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1. BEVEZETES, IRODALMI ATTEKINTES

1.1 A folatciklus biologiai jelentosége és vizsgalt paramétereinek jellemzése

A folatciklus kozponti szerepet jatszik a sejtmetabolizmusban. Fontos szerepei kozott
megemlitend0 az egy-szénatomos egység biztositdsa a metionin ciklus szamara a
metilaciés reakcidokban valo felhasznalashoz, valamint a purin és pirimidin szintézishez.
A folathianyos taplalkozas vagy a folatmetabolizald6 enzimek génpolimorfizmusai
Osszefliggésbe hozhatok a megaloblastos anemia, fejlddési rendellenességek
(velécsOzarodasi zavar, Down szindréma), kiilonb6z6é malignus megbetegedések
(kiilonosen emésztérendszeri és leukémidk) kialakulasaval. A magas homocisztein
koncentracid, ami az alacsony folat status biomarkere, Osszefiiggésben van a sziv-
érrendszeri betegségekkel és az Alzheimer-korral. A ciklus szamos enzime a daganat
elleni kemoterapids gyogyszerekszerek célpontja. Jelentésége révén a folat
metabolizmus régota a klinikai, taplalkozési és biokémiai vizsgalatok érdeklddésének
kozéppontjaban van [1]. A folat anyagcsere szerkezete meglehetdsen Osszetett €s
szdmos egymassal kapcsolatban levd ciklust tartalmaz (1. 4bra), ezért csak a
vizsgalatunkban szerepld részeket targyaljuk részletesen.

A citoszolikus szerin hidroximetil-transzferaz 1 (SHMT1) egy B6 vitamin kofaktorral
miik6dé enzim, amely katalizalja a szerin és a tetrahidrofolat (THF) glicinné és 5,10-
metiléntetrahidrofolatta (5,10-MTHF) torténd reverzibilis atalakulasat. Ez a reakcid
biztositja az egy-szénatomos egységet az S-adenozilmetioninnak (SAM), valamint a
purin és pirimidin szintézishez.

A metiléntetrahidrofolat-reduktdz (MTHFR) irreverzibilisen katalizdlja B2 vitamin
kofaktor jelenlétében az 5,10-MTHF 5-metiltetrahidrofolatta (5-metil-THF) torténd
atalakitasat. A folat metabolitoknak az 5-metil-THF a leggyakoribb formaja, amely a
metildonor, a homocisztein (Hcy) metioninnd torténd atalakitdsdban. Az MTHFR
csokkent aktivitdsa a Hcy gatolt katabolizmusdhoz vezet. Két gyakori SNP van az
MTHFR génen, melyek szoros kapcsoltsdgban vannak: a C677T és az A1298C. A
C677T polimorfizmus a 4-es exonon egy Ala->Val cserét eredményez a 222-eS
kodonon. Az MTHFR 677C homozigotakhoz viszonyitva a CT és TT genotipusok 30

ill. 70%-kal alacsonyabb enzimaktivitast mutatnak. A 677T allél kapcsolatban van a



megemelkedett plazma Hcy szintekkel [2]. Ezzel ellentétben az A1298C polimorfizmus
pontos funkcionalis kdvetkezménye nem jol definialt €s a kapcsoltsag miatt az 6nallo

hatasa eldontetlen maradt [3,4].

