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B./ A gyermekkori neuroblasztoma sziirévizsgalata
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1. HPV jelenlétének vizsgalata gyermekkori Wilms tumorban

BEVEZETES
A gyermekkori rosszindulati megbetegedések - relative nem nagy abszolut szamuk (15-16/100 000 14
év alatti gyermek), és a kezelési eredmények utobbi évtizedekben bekovetkezd javulasa ellenére -
kiemelt szerepet jatszanak a gyermekkori haldlozasban: a halaloki statisztikaban minden egy év folotti
korcsoportban masodik helyen allnak a balesetek mogott.
A gyermekkori rosszindulata betegségek egyharmada leukaemia, tovabbi egyharmadat a kdzponti ide-
grendszeri daganatok adjak. Mintegy 14-15%-kal a lymphomak (non-Hodgkin és Hodgkin lymphoma:
NHL és HL) szerepelnek, a maradékot a lagyrész daganatok és csontdaganatok adjak.
A benyujtott munkatervben két téma szerepelt:

1. Neuroblastoma sziirovizsgalatok és a klinikailag felismert daganatok genetikai jellemzése

2. Akut lymphoid leukaemia molekularis biologiai jellemzéese
1. Neuroblastoma sziirévizsgalatok és a klinikailag felismert daganatok genetikai jellemzése

A neuroblastoma az Osszes gyermekkori rosszindulati betegség 8-9%-at adja. A varhatd
évenkénti Uj esetek szama tehat nem nagy, mégis tanulmanyozasat az indokolja, hogy mig a csecse-
mokori formak spontan differencialédasra hajlamosak, s igy kezelés nélkiil gyogyulhatnak (,,watch
and see”), az egy év folotti esetek progndzisa igen kedvezotlen. A magas mortalitds csokkentése a da-
ganatok pontos genetikai jellemzésétdl, a prognosztikai faktorok alapjan kidolgozott differencialt
kezeléstol varhato.

Ezért a palyazat egyik témajaul a gyermekkori neuroblastoma korai felismerése érdekében szlirGvizs-
galatok bevezetését és a felismert betegségek korszerli genetikai jellemzését tiiztiik ki célul.
2. Akut lymphoid leukaemia molekularis biologiai jellemzése:

Az akut lymphoid leukaemia a gyermekkori malignus betegségek leggyakoribb képviseldje.
Noha az elmult évtizedekben az akut lymphoid leukaemia kezelési eredményei Oriasi mértékben javul-
tak (a betegek 75-80%-a gyogyithatd), a gyermekkori malignus betegségek okozta mortalitas tovabbi
csokkentése elsdsorban e betegcsoport kezelési lehetdségeinek tovabbi javitasatol, a kelléen, de nem
tlzottan agressziv, minél inkabb egyénre szabott kezelést6l varhato.

Ezért palyazatunkban a leukaemidk 85%-at kitevd akut lymphoid leukaemia (ALL) mole-
kularis biolégiai jellemzését, mindenekel6tt a prognodzist meghatarozd kezdeti genetikai jellemzok
minél pontosabb meghatarozasat, a minimdlis rezidudlis betegség kimutatasara szolgald médszerek
bevezetését és alkalmazasat, valamint az in vitro gydgyszerérzékenysegi vizsgdalatok rendszeressé té-
telét tliztiik ki célul.




2. Alprojekt. A GYERMEKKORI ACUT LYMPHOBLASTOS LEUKAEMIA SEJT-
ES MOLEKULARIS BIOLOGIAJA

OSSZEFOGLALAS

A Gyermekkori rosszindulati betegségek egyharmadat kitevd leukaemia mintegy
85%-at akut lymphoblastos leukaemia adja. A betegség terapids eredményei az elmult évtize-
dekben az agressziv kemoterapids kezelés, a kdzponti idegrendszeri leukaemia megel6zését
szolgalo irradiacio, a javuld szupportiv terapia és a bioldgiai modulatorok alkalmazasa ered-
ményeképpen jelentdsen javultak. Napjainkban az ALL-es gyermekek 70-75%-a gyogyithato.
Ugyanakkor a betegek egy része ma is a terapidval dacold alapfolyamat, vagy az agressziv
terapia mellékhatasai miatt hal meg.

A terapias eredmények tovabbi javitasa egy differencialt, individudlisan megvalasztott
kell6en, de nem tilzottan agressziv kezeléstdl varhat6. Ehhez mar a betegség elején el kell
kiiloniteniink a terapiara jobban ¢és kevésbé reagdld, azaz jobb és rosszabb prognozisu esete-
ket. Ebben nyujt segitséget a blast sejtek immunoldgiai jellemzése mellett a kezdeti genetikai
eltérések: tumor-specifikus kromoszoéma aberraciok, vagy génexpresszid valtozasok kimu-
tatdsa. 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 program kezdeményezdiként az évenkénti ered-
ményeket, majd az elsé 10 esztendo tapasztalatait magunk 6sszegeztik.

A genetikalailag eltérd alcsoportok prognosztikai kiilonbségét eltérd terapia-
érzékenységiilk magyarazza. In vitro gyogyszerérzékenységi/gydgyszerrezisztencia vizsgala-
tokkal a varhatdan legjobb terapids eredményhez vezetd cytostaticum kombinaciéo megvalasz-
thato.

A betegek ellatasdban, a remisszio igazolasadban és a relapszus korai felismerésében
dontd jelentdségli a minimalis rezidualis betegség kimutatasa. Erre a tumor-specifikus kro-
moszéma transzlokéciok, valamint immunglobulin és T-sejt receptor atrendezddések mole-
kularis genetikai vizsgalata nytjt lehetdséget.

Munkank soran az alabbi kerdéseket tanulmanyoztuk:

1. Epidemiolédgiai vizsgalatok a gyermekkori ALL incidencidjanak meghatarozasara
1973-98 kozott (Jakab Zsuzsanna, Olah Eva)

2. Klinikai vizsgalatok (Kiss Csongor, Bardi Edit, Szegedi Istvan, Olah Eva)

3. A gyermekkori ALL kezdeti genetikai eltéréseinek kimutatasa és a betegek genetikai
eltérések alapjan torténd prognosztikai csoportositdsa a DE OEC Gyermekklinika Ge-
netikai laboratériumaban (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 kromoszomak és transzlokaciok (TEL/AMLI,
ABL/BCR) identifikalasara
e (12;21) (= TEL/AMLI atrendezddés) vizsgalata RT-PCR modszerrel.

4. A kezdeti genetikai vizsgalat diagnosztikai és prognosztikai jelentdsége gyermekkori
acut lymphoid leukaemidban (ALL): tizéves felmérés tapasztalatai (1993-2002). Az
orszagos adatok szisztematikus értékelése, genetikai adatbazis létrehozasa (Jakab
Zsuzsanna, Balogh Erzsébet, Olah Eva és a magyarorszagi gyermekonkolégiai koz-
pontok)



5  Minimalis rezidudlis betegség kimutatasara szolgal6 PCR moddszer beallitasa ¢s al-
kalmazasa (Scholtz Beata, B. Julia, Kiss csongor, Szegedi Istvan, Olah Eva)
6 In vitro gyogyszerrezisztencia vizsgalatok MTT teszt segitségével (Markasz Laszlo,
Hajas Gyorgy, Rajnavolgyi Eva, Olah Eva)
e ALL-es betegekben
e KGI myeloid sejtvonalon
6. Immunfenotipizalas és ploiditas vizsgalatok akut leukaemiaban (Kiss Csongor, Kap-
pelmeyer Janos, Antal Szalmas Péter)
7 Cytokinek (PHA-LCM, rhSCF, G-CSF, GM-CSF ¢s IFN-alpha) hatasanak vizsgélata
sejtkultirakban (Szegedi Istvan, Kiss Csongor)

Az eredményeket 14 megjelent (ill. kozlésre elfogadott) kozleményben publikaltuk és két
tovabbi kézirat van eldkésziiletben.

RESZLETES ISMERTETES

Ad 1. Epidemioldgiai vizsgalatok a gyvermekkori daganatos betegségek felderitésére
Eszak-kelet Magvyarorszagon, Kiilonos teKintettel a leukaemiakra:

Munkacsoportunk a Magyar Gyermekorvosok Tarsasaga (MGYT) Gyermekon-
kolodgiai Szekcio (GYOS) megalakuldsa 6ta annak tagjaként mikodik. Kozpontunkban folyik
az Eszak-kelet magyarorszagi régio, elsésorban Hajdu-Bihar és Szabolcs-Szatmér-Bereg me-
gye betegeinek gyermekonkologiai kivizsgalasa, gyodgykezelése, gondozasa. Betegellato
tevékenységiink mellett részt vesziink a gradudlis és posztgraduélis képzésben. Evente min-
tegy 30 ) magyar daganatos gyermeket kezeliink. A projekt keretében retrospektiv tanulmany
keretében mértiik fel a régi6 gyermekonkoldgiai epidemiologiai helyzetét 1973-1998 kozott.
A régio epidemiolodgiai helyzete hasonl6 az észak-amerikai kontinens és a nyugat-europai or-
szagok helyzetéhez, kivéve a kozponti idegrendszeri daganatok gyakoribb el6fordulasat. A 0-
14 éves korcsoport életkorra standardizalt atlagos éves tumor-incidenciaja 120,7/millio. A
gyakori gyermekkori malignitdsoké: leukaemia: 37,3/millio, kozponti idegrendszeri dagana-
tok: 31,6/milli6, a periférias idegrendszer daganatai: 12,5/millio, lymphomak: 12,2/millid,
gyermekkori vesedaganatok: 8,8/millio.

Az éves atlagos incidencia a 70-es évek kozepe Ota egyenletes, évi 2,6%-0s, szigni-
fikdns novekedést mutat. Az incidencia mintdzatdban észlelt valtozdsok a leukaemidk
teriiletén sajatsagos képet mutattak: az akut myeloid leukaemia (AML) incidencidjaban a
vizsgalt idészakban nem taldltunk valtozast, mig az akut lymphoblastos leukaemia (ALL) in-
cidenciaja 1991-ig fokozatosan emelkedett, ebben az évben 48,7/milli6 értéken tetdzott, majd
folyamatos csokkenést mutatott. Az észlelt valtozas nem hozhat6 ok-okozati dsszefiiggésbe a
Csernobil-effektussal, noha, az akut sugarbaleseteket kovetden fellépd leukaemia 1-6 éves
latencia-peridodusat tekintetbe véve figyelemremélto.

