidilat és a de novo purin
szintézishez sziikségesek. Génje a 14-es kromoszoman helyezkedik el (14q24). Az
MTHFD1 rs2236225 (1958G>A, Arg653Gln) polimorfizmus AA genotipusa
kapcsolatban allhat a megnovekedett relapszus rizikoval ALL-es gyermekekben
(Krajinovic és mtsai 2004, Schmiegelow 2009). Kimutattak tovabba, hogy az A allél
szignifikansan csokkentette a hepatotoxicitas kialakulasanak esélyét (Erculj és mtsai
2012).

Az egyik leggyakrabban vizsgalt enzim a metilén-tetrahidrofolat reduktaz
(MTHFR), amely az 5,10-CH2=THF atalakulasat katalizalja 5-CH3-THF-ta, amely a
homocisztein — metionin atalakulashoz sziikséges kofaktor. A MTHFR gén az 1-es
kromoszéman talalhaté (1p36.3). Legtobbet vizsgalt polimorfizmusai az rs1801133
(677C>T, Ala222Val) és az rs1801131 (1298A>C, Glu429Ala) (Schmiegelow 2009).
Mindkét SNP csokkent enzimmitkddést eredményez, a 677C>T allél valamivel nagyobb
mértékben, mint az 1298A>C allél. A két SNP-t érintd egyideji homozigotasag
eléfordulasa rendkiviil ritka, de a kaukdzusi populacié koriilbeliil 15%-a heterozigota
mindkét SNP-re nézve. Ezekben az egyénekben az enzimaktivitas csOkkenése
megegyezik a 677C>T homozigotakéval (Schmiegelow 2009). A 677>T allél
heterozigota és homozigdta formaban is a folat kinalat egyensulyanak zavarat,
kovetkezésképpen hiperhomociszteinémiat okozhat (Taub és mtsai 2002). Az SNP-k
hatasa a MTX farmakokinetikdra és a kezelést kovetd toxicitds kialakuldasdra nem
egyértelmil. Csokkent MTHFR aktivitds megnovekedett in vitro MTX érzékenységgel
tarsulhat (Taub és mtsai 2002). Leirtak ugyanakkor Osszefiiggését magasabb relapszus
rizikoval és az ALL progresszigjaval is (Krajinovic és mtsai 2004). Talaltak
Osszefiiggést az SNP-k jelenléte és a magasabb aranyban jelentkezd toxicitas kozott, de
léteznek olyan vizsgalatok is, ahol ezt az Osszefiiggést megerdsiteni nem tudtak
(Seidemann és mtsai 2006), s6t olyan is, amelyben a 677C>T allél jelenléte esetén a
hepatotoxicitds és a mielotoxicitds aranya alacsonyabb volt (Costea és mtsai 2006).

A TYMS enzim a dezoxiuridin-monofoszfat (dlUMP) metilaciojat katalizalja,
amelynek sordn dezoxitimidin-monofoszfat ({TMP) keletkezik. A reakcid kofaktora az

5,10-CH2=THF. A dTMP kinalat fontos a DNS replikaciéhoz és repair-hez. A TYMS
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gén a 18-as kromoszéman talalhatd (18p11.32). A TYMS expresszio szabalyozasadban a
(2R) vagy harmas (3R) tandem ismétlddése is szerepet jatszik. A 3R ismétlddés
fokozott génatirodast és a TYMS szint emelkedését okozza, amely a MTX kezelés
toxicitasdnak csokkenéséhez (Faganel Kotnik ¢és mtsai 2011), de akir MTX
rezisztenciahoz is vezethet (Horie és mtsai 1995).

A metionin szintaz (5-metiltetrahidrofolat-homocisztein metiltranszferaz, MTR)
a homocisztein — metionin atalakulast katalizalja. A reakcidhoz 5-CH3-THF-ra és
metilkobalaminra van sziikség. A metionin szintdz reduktdz (5-metiltetrahidrofolat-
homocisztein metiltranszferaz reduktaz, MTRR) a metionin szintdz aktivalasaért és a
metilkobalamin kinalat fenntartasaért felelés. A MTR gén az 1-es (1g43), a MTRR gén
az 5-6s (5p15.31) kromoszoéman helyezkedik el. A MTR rs1805087 (2756A>G,
Asp919Gly) polimorfizmusa alacsony enzimaktivitast eredményezhet, de az SNP ¢és a
MTX toxicitas kozotti dsszefiiggés egyeldre ismeretlen (Faganel Kotnik és mtsai 2011).
A MTRR gén rs1801394 (66A>G) polimorfizmusa kapcsolatban allhat a MTX
toxicitassal, de hematologiai malignitasokban még hianyosak az SNP-vel kapcsolatos

ismereteink (Faganel Kotnik és mtsai 2011).

ARID5B

Az eldzbektdl eltérd modon, az ARID5B gén egy transzkripcids fehérjét kodol. A
gén terméke az adeninben ¢és timinben gazdag interaktiv domént (AT-rich interaction
domain, ARID) tartalmazé fehérjecsalad 5B tagja. Az ARID csalad DNS koto
fehérjékbdl all. A gén a 10-es kromoszoman talalhaté (10q21.2). Az ARID5B gén
szerepet jatszik az adipogenezisben, a m4j fejlddésében, de a sejtnovekedésben és a B-
limfocita progenitorok differencialédaséban is (Trevino és mtsai 2009b). Kimutattak,
hogy az ARID5B gén variansai Osszefiiggést mutatnak a B-sejtes hiperdiploid ALL
kialakulasaval (Healy és mtsai 2010, Trevino és mtsai 2009b). Tovabba, ezekben a
betegekben ugyanazok az allélok, amelyek a B-hiperdiploid ALL-re hajlamositottak,
Osszefliggést mutattak a megnovekedett intracellularis MTXPG akkumuléacioval is
(Trevino és mtsai 2009b). Ismert, hogy a B-sejtes hiperdiploid ALL jobban reagal HD-
MTX kezelésre. Mindez felveti annak a lehet0ségét, hogy a leukemogenezis €s az

antileukémids terdpiara adott valaszreakciok egy kozds — egyeldre ismeretlen —
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utvonalon konvergalnak (Xu és mtsai 2012). Az ARID5B gén MTX farmakokinetikaval

vagy toxicitassal kapcsolatos Osszefiiggéseit ez idaig nem vizsgaltak.

3.3 Farmakokinetikai és farmakogenetikai vizsgalatok jelentosége

Egy kemoterapias szer farmakokinetikai és farmakodinamias tulajdonsagai
meghatarozzak, hogy az adott szer a szervezetben milyen terapias és toxikus hatasokat
fejt ki (Groninger és mtsai 2004). A gydgyszer sorsa a szervezetben azonban nagy
személyek kozotti  variabilitast mutat, mind a szer hatékonysagat, mind
mellékhatasspektrumat tekintve. A farmakokinetikan alapuld gyogyszeradagolds ezért
nagy jelentdséggel bir, ezaltal lehetdvé valik a maximalis terdpias hatéds elérése amellett,
hogy a mellékhatasokat minimalisra csokkentjiik. A kemoterapias szerek alkalmazasa
egyediilallo klinikai és toxikologiai kompromisszumot jelent (McMahon és O'Connor
2009). A kemoterapias szerek tobbsége ugyanis citotoxikus hatasa, viszont a célsejtek
és a szervezet egészséges sejtjeinek érzékenysége a kemoterapeutikomokkal szemben
hasonlo. A betegség stlyossaga miatt alkalmazott nagy dozisoktol vald kis eltérés is
konnyen stlyos toxicitast okozhat, vagy aluldozirozva, egy kemoterapidval gydgyithatd
daganat gyogyulasi esélyeit ronthatja.

A terapids gyogyszerszint monitorozasa (TDM) segitséget nyujt a hatdsos,
biztonsagos ¢és gazdasagos gyogyszeres kezeléshez. A gydgyszerszint kovetésével
ellendrizhetd, hogy a gyogyszer plazmaszintje az elérni kivant terapias tartomanyba
vagy azon kiviill esik. A TDM alkalmazasaval biztonsagosan alkalmazhatok olyan
gyogyszerek, amelyek esetén az alkalmazott dozis és plazmakoncentracid dsszefliggése
nem egyértelmi, terdpias ¢és/vagy toxikus tartomdnyuk keskeny, az alul- vagy
taladagoléasuk esetleg visszafordithatatlan kovetkezményekkel jar, kisérd gyogyszerelés
és/vagy kisérdbetegségek Iényegileg megvaltoztathatjadk a széban forgd vegylilet
farmakokinetikajat (Gahalyi és Lakner 2008).

A kemoterapids szerek esetén idedlis lenne a rutinszeriien alkalmazott TDM. A
kezelések nagy részében a TDM felhasznalhatdsaga azonban jelenleg még korlatozott
(Hon és Evans 1998, Lennard 1999). Nincs olyan egyértelm{i farmakoldgiai mutato,

amely kozvetleniil mutatna a terdpia hatékonysagat. Ha a gydgyulast tekintjiik a kezelés
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hatékonysaganak, akkor hosszi id0 telik el a gyogyszerszint mérésétdl a hatékonysag
megitélésig (Hon ¢és Evans 1998). A gydgyszerek metabolizmusa bonyolult,
szintmérésiik sokszor koltséges, rdadasul legtobb esetben kombinalt kemoterapids
protokollokat alkalmazunk, amely a gyodgyszer interakciok miatt megneheziti a
farmakokinetikai és farmakodinamias tulajdonsagok pontos feltérképezését. Sziikség
lenne tovabba minden gyogyszer esetén a pontos terdpids tartomany ismeretére
(Lennard 1999).

A HD-MTX infuziot kovet6 TDM bar jol ismert, de nem tokéletes példa arra,
hogy a farmakokinetikai ismereteket hogyan lehet sikeresen alkalmazni a klinikai
gyakorlatban. A HD-MTX kezelést kovetd szérum, liquor MTX és 7-OH-MTX szintek
monitorozasanak, az emellett megfelelden alkalmazott rescue és szupportiv terapianak
koszonhetden, a HD-MTX az esetek nagy részében biztonsdgosan alkalmazhatd
kemoterapeutikum. Mindezek ellenére a vilagban tobbféle protokoll részeként mas és
mas dozisban alkalmazzak, az optimalis MTX szint meghatarozasa maig szdmos kutatas
targyat képezi.

A farmakokinetikai vizsgalatokra a gyermek hematologia, onkoldgia teriiletén is
sziikség van. A felndttekbdl szarmazd farmakokinetikai adatokat ugyanis nem lehet
csak egyszeriien extrapolalni a gyermekekre. Kiilonbozik példaul a a bleomicin,
ciklofoszfamid, ifoszfamid, citarabin, doxorubicin, idarubicin és a MTX kezelések
farmakokinetikéja felndttek és gyermekek esetén, de még a gyermekpopulécion beliil az
idosebb és fiatalabb gyermekek kozott is (Groninger és mtsai 2004). Az ilyen
vizsgalatok elvégzése soran tobb etikai és logisztikai, technikai kihivassal is szdmolni
kell. Tobbek kozott a vérmintdk mennyiségének és gyakorisaganak minimalisra
csokkentésére, nagyon érzékeny gyodgyszerszintmérd metodikara, limitalt adatgyiijtési
stratégiara van sziikség. Mindezek tiikrében nem meglepd, hogy a gyermekekben
alkalmazott kemoterapias szerek farmakokinetikai tulajdonsagaival kapcsolatos

tudasunk ma még kozel sem teljes (Groninger és mtsai 2004).
Alapos farmakokinetikai ismeretek mellett is el6fordul, hogy ugyanazon dozist

alkalmazva is nagy egyéni kiilonbségeket taldlunk a gyogyszerek felszivodasat,

metabolizmusat, eliminaciojat, a létrejott hatast, mellékhatast tekintve. Ez a
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valtozékonysag részben a fentebb emlitett metabolikus és transzport folyamatokban
részt vevo fehérjéket kodold gének variabilitasaval magyarazhato.

A farmakogenetika a gyogyszervalasz interindividualis kiilonbségeit az egyéni
genetikai valtozékonysag megnyilvanulasaként vizsgalja (Gahalyi és Lakner 2008). A
genetikai sokféleség sok esetben funkciondlis variabilitdst is jelent, tehat kapcsolat
allhat fent a genetikai varians (példaul egy SNP vagy tobb SNP egyiittes mintdzata) és a
gyogyszerhatds — mellékhatds kozott. Ma még nem teljesen feltart és értett
génasszociaciok miatt, ez akkor is igy van, ha az adott genetikai variabilitas nem okoz
kozvetleniil fehérjeszinten vald eltérést. Tehat genetikai jellegzetességek alapjan a
gyogyszerek hatékonysaga, toxicitasa az adott személy esetén prediktalhatd (Falus és
Erdélyi 2007).

A farmakogenetikan alapul6 dozis meghatdrozéasnak célja, a koltséghatékonysag
mellett, hogy pontosabb dozirozas legyen elérhetd, mint ha az csak a toxicitason vagy a
betegség aktivitasan alapulna (Nersting és Schmiegelow 2009). A purinanalog
antimetabolitok kozé tartozo 6-MP metabolizmusaban szerepet jatszo tiopurin-S-
metiltranszferaz (TPMT) enzimet érint6 genetikai eltérések jo példaul szolgalnak arra,
hogy a farmakogenetika hogyan jarulhat hozza az individualizalt gyogyszereléshez. Az
alacsony TPMT aktivitassal jard6 homozigota deficiens egyének sulyos, é€letveszélyes
mellékhatasokat szenvedhetnek, ezért esetlikben jelentds doziscsokkentésre van sziikség
(Nersting és Schmiegelow 2009). A fejlett orszagokban ezért a purinantagonista szerek
alkalmazasa elott egyre terjed a gén, illetve az enzimaktivitas rutin klinikai vizsgalata.

A MTX-tal kapcsolatos, nagyszdmu farmakogenetikai vizsgalat eredménye nem
egybehangz6 ugyan, mégis azt sugallja, hogy a jovoben kulcsszerepet jatszik majd a

terapia hatékonysdganak még tovabbi novelésében (Castaldo és mtsai 2011).
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4. Célkitiizés

Munkam soran az alabbi célkitiizéseim voltak:

Farmakokinetikai vizsgalatok:

1. Részletes, O0sszehasonlitdo elemzést késziteni a Magyarorszagon alkalmazott,
két kiillonbozé dozist HD-MTX kezelést kovetéen a MTX és 7-OH-MTX
farmakoniketikai paramétereirdl szérumban ¢€s liquorban egyarant.

2. Osszehasonlitani a kiilonbozé dozist kezeléseket kdvetd korai toxicitast.

3. Megvizsgalni a farmakokinetikai és toxicitasi eredmények életkor és nemek

szerinti kiilonbségeit.

Farmakogenetikai vizsgalatok:

4. Megvizsgalni a folat anyagcserében szerepet jatszo, transzporter, valamint
transzkripcids fehérjéket kodold gének polimorfizmusai (SNP) és a MTX,
valamint a 7-OH-MTX farmakokinetikaja kozotti 0sszefiiggéseket.

5. Megvizsgalni, hogy ugyanezen SNP-k Osszefliggést mutatnak-e a kezeléseket

kovet6 akut toxicitassal.
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5. Modszerek

5.1 Betegek, MTX kezelések

Osszesen 153 olyan beteg adatait elemeztiik, akiket ALL diagnozissal 1998-
2011 kozott a Semmelweis Egyetem II. Sz. Gyermekgyogyaszati Klinikdjan kezeltek.
Minden gyermeket bevontunk a vizsgéalatba, aki ez alatt az id6 alatt HD-MTX
kezelésben részesiilt. Az adatgy(jtés retrospektiv  médon tortént. A gyermekek
kemoterapids kezelése az ALL-BFM 95 és ALL IC-BFM 2002 protokoll alapjan zajlott
(ALL IC-BFM Trial Steering Committee 2002, Moricke és mtsai 2008). Az intravénas
HD-MTX infuziora minden esetben a terdpia konszolidacids fazisaban, 24 oras
folyamatos infuzié formajaban keriilt sor. Az ALL-BFM 95 protokoll alapjan minden
beteg egységesen 5 g/m? dozist (n= 33 gyermek) MTX infuzidban részesiilt. Az ALL
IC-BFM 2002 protokoll alapjan az alacsony és kozepes rizikdcsoportba sorolt (SR, IR)
T-sejtes €s a magas rizikocsoportba sorolt (HR) gyermekek (n= 32 gyermek) 5 g/m2
dozist, az alacsony és kozepes rizikocsoportba sorolt (SR, IR) B-sejtes ALL-es
gyermekek (n= 88 gyermek) 2 g/m? dozisa MTX infuziot kaptak (3. tablazat). Az 5
g/m?/24 éra dézisa infuzidk esetén dsszesen 241, a 2 g/m?/24 6ra dozis esetén dsszesen
342 MTX kezelést elemeztiink és hasonlitottunk Ossze. A betegek atlagéletkora a
diagnoziskor 6,4 év (1,0-17,9 év) volt.