Leukovorin

metilacio

Metionin

1. abra Az SHMT1 és az MTHFR szerepe a folat ciklusban és néhany vizsgalt

gyogyszer célpontja és katabolizmusa

SHMT1, szerin hidroximetiltranszferaz 1; MTHFR, metiléntetrahirofolat reduktaz; TS, timidilat
szintaz; MS, metionin szintdz; DHFR, dihidrofolat reduktaz; FDH, hangyasav dehidrogenaz;
GART, glicinamid ribonukleotid formiltranszferaz; AICARFT, 5-aminoimidazol-4-karboxamid
ribonukleotid formiltranszferaz, MTHFD, MTHF dehidrogenaz; MTHFS, MTHF szintaz; DPD,
dihidropirimidin dehidrogenaz; AO, aldehid oxidaz; MTX, metotrexat; 7-OH-MTX, 7-hidroxi-MTX;
5-FU, 5-fluorouracil; FUH, 5-fluoro-5,6-dihidrouracil, FdUMP, 5-fluoro-dUMP; THF,
tetrahidrofolat; 5,10-MTHF, 5,10-metiléntetrahidrofolat; 5-metil-THF, 5-metiltetrahidrofolat; DHF,
dihidrofolat; dUMP, dezoxiuridin monofoszfat; dTMP, dezoxitimidin monofoszfat; Hcy,
homocisztein; Ser, szerin; Gly, glicin; SAM, S-adenozilmetionin; SAH, adenozilhomocisztein;
B2, 6, 12 vitamin



A timidilat szintaz (TS) a timidilat bioszintézis egyik kulcsenzime, a folat
metabolizmushoz kapcsoléddan a dezoxinukleotid trifoszfat (ANTP) szintek fontos
szabalyozdja. Mar kis valtozdas a dNTP szintetizdld0 enzimek expresszidjaban
befolyasolja a rendelkezésre allo6 ANTP-0k mennyiségét [5], és a ANTP pool torzulasa
érinti a replikacios pontossagot [6]. A folat/metil metabolizmus befolyasolja a DNS
épségét és az atirodas intenzitdsdt a nukleotid szintézis és a DNS metilacids
mechanizmus altal [7]. Ezért az egyéni genetikai tényezO6k, melyek a folat/nukleotid
metabolizmust érintik, értelemszertien legaldbb két kiilonb6zd utvonalon keresztiil
befolyasoljak a genetikai stabilitast, és modositjak a molekularis carcinogenezist [8].
Két funkcionalisan fontos TS gén (TYMS) polimorfizmus van jelen az mRNS-en. Az
egyik egy promoter-enhancer régioé hosszpolimorfizmus az 5’-UTR-on, mely altalaban 2
vagy 3, (ritkdbban tobb) 28 bp egységnyi, tandem ismétlddést (2R vagy 3R) tartalmaz,
¢és ismereteink szerint a transzkripcios autoregulacios mechanizmusban van szerepe [9].
A masik, hasonléan gyakori, 6 bp ins/del-tipusu polimorfizmus, amely a 3’-UTR-on
lokalizalt [10].

A homocisztein egy kéntartalmii aminosav, ami féként a SAM éltal medialt metilacios
reakcioban keletkezik. Ismert tény, hogy a total szérum homocisztein (Hcy) szintet
tobbek kozott befolyasolja a nem (magasabb a férfiakban), a kor (ndvekszik az
¢letkorral), a testtomegindex (BMI) (magasabb az elhizottakban) és a vesefunkcid
(vesekarosodas esetén magasabb) [11,12,13]. Emellett a felhalmozodasa a szérumban
szdmos betegséggel mutathat Gsszefliggést: érbetegségek, daganatok, veldcsézarddasi
rendellenességek, stb [14]. A szabad, albuminhoz kotott, redukalt és oxidalt
homocisztein formak kombinalt keverékét tiikrozi a Hey a vérben. A homocisztein {6
metabolikus utja a metionin szintdz, egy B12 vitamin dependens enzim, altali
remetilacid. A Hcy szint forditottan aranyos a folat szinttel és felvetddott, mint a rak
egyik rizikotényezdje [15,16]. Egy tanulmany felveti a Hcy tumormarker szerepét a
CRC-ben [15]. A feltételezett tumormarker szerep vezetett oda, hogy az esetleges hibak

elkeriilése végett, a Hey-t kizartuk a rakriziko6 analizisbél.



