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A. Alprojekt: A./ A gyermekkori akut limfoblasztos leukémia molekularis bioldgiai
ismereteinek felhasznalasa a hatékonyabb diagnosztikaban és uj innovativ terapia
kialakitasaban

OSSZEFOGLALAS

A gyermekkori akut lymphoid leukaemia kezelési eredményeinek jelentds javulasa el-
lenére a gyermekek mintegy 25-30%-4at a terapidval szembeni rezisztencia, vagy a kezelés
korai mellékhatasai (csontvel6i aplasia okozta infekciok, vérzések) miatt veszitjiik el. A
terapids eredmények tovabbi javitdsa egy differencialt, individudlisan megvalasztott
kezeléstdl varhato. A differencidlt kezelés alapjaul a betegek prognosztikai csoportositasa
szolgal, amelynek egyik eszkoze a blast sejtek genetikai jellemzése.

1993-ban egy orszagos programot inditottunk a hazai gyermekonkologiai osztalyok
részvételével azzal a céllal, hogy minden hazankban Gjonnan diagnosztizalt ALL-es gyermek
kezdeti genetikai vizsgalata megtorténjen. A vizsgalat modszerei: klasszikus citogenetika
FISH kiegészitéssel, DNS index meghatarozas és a specifikus transzlokaciok identifikalasara
szolgalé RT-PCR. A program kezdeményezdiként az évenkénti eredményeket, majd az elsd
10 esztendd tapasztalatait (1993-2002) magunk Osszegeztiik. Az azoéta eltelt két esztendében a
program folytatddik, a kezdeti genetikai vizsgalat a diagnosztika szerves részévé valt.

Az eltérd genetikai alcsoportok prognozisa szignifikansan kiilonbozik.

A genetikailag eltérd alcsoportok prognosztikai kiilonbségét eltérd terapia érzékeny-
ségiik magyarazza. In vitro gyogyszerérzékenységi/gydgyszerrezisztencia vizsgalatokkal a
varhatoan legjobb terapids eredményhez vezetd cytostaticum kombinacié megvalaszthato.

A betegek ellatasaban, a remisszid igazolasaban és a relapszus korai felismerésében
dontd jelentdségli a minimalis rezidualis betegség kimutatasa. Erre a tumor-specifikus kro-
moszoma transzlokaciok, valamint immunglobulin és T-sejt receptor atrendezddések mole-
kularis genetikai vizsgélata nytjt lehetdséget.



Munkank sordan az alabbi kerdéseket tanulmanyoztuk:
1. Klinikai vizsgalatok (Kiss Csongor, Bardi Edit, Szegedi Istvan, Olah Eva)
2. A korabbi években bevezetett genetikai vizsgalatok folytatdsa a gyermekkori ALL
kezdeti genetikai eltéréseinek kimutatdsara és a betegek prognosztikai csoportositdsa.
A 2004-es évben elsdsorban a FISH vizsgalatok és a TEL/AML meghatarozasra szol-
galo RT-PCR modszer kiterjesztésére torekedtiink. (Balogh Erzsébet, Kiss Csongor,
Bessenyei Beata, Ujfalusi Aniko, Olah Eva) :
A csoportositas alapjaul szolgalo vizsgalatok:
e Kariotipizalas
e DNS index meghatarozas (ploiditas vizsgalat)
e FISH moddszer a szamfeletti kromoszémak és transzlokaciok (TEL/AMLI,
ABL/BCR, MLL) identifikéalasara
o t(12;21) (= TEL/AMLI atrendezddés) vizsgalata RT-PCR mddszerrel.
3. Minimalis rezidualis betegség kimutatasara szolgalé6 PCR modszer bedllitasa és al-
kalmazasa (Scholtz Beata, B. Julia, Kiss Csongor, Szegedi Istvan, Olah Eva)
4. In vitro gyogyszerrezisztencia vizsgalatok MTT teszt segitségével (Markasz Laszl0,
Hajas Gyorgy, Rajnavolgyi Eva, Olah Eva)
e ALL-es betegekben
e KGI myeloid sejtvonalon
5. Cytokinek (PHA-LCM, rhSCF, G-CSF, GM-CSF ¢és IFN-alpha) hatdsanak vizsgalata
sejtkultirakban (Szegedi Istvan, Kiss Csongor)

ad 1. Klinikai vizsgalatok

De novo leukaemids betegek vizsgdlata az utolso évben

2003. november ¢és 2004. 12. 30 kozott 10 de novo leukémias €s myelodysplasias
Grinwald Giemsa szerint festett keneteken, immunfenotipusat 3 paraméteres aramlasi
citometrids mddszerrel, DNS indexét ugyancsak aramlasi citometrids modszerrel vizsgaltuk.
PCR analizissel vizsgéaltuk az IgH immunglobulin gén ¢és a TCRy T-sejt receptor gén
atrendezddést. A sejtek citogenetikai vizsgalata, in vitro gyogyszer rezisztencia vizsgalata,
valamint a t(12;21) transzlokacié kimutatatisa RT-PCR modszerrel a klinika genetikai
laboratoriuméban tortént (Id. 2.pont). Hat ALL-es, 3 AML-es és egy myelodysplasids be-
tegiink volt.

Publikacio:
Jakab Z, Szegedi I, Balogh E, Kiss C, Olah E: Duchenne muscular dystrophy-
rhabdomyosarcoma, ichthyosis vulgaris-acute monoblastic leukemia: association of rare
genetic disorders and childhood malignant diseases. Med Pediatr Oncol, 2002, 39, 66-68.
(IF: 1.216)

A gyermekkori leukémids és tumoros betegségek kezelése kiovetkeztében létrejovo nephro-
toxicus szovodmények vizsgalata



Az elmult évtizedek sordn az agressziv, kombinalt kemoterapias kezelés bevezetését
kovetden a gyermekkori malignitasok tGlélési mutatdi javultak. Egyre nagyobb figyelmet
forditunk a betegek ¢letmindségét rontd akut és késéi mellékhatasokra.

Sajat vizsgélataink a nephrotoxicus szovOdmények tanulményozasara iranyultak.
Vizsgalataink soran a haematoldgiai osztalyon jelenleg kezelt ill. a szakrendelében
ellendrzott tartdsan tumormentes, gyogyult gyerekek vesefunkcios ellendrzését végeztiik el.

A glomerularis funkcidot Counahan képlete alapjan szamitott GFR, Histodil adéssal
modositott kreatinin clearance ill. cystatin C (cysC) méréssel monitoroztuk. A proximalis
tubularis funkciot NAG-4z ill. mikroalbumin tiritéssel vizsgaltuk, mig a disztalis tubularis
funkciot szérum ¢és vizelet ozmolaritds méréssel és elektrolit iiritéssel hatiroztuk meg.
Tovéabba meghataroztuk a gyermekek ACE receptor gén polimorfizmusat.

A palyazati periodus utolsd évében korabbi vizsgalataink erdményeinek értékelését
végeztilk. Vzsgalataink soran a cystatin C ¢és kreatinin koncentraciokat 1466 szérum és
vizelet mintaban hataroztuk meg. A mintdk 258 gyermektdl szarmaztak, 92 jelenleg kezelés
alatt all6 betegtol, 108 tartos tulélotdl, 40 egészséges kontroll gyermektdl (negativ kontroll)
¢és 18 kronikus vesebeteg gyermektdl (pozitiv kontroll).