Farmakokinetikai vizsgalataink soran a betegeket diagndziskori életkoruk szerint
tovabbi alcsoportokba osztottuk: 6 éves kor alatti (<6 év) és 14 éves kor feletti (>14 év)
csoportokba, mivel az ALL incidencidja magasabb az elsé csoportban, és a fiatalabb
gyermekeket fiziologidsan gyorsabb gyogyszer eliminacio jellemzi (Borsi és Moe 1987,
Groninger ¢s mtsai 2004, Plard és mtsai 2007). Ezzel szemben az idésebb gyermekek
gyogyszer metabolizacids és eliminacios képessége a felndttekéhez hasonlo (Strolin

Benedetti ¢s Baltes 2003).
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3. tablazat. Betegek és MTX Kkezelések jellemzdi

Betegek/kezelések Erték

Betegek szama Osszesen 153
Nem n (%) Fia 102 (66,7)
Lany 51 (33,3)
Atlagéletkor 6,4 (1,0-17,9) év
Protokoll n (%) ALL-BFM 95 33 (21,6)
ALL IC-BFM 2002 120 (78,4)
Riziko csoport n (%) SR 52 (34)
IR 70 (45,8)
HR 31 (20,2)
Immunfenotipus n (%) B-ALL 120 (78,4)
T-ALL 31 (20,3)
Bifenotipusos 2 (0,01)
MTX dozis n (%) MTX5 Betegek 65 (42,5)
MTX kezelések 241 (41,3)
MTX2 Betegek 88 (57,5)
MTX kezelések 342 (58,7)
MTX kezelések szama dsszesen 583
MTX5 n (%) <6 év Betegek 35 (53,8)
MTX kezelések 130 (53,9)
>14 év Betegek n (%) 9(13,8)
MTX kezelések n 27 (11,2)
MTX2 n (%) <6 év Betegek n (%) 60 (68,2)
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MTX kezelések n 230 (67,3)
>14 év Betegek n (%) 7(8)
MTX kezelések n 23 (7)

MTX5: 5 g/m?/24 6ra MTX, MTX2: 2 g/m*/24 6ra MTX

A gyermekek a protokolloknak megfeleléen kéthetente, 6sszesen 4 alkalommal
kaptak a HD-MTX-ot. A rendelkezésre allo klinikai adatok filiggvényében, az altalunk
vizsgalt MTX kezelések szdma betegenként 1-4 kozott valtozott. Osszesen 583 HD-
MTX kezelést elemeztiink (3. tablazat).

A protokolloknak megfeleléen az SR, IR csoportba sorolt gyermekek (B és T-
sejtes, n= 122 gyermek) a konszolidacios terdpia soran a HD-MTX mellett végig per os
6-MP-t (25 mg/m?/nap dézisban) kaptak. A HR csoportba sorolt betegek (B és T-sejtes,
n= 31 gyermek) a HD-MTX-ot terapias blokkok részeként kaptak. A terapias blokk els6
napjan keriilt sor az 5 g/m?%24 6ra dozisa HD-MTX infuziéra. A HD-MTX mellett
dexametazont (20 mg/m?®nap az 1-5. napon), vinkrisztint (1,5 mg/m? az 1. és 6. napon)
vagy vindezint (3 mg/m%nap az 1. és 6. napon), ciklofoszfamidot (200 mg/m?/nap a 2-4.
napon) vagy ifoszfamidot (800 mg/m? a 2-4. napon), citozin-arabinozidot (2000
mg/m®nap az 5. napon) vagy daunorubicint (30 mg/m%nap az 5. napon) és L-
aszparaginazt (25000 NE/m?/nap a 6. napon) kaptak a betegek (ALL IC-BFM Trial
Steering Committee 2002, Moricke és mtsai 2008). Az intratekalis MTX beadasara
(monoterapia és triplet részeként is) minden esetben a HD-MTX infuzi6 végét kdvetden,
kozvetleniil a liquor mintavétel utan keriilt sor.

A HD-MTX kezelést kiegészitd hidralasra alkalikus intravénas infuzidval a
kezelést megeléz8en 1500 ml/m?%/12 éra, a kezelés alatt illetve azt kovetden 3000
ml/m?/24 6ra mennyiségben a kezelést kovetd 48-72. 6raig keriilt sor.

A protokolloknak megfeleloen a MTX hatasanak felfiiggesztésére kalcium-
leukovorint kaptak a gyermekek 15 mg/m? dozisban az infuzi6 kezdetétél szamitott 42.,
48. és 54. ordban. Ezt kovetden tovabbi leukovorin kezelésre keriilt sor mindaddig,
amig a szérum MTX szint nem csdkkent 0,25 pmol/l ala.

DNS mintat 118 betegtdl tudtunk gyiijteni, igy farmakogenetikai elemzéseink
soran csak e sziikebb betegpopulacidé MTX kezeléseit vettiik figyelembe. Nem kertiltek
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be ebbe a vizsgalatba a DNS mintagytijtés kezdete eldtt exitalt betegek. A vizsgalatba
bevont valamennyi gyermek a magyar (kaukdzusi) populdcidhoz tartozott, de a
magyarorszagi statisztika alapjan becsiilt adatok szerint 3%-uk roma szarmazasu
lehetett. A sziilok, a betegek kiskortsagara valo tekintettel, a vizsgéalathoz irasos
beleegyezésiiket adtadk. A tanulményt a Magyar Etikai Bizottsag (Egészségligyi
Tudomanyos Tanacs Tudoményos és Kutatasetikai Bizottsag, ETT TUKEB)
jovahagyta.

5.2 Farmakokinetikai paraméterek, toxicitas

A szérum MTX és 7-OH-MTX szintmérésekhez az infuzi6 kezdetétdl szamitott
24, 36, 48, és elhuz6do gyodgyszer elimindcid esetén, tovabbi 66, 72, 96, 120 6ra mulva
tortént a mintavétel. A liquorbol az infuzié kezdetét kdvetd 24. draban, az intratekalis
MTX profilaxis el6tt torténtek a MTX szintmérések. A MTX és 7-OH-MTX
szintméréseket 1998-2006 kozott az Orszagos Onkologiai Intézet Farmakokinetikai
Laboratériumaban nagy nyomasu folyadékkromatografias (HPLC) modszerrel, 2006
utan a Semmelweis Egyetem laboratériumaban enzim immunoassay (EIA) modszerrel
végeztek.

Fiziologidsan a MTX szintje a szérumban a 48. orara 0,25 pmol/l ala csokken,
igy tovabbi szintmérésekre, tobb leukovorin kezelésre nincs sziikség. A betegek
tobbségében ezért nem allt rendelkezésiinkre adat a 48. o6ran tali MTX ¢és 7-OH-MTX
koncentraciokrdl, igy szamitasaink soran a 24, 36, 48. oOrdban mért értekeket
hasznalhattuk fel. Clearance ¢és fél-¢életidok szamoldsara a rendelkezésre allo adatokbol
nem volt lehetdségiink. Ennek oka az, hogy a MTX iiriilése legpontosabban egy
biexponencidlis gorbével jellemezhetd, ennek modellezéséhez minimum 4 idépontban
sziikséges a MTX szintek mérése.

A MTX és 7-OH-MTX fiiriilésének jellemzésére ezért egyrészt a szérumszintek
atlag és median értékeit, masrészt a harom idopont szimultan valtozasat (24h + 36h +
48h — egy célvaltozoként), valamint a harom mérési idépont alapjan kapott koncentracio
— 1d6 gorbe alatti teriileteket (area under the concentration — time curve, AUC)
alkalmaztuk. A gorbe alatti teriilet az extracellularis koncentraciotol és az expozicids

1d6tol egyarant fiigg, ezért ezzel a paraméterrel jol jellemezhetd a MTX expozicio. A
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gorbe alatti teriilet kozelitésére a trapezoid modszert alkalmaztuk. A meglévd pontok
alapjan trapézokat illesztettiink a gorbéhez, és ezek teriiletébdl megbecsiiltiik a gorbe
alatti teriilet nagysagat (AUC).

Regisztraltuk az elhtizodd MTX iiriiléssel jaro eseteket, azaz, ha a MTX szintje a
szérumban a 48. 6rdban a 0,25 vagy 0,5 umol/l értéket meghaladta.

A szérumbol liquorba torténd penetracié aranyat a 24. 6rdban mért liquor és
szérum MTX szintek hanyadosaval hataroztuk meg: liqguor MTX 24p/szérum MTX o4p.

A toxicitas vonatkozéasaban regisztraltuk a kezelést megel6z6 (0. nap) és az
infuzid kezdetét koveté 1, 2. napon, valamint 7. napon mért szérum hemoglobin
koncentraciot, fehérvérsejtszamot, neutrofil granulocitaszamot, trombocitaszamot,
Osszfehérjeszintet, transzaminaz enzimszinteket (GPT és GGT), bilirubin koncentraciot,
kreatinin szinteket. Az értékeket nemzetkozi kritériumrendszer, a National Cancer
Institute Common Terminology Criteria for Adverse Events version 4.0 scoring system
(National Cancer Institute 2010), alapjan kategorizaltuk, és a legsulyosabb, 3-4-es
toxicitasi fokozatba sorolt mellékhatasok MTX — 7-OH-MTX szérum szintekkel illetve
a késobbiekben részletezett gének polimorfizmusaival valo 6sszefiiggéseit vizsgaltuk (4.

tablazat).

4. tablazat. A vizsgalt toxicitasi kritériumok

Toxicitas Vizsgalt paraméter Kritérium
Csontvel6i toxicitas hemoglobin koncentracio <80 g/l
fehérvérsejtszam <2x10° /I

neutrofil granulocitaszam ~ <1x10° /I

trombocitaszam <50x10° /I
Hepatotoxicitas GPT aktivitas >200 U/I

GGT aktivitas >200 U/I

bilirubin koncentrécio >50 pmol/l
Szérum osszfehérjeszint <60 g/l
Nefrotoxicitas kreatinin szint >100 pmol/l
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5.3 Vizsgalt polimorfizmusok kivalasztasa, genotipizalas

A genetikai vizsgalatokat a Semmelweis Egyetem Genetikai, Sejt- ¢&és
Immunbiologiai Intézetében végeztiik.

Az irodalom, elsOsorban a teljes genomot érintd asszociacids vizsgalatok
(GWAS), alapjan kivalasztottunk 14 gént, amelyek kapcsolatban allnak a MTX
metabolizmusaval illetve a folat anyagcserével. A gének SNP-i kivalasztasanak egyik
fontos szempontja volt, hogy a minor allélfrekvencia >10% legyen a populécionkban.
Az SNP-ket funkcionalitasuk illetve azon tulajdonsagaik alapjan osztalyoztuk, hogy az
irodalmi adatok alapjan milyen kapcsolatban allhatnak a MTX farmakokinetikaval.
Osszesen 63 SNP-t valasztottunk ki. Az 5. tablazatban lathatok a kivélasztott gének és
SNP-k részletes adatai.

5. tablazat. A kivalasztott gének és SNP-k

SNP (rs#) Gén Allél (1/2)* Pozicio** Funkcié**
rs9967368 TYMS  G/C  chrl8:656020  near-gene-5

rs2853741  TYMS CIT chr18:657352 near-gene-5

rs2853533  TYMS G/IC chr18:658064 intron

rs1004474  TYMS AlG chr18:660383 intron

rs2612100 TYMS G/A chrl8:672363 intron

rs2966952  MTRR CIT chr5:7868030 near-gene-5

rs1801394  MTRR G/A chr5:7870973 missense, lle>Met

rs326120 MTRR AlIG chr5:7874847 intron

rs1532268  MTRR G/A chr5:7878179 missense, Ser>Leu

rs162036 MTRR AlG chr5:7885959 missense, Lys>Arg

rs3776455  MTRR AIG chr5:7896511 intron

rs10380 MTRR CIT chr5:7897191 missense, His>Tyr

rs11888 JAK3 T/C chr19:17935626  untranslated-3

rs3212713  JAK3 G/A chr19:17955001 intron

rs2842951  TPMT CIT chr6:18135683 intron

rs2518463  TPMT T/IC chr6:18143769  intron
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rs4449636
rs1979277
rs12937300
rs9909104
rs643333
rs17328763
rs11045818
rs11045819
rs4149056
rs11045823
rs4363657
rs10841769
rs7499
rs4819128
rs1051266
rs4149183
rs2276299
rs3809069
rs4509706
rs4948487
rs10821936
rs4506592
rs7089424
rs4948496
rs4948502
rs1076991
rs1950902
rs2236225
rs745686
rs310225

TPMT
SHMT1
SHMT1
SHMT1
SHMT1
SLCO1B1
SLCO1B1
SLCO1B1
SLCO1B1
SLCO1B1
SLCO1B1
SLCO1B1
SLC19A1
SLC19A1
SLC19A1
SLC22A8
SLC22A8
SLC22A8
ARID5B
ARID5B
ARID5B
ARID5B
ARID5B
ARID5B
ARID5B
MTHFD1
MTHFD1
MTHFD1
MTHFD1
JAK1
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G/A
G/IA
CIT
T/IC
CIA
T/C
G/IA
C/IA
T/IC
G/A
T/C
G/IA
G/A
T/IC
G/A
T/C
AIT
T/C
T/IC
A/C
T/C
G/A
T/G
CIT
T/C
AlG
CIT
CIT
AlG
G/IA

chr6:18148019

chrl7:18232096
chrl7:18233810
chrl7:18248021
chrl7:18267039
chr12:21282570
chrl2:21329761
chrl2:21329813
chrl2:21331549
chrl2:21333745
chrl2:21368722
chr12:21395019
chr21:46932328
chr21:46949649
chr21:46957794
chrl1:62765869
chrl1:62766431
chrl1:62783772
chr10:63661340
chr10:63669865
chrl0:63723577
chrl0:63727187
chr10:63752159
chr10:63805617
chr10:63839417
chrl4:64855041
chrl14:64882380
chr14:64908845
chrl14:64930632
chrl:65324683
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intron

missense, Leu>Phe
intron

intron

near-gene-5
near-gene-5
coding synonym, Ser>Ser
missense, Pro>Thr
missense, Val>Ala
intron

intron

unknown
untranslated-3
intron

missense, His>Arg
intron

coding synonym, Thr>Thr
near-gene-5
untranslated-5
intron

intron

intron

intron

intron

intron
untranslated-5
missense, Lys>Arg
missense, Arg>GIn
near-gene-5

intron



DOI:10.14753/SE.2015.2048

rs12063205 JAK1 AlG chrl:65372052 intron

rs11208538 JAK1 G/C chr1:65389289 intron

rs10280101 ABCB1 A/C chr7:87153585 intron

rs2032582  ABCB1 GIT chr7:87160618  missense, Ser>Thr/Ala
rs2235013  ABCB1 G/IA chr7:87178626  intron

rs1128503  ABCB1 T/C chr7:87179601  coding synonym, Gly>Gly
rs1202179  ABCB1 AlG chr7:87204279  intron

rs9282564  ABCB1 AlG chr7:87229440  missense, Asn>Asp
rs1544105  FPGS G/A chr9:130562725 promoter

rs10106 FPGS AIG chr9:130576075  untranslated-3
rs4451422  FPGS A/IC chr9:130576597  near-gene-3
rs12759827 MTR AlIG chrl:236972186 intron

rs4659724  MTR G/A chrl:236974124 intron

rs3768142  MTR T/G chr1:237028564 intron

rs10925257 MTR AlG chrl:237046160 intron

rs1805087 MTR AlG chrl:237048500 missense, Asp>Gly
rs2853523  MTR CIA chrl:237062198  untranslated-3

*Allél a vezetdszalon: 1: major allél; 2: minor allél, **A pozicio €és funkcid megjeldlése
az NCBI Genome Build 36.0 ¢és az UCSC Genome alapjan tortént:

http://genome.ucsc.edu/.