1.2 A colorectalis daganatok el6fordulasa és rizikotényezoi

A colorectalis rak (CRC) a vilagon a negyedik leggyakrabban eldforduld rakos
megbetegedés és a negyedik leggyakoribb halalok. A WHO adatai szerint évente tobb
mint egy millio 0j eset keriil felismerésre, ill. 529 ezren halnak meg colorectalis
carcinomaban [17].

Magyarorszagon a CRC a masodik leggyakoribb a rakos megbetegedések kozott, mind
a férfi, mind a ndi népesség korében, és ugyanakkor az egyik leggyakoribb ok a
rakhalalozas tekintetében is. A betegek atlag ¢életkora a CRC diagnézisakor hazankban
kb. 60 év. Az évente felismert kdzel 9000 10j esetb6l hozzavetSlegesen 2800 a
rectumdaganatos esetek szama [18].

A CRC kialakulasaban kornyezeti és genetikai faktorok egyarant szerepet jatszanak. A
CRC-k 88-94%-a sporadikus és 5-10% az 6roklod6é forma. Amennyiben a csaladi
anamnézisben CRC szerepel, az a sporadikus vastagbélrak kifejlodésének esélyét
jelentdsen noveli [19]. Legalabb egy elséfokii rokon betegsége esetén a CRC
kialakulasanak kockazata megduplazodik [20,21].

Szamos tanulmanyban vizsgaltdk a kornyezeti faktorok jelentdségét és hatdsat a CRC
tényezok: a teljes kaloriabevitel, a taplalék hus, zsir, fehérje ill. rosttartalma és az
elfogyasztott gyiimoles, zoldség mennyisége. A teljes kaloriabevitel €s az elhizas a
vizsgalatok szerint fiiggetlen rizikomarkernek bizonyultak a CRC kialakulasat illeten.
A magasabb testtomegindex megduplazta a kockazatot. Az dsszefiiggés kifejezettebben
jelentkezik férfiaknal és er6sebb Gsszefiiggést mutat a colon carcinomaval [23,24].

A kalcium, az antioxidans vitaminok (E, C, A) ill. a folsav esetleges kemopreventiv
hatasanak eldontése tovabbi vizsgalatok feladata lesz, mivel a jelenleg rendelkezésre
allo adatok nem egyértelmiiek. A tartds, nagy mennyiségli dohanyzas egyértelmiien
noveli mind az adenoma, mind a CRC el6fordulési gyakorisagat [25].

A felsoroltakon kiviil egyéb rizikofaktorok is szerepet jatszhatnak.

A Dbetegség kialakuldsanak valdszintisége az életkor eldrehaladtaval nd, gyakoribb
férfiakban ¢és noveli a kockazatot a megeldzd cholecystectomia is. Kiilonbozo
hormonalis faktorok szerepét is valoszinisitik, féleg ndk esetében. Ide tartoznak a korai

menopausa, az elso terhesség iddsebb ¢€letkorban ill. a nulliparitas.
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A CRC genetikai hatterét tekintve kb. 10%-ban 6rokl6do, és csupan 2-6 %-ban szerepel
nagy penetrancidji gén a daganat kialakuldsdban. Az alacsony penetrancidju
génkombinaciok és a ,,nyugati-¢letstilus”, valamint a taplalkozas egyiittesen jatszhatnak
szerepet a sporadikus CRC patogenezisében [26].

A kémiai anyagok kornyezeti vagy endogén hatdsra bazisvesztést, baziskicserélddést,
bazisbeépiilést, oxidacidt, depurindlast, depirimidinalast, alkilalast, egyszalu- ¢&s
kétszalu torést, stb. okozhatnak a DNS-ben. Altalaban minél tobb mutacid jon 1étre egy,
vagy egymastol fliggetleniil akar tobb sejtben, anndl valosziniibb a rak kialakulasa. A
mutéciok kialakuldsdnak kockazata bizonyos mértékig behatdrolhatd. Ez attol fiigg,
hogy az adott potencialis rakkelté milyen mértékben metabolizalodik a szervezetben,
milyen intenzitdsi és mennyire teljes a lebontasa, kivalasztasa. Ezeket a folyamatokat
kiilonb6zé gének kontrollaljak, mégpedig egyéni €és populacios szinten, a gének Un.
polimorfizmusai alapjan [27].