A citosztatikus kezelés alatt allo betegek CysC-je 1.13 £ 0.54 mg/LL a negativ
kontrolloké 0.95 £+ 0.19 mg/L és a pozitiv kontrolloké 4.69 + 2.19 mg/L értéket adott. A
pozitiv kontrollok cystatin C értéke szignifikdnsan kiilonbozott mind a betegek, mind a
negativ kontrollok cystatain C értékétdl. A linedris regresszids analizis soran szignifikans
korrelaciot sikeriilt kimutatani a cysC és a S, (r= 0.850, p<0.001) kozdtt. A pozitiv kontrol-
lok koziil 10 betegnél magas CysC értéket talaltunk relative alacsony szérum kreatinin érték
mellett, amelyet a kreatinin tubularis szekrécidja magyardz és ravilagit arra tényre, hogy a
cysC a kronikus vesebetegek esetén is alkalmasabb a GFR megitélése, mint a szérum
kreatinin. Az 1/cysC és Cc; kozotti korrelacio ill. az 1/cysC and Ccoynanan k0z6tti korrelacio
gyengébb volt ugyan mint a cysC és a S, kdzotti, am mégis szignifikans (r= 0.178, p=0.003
and r=0.306, p<0.001). Sajat eredményeink és az irodalmi adatok szerint a CysC egyszertien
kivitelezhetd eljaras, amely felvalthatja egyrészt a sugarterheléssel jaro izotdopos, masrészt a
bonyolult és a gyakorlatban nehezen kivitelezhetd inulin clearancet illetleg a a vizeletgyti-
jtés ¢és a tubularis szekrécid altal eldidézett pontatlansaggal terhelt kreatinin szint
meghatdrozason alapuld modszereket.

Parositott T proba segitségével dsszehasonlitottuk a kezelés alatt all6 betegek kezelés
el6tti €s utani cystatin C értékeit és azt tapasztaltuk, hogy szignifikans kiilonbség volt
kimutathat6 a ciklo-, ifoszfamid, methotrexat és ciszplatin kezelés soran kapott értékek
kozott.

Eredményeinket nemzetko6zi folydiratban publikaltuk.
Publikacio:
Bardi E, Bobok I, Olah VA, Olah E, Kappelmayer J, Kiss C: Cystatin C is a suitable

marker of glomerular function in children with cancer. Pediatr Nephrol 19:1145-1147,
2004. (IF: 1,219)

A késoi tulélok kozott a cystatin C csak a Wilms tumoros betegekben volt
megemelkedett, foként az intenziv, nefrotoxikus szereket is tartalmazo kezelésben részesiild
magas rizikdju betegekben.

Emelkedett mikroalbuminuriat (atlag: 37.3mg/l) és -Nagase aktivitast (atlag: 230%) a
betegek 26%-ban talaltunk. Jelentds kiilonbség mutatkozott az egyes betegségcsoportok kozott.
A leukémia/limfoma talélok esetében 37.5%-ban taldltunk emelkedett B-Nagase (195%) és 18%
emelkedett mikroalbumin értéket (48.1%). A Wilms tumoros betegek kozott 21%-ban talaltunk
emelkedett B-Nagase (360%) és 5%-ban emelkedett mikroalbumin értéket (27mg/l). Az egyéb
szolid tumoros betegeknél 54%-ban taldltunk emelkedett (-Nagase (260%) és 25%-ban
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emelkedett mikroalbumin értékeket (25.8%). Ez utobbi csoport kezelési protokolljai platina
szarmazekot is tartalmaztak €s nagyobb kumulativ dozisban kaptak egyéb vesekdrosito citoszta-
tikumokat. A disztalis tubulus funkci6 tekintetében nem talaltunk jelentds késéi karosodasra
utal6 leletet.

Harminc beteg volt proteinurids, amely 20 betegnél teljesen megsziint a megfigyelési
id6észak alatt. A 10 perzisztalo proteinurias beteg vizeletet elektroforézis vizsgalata soran 5 be-
tegnél glomerularis, 5 betegnél kevert tipust proteinuriat mutattunk ki. A glomerularis proteinu-
ria 1 esetben volt szelektiv és 9 esetben non-szelektiv, értéke 214 - 907 mg/24h (atlag: 455
mg/24h). A 36 honapos kdvetési 1d6 alatt a proteinuria spontan javult 7 esetben és progredialt
3 esetben. Ez utobbi 3 beteget ACE gatlo kezelésben részesitettiik. 12 honapos kezelést kove-
tden az enalapril kezelésben részesiild betegek vizelete szinte teljesen negativva valt. Az
ACE gén polimorfizmus proteinuriat befolyasold hatésait vélhetden a csekély esetszam miatt
nem tudtuk igazolni.

Eredményeinket nemzetko6zi folydiratban publikaltuk.

Publikacio:

Bardi E, Olah VA, Bartyik K, Endreffy E, Jenei C, Kappelmayer J, Kiss C: Late ef-
fects on renal glomerular and tubular function in childhood cancer survivors. Pediatr
Blood Cancer 43: 668-673, 2004. (IF: 1,737)

Viératlan kapcsolatot taldltunk az ACE gén polimorfizmusaban a lazas neutropénia
esetén jelentkezd szeptikus shock incidencidja és korlefolyésa tekintetében. A vizsgalat soran
164 leukémias, lymphomas valamint szolid tumoros gyermek (95 fit, 69 lany, életkor: 0.5-
24.0 év, atlag: 10.9 év) és 144 kontroll (82 fiu, 52 lany, életkor: 0.5-26.0 év, atlag: 8.3 év)
ACE genotipusat ¢s korlefolyasat tanulmanyoztuk. A stlyos keringési elégtelenséget magas
pulzusszam ¢€s csokkent vérnyomas jelezte. Shock indexet szamoltunk: a szivfrekvencia és a
szisztolés vérnyomas hanyadosabdl és az 1 feletti értéket tekintettiik korosnak. Mindezeken
tul fizikalis vizsgalatot, vérkép, vérsejt-siillyedés, CRP, és Astrup vizsgalatokat végeztiink
valamint regisztraltuk az intenziv osztalyon eltoltott napok szamat. A 164 koziil 158 beteg-
ben Iépett fel 1azas neutropénids epizod. Otven betegnél figyeltiik meg a kezdddd keringési
elégtelenség tlineteit €s 23 betegnél (13 fin, 10 lany, €letkor 0.5-16.0 év, atlag: 6.3 év) alakult
ki sulyos, intenziv osztalyos kezelést igényld septikus shock. Minden beteg 14zas, neutropé-
nids, tachycardias, hypotensios volt és a shock indexe >1 volt az intenziv osztalyos felvétel
idején. CRP és Westergreen értékiik magas volt. Empirikus anti-infektiv kezelés, volumen ¢és
pozitiv inotrop terapia mellett 10 beteg légzéstamogatast igényelt 1-4 napig. A betegek 1-18
napig tartdzkodtak az intenziv osztalyon. 20 beteg meggyogyult, 3 beteg septikus shockban
meghalt. A 164 beteg D (53 % vs. 60 %) és I (47 % vs. 40 %) allél megoszlasa és a DD (36
% vs. 36 %), ID (47 % vs. 49 %) and II (17 % vs. 15%) genotipus gyakorisdga nem kiilon-
bozott a kontrollokétol és a kaukazusi populaciotol. A DD genotipust betegekben a szeptikus
shock és a kdvetkezményes intenziv osztalyos elhelyezés szignifikansan gyakoribb volt, mint
az ID vagy I/l genotipusu betegekben. A D alléllel rendelkezd betegek szignifikansan
hosszabb 1d6t toltottek intenziv osztalyon (7 nap), mint az I alléllel rendelkezd betegek (4
nap) Haléalos kimenetelt csak a DD genotipust betegben figyeltiink meg.