A DNS izolélas periférids vérmintdbol, remisszio soran, retrospektiv. modon
tortént. Az izolalashoz a QIAmp DNA Blood Midi Kit-et (Qiagen, Hilden,
Németorszag) hasznaltuk, munkank sordn a gyartd eldirasait kovettilk. A DNS izolalas
EDTA-s cs6be gylijtott, atlagosan 2 ml mennyiségli vérmintabol tortént. A protokoll
alapjan 2 ml vérmintdhoz 200 pl Protein K oldatot adtunk, majd alapos 0sszerazas utan
2,4 ml AL pufferrel forgattuk 6ssze. A lizdtumhoz 10 perces 70 °C-os inkubalas utan 2
ml 96%-os etanolt adtunk, jol Osszeraztuk, majd felvittiikk az oszlopra. Az elegyet tobb
1épésben 3 percig 300 rpm sebességgel centrifugéltuk, a lecentrifugalt részt (filtratumot,
alsé folyadékrészt) mindig elontve. Ezt kovetden az oszlopot eldszor 2 ml AWI1

pufferrel (1 perces centrifugalassal, 5000 rpm sebeséggel), majd 2 ml AW2
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pufferoldattal (15 perces centrifugalassal, 5000 rpm sebességgel) mostuk at. Az
oszlopon maradt DNS leoldasahoz, 300 ul AE puffert vagy desztillalt vizet adtunk az
oszlophoz, majd 5 percig szobahOmérsékleten inkubaltuk. Ezt kovetden 2 perc 5000
rpm sebességli centrifugalds kovetkezett. A maximalis hozam érdekében ezt az utolséd
ezutan NanoDrop® ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Scientific,
Wilmington, USA) késziilékkel hataroztuk meg.

A genotipizalas Sequenom iPLEX Gold MassARRAY technologiaval a kanadai
McGill Egyetem és Génome Québec Innovacioés Koézpontban (Montréal) tortént. A DNS
mintak genotipizalasi feltétele a 30 pl térfogat és a 20 pg/ul koncentracié volt. A
modszer alapja a nagy specificitasti és érzékeny tomegspektrometridas detektdldssal
torténd multiplex PCR reakcio. A genotipizalds elsd 1épése a kisérlet megtervezése,
azaz a sziikséges PCR ¢és extenzidés primerparok tervezése a mintaszam ¢és a
meghatarozni kivant markerek fliggvényében. Az amplifikacids 1épést, a multiplex
PCR-t kovetden a nem kotddott, feleslegben 1év6 dezoxi-nukleotid (ANTP) molekulakat
defoszforilaljak a SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase) enzimmel, hogy elkeriiljék a
tomegspektrumon megjelend alcsticsok keletkezését. Ezek utan egy templat (minta)
altal iranyitott egy bazisparnyi extenzios (SBE) lanctermindcid megy végbe a prdoba
felhasznalasaval (iPlex reakcid). Az igy kapott mintat atviszik egy Un. SpectroCHIP®
bioarray-re, amin a reakciotermékek (PCR) elvalasztasa és detektalasa torténik egy
matrix kozvetitésével végzett 1ézer deszorpcids ionizacids tomegspektrometriai
(MALD-TOF MS) technikaval az egyes nukleotidok eltér6 tomege alapjan. Az igy
kapott tomegspektrumot egy eléhivo szoftver dolgozza fel €s alakitja at szamunkra is

értelmezhetd genotipus informaciova.

5.4 Statisztikai analizis

Farmakokinetika

A farmakokinetikai és toxicitasi elemzéseket a StatSoft STATISTICA (7.0
verzid) programmal végeztiik. A 24 6ras 7-OH-MTX, AUC MTX és AUC 7-OH-MTX
értekek normal eloszlast mutattak. A tobbi nem normadlis eloszlasti paramétert

logaritmus transzformacidval normalis eloszlasuva alakitottuk. Abban az esetben, ha a
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valtoz6 eloszlasa tovabbra sem felelt meg a normal eloszlas kovetelményeinek, nem
parametrikus probakat (Mann-Whitney U, chi-négyzet, Wilcoxon-prdoba, és Spearman
korrelacid), maskiilonben parametrikus teszteket (Student t-teszt, Pearson korrelacio)
alkalmaztunk. Szignifikancia szintnek a p <0,05 értéket tekintettiik. A tobbszords

Osszehasonlitdsok sordn a p érték Bonferroni korrekcidjat alkalmaztuk.

Farmakogenetika

Az allélfrekvenciat allélszamolassal hataroztuk meg. A Hardy-Weinberg
egyensuly  meglétét  chi-négyzet  teszttel  ellendriztik  (online  elérhet6:
http://www.oege.org/software/hwe-mr-calc.shtml). Az egyensulytol vald eltérést p
<0,05 érték esetén allapitottuk meg. Ha a vizsgalt SNP domindns és recessziv
alléljainak gyakorisaga kiilonbozott a Hardy-Weinberg egyensuly alapjan varttol, az
SNP-t nem vontuk be a statisztikai elemzésbe. Mindezek alapjan 0sszesen 4 SNP-t
zartunk ki a vizsgalatbol. A vizsgalt SNP-k genotipus megoszlasat és az allélfrenvenciat

a 6. tablazat szemlélteti.

6. tablazat. A vizsgalt SNP-k genotipusa és allélfrekvencidja

SNP (rs#) Genotipus gyakorisag®
rs9967368 0,37 (41) 052(58)  011(12) 0,63 0,37
rs2853741 0,50 (58) 043(49) 007(8) 0,72 0,28
152853533 0,77 (89) 019(22) 004(4) 087 0,13
rs1004474 0,34 (39) 0,49 (56) 0,17 (20) 0,58 0,42
rs2612100 0,48 (55) 040 (46) 012 (14) 0,62 0,38
rs2966952 0,69 (79) 0,29 (33) 0,03 (3) 0,83 0,17
rs1801394 0,30 (35) 045(52)  024(28) 053 0,47
rs326120 0,68 (78) 030(34) 003(3) 083 0,17
rs1532268 0,39 (45) 0,48 (55) 0,13 (15 0,63 0,37
rs162036 0,83 (96) 016(18) 00l1(1) 0091 0,09
rs3776455 0,43 (46) 0,50 (53) 0,07 (8) 0,68 0,32
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rs10380

rs11888

rs3212713
rs2842951
rs2518463
rs4449636
rs1979277

rs12937300*

rs9909104
rs643333
rs17328763
rs11045818
rs11045819
rs4149056
rs11045823
rs4363657
rs10841769
rs7499
rs4819128
rs1051266
rs4149183
rs2276299
rs3809069
rs4509706
rs4948487
rs10821936
rs4506592
rs7089424
rs4948496
rs4948502

0,88 (100)
0,35 (40)
0,52 (60)
0,54 (61)
0,27 (31)
0,27 (31)
0,50 (57)
1 (115)

0,64 (73)
0,52 (59)
0,74 (84)
0,74 (84)
0,74 (81)
0,67 (76)
0,74 (84)
0,64 (74)
0,26 (30)
0,28 (32)
0,25 (29)
0,25 (29)
0,54 (62)
0,75 (86)
0,66 (76)
0,84 (97)
0,25 (28)
0,30 (34)
0,30 (35)
0,30 (349
0,28 (32)
0,48 (55)

0,11 (13)
0,54 (62)
0,43 (49)
0,37 (42)
0,47 (54)
0,47 (54)
0,43 (50)
0

0,28 (32)
0,43 (49)
0,21 (24)
0,23 (26)
0,28 (25)
0,31 (35)
0,23 (26)
0,33 (38)
0,51 (59)
0,52 (60)
0,53 (61)
0,55 (63)
0,39 (45)
0,21 (24)
0,32 (37)
0,16 (18)
0,57 (65)
0,57 (65)
0,55 (63)
0,57 (65)
0,50 (58)
0,39 (45)
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0,01 (1)
0,11 (13)
0,05 (6)
0,10 (11)
0,26 (30)
0,26 (30)
0,07 (8)
0

0,08 (9)
0,05 (6)
0,04 (5)
0,03 (3)
0,03 (3)
0,03 (3)
0,03 (3)
0,03 (3)
0,23 (26)
0,20 (23)
0,22 (25)
0,20 (23)
0,07 (8)
0,04 (5)
0,02 (2)
0

0,18 (21)
0,14 (16)
0,15 (17)
0,14 (16)
0,22 (25)
0,13 (15)

0,93
0,62
0,73
0,72
0,5

0,5

0,71

0,78
0,73
0,85
0,86
0,86
0,82
0,86
0,81
0,52
0,54
0,52
0,53
0,73
0,85
0,82
0,92
0,53
0,58
0,58
0,58
0,53
0,67

0,07
0,38
0,27
0,28
0,5

0,5

0,29

0,22
0,27
0,15
0,14
0,14
0,18
0,14
0,19
0,48
0,46
0,48
0,47
0,27
0,15
0,18
0,08
0,47
0,42
0,42
0,42
0,47
0,33



rs1076991
rs1950902
rs2236225
rs745686
rs310225
rs12063205
rs11208538*
rs10280101*
rs2032582
rs2235013
rs1128503*
rs1202179
rs9282564
rs1544105
rs10106
rs4451422
rs12759827
rs4659724
rs3768142
rs10925257
rs1805087
rs2853523

%Az adatok a gyakorisagot, zardjelben a betegek szamat jelzik. vt: homozigdta vad
tipusii beteg; het: heterozigéta varians beteg; var: homozigéta varians beteg, "Az allél
frekvenciak Hardy-Weinberg-féle jelolése; p: a vad tipust (dominans) allél gyakorsiaga;

q: a varians (recessziv) allél gyakorisaga, *Az allél frekvencia eltér a Hardy-Weinberg

egyensulytol

A farmakokinetikai — toxicitasi paraméterek és az SNP-k kozotti kapcsolatot az

0,25 (29)
0,66 (76)
0,40 (46)
0,49 (56)
0,53 (60)
0,78 (90)
1 (115)
0,90 (89)
0,35 (40)
0,27 (30)
1 (115)
0,51 (59)
0,82 (93)
0,36 (41)
0,38 (42)
0,36 (35)
0,55 (63)
0,40 (43)
0,32 (36)
0,64 (73)
0,64 (73)
0,33 (38)
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0,51 (59)
0,33 (38)
0,40 (46)
0,39 (45)
0,40 (46)
0,19 (22)
0

0,08 (8)
0,41 (46)
0,45 (51)
0

0,40 (46)
0,16 (18)
0,46 (53)
0,46 (51)
0,49 (48)
0,39 (44)
0,50 (54)
0,55 (63)
0,33 (38)
0,33 (38)
0,55 (64)

0,23 (27)
0,01 (1)
0,20 (23)
0,12 (14)
0,07 (8)
0,03 (3)
0

0,02 (2)
0,24 (27)
0,28 (32)
0

0,09 (10)
0,02 (2)
0,18 (20)
0,17 (19)
0,14 (14)
0,06 (7)
0,10 (11)
0,13 (15)
0,03 (3)
0,03 (3)
0,11 (13)

0,51
0,83
0,6
0,68
0,73
0,88
1
0,94
0,56
0,49
1
0,71
0,9
0,59
0,6
0,61
0,75
0,65
0,59
0,81
0,81
0,61

0,49
0,17
04
0,32
0,27
0,12
0
0,06
0,44
0,51
0
0,29
0.1
0,41
04
0,39
0,25
0,35
0,41
0,19
0,19
0,39

R (2.15 verzid) programmal elemeztiik (R Development Core Team 2010).
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Magyaraz6 valtozoként a betegek jellemzoit, prognosztikai tényezoket (nem,
¢letkor, ALL immunfenotipus, rizikd csoport, kezelési protokoll), az alkalmazott MTX
dozist (2 vagy 5 g/mz), az egyes betegek MTX kezeléseinek szamat (1-4), a MTX
koncentracid6 mérésének moédjat (HPLC vagy EIA) és az 59 SNP-t mind figyelembe
vettiik az elemzés soran.

A relativ kevés mérési idOpont €s a nagyszdmu magyarazd valtozd miatt az
elemzéseket egy idépontonkénti random forest (RF) elemzéssel (Strobl és mtsai 2008)
kezdtiik, amellyel kivalogattuk az egyes célvaltozok esetén a szdba johetd magyarazo
valtozokat. A RF elemzést a party csomag (1.0-6. verzio) cforest fiiggvényével
végeztiik (Hothorn 2013, Strobl és mtsai 2008). A random mddon kivalasztott valtozok
szama (mtry) megegyezett a mintaszam négyzetgyokével (Vn). A fik szama (ntree)
1000 volt. A vagasi ponthoz sziikséges teszt-statisztika (1-p) értéke (mincriterion) 0,8
volt. A RF segitségével valtozdszelekciot végeztiink; az 0sszes magyarazd valtozo
koziil kivalasztottuk a fontosnak tartott valtozdkat, amelyeket azutan a késObbi
elemzésekben felhasznaltunk. Fontosnak, illetve informativnak tekintettiink egy
valtozot, ha értéke meghaladta a legalacsonyabb negativ értékii valtozé abszolut értékét
(Strobl és mtsai 2009).

Kovetkezo 1épésben, a RF eredményeként kapott valtozokkal klasszifikacios és
regresszids dontési fakat (CART) allitottunk (Strobl és mtsai 2009). Ezzel a modszerrel
tovabb finomitottuk a valtozdszelekciot feltarva az esetleges interakciokat is. A CART
elemzést a party csomag ctree fliggvényével végeztiik (Hothorn és mtsai 2006). A
vagasi ponthoz sziikséges teszt-statisztika (1-p) értéke (mincriterion) 0,95 volt. A
vagashoz sziikséges minimum elemszam a leveleken (minsplit) 2 volt. A terminalis
leveleken a minimalis elemszam (minbucket) 1 volt. A CART soran mar lehet6ségilink
egylittesen elemezni. A CART eredményeként 1étrejott fan azok a magyardzo valtozok
abrazolodnak, melyek befolyasolhatjdk (Onalloan és/vagy interakcidbban mas
valtozokkal) a célvaltozot. A CART automatikusan felismeri az interakciokat, ¢s a nem-
linearitas sem probléma az elemzés soran.

Elemzéseink utols6 1épésében linearis kevert modelleket illesztettiink a korabbi
1épések soran kivalogatott genetikai magyaraz6 valtozokkal, illetve a demografiai

paraméterekkel. Ebben a modellben mar lehetdség volt arra, hogy az adatokban 1évd
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korrelacios strukturat (azonos betegeken végzett ismételt mérések) figyelembe vegyiik,
ugyhogy ezen elemzés eredményét tekintettiik véglegesnek, illetve a CART technikaval
felépitett dontési fa megerdsitésének. A logaritmikusan transzformalt MTX ¢és 7-OH-
MTX szintek és az SNP-k kozotti 0sszefiiggés esetén altalanos linearis kevert modellt
(GLMM), a binomidlis toxicitasi valtozok és az SNP-k kozotti kiilonbség esetén
altalanositott linearis kevert modellt (GzLMM) alkalmaztunk (Bates és mtsai 2012,
Pinheiro és Bates 2000). A toxicitas — genotipus Osszefiiggéseket a betegek altal kapott

MTX dozis alapjan, az 5 és 2 g/m2

csoportokban kiilon elemeztiik. A modellek
illeszkedését az F-értékkel (GLMM) és a likelihood arany teszttel (GzLMM) vizsgaltuk.
Szignifikancia szintnek a p <0,05 értéket tekintettiik. A modellek hatdserdsségét
jellemzd Un. pszeudo-R2 értékeket Nakagawa és Schielzeth (2013) szerint hataroztuk
meg. A marginalis [RZGLMM(m)] és kondicionalis [RZGLMM(C)] R? értéteket egyarant
meghataroztuk. Az esélyhanyadosok (OR) 95%-os konfidencia intervallumat (95% CI)
Wald-féle modszerrel hataroztuk meg (Agresti 2002).