Szamos eredmény gyllt Ossze, amelyek a folatnak és a folat-ciklushoz kapcsoldédo
folatbevitel és a folat alacsony biohasznosuldsa, tehetdk feleldssé a CRC rizikdjanak
emelkedéséért [28]. Tanulmanyok bizonyitjak egyes folat-ciklus enzimek genetikai
polimorfizmusanak jelent6ségét (pl. a metiléntetrahidrofolat-reduktaz /MTHFR/ a
colorectalis carcinogenesisben [29]). Az eredmények azonban alkalmanként
ellentmondoak. Egyes publikdciokban a folat ellentétes hatisat irtdk le az adenoma-
carcinoma szekvenciaban [30]. Az MTHFR C677T polimorfizmus szerepe a CRC
fogékonysag befolyasoldsdban szintén nem egységes [31,32]. Hubner és mtsai 25
tanulmany meta-analizisével kimutattdk, hogy az MTHFR 677TT genotipus, bar
mérsékelt szintii, de szignifikansan csokkent CRC rizikot jelent [33].

Egy masik, kevésbé tanulmanyozott folat/egy-szénatomos metabolikus enzim, a
citoszolikus szerin hidroximetil-transzferaz (SHMT1), rendelkezik egy gyakori, de
mikodését tekintve kevésbé jellemzett, Leu->Phe polimorfizmussal (C1420T SNP
varians). Ennek a polimorfizmusnak a rizikocsokkentd hatasat bizonyitottak akut
limfoid leukémia [34] és a malignus limfoma [35] esetén iS, de nem talaltak
Osszefliggést a colorectalis adenomak kialakulasaval [36]. Egy masik tanulmany,
amelyben az SHMT1 hatasat vizsgaltak CRC-s betegeken és kontrollokon, nem talalt

Osszefliggést sem a polimorfizmus és a rizikd, sem a polimorfizmus €és a homocisztein
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vagy folat szintek kozott. Ennek a tanulmdnynak az eredményeit ugyanakkor érdemes
fenntartassal kezelni, mivel a prospektiv vizsgalat alanyai aszpirint és B-karotint
fogyasztottak egy kettdsvak klinikai vizsgalat keretében. Mindkét hatdéanyag
befolyasolhatta a CRC kialakulas frekvencidjat [37]. Az SHMT1 C1420T

polimorfizmus médosito hatasa a CRC rizikora eddig eldontetlen maradt [38,39].

1.3 A rectum- és colonrak Kiilonbozosége

A rectum- és colonraknak kiilonbozik az etiologidja, hisztoldgiaja, radioszenzitivitasa és
a prognoézisa is [40]. A rectumrak kezelése sok esetben magaba foglalja a preoperativ
radioterapiat, mig a colonrdk nem sugarérzékeny. Mindkét raktipusnak vannak hasonl6
¢s eltérd rizikdfaktorai. A tobb inaktivitassal toltott id6 (Gl életmod) csak a colonrdk
kialakuldsaval mutatott Osszefliggést [41,42]. Az alacsony folat és/vagy a talzott
alkoholfogyasztas mindkét megbetegedés rizikofaktora, de a testmozgasnak kiilonb6zo
hatasa van a rizikokra [41]. Egy nagy, prospektiv, amerikai cohort-tanulmanyban a BMI
csak a colonrak kialakulasaval volt kapcsolatba, a rectumrakkal nem [43]. Kevés az
olyan tanulmany, amely kiilon vizsgéalja a genetikai rizikotényezoket a colon- és
rectumrak esetén, és tényleges kiillonbségeket mutat ki a két daganattipus kozott
[44,45,46]. A korabbi tanulmanyok, amelyek a CRC-ban vizsgaltdk a
polimorfizmusokat, nem adtak egységes eredményt. Ez konnyen adodhat abbdl a
ténybdl, hogy a kiilonbozdé vizsgalati mintakban kiilonb6zd ardnyban szerepeltek a

colon- és rectumrakos esetek.