2004 | Citogenetika DNS | FISH TEL/AMLI1
(RT-PCR)
1/04 | 46,XX,t(1;19)(q23;p13)/46,XX,idem,13g+ | 1,09 | Nem volt Negativ
[42%]/ 46,XX [58%]
2/04 | 46,XX 1,04 | Nem volt Pozitiv
3/04 | 92, XY[18%]/46,XY[82%] 1,23 | TEL/AML1 negativ
negativ
4/04 | sikertelen 1,23 | 9-es trisomia Nem volt
18-as trisomia
21-es tri-€s tet-
rasomia
X trisomia
5/04 | sikertelen 0,96 | TEL/AMLI1 pozitiv
pozitiv
6/04 | sikertelen Nem | Nem volt Negativ
volt

ad 2. ALL-es gyermekek kezdeti genetikai vizsgalata a DE OEC Gvermekklinika Ge-
netikai Laboratoriumaban.2/1. tablazat

A korabbi évek genetikai diagnosztikai munkaja folytatdsaként hat ijonnan diagnosztizalt
ALL-es gyermek complex genetkai vizsgalatat végeztiik el. A hagyomanyos citogenetikai
vizsgalatot DNS index meghatdrozassal, FISH és RT-PCR mddszerrel egészitettiik ki. A hat
citogenetikai vizsgalat koziil harom bizonyult sikeresnek: egy normalis, diploid kariotipust,
egy pre-B-sejtes leukémuidra jellemzdé t(1;19) transzlokdciot és egy tetraploid  kro-
moszomakészletet igazoltunk. A vizsgalat harom betegben sikertelennek bizonyult.

A DNS index alapjan a vizsgélt 6t betegbdl harom diploid range-be tartozott, mig két
beteget a hyperdiploid B (DNS index: >1,16) csoportba soroltunk.

Harom betegben végeztiink sikeres FISH vizsgélatot: szdmfeletti kromoszomak
meghatarozasa mellett egy egy betegben negative, illetve pozitiv TEL/AMLI atrendezédést
igazoltunk. RT-PCR-rel harom beteg TEL/AMLI negativnak, kettd pozitivnak bizonyult.
Vizsgalataink prognosztikai értékelésére az orszagos adatok részeként keriil majd sor.

ad 3. Minimalis rezidualis betegség Kimutatasara szolgalo PCR modszer beallitasa és al-
kalmazasa

A nemzetkdzi ajanlasok figyelembe vételével a DE OEC Genomikai Kozpontjaval egyiitt-
miikddésében beallitottuk a MRD kimutatasara szolgalé modszert.
A 2004-ben elvégzett munka ¢€s az elért eredmények rovid ismertetése.

Szamitogépes adatbazis és biobank a gyermekkori akut limfoblasztos leukémia (ALL) ta-
nulmadnyozdsahoz

Az ALL péciensek mintaiban azonositott génatrendezddések, és a minimalis rezidualis be-
tegség (MRD) kvantitaladsat szolgald real-time kvantitativ PCR (RQ-PCR) mérések ered-
ményeinek biztonsadgos ¢€s attekinthetd rogzitéséhez kozponti adatbazist hoztunk Iétre. Az
adatbazist a Debreceni Egyetem egyik védett (secure) szerverén tartjuk fenn, amely csak
kiilon jelszoval érhetd el, és megfeleld biztonsagi rendszerrel védett (Imternet cime:
https://genomics.dote.hu/all). A laboratériumi jegyzokonyvekbdl rendszeresen toltjikk fel a
friss adatokat, magat a teljes adatbazist pedig kéthetente CD-re mentjiikk. Az esetleges adat-
vesztést megelézendd tehat a molekuldris biologiai adatokat és kisérleti eredményeket hdrom




szinten rogzitjiik: eloszor a szokasos laboratoriumi jegyzokonyvekben, majd a kdzponti adat-
bazisban, végiil pedig CD-n.

Az adatbazisban a mintafeldolgozas ¢és a soklépéses kvantitativ mérés minden kisérleti
fazisanak eredményeit rogzitjiik. Ez részben folyamatosan ellendrizhetové teszi a kisérletek
mindségét, a mérési adatok megbizhatosagat, részben pedig egyértelmiien visszakereshetové
teszi minden péciens esetében az azonositott génatrendezddéseket, és az MRD analizis ered-
ményeit. Mivel az ALL-es betegeket tobb éven keresztiil monitorozzuk az esetleges relapszus
felismerése érdekében, a kozponti adatbazis nagyban eldsegiti a biztonsdgos, hosszu tavu
adattarolast, és az esetleges ) munkatarsak szamara is azonnal attekinthetd, egyértelmi in-
formacids forrast biztosit.

Az adatbazisban jelenleg 23 beteg molekuléris biologiai adatait tartjuk nyilvan, anonimizalva.
A biobankot képezo, tisztitott DNS mintak szama ennek tobbszorose, hiszen a betegség nyo-
monkovetéséhez az elsd év soran eldszor kéthetente, majd néhany havonta, a késObbiekben
pedig évente vesznek csontveldt vagy periférids vérmintat a betegektol.

A mintavétel idopontjai: 0 (diagndzis ideje), 15., 33. nap, 3-6-12 hénap

A munkafazisok a kovetkezok voltak:

genomikus DNS izoldldsa D1 csontveld mintabol

Multiplex PCR: IgH, TCRg, TCRd, TCRb, IgK (Biomed2 primer-parok)
heteroduplex analizis: mono/oligoklonalis génatrendzddések

Szekvenalas: beteg-specifikus szekvencia

Primer tervezés, real-time kvantitativ PCR assay (QPCR) optimalizalasa ¢és
karakterizalasa

e Follow-up csontveld mintdk analizise, MRD kvantitalasa

Az Ig/TCR dtrendezodések azonositasa, és a specifikus RQ-PCR assay-k optimalizalasa és
karakterizdlasa.

Munkank soran a kovetkezd génekre kerestlink paciens-specifikus atrendezodéseket:
IgH, IgK, TCRdelta, TCRgamma, TCRbéta. A csontveldmintabol tisztitott genom DNS
templatként szolgalt a multiplex PCR-hoz — minden gén esetében tébb V- vagy D-szegmens-
specifikus forward primert és egy vagy tobb J-szegmensre specifikus reverz primert
hasznaltunk ugyanazon PCR-ben. A PCR sikerét agardz gélelektroforézissel ellendriztiik.
Ennek gyenge méretbeli feloldoképessége miatt a poliklondlis génatrendezddések is gyakran
adnak latszolag egyetlen terméket. A monoklonalis génatrendezédéseket heteroduplex
analizissel azonositottuk, a PCR termékeket felhasznalva. A monoklonalis
génatrendezddések termékeit ezutan mindkét irdnyba megszekvenalva megéllapitottuk a
génatrendezddés pontos, paciens-specifikus szekvenciajat. Az 11/5.-1. tablazat foglalja 6ssze
az eddig azonositott leukémia-specifikus génatrendezddéseket, paciensek szerinti
felbontasban. Ezek a szekvencidk szolgaltak alapul a megfeleld RQ-PCR assay péciens-
specifikus, forward primerjének megtervezéséhez. Ezek utan az RQ-PCR assay-t karakterizal-
tuk és a reakciokdriilményeket optimalizaltuk.