Publikacio:
Jakab Z, Balogh E, Kiss C, Olah E: Epidemiologic studies in a population based
childhood cancer registry in North-East Hungary. Med Pediatr Oncol, 2002, 38, 338-344.
IF: 1.114

A tovabbiakban munkankat az 1999-2002 évek retrospektiv kiegészitésével, majd
2003-t6l prospektiv vizsgalattal folytattuk. A deskriptiv epidemioldgia mellett vizsgalatainkat
laboratoriumi, elsésorban genetikai vizsgalatokkal egészitettik ki (Id. 2.pont) a
leukemogenezisben szerepet jatszo etiologiai tényezOk jobb megismerésére. Kezdeményeztiik



a hazaihoz hasonld gyermektumor regiszter létrehozasdt a Roman Gyermekonkologiai
Tarsasag felé. A két orszdg szomszédos ¢és a Karpatok 4altal elvalasztott régidinak
epidemiologiai vizsgalata igéretes kutatasi eredmények exploraldsat tenné lehetove.

Ad 2. Klinikai vizsgalatok

De novo leukaemids betegek vizsgalata az utolso évben

2000. november ¢és 2004. 12. 30 kozott 30 de novo leukémids és myelodysplasias
gyermeket (22 ALL, 7 AML ¢és 1 MDS) diagnosztizaltunk. A csontvel6i és periférids Osse-
raméteres dramlasi citometridas modszerrel, DNS indexét ugyancsak aramlési citometrias
modszerrel vizsgaltuk. PCR analizissel vizsgaltuk az IgH immunglobulin gén és a TCRy T-
sejt receptor gén atrendezddést. A sejtek citogenetikai vizsgalata, in vitro gydgyszer rezisz-
tencia vizsgalata, valamint a t(12;21) transzlokaci6 kimutatataisa RT-PCR modszerrel a
klinika genetikai laboratériumaban tortént. Hat ALL-es, 3 AML-es és egy myelodysplasias
betegiink volt.

Az ALL-es betegek koziil ALL-BFM 95 protokoll szerint tortént 5 beteg kezelése, 1
cscsemokoru beteget az INTERFANT 98 protokoll szerint, 2 L3-as morfologiaji beteget az
NHL-BFM 95 protokoll II terapias csoportja szerint, a 2002. november 1-et kovetden diag-
nosztizalt csecsemOkoron tuli, BCP- ¢és T-ALL betegeket (14) az ALL IC-BFM 2002 proto-
koll szerint kezeltlink. 1 beteget veszitettiink el a remisszids kezelés befejezése elétt az alap-
betegség szovodménye miatt, 10/11 beteg az indukcios kezelési ciklus végére remisszidba
kertilt, remissziojukat tartjak. Betegeink koziil 19/22 ALL-es gyermek él, 18/19 els6 re-
misszidoban. A 3 AML-es ¢és egy MDS-es gyermek koziil 3-at elvesztettiink. 1 ALL-es gyer-
meknél sikeres idegen donoros dssejt atiiltetés tortént.

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)

Elbadds nemzetkozi kongresszuson.:
Oléh E.: Early diagnosis of childhood malignancies. Europediatrics, 2003, Praga



A gyermekkori leukaemias és tumoros betegségek kezelése kovetkeztében létrejovo nephro-
toxicus szovodmények vizsgalata

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

Sajat vizsgalataink a nephrotoxicus szovodmények tanulmanyozéasara irdnyultak. A
kiindulé tumorokbol, a tumor hugylti obstrukciot okoz6 hatdsabol, a tumor lizis
szindromabdl ill. 1étrejohetnek a sebészi, az irradiacids, a citosztatikus sét a szupportiv
terapia kovetkeztében is.

Vizsgalataink soran a haematologiai osztdlyon jelenleg kezelt ill. a szakrendel6ben
ellendrzott tartdsan tumormentes, gydgyult gyerekek vesefunkcids ellendrzését végeztiik el.

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

Vizsgalataink soran a cystatin C és kreatinin koncentraciokat 1466 szérum ¢és vizelet
mintdban hataroztuk meg. A mintdk 258 gyermektdl szarmaztak, 92 jelenleg kezelés alatt
allo betegtol, 108 tartds talélotol, 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/L 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;, k6zotti, &m mégis szignifikans (r= 0.178, p=0.003
and r=0.306, p<0.001). Sajat eredményeink és az irodalmi adatok szerint a CysC egyszeriien
kivitelezhetd eljaras, amely felvalthatja egyrészt a sugarterheléssel jaro izotdpos, 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 alapuldo modszereket.

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

Eredményeinket nemzetkozi folyoiratban publikaltuk.
Publikacio: ’
Bardi E, Bobok I, Olah VA, Oléh 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 tulelok 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 (4tlag: 37.3mg/l) és B-Nagase aktivitast (atlag: 230%) a
betegek 26%-ban talaltunk. Jelentds kiilonbség mutatkozott az egyes betegségcsoportok kozott.
A leukémia/limfoma taléldk esetében 37.5%-ban talaltunk 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
emelkedett mikroalbumin értékeket (25.8%). Ez utdbbi csoport kezelési protokolljai platina
szarmazekot is tartalmaztak €s nagyobb kumulativ dozisban kaptak egyéb vesekarosito citoszta-
tikumokat. A disztalis tubulus funkcié tekintetében nem taldltunk jelentds késdi karosodasra
utald leletet.

Harminc beteg volt proteinurias, amely 20 betegnél teljesen megsziint a megfigyelési
1d6szak alatt. A 10 perzisztald proteinurids beteg vizeletet elektroforézis vizsgalata sordan 5 be-
tegnél glomerularis, 5 betegnél kevert tipusu 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 kovetési id6 alatt a proteinuria spontan javult 7 esetben €s progredialt
3 esetben. Ez utdbbi 3 beteget ACE gatlo kezelésben részesitettiik. 12 honapos kezelést kove-
téen az enalapril kezelésben részesiilo betegek vizelete szinte teljesen negativva valt. Az
ACE gén polimorfizmus proteinuriat befolyasold hatasait vélhetden a csekély esetszam miatt
nem tudtuk igazolni.

Eredményeinket nemzetkozi folyoiratban 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 leukémids, lymphomads valamint szolid tumoros gyermek (95 fia, 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 és csokkent vérnyomas jelezte. Shock indexet szamoltunk: a szivfrekvencia és a
szisztolés vérnyomdas 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 kiilonb6zott a
kontrollokétol és a kaukéazusi populéaciotol. A DD genotipust betegekben a szeptikus shock
¢s a kovetkezményes intenziv osztalyos elhelyezés szignifikansan gyakoribb volt, mint az ID
vagy I/l genotipust betegekben. A D all¢éllel rendelkez6 betegek szignifikansan hosszabb 1d6t



toltottek intenziv osztalyon (7 nap), mint az I alléllel rendelkez6 betegek (4 nap) Halalos ki-
menetelt csak a DD genotipusu betegben figyeltiink meg.
Eredményeinket nemzetkozi folyoirathoz kiildott publikacioban foglaltuk éssze.

Ad 3. A syvermekkori ALL kezdeti genetikai eltéréseinek kimutatasa és a betegek ge-
netikai eltérések alapjan torténo prognosztikai csoportositasa a DE OEC Gyer-
mekklinika genetikai laboratoriumaban

A DE OEC Gyermekklinika Genetikai Munkacsoportja a klinika Haema-
tologiai/Onkologiai osztalyan kezelt ALL-es gyermekek részletes genetikai vizsgalatat végzi.
Az alkalmazott modszerek:

Klasszikus citogenetika csontvelbdl stimulacié nélkiil
DNS index meghatarozas (dramlasos citometridval a KBMPI-ben)
FISH vizsgalatok
Szamfeletti kromoszomak ¢€s
ABL/BCR valamint TEL/AMLI1 meghatarozasra
RT-PCR TEL/AMLI atrendezddés kimutatisara

A palyazati periddus négy éve alatt 22 ALL-es gyermek genetikai vizsgalatat végeztiik
el: 2002-ben 10, 2003-ban ¢és 2004-ben hat-hat jonnan diagnosztizalt gyermek vizsgélatara
keriilt sor. A kezdeti genetikai diagnozis alapul szolgalt a betegek prognosztikai megité-
1ésére: a hyperdiploid B csoportba tartoz6 (>51 kromoszémaszamu) és a TEL/AMLI1 atrend-
z0désti betegek prognozisa kedvezd, mig a Ph pozitiv és az MLL érintettséget (11g23) mu-
tatok kedvezdtlen korlefolyassal jarnak.

Citogenetikai vizsgalatot minden esetben elvégeztiik, nyolc betegben sikertelentil.
Ezekben az esetekben a betegek prognosztikai jellemzésekor a DNS index értékére tamasz-
kodtunk. A 16 sikerrel vizsgalt beteg eredménye a kovetkezd volt:

diploid (normal): 3
Osszes citogenetilailag hyperdiploid A (47-51): 0
sikeresen vizsgalt beteg: 16 hyperdiploid B (>51): 2

pseudodiploid: 7

tetra-/kozel-tetraploid: 2

A pseudodiploid betegek kozott egy egy esetben t(8;14) és t(1;19) transzlokéciot, két
tovabbiban 1123 deléciot igazoltunk. A szamfeletti kromoszomak kozott — varakozasunknak
megfeleléen —a 17, 18 és 21 fordult eld.

A DNS index alapjan 12 beteg tartozott a diploid, hdrom a hyperdiploid B, egy a
tetraploid csoportba. A citogenetikai és DNS vizsgalat eredménye néhany esetben eltérést mu-
tatott, aminek oka, hogy a DNS index alapjan az eltéré kisebb sejt populaciok nem kiilonithe-
tok el.

Fenti vizsgalatainkat az utolsé két évben egyre nagyobb szdmben végzett FISH és RT-PCR
vizsgalattal egészitettiik ki. A FISH-t centromer-specifikus probak alkalmazéasaval a szamfe-
letti kromoszomak meghatarozéasara, gén-specifikus probakkal a TEL/AMLI1, az ABL/BCR



atrendezddés ¢s MLL transzlokacio/delécid igazolasara hasznaltuk. A TEL/AMLI1 atrend-
z0dést RT-PCR-rel is igazoltuk.
tatasara is alkalmas.