1.4 A CRC kezelésének lehetoségei

A CRC szakszerti kezelése szamos orvosi szakma szoros egyiittmiikodését igényli, tehat
multidiszciplinaris feladat. Leghatékonyabban olyan onkologiai kozpontokban torténik,
ahol valamennyi érintett tarsszakma magas szinten képviselve van, egylittmiikodésiik
lehetésége adott, és nagyszamu beteg ellatdsa révén a kelld tapasztalat is rendelkezésre

all. Az egyes betegek kezelési tervére minden esetben a Multidiszciplinaris Onkoldgiai

12



Bizottsdgnak kell javaslatot tennie. Ebben diagnosztikus képalkoté szakember,
patologus, sebész, sugarterapeuta és klinikai-onkologus vesz részt. Konzultacidjukra a
patologiai diagndzis €és a stadium felmérd teljes kivizsgalds birtokaban keriiljon sor,
mieldtt barmilyen kezelés elkezdddne. Kiilonosen fontos ez a rectumrak neoadjuvans
kezelésének az indikaciojakor.

A CRC kezelése az utols6 masfél évtized alatt rohamosan fejlédott. Az adjuvans
kemoterapia CRC-ban, a multidiszciplinaris terapia részeként, mindossze 15 éve valt a
bizonyitékokon alapuld orvoslas elvei szerint altalanosan elfogadotta [47]. Az azdta
tapasztalhatd gyorsiitemli fejlodés eredményeként, a CRC a kevéssé kemoszenzitiv
daganatok koziil a kdzepesen kemoszenzitiv rakok koz¢ keriilt, és a kemoterapia — az 0j
évezredben a bioldgiai célzott terdpidval kiegészitve — a komplex kezelés egyre
jelentdsebb Osszetevdjévé valt. Mindazonaltal a CRC multidiszciplinaris kezelésének a
legfontosabb eleme ma is a daganat sebészi eltavolitasa. Ez a rectum- és colonszakaszok
teriiletén kiilonbozd technikakkal torténhet. A sebészi kezelés részleteinek ismertetése
nem targya az értekezésnek.

A sugarterapia a rectumrak komplex kezelésének a fontos része, amely a helyi kiujulas
megel6zését vagy a tumor megkisebbitését szolgalja. Alkalmazhatd mitét elott
Oonmagaban (preoperativ, neoadjuvans radioterapia) vagy kemoterapiaval kombinalva
(neoadjuvans kemo-radioterapia), illetve miitét utan kemoterapidval egyiitt
(posztoperativ adjuvans radio- vagy kemo-radioterapia), amennyiben preoperativ
sugarkezelésre nem keriil sor.

A CRC Klinikai-onkologiai kezelése a kemoterapiat, a célzott biologiai terapiat és a
szupportiv kezelést foglalja magadba. CRC-ban a kemoterapia neoadjuvans, adjuvans és
palliativ formaban alkalmazhato.

Neoadjuvans kemoterdpian a miitét eldtt adott kezelést értiink. Klasszikus értelemben
ezt rectumcarcinomaban alkalmazzuk, a kemo- és a sugérterapiat kombinalva (kemo-
radioterapia). Célja irresecabilis esetben a miithetdség lehetdvé tétele, resecabilis
esetben pedig a tumor és a kdrnyéki nyirokcsomoattétek megkisebbitése az un. ,,down-
staging”. Ezzel olyankor is lehetévé tehetd az analis sphincter megdrzése, amikor ez,
elézetes gyogyszeres és sugarkezelés nélkiil nem lenne lehetséges. Ujabban a

neoadjuvans kemoterapia fogalmat kiterjesztették azokra az esetekre is, amikor az

13



eredetileg irresecabilis maj- vagy tiidoattéteket korszerli kemoterapids kombinaciok

alkalmazasaval miuthetové teszik.