Az eredményeket a I1/5.-2. tablazat foglalja 6ssze. A tervezett QPCR assay-k haték-
onysaga a —3.23/-3.37 tartomanyban mozgott, azaz optimalisnak mondhato, amit a korrelacios
koefficiensek értékei (mind >0.99) is alatdmasztanak. Osszességében megallapithatjuk, hogy
a tervezett QPCR assay-k tobbsége technikailag kivaldan alkalmas a leukémids sejtek
szamanak érzékeny és pontos nyomonkovetéséhez.



Az eddig elért eredményeket a Magyar Humdngenetikusok V. Munkakonferenciajan
(Szeged, 2004. november 11-13.) eléadasban ismertettiik.

Buslig J., Olah E., Kiss Cs., Kappelmayer J., Balogh E., Bessenyei B., Scholtz B.:

Terapia nyomonkovetése real-time kvantitativ PCR-ral gyermekkori akut limfoblasz-

tos leukémiaban

Paciens | Génatrendezodés
Q003 IgH VDJ
IgH VDJ
Q005 IgH DJ
TCRdelta
QOI15 IgH VDJ 1. |biklonalis IgH
IgH VDJ 2.
IgK Kdel
Q013 TCRd
TCRg
IgH VDJ 1.  |biallélikus vagy
Q016 IgH VDJ 2. |biklonalis IgH
TCRgamma
1. tablazat
2.tablazat
Péciens/assay Kvantitalés Detektalas | PBMC hattér | Assay meredekség| R2
Q003 IgH FW1 2x10-4 2 x 10-4 nincs -3,31 0,993
Q003 IgH FW2 4 x 10-5 4 x 10-5 nincs -3,37 1
Q015 IgH FW1 1x10-4 1x10-4 nincs -3,23 0,996
Q015 IgHF W3 1x10-3 1x10-3 nincs -3,32 0,998
Q013 IgK Kdel 2x 10-4 2 x 10-4 alacsony -3,26 0,991
Q013 TCRd 1x10-2 1x10-2 magas
Q013 TCRg 1x10-4 1x10-5 nincs -3,34 0,99
Célkitiizés 1x10-4 10-4/10-5 nincs -3,33 1
Elfogadhato 1x10-4 1x10-4 alacsony -3/-3.9 ?0.95

Minimadlis rezidudlis betegség nyomonkovetése real-time kvantitativ PCR-rel
Az eddig végzett mérések eredményét és értékelését pédaként bemutatjuk.

A). Q003 paciens

Vizsgalt csontvel6i genom DNS mintdk: D1, azaz a diagnézis napja; D15, Mo3 (3. honap),

Mo5, Mo7.5, Mol10, Mol1




Az MRD analizishez hasznalt QPCR assay-k: egy IgH génatrendezddést detektalnak, az egyik
primer (FW1) a V-D szegmens kozotti N1 régiora specifikus, a masik primer (FW2) a D-J
szegmens kozotti N2 régiora specifikus. A 15. napi (D15) mintaban szignifikdns mennyiségl
blasztsejtet detektaltunk (7.86 x 107 a D1 napi mintéhoz viszonyitva, D1=1). Mivel D30 napi
minta nem allt rendelkezésiinkre, prognosztikai analizist nem végezhettiink. Az 0Osszes
tovabbi mintaban a leukémias sejtek szama a QPCR MRD assay detektalési limitje alatt volt.

B). Q013 paciens

Vizsgalt csontveléi genom DNS mintak: D1, azaz a diagnozis napja; D15, D30, Mo3 (3.
hénap), Mo4, Mo5.

Az MRD analizishez hasznalt QPCR assay-k: TCRgamma ¢és IgK Kdel génatrendezddéseket
detektalnak. A D33 és Mo3 mintdkban a blasztsejtek mennyisége a kvantitalasi limitet nem
éri el, ez alapjan a paciens az alacsony kockazati kategéridba tartozik a relapszusveszély
szempontjabol. Az 5. havi minta (Mo5) a TCRgamma assay alapjan pozitiv, azaz leukémias
sejtek egyértelmiien detektalhatok a mintaban, habar mennyiségiik a kvantitalasi limitet nem
éri el.

C). Q015 péciens

Vizsgalt csontvel6i genom DNS mintak: D1, azaz a diagndzis napja; D15, D30, D40, Mo2 (2.
hénap), Mo2.5, Mo4.

Az MRD analizishez hasznalt QPCR assay-k: Két fliggetlen IgH génatrendezddést detektal-
nak. A D30 mintaban egyik assay szerint a blasztsejtek mennyisége a kvantitalasi limitet nem
éri el; a masik assay szerint a blasztsejtek mennyisége < 10°. A Mo2.5/Mo4 mintdkban a
blasztsejtek mennyisége a kvantitdlasi limitet nem éri el - mindezek alapjan a péciens
alacsony kockazati kategoriaba tartozik a relapszusveszEély szempontjabol. Figyelemre mélto,
hogy a D15 mintaban a két QPCR assay szignifikdnsan kiilonb6zo szdmu blasztsejtet detektalt
(tizszeres kiilonbség!), ami arra enged kovetkeztetni, hogy a leukémids sejtpopulacié oligok-
lonalis.

D). A tovébbi paciensek QPCR MRD analizise folyamatban van.

ad 4. Gyogyszer-rezisztencia vizsgalatok ALL-es gyvermekekben és KG1 myeloid
leukémias sejtvonalon MTT teszt alkalmazasaval.
A G-CSF és cytostaticumok szinergista és/vagy gatld hatasanak vizsgalata KG1
myeloid sejtvonalon

In vitro gyogyszer-rezisztencia vizsgalatok gyermekkori akut lymphoid leukaemiaban
MTT teszt segitségével.

Ismert, hogy ALL-ben a genetikailag eltérd alcsoportok prognoézisa szignifikdnsan
kiilonbozik. E kiilonbségek hatterében eltérd gydgyszerérzékenység all. Az eltérd terapias
valasz ismeretében a varhatdéan legeredményesebb gyodgyszerkombinacié megkereshetd.
Ilymodon nem csak a tulélok szdmanak novelése érhetd el, hanem a terapia toxicus mellék-
hatasainak elkertilésével a talélok életmindsége is javithato.

Az in vitro gyogyszerérzékenység meghatarozdsara alkalmas moddszer a szemikvantitativ
kolorimetrias modszer, az MTT teszt.

Munkénk soran a klinikankon diagnosztizalt ALL-es betegek MTT teszttel vizsgalt in
vitro gyogyszerérzékenységét Osszehasonlitottuk az in vivo gyogyszerérzékenységet jelzd
klinikai ¢és haematologiai paraméterekkel, valamint Osszefliggést keresiink az in vitro
gyogyszerérzékenység €s a leukémids blasztsejtek genetikai/immunolégiai jellemzdi kozott.

A vizsgalatot a diagnozis felallitasakor vett, elsd csontveldmintabodl végezziik.

Betegek és modszer



A Debreceni Gyermekklinka Haematologiai Centrumaban Hajdu-Bihar és Szabolcs-
Szatmar-Bereg megye leukaemids gyermekeinek kezelését végezziik. In vitro gyogysz-
errezisztencia vizsgalatokra 2002. oktober és 2004 méjus kozott diagnosztizalt 10 Gj ALL-es
¢s harom relapsusos beteg esetében kertilt sor. Kizartuk a vizsgalati csoportbol azokat a be-
tegeket, akik specifikus el6kezelésben részesiiltek, illetve akiknél a lymphoblastok ardnya a
sejtszeparalast kovetden nem érte el a 80%-ot.

MTT teszt (médszer)

A diagnozis feléllitasara vett csontveldt RPMI 1640 tapfolyadékkal 1:1 aranyban
higitottuk, majd 1/3 rész ficolt rétegeztiink ra és 2000 fordulaton 20 percig centrifugaltuk .