A FISH két betegben MLL érintettséget, egy betegben TEL/AMLI1 atrendez6dést mu-
tatott.
RT-PCR vizsgalatot 13 betegben végeztiink: nyolc esetben negative, 6t betegben pozitiv
eredményt kaptunk.

A kiilonbozé modszerekkel kapott eredmények Gsszevetése igazolja, hogy pontos ge-
netikai diagnézishoz a kiilonb6zé modszerek parhuzamos elvégzése sziikséges. 0.

A 2002-ben vizsgalt betegek prognosztikai adatai az orszdgos program részeként
kertiltek értékelésre. Az utobbi két év prognosztikai értékelése folyamatban van.

A FISH ¢és RT-PCR 06sszehasonlito elemzését nemzetkozi folyodiratban kivanjuk kozolni.



ALL-es betegek genetikai vizsgalatanak eredményei (2002-2004)

betegek citogenetika DNS FISH TEL/AML1
index RT-PCR
2002
1/02 47,XY,+1/46,XY,+1q-,-21/46,XY,+1q-,t(8;14) | 1,04 Nem volt Negativ
2/02 46,XY,-2,tmar/46,XY,+1,-2,-12 +mar 0,85 Nem volt Negativ
3/02 83-92/46,XX 2,01 Nem volt Pozitiv
4/02 46, XY Nem Nem volt Pozitiv
volt
5/02 Nem sikertilt 0,97 Nem volt Negativ
6/02 87-88/XXYY/45,XY ,+mar[t(9;21)?]/46, XY 0,97 Nem volt Negativ
7/02 46,XY/54-56, XY 1,19 Nem volt Nem volt
8/02 Nem sikertilt Nem Nem volt Nem volt
volt
9/02 46,XX,del(11)(g23) 1,04 MLL tran- Nem volt
szlokacio és
delécio
10/02 46,XY Nem | MLL génatren- | Nem volt
volt dezodésre
negativ
2003
1/03 46, XY,del(11)(q23) 1,00 | Nem volt Nem volt
2/03 52,XY,+17,+18,+21,+21,+22,+mar[67%] 1,10 | Nem volt Nem volt
/46,XY [23%]
3/03 46,XX,-1,-B,-B,-D,+4mar|[75%]/46,XX [25%] 1,11 | Nem volt Nem volt
4/03 sikertelen 1,24 | Nem volt Nem volt
5/03 sikertelen 1,02 | Nem volt Negativ
6/03 sikertelen 0,99 | Nem volt Pozitiv
7/03 46,XX/46,XX, der(4) 0,97 | Nem volt Nem volt
2004
1/04 46,XX,t(1;19)(q23;p13)/46,XX,idem,13q+ 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/AMLI1 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/AMLI pozitiv
pozitiv
6/04 sikertelen Nem | Nem volt Negativ
volt
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4. A kezdeti genetikai vizsgalat diagnosztikai és prognosztikai jelentosége gyermekkori
acut lymphoid leukaemiaban (ALL): Az orszagos program 10 éves eredményeinek
értékelése (1993-2002)

Elozmények, modszer

A gyermekkori akut leukaemia kezdeti genetikai diagnosztikaja szerves része annak az
altalunk kezdeményezett orszdgos programnak, amit 1993-ban inditottunk el a Magyar Gyer-
mekorvosok Térsasaga Gyermekonkologiai Szekcioja tiz kozpontjanak részvételével azzal a
céllal, hogy minden hazankban diagnosztizalt akut lymphoid leukaemias (ALL-es) gyermek
kezdeti genetikai vizsgalata megtorténjen. Elsédleges célunk a kedvezd prognozisu hyperdip-
loid (51 f616tti kromoszémaszaml), valamint az ugyancsak kedvezd prognoézisu t(12;21) tran-
jelentés a kedvezdtlen prognoézistt Ph pozitiv (ABL/BCR pozitiv), valamint a t(4;11) —t
(MLL/AF4 atrendezddést) hordozo esetek meghatarozasa a csontveld transzplantacid sziik-
ségessége miatt.

Vizsgalati stratégiaként minden betegben a cytogenetikai vizsgalat és a DNS index
meghatarozas egyidejli elvégzését javasoltuk a diagnozis felallitasa idején: sikertelen, vagy
nem megfeleld mindségli kromoszdéma preparatum esetén a szamfeletti kromoszomak kimu-
tatdsara a vizsgalat FISH modszerrel egészitendd ki. A t(12;21) transzlokacid, valamint az
ABL/BCR éatrendezddés kimutatasara az RT-PCR és FISH modszer szolgal.

Az egyes genetikai alcsoportok betegeinek tulélését Kaplan-Meier szerint elemeztiik,
majd tobb prognosztikai faktor (kor, nem, kezdeti fvs, diagndzis ideje €s helye, immun-
fenotipus, kezelés) figyelembe vételével multivariancia analizist végeztiink.

Az adatok részletes elemzésére a kiegészité informacidk (tulélési adatok, folyamatban
1év6 vizsgalatok, stb.) 0sszegylijtése utan 2004-ben volt lehetdségiink.

Eredmények:

Az 1993-2002 kozott 588 tijonnan diagnosztizalt ALL-es gyermek koziil 537 esetében
(91%) tortént citogenetikai vizsgalat, 391 betegnél sikeresen (73%). A DNS-index
meghatarozasara 265 (45%), a FISH elvégzésére 74 (13%), TEL/AML RT-PCR vizsgalatara
215 esetben (37%) keriilt sor. A fenti vizsgalatok segitségével 456 betegben (78%) sikertilt
genetikai diagnozishoz jutnunk. A varhatdéan kedvezd prognozisu hiperdiploid B betegek
aranya (80/456) mindossze 18% volt (irodalom: 30%), TEL/AML atrendezddést is csak
45/215 (18%) esetben igazoltunk. Univariancia analizissel a TEL/AML pozitiv (82%) és a
hiperdiploid B (76%) esetek eseménymentes tulélése szignifikdnsan jobb volt a hipodiploid
(54%), pseudodiploid transzlokacids (48%) és a tetraploid ill. TEL/AML szerkezeti eltéréssel
tarsul6 esetekénél (45%). Multivariancia analizissel legfontosabb negativ prognosztikai hatast
a fejlodési rendellenességek, a magas kezdeti fvs, a kezelés késése ill. a specifikus tran-
szlokéciok hordoztak.

A fenti eredmények alapjan az alabbi megallapitasokat tettiik:

1. Az évek soran egyre ndvekvd szdmban végeztek az egyes kozpontokban citogenetikai
vizsgalatokat és javult a sikeres vizsgalatok aranya.

2. A koros kariotipusu esetek aranya elmarad az irodalmi adatoktol (30-35% vs 70%).

3. A felismert szerkezeti aberraciok aranya kisebb a vartnal, hidnyos a finom aberracidk
felismerése.

4. Kisebb a kedvezd progndzist esetek aranya
feltételezett okok:

technikai nehézségek (rossz mindségi, kisszamu metafazis)
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normal metafazisok szelekcidja az értékelés soran
DNS index hianya (hypediploid esetek elkiilonitésében, koros
populéciok ardnyanak meghatarozasaban stb. hasznos)
FISH kiegészités dontd lehet:
e a hyperdiploid A ¢és B, illetve hypodiploid DNS indexii esetek-
pontositasaban,
e a citogenetikailag sikertelen, vagy nem vizsgalt esetek tisz-
tazasaban,
e azegyedi kromoszomak identifikalasdban
e a transzlokaciok kimutatasaval (ABL/BCR, TEL/AMLI1, MLL)
a diploid és pseudodiploid esetek elkiilonitésében

5. Jelentdsen ndtt a molekuldris genetikai vizsgalatok ardnya (nélkiilozhetetlen a Ph

pozitiv, az MLL, a TEL/AMLI esetek azonositasaban, a MRD felismerésében).

6. A genetikailag eltérd alcsoportok prognozisa szignifikansan kiilonbozik:
legkedvezébb a t(12;21) = TEL/AMLI atrendezédést hordozok, vala-
mint a hyperdiploid B csoportba tartozok ttlélése;
legrosszabb a pseudodpiloid betegek prognozisa (Ph pozitiv, t(4;11),
tetraploiditas, komplex eltérések, t(12;21) tetraploid vagypseudiploid
kariotipus mellett;

Eredményeink megerdsitik azt a véleménylinket, hogy a pontos genetikai diagndzishoz
a citogenetikai vizsgélat, a DNS index meghatdrozas ¢és a kiegészitd FISH vizsgalat par-
huzamos elvégzése sziikséges. Az értékelés soran a vizsgalatok kombinaciojanak elonyét ki
kell haszndlni.

Fontos az egyes kozpontokban végzett vizsgalatok koordinalasa, a FISH vizsgalatok
kiterjesztése ¢és lehetdség szerinti centralizalasa, tovabba mFISH elonyeinek ki-
hasznalasa.Ehhez a kromoszoma lemezek -20°C-on tartasa sziikséges.

Publikacié:
Olah, E.: Oncohaematologiai betegségek diagnosztikajanak jabb lehetdségei. Gyer-
mekanaesthesiologiai és Intenziv Terapia 1. évf. No:1, pp.4-10., 2001.

Olah, E., Jakab, Zs., Pajor L., Balogh E.. és a Magyar Gyermekorvosok Tarsasaga
Gyermekonkologiai Szekcidja Kozpontjainak vezetdi: Genetikai vizsgalatok diagnosz-
tikai és prognosztikai jelentdsége gyermekkori akut lymphoid leukaemidban (ALL) A
szerkesztd felkérésére irt kozlemény. Fokusz 2002

A 10 év tapasztalatainak Osszefoglalasat a Pediatr Blood Cancer c. lapban kivanjuk
ko6zolni (kézirat benyujtas elott).

Ad 5. Minimalis rezidualis betegség (MRD) kimutatasa

Az ALL-es betegek 75.80%-a remisszidba keriil, s tobbségiik véglegesen gyogyul. A be-
tegek egy részénél azonban relapszus kovetkezik be, végzetes kimenetellel. A relapszus azok-
bol a rezidudlis tumorsejtekbdl indul ki, amelyek a csontveld szokasos moefologiai vizs-
galatdval nem mutathatok ki. E tumrosejtek jelenlétének igazolasara szolgal a real-time
kavntitativ PCR.