A linearis kevert modellek statisztikai erejét az nlmeU csomag (0.70-3. verzio)
Pwr fiiggvényével hataroztuk meg (Galeczki és Burzikovszky 2013). A modellek

statisztikai ereje 62-86% volt.
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6. Eredmények

6.1 Farmakokinetika
6.1.1 Szérum MTX, 7-OH-MTX Kkoncentracio

A szérum MTX ¢és 7-OH-MTX szintek a 24, 36, 48. oraban szignifikdnsan
magasabbak voltak az 5 g/m?%24 o6ra dozist (MTX5) kapott gyermekek HD-MTX
kezelései soran (p <0,0001, 6. abra, 7. tablazat). A szérumszintek minkét csoportban
jelentds inter- és intraindividudlis kiilonbségeket mutattak. A szamitott AUCurx €s
AUC7.on-mTx értékek szintén szignifikansan magasabbak voltak az MTXS5 csoportban (p
<0,0001). A 48 oras szérum MTX koncentracié >0,25 umol/l volt az MTXS5 kezelések
72,20%, az MTX2 kezelések 44,44%-aban (p<0,0001), >0,5 pumol/l volt az MTXS5
esetek 33,20%, az MTX2 kezelések 12,57%-aban (p <0,0001).

MTX szérum szintek - MTX2 vs. MTX5
Median; Whisker: 25%-75%

*
50.00 é
s}
Q
g
g
<

5.00

MTX szint (umol/l)

[=]
(5]
o
1‘II:
*

o 24h

0.05 & 36h

+ 48h

MTX2 MTX5
Csoport

F median + interquartilis tartomany

6. dabra. Szérum MTX szintek az MTX2 és MTXS csoportban. *Az MTX5
csoportban mindharom idépontban (24, 36, 48. 6ra) szignifikansan magasabb szérum
MTX szinteket mértiink (p<0,0001).
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kovetoen
36h 48h
(nmol/l) (nmol/l)
MTX
5 g/m2/24h 72,26* 1,51* 0,4* 1319,34* 1,7*
(n=241) (54,04-95,33) (0,99-2,01) (0,24-0,63) (990-1732,2)  (0,99-2,78)
2 g/m?/24h 24,77 0,84 0,22 455,85 0,62
(n=342) (17,19-34,93) (0,62-1,01)  (0,15-0,33) (318,42 (0,48-1,04)
646,32)
7-OH-MTX
5g/m%24h 21,36 5,47* 2,11% 468,99* NM,
(n=124) (14,11-32,48) (3,25-8,84) (1,11-3,34) (307,23-
708,15)
2 g/m2/24h 9,11 3,87 1,38 227,1 NM,
(n=127) (7,06-12,89)  (2,66-5,11) (1,04-1,93) (167,76-
295,02)

Az adatok median (interkvartilis tartomany) értékeket jelolnek. n: vizsgalt MTX
kezelések szama, NM: nem mért, *A MTX és 7-OH-MTX szintek a szérumban,
liquorban, és az AUCmtx és AUC7.0n-mTx értékek szignifikdnsan magasabbak az MTXS

csoportban.

Az ajanlott terapias tartomanyt [10-100 umol/l a 24. éraban (Lennard 1999, Xu
¢és mtsai 2007)] az MTX2 kezelések szignfikansan kevesebb esetben érték el, mint az
MTXS5 esetén. A 24 oras MTX szintek az MTX2 kezelések 9,88%-aban, az MTX5
kezelések 1,67%-aban alacsonyabbak voltak a kivant 10 pmol/l értéknél (p=0,0007). Az
MTXS5 kezelések legnagyobb részében a 24 6ras MTX szint 30-100 umol/l k6zé esett.
Ezt a tartomanyt az MTX2 kezelések sordn szignifikdnsan ritkdbban érte el a MTX
szérumszintje (MTXS5: 76,15% vs. MTX2: 32,33%, p<0,0001). A 100 upmol/1
koncentraciot az MTXS5 kezelések 17,57%-aban, az MTX2 kezelések 1,19%-aban
haladta meg a MTX szintje (p<0,0001, 7.a abra).
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a, 24 éras szérum MTX szintek
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b, 24 éras liquor MTX szintek
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7. abra. A szérum és liquor MTX szintek megoszlasa a két csoportban. (a) A 24
ords szérum MTX szintek megoszlasa a két csoportban. (b) A 24 6rés liquor MTX
szintek megoszlasa a két csoportban. (¢) Liquor MTX z4n/szérum MTX 24, ardny a két

csoportban.
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Megvizsgaltuk, hogy az ismételten kapott kezelések soran megfigyelheté-e a
MTX, 7-OH-MTX szérumszintek ndvekedése vagy csokkenése. Egyik csoportban sem
talaltunk szignifikans kiilonbséget a MTX ¢és 7-OH-MTX szérumszinteket
Osszehasonlitva az 1-4. kezelést kovetéen. Az AUCptx és AUC7.0n-mTx €rtékek szintén
valtozatlanok maradtak mindkét csoportban. A liquor MTX koncentracié sem valtozott

az 1- 4. kezelések utan.

6.1.2 Liquor MTX koncentracio

A két csoport kozott megfigyelhetd jelentds kiilonbség a szérum MTX szinteket
Osszehasonlitva, a liquor MTX szinteket is jellemezte (7. tdblazat). A liquor MTX
szintek az MTXS5 kezeléseket kovetden szignifikdnsan magasabbak voltak (p<0,0001).
Az MTX 5 csoportban a median liquor MTX szint 1,7 pmol/l (95% CI: 1,41-2,09;
interkvartilis tartomany: 0,99-2,78 umol/l), az MTX2 csoportban 0,62 umol/l (95% CI:
0,59-0,88; interkvartilis tartomany: 0,48-1,04 umol/l) volt. A liqguor MTX szinteket
jelentés jelentds inter- és intraindividualis kiilonbségek jellemezték. A liquor MTX
szintek megoszlasat tekintve az MTX2 kezelések legnagyobb részében (73,33%) a
liquor koncentracié nem érte el a citoxicitds hataranak tekintett 1 pumol/l értéket. Az
MTXS kezelések legnagyobb részében a liquor koncentracid 1-10 umol/l kozé esett
(MTX5: 63,92% vs. MTX2: 22,72%, p <0,0001). Az MTXS5 kezelések 8,25%-aban, az
MTX2 kezelések 3,92%-aban a liquor MTX koncentraci6 meghaladta a 10 pmol/l
értéket (7.b abra).

A szérumbdl liquorba torténd penetracidé ardnya 1-3% kozé esett az MTXS
kezelések 58,33%-aban és az MTX2 kezelések 50,99%-4ban (7.c abra). A liquorba
torténd penetracié aranya nem kiilonbozott szignifikdnsan a két csoportban. A
liquor MTX 24n/szérum MTX 24 hdnyados értéke hasonld volt a két csoportban: MTXS5:
2,3% (95% CI: 1,7-2,5%) vs. MTX2: 2,8% (95% CI: 2,4-3%). A liquorba torténd
penetracio6 aranya tehat fliggetlennek bizonyult az alkalmazott d6zistol, amelyet a MTX,
7-OH-MTX ¢és liqguor MTX szintek kozotti korrelacidelemzés eredménye is

alatamasztott. A 24 oras szérum és liquor MTX szintek kozott mindkét csoportban
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szignifikans korreléacio allt fent (MTXS: Spearman 1=0,36, p=0,0002; MTX2: Spearman
r=0,38, p<0,0001).

6.1.3 Toxicitas

A kezeléseket ritkan kovette sulyos (>grade 3) toxicitas. A kezelést kdvetd 1-7.
napon az MTXS csoportban szignifikdnsan gyakrabban fordult el hepatotoxicitas
(grade 3-4, emelkedett GPT, GGT szint vagy bilirubin koncentracid): MTX5: 12,4%
(22/178 kezelés) vs. MTX2: 5,3% (15/283 kezelés), p=0,006. A HD-MTX kezelést
kovetd 7. napon szignifikansan gyakrabban regisztraltunk leuko- és granulocitopéniat
(grade 3-4) az MTXS5 csoportban: MTXS5: 36,9% (57/155 kezelés) vs. MTX2: 15,5%
(41/265 kezelés), p<0,0001. Az 1-2. napon a szérum Osszfehérjeszintek csokkenését
tapasztaltuk mindkét csoportban: MTXS5: 49,4% (87/176 kezelés) vs. MTX2: 59,4%
(165/278 kezelés), p=0.08. Az 1-7. napon ritkan fordult el sulyos (grade 3-4) kreatinin
szint emelkedés az MTX5 csoportban, és nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a két
csoport kozott: MTXS: 3,2% (5/155 kezelés) vs. MTX2: 1,9% (4/208 kezelés), p=0,50.

Az MTXS csoportban a 24 6ras 7-OH-MTX szintek szignifikdns korrelaciot
mutattak az 1-2. napon (Pearson r=0,42, p<0,0001) és 7. napon (Pearson r=0,36,
p<0,0001) mért legmagasabb kreatinin értékekkel. Az AUC7.on-mtx értékek korrelaltak
az 1-2. napon mért legmagasabb kreatinin szintekkel az MTXS csoportban (Pearson
=0,41, p<0,001), és a 7. napi kreatinin szintekkel mindkét csoportban (MTXS5: Pearson
r=0,34. p=0,001; MTX2: Pearson r=0,29, p=0,016, 8.a,b 4abra). Nem talaltunk
korrelaciot a 7-OH-MTX szintek és a kialakult hepato-, mielotoxicitas kozott.

Azokban az esetekben, amelyekben a 7. napon mért kreatinin szintek a
kiindulasi értékhez képest tobb, mint 20 umol/l-rel emelkedtek, magasabb 24 oras 7-
OH-MTX szinteket regisztraltunk, ennek ellenére a kreatinin szintemelkedés és a 7-OH-
MTX szintek kozotti 6sszefliggés nem bizonyult szignifikdnsnak (p=0,07, 9.a abra).

Nem allt fent linedris korrelaci6 a MTX farmakokinetikai paraméterei €s a
kezelés utan kialakult mellékhatasok kozott. Az MTX2 csoportban azonban azokban az
esetekben, amelyekben az 1-7. napon hepatotoxicitds alakult ki, szignifikdnsan
magasabb AUCurx értékeket regisztraltunk, mint azokban, amelyekben nem alakult ki
hepatotoxicitas (p=0,005, 9.b abra).
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MTX5
da, Kreatinin szint a 7. napon = 33.440 + 01973 * AUC 7-OHMTX
Correlation: r= 34001
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8. abra. Korrelacio az AUC7.on-mTx €s a 7. napon mért szérum kreatinin szintek

kozott. (a) Az MTX5 csoportban (p=0,001). (b) Az MTX2 csoportban (p=0,016).
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9. abra. Korrelacio a MTX, 7-OH-MTX szintek és a toxicitas kozott. (a) A szérum
7-OH-MTX szintek Osszefiiggést mutattak a kreatinin szintemelkedéssel (7. nap vs. 0.
nap <20 pmol/l vs. >20 umol/l, p=0,07). (b) Az AUCmrx szignifikdnsan magasabb volt
azokban az esetekben, amelyekben hepatotoxicitas alakult ki (p=0,005).
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6.1.4 Farmakokinetika és toxicitas a kiillonb6z6 korcsoportokban (<6 év és >14 év)
és nemek szerint

Mindkét terapids csoportban (MTXS5 ¢s MTX2) a 48 o6ras szérum MTX szintek
magasabbak voltak a >14 éves gyermekekben, mint a <6 évesekben (MTXS5: >14 év:
0,54 pmol/l, 95% CI: 0,42-0,92 pmol/l vs. <6 év: 0,37 pmol/l, 95% CI: 0,31-0,40
umol/l, p=0,0013; MTX2: >14 év: 0,30 umol/l, 95%CI: 0,21-0,38 umol/l vs. <6 év:
0,19 pumol/l, 95%CI: 0,18-0,20 pumol/l, p=0,0021). A 48 6rds MTX koncentracio
mindkét csoportban szignifikdnsan gyakrabban haladta meg a 0,5 umol/l értéket a >14
évesekben [MTXS5: >14 év: 63% (17/27 kezelés) vs. <6 év: 31.2% (39/125 kezelés),
p=0,019; MTX2: >14 év: 21,7% (5/23 kezelés) vs. <6 év: 7,6% (17/223 kezelés),
p=0,003].

Az MTXS5 csoportban szignifikdnsan gyakrabban taldltunk toxikus kreatinin
szinteket a >14 éves gyermekekben a kezelést kovetd 1-2. napon [>14 év: 12% (3/24
kezelés) vs. <6 év: 0,8% (1/120 kezelés), p=0,019] és a 7. napon [>14 év: 16,7% (4/24
kezelés) vs. <6 év: 2,1% (2/95 kezelés), p=0,014].

Az MTX2 csoportban a >14 évesek kozott szignifikansan gyakrabban fordult eld
hepatotoxicitas az 1-2. napon [>14 év: 8,7% (2/23 kezelés) vs. <6 év: 0,5% (1/222
kezelés), p=0,024].

A két csoportban (MTXS és MTX2) kiilon-kiilon megvizsgaltuk a lanyok és fiuk
kozotti kiilonbséget a MTX és 7-OH-MTX farmakokinetikajat tekintve. Az MTXS
csoportban nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a két nem kozott. Az MTX2
csoportban a 24 oras MTX szintek és az AUCprx értékek szignifikansan magasabbak
voltak a lanyok HD-MTX kezeléseit kovetéen (p=0,001 és p=0,002). A 24 6ras MTX
median értéke lanyokban (n= 120 kezelés) 27,79 umol/l (95%CI: 25,32-30,06 umol/l)
vs. fitkban (n=213 kezelés) 22,62 umol/l (95% CI. 20,84-24,77 umol/l) volt.
Ugyanebben a csoportban az AUCurx értéke lanyokban (n= 120 kezelés) 510,24 (95%
Cl: 464,82-563,82) vs. fitkban (n= 210 kezelés) 422,43 (388,08-449,64) volt. A 48 oras
MTX szinteket és az elhlizod6 MTX firiilést Osszehasonlitva azonban nem taldltunk

szignifikans kiilonbséget a két nem kozott.
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6.2 Farmakogenetika
Az Osszes beteg koziil 118-t6l tudtunk DNS mintat gyljteni, ezért ezen szlikebb
betegpopulacion végeztiik farmakogenetikai vizsgéalatainkat. A 118 gyermek

demografiai tulajdonsagait, MTX kezeléseinek jellemzdit a 8. tablazat szemlélteti.

8. tablazat. A farmakogenetikai vizsgalatokba bevont gyermekek és MTX

kezelések jellemz6i
| Betegek szama 18 |
Nem n (%) Fia 74 (62,7)
Léany 44 (37,3)
Atlagéletkor 6,4 (1,1-18) év
Protokoll n (%) ALL-BFM 95 25 (21,2)
ALL IC-BFM 2002 93 (78,8)
Riziké csoport n (%) SR 38 (32,2)
MR 60 (50,8)
HR 20 (17)
Immunfenotipus n (%) B-ALL 95 (80,5)
T-ALL 21 (17,8)
bifenotipusos 2(1,7)
MTX dézis n (%) MTX5 betegek szama 48 (40,7)
MTX kezelések szama 178 (38,4)
MTX2 betegek szama 70 (59,3)
MTX kezelések szama 285 (61,6)
MTX kezelések szama 463
osszesen

MTX5: 5 g/m?/24 6ra, MTX2: 2 g/m*/24 6ra
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6.2.1 MTX és 7-OH-MTX szintek

A szérum MTX és 7-OH-MTX szintek esetén a random forest (RF) elemzést az
egyes idopontokra (24, 36, 48. ora) és az AUCytx-ra, mint célvaltozokra, kiilon-kiilon
elvégeztiik.

A RF alapjan kivélasztottuk azokat a magyardz6 valtozokat, amelyek
Osszefliggést mutattak a szérum MTX szintek valamelyikével (24 oras és/vagy 36 6rés
és/vagy 48 oras) és/vagy az AUCurx —tal. Ezek a kovetkezOk voltak: az alkalmazott
MTX dézis (5 vagy 2 g/mz), ALL immunfenotipus, rizik6 csoport, életkor, az
rs2612100, rs2236225, rs1004474, rs9967368, rs7499, rs7089424, rs10821936,
rs4506592, rs1076991, rs745686, rs4948496, rs1801394, rs4363657, rs4149056 és az
rs1202179.

