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Bevezetés

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

A gyermekkori akut limfoblasztos leukémia (ALL) terapidjanak meghatarozé
komponense az aszparagin keringésb6l vald elbontasaért felelds aszparaginaz. Jelentds
kihivast jelentenek azonban a bakteridlis eredetli enzim ellen kialakulé immunologiai
reakciok. Ezek akar szisztémads anafilaxia formdjdban is jelentkezhetnek, ami kozvetlen
¢letveszélyt jelent a beteg a szadmadra, de a kialakuld aszparaginaz ellenes antitestek a
gyogyszer inaktivacidjat is eldidézhetik, ami a leukémids sejtek gyogyszer-
Egyelére nem 4all rendelkezésiinkre olyan eszkdz, amelynek segitségével elére meg
lehetne josolni, hogy kinél alakul ki hiperszenzitivitési reakcio.

PhD munkdm soran a gyermekkori ALL-es betegek korében a jelen kezelési protokoll
szerint els6 vonalban adott nativ Escherichia coli eredetli aszparaginaz altal kivaltott
hiperszenzitivitds genetikai hatterét vizsgaltam. Célom a tulérzékenységre fokozott
kockézattal rendelkezd betegek azonositisa volt. Az 6 esetiikben megfontoland6 lehet
mas immunogenitassal vagy mas antigenitassal rendelkezd aszparaginaz készitmény
alkalmazasa els6 vonalbeli gydgyszerként. Eredményeim tovabba hozz4jarulhatnak mas
nagymolekulds  gyodgyszerek  4ltal  kivaltott  hiperszenzitivitdsi  reakcidok

mechanizmusanak pontosabb megértéséhez is.

A gyermekkori akut limfoblasztos leukémia és kezelése

A leukémia a vérképzdszervek rosszindulati megbetegedése, melynek sordn a
fehérvérsejtek korosan elszaporodnak és visszaszoritjdk a csontveld normalis
vérképzését. A csontveldbol kijuté tumorsejtek kiilonboz6 szerveket sziirhetnek be
(idegrendszert, szemet stb.). Az észlelt tiinetek a normalis vérképzés visszaszorulasaval,
a tumoros sejtproliferacid okozta térfoglalassal és a daganat okozta altalanos toxikus
tiinetekkel fliggnek Ossze. A betegség kialakulasahoz genetikai és kornyezeti faktorok

egyarant hozzajarulhatnak.



Hazankban évi 60-70 gyermeknél diagnosztizalnak leukémiat, amelynek leggyakoribb
tipusa az akut limfoblasztos leukémia (ALL). A mai nemzetkdzi protokollokon alapuld,
folyamatos fejlesztés alatt allo kezelési modszereknek koszonhetéen a betegek tobb
mint 85%-a tartds talélo.

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

Vilagszerte szamos kiilonb6z6é, de alapfelépitésében hasonld kezelési protokoll
hasznalata terjedt el. Hazankban jelenleg egy klinikai tanulmany, az ALL IC-BFM 2009
nemzetkozi study keretében kezelik a gyermekeket. Ez a kezelési protokoll az alabbi
részekre oszthato fel: indukcio, korai intenzifikacio, konszolidacio, reindukcio, késoi
reintenzifikacio és fenntarté kezelés. Aszparaginazt az indukcio és reindukcidé soran
kapnak a betegek. A magas kockazati betegek ezen kiviil a konszolidacios kezelésiik

soran is kapnak aszparaginazt.

Az aszparaginaz hiperszenzitivitas

Az aszparagindz 130 kDa tomegli enzim, amely a vérben keringd aszparagin
hidrolizisével a sejtek fehérjeszintézisének csokkenését valtja ki, és végil a
limfoblasztok apoptdzisahoz vezet. Mig a normal sejtek szintézis utjan képesek potolni
a hidnyz6 aszparagint, addig a limfoblasztok és egyes tumorsejtek elveszitik ezt a
képességliket, és talélestik fliggdveé valik az exogén aszparagin-forrastol.