A nemzetkdzi ajanlasok figyelembe vételével a DE OEC Genoimikai Kozpontjaval
egyiittmiikodésében beallitottuk a MRD kimutatasara szolgéalo fenti modszert.
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Szamitogépes adatbazis és biobank a gyermekkori akut limfoblasztos leukémia (ALL) ta-
nulmdnyozdsdhoz

Az ALL péciensek mintaiban azonositott génatrendezddések, és a minimalis rezidudlis
betegség (MRD) kvantitalasat szolgalé real-time kvantitativ PCR (RQ-PCR) mérések ered-
ményeinek biztonsagos és attekinthetd rogzitéséhez kdzponti adatbazist hoztunk létre. 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 mentjiik. Az esetleges adat-
vesztést megelézendd tehat a molekuldris biolodgiai 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 rogzitjilk. Ez részben folyamatosan ellendrizhetdvé teszi a kisérletek
minds€gét, a mérési adatok megbizhatosagat, részben pedig egyértelmiien visszakereshetové
teszi minden paciens esetében az azonositott génatrendezddéseket, és az MRD analizis ered-
ményeit. Mivel az ALL-es betegeket tobb éven keresztiil monitorozzuk az esetleges relapszus
detektalasanak érdekében, a kdzponti adatbazis nagyban eldsegiti a biztonsagos, hosszu tava
adattarolast, és az esetleges ) munkatarsak szamara is azonnal attekinthetd, egyértelmi in-
formacids forrast biztosit.

Az adatbazisban jelenleg 23 paciens molekularis bioldgiai adatait tartjuk nyilvan,
anonimizalva. A biobankot képezo, tisztitott DNS mintdk szama ennek tobbszérdse, hiszen a
betegség nyomonkovetéséhez az elsd év soran eloszor kéthetente, majd néhany havonta, a
késdbbiekben pedig évente vesznek csontveldt vagy periférias vérmintat a betegektdl.

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

A munkafazisok a kovetkezok voltak:

genomikus DNS izoladladsa D1 csontvelé 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 mintak analizise, MRD kvantitalasa

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

Munkénk soran a kovetkezd génekre kerestiink péciens-specifikus atrendezédéseket: IgH,
IgK, TCRdelta, TCRgamma, TCRbéta. A csontvelémintabol tisztitott genom DNS
templatként szolgalt a multiplex PCR-hoz — minden gén esetében tobb V- vagy D-szegmens-
specifikus forward primert és egy vagy tobb J-szegmensre specifikus reverz primert
hasznaltunk ugyanazon PCR-ben. A PCR sikerét agaroz gélelektroforézissel ellendriztiik.
Ennek gyenge méretbeli feloldoképessége miatt a poliklondlis génatrendezddések is gyakran
adnak latszolag egyetlen terméket. A monoklonalis génatrendezddéseket heteroduplex
analizissel azonositottuk, a PCR termékeket felhasznalva. A monoklonalis génatrendezddések
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termékeit ezutdn mindkét iranyba megszekvenalva megallapitottuk a génatrendez6dés pontos,
beteg-specifikus szekvencidjat. Az [1I/5.-1. tablazat foglalja Ossze az eddig azonositott
leukémia-specifikus génatrendezddéseket, betegek szerinti felbontasban. Ezek a szekvencidk
szolgaltak alapul a megfeleld6 RQ-PCR assay paciens-specifikus, forward primerjének meg-
tervezéséhez. Ezek utdn az RQ-PCR assay-t karakterizaltuk és a reakcidkoriilményeket opti-
malizéltuk és a kdvetkezd szempontok és elvarasok szerint:

A). Az assay érzékenysége: pontos kvantitalast tegyen lehetové lehetdleg 10™*-szeres
higitasnal is, illetve a leukémias sejteket egyértelmiien, a poliklonélis (PBMC,
egészséges) hattértél jol elkiilonithetden detektalja 10™*-szeres vagy 107-szeres
higitasnal.

B). Az assay ne detektaljon poliklonalis génatrendezddéseket, vagy a PCR ebbdl eredd
hattere igen alacsony legyen.

C). A PCR hatékonysaga kozel 100% legyen, azaz a kalibralasi egyenes meredeksége
legyen —3.33; a —3/-3.9 tartomanyba es6 értékek még elfogadhatok, amennyiben a
korrelacios koefficiens >0.95.

Az eredményeket a I1/5.-2. tdblazat foglalja 6ssze. A tervezett QPCR assay-k haték-
onysdga a —3.23/-3.37 tartomanyban mozgott, azaz optimalisnak mondhat6, amit a kor-
relacios koefficiensek értékei (mind >0.99) is alatamasztanak. Osszességében megallapithat-
juk, hogy a tervezett QPCR assay-k tobbsége technikailag kivaldan alkalmas a leukémids se-
jtek szamanak érzékeny és pontos nyomonkdvetéséhez — illetve, hogy betegenként legalabb
egy megfeleld mindségli QPCR assay all rendelkezésiinkre a betegség monitorozasahoz.

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

Az eléadas cime:
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

Minimalis rezidualis betegség nyomonkaovetése real-time kvantitativ PCR-rel
Az eddig végzett mérések eredményét és értékelését pédaként bemutatjuk.

A). Q003 paciens

Vizsgalt csontvel6i genom DNS mintak: D1, azaz a diagndzis napja; D15, Mo3 (3. hénap),
MoS5, Mo7.5, Mo10, Mol 1

Az MRD analizishez hasznalt QPCR assay-k: egy IgH génatrendezddést detektalnak, az
egyik primer (FW1) a V-D szegmens kozotti N1 régiora specifikus, a mésik primer (FW2) a
D-J szegmens kozotti N2 régiora specifikus. A 15. napi (D15) mintdban szignifikdns menny-
iségli blasztsejtet detektaltunk (7.86 x 107 a D1 napi mintdhoz viszonyitva, D1=1). Mivel
D30 napi minta nem allt rendelkezésilinkre, prognosztikai analizist nem végezhettiink. Az
Osszes tovabbi mintdban a leukémias sejtek szdma a QPCR MRD assay detektalasi limitje
alatt volt.

B). Q013 péaciens

Vizsgélt csontvel6éi genom DNS mintdk: D1, azaz a diagnézis napja; D15, D30, Mo3 (3.
honap), Mo4, MoS5.
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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 paciens

Vizsgalt csontvel6i genom DNS mintédk: D1, azaz a diagn6zis napja; D15, D30, D40, Mo2 (2.
honap), Mo2.5, Mo4.

Az MRD analizishez hasznélt 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 alapjdn a paciens
alacsony kockazati kategoridba tartozik a relapszusveszély szempontjabodl. Figyelemremélto,
hogy a D15 mintaban a két QPCR assay szignifikansan kiilonb6z6 szamu blasztsejtet detektalt
(tizszeres kiilonbség!), ami arra enged kovetkeztetni, hogy a leukémids sejtpopulacié oligok-
lonalis.

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

Paciens | Génatrendezddés
Q003 IgH VDIJ
IgH VDIJ
Q005 IgH DJ
TCRdelta
Q015 IgH VDJ 1. |biklondlis IgH
IgH VDIJ 2.
IgK Kdel
Q013 TCRd
TCRg
IgH VDJ 1. |biall¢likus vagy
Q016 IgH VDJ 2. |biklondlis IgH
TCRgamma

1l/5.-1. tablazat

15



1I/5.-2.tablazat

Péciens/assay Kvantitalas Detektalas | PBMC hattér | Assay meredekség| R2
Q003 IgH FW1 2x10-4 2x 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 2x10-4 2x10-4 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
Elfogadhatd 1x10-4 1x10-4 alacsony -3/-3.9 ? 0.95

Ad 6. In vitro gvogyszerrezisztencia vizsgalatok gsyvermekkori akut lymphoid leukae-
miaban MTT teszt segitségével.
A G-CSF és cytostaticumok szinergista és/vagy gatlo hatasanak vizsgalata KG1 myeloid

sejtvonalon

In vitro gyogyszerrezisztencia vizsgalatok gyermekkori akut lymphoid leukaemiiban
MTT teszt segitségével.

A témavdlasztas indokldsa

A gyermekkori ALL kedvezd terapids eredményei ellenére a betegek egy kisebb
csoportja (25-30%) ma is terapia rezisztens betegségben, vagy az agressziv terapia toxikus
mellékhatasai miatt hal meg. A terdpia sikertelenségének hatterében a leukaemias sejtek ci-
tosztatikum rezisztencidja, kedvezdtlen farmakokinetikai tényezdk, valamint az intenziv ke-
moterapia korai mellékhatdsai (csontveld aplasia kdvetkezményes infekcidkkal és vérzések-
kel) allnak. Mindezek mellett a kezelés késoi toxikus mellékhatasaival (ndvekedési reatrdacio,
gonad dysfunctio, cardidlis toxicitds, masodik tumor stb.) is szdmolnunk kell. A kérdést,
hogy mely esetekben sziikséges az agressziv kemoterapia kockazatat vallalni, illetve mikor
lehet eredményes egy enyhébb kezelési kombinacio is, az un. prognosztikai faktorok, koztiik
a beteg biologiai sajatossagai (kor, nem, velesziiletett genetikai betegség, immundeficiencia),
a korfolyamat eldrehaladott volta (kezdeti fehérvérsejtszam, blasztarany, hepatosplenomegalia
mértéke), a leukaemids sejtek immunoldgiai és genetikai jellemzdi alapjan donthetjiik el (lasd
2.pont).

Valo6sziniisithetd, hogy a genetikailag kiilonb6z6 alcsoportok eltéré progndzisa azok
eltérd gyodgyszerérzékenységével fligg 0ssze Ez a genotipusnak megfeleléen megvalasztott,
genotipus-specifikus kezelés jelentdségére hivja fel a figyelmet. A daganatellenes terapia in-
dividualizaldsa céljabol tobb cellularis citosztatikum rezisztenciat meghatdrozo in vitro
modszer keriilt kifejlesztésre.