A klasszifikacios és regresszios fak (CART) felépitése soran a 24, 36 és 48. oras
MTX szintek valtozasat egyszerre, egy kozos célvaltozoval (MTX 24h + 36h + 48h)
modelleztik. A szérum MTX és AUCurx esetén a CART felépitéséhez az eldbb
felsorolt, RF alapjan kivalasztott magyarazo valtozokat hasznaltuk fel.

A szérum MTX (24h + 36h + 48h) szint CART eredménye alapjan az
alkalmazott MTX dozis (5 vagy 2 g/m?) befolyasolta leginkabb a MTX szinteket
(p<0,001, 10. abra). Ez 6sszhangban allt a korabbi, farmakokinetikai elemzések soran
kapott eredményiinkkel, melynek soran szignifikans kiilonbség allt fent a két kiilonb6z6
dozistu kezelést kapottak korében, minden egyes idopontban mért MTX koncentraciot
sszehasonlitva. Azokban a betegekben, akik 2 g/m? MTX-ot kaptak, az rs4948496
(ARID5B gén) szintén szignifikans Osszefliggést mutatott a kialakult szérumszintekkel
(p=0,011, 11. abra). A CC genotipussal rendelkezOkben magasabb szérumszinteket
talaltunk, mint a CT+TT genotipussal rendelkezOkben. Azokban a betegekben, akik 2
g/m2 MTX-ot kaptak, és az rs4948496 CT+TT genotipussal rendelkeztek, egy tovabbi
SNP, az rs4149056 (SLCO1B1 gén) szintén szignifikans dsszefiiggést mutatott az MTX
szintekkel (p<0,001, 10. abra). A TT genotipussal rendelkez6kben alacsonyabb volt a
MTX szintje, mint a CT+CC genotipussal rendelkezéknek. A két SNP és a MTX
szintek kozotti Osszefliggés altalanos linearis kevert modellel (GLMM) is
szignifikansnak bizonyult (rs4948496: p=0,039, rs4149056: p=0,004). A GLMM soran
az 154948496 + rs4149056 genotipus a 24, 36 és 48 oras MTX szint interindividualis
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variabilitasanak [R’gLmmm)] 6%, 10,7% és 9%-at magyarazta [az R*cLmm() 25%, 37,1%
és 22,7% volt a 24, 36 és 48 oras szintek esetén].

Azokban a betegekben, akik 2 g/m? MTX-ot kaptak, és az rs4948496 CC
genotipusaval rendelkeztek, szignifikansan gyakrabban fordult el6 a kivantnal
magasabb 48 6ras MTX szint ( >0,25 pmol/l): CC vs. CT+TT genotipus: 61% vs. 39%,
p=0,044.

Az AUCpTtx CART és GLMM elemzése soran csak az alkalmazott MTX dozis
(5 vagy 2 g/m? p<0,001) mutatott szignifikdns Ssszefliggést a magyarazo valtozok
koziil.

A liquor MTX szintek RF elemzése soran csak az életkor és az rs4948502
(ARID5B) mutatott szignifikans dsszefiiggést a liquor szintekkel. A CART és GLMM

elemzéssel azonban egyik valtozoval sem tudtunk szignifikans 6sszefliggést kimutatni.

Szérum MTX szintek

2

L2 ]
n=173

y = (77.451, 2.017, 0.593)

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

{CT, CC} T
6} 7}
n=45 n =162
y =(30.312, 1.214, 0.683) y = (27.557, 0.848, 0.239)

10. abra. A szérum MTX szintek klasszifikacios és regresszios faja. A korok (1, 3, 5)
azokat a magyaraz6 valtozokat abrazoljak, amelyek szignifikdns Osszefliggést mutattak
a célvaltozoval (24h + 36h + 48h MTX). A magyarazo valtozok egyes alkategoriai a
vonalak mentén lathatok. A célvaltozo értékeit a téglalapok (2, 4, 6, 7) abrazoljak.
y=(atlag MTX szint a 24, 36, 48. o6raban); n=MTX kezelések szama.
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A szérum 7-OH-MTX szintek és az AUC7.on-mtx esetén a MTX szintekhez
hasonldan jartunk el a RF elemzés soran. Ennek eredményeként a kovetkezd magyardzo
valtozok mutattak Osszefiiggést a szérumszintek valamelyikével (24 oras és/vagy 36
oras és/vagy 48 oras) és/vagy az AUCr.on-mTx -tal: az alkalmazott MTX doézis, ALL
immunfenotipus, életkor, az rs9967368, rs10841469, rs7499, rs2235013, rs4451422,
rs1202179, rs4948487, rs4948496, rs2518463, rs4948502, rs12759827, rs10106 és az
rs1801394.

A CART soran a 24, 36 és 48 oras 7-OH-MTX szintek valtozasat egyszerre, egy
koz0s célvaltozoval (7-OH-MTX 24h + 36h + 48h) modelleztiik. A szérum 7-OH-MTX
és AUCr.on-mtx esetén a CART felépitéséhez a RF eredménye alapjan kivalasztott
magyarazo valtozokat hasznaltuk fel.

A szérum 7-OH-MTX (24h + 36h + 48h) szint dontési faja a MTX-té¢hoz
hasonl6 képet mutat (11. dbra). Az alkalmazott MTX dézis (5 vagy 2 g/m?) befolyasolta
leginkabb a 7-OH-MTX szinteket (p<0,001), amely korabbi eredményeink alapjan
szintén vérhatdé volt. Mindkét csoportban az 1s4948502 (ARID5B gén) mutatott
szignifikans sszefiiggést a 7-OH-MTX szintekkel (5 és 2 g/m% p=0,015 és p<0,001).
Mindkét csoportban a GLMM alapjan is igazolddott a szignifikdns Osszefliggés
(p=0,003 és p=0,033). Az 5 g/m? MTX-ot kapott betegek esetén az rs4948502 a 24, 36
és 48 oras 7-OH-MTX szintek interindividualis variabilitasanak [RZGLMM(m)] 12,6%,
14% és 16,3%-at magyarazta [az RZGLMM(C) a 24, 36 és 48 oras 7-OH-MTX szintek
esetén 48,4%, 58% ¢és 45,3% volt]. Azokban a betegekben, akik 2 g/m2 MTX-ot kaptak,
az rs4948502 a 24, 36 és 48 oras 7-OH-MTX szintek interindividualis variabilitdsanak
[RZGLMM(m)] 15%, 9,3% ¢és 12,9%-at magyarazta [az RZGLMM(C) a 24, 36 és 48 oras 7-OH-
MTX szintek esetén 56%, 61,2% ¢és 51,7% volt].

Az 154948502 és a 7-OH-MTX szérumszintek kozotti 6sszefiiggés azonban nem
egyértelmii. Azokban a betegekben, akik 2 g/m2 MTX-ot kaptak, a CC genotipus
magasabb 7-OH-MTX szintekkel, mig az 5 g/m?-tert kapottak korében a CC genotipus
alacsonyabb 7-OH-MTX szintekkel allt Osszefiiggésben (a CT+TT genotipust
betegekkel dsszehasonlitva). Azokban a betegekben, akik 5 g/m? MTX-ot kaptak, és az
154948502 CT+TT genotipussal rendelkeztek, egy tovabbi SNP, az rs4948496 (ARIDSB
gén) szintén szignifikans Osszefliggést mutatott a 7-OH-MTX szintekkel a CART
alapjan (p=0,011), de a GLMM ezt az eredményt nem erdsitette meg.
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Az AUC7.on-mtx CART elemzése hasonld eredményt mutat, mint a szérum 7-
OH-MTX szinteké (12. é&bra). Az 1s4948502 (ARID5B gén) mindkét csoportban
szignifikans Osszefliggést mutatott az AUC7.on-mtx -tal (5 és 2 g/m2 dozist kapottak
esetén is p<0,001). A szignfikans Gsszefliggést a GLMM is megerdsitette (p<0,001 és
p=0,013). A GLMM alapjan, az 5 g/m®> MTX-ot kapott betegekben az rs4948502 az
AUC7.04-mTx Interindividualis variabilitasanak [RZGLMM(m)] 14,1%-4at magyarazta [az
R%cLmm() 52% volt]. Azokban a betegekben, akik 2 g/m? MTX-ot kaptak, az rs4948502
az AUC;on.mTx szintek interindividualis variabilitdsanak [RZGLMM(m)] 18,9%-4t
magyarazta [az RZGLMM(C) 61,5% volt]. A CART alapjan az rs4948496 (ARID5B gén)
szignifikans Osszefiiggést mutatott az AUC7.on-mtx-tal azokban a betegekben, akik 5
g/ m? MTX-ot kaptak és az rs4948502 CT+TT genotipussal rendelkeztek (p=0,003).

Szérum 7-OH-MTX szintek

{CT.TT}

[6] [8] ey
197 (- ()
n=25 n=12 n=92

y =(15.968, 4.016, 1.508) y =(14.936, 5.174, 4.837) y = (8.936, 3.682, 1.459)

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

y = (26.509, 7.336,2.934) | | y = (23.232, 6.385, 2.679)

11. abra. A szérum 7-OH-MTX szintek klasszifikacios és regresszios faja. A korok
(1, 2, 3, 7) azokat a magyarazd valtozokat 4abrazoljadk, amelyek szignifikans
Osszefliggést mutattak a célvaltozoval (24 + 36 + 48h 7-OH-MTX). A magyarazo
valtozok egyes alkategoridi a vonalak mentén lathatok. A célvaltozd értékeit a
téglalapok (4, 5, 6, 8, 9) abrazoljak. y=(atlag 7-OH-MTX szint a 24, 36, 48. 6rdban);

n=MTX kezelések szama.
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AUC 7-OH-MTX

{CT. TN

cC
n=25 n=12 n=92
y = 344.676 y = 359.955 y =213.787

{CT, TT} CcC
n =54 n=25
y = 582.81 y = 510.866

12. abra. Az AUC; on-mTx Kklasszifikacios és regresszids faja. A korok (1, 2, 3, 7)
azokat a magyarazé valtozokat abrazoljak, amelyek szignifikans Osszefliggést mutattak
a célvaltozoval (AUC 7.0n-mtx). A magyarazd valtozok egyes alkategoriai a vonalak
mentén lathatok. A célvaltozo értékeit a téglalapok (4, 5, 6, 8, 9) abrazoljak. y=(atlag
AUC7.0n4-mTx); n=MTX kezelések szama.

6.2.2 Toxicitas

A toxicitast jelzd laboratoriumi paraméterek esetén is elsd 1épésben RF
analizissel valasztottuk ki azokat a magyardz6 valtozokat, amelyekkel azutan
célvaltozonként a CART-ot felépitettiik.

Az 1-7. napon fellépd hepatotoxicitast jelzé szérum bilirubin szint emelkedés
[grade 3-4, MTXS5: 4,1% (7/172 kezelés), MTX2: 1,8% (5/279 kezelés)] az RF analizis
alapjan a kovetkezd magyardzo valtozokkal mutatott dsszefiiggést: alkalmazott MTX

dozis (5 vagy 2 g/m?), életkor, az rs3768142, rs11045819, rs7499, rs1544105,
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rs17328763, rs11045818, rs2853523, rs10106, rs4451422, rs745686, rs4948502,
rs2276299 és az rs2853533.

A CART eredménye alapjan az 5 g/m2 MTX-ot kapott betegekben szignifikans
Osszefiiggés mutatkozott a kialakult hepatotoxicitds és az rs7499 (SLC19A1 gén,
p=0,003) valamint az rs4948502 (ARID5B gén, p=0,007) kozott (13. abra). Azokban az
esetekben (n=13), ha a beteg az rs7499 AA és az rs4948502 TT genotipussal

rendelkezett, korosan magas bilirubin szintet nem regisztraltunk.

HEPATOTOXICITAS AZ 1-7. NAPON

(1]}
RS7499
p =0.003

{AG, GG}

(5]
n =146
y =(0.986, 0.014)

T {CC.CT}
5] )
n=13 n=13
y=(1,0) y =(0.615, 0.385)

13. abra. A hepatotoxicitas klasszifikacios és regresszios faja az MTX5 csoportban.
A korok (1, 2) azokat a magyardzd valtozokat abrazoljak, amelyek szignifikans
Osszefiiggést mutattak a célvaltozoval (hepatotoxicitas). A magyarazd valtozok egyes
alcsoportjai a vonalak mentén lathatok. A célvaltozo értékeit a téglalapok (3,4, 5)
abrazoljak. y=(annak a gyakorisdga, hogy nincs toxicitds, a toxicitds gyakorisaga);

n=MTX kezelések szama.

Az 1-7. napon kialakult nefrotoxicitast jelzé szérum kreatinin szintemelkedés
[grade 3-4, MTX5: 3,2% (5/155 kezelés), MTX2: 1,9% (4/208 kezelés)] az RF
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eredménye alapjan 0Osszefliggést mutatott a 36 ords MTX szérumszintekkel, az
rs4149183, rs1544105, rs1004474 és az rs3212713 valtozokkal. Az 5 g/m*-tert kapott
betegek esetén a nefrotoxicitasra, mint célvaltozora allitott CART szignifikans
Osszefliggést mutatott az rs4149183 (SLC22A8 gén) és a 7. napon fellépd
nephrotoxicitas kozott (14. abra). A CC genotipussal rendelkezd betegekben
szignifikdnsan gyakrabban alakult ki nefrotoxicitas, mint a CT+TT genotipussal
rendelkezékben (25% vs. 1%, p=0,001). A CART alapjan azokban a betegekben, akik
CC genotipussal rendelkeztek, és az életkoruk meghaladta a 9,2 évet, a nefrotoxicitas
kialakulasanak esélye 100% volt, szemben a 9,2 évnél fiatalabbakkal, akikben ez az

arany 0% volt.

NEPHROTOXICITAS A 7. NAPON

RS4149183
p=0.001

{CT, TT}

[5]

=1
n=143
y = (0.986, 0.014)

<9.21 >9.21

14. abra. A nefrotoxicitas klasszifikaciés és regressziés faja az MTX5 csoportban.
A korok (1, 2) azokat a magyardzd valtozokat abrazoljak, amelyek szignifikans
Osszefliggést mutattak a célvaltozoval (nefrotoxicitds). A magyarazo valtozok egyes
alcsoportjai a vonalak mentén lathatok. A célvaltozo értékeit a téglalapok (3, 4, 5)
abrazoljak. y=(annak a gyakorisaga, hogy nincs toxicitds, a toxicitds gyakorisaga);

n=MTX kezelések szama.
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A fent emlitett, stlyos (grade 3-4) hepato- és nefrotoxicitast jelzd szérum
bilirubin €s kreatinin szintemelkedés a betegek kis szdzalékaban kovetkezett be (<5%),
ezért a kis elemszamra vald tekintettel, ezekben az esetekben altalanositott linearis
kevert modelleket (GzLMM) nem alkalmaztunk.

A 7. napon regisztralt hipoproteinémia [szérum Osszfehérje szint <60 g/dl,
MTX5: 14,8% (22/149 kezelés), MTX2: 8,7% (18/206 kezelés)] a RF alapjan a rizikod
csoporttal (SR, IR vagy HR), az rs4948687, rs1076991 és a 36 oras 7-OH-MTX
szérumszintekkel mutatott Osszefiiggést. A CART eredményeként a 7. napon fellépd
hipoproteinémia és az rs4948487 (ARID5B gén, p=0,004), valamint az rs1076991
(MTHFD1 gén, p<0,001) kozott szignifikdns Osszefliggés mutatkozott azokban a
betegekben, akik 2 g/m? dozist HD-MTX kezelésben részesiiltek (15. 4bra).
Gyakrabban regisztraltunk hipoproteinémiat az rs4948487 AA genotipussal és az
rs1076991 GG genotipussal rendelkezd betegek esetén (9. tablazat). A kis esetszamra
val6 tekintettel GzZLMM-t nem alkalmaztunk.