A sejtszamlalas tripankék festést kovetden Biirker kamraban tortént.

A csontvel6bdl szeparalt limfoblasztokat 96 lyukt microplaten (Greiner) négy napig a
vizsgéalandé cytostaticum megfeleld higitasi sorat tartalmazo specialis tapfolyadékban [RMPI
164, holland valtozat (Sigma), 20% fetalis borjusavé (Sigma), Spg/ml inzulin, Spg/ml tran-
szferrin, Spg/ ml natrium szelenit kiegészités (Gibco), 2mM L-glutamin (Sigma), 100 TU/ml
penicillin, 100pg/ml streptomycin, 0.125 pg/ml fungizone, 200pug/ml gentamycin (Flow
Laboratories)] 5%-0s CO2 termosztatban 37°C-on inkubaltuk. A kiindulasi blasztszuszpenzid
homogén volt (koncentraci6: 1.5-2-10 6 sejt/ ml), azaz minimalisan 80%-ban tartalmazott
koros sejteket €s azok aranya — a teszt megbizhatosaga érdekében - az inkubaldsi periddus
végére sem csOkkenhetet 70% ald. A citosztatikum oldatokat (vincristin, daunorubicin,
doxorubicin, citozin-arabinozid, dexamethason, prednizolon, asparaginase, etoposid) a
hattagt higitasi sorok elkészitéséhez a gyogyszertari forgalombdl vettiik, és az adott feloldasi
javaslat szerint készitettiik. Kivételt a 6-merkaptopurin €s 6-tioguanin (Sigma). Utobbi két
gyogyszer por alakjat 0.1 M NaOH-ban oldottuk. A methotrex4dt nem tesztelhetd ebben a
rendszerben, mivel az elpusztul6 sejtekbdl felszabaduld metabolitok rescue utat biztositanak a
tobbi sejt szamara.

A microplatekre a citosztatikum higitasi sorokat, lemezenként 3-4 féle gyodgyszert
elére felvittiik (20ul/ mezd, kontrolok: RPMI), majd fagyasztva taroltuk. Bizonyos citosztati-
kumoknal (6-merkaptopurin, prednizolon) sajat kontroll higitasi sort kell alkalmazni mert a
gyogyszerek maguk is befolyasoljak az optikai denzitast. Négy nap utan 10pul/mez6 (Smg/ml)
dimetil-tiazol-tetrazoliumot (Sigma) adunk hozza a citosztatikum higitdsokhoz hat érara, majd
a sejteket 10 perces razogépes kezeléssel reszuszpendaljuk. A sarga MTT-reagenst az €10, te-
hat gyodgyszerrezisztens sejtek szdmukkal egyenesen aranyos mértékben kék formazan
kristalyokka alakitjak, mértéke 100ul savanyitott izopropanollal feloldva microplate spectro-
fotométerrel meghatarozhat6 (562 nm, korrigalas: 720nm) (OD, optikai denzitas). A mérések
mindig két parhuzamos, azonos dsszetételli sejtsor felhasznalasaval torténnek. A sejtkoncen-
paratumon May-Griinwald-Giemsa festéssel) inditas el6tt és az MTT-reagens hozzaadasakor
ellendrizziik. A sejtek talélésének aranya kontroll, citosztatikum mentes limfoblasztok tulé-
1éséhez viszonyitva szamithaté ki (LCS: leucemic cell survival, LCS=0D kezelt sejtek/atlag
OD kontrollsejtek x 100). A sejtek tulélési diagramjat koordinata rendszerben abrazoljuk. A
gyogyszerrezisztencia jellemzésére azt a gydgyszerkoncentraciot hasznaljuk, amelynél a se-
jtek fele €l tal (LC50).

Eredmények

A vizsgalt betegek klinikai (kor, nem), haematoldgiai adatait (rizikocsoport, predniso-
lon valasz), a genetikai és immunoldgiai jellemzoket Gsszevetettik az in vitro gyogysz-
erérzékenységi adatokkal. A kapott LC50 értékek jelentds inter-individudlis kiilonbségeket
mutattak. (/. tablazat)

A betegek nagy részénél osszefliggést talaltunk a genetikai alcsoport, a rizikocsoport,
az in vivo gyogyszerhatas, valamint a kapott in vitro gyogyszerérzékenységi adatok kozott.
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Ugyanakkor meglepd volt, hogy a magas rizikdcsoportba sorolhatd relapsusos beteg a rossz
klinikai valasszal ellentétben in vitro minden gyogyszerre érzékenynek bizonyult.
Ez a megfigyelés egyéb tényezok egyidejli szerepére hivja fel a figyelmet.

Roézsaszin: Relapsus

Rezisztens
Erzékeny
LC50
értékek
Prednisolon L-ASP| VCR|DNRug/ml| VP16| 6MP| 6-TG DEXA| ARA-C
mg/mi U/ml| ug/mi pg/ml | pg/ml pg/ml
tart.| 5-0.00005 10- 50- | 2-0.00195| 50- 500- 50- 6- 2.5-
mg/ml 0.0032 | 0.0488 0.1953 15.6 | 1.5625| 0.000183 | 0.00243
U/ml
1. 50 320 50 25
2. 4.7 50
3. 0.05 0.0078 | 0.0845 0.208| 0.499| 54.37 0.000935
4, 0.078 257 0.156
5. 0.00142 0.0032| 0.141 0.143| 3.125| 162.5| 4.687 6 0.6
6. 0.5 0.4 354 0.105 0.78 480 | 4.843 25
7. 0.181 10| 26.041 0.125
8. 0.002861 1.885 0.0502
9. 0.016 0.00983 203.99 0.0078
10. 0.201| 0.01039| 10.442 0.1164
11. 0.203
12. 0.000311 1.953 0.1953| 1135 0.1109
13. 0.234| 0.07174 0.0825 0.005563
1.tablazat

A G-CSF és cytostaticumok szinergista és/vagy gatlo hatasanak vizsgalata KG1 myeloid
sejtvonalon MTT teszt segitségével

A leukémidk kezelése soran alkalmazott cytostaticumok okozta cytopenids iddszak
csOkkentésére, a csontveldi regeneracio eldsegitésére az adjuvans terapia részeként csontveli
stimuldlé faktorokat, Granulocyta Colonia Stimuldlé Faktort (G-CSF), Granulocyta-
Monocyta Colonia Stimuldlé Faktort (GM-CSF) alkalmaznak. Ezzel kapcsolatban felmertil a
kérdés, vajjon a cytopenids fazisban adott G-CSF nem csOkkenti-e a kovetkezd kemoterapias
ciklus hatdsossagat? Stimulélja-e a leukémids sejteket is a normalis sejtek mellett?

Ennek a kérdésnek a megkozelitésére vizsgaltuk, G-CSF eldkezelést kdvetden a KG-1
myeloid sejtek in vitro cytostaticum érzékenységét. A cytostaticumok koziil esetleges apop-
tosist indukalo hatasa miatt a daunorubicint valasztottuk.

KG-1 myeloid sejtvonalon G-CSF-daunorubicin interakciojat vizsgaltuk. Az alkalmazott
DNR koncentraciok az alabbiak voltak:
1. 1,8 ug/ml
2,2 pg/ml
3,0.5 pg/ml
4,0.125 pg/ml
5, 3,1x10-2 pg/ml
6, 7, 8x10-3 pg/ml

AR
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A sejtvonal érzékenynek bizonyult daunorubicinre, a sejtvonal tulélését a G-CSF az
esetek tobbségében egyik vizsgalt koncentracio (10, 100, 1000 ng/ml) esetében sem be-
folyasolta, néhany esetben — nem szignifikans mértékben — csokkentette.