Az aszparaginaz szubklinikai és klinikai hiperszenzitivitast egyarant okozhat. A klinikai
hiperszenzitivitds leggyakrabban urticaria formdjaban jelenik meg, de a tiinetek
sulyossadga az infuzi6 koriili lokalis fijdalmas kipirosodastol €s 6dématol a sulyos
szisztémas reakciokig — Ugy mint gégeddéma, bronchospasmus, hypotensio és
esetenként stlyos anafilaxias sokk — valtozhat.

A korabbi BFM protokollok és a jelenlegi IC-BFM protokoll elsé vonalbeli szerként az
E. coli aszparaginazt ajanljak. Az erre a szerre kialakulo klinikai hiperszenzitivitas
eléfordulasi ardnya a gyermekkori ALL-es betegek korében akar 45% is lehet.

Tulérzékenységi tiinetek esetén az E. coli aszparaginazzal valo kezelést fel kell



fiiggeszteni, és a késébbiekben egy masik, pegilalt E. coli vagy Erwinia aszparaginaz
készitményre valtani. A kezelés felfiiggesztésének oka leggyakrabban a
hiperszenzitivitas.

Az aszparaginaz talérzékenység szamos rizikofaktorat leirtak mar, koztik a kiilonb6zo
készitmények haszndlatat, a dozirozéast, a beadds moddjat, a sziinet utdni Ujraadésat,
illetve az egy idében alkalmazott kemoterdpidt. Azonban a hiperszenzitivitds maig
megjosolhatatlan, és nagy egyéni kiilonbségeket mutat.

A Klinikai talérzékenység az aszparaginazt inaktivald, un. neutralizald antitestek
kialakuldsdval mutat Osszefliggést. Jelenlétiik nem feltétleniil jar egyiitt tlinetek
kialakulésaval, ilyen esetekben csendes inaktivaciordl beszéliink. Ez az allapot az
aszparaginaz beadasat kovetd nagyon alacsony vagy hianyz6 aszparaginaz aktivitdssal
jellemezhetd. A szubklinikai talérzékenység, ha nem fedezik fel, és nem foglalkoznak

vele idOben, erdsen asszocial a rossz klinikai kimenetellel.

Az aszparaginaz hiperszenzitivitas genetikai hattere

2010-ben teljesgenom-asszociacios vizsgalatot (GWAS) végeztek az egyesiilt
allamokbeli ~ gyermekkori ~ ALL-es  betegek  korében  az  aszparagindz
hiperszenzitivitasban szerepet jatszod genetikai variansok azonositasara. A vizsgalatban a
GRIAL (Glutamate lonotropic Receptor AMPA Type Subunit 1; ionotrop AMPA
glutamat-receptor alegység-1) gén polimorfizmusaival talaltak Osszefliggéseket. Ezt az
Osszefliggeést késdbb mas vizsgalatok is megerdsitették.

2014-ben Fernandez és mtsai 1870 eurdpai 6sokkel rendelkez6 ALL-es gyermek
vizsgélata alapjan a HLA-DRB1*07:01 allél aszparaginaz hiperszenzitivitassal vald
asszociaciojarél szamoltak be. Ugyanez a csoport egy késébbi, kevert etnikumu
betegekkel végzett GWAS vizsgélattal megerdsitette ezt az Osszefliggést. E késobbi
tanulmany egy masik gén, az NFATC2 (nuclear factor of activated T-cells 2) rs6021191
polimorfizmusanak szerepére is fényt deritett. Az rs6021191 ritka alléljanak
gyakorisaga 0,001 alatt van az eurdpai szarmazasuak korében, igy ez az eredmény a

nem kaukazusi betegekre nézve birhat klinikai jelentdséggel.



A CYP3A4 polimorfizmusok szerepe a gyermekkori akut limfoblasztos leukémias
betegek tulélésében

A CYP3A4 a P450-es citokrom enzim-rendszernek a majban és bélben legnagyobb
mennyiségben eléforduld tagja. Az emberben a legjelentdsebb gydgyszermetabolizald
vinkrisztin, ciklofoszfamid, dexametazon vagy a doxorubicin — metabolizmusaban részt
vesz. Egy egészséges Onkéntesek bevonasaval végzett tanulmanyban 90%-ra becsiilték a
CYP3A4 enzim aktivitasaban megfigyelhetd nagy egyéni kiilonbségek 6rokolhetdségét,
ami felveti a CYP3A4 gén, illetve annak kifejez6dését szabalyozd genomi régiok
polimorfizmusainak meghatdroz6 szerepét. Gyakorlatilag nem sziilettek ez idaig
kozlemények a CYP3A4 polimorfizmusok az ALL farmakogenetikdjaban betoltott
szerepérol. Ennek egyik valosziniisithetd oka a funkciondlis polimorfizmusok
viszonylag alacsony gyakorisaga (megkdzelitdleg 4-5%), ami tal alacsony ahhoz, hogy
esetleges hatasuk az 4altalaban kis betegszamli vizsgalatokban szignifikdnsan
kimutathat6 legyen.

Munkacsoportunk kordbban a CYP3A4 gén polimorfizmusainak hatdsat vizsgalta a
gyermekkori ALL-es betegek tulélési mutatoira. A gyakori (a kaukazusi populaciokban
10% feletti ritka allél gyakorisaggal eléforduld) polimorfizmusok mellett a CYP3A4 és
az atfed6 szubsztrat-specificitassal rendelkez6 CYP3A5 egyes gyogyszerek
farmakokinetikai paramétereit befolydsold, ritkdbb polimorfizmusait is vizsgaltuk.
Ebben a tanulmanyban azt talaltuk, hogy a CYP3A4 gén gyakori rs2246709
polimorfizmusa szignifikansan befolyasolja az ALL-es betegek tulélését. Ez a hatas a

két nem esetében jelentdsen eltérd volt.



Ceélkituzések

Célkitiizéseim a kovetkezOk voltak:

1. Egy kordbbi aszparagindz hiperszenzitivitast vizsgdldé GWAS alapjan
kivalasztott GRIAL és a GALNT10 gének meghatarozott polimorfizmusainak vizsgalata
magyarorszagi gyermekkori ALL-es populacion kompetitiv alléspecifikus PCR

segitségével.

2. A HLA-DRB1 ¢s HLA-DQBL1 allélok nagyfelbontasu szekvencia alapt tipizalasa;
az allélok és haplotipusok szerepének vizsgalata az aszparagindz hiperszenzitivitas

kialakuldsaban.

3. Az aszparaginaz hiperszenzitivitds hatdsdnak vizsgalata a gyermekkori ALL-eS

betegek tulélési mutatdira.

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

tulélésére gyakorolt hatdsanak vizsgalata hosszabb kovetési idovel.



Moédszerek
Betegek

A jelodltgén-asszociacios vizsgalatokhoz 576 gyermekkori akut limfoblasztos leukémias
betegtdl gyljtottiink mintat és klinikai adatot. Ezeket a betegeket 1990 és 2012 kozott
kezelték a kutatdsba bevont 9 magyarorszagi gyermekhematologiai kozpont
valamelyikében.

Kezelésiiket a nemzetk6zi BFM munkacsoport egymasra épiilé protokolljai (ALL-BFM
90, 95, ALL IC-BFM 2002 és 2009) szerint kaptak. Magyarorszagon ebben az
idészakban az Escherichia coli baktériumb6él szarmazé Kidrolase™  (Jazz
Pharmaceuticals, Inc.), illetve Asparaginase medac™ (Kyowa-Hakko) markanevii L-
aszparaginaz készitményeket hasznaltdk elsd vonalbeli kezelésként.

felhasznalasaval végeztiik.