HYPOPROTEINEMIA A 7. NAPON

RS4948487
p =0.004

AA {AC, CC}

2]
n=33
y = (0.758, 0.242)

RS1076991
p <0.001

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

15. abra. A hipoproteinémia Kklasszifikacios és regressziés faja az MTX2
csoportban. A kordk (1, 3) azokat a magyarazd valtozokat abrazoljak, amelyek

szignifikans Osszefiiggést mutattak a célvaltozoval (hipoproteinémia). A magyardzo
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valtozok egyes alcsoportjai a vonalak mentén lathatok. A célvaltozo értékeit a
téglalapok (2, 4, 5) dbrazoljak. y=(annak a gyakorisaga, hogy nincs toxicitas, a toxicitas

gyakorisaga); n=MTX kezelések szama.

9. tablazat. A kialakult hypoproteinémia [n (%0)] az rs4948497 és rs1076991

genotipusok fiiggvényében*

Hipoproteinémia  rs4948487 (ARID5B) rs1076991 (MTHFDL1)
(<60g/l)  AA AC+CC GG AG+AA

Igen 8 (24) 7 (4) 9 (23) 8 (5)

Nem 25 (76) 156 (96) 31 (77) 151 (95)

*a 2 g/m® MTX-ot kapott csoportban, n (%)= MTX kezelések szama (szazalékos

aranya).

Az 1-7. napon kialakult granulocitopénia [grade 3-4, MTX5: 39,2% (60/153),
MTX2: 27,3% (73/267)] az RF eredménye alapjan a kovetkez6 magyarazo valtozokkal
mutatott Osszefiiggést: rizikd csoport (SR, IR vagy HR), az alkalmazott MTX dozis (5
vagy 2 g/m?), az rs1979277, rs2235013, rs9967368, rs10821936, rs4948502, rs4506592,
rs7089424, rs1801394, rs1544105, rs4948496 és az rs3768142. A 2 g/m2 MTX-ot
kapott betegek csoportjadban a CART ¢és a GzLMM is szignifikans Osszefliggést mutatott
a 7. napon regisztralt granulocitopénia és az rs3768142 (MTR gén) kozott. A GG
genotipusu betegekben szignifikansan gyakrabban fordult el a granulocitopénia: GG
vs. GT+TT: 56% vs. 23%, OR: 5,92 (95% CI: 2,03-17,27), p=0,001. A CART ¢és
GzLMM eredménye is azt mutatta, hogy a granulocitopénia szignifikansan gyakrabban
fordult el6 a 4. HD-MTX kezelést kovetden, mint az 1-3. kezelések utan, OR: 3,48
(95% CI: 1,40-8,64), p=0,007.
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7. Megbeszélés

Az ALL terapidja vilagszerte rizikdcsoportokhoz igazitott kemoterapias
protokollokon alapul, amelyeknek kdszonhetéen ma egy ALL-ben szenvedd gyermek
tulélési esélye (5 éves OS) 84-94% a fejlett orszagokban (Pui és mtsai 2011). Az ALL-t
célzo kutatdsok ma mar a terapia hatékonysaganak tovabbi ndvelése mellett, a betegek
¢letmindségének javitasara is torekednek. A magasabb rizikocsoportokba sorolt,
relapszusra hajlamosabb betegek intenzivebb kemoterdpiaban részesiilnek, amelyek
sulyosabb mellékhatasokkal jarhatnak. A HD-MTX kezelés vilagszerte szamos ALL
protokollban kulcsszerepet jatszik. A HD-MTX kezelések soran az egyik {6 klinikai
kihivas az, hogy megtalaljuk az egyensulyt a kezelés kivant €s nem kivant hatasai kdzott
(Faganel Kotnik és mtsai 2011, Schmiegelow 2009). Ha megbizhaté biomarkerekkel
rendelkeznénk, amelyekkel elore jelezhetnénk az alkalmazott dozis hatdstalansagat,
vagy azt, hogy valaki a kezelést varhatoan rosszul toleralja majd, a HD-MTX kezelést
az egyén sajatos tulajdonsagaihoz igazitva alkalmazhatnank.

Munkank soran részletes, 0Osszehasonlitd elemzést készitettink a
Magyarorszagon alkalmazott, két kiilsnbozé dozisa (5 és 2 g/m?) HD-MTX kezelést
kovetden, a MTX és metabolitja, a 7-OH-MTX farmakokinetikdjat és a kezelések
toxicitdsat vizsgalva. Elemzésiinket kiegészitettik a MTX liquorba torténd
illetve a folat anyagcserével kapcsolatban allo fehérjéket kodold gének polimorfizmusai
¢s a farmakokinetikai paraméterek, valamint a kialakult toxicitdas kozotti

Osszefiiggéseket.
7.1 Farmakokinetika

A farmakokinetikai vizsgalatok elengedhetetlenek a nagy doézisban alkalmazott
kemoterapeutikumok, igy példaul a HD-MTX biztonsagos alkalmazasahoz. A klinikai
gyakorlatban alkalmazott HD-MTX infziok soran a MTX dozisa tag hatarok kozott
valtozik a vilagban (2-33,6 g/m?) (Groninger ¢és mtsai 2004). Szémos
ALL/NHL/oszteoszarkdmas betegen végzett tanulmany esetén megfigyelték, hogy még

ugyanazon doézist alkalmazva is nagy inter- és intraindividualis kiilonbségek jellemzik a
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MTX farmakokinetikajat (Holmboe és mtsai 2012, Joannon és mtsai 2004, Jonsson ¢€s
mtsai 2007, Schmiegelow 2009, Woessmann és mtsai 2005, Wysocki ¢s mtsai 1992b,
Xu ¢és mtsai 2007). A kiilonbozé HD-MTX protokollok hatékonysagat (koztiik a BFM
protokollokét) rendszeresen vizsgaljak annak érdekében, hogy az optimalis MTX dozist
meghatarozhassak, mégis kevés a részletes, Osszehasonlitd elemzés, amely a MTX
mellett a 7-OH-MTX koncentraciot, valamint a liquor koncentraciokat is figyelembe
Veszi.

Munkénk soran, az 5 és 2 g/m2 dozistu kezeléseket 0sszehasonlitva, az 5 g/m2
dozist kezeléseket kdovetden a szérum MTX szintek megbizhatobban elérték a
terapiasnak tekintett tartomanyt, bar ezen kezelések utan gyakrabban alakult ki
reverzibilis toxicitds. A szérum MTX és 7-OH-MTX szintek minden mért idépontban
szignifikansan magasabbak voltak az 5 g/m2 dozisu kezelések esetén, mint a 2 g/mz-
eseteket kovetéen. A MTX szérumszinteket jellemzd inter- és intraindividualis
kiilonbségeket mi is tapasztaltuk. Eredményeinkhez hasonldéan, a magasabb dozisu
MTX kezelések szignifikdnsan magasabb szérum MTX szinteket eredményeztek egy
korabbi tanulmanyban is, amelyben 0,5 g/mz, 1 g/m2 és 5 g/mz-es MTX kezeléseket
hasonlitottak 6ssze (Wysocki €s mtsai 1992b). Az 1 g/mz-es kezelések utan kétszer, az 5
g/mz-es kezeléseket kovetden tizszer magasabb MTX koncentraciokat mértek, mint a
0,5 g/m’es kezeléseket kovetden. A MTX iiriilésében nem talaltak szignifikans
killonbséget az egyes csoportok kozott. Maskor az 5 g/m? dozisi MTX kezelések
magasabb szérumszinteket eredményeztek, mint a 3 g/m? dozisu kezelések, de
megfeleld hidralas és alkalizalas mellett egyforman biztonsagosnak bizonyultak (Xu és
mtsai 2007). A kezeléseket egyforma aranyban kovette elhuzoddo MTX eliminacio, és
nem volt szignifikans kiilonbség a mellékhatisokat tekintve sem (Xu és mtsai 2007).
Egy tovabbi vizsgalatban a 24 6ras MTX szintek szignifikdnsan magasabbak voltak a 2
g/m’ dézisu kezelések utan, mint 1 g/m® dézist kovetden, a 42 és 48 oras
koncentraciokat 6sszehasonlitva azonban nem volt szignifikans kiilonbség (Joannon és
mtsai 2004).

Jelen munkéank soran koérosan magas 48 6rdas MTX szérumszinteket az 5 g/m2
dozist kezelések esetén gyakrabban regisztraltunk. Azon betegek esetén, akiknél a
szérumszintek magasabbak, nagyobb a rizikd6 a toxikus hatdsok kialakuldsara

(Schmiegelow 2009), ezért a MTX koncentracid kiiszobérték ala vald csokkenéséig
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intenzivebb folinsav rescue kezelést igényelnek (Plard és mtsai 2007). Az elhuz6do
MTX iirtilés és a kovetkezményesen elhuzodo rescue kezelés a hospitalizacid idejét is
megnoveli, amely kiilonosen gyermekek esetén nem elhanyagolhatd szempont a terapia
soran. Evans és mtsai (1986) altal vizsgalt ALL-es gyermekekben a MTX firiilése az
alkalmazott dozistol fliggének mutatkozott. Az alacsonyabb, 0,5 g/mz-es dozist kezelést
kévetéen a MTX szignifiknsan gyorsabban iiriilt ki a szervezetbél, mint 3-33,6g/m?
dozist kezeléseket kovetden. A dozisfliiggd eliminacid egyik magyarazata a HD-MTX
kezelések esetén a vesében torténd tubularis szekrécio telitettsége lehet, amely
megmagyarazna a csokkent renalis {Urtlést magasabb dozisi kezelések esetén
(Groninger ¢s mtsai 2004).

Eredményeink alapjan a MTX, 7-OH-MTX szérum és liquorszintek és az AUC
értékek az ismételt kezelések soran nem valtoztak szignifikdnsan. Leukémids betegeken
végzett korabbi tanulmanyok eredményei megegyeznek az altalunk tapasztaltakkal
(Borsi és mtsai 1990, Sterba és mtsai 2006). Oszteoszarkomas betegek esetén azonban a
7-OH-MTX szérumszintek az elsd kezeléstdl az utolséig szignifikans csokkenést
(Erttmann és mtsai 1985), illetve az elsé kezeléstdl a negyedik kezelésig novekvo, majd
az Otodik kezeléstdl kezdve csokkend tendenciat mutattak mas vizsgalatokban
(Holmboe ¢és mtsai 2012). A kiilonbség egyik magyarazata lehet, hogy az
oszteoszarkomas betegek kett6-hatszor magasabb MTX dozist kapnak kezelésiik soran,
amely a mdj metabolizacidos képességének csokkenéséhez vezethet. Tovabbi
magyarazata az lehet, hogy a vesében és majban talalhato ABC-transzporterek
aktivitasa fokozddik, €s ezaltal fokozodik a 7-OH-MTX eliminécioja (Holmboe és mtsai
2012).

Az 5 g/m%*es kezeléseket kovetben szignifikdnsan magasabb liquor MTX
szinteket regisztraltunk, mint a 2 g/m® dozisi kezelések utdn. A szérum MTX
szintekhez hasonléan a liquor MTX szintek is nagy egyéni ¢és egyének kozotti
valtozatossagot mutattak. Egy kordbbi tanulmanyban a 8 g/m2 dozist kezeléseket
szignifikdnsan magasabb liquor MTX szintek kovették, mint az 5 g/m2 dozistiakat
(Jonsson és mtsai 2007). Az altalunk vizsgalt 5 g/m? dozisu kezelések esetén a
citotoxicitds hataranak tekintett 1 umol/l koncentraciot a liquor MTX szint a kezelések
legnagyobb részében (72,12%) elérte, ezzel szemben a 2 g/m? dézisu kezelések tobb

mint kétharmadaban (73,33%) ennél alacsonyabb maradt. Egy korabbi, 0,5 g/m?, 1 g/m?
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és 5 g/m? dozisa MTX kezelést 6sszehasonlité vizsgalatban a liquor MTX szint a 0,5-1
g/m? dozisu kezelések felében, valamint az osszes 5 g/m? dozisii kezelés esetén
meghaladta az 1 umol/l értéket (Wysocki és mtsai 1992a).

Munkénk soran a 24 6ras szérum ¢€s liquor MTX szintek szignifikans korrelaciot
mutattak. Egy korabbi, 5 g/m? és 8 g/m® dozisu kezelést Gsszehasonlité vizsgalatban a
liquor MTX szintek szintén korrelaciot mutattak a 24 oOrds szérumszintekkel és az
AUCy1x értékével (Jonsson és mtsai 2007). Mas esetben magasabb do6zisi kezeléseket
Osszehasonlitva (6 g/m2 ¢s 8 g/m2) is gyenge, de szignifikans korrelacio allt fent a
szérum ¢és liquor MTX szintek kozott (Seidel és mtsai 2000). A liquor €s szérum MTX
szintek kozotti korrelaciot korabban szélesebb dozistartomanyban (0,5-33,6 g/m?) is
megerdsitették (Borsi és Moe 1987). Léteznek ezzel szemben olyan tanulmanyok,
amelyek nem tamasztjak ala ezt az Osszefliggést (Lippens és Winograd 1988, Milano és
mtsai 1990).

Korabbi vizsgalatok alapjan, a szérumbol liquorba torténd MTX penetracid
aranya koriilbeliil 1-3% (Jonsson és mtsai 2007, Milano és mtsai 1990, Seidel és mtsai
2000). Sajat eredményeink szintén alatamasztottak a nemzetkozi adatokat. Munkank
soran arra IS kerestiik a valaszt, hogy a penetracio aranya fligg-e az alkalmazott MTX
dozistol. Az altalunk vizsgalt két csoportban (5 g/m? vs. 2 g/m®) ez az arany
megegyezett (2,3% vs. 2,8%), tehat az alkalmazott dozistdl fiiggetlennek bizonyult. Egy
korabbi tanulmanyban a liquorba torténd penetracio ardnya az 5 g/m® dozisi kezeléseket
kovetden 2,9% volt (Milano és mtsai 1990), mig mashol ez az arany, az alkalmazott
mérési modszertdl fliggben, 1,5% vagy 1,6% volt (Seidel és mtsai 2000). Egy 5-8 g/m2
kezeléseket Osszehasonlitd vizsgéalatban 1,8%-0s 4atlagos penetracios aranyt irtak le
(Jonsson és mtsai 2007).

Figyelembe véve a regisztralt liquor MTX szinteket, a szérumbol liquorba
torténd penetracid aranyat és a 24 o6ras szérum ¢és liquor MTX szintek kozott fennalld
korrelaciot, eredményeink azt sugalljak, hogy a 2 g/m? dozisa kezelésekkel nem lehet

minden esetben megbizhatdan biztositani a citotoxikus liquor koncentraciot.
A hepato- és nefrotoxicitas két gyakori mellékhatas a HD-MTX kezeléseket

kovetéen. Munkank soran mind a két csoportban megfigyelhetd volt a transzaminaz

enzimek aktivitdsdnak fokozddasa, amely jol ismert kovetkezménye a HD-MTX
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kezelésnek (Holmboe és mtsai 2012, Wiela-Hojenska és mtsai 2001). A hepatotoxicitas
altalaban enyhe ¢és reverzibilis, szinte sosem vezet fibrozishoz, cirr6zishoz
(Schmiegelow 2009). Wiela-Hojenska és mtsai ALL-es gyermekeken végzett vizsgalata
soran Kimutatta, hogy a kemoterapia csokkentette a maj metabolizacios képességét
azaltal, hogy a HD-MTX gatolta a kevert funkcioji oxidaz rendszer mitkddését. Ez
hozzéjarulhat azon, a MTX-tal egyidében alkalmazott gyogyszerek toxikus hatasainak
fokozodéasahoz, amelyeknek metabolizaciojukhoz ezekre az enzimekre van sziikségiik
(Wiela-Hojenska és mtsai 2001). Korabbi tanulmanyok — beleértve munkacsoportunk
oszteoszarkomasokon végzett vizsgalatat — kimutattak, hogy szignifikans Osszefliggés
allt fent az emelkedett majenzim értékek és a csokkent MTX clearance, valamint az
emelkedett szérum MTX szintek kozott (Hegyi és mtsai 2012, Holmboe és mtsai 2012).
Jelen vizsgalatunkban a hepatotoxicitas szignifikans asszociaciot mutatott az emelkedett
AUCwrx értékével a 2 g/m?* MTX-ot kapott betegek kozott.