A Daunorubicinnel egyiitt alkalmazott G-CSF hatésa koncentracidfiiggdének bizonyult:
elokezelést kovetden magasabb DNR koncentracional kifejezett tulélés ndvekedés mutatko-
zott. A jelenség magarazatat keresve, vizsgaltuk, vajjon igazolhato-e G-CSF receptorok
jelenléte a KGI1 sejtek felszinén? A KG1 sejtek felszinén G-CSF receptor jelenlétét igazoltuk.
(11/6-1.abra) 1I/6 -1. abra

A G-CSF esetleges differencialo hatasanak megitélésére a sejtfelszini markerek ex-
presszio valtozasat vizsgaltuk. A vizsgalt markerek a kovetkezok voltak: CDI11 a,b,c; HLA-
DR; MDR; CD58; CD86; CD34.

Megallapitottuk, hogy

a G-CSF a kontrollhoz képest 6nmagaban nem okozott expresszid valtozast.
A Daunorubicin minden marker esetében expresszid csokkenést okozott.
Ezt az expresszid csokkenést a G-CSF eldkezelés tovabb fokozta.

A valtozas legkifejezettebb volt a CD11a és CD58 esetében.

Osszefoglalva,

A félautomata MTT modszer alkalmasnak bizonyult a leukaemia sejtek gyors €s ob-
jektiv cellularis gydgyszerrezisztencia meghatarozasara. A modszer elénye, hogy kevés kiin-
dulasi sejtbél ALL esetében mar az egyhetes kortikoszteroid monoterdpia végére prediktiv
értékll informacid nyerhetd.

A kapott in vitro gyogyszerérzékenységi adatok az esetek tobbségében jol korreldlnak
a klinikai hatassal. Az MTT teszt eredménye kiilon prognosztikai faktornak tekinthetd. Az
esetszdm novekedésével megfigyelést tehetlink a kedvezétlen és kedvezd prognosztkiai
csoportba tartozo betegek gyogyszerrezisztencia profiljanak kiilonbségeire vonatkozodan.

A Debreceni Gyermekklinkia Genetika Laboratoriuméban kozel masfél év alatt 13
esetben ALL-es beteg esetében végeztiink sikeres MTT vizsgélatot. A citosztatikumra vonat-
kozd LC50 értékek jelentds inter-individualis kiilonbséget mutattak. A betegek nagy részénél
korrelacié volt megfigyelhetd az in vivo klinikai gyogyszerhatas és a kapott in vitro gyogysz-
erérzékenységi adatok kozott.

Mas esetben ugyanakkor meglepd volt, hogy magas rizikocsoportba sorolhaté relapsu-
sos beteg a rossz klinikai valasszal ellentétben in vitro minden gydgyszerre érzékenynek
bizonyult. Ez az egyes genetikai alcsoportok heterogenitasara hivja fel a figyelmet. Emellett
klinikai adatok utalnak arra, hogy az ALL eltéré genetikai tulajdonsagu alcsoportjai eltérd
terapiaval kezelhetok eredményesen.

crer

kus blokkra nézve a KG-1 myeloid sejtvonal modelljén tanulméanyoztuk. A sejtvonal alkal-
mazasanak elénye a vizsgalatok reprodukalhatosaga. A KG-1 sejtvonal érzékenynek
bizonyult daunorubicinre, a G-CSF receptor jelenléte a sejtfelszinen antitest segitségével
bizonyithat6 volt, ami alkalmassa tette citosztatikum-citokin interakcid modellezésére.

A sejtvonal tulélését a G-CSF 6nmagaban nem befolyasolta, mas esetben csokkentette. Ez a
hatds Oonmagaban nem bizonyult koncentraciofiiggdnek, daunorubicin jelenlétében viszont

crer
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kovetden alkalmazott magasabb daunorubicin koncentracional kifejezett talélés novekedés
mutatkozott.

A G-CSF differencialodast indukald hatds bizonyitashoz, a sejtfelszini markerprofil
esetleges valtozasat vizsgaltuk. A fenti markerek jelenlétét flow cytometriaval vizsgéalva a
daunorubicin a CD11a és CD58 markerek expressziojat kifejezetten csokkentette, s ezt a
hatast a G-CSF eldkezelés tovabb erdsitette. A jelenség hatasmechanizmusanak értelmezése
céljabol sziikségesnek tartjuk vizsgalni a sejtfelszini G-CSF receptorszam ¢és affinitds val-
tozésat G-CSF ¢és daunorubicin jelenlétében illetve azok kombinalt alkalmazasat kovetden.
Ugyancsak tovabbi vizsgalatokat igényel az apoptotikus markerek esetleges megvaltozasanak
ellendrzése Western-blot segitségével.

Publikacio:

Absztrakt:
Zs. Jakab, E. Balogh, Cs., Kiss, E. Olah.: Drug resistance testing by MTT-assay in child-
hood acute lymphoid leukemia. Cytometry 46/3: 209, 2001.

Kisérletes eredményeinket nemzetkozi folydiratban kivanjuk k6zolni (Pediatr Blood Cancer)

ad 5. Citokinek szabalyozo szerepe leukaemiaban

A hematopetikus citokinek komplex szabdlyozd szerepet toltenek be a leukaemids
vérképzésben. Megallapithatd, hogy olyan ,rendellenes”, a sejtvonal-specificitds korlatait
atlépo serkentd hatasok €szlelhetok, amelyek alapjan a normal vérképzést tekintve myelopoi-
etikusnak tartott citokinek, igy a klinikai gyakorlatban kiterjedten alkalmazott G-CSF a leu-
kaemias lymphoblastok szaporodéasat is befolydsolni képes. A citokin regulacio a leu-
kaemogenezisben is szerepet jatszik. Jellegzetes pozitiv és negativ feed-back mechanizmusok
azonosithatok, amelyek hozzajarulnak autokrin és parakrin serkentd és gatlo mechanizmusok
megjelenéséhez. Ezen ,,aberrdns” hatasok figyelembevételével, az egyes leukaemia tipusok
esetében azonosithato serkentd és gatlo citokinek spektruma jellegzetes kiillonbségeket is mu-
tat.

Sajat eredményeinket a szakirodalomban k6zolt megfigyelésekkel 6sszevetve attekintd
(review) cikk keretében, nemzetkdzi folyoiratban publikaltuk:
Publikacio:
Kiss C, Benk¢ I, Kovacs P: Leukemic cells and the cytokine patchwork. Pediatr Blood
Cancer, 2004, 42, 113-121. (IF: 1,737)