Akut lymphoid leukémiaban nem volt megbizhat6 in vitro rezisztencia assay mindad-
dig, amig szamos laboratorium be nem vezette az MTT (metil-tiazol-tetraz6lium) assay-t a
lymphoid leukémids sejtek gyogyszerérzékenységének tanulmanyozdsira és nem optimal-
izélta a teszt koriilményeit. A kolorimetrids teszt elve, hogy a sarga szinli metil-tiazol
tetrazolium festéket csak az életképes sejtek tudjak aranyos mértékben kék szinii formazanna
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alakitani. Kimutattak, hogy az ALL-es betegekben a diagndzis idején MTT teszttel igazolt
gyogyszerérzékenység/rezisztencia Osszhangban van az in vivo gyogyszerérzékenységgel,
azaz a betegség késoi prognozisaval.

Munkank soran a klinikdnkon diagnosztizalt ALL-es betegek MTT teszttel vizsgalt in
vitro gyogyszerérzékenységét Osszehasonlitottuk az in vivo gydgyszerérzékenységet jelzo
klinikai és haematologiai paraméterekkel, valamint Osszefiiggést keresiink az in vitro
gyogyszerérzékenység €s a leukémias blasztsejtek genetikai/immunolégiai jellemzdi kozott.

Betegek és modszer

A Debreceni Gyermekklinka Haematoldgiai Centruméban Hajdu-Bihar és Szabolcs-Szatmar-
Bereg megye leukaemias gyermekeinek kezelését végezziik.

In vitro gyogyszerrezisztencia vizsgalatokra 2002. oktober és 2004 majus kozott diagnosz-
tizalt 13 uj ALL-es és relapsusos beteg esetében keriilt sor.

Kizartuk a vizsgalati csoportbol azokat a betegeket, akik specifikus elokezelésben részesiiltek,
illetve akiknél a lymphoblastok aranya a sejtszeparalast kovetden nem érte el a 80%-ot.

MTT teszt:
Az alkalmazott mdodszert a 2004-es részbeszamoloban részletesen ismertettiik.

Eredmények

2002. oktober és 2004. majus kozott 10 0 ALL-es ¢és 3 relapsuos beteg esetében
végeztiink sikeres gyogyszerrezisztencia meghatarozast MTT teszt segitségével. Esetenként
igen kevés sejt allt rendelkezésre, ezért ezekben a betegekben nem tudtuk a teljes citosztati-
kumrezisztencia profilt vizsgalni. Elsésorban T sejtes ALL-ekben tapasztaltuk, hogy a koros
sejtek nehezebben voltak in vitro koriilményej kozott életben tarthatok. A 4 napos inkubalés
soran a jelentds in vitro sejtszaporodéas nem volt észlelhetd.

A vizsgalt betegek klinikai (kor, nem), haematologiai adatait (rizikbcsoport, predniso-
lon vélasz), a genetikai és immunologiai jellemzoket Gsszevetettik az in vitro gyogysz-
erérzékenységi adatokkal. A kapott LC50 értékek jelentds inter-individualis kiilonbségeket
mutattak. (II/6.-1.tabldzat)

A betegek nagy részénél osszefliggést talaltunk a genetikai alcsoport, a rizikocsoport,
az in vivo gyogyszerhatas, valamint a kapott in vitro gyogyszerérzékenységi adatok kozott.

Ugyanakkor meglepd volt, hogy a magas rizikocsoportba sorolhaté relapsusos beteg a
rossz klinikai vélasszal ellentétben in vitro minden gyogyszerre érzékenynek bizonyult.

Ez a megfigyelés egyéb tényezok egyidejli szerepére hivja fel a figyelmet.
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Rézsaszin:  Relapsus
Rezisztens
Erzékeny
LC50
értékek
Prednisolon | L-ASP U/mi VCR | DNRug/ml VP16 6MP 6-TG DEXA| ARA-C
mg/mi pg/mi pg/ml pg/ml pg/mi
tart. 5-0.00005| 10-0.0032| 50-0.0488| 2-0.00195 50- 500- 50- 6- 2.5-
mg/ml U/ml 0.1953 15.6| 1.5625| 0.000183 | 0.00243
1. KR 50 320 50 2.5
2. J.M. 4.7 50
3.S.B 0.05 0.0078 0.0845 0.208 0.499 54.37 0.000935
4. MV 0.078 25.7 0.156
5. H.R. 0.00142 0.0032 0.141 0.143 3.125 162.5 4.687 6 0.6
6. P.A. 0.5 0.4 35.4 0.105 0.78 480 4.843 2.5
7. 0.181 10 26.041 0.125
Si.B.
8. 0.002861 1.885 0.0502
Ké.Er
9. Dév 0.016 0.00983 203.99 0.0078
A
10. 0.201 0.01039 10.442 0.1164
Bu.Jo
11.BaR 0.203
12.T.A. 0.000311 0.1953 113.5 0.1109
13.K.L. 0.234 0.07174 0.005563

1I/6.-1.tablazat

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

A temavalasztas indoklasa

A leukémidk kezelése soran alkalmazott cytostaticumok okozta cytopenias iddszak
csOkkentésére, a csontveldi regeneracio eldsegitésére az adjuvans terapia részeként csontveli
stimuldlé faktorokat, Granulocyta Colonia Stimuldlé Faktort (G-CSF), Granulocyta-
Monocyta Colonia Stimulalé Faktort (GM-CSF) alkalmaznak. Az alkalmazds empirikus
modon megallapitott dozisa és idotartama mellett nincs adat arra vonatkozdan, vajon mddosit-
jék-e és amennyiben igen, hogyan moddositjak a novekedési faktorok a leukémids sejtek cy-
tostaticum érzékenységét, azaz a kovetkezo kezelés (cytostaticus blokk) eredményességét.

Ennek a kérdésnek a megkozelitésére vizsgaltuk, G-CSF eldkezelést kdvetden a KG-1

myeloid sejtek in vitro cytostaticum érzékenys€gét. A cytostaticumok koziil esetleges apop-
tosist indukal6 hatidsa miatt a daunorubicint valasztottuk.
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KG-1 sejtvonal gyogyszerérzékenysége

KG-1 myeloid sejtvonalon G-CSF-daunorubicin interakciojat vizsgaltuk. Az alkalmazott
DNR koncentraciok az alabbiak voltak:

1. 8pug/ml

2. 2pg/ml

3. 0.5 pg/ml

4. 0.125 pg/ml

5. 3,1x10-2 pg/ml
6. 7,8x10-3 pg/ml

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 koncentraciofiiggének bizonyult:
elokezelést kovetden magasabb DNR koncentracional kifejezett tulélés ndvekedés mutatko-
zott.

A jelenség magarazatat keresve, vizsgaltuk, vajjon igazolhato-e G-CSF receptorok
jelenléte a KG1 sejtek felszinén? Vizsgalatunk soran a KGI sejtek felszinén G-CSF receptor
jelenlétét igazoltuk (11/6.-1.abra).

11/6 -1. abra

G-CSF receptor meghatarozas
KG-1 sejtvonalon

EKG-1

e M1
&
5
Jelmagyarazat: it
Piros tele: GCSF-R - PE =
Fekete Ures: IgG1 izotipus kontroll 10° 101 102 10° 10¢
GCSFR-PE

A G-CSF esetleges differencialo hatasanak megitélésére a sejtfelszini markerek ex-
presszio valtozasat vizsgaltuk. A vizsgalt markerek a kovetkezok voltak: CD11 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 expresszio csokkenést a G-CSF eldkezelés tovabb fokozta.

A valtozas legkifejezettebb volt a CD11a és CD58 esetében.

A tovabbiakban a receptor-szam, illetve affinitas valtozast kivanjuk vizsgalni.
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Osszefoglalva:

A félautomata MTT modszer alkalmasnak bizonyult a leukaemia sejtek gyors és ob-
jektiv cellularis gyogyszerrezisztencia meghatarozasara. A médszer elénye, hogy kevés kiin-
dulasi sejtbél ALL esetében mar az egyhetes kortikoszteroid monoterdpia végére prediktiv
értéki informacié nyerhetd.

A kapott in vitro gydgyszerérzékenységi adatok az esetek tobbségében jol korrelalnak
a klinikai hatassal. Az MTT teszt eredménye kiilon prognosztikai faktornak tekinthetd. Az
esetszam novekedésével megfigyelést tehetiink a kedvezdtlen és kedvezd prognosztkiai
csoportba tartozé betegek gyogyszerrezisztencia profiljanak kiilonbségeire vonatkozoan.
Emellett kiemelendd, hogy az in vitro kapott LC50 értékekbdl nem kovetkeztethetiink a
gyogyszerek egyedi alkalmazasi dozisaira, ugyanis az in vivo jelenlévd gyogyszerkoncen-
traciok farmakokinetikai és farmakodinamikai tényez6k befolyasa alatt dllnak. A teszt nem

A Debreceni Gyermekklinkia Genetika Laboratoriumaban kozel masfél év alatt 13
esetben ALL-es beteg esetében végeztiink sikeres MTT vizsgalatot.

A citosztatikumra vonatkoz6é LC50 értékek jelentds inter-individudlis kiilonbséget mu-
tattak. A betegek nagy részénél korrelacio volt megfigyelhetd az in vivo klinikai gydgyszer-
hatés és a kapott in vitro gydgyszerérzékenységi 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.
kus blokkra nézve a KG-1 myeloid sejtvonal modelljén tanulményoztuk. A sejtvonal alkal-
mazasanak elénye a vizsgalatok reprodukélhatdsaga.

A KG-1 sejtvonal érzékenynek bizonyult daunorubicinre, a G-CSF receptor jelenléte a
sejtfelszinen antitest segitségével bizonyithato volt, ami alkalmassa tette citosztatikum- cito-
kin interakci6 modellezésére.

A sejtvonal talélését a G-CSF onmagaban nem befolyésolta, mas esetben csokkentette.
Ez a hatdas Onmagaban nem bizonyult koncentraciofiiggonek daunorubicin jelenlétében
elokezelést kovetden alkalmazott magasabb daunorubicin koncentracional kifejezett tulélés
novekedés mutatkozott. A G-CSF differenciadlodast indukald hatas bizonyitashoz, a sejtfel-
szini markerprofil esetleges valtozasat vizsgaltuk. A fenti markerek jelenlétét flow cy-
tometridval vizsgalva a daunorubicin a CD11a ¢és CD58 markerek expressziojat kifejezetten
csokkentette ezt a hatast a G-CSF el6kezelés tovabb erdsitette. A jelenség hatdsmechaniz-
musanak értelmezése céljabol sziikségesnek tartjuk vizsgalni a sejtfelszini G-CSF receptor-
szam ¢és affinitas valtozasat G-CSF és daunorubicin jelenlétében illetve azok kombinalt al-
kalmazasat kovetden. Ugyancsak tovabbi vizsgélatokat igényel az apoptotikus markerek
esetleges megvaltozasanak ellendrzése Western-blot segitségével.