Az adjuvans kemoterapia célja az elsddleges sebészi rezekciot kovetden a hagyomanyos
diagnosztikai moddszerekkel ki nem mutathaté, alvdo daganatsejtek vagy
mikrometasztazisok kiiktatasa. Az adjuvans kemoterapia III. stddiumu betegségben
altalanosan javallt, masodik stadiumban pedig akkor érdemes adni, ha a kiGjulas
kockézata nagy.

Palliativ kemoterapiardl akkor beszéliink, ha a gyogyszeres kezelést nem kurativ céllal
adjuk, hanem elérehaladott, vagy tavoli attétes esetekben a talélés meghosszabbitasa, a
progresszié késObbre halasztasa, a tlinetek, panaszok csdkkentése €és az életmindség
javitasa/megOrzése a cél. Az utdbbi masfél évtized a palliativ kemoterapia terén is
jelentés javulast hozott, a legjobb tiineti/tdmogatd kezeléshez (best supportive care -
BSC) képest a IV. stadiumt betegek atlagos tulélését (OS) jelentdsen megnovelte (6
honaproél 24 honapra).

Szamos tényezOt azonositottak, amelyek befolyasolhatjdk a daganatos betegség
recidivajat, illetve a betegek talélését, de tovabbra is a klinikai stddium meghatarozasa a
legpontosabb prognosztikai elérejelzo.

A CRC stadium besorolasa a TNM (tumor, nyirokcsomo, metasztazis) klasszifikacio,
illetve a Dukes vagy az Astler-Coller altal modositott Dukes (MAC) besorolas szerint

torténik (1. tablazat).
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1. tablazat A CRC stadiumbeosztasa

Stadium T N M Dukes MAC
0 Tis NO MO - -
I T1 NO MO A A
T2 NO MO A Bl
A T3 NO MO B B2
1B T4a NO MO B B2
lc T4b NO MO B B3
A T1-T2 N1/N1lc MO C C1
T1 N2a MO C C1
1B T3-T4a N1/N1lc MO C Cc2
T2-T3 N2a MO C c1/C2
T1-T2 N2b MO C C1
][e: T4a N2a MO C C2
T3-T4a N2b MO C Cc2
T4b N1-N2 MO C C3
IVA barmely T barmelyN Mla D D
VB barmely T barmelyN Mlb D D

Megjegyzés: a cTNM a klinikai, a pTNM a patoldgiai besorolas. Az y-t a neoadjuvans kezelés
utani besorolaskor (ypTNM), az r-t a tiinetmentes idészak utan visszaesd betegeknél (rTNM)

hasznaljak. MAC az Astler-Coller altal médositott Dukes beosztas.

1.4.1 A CRC kezelésében leggyakrabban hasznalt gyogyszerek

5-fluorouracil (5-FU)

Evtizedek ota az 5-FU szamit a CRC esetében a kezelés gerincének. Metasztatikus
CRC-ban az 5-FU+leukovorin kombinacidval a betegek kb. 20-27 %-aban érhetd el
objektiv valasz. Az 5-FU, az 5-fluoropirimidinek legszélesebb korben alkalmazott tagja
Onmagaban inaktiv vegyiilet, metabolikus aktivalds sziikséges ahhoz, hogy hatasat
kifejthesse. Az 5-FU metabolikus aktivalasa soran keletkez6 aktiv nukleotidjai
(FAUMP, FUTP, FAUTP) harom fébb ponton fejtik ki hatasukat: (i) a timidin szintézis

»de novo” utjaért felelés timidilat szintaz gatlasa az FAUMP altal, (ii) az 5-fluorouridin-
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5’-trifoszfat (FUTP) beépiilése a RNS-be; (iii) az 5-fluoro-2’-dezoxiuridin-trifoszfat
(FAUTP) beépiilése a DNS-be. Az antiproliferativ hatasért elsésorban a TS gatlasat
tartjak felelosnek. Az 5-FU metabolitja, az FAUMP kotédik a TS fehérje nukleotid
kotohelyéhez, ¢és a redukalt folattal egylitt egy stabil harmas komplexet képez, ezaltal
megakadalyozva a dTMP szintézisét. A TS gatlast koveté molekularis események nem
teljesen tisztazottak, valdszinii azonban, hogy a dTTP hidnya a tobbi nukleotid szintjét
is befolyasolja és a nukleotidok kozott egyensulyi zavar 1€p fel, amely a DNS szintézist
¢s javitast befolyasolja, €s letalis DNS-kéarosodast eredményezhet. A stabil harmas
komplex kialakulasahoz kiviilr6l adagolt redukalt folat (leukovorin) biztositasa
szlikséges. A TS gatlasa ,.timinhidnyos™ allapotot hoz 1étre, mely a legtobb aktivan
0sztodd sejt szamdara letdlis. Az RNS irdnyt hatast az 5-FU citotoxicitasanak
kialakuldsdban az a felismerés tdmasztotta ala, miszerint a FUTP mindharom tipust
RNS-be (riboszomalis, messenger, transzfer) is beépiil.

Az aktivalas mellett, az 5-FU tobb mint 80%-a lebomlik. A lebontéas elsd, sebesség-
meghataroz6 enzime a dihidropirimidin-dehidrogenaz (DPD), amely az 5-FU-t
dihidrofluorouracilla (HoFU) alakitja at. Aktivitdsa legnagyobb a majban és a periféris
mononukledris sejtekben. A DPD hianya vagy csokkent aktivitdsa sulyos, néhany
esetben halalos kimenetelii toxicitast okozott 5-FU-val kezelt betegekben [48].

Az 5-FU kezelés leggyakoribb mellékhatdsai a hasmenés, hanyinger, szajfekély,
csokkent étvagy, a szemek fényérzékenysége, fémes izérzés a szdjban,
mieloszupresszio.

Az 5-FU kezelések tobb valtozata ismert (pl. Mayo sémak, deGramont sémak, ciFU,
FLv, stb), melyek az adagolds moddjaban (bolus vagy folyamatos infuzid ill. ezek
kombindcioja), az 5-FU 06sszddzisdban, a leukovrin alkalmazaséban és dozisdban, stb.
térnek el egymastol.

A leukovorin (folinsav vagy kalcium folinat) egy redukalt folsav készitmény, mely d,l-
leukovorin  racém elegyet vagy egyes orszagokban tisztan l-leukovorint
(levoleukovorin) tartalmaz és melyet kombindcioban alkalmaznak az 5-FU-alapt
kezelések hatdsossaganak novelésére, valamint a MTX kezelések esetén a tulzott
toxicitas csokkentésére. Természetesen a d,l-leukovorint az l-leukovorinnal kétszer

nagyobb dozisban kell alkalmazni, ugyanis csak a levo forma hasznosul a szervezetben.
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Capecitabin (Xeloda)

A capecitabin az els6 raciondlisan tervezett, oralis 5-FU prodrug. A kémiai szerkezete
biztositja, hogy oralis adagolds utan a vegyiilet valtozatlan formaban szivodjék fel. A
majban a capecitabin a karboxil-észteraz hatasara 5’-dezoxi-5-fluorcitidinné, majd a
citidin-deaminaz hatasara 5’-dezoxi-5-fluoruridinné alakul at. Ezek a vegyiiletek a
majbol atkeriilnek a tumorsejtekbe, ahol az atalakulds utols6 1épése — az 5-FU
keletkezése az 5’-dezoxi-fluoruridinbdl a timidin-foszforilaz hatasara — megtorténik. A
tovabbiakban a capecitabin az 5-FU hatdsmechanizmusa szerint fejti ki citotoxikus
hatasat.

A capecitabin szelektiv intratumoralis aktivalodasat eldsegiti