Myelodysplasias szindromas (MDS) gyermekek myeloid progenitor sejtjeinek pro-

Hét MDS-ben szenvedd gyermek (1 RA, 5 RAEB és 1 JMML) csontveldi eredetii
myeloid progenitor sejtjeinek kolonia képzését tanulmanyoztuk primér metilcelluloz
kultaraban PHA-LCM, mint konvencionalis citokin-forras, valamint rh SCF, G-CSF, illetdleg
GM-CSF jelenlétében. Feltiing volt a kolonia képzddés mértékének heterogenitasa az MDS-es
populacidban az egészséges kontrollok adataival dsszevetve. A varakozasnak megfelelden a
normdl csontvel6i sejtek sohasem képeztek spontan koldnidkat, ugyanakkor valamennyi
esetben makroszkoposan jol elhatarolodo, mikroszkoposan differencialt morfologidji sejtek-
bol felépitett telepek képzodésével reagaltak a megfeleld stimulusok hatasara. Ezzel szemben
ritkan fordult el differencialt sejtekbdl felépiild, az egészséges csontveldi sejtek altal képzett
telepekhez hasonlé morfologidju és telepszami minta a betegek anyaga kozott. Az esetek
tobbségében a kolonia képzés mértéke vagy jelentdsen elmaradt a kontroll koléniaszamtol,
vagy jelentdsen meghaladta azt. Spontan kolonia kdpzddést 3/7 esetben, 1 JMML-es és 2
RAEB-s beteg mintdiban tapasztaltunk. Két esetben taldltunk tilnyomo, a kolonidknal keve-
sebb sejtbdl allo telep ,,cluster”’-képzddést. A vizsgalt rh citokinek dozis-fiiggd, klonalis pro-
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liferaciot serkentd hatasat 5/7 esetben a PHA-LCM-ét hasonld mértékben, 4/6 esetben tapasz-
taltuk, 2 beteg mintdja semmiféle stimulusra sem reagalt. A leghatékonyabb serkentd agen-
seknek a GM-CSF ¢és az SCF bizonyultak. Kiilonosen kifejezett volt a JMML-es beteg
mintdjanak GM-CSF ¢és SCF iranti hiperszenzitivitasa. Hatékonysaguk, linearis regresszios
analizissel tanulmanyozva, egymaséhoz hasonlonak, a G-CSF hatékonysagat szignifikdnsan
megel6zonek bizonyult. Az analizis tovabbi eredménye az, hogy, akarcsak az ALL mintdk
esetében, az MDS progenitorok esetében is szignifikans korrelacié mutatkozott az egyes fak-
torok hatékonysdganak mértéke kozott, feltehetdleg az azonos célsejt-populéacio kovetkezté-
ben. Citokin kombinaciok tekintetében GM-CSF ¢és SCF hozzaadasa a G-CSF-hez szigni-
fikdnsan emelte az 6nalléan G-CSF-fel indukalt kolonidk szamat.

Eredményeink arra utalnak, hogy a kolonia assay vizsgalatok soran nem a rezidualis
normdl hemopoetikus sejtek, hanem az MDS progenitorok proliferacios készségérdl nyertiink
informaciot. Az adatok a citokin regulacio alapvetdéen kéros mivoltara utalnak gyermekkori
MDS-ben. A spontan koldniaképzés és a GM-CSF hiperszenzitivitas kimutatdsa diagnoszti-
kus értékti JIMML-ben. A korlefolyas (talélési 1d6, leukaemids transzformacio) és a kolonia
képzddés mennyiségi és mindségi mutatdi kdzott fenndllod esetleges Osszefiiggés felderitése a
vizsgalatok folytatasat igényli ebben a ritka gyermekkori betegségben.

Eredményeinket nemzetkozi folydiratban tervezziik publikalni (kézirat elékésziiletben).

A serkentd hatast citokinek mellett az innovativ terapias eljardsok részeként szoba-
jovo IFN-alpha ¢és bel-2 antiszenz oligonukleotid hatdsat ugyancsak a kolonia esszé mddsz-
erével tanulmanyoztuk MDS prekurzor sejtek és a B-lymphoid vonalat reprezentald lym-
phoblast sejtkulturdk felhasznalaséaval:

Félfolyékony primer és szekunder metilcelluloz kultirdban tanulményoztuk 3 B-sejtes
leukaemia sejtvonal, a JY, BL-41 és a human herpesvirus-8 (HHV-8)-fertdzott BCBL-1 sejtek
kolonia képzését. Az IFNa-2b és a bcl-2 antiszenz oligonukleotid egyarant szignifikansan,
dozis-fiiggd modon gétolta mindhdrom sejtvonal koloniaképzését primer, és az Snmegtjulast
reprezentald szekunder kultirdkban. A proliferacid-gatld hatassal parhuzamosan szuszpenzios
kultirdkban tanulmanyozva, szignifikansan fokozddott az apoptotikus sejtek aranya és
emelkedett a sejtfelszini FcyRII (CD 32) kifejezodésének a mértéke. Az utobbi jelenség a B-
sejtek érését jelzi. Egészséges ujsziilottek koldokzsindr vér-eredetii érett B-lymphocytainak in
vitro apoptozisat gatolta az IFNa. A bcl-e antiszenz oligonukleotid alkalmazasa, Western blot
modszerrel kimutatva, csOkkentette a bcl-2 protein kifejez0dését a sejtvonalakban és 2 de
novo ALL sejtmintdban. Eredményeink arra utalnak, hogy az IFNa és a bcl-2 antiszenz
oligonukleotid hatékonyan gatolja a leukaemias B-sejtek dnmegujulasi képességét, mikdzben
fokozza terminalis differencialodasukat. Az IFNa gatlo hatdsa a HHV-8-fert6zott BCBL-1
sejtekben volt a legkifejezettebb. Itt a kdzvetlen antiproliferativ effektus mellett a malignus
transzformécidban és a daganatsejtek expanzidjaban oki szerepet jatszo6 HHV-8 fert6zés elleni
antiviralis hatds is szerepet jatszik. Az in vitro észlelt hatas terapidsan kiaknazhatd, mert a
leukaemia sejtekkel szemben az IFNo gatolja az egészséges B-limfocitdk apoptozisat. De
novo leukaemia sejtek szaporodasanak in vitro vizsgdlata tisztdzhatja az IFNa potencidlis
hatékonységét a B-sejtvonal gyermekkori rosszindulati betegségeiben.

Hasonldan a B-sejtes leukaemia sejtvonalakhoz, az IFNo hatékonyan és dozis-fiiggd
moédon gatolta valamennyi vizsgalt gyermekkori myelodysplasids minta (3 RAEB és 1
JMML) PHA-LCM Aéltal indukalt kolonia képzodését. Egy betegiink esetében a tenyésztést az
in vivo IFNa kezeléssel parhuzamosan, tobb alkalommal is elvégeztiik. Megallapitottuk, hogy
az IFNo gatldo hatasa csokkent az in vivo IFNa kezelés soran, majd az eredeti szintre
emelkedett az in vivo IFNa terdpia felfiiggesztését kovetden. Eredményeink szerint az [FNa
hatékony adjuvans kezelési lehetdséget jelent gyermekkori MDS-ben. Tartds in vivo
monoterapias alkalmazasa soran relative rezisztens klon szelektalodasaval kell szamolnunk.
Eredményeinket nemzetk6zi folyoiratban tervezziik publikdlni (kézirat eldkésziiletben).
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B. alprojekt: Neuroblastoma sziirévizsgalatok a daganat korai felismerése céljabol.

A program eredeti célkitiizése: A neuroblastoma sziirése €s a kisziirt, valamint a klini-
kailag felismert daganatok pontos genetikai jellemzése, s az észleltek Gsszevetése a tumor
szovettani jellemzdivel és a korlefolyassal.

A vizsgalati peridodus utolsé évében a feladat modosult: a Magyar Gyermekonkoldgiai
Munkacsoport dontése értelmében a neuroblastoma genetikai vizsgalatat a Pécsi Tudomanye-
gyetem Pathologiai Intézete centralizéltan végzi. A mintdkat minden hazai gyermekon-
kologiai kozpont az emlitett intézetbe kiildi. Igy sajat munkank a sziirdvizsgalatok foly-
tatasara €s a négy év eredményeinek értékelésére korlatozodott.