Publikécio:

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)
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ad 7. Immunfenotipus és ploiditas vizsgalatok:

A munkacsoportunk altal 1997 6ta rutin-szerlien alkalmazott, kettds jeldoléssel folyta-
tott aramlési citometridt a tovabbiakban a nemzetk6zi BFM munkacsoport ALL ta-
nulmanyanak ,,non-MRD” 4gat folytaté orszdgokkal egyiitt a minimalis rezidudlis betegséget
(MRD) kettés immunfluoreszcens jelolést kovetd aramlési citometrids detektaldson alapulo
»mini-mini” pildta-tanulmany ajanlasai szerint modositottuk, bevezettiik a leukaemias lym-
phoblastok négy szinli immunfluoreszcens analizisét. A kettds jeloléssel kapott adatokat
prospektiv modon Osszevetjiik a Széchenyi projekt timogatasaval kifejlesztett négyes jelolési
technikaval ¢s a MRD vonatkozasaban immunfluoreszcens modszerekkel nyert eredményeket
Osszevetjliik az idékdzben mar beallitott IgH nehézlanc gén és TCR gén atrendezddésének
PCR-es meghatarozasan alapuldé molekularis modszer adataival. Az eredmények kiértékelése
a nemzetkdzi tanulmany részeként, annak befejezését kovetden lesz lehetséges.

A palyéazat kapcsan az ALL-nél nehezebben vizsgalhato6 AML differencialdiagnosz-
tikajara és az AML MRD vizsgdlatara alkalmas immunfluoreszcens modszert fejlesztettiink
ki:

Az immunfenotipus meghatdrozasa AML-ben kevésbé hatékony
differencialdiagnosztikai €s prognosztikai segitséget nydjt mint ALL-ben. Kiilondsen kevéssé
megbizhaté az M1/M2 FAB tipusok elkiilonitése az M4/M5 FAB tipusoktdl differencialodési
antigén expresszios profiljuk alapjan. Vizsgalatunkban a leukocytdk endotél felszinen valo
tovagordiilésében (,rolling”) alapvetd szerepet jatszo sejtadhéziés molekula, a PSGL-1
kifejez0dését tanulmanyoztuk kvantitativ aramlasi citometrids modszerrel egészséges €s koros
neutrophil granulocytdkon, monocytdkon, illetdleg csontveldi prekurzor sejtjeiken.
Eredményeink szerint az egészséges, érett neutrofil sejtek felszinén 26 500+4 500, a
monocitakén 47 200+£9 900 PSGL-1 molekula talalhato. Az AML MI1 és M2 esetekbdl
szarmazo6 mieloblasztok felszinén szignifikdnsan kevesebb PSGL-1 molekula fejezédik ki (12
00045 300) mint az egészséges neutrofil sejteken. Harom, Phl-pozitiv CML akceleracios
fazisdban szenvedd beteg mintdit tanulméanyozva lehetdséglink nyilt olyan kevert
sejtpopulacioban tanulmanyoznunk a PSGL-1 kifejez6dés mértékét, amelyben jelentds
aranyban voltak jelen promyelocytak, myelocytak és metamyelocytak. A PSGL-1 molekulédk
szama ezeken a sejteken a myeloblastokon ¢és az érett neutrophil granulocytakon
meghatarozott értékek kozeé esett. AML M4 ¢és M5 eseteiben a leukaemids monocytak ¢€s
prekurzoraik felszinén meghatdrozhatd6 PSGL-1 expresszid nem tért el szignifikdnsan az
egészséges monocytakétdl €s nem mutatott atfedést a leukaemids myeloblastokkal. AML M4-
ben PSGL-1 kifejez6désiik alapjan el tudtuk kiiloniteni a leukaemids myeloblastok és
monoblastok szubpopulécidit. Az azonos betegbdl szdrmazd csontvelOi €s periférias vér-
eredetli leukaemia sejtek PSGL-1 kifejezddése kozott nem volt kélonbség. Ezek alapjan a
kvantitativ PSGL-1 kifejez0dés meghatarozasa hatékony segitséget nyljt az AML M1/M2 és
az AML M4/MS aramlasi citometridval torténd elkiilonitésében.

Harmas immunfluoreszcens jel6lés részeként a halvany PSGL-1 jel6lddés pozitiv CD
7 ¢és CD 34 jelolodéssel korrelalt, a myeloid prekurzorok erdteljes PSGL-1 festddése a CD 45
expresszid mértékével volt parhuzamos. A PSGL-1 kifejezddés vizsgalata 3-as, illetleg 4-es
immunfluoreszcens jelolési protokoll részeként lehetdséget nyujt az aberrans koexpressziot
mutato rezidudlis leukaemia sejtek érzékeny kimutatdsdhoz, a minimalis reziduélis betegség
detektalasdhoz. A legalacsonyabb PSGL-1 kifejezédést (6 000/sejt) két, lymphoid marker
koexpresszidt mutato kevert fenotipusa AML-es betegiink blaszt sejtjein észleltiink. A PSGL-
1 expresszio vizsgalata értékes adatokat szolgaltathat ennek a betegcsoportnak a tanulméan-
yozésa soran.

Eredményeinket nemzetkozi folyoiratban kozoltiik.
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Publikacio:
Kappelmayer J, Kiss A, Karaszi E, Jaké J, Kiss C: Identification of P-selectin glyco-
protein ligand-1 as a useful marker in acute myeloid leukaemias. Br J Haematol, 2001,
115, 903-909. (IF: 2.815)

Ad.8. 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 szaporodédsat 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 dsszevetve attekintd
(review) cikk keretében, nemzetkdzi folyoiratban publikaltuk:

Publikacio:
Kiss C, Benké 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 csontveldi 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 el6 differencialt sejtekbdl felépiild, az egészséges csontveldi sejtek altal képzett
telepekhez hasonld morfologidji és telepszami minta a betegek anyaga kozott. Az esetek
tobbségében a kolonia képzés mértéke vagy jelentésen elmaradt a kontroll koloniaszamtol,
vagy jelentésen meghaladta azt. Spontan kolonia képzddést 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”-kdpzddést. A vizsgalt rh citokinek dozis-fiiggd, klonalis pro-
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 korreldcié mutatkozott az egyes fak-
torok hatékonysdganak mértéke kozott, feltehetdleg az azonos célsejt-populéacio kovetkezté-
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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 értéktit 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 nemzetkdzi folydiratban tervezziik publikalni (kézirat el6késziilet-
ben).

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-fliggd modon gétolta mindhdrom sejtvonal koloniaképzését primer, és az Snmegtjulést
reprezentald szekunder kultirdkban. A proliferacid-gatld hatassal parhuzamosan szuszpenzios
kultirdkban tanulmanyozva, szignifikansan fokozddott az apoptotikus sejtek ardnya 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 differencidlodasukat. Az IFNa gatlo hatdsa a HHV-8-fert6zott BCBL-1
sejtekben volt a legkifejezettebb. Itt a kdzvetlen antiproliferativ effektus mellett a malignus
transzforméacioban és a daganatsejtek expanzidjaban oki szerepet jatszo6 HHV-8 fert6zés elleni
antiviralis hatéds 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.

Hasonléan 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 = nemzetkézi  folyoiratban  tervezzilk  publikdlni  (kézirat
elokésziiletben).

RP6.a. A minimalis rezidualis betegség monitorozasa ALL-ben a WT1 expresszio
alapjan (Raso6 E.-OOI).

A Gyermekonkoldgiai Munkacsoporttal kollaboracioban tanulméanyoztuk, hogy a WTI1
expresszid nukleinsav-alapti (RT-PCR) kimutatasa a perférids vérben alkalmas-e a minimalis
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rezidualis betegség kimutatasara. Vizsgalatunkba 56 akut limfoid leukémias (ALL) gyermeket
¢s 22 mas hematoldgiai betegségben szenvedd gyermeket vontunk be akik koziil 20-at 2 éven
at kovettiink gyakorlatilag havonkénti vizsgalatokkal. Kimutattuk, hogy a WT1 expresszio
csak leukémiaban jelenik meg a periférids vérben és még GM-CSF kezelés utan sem jelennek
meg ilyen sejtek a periférizn. Az ALL-es betegek 96%-a bizonyult WTI+-nak ami
fiiggetlennek bizonyult a rizikdcsoportoktol. Az indukcids kezelés végére amikor teljes
klinikai remisszi6 alakult ki az esetek 8%-ban volt még WT1+-4s a periférian (molekularis
relapszus). A két év sordn a remisszioban 1évd betegekben csak atmeneti (max. 2-honapos)
WTI1+ volt észlelhetd, mig a recidivalt esetekben a WT1 expresszié hénapokkal megeldzte a
betegség klinikai kitjuldsat és legaldbb 6 honapos ismételt molekularis relapszussal jart.
Mindezek alapjan megallapitottuk, hogy a WT1 expresszido molekularis vizsgalata hatékony
eszkdoze az ALL monitorozésanak ¢s fontos klinikai segitség a relapszus eldrejelzésére
(Magyarosy et al. 2002).

11. abra. WT1 expresszio kimutatasa ALL-es betegek periférias vérében RT-PCR reak-
cioval.

1,3,5,7,9,11= B-aktin kontroll, 2= K562 WT1+ kontroll, 4=7. eset, 6,8= 8.eset (D0 és D33),
10=13.eset, 12=17.eset

RP6/c. Human papilloma virus (HPV) lehetséges szerepének vizsgalata gyermekkori
daganatok kialakuldasaban (Rasé E-OOI)

A gyermekkori Wilms tumor kialakulasanak etioldgidja nem ismert eltekintve a ritka
familidris formaktol (WT1 mutéacid). Kisérleti rendszerben (0jsziilott patkany) bemutattuk,
hogy HPV-fertdzott human daganatsejtek transzplantaldsaval allati Wilms tumor indukalhato,
amelyben kimutathato a HPV E6E7 eleme. Jelen vizsgélataink soran 22 arhivalt Wilms tumor
patholdgiai mintdjaban €és 9 kontroll nem tumoros vesében vizsgaltuk meg az onkogén HPV
E6E7 elemeit. Kimutattuk, hogy a kontroll vesékben HPV nincs jelen, mig a 22 Wilms
tumoros szovetbol 15-ben a HPVI16/18/33 valamelyike molekularis modszerekkel
kimutathato (1. Abra). Mindezek alapjan felmeriil, hogy az anyai HPV fertdzottségnek
gyermek-onkologiai jelentdsége is lehet (Rdso et al.2001).