A GRIAL és GALNT10 polimorfizmusok vizsgalatat 505 {6s betegpopuldcion végeztiik
el. A HLA régié szekvenalasahoz sziikséges minéségi kritériumoknak megfelelé DNS
minta 359 beteg esetében allt rendelkezésiinkre. A CYP3A4 rs2246709 polimorfizmusra
vonatkoz6 adat 476 betegt6l volt elérhetd.

Az aszparaginaz hiperszenzitivitas kategorizaldsat a nem kivant eseményekre vonatkozd
altalanos toxicitasi kritériumrendszer, a National Cancer Institute Common Toxicity

Criteria for Adverse Events (CTCAE v3.0) alapjan végeztiik el.

Genotipizalas

GRIAL és GALNT10 gének Osszesen 20 polimorfizmusat KASPar-on-Demand (LGC
Genomics) kompetitiv allélspecifikus PCR genotipizalasi modszerrel, 7900HT Fast
Real-Time PCR System (Applied Biosystems) késziilék segitségével hataroztuk meg.

A HLA-DRB1 és HLA-DQB1 lokuszok nagyfelbontast (4 szamjegyil) tipizalasara a
Pekingi Genomikai Intézet (Beijing Genomics Institute; BGI) hongkongi
laboratoriumaban kertilt sor. A tipizalast a BGI altal korabban k6zolt laboratoriumi €s
bioinformatikai folyamatnak megfeleléen, Illumina MiSeq platformon végezték el.
Ennek soran a HLA-DRB1 gén 2-es exonjat, a HLA-DQB1 gén 2-es és 3-as exonjat

szekvenaltak meg.



Az CYP3A4 152246709 polimorfizmusra vonatkoz6 adatok kétféle genotipizalasi
modszer eredményébdl alltak rendelkezésemre (Sequenom iPLEX Gold MassARRAY
és TagMan® OpenArray®). Azokat a mintakat, amelyeknél eltér6 eredmények
sziilettek (n=18; 4.9%), kizartam, és végiil 476 fOs populacion végeztem el az

elemzéseket.



Internetes adatbazisok és eszkozok

A HLA-DRB1-HLA-DQA1-HLA-DQB1 haplotipusok rekonstrudldsdéhoz az Allele
Frequency Net adatbazist, azon beliil pedig a HLA Haplotype Frequency Search
alkalmazast hasznaltuk. Ehhez a HLA-DRB1 ¢s HLA-DQB1 lokuszok genotipusadatai
alltak rendelkezésiinkre.

A HLA-DRB1, HLA-DQA1 ¢és HLA-DQB1 gének 2-es exonja altal kodolt aminosavak
szerepét is vizsgaltuk az aszparaginaz hiperszenzitivitas kialakulasaban. A Database of
Major Histocompatibility Complex (dbMHC) adatbazis Alignment Viewer alkalmazasa
segitségével hataroztuk meg a polimorf aminosav pozicidkat, és vontuk be a vizsgalt

betegeinkben azonositott allélok altal meghatarozott aminosavakat az elemzéseinkbe.

Statisztika

A GRIA1 és GALNT10 polimorfizmusok vizsgalata

Tobbvaltozos  logisztikus — regresszidval — vizsgaltam az E.coli  aszparaginaz
hiperszenzitivitas lehetséges prediktorait IBM SPSS v20.0 statisztikai szoftver
segitségével. Az elemzéseket a teljes betegpopuldcion, valamint a nemek, az ALL
immunfenotipus (T-sejtes/pre-B-sejtes), a dignoziskori életkor (>10 év/<10 év) és a
rizikdcsoport  (alacsony/kdzepes/magas) szerinti alcsoportokon is elvégeztem. A
tobbszoros tesztelés miatt az els6faji hiba elkdvetésének a valoszinlisége megnd, ezért a
hamis felfedezési hibaaranyt (false discovery rate, FDR) a Benjamini-Hochberg-féle
eljarassal kontrollaltam. R programban diszkrét idejii talélés-analizissel vizsgaltuk az
egyes genotipuscsoportokban a betegek kockazatanak ardnyat az aszparaginaz

hiperszenzitivitas kialakul4sara a dozisszam fiiggvényében.

A HLA allélok és haplotipusok vizsgalata

Tobbvaltozos logisztikus regresszioval teszteltik a HLA-DRB1, HLA-DQA1 és HLA-
DQB1 gének, a HLA-DRB1-HLA-DQA1-HLA-DQB1 haplotipusok és ezek polimorf
aminosav pozicidinak Osszefiiggéseit az E. coli aszparaginaz hiperszenzitivitassal. A
genetikai  asszociacids  vizsgalataink  kiterjesztéseként =~ Bayes-halé  alapu
relevanciaclemzést is alkalmaztunk az erés relevancia a posteriori valosziniiségének

becslésére.



Tualéléselemzés

A Dbetegek eseménymentes ¢és Ossztulélési fliggvényét Kaplan-Meier eljarassal
becsiiltem. Az aszparaginaz hiperszenzitivitas és CYP3A4 rs2246709 genotipusok
szerinti talélési gorbéket Mantel-Cox teszttel hasonlitottam Ossze. Cox-regresszios
modellel az aszparaginaz hiperszenzitivitdas, a CYP3A4 rs2246709 polimorfizmus, a
nem, az immunfenotipus, az életkor és a rizikocsoport relativ kockdzatat becsiiltem. Az

elemzéseket az IBM SPSS Statistics v20 program segitségével végeztem el.

10



Eredmények

A GRIAL és GALNT10 gén 6sszesen 20 egypontos polimorfizmusanak Osszefiiggéseit
az aszparaginaz hiperszenzitivitassal 505 betegen tudtuk vizsgélni.

A T-ALL-es betegalcsoportban a GRIAL rs4958351 AA/AG genotipusu betegeknek
szignifikansan alacsonyabb kockadzatuk volt az aszparaginaz hiperszenzitivitas
kialakulasara Osszehasonlitva a GG genotipusti betegekkel (OR=0,05 (0,01-0,26);
p=4,70><10'4). A pre-B sejtes alcsoporton nem taldltunk ilyen 6sszefliggést.

A kozepes rizikdcsoportba tartozd betegek korében a GRIAL rs2055083 ¢és rs707176
polimorfizmusai mutattak szignifikans osszefliggést (OR=0,21 (0,09-0,53); p=8,5><10'4
¢s OR=3,02 (1,36-6,73); p=6,76><10'3) az aszparagindz hiprszenzitivitas
eléfordulasaval. Az rs707176 polimorfizmus esetében ez a hatds azonban csak a
lanyokban jelent meg.

Az MHC 1L régi6 HLA-DRB1 és HLADQBL1 alléljainak és haplotipusainak aszparagindz
tulérzékenységében betoltott szerepét 359 gyermekkori ALL-es beteg bevondsaval
tudtuk vizsgalni.

Egy egyiittmikodés keretében a nagyfelbontasi HLA tipizalast 1j-generacios
szekvenalassal a Pekingi Genomikai Intézetben végezték el. A HLA-DRB1 ¢és
HLADQB1 gének négy szamjegyl alléljainak felhasznalasdval haplotipus-
rekonstrukciot végeztiink. A HLA-DQ komplex szerepének vizsgalatira kaukdzusi
populacidkra vonatkozo haplotipusadatok felhasznalasaval a HLA-DQAL allélokra is
kovetkeztettink. Az aszparagindz hiperszenzitivitds genetikai rizikofaktorainak
vizsgédlatdhoz  tobbvaltozds  logisztikus  regresszidt és  Bayes-halé  alapu
relevanciaelemzést is hasznaltunk.

A HLA-DRB1*07:01 és HLA-DQB1*02:02 allélt hordozd betegeknek szignifikansan
nagyobb volt a kockézatuk az aszparaginaz tilérzékenység kialakulasara (p=4,56x107;
OR=2,86 (1,73-4,75) ¢és p=1,85x10'4; OR=2,99 (1,68-5,31); n=359). Haplotipus-
rekonstrukciot kovetéen a HLA-DRB1*07:01-HLA-DQB1*02:02 haplotipus asszocialt
az aszparaginaz hiperszenzitivitdas fokozott kockazataval. A HLA-DQAL allélok
bevonasaval a kibovitett HLA-DRB1*07:01-HLA-DQA1*02:01-HLA-DQB1*02:02
haplotipus szerepét azonositottuk (p=1,22x10'5; OR=5,00 (2,43-10,29); n=257).
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A T-ALL-es betegek szignifikansan kisebb hanyada hordozta a DQB1*02:02 allélt és az
ahhoz kapcsolodd haplotipust Osszehasonlitva pre-B ALL-es betegekkel (6.5%; és
19.2%; p=0.047).

A 476 beteget vizsgald tanulmanyunkban az aszparagindz hiperszenzitivitas
szignifikansan befolyasolta a gyerekkori ALL-esek talélési mutatoit (p=0,047).
Ugyanezen a populdcion a CYP3A4 rs2246709 homozigéta GG genotipusu betegek

szignifikansan kedvezo6tlenebb talélését igazoltuk.
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Kovetkeztetések

Munkam soran az alabbi kovetkeztetéseket vontuk le:

1. A vizsgalt gyermekkori ALL-es betegek korében a GRIAL és GALNT10 gének
kozil a GRIAL1 polimorfizmusai mutattak szignifikans Osszefiiggést az E. coli
aszparaginaz hiperszenzitivitassal. A korabban azonositott rs4958351 polimorfizmus A
alléljanak ellentétes hatdsait mutattuk ki a T-ALL-es betegalcsoporton. Mas
alcsoportokon beliil tovabbi két polimorfizmus, az rs2055083 és rs707176 asszocialt az
aszparaginaz  tulérzékenységgel. Az  azonositott ~GRIA1  polimorfizmusok
befolyasolhatjdk az aszparagindz hiperszenzitivitds kialakulasat, hatdsuk azonban

jelentdsen eltérhet az egyes alcsoportokon beliil.

2. A HLA-DRB1*07:01 ¢s HLA-DQB1*02:02 allélt jelenléte a betegekben
szignifikansan asszocialt az aszparagindz tulérzékenység kialakuldséval. Haplotipus-
rekonstrukciot és a HLA-DQAL alléladatok bevonasat kovetéen a HLA-DRB1*07:01—
HLA-DQA1*02:01-HLA-DQB1*02:02 haplotipus hordozésa szignifikansan fokozta az
aszparaginaz hiperszenzitivitas el6fordulasanak kockazatat az ALL-es betegekben. A
kiterjesztett haplotipust hordozoé betegek esetében megfontolando6 lehet mas antigenitast

aszparaginaz készitmény alkalmazésa els6 vonalbeli kezelésként.

3. Az aszparagindz hiperszenzitivitds szignifikansan befolyasolta a BFM
protokollokkal kezelt gyermekkori ALL-es betegek eseménymentes tulélését. Ez
az aszparaginaz-szintek monitorozasanak sziikségességét az optimalis terapias hatas

elérése érdekében.

4, A CYP3A4 152246709 homozigota GG genotipusu betegek Ossztulélése
szignifikdnsan rosszabbnak bizonyult az AA genotipusu beteghez képest. Nemek
szerinti bontdsban ez az Osszefiiggés a fiuk esetében volt szignifikans. Tovéabbi

vizsgélatok sziikségesek a CYP3A4 rs2246709 polimorfizmus funkcidjanak tisztazasara.
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