Elméleti hattér, célkitiizések

A gyermekkori rosszindulata betegségek 8-10%-4t add neuroblastoma incidencidja:
10,5/1 milli6 15 év alatti gyermek. A betegség progndzisat a tumor biologiai jellemzdin (a
tumor stddiuma, szovettani €s genetikai jellemzok) til az életkor alapvetéen meghatdrozza: A
csecsemOkori forma a gyakori, mintegy 60%-ban bekdvetkezd spontan regresszid miatt ked-
vezO progndzist, mig a késobbi ¢€letkorban cask a koran felismert daganat kezelhetd ered-
ményesen. A korai felismerés eldsegitése tette indokoltta a szlirdvizsgalatok bevezetését, amit
az elmult harom év munkajanak folytatasaként a 15 honapos MMR oltashoz kapcsolva végez-
tiink.

A sziirés kivitelezése:

A sztirés kivitelezése az el6z6 években bevezetett modon tortént.

A mintékat a sziil6k vitték be a vérosi laboratoriumba, ahol fagyasztva tarolds utan
szallitottak at a Gyermekklinika sziirést végzd biokémiai laboratériumaba.

A szlirdvizsgalatok elvégzése Dr. V. Oldh Anna irdnyitasaval torténik, aki az elvégzett
munkarol 2002. 05.25.-én, 2002.07.03.-an, 2002. 09.28.-an ¢és 2004. oktober 15.-én készitett
Osszefoglalot.

VMA/kreatinin arany meghatdrozds modszere

Neuroblastoma, phacochromocytoma, ganglioneuroma esetén a katecholaminok kon-
koncentracioja a vizeletben.

A szlirésre a reggeli elsd vizelet kreatinin értékre vonatkoztatott VMA meghatarozasat
hasznaltuk, a gyants eredményt HPLC-s meghatarozassal ellendriztiik.

A vizelet VMA meghatdrozasara alkalmazott Biosystem assay modszert korabbi
beszamoldinkban ismertettiik. A referencia tartomany felsé hataraként a kanadai szerzok altal
0-1 éves korosztalyra HPLC-s analizissel 1981-ben leirt 95 percentiles értéket: 2,2mg/mmol
VMA/kreatinin indexet tekintettiik (S. Soldin, 1981).

A 95%-o0s konfidencia és az efolotti cutoft (esetiinkben 2,2-3,0 mg/mmol) érték meg-
bizhatosagat tdmasztja ald, hogy a fenti szerzék 10 neuroblastomas gyermekben ( koruk: 1-3
év) 5-162mg/mmol koézotti VMA indexet taldltak, amely tartomany nem fed at az altalunk
javasolt referencia tartomannyal, illetve cutoff értékkel. Eszerint a betegekben 2-50-szeres
emelkedést varhatunk a normal tartoményhoz képest. Soldin vizsgalatai szerint az 1-3 éves
neuroblastoméas gyermekek vizelet¢ében a VMA index atlaga 48,7mg/mmol (SD:57
mg/mmol), vagyis az emelkedés mértéke atlagosan 20-szoros, de egyénileg valtozo lehet.
Ezért mar a 2x-es értéknél javasoljuk a 24-6ras vizeletgylijtést és az ismételt vizsgalatot.

A kreatininre vonatkoztatott érték kikiiszoboli a a katecholamin szint napszakonkénti
valtakozasabol szarmazo fals értékeket s elkeriilhetové teszi a 15 honapos gyermekekben ne-
hezen kivitelezhet6 24 oras vizelet gyiijtést.

A reggeli elsd vizelet vizsgalata egyidejlileg lehetdséget nyujtott e gyermekek hugyuti
infekcid, diabetes mellitus irdnyaba torténd sziirésére.
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Eredmények

A pélyazati periodus utolso, beszamolasi évében, 2003. oktober 1. - 2004. oktober 15. kozott
174 15 hénapos gyermek esetében végeztiink vizelet katecholamin meghatarozast kiegészitve
a rutin vizeletvizsgalattal.
Az alabbi vizsgalatok torténtek:

¢ vanilinmandulasav meghatdrozas (10 1épésben oszlopkromatografia és UV fotometria)

e kreatinin érték (Jaffe modszer)

e kvalitativ vizeletvizsgalat Uricont annalizatorral

o vizelet liledék vizsgalat
A 174 gyermek koziil kilenc (5%) esetben az 1. mintdban emelkedett VMA/kreatinin indexet
kaptunk, ezért a vizsgalatot megismételtiik. A kilenc koziil haromtol kaptunk megfeleléen
gylijtott kontroll vizeletmintat, amelyekben normal kreatinin érték mellett a VMA/kreatinin
érték is a referencia tartomanyba (0-2,2mg/mmol, cut off 3mg/mmol) esett. Ez arra utal, hogy
(ttlzott folyadékbevitel a gylijtés elott) fliggdtt Gssze.
Egyetlen gyermeknél kdzepesen koncentralt vizeletben taldltunk emelkedett VMA/kreatinin
értéket (vizelet kreatinin: 2,56mmol/l, VMA/kreatinin: 4,88mg/mmol). A diéta betartasat
kovetden gylijtott vizelet minta HPLC vizsgélata azonban negativ eredményt adott.
Vizelet kvalitativ vizsgélat:

A kapott vizeletmintdkat valamennyi esetben 9-10 tesztcsikkal (Gen 9 ill. Uricont)
egy¢eb hugyuti problémaék irdnyaban is megvizsgaltuk. A 174 mintabol 34 esetben talaltunk
koros terméket a vizeletben (fehérjét, ketonokat, gliikozt, fokozott ubg-t, nitritet, lletve vvt-t,
bakteriuriat, leukocyturiat).

Az eltérésrol a gyermekek hazi gyermekorvosat értesitettiik és tovabbi vizsgalatokat kértiink
A koros leletek aranya 20% volt.

Kovetkeztetések:

e 174 gyermek vizeletmintdjanak VMA vizsgalata soran kilenc esetben észleltiink ma-

gas VMA /kreatinin aranyt, ami 5%-nak felel meg. A magas VMA /kreatinin aranyt az
alacsony kreatinin érték okozta, ami a vizeletgyiijtés nem megfelelé voltabol adddott
(talzott folyadékbevitel a gyljtés eldtt). Mindezek alapjan megéllapithatjuk, hogy
neuroblastomara utalé korosan magas VMA indexet egyik minta sem mutatott. Ez
Osszhangban van a betegség alacsony incidencidjaval.
A neuroblastoma incidencidjat figyelembe véve 500 alatti esetszdmnal még nem
feltétleniil varhatd pozitiv eset. Mégis hasznosnak itéljiik az elvégzett vizsgalatokat,
mivel segitséget nytjtottak a gyermekkori vizeletgytijtés problémajat megoldé random
vizeletbdl valdo mérési technika kidolgozasaban.

e Meghataroztuk a hazai egészséges gyermekpopulaciora a VMA index referencia tar-
tomanyat, amely kozel azonos a HPLC-s analizissel kapottal.

e A 20%-ban eléforduld koros leletek megerdsitik a (kis)gyermekkori sziird jellegii
kvalitativ vizeletvizsgalatok jelentdségét. E vizsgalatok jelentdsen javitanak az 1-3
éves korosztalyban fellépd hugyuti fertézések, egyéb vesebetegségek és a diabetes
mellitus korai felismerését.

Irodalom:
S. Soldin: Application of LC in CHildren’s Hospital ,,Biological application of liquid
chromatography”, International Liq. Chrom. Symposium (Ed: G.L. Hawk), Vol.20,
pp: 135-141, 1981.
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