1. &bra. HPV-E6 expressziojanak kimutatasa human Wilms tumorban (RT-PCR).
12345 67 8 9101112

1-2-3:case 1, 4-5-6: case 2, 7-8-9:case 3, 10:HPV16+, 11:HPV18+, 12:HPV33+ kontr
Az 1. és 3. esetben HPV33-E6 expresszio észlelheto.

Kozlemények:

Magyarosy E, Sebestyén A, Timar J. Expression of metastasis associated proteins CD44v3 and NM23-H1 in pe-
diatric acute lymphoid leukemia. Anticancer Res 21:819-824, 2001

Réso E, Timar J, Gallai M, Szentirmay Z, Kovalszky 1. Association of HPV-E6-E7 with an experimental rat and
sporadic unilateral human Wilms' tumour. Med Ped Oncol 37:237, 2001 (abstract)

Magyarosy E, Varga N, Timar J, Raso E. Follow-up of minimal residual disease in acute childhood
lymphoblastic leukemia by WT1 gene expression in the peripheral blood: The Hungarian Experience. Ped Hemat
Oncol 20:65-74,2003
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I. Alprojekt: Neuroblastoma sziirovizsgalatok a daganat korai felismerése céljabol
OSSZEFOGLALAS

A neuroblastoma minél korabbi stadiumban valo felismerése céljabol sziirdvizsgalatot
meghatarozasa segitségével. A vizeletgytiijtés nehézségeinek elkeriilésére a vizsgalatot reggeli
elsd vizeletbdl végeztiik és kreatinin koncentraciora vonatkoztattuk. A meghatarozas Biosys-
tem assay segitségével tortént.

A vizsgalat el6készitése (etikai engedély, ANTSZ engedély beszerzése, hazi gyerme-
korvosok, védondk és rajtuk keresztiil a sziilok t4jékoztatdsa, ismertetd, “Betegtajékoztatd”
elkészitése, a mintavételhez sziikséges eszkozok beszerzése és a mddszer beallitasa) 2000.
masodik fél évében tortént.

2000 oktobertdl 2004. oktoberig 468 gyermek vizeletének vizsgalatara keriilt sor. A
vizsgalati periddus alatt folyamatos kapcsolatot tartottunk a mintakat kiildo debreceni hazi
gyermekorvosokkal. A Varosi Egészségligyi Szolgalat kozremiikddésével ellattuk a
rendeldket mintavevd eszkozokkel, a koros leleteket postaztuk, elvégeztiik és értékeltiik a
vizsgalatokat, jeleztiik a kontroll vizsgalatok eredményét. Evenként jelentést készitettiink az
addigi eredményekrol.

Valamennyi esetben 0,3-2,5mg/mmol kozotti VMA indexet kaptunk, amely irodalmi
adatok alapjan (Soldin és mtsai, 1981) normalis érté¢knek tekinthetd.

A kapott vizeletmintakat 9-10 tesztcsikkal (Gen 9 ill. Uricont) egyéb hugyuti problé-
mak iranyaban is megvizsgaltuk. Két-két betegben fehérjét és ketonokat, 3 esetben gennyet,
tovabbi egy-egy esetben nitritet, illetve vvt-t, valamint leukocyturidt igazoltunk.

Az eltérésrdl a gyermekek hézi gyermekorvosat értesitettiik és tovabbi vizsgalatokat kértiink

Elozetes eredményeink alapjan az alabbi kévetkeztetésekhez jutottunk:

e Neuroblastomara utald kérosan magas VMA indexet egyik minta sem mutatott. Ez
0sszhangban van a betegség alacsony incidencidjaval.

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

e Az altalunk valasztott oszlopchromatographias-fotometrias modszer beallitasa és a
referencia tartomany meghatarozasa eldrelépést jelent a jovOben a sziirévizsgalatok
értékelésében €s a neuroblastomads betegek kezelésének nyomonkovetésében.

e Az egyéb vizeletanalizis eredményei alapjan a gyermekkori vizeletvizsgalatok sziird
jellegli elvégzésének jelentdségét is hangsulyozzuk.

RESZLETES ISMERTETES

A program lényege: A neuroblastoma sziirése €s a kisziirt, valamint a klinikailag felismert da-
ganatok pontos genetikai jellemzése, s az észleltek Osszevetése a tumor szdvettani
jellemzoivel és a korlefolyéssal.

Elméleti hattér, célkitiizések

A neuroblastoma (NBL) a primitiv veldbarazda sejtjeibdl kiindulé idegszovet eredetii
daganat, amely gyermekkorban a leggyakoribb extracranialis neurogén szolid tumor. A gyer-
mekkori malignus betegségek 8-10%-4at adja. A betegek atlag ¢letkora 2 év, a betegség inci-
dencidja évente 10,5/1 millié 15 év alatti fehér gyermekek korében.
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A betegség prognozisat a tumor biologiai jellemzdin (a tumor stddiuma, szovettani és
genetikai jellemzdk) tul az életkor alapvetden meghatarozza: A csecsemdkori forma gyakori
(kb.60%-ban) spontan regressziojaval, benignus tumorra torténd spontdn vagy indukalt differ-
encialodasaval szemben a kés6bbi életkorban csak az id6ben felismert daganat kezelhetd
eredményesen. Ez indokolta a sziirdvizsgalatok bevezetését, amit az osztrak, amerikai és
japan munkacsoportok 3 hetes és 6 honapos csecsemdOkben a vizelet katecholamin
meghatarozasaval végeztek. A kiszlrt esetek spontan regresszidja eredményeképpen az egy
¢év folotti neuroblastomas esetek szama nem valtozott.

A fenti megfigyelés alapjan a projekt részeként sziirdvizsgalatot kivantunk bevezetni a
NBL korai kimutatasara a fentieknél késébbi, 15 honapos életkorban. Az idépont megvalasz-
tasaban az a szempont vezetett benniinket, hogy a hazai oltasi rendnek megfeleléen 15
hoénapos korban minden kisded MMR véddoltast kap, s igy mindenképpen felkeresi hazi
gyermekorvosat. A hazai véddoltasok kozel 100%-os lefedettsége biztositékot latszott adni
arra, hogy a szlirésben is teljes szamban vesznek részt.

Elméletileg és klinikailag egyarant fontosak a NBL-4s sejtek genetikai/biologiai tula-
jdonsagainak feltarasa. Ismert, hogy a tumorsejtekben jellemzd, a prognézist meghatarozo
genetikai eltérések mutathatok ki.

A tumor-specifikus genetikai jellemzok:
e DNS index (diploid és tetraploid tumor kedvezdtlen, a triploid, illetve kozel-triploid
kedvezd prognozisu)
o 1p delécid (jelenléte kedvezdtlen progndzist jelez)
e 17q duplikacid: legujabb adatok szerint a — torésponttol fliggden — a legfontosabb
negativ prognosztikai paraméter
e N-myc amplifikacio
Az egyes daganatokra, sOt egy daganaton beliili kiilonb6z6 teriiletekre a genetikai hetero-
genitas jellemz6. Ezért az egyes daganatok részletes feldolgozasa a progndzis meghatarozasa
szempontjabol alapvetden fontos.

A fentiek alapjan az alprojekt célkitiizései a kovetkezOk voltak:

1. Szirovizsgalatok végzése 15 honapos gyermekekben a vizelet vanil-mandulasav
(VMA) iiritésének meghatarozasaval Debrecen varosban.
Felel6s: Dr V. Olah Anna tud. fdomunkatars (laborvezetd)
Kozremlikodok: a debreceni hazi gyermekorvosok Dr Szovetes Margit
vezetésével
2. A klinikailag felismert neuroblastoma genetikai jellemzése a prognézis meghatarozasa
¢s az eredményesebb kezelés céljabol
Felelés: Dr Olah Eva
Ko6zremiikodok: Dr Szentirmay Zoltan (Orszagos Onkologiai Intézet)
Dr Németh Taméas (DE OEC Pathologiai Intézet)
Bessenyei Beata (DE OEC Gyermekklinika, Genetikai Laboratorium)
Dr. P. Szab6 Gabriella (klinikai orvos)
Dr. Arvai Krisztina (klinikai orvos)

BESZAMOLO AZ ELVEGZETT MUNKAROL

Ad 1. Sziirovizsgalatok

A munka elokészitése, modszerek (2001. masodik félév):
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e Engedélykérés a helyi ANTSZ-t61 a sziirés bevezetésére, illetve a védéndkkel vald
kapcsolatfelvételre

e Kapcsolat teremtés a hazi gyermekorvosokkal: tdjékoztatd elkészitése a projekt

céljarol és az alkalmazandé modszerrdl, majd személyes talalkozas kapcsan a program

ismertetése

Téajekoztato és betegbeleegyezd nyilakozat elkészitése

Engedélykérés a DE OEC Kutatasetikai Bizottsagatol

Mintavételhez sziikséges eszk6zok beszerzése

Moddszer bedllitasa.

A sziirés kivitelezése: (2002. januéar-2004. oktdber)

A mintavétel modjardl a hazi gyermekorvos kollégakat, s kozvetitésiikkel a sziiloket
tajékoztattuk.

A mintakat a sziil6k vitték be a varosi laboratoriumba, ahol fagyasztva tarolas utan
szallitottak at a Gyermekklinika sziirést végzd biokémiai laboratériumaba.

A szlir6vizsgalatok elvégzése Dr. V. Olah Anna iranyitasaval torténik, aki az elvégzett
munkarol 2002. 05.25.-én, 2002.07.03.-an, 2002. 09.28.-an és 2004. oktober 15.-én
készitett 0sszefoglalokat.