A leukémiasokénal magasabb MTX dézist kapd, oszteoszarkémas betegekben az
ismételt HD-MTX kezelések majtoxikus hatasat a 7-OH-MTX alacsonyabb
szérumszintje jelezte, amely a md metabolizacios képességének csokkenése
kovetkeztében alakult ki (Erttmann és mtsai 1985). Ugyanezt ALL-sok ismételt
kezelései soran viszont nem figyelték meg (Borsi ¢s mtsai 1990). Sajat vizsgalatunk
soran mi sem tapasztaltunk Osszefliggést az ismételt HD-MTX kezelések ¢€s a kialakult
hepatotoxicitas kozott.

Munkank soran szignifikans osszefliggéseket talaltunk a szérum 7-OH-MTX, az
AUC7.ou-mTx €s a kezelést kovetd kreatinin szintemelkedés kozott, amely azt sugallja,
hogy szoros kapcsolat allhat fent a MTX metabolitja és a kialakulé nefrotoxicitas
kozott. Nem taldltunk Osszefliggést a MTX farmakokinetikai paraméterei és a kreatinin
szintek kozott. A 7-OH-MTX szintek monitorozasa ezért talan pontosabb eldrejelzdje
lehet a toxicitas kialakulasanak. Munkank soran a vesemiikodés jellemzésére kizarolag
a szérum kreatinin szinteket hasznaltuk, amely a leggyakrabban hasznalt modszer a
GFR jellemzésére. Nem szabad azonban figyelmen kiviil hagynunk, hogy mas markerek
mérése is javasolt annak érdekében, hogy a vesemiikodést teljes részletességében
jellemezni tudjuk (Skarby és mtsai 2003). Egy 5-8 g/m® dozist kezeléseket
Osszehasonlitd vizsgalatban a HD-MTX kezelések a szérum kreatinin szintek

szignifikdns emelkedéséhez vezettek, de a kreatinin szintek 7-OH-MTX-tal valo
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crer

nem talalt szignifikans osszefliggést az 1 és 2 g/m?-es MTX infuzidkat kovetéen mért
24, 42 és 48 oras MTX szintek és a szamitott kreatinin clearance k6zott (Joannon és
mtsai 2004). Oszteoszarkomas betegekben a 7-OH-MTX szintek szignifikans
Osszefliggést mutattak az emelkedett GPT enzim értékekkel, de a kreatinin szintekkel
nem (Holmboe és mtsai 2012).

Az elhuzoddé MTX firiilésben a vese kivalasztd képessége besziikiilésének is
szerepe lehet. A korabban emlitett svéd tanulméany (Skarby és mtsai 2003) soran a
kreatinin szintemelkedés korreldlt az elhuz6dé MTX driléssel. Az elhtizodo MTX
eliminacioé glomerularis karosodashoz kapcsolodott (Skarby és mtsai 2003). Hempel és
mtsai (2003) 220 HD-MTX kezelés (1 g/m? 5 g/m? és 12 g/m?) vesetoxikus hatdsat
vizsgalta. Vizsgaltdk a glomeruléaris és tubuldris funkcidkat, a toxicitas dozisfliiggd
hatasat, illetve, hogy a karos mellékhatasok kialakuldsa Osszefiigg-e a MTX 7-OH-
MTX-ta torténd atalakulasaval. Vizsgélatuk eredményeként a HD-MTX kezelésnek
nem volt direkt tubulotoxikus hatasa. A glomerularis funkciézavar dozisfiiggden alakult
ki, a GFR csokkenésével és a proteinuria mértékének fokozodasaval jart. Minden
mellékhatas teljesen reverzibilis volt és nem korrelalt a MTX 7-OH-MTX-t4 torténd
metabolizaciojaval. Az ismételt MTX kezelések nem eredményeztek sulyosabb
nefrotoxicitast (Hempel és mtsai 2003). Sajat vizsgalatunk soran mi sem tapasztaltunk
Osszefliggést az ismétlddd MTX kezelések €s a nefrotoxicitas kialakulasa kozott.

Mindkét csoportban a szérum Osszfehérjeszintek jelentds csokkenése kovette a
HD-MTX kezeléseket, ¢s nem volt szignifikans kiilonbség a két csoport kozott. A
szervezet fehérje Osszetételének valtozasa (pl. szérum albumin csokkenés) alapvetden
megvaltoztathatja a kemoterdpids és egyes gyogyszerek farmakokinetikdjat, ami a
terapids hatas és a toxikus mellékhatdsok szempontjabdl is dont6 jelentdséggel birhat.
Példaul az alacsony szérum Osszfehérjeszint csokkenti a MTX kotddését, rontja a
kitirtilést, és igy elhiz6d6 MTX hatéshoz és a toxikus hatdsok fokozddasahoz vezethet.
Lényeges tovabba, hogy minden olyan gydgyszer, amely kotddik a szérum albuminhoz,
kompetitiv mddon gatolja a kiilonboz6 citosztatikumok, koztik a MTX fehérje
kotddését, €s igy fokozhatja a toxikus mellékhatasokat. Azokban a betegekben, akiknél
szérum Osszfehérjeszint csokkenést tapasztaltunk, a 24 6ras atlagos MTX koncentraciod

a toxikusnak tartott hatarérték kozelében mozgott, és nagy egyéni kiillonbségeket
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mutatott. Az altalunk tapasztalt szérum Osszfehérjeszint csokkenés é¢s a MTX hatasa,
valamint toxicitasa kozotti osszefliggés felderitése ezért tovabbi vizsgalatokat igényel.
Az esetlegesen létrejovo gyogyszerinterakciok elkeriilése végett, lehetdség szerint,
torekedni kell arra, hogy a citosztatikus kezelések mellett mas gyogyszerelésben ne
részesiiljon a beteg, illetve minden esetben egyedileg kell értékelni a mégis kialakuld
kolesonhatasokat. Szdba jon esetleges albuminpoétlas az elhizodd MTX {iriilést mutatod
esetekben.

Vizsgalataink alapjan a >14 éves korosztalyban szignifikdnsan magasabb szérum
MTX szintekre és gyakoribb mellékhatasokra lehet szamitani, mint a <6 éves
gyermekekben. Korabbi vizsgalatok soran, a 0,5-33,6 g/m? dozisi MTX kezeléseket
kovetden a <4 éves gyermekekben szintén alacsonyabb szérum ¢és liquor MTX
koncentraciot és gyorsabb MTX clearance-t mértek, mint az idésebbekben (Borsi és
Moe 1987, Plard ¢és mtsai 2007). Az évek szamanak novekedésével egyre lassabb MTX
eliminacid volt megfigyelhetd ALL-es és oszteoszarkomas gyermekekben, tovabba
felndttekben is (Groninger és mtsai 2004). Az életkor meghatarozta a MTX 7-OH-
MTX-ta torténd metabolizaciojanak aranyat is: minél fiatalabb volt a beteg, annal
magasabb 7-OH-MTX koncentraciot mértek (Borsi és mtsai 1990). Vizsgalataink soran
a >14 évesek kozott gyakrabban fordult elé hepatotoxicitas ¢és nefrotoxicitas.
Oszteoszarkomas betegekben viszont az emelkedett GPT értékek a fiatalabb életkorral
(<15 év) mutattak osszefliggést (Holmboe és mtsai 2012).

A 2 g/m? dozisu kezeléseket kovetden magasabb 24 ords MTX szinteket és
AUCurx értékeket regisztraltunk lanyokban, mint fiukban. A kés6bbi szérumszinteket,
elhiz6d6 MTX eliminaciot valamint az 5 g/m2 dozist kezeléseket kovetden kapott
eredményeket Osszehasonlitva azonban nem taldltunk kiilonbséget a nemek kozott.
Ramsey és mtsai (2013) szintén lanyokban figyelt meg lassabb MTX clearance-t, mas
tanulmanyok azonban nem taldltak nemek kozotti  kiilonbséget a MTX

farmakokinetikdjat vizsgalva (Plard és mtsai 2007).
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7.2 Farmakogenetika

Farmakogenetikai vizsgalataink soran arra kerestiilk a valaszt, hogy léteznek-e
olyan, a folat - MTX anyagcserét, transzporter molekulakat, transzkripcios faktorokat
érintd genetikai varidnsok, amelyek kapcsolatban allhatnak a MTX és a 7-OH-MTX
farmakokinetakéjaval, toxicitasaval. A demografiai és prognosztikai tényezékon tul 14
gén 63 polimorfizmusat vizsgaltuk meg.

Az elemzésekhez random forest és CART modszerrel végeztiink valtozo
szelekciot, amelyek 1, els6sorban microarray vizsgalatok, DNS szekvenalassal
kapcsolatos vagy mas génasszociacids vizsgalatok soran végzett valtozd szelekciohoz
ajanlott modszerek (Strobl és mtsai 2008). Alkalmazasukkal lehetévé valik kis
elemszamu mintan is nagyszamu magyarazd valtozé tesztelése. Elonye tovabba, hogy
mig az olyan egyszerlibb modellek esetén, amelyek az Osszes valtozot egyszerre
vizsgaljak, a nagyobb hatasu valtozok elnyomhatjak a kisebb hatasuak szerepét, a RF és
CART analizis minden valtozo szerepét onmagaban és mas valtozokkal interakcidban is
figyelembe veszi. Mivel ezek 0j, jelenleg még kevésbé elterjedt statisztikai modszerek,
eredményeinket hagyomanyos statisztikai modszerekkel, linearis kevert modellekkel
ellendriztiik.

Az ARIDSB gén polimorfizmusai koziil harom (rs4948502, rs4948496 ¢és
1s4948487) szignifikans Osszefiiggést mutatott a szérum MTX (azokban a betegekben,
akik 2 g/m* MTX-ot kaptak) és 7-OH-MTX szintekkel és a kialakult
hipoproteinémiaval. Az rs4948496 CC genotipussal rendelkezékben magasabb MTX
szinteket regisztraltunk. Az rs4948502 CC genotipusa és a 7-OH-MTX szintek kozotti
Ssszefiiggés azonban nem volt ennyire egyértelmii. A 2 g/m>-tert kapott betegekben a
CC genotipus a magasabb 7-OH-MTX szintekkel, mig az 5 g/mz-tert kapottakban a CC
genotipus az alacsonyabb 7-OH-MTX szintekkel mutatott Osszefiiggést. Korabbi
vizsgalatok kimutattak, hogy az ARID5B gén polimorfizmusai kapcsolatba hozhatdk az
ALL-re és annak B-hiperdipoid altipusara valé hajlammal, valamint hozzajarulhatnak az
ALL incidencidjat jellemz0 rasszbeli kiilonbségekhez is (Trevino és mtsai 2009b, Xu és
mtsai 2012). Az ARID5B gén ugyanazon genetikai variansai (rs10821936, rs10994982),
amelyek a B-hiperdiploid ALL kialakulasaval mutattak Osszefiiggést, szintén

Osszefliggést mutattak a magasabb MTXPG akkumuléciéval azokban a betegekben,
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akik az emlitett altipusba tartoztak (Trevino és mtsai 2009b). A B-hiperdiploid ALL
ismerten jobban reagal a MTX kezelésre (Trevino és mtsai 2009b). Mindez felvetette
annak a lehetdségét, hogy a leukémia kialakulasa és a leukémia ellenes gyogyszerekre
adott valasz Utvonalak egymassal Osszefiiggésben allhatnak (Xu és mtsai 2012).
Munkacsoportunk egy korabbi vizsgalata soran, sajat populacionkon igazolni tudtuk az
ARID5B gén polimorfizmusai (rs10821936, rs7089424, rs4506592) és az ALL hajlam
kozotti Osszefiiggést (Lautner-Csorba és mtsai 2012). Jelen munkank soran, e harom
SNP mindegyike a valtozo szelekciok soran Osszefliggést mutatott a MTX vagy 7-OH-
MTX szintekkel, szignifikdns kapcsolatot azonban sem dontési fakkal, sem linearis
modellel igazolni nem tudtunk. Az rs4948502, rs4948496 ¢és rs4948487
polimorfizmusok MTX farmakokinetikaval mutatott Osszefliggését azonban az
irodalomban els6ként igazoltuk, amely a fent emlitett hipotézist alatamaszthatja.

Az SLCOI1B1 gén rs4149056 polimorfizmusa vizsgalataink soran 0sszefiiggést
mutatott a szérum MTX szintekkel azokban a betegekben, akik 2 g/m? MTX-ot kaptak.
A TT genotipussal rendelkezd betegekben alacsonyabb MTX szinteket talaltunk, mint a
CT+CC genotipussal rendelkezOkben, amely azt sugallhatja, hogy a C alléllel
rendelkezOkben lassabban tirtilt ki a MTX a szervezetbdl. Mindez egybehangz6 Trevino
és mtsai (2009a) és Ramsey és mtsai (2013) altal végzett GWAS vizsgalatok
eredményeivel, melyek soran a C allél jelenléte lassabb MTX clearance-szel mutatott
Osszefliggeést. Az rs4149056 és a MTX clearance kozotti Osszefiiggést Radtke és mtsai
(2013) is alatamasztotta. Korabban kimutattak az SNP gasztrointesztinalis toxicitas
kialakulasaval vald 0Osszefiiggését is (Trevino és mtsai 2009a). Az SLCO1B1 gén
tovabbi polimorfizmusai, az rs11045879, rs4149081 és a magasabb szérum MTX
szintek kozott is talaltak Osszefiiggést (Lopez-Lopez és mtsai 2013, Lopez-Lopez és
mtsai 2011). Munkank soran az rs4149056 a kialakult mellékhatasokkal nem allt
szignifikans kapcsolatban, azonban eredményeink alatamasztjadk azon kordbbi
megfigyeléseket, amelyek szerint az SLCO1B1 gén rs4149056 polimorfizmusa a MTX
tiriilésének prediktora lehet.

A HD-MTX kezeléseket kovetd mellékhatasok és a folat illetve MTX
anyagcserében szerepet jatszo gének polimorfizmusai kozotti irodalmi Osszefliggések

ellentmondodak.
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Eredményeink alapjan a kialakult hepatotoxicitas az SLC19A1 gén rs7499
polimorfizmusaval allt szignifikans kapcsolatban. Ez az elsé olyan vizsgalat, amely a
gén emlitett polimorfizmusa ¢és a HD-MTX kezelést kovetd mellékhatas kozott
szignifikans Osszefliggést talalt. Az SLC19A1 gén leggyakrabban vizsgalt rs1051266
polimorfizmusat szintén bevontuk az elemzésbe, azonban sem a MTX vagy 7-OH-MTX
szintekkel, sem a mellékhatdsok kialakulasaval nem mutatott Osszefliggést. Az
SLC19A1 gén kiilonbozo genetikai variansainak MTX szintekkel vald Osszefiiggését
egyes korabbi tanulmanyok bizonyitjak (Laverdiere és mtsai 2002, Lopez-Lopez és
mtsai 2013). Az rs1051266 gasztrointesztinalis, maj-, és csontveldi toxicitassal is
Osszefliggést mutatott (Gregers €s mtsai 2010, Kishi és mtsai 2007, Yee és mtsai 2010).
Létezik azonban olyan vizsgalat is, melynek sordn az rs1051266 csokkent leukopénia
rizikéval mutatott Gsszefliggést leukémias és malignus limfomas betegekben (Faganel
Kotnik és mtsai 2011). Masrészrdl viszont 1éteznek olyan vizsgalatok, amelyek céafoljak
az SLC19A1 gén polimorfizmusai ¢s a HD-MTX kezelések toxicitdsa kozotti
Osszefliggéseket (Faganel Kotnik és mtsai 2010, Huang és mtsai 2008, Kishi és mtsai
2003).

A CART analizis soran szignifikans dsszefiiggést talaltunk a nefrotoxicitas és az
SLC22A8 gén rs4149183 polimorfizmusa kozott azokban a betegekben, akik 5 g/m?
MTX-ot kaptak. Minden egyes betegben, aki CC genotipussal rendelkezett és életkora
meghaladta a 9,2 évet, kialakult a mellékhatds. Mindez Osszefliggésben all sajat
faramkokinetikai és mas munkacsoportok eredményeivel is, amelyek szerint az idésebb
gyermekekben lassabb a MTX iirlilésének sebessége €s gyakrabban fordulnak eld
mellékhatasok (Groninger és mtsai 2004, Plard és mtsai 2007). Az SLC22A8 genetikali
variansainak MTX clearance-szel vald Osszefliggését egy korabbi vizsgélat is
megerdsitette (Lopez-Lopez és mtsai 2013).

A HD-MTX kezelést kovetd granulocitopénia jelen vizsgalataink alapjan
szignifikans Osszefiiggést mutatott a MTR gén rs3768142 polimorfizmusaval azokban a
betegekben, akik 2 g/m? MTX-ot kaptak. Ez az elsé olyan tanulmany, amely
Osszefliggést talalt a MTR gén emlitett genetikai varidnsa és a HD-MTX kezelést kovetd
mellékhatas  kialakuldsa kozott. A MTR  gén  polimorfizmusai  kevésbé
tanulmanyozottak, de az rs1805087 SNP korabban Osszefiiggést mutatott HD-MTX

kezelést kovetd gasztrointesztinalis ¢és hematologiai  toxicitas — kialakulasaval
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oszteoszarkomas betegekben (Patino-Garcia és mtsai 2009). Ezzel ellent mond azonban
az a vizsgalat, amelynek soran ALL-es betegekben ugyanez az SNP nem mutatott
Osszefiiggést a HD-MTX kezeléseket koveté mellékhatasok kialakulasaval (Faganel
Kotnik és mtsai 2011).

Munkédnk sordn az ARID5B gén polimorfizmusa mellett a MTHFD1 gén
rs1076991 polimorfizmusa is 0sszefiiggést mutatott a hipoproteinémia kialakulasaval a
2 g/m2 MTX-ot kapott betegek esetén. A MTHFD1 gén gyakrabban vizsgalt rs2236225
polimorfizmusa korabbi tanulmanyokban Osszefiiggést mutatott a hepatotoxicitas
csOkkent rizikojaval, de kimutattak 0Osszefliggését a kezelést kovetd anémia
kialakulasaval is ALL/oszteoszarkémas betegekben (Erculj és mtsai 2012, Windsor és
mtsai 2012). Az rs1076991 vel6csé zarodasi rendellenességgel vald kapcsolatat
kKimutattak (Greene ¢és mtsai 2009), azonban HD-MTX kezelést kovetd
mellékhatasokkal valo 6sszefiiggései ez idaig nem ismertek.

Farmakogenetikai elemzéseink soran igyekeztiink minden lehetséges, relevans
kovarianst és faktort figyelembe venni. Nem keriilt be vizsgalatunkba azonban a
MTHFR és GGH gén, habar egyes tanulmanyok szerint dsszefiiggés allhat fent a gének
kiilonboz6 SNP-1 és a MTX farmakokinetika, toxicitas kozott (Faganel Kotnik és mtsai
2011, Panetta és mtsai 2010).

A retrospektiv adatgylijtés és a betegek rizikd csoportok szerinti (nem
randomizalt) MTX kezelése kovetkeztetéseinket behatarolja. Eredményeinket
els6sorban irdnymutatonak, gondolat ébresztOnek tekintjiik, az egyénre szabott
gyogyszeres kezelés irdnyaba tett globalis tendencidhoz és erdfeszitésekhez szerettiink
volna hozzajarulni.

A  MTX-tal kapcsolatban 4ll6 metabolizald, transzporter, transzkripcios
fehérjéket kodold gének variansait folyamatosan, széleskdrben tanulményozzdk. Ha
alaposabb betekintést nyernénk a MTX rezisztenciat és a nagy egyéni farmakokinetikai
kiilonbségeket kialakitd genetikai eltérésekbe, nem csak képesek lennénk eldre
megjosolni és megeldzni a sulyos mellékhatasok kialakulasat vagy a HD-MTX terapia
esetleges hatastalansagat, de 0j terapids stratégiakat is létrehozhatnank (Cheok és mtsai
2009).

Az egy-egy génbdl kiinduldé megkozelitések helyett egyre elterjedtebbek a teljes

genomot érintd asszociacios vizsgalatok, amelyek soran uj, eddig ismeretlen gének,
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genetikai variansok szerepére deriilhet fény. A jovOben a nagy teljesitményii, alacsony
koltségli, egyszerre tobb szdz vagy ezer SNP szlirésére alkalmas genetikai tesztek
segitségével megvaldsulhat az egyéni, SNP alapu ,,rizik6 profil” megéllapitasa, amely
segitségével a gyodgyszeres terapia az egyénhez igazithaté (Davidsen ¢és mtsai 2008).
Fontos hozzéatenni azonban, hogy egy gyodgyszerre adott valaszreakcidt a genomszintli
eltéréseken tul szamos egyéb tényezd (példaul epigenetikai, poszttranszlacios,
biokémiai folyamat) befolyasolhat.

Mindaddig, amig nem rendelkeziink olyan megbizhaté farmakogenetikai teszttel,
amely a klinikai gyakorlatban értékelheté informécioval szolgdl, a terapids
gyogyszerszint monitorozas, a farmakokinetikai paraméterek ismerete elengedhetetlen a

MTX biztonsagos alkalmazasahoz (Gervasini és mtsai 2010).
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8. Kovetkeztetések

Vizsgélataink alapjan a terapids szérum és liquor MTX szintek az 5 g/m? dézisa
kezelésekkel megbizhatdbban elérhetdk azzal egyiitt, hogy a reverzibilis mellékhatasok
kialakulasa valamivel gyakoribb a magasabb dozisu kezeléseket kdvetden.
Eredményeink megegyeznek a nemzetkozi, ALL-sok HD-MTX kezeléseit célzo
vizsgalatok eredményeivel, amelyek szerint az ismételt HD-MTX kezelések hasonlo
MTX és 7-OH-MTX szinteket eredményeznek, és nem jarnak nagyobb toxicitassal. A
sajat és korabbi tanulmanyok eredményei alapjan idésebb (>14 éves) gyermekek HD-
MTX kezelései soran magasabb szérum MTX szintekre és gyakoribb mellékhatasokra
lehet szamitani, mint a fiatalabb (<6 éves) gyermekekben.

A szérum és liquor MTX szintek az 5 g/m? és 2 g/m® dozist kezelést kovetden is
nagy inter- és intraindividualis kiilonbséget mutatnak. Az irodalomban a szérum és
liquor MTX szintek kozotti kapcsolat ellentmondasos. Munkank soran valaszt kerestiink
arra, hogy van-e osszefiiggés az alkalmazott HD-MTX dozis és a MTX szérumbol
két kiilonboz6 dozist csoport kozott nem volt kiilonbség, a liquorba térténd penetracid
aranya tehat dozis fiiggetlennek bizonyult. Ezt tdmasztotta ald a 24 oras szérum és
liquor MTX szintek kozott tapasztalt szignifikdns korrelacio is.

A 7-OH-MTX szintek mindkét HD-MTX kezelés esetén szoros Osszefiiggést
mutattak a kialakult nefrotoxicitassal. Tovabbi kutatasokat igényel tehat annak
lehetdsége, hogy a 7-OH-MTX szorosabb 0Osszefiiggést mutat a kialakult
mellékhatasokkal, ezért monitorozasa elénydsebb lehet a MTX-nal.

Farmakogenetikai elemzéseink soran olyan 1j, tObbvaltozos statisztikai
modszereket alkalmaztunk, amellyel lehetdségiink volt a nagyszamu magyardzo valtozé
egyidejli figyelembe vételére, feltarva az esetleges interakciokat is.

Els6ként igazoltunk Osszefiiggést az ARID5B gén polimorfizmusai és a MTX, 7-
OH-MTX szérumszintek kozott. A gén pontos szerepe a szérumszintek kialakitasaban
azonban tovabbi vizsgalatokat igényel.

Eredményeink megerdsitik az SLCO1B1 gén szerepét, mint a MTX {iriilésének

lehetséges genetikai prediktorat.
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Osszefiiggéseket azonositottunk a kezeléseket kovetden fellépett akut toxicitds
¢s az SLC19A1, SLC22A8, MTR és MTHFD1 gének uj, eddig kevésbé vizsgalt genetikai
variansai kozott.

Tovébbi vizsgalatok és nagyobb elemszamu, nemzetk6zi populdcion torténd
validalas utdan az altalunk igazolt polimorfizmusok segitségével, valamint
farmakokinetikai vizsgalataink eredményeinek felhasznaldsadval megvaldsulhatna az

egyénhez igazitott gydgyszeradagolas.
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9. Osszefoglalas

A MTX széles korben alkalmazott kemoterapidas szer, kiilonbozé ALL
protokollok kulcseleme. Az optimalis dozis azonban mdig nem egyértelmiien definialt.
Sokféle protokoll létezik, de kevés az olyan vizsgélat, amely kiilonb6z6 dozisu HD-
MTX kezeléseket hasonlit Ossze.

Munkank soran részletes, 6sszehasonlito elemzést készitettiink az ALL-BFM 95
és ALL IC-BFM 2002 protokoll ajanlasa szerint alkalmazott 5 és 2 g/m?/24 ora dozist
HD-MTX kezeléseket kovetéen a MTX farmakokinetikdjarél és a kezelések
toxicitasarol. Ezt kovetden megvizsgaltuk, hogy a folat anyagcserében szerepet jatszo,
transzporter molekuldkat és transzkripcids fehérjéket kodold gének polimorfizmusai
Osszefliggésbe hozhatok-e a farmakokinetikai paraméterekkel és a kialakult toxicitassal.

Osszesen 153 gyermek 583 HD-MTX kezelését elemeztiik retrospektiv modon.
Vizsgaltuk a kezeléseket kovetd maj-, vese- és csontveldi toxicitas kialakulasat.
Tizennégy gén 63 polimorfizmusat genotipizaltuk. A statisztikai elemzés soran a
magyarazo valtozok célvaltozonkénti szelekciojat és az esetleges interakciok feltarasat
random forest és regresszios fak segitségével végeztiik, azutan linearis kevert
modelleket illesztettiink, hogy megerdsitsiik az igy kapott eredményeket.

Eredményeink alapjan a terapias szérum és liquor MTX szintek az 5 g/m? dézisa
kezelésekkel megbizhatobban elérhetdk voltak. A liquorba térténé MTX penetracio
aranya nem mutatott 0sszefliggést az alkalmazott MTX dozissal. A 24. 6rdban mért
liquor és szérum MTX szintek kozott szignifikans korrelacio allt fent. Az 5 g/m?es
kezeléseket kovetden gyakrabban alakultak ki reverzibilis mellékhatasok. Az ARIDSB
gén polimorfizmusai szoros Osszefliggést mutattak a MTX ¢és  7-OH-MTX
szérumszintekkel, bar a gén pontos szerepe a szérumszintek kialakitdsidban tovabbi
vizsgélatokat igényel. Munkank sordn megerdsitettiik azokat a korabbi eredményeket,
melyek alapjan az SLCO1B1 gén polimorfizmusa a MTX eliminacio prediktora lehet. A
folat anyagcserében szerepet jatszo gének olyan 0j polimorfizmusait azonositottuk,
amelyek 6sszefiiggést mutathatnak a kialakulo toxicitassal.

Tovabbi vizsgalatok, nagyobb elemszamu populacion torténd validalas utéan,
farmakokinetikai és  farmakogenetikai vizsgalataink az egyénhez igazitott

gyogyszeradagolas 1étrejottéhez jarulhatnak hozza.
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10. Summary

HD-MTX is a widely used anticancer agent. It is an important component of
many chemotherapeutic regimens of childhood ALL, however the exact dose has not
been clearly defined. Various numbers of protocols exists but there are only few studies
comparing the different dose treatments.

We performed a detailed comparative study of the pharmacokinetics and toxicity
of MTX and 7-OH-MTX after 5 and 2 g/m?/24 hours HD-MTX treatments administered
according to the ALL-BFM 95 and ALL IC-BFM 2002 protocols. We also investigated
the influence of common and rare polymorphisms in genes of the folate metabolic
pathway, transporter molecules and transcription proteins on pharmacokinetics and
toxicity.

Overall, 583 HD-MTX treatments of 153 children were analyzed retrospectively.
Hematological, hepatic and renal toxicities, estimated by routine laboratory parameters
were evaluated. 63 SNPs of 14 genes were genotyped. Random forest and regression
trees were used for variable selection. Linear mixed models were established to prove
the significance of the selected variables and to estimate effect sizes.

According to our results therapeutic serum and CSF MTX concentrations could
be achieved more reliably with the 5 g/m?/24h treatments. The penetration rate of MTX
from the serum into the CSF was dose independent. The CSF and serum MTX
concentrations at 24 hours showed a significant correlation. Slightly more but reversible
side effects were seen after the 5 g/m? dose treatments. Polymorphisms of the ARID5B
gene were significantly associated with the serum levels and toxicity of MTX and its
metabolite, 7-OH-MTX. However, the exact role of this gene on MTX levels needs
further investigations. We confirmed the possible role of the SLCO1B1 gene as a
pharmacogenetic predictor for MTX pharmacokinetics. Novel genetic variants of genes
that play roles in the folate metabolism were shown to be associated with the
development of acute toxicity after HD-MTX treatment.

After further investigations and validation in a larger cohort, our
pharmacokinetic and pharmacogenetic results might contribute to the individual dose

adjustment.
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14. Koszonetnyilvanitas

Koszon6m témavezetomnek, Dr. Kovacs Gabornak, a bizalmat és batoritast,
hogy elinditott a doktori képzés utjan, és mindvégig segitette kutatadsaimat. Koszonom,
hogy biztositotta a munkam eldrehaladasahoz sziikséges feltételeket.

Szeretnék koszonetet mondani Prof. Dr. Fekete Gyorgynek és Prof. Dr. Szabd
Andréasnak, a II. sz. Gyermekgyogydszati Klinika volt és jelenlegi vezetdinek, hogy
lehetdséget kaptam arra, hogy tudomanyos munkamat kezdetben TDK, majd PhD
hallgatoként az intézetben végezzem.

Koszonom Prof. Dr. Falus Andrasnak és Prof. Dr. Szalai Csabanak, hogy
lehetdséget kaptam arra, hogy a farmakogenetikai vizsgalatokhoz sziikséges méréseket a
Genetikai-, Sejt- és Immunbioldgiai intézetben végezzem. Koszondom Dr. Félné Semsei
Agnesnek, Dr. Csorba Orsolyanak és Sandorné Vangor Moénikanak, hogy PhD munkam
kezdetén megismertették a DNS mintdk kezelését és a kiilonb6zé genotipizalasi
modszereket. Koszondm szépen a munkam kozben nyujtott szakmai segitségiiket, és
hogy farmakogenetikai kérdésekkel barmikor fordulhattam hozzéjuk.

K6szonom Dr. Erdélyi Déanielnek, hogy PhD munkdja soran a farmakogenetikai
vizsgalatokhoz sziikséges biobankot létrehozta, és én azt munkdm sordn tovabbi
mintakkal bdvithettem. Kszondm, hogy az ALL munkacsoport vezetdjeként munkamat
figyelemmel kisérte.

Szeretném megkdszonni Dr. Harnos Andreanak, a Szent Istvan Egyetem,
Allatorvos-tudomanyi Kar, Biomatematikai és Informatikai Tanszék docensének, hogy
tdle biostatisztikat tanulhattam, és segitséget nyujtott a statisztikai elemzésekhez.

Koszonom Dr. Hegyi Martanak ¢és Dr. Eipel Olivérnek, hogy hasonld
kutatomunkat végzd kollégakként kérdéseimet megbeszélhettem veliik, és hogy igy
harman egy csapatot alkothattunk.

Koszondm mentoromnak, Prof. Dr. Kellermayer Miklosnak, a Biofizikai és
Sugarbiologiai Intézet vezetdjének, az utmutatasat, példamutatasat, és hogy barmikor,
barmilyen kéréssel — kérdéssel fordulhattam hozza.

Mindenekeldtt pedig nagyon halds vagyok a Férjemnek, Sziileimnek és
Testvéremnek, hogy mindvégig mellettem alltak, batoritottak, timogattak munkdmban

¢és egész eddigi életem soran.
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Koszonom a munka elvégzéséhez nyujtott tamogatdst az NKTH (Nemzeti
Kutatasi és Technoldgiai Hivatal) TECH 08-A1/2-2008-0120 altal tamogatott Genagrid

konzorciumnak.
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