VM A/kreatinin arany meghatdrozdas modszere

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

A szlirésre a reggeli els6 vizelet kreatinin értékre vonatkoztatott VMA meghatarozasat
hasznaltuk a katecholaminok HPLC-s meghatarozasdnak magas fajlagos koltsége (4-
6eFt/minta) miatt.

A vizelet VMA meghatarozasara alkalmazott Biosystem assay modszert (1
eFt/minta) lasd a kordbbi részbeszamoldkban! 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 cutoff (esetiinkben 2,2-3,0 mg/mmol) kozé is-
métlés utdn 5 minta esett, amelyek a tulzott folyadékbevitel miatti alacsony kreatinin-
nel, vagy a diéta elmulasztasaval fligghetnek Ossze.

A 3mg/mmol kreatinin koriili cutoff érték megbizhatdsagat tamasztja ala, hogy a fenti
szerzok 10 neuroblastomas gyermekben ( koruk: 1-3 év) 5-162mg/mmol kézotti VMA
indexet talaltak, amely tartomany nem fed 4t az altalunk javasolt referencia tar-
tomannyal, illetve cutoff értékkel.

Eszerint a betegekben 2-50-szeres emelkedést varhatunk a normal tartomanyhoz ké-
pest. Soldin vizsgalatai szerint az 1-3 éves neuroblastomas gyermekek vizeletében a
VMA index atlaga 48,7mg/mmol (SD:57 mg/mmol), vagyis az emelkedés mértéke at-
lagosan 20-szoros, de egyénileg valtozo lehet. Ezért mar a 2x-es értéknél javasoljuk a
24-06rés vizeletgyljtést és az ismételt vizsgalatot.

A kreatininre vonatkoztatott érték kikiiszoboli a a katecholamin szint napszakonkénti
valtakozasabol szarmazo6 fals értékeket s elkeriilhetdvé teszi a 15 honapos gyermekek-
ben nehezen kivitelezhetd 24 6ras vizelet gytijtést.
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A reggeli elsO vizelet vizsgalata egyidejlileg lehetdséget nytjtott e gyermekek hugyiti
infekcid, diabetes mellitus irdanyaba torténd sziirésére.

Eredmények

VMA sziirés:
2000. oktobertdl 2004. oktdberig 468 15 honapos gyermek vizeletmintdjanak vizs-
gélatara keriilt sor.
2002. januar 1.- 2002. szeptember 30.: 162
2002. oktober 1. - 2003 szeptember 30.: 132
2003. oktober 1. - 2004. oktober 15. : 174
Az alabbi vizsgalatok torténtek:
e vanilinmandulasav meghatarozas (10 1épésben oszlopkromatografia és UV
fotometria)
e kreatinin érték (Jaffe modszer)
e kvalitativ vizeletvizsgalat Uricont annalizatorral
o vizelet liledék vizsgalat

Mig az els6 vizsgalati periddus 162 gyermeke mindegyikében 0,3-2,5mg/mmol kozotti VMA
indexet kaptunk, amely irodalmi adatok alapjan (Soldin és mtsai, 1981) normalis értéknek
tekinthetd, a masodik periodus 132 gyermeke koziil négyben (3%) (1.tablazat), az utolso
periddus 174 gyermeke koziil kilenc (5%) esetben az 1. mintdban emelkedett VMA/kreatinin
indexet szamitottunk, ezért a vizsgalatot megismételtiik. A négy gyermek koziil kett6tol, az
utdbbi kilenc koziil haromtol kaptunk megfelelden gyiijtott kontroll vizeletmintat, amelyek-
ben normal kreatinin érték mellett a VMA/kreatinin érték is a referencia tartoméanyba (0-
2,2mg/mmol, cut off 3mg/mmol) esett. Ez arra utal, hogy az elsé vizsgélat kéros eredménye
elott) fliggott dssze.

Az utébbi periddus egyetlen gyermekénél kozepesen koncentralt vizeletben taldltunk
emelkedett VMA/kreatinin  értéket (vizelet kreatinin: 2,56mmol/l, VMA/kreatinin:
4,88mg/mmol). A diéta betartdsat kovetden gyljtott vizelet minta HPLC vizsgélata negativ
eredményt adott.

I/l. tablazat
1. 1. minta: VMA/kreat.: 4,01 mg/mmol, v. kreat: 0,7 mmol/l

2. minta: VMA/kreat.:1,57mg/mmol 3,6 mmol/l
2. 1. minta: VMA/kreat.: 4,9mg/mmol v.kreat.: 4,5mmol/l
2. minta: VMA/kreat.: 0,7mg/mmol v.kreat.: 8,9mmol/l

3.*% 1. minta: VMA/kreat.: 10,2mg/mmolv.kreat.: 0,28mmol/I
4.* 1l.minta: VMA/kreat.: 3,35mg/mmol v.kreat.:1,063mmol/l

* A 3. és 4. gyermektdl kontroll mintat nem kaptunk, de a kreatinin az ¢ esetiikben is
alacsony volt.

Vizelet kvalitativ vizsgélat:
A kapott vizeletmintdkat valamennyi esetben 9-10 tesztcsikkal (Gen 9 ill. Uricont)
egy¢eb hugyuti problémaék irdnyaban is megvizsgaltuk. A 468 mintabol 41 esetben talaltunk
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koros terméket a vizeletben: fehérjét €s ketonokat, egy-egy esetben gliikozt és fokozott ubg-t,
harom betegben nitritet, illetve vvt-t, valamint bakterialis fertdzést, leukocyturidt igazoltunk.
Az eltérésrdl a gyermekek hézi gyermekorvosat értesitettiik és tovabbi vizsgalatokat kértiink
A koros leletek aranya 20% volt.

Kovetkeztetesek:

468 gyermek vizeletmintajanak VMA vizsgalata soran 13 esetben észleltiink magas
VMA/kreatinin aranyt, ami 2,7%-nak felel meg. A magas VMA/kreatinin aranyt az
alacsony kreatinin érték okozta, ami a vizeletgyiijtés nem megfeleld voltabol adodott
(talzott folyadékbevitel a gyiijtés eldtt). Mindezek alapjan megallapithatjuk, hogy
neuroblastomara utald kérosan magas VMA indexet egyik minta sem mutatott. Ez
0sszhangban van a betegség alacsony incidencidjaval.

A neuroblastoma incidencigjat figyelembe véve 500 alatti esetszamnal még nem
feltétlentil varhatd pozitiv eset. Mégis hasznosnak itéljiikk az elvégzett vizsgalatokat,
mivel segitséget nyujtottak a gyermekkori vizeletgylijtés problémajat megoldd random
vizeletbdl valé mérési technika kidolgozasaban.

Meghatéaroztuk a hazai egészséges gyermekpopuldcidra a VMA index referencia tar-
tomanyat, amely kozel azonos a HPLC-s analizissel kapottal.

Az altalunk valasztott oszlopchromatographias-fotometrias modszer beallitasa és a
referencia tartomany meghatarozasa eldrelépést jelent a jovOben a sziir@vizsgalatok
értékelésében €s a neuroblastomads betegek kezelésének nyomonkovetésében.

A 20%-ban el6forduld koros leletek megerdsitik a (kis)gyermekkori sziird jellegli
kvalitativ vizeletvizsgalatok jelentdségét. E vizsgalatok jelentdsen javitandk az 1-3
éves korosztalyban fellépd hugyuti fertdzések, egyéb vesebetegségek és a diabetes
mellitus korai felismerését.

Koltség raforditas:

A vizsgalat betegenként 2467 német pontot jelent, ez Oszesen: 1 154 556 pont.

1 154556 x 0,9 Ft=1 039 100 Ft.

A fenti feladatot négy laboratériumi dolgozo végezte.

Emellett dologi kiadasként meriil fel a miiszerbeszerzés koltsége: a hasznalt fotométer
a DE OEC KBMPI tulajdonaban van.

Publikacio:

Arvai K, Toth J, Németh T, Kiss C, Molnar P, Olah E: Csecsemékori nyaki lo-
kalizaci6ju neuroblastoma. Magyar Onkoldgia, 2004, 48, 89-95.

Irodalom:

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

Ad 2. A Kklinikailag diagnosztizalt neuroblastomas gvermekek genetikai vizsgalata

A tervezett vizsgalat az elmult 5 évben klinikdnkon kezelt NBL-as gyermekek paraf-

finos blokkjainak retrospektiv vizsgalatat, masrészt az ijonnan diagnosztizalt esetek mutétileg
eltavolitott daganatmintainak vizsgalatat foglalta volna magaba.

2002: Elokészitdo munka:
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e A Gyermekklinika haematologiai/onkolédgiai osztalyan elmult években kezelt NBL-as
gyermekek névsoranak osszeallitasa
e A Patholdgiai Intézet munkatarsanak (Dr Németh Tamas) kozremiikodésével az em-
litett gyermekek korabbi szdvettani mintainak dsszegylijtése.
e A paraffinba agyazott blokkokbol metszetek készitése
e A genetikai vizsgalatokhoz sziikséges probak beszerzése
(1p36-specifikus, 1cen-specifikus
N-myc és 2cen-specifikus probak beszerzése)
e Modszerek beallitasa:
DNS index meghatarozas: Feulgen reakcio (Pathologiai Intézet)
1p delécio és 17q duplikacid: double colour FISH
N-myc amplifikaci6: PCR és in situ hibridizacio

A vizsgélatok végzése (2002.szept- 2003):

A fenti mddszerek a laboratoriumban rendelkezésre allnak. A munkatarsak szakmailag
a feladat elvégzésére felkésziiltek. A vizsgalati mintak elokészitése megtortént.

Id6kozben a hazai Gyermekonkoldgiai Munkacsoport dontése értelmében a neuroblas-
toma genetikai vizsgdlatara orszagos kozpontként a Pécsi Tudomanyegyetem Patholdgiai
Intézetét jelolték ki. Ezért a neuroblastomés blokkok vizsgélata helyett a munkacsoport ak-
tivitasat a 2. sz. Alprojekt, az akut lymphoblastos leukémia vizsgélatara helyeztiik at.

A témahoz kapcsolodo publikacio: ’
Arvai K., Toth J., Németh T., Kiss Cs., Molnar P., Oléh E.: csecsemdkori nyaki lo-
kalizaci6ju neuroblastoma. Magyar Onkologia, 2004, 48, 89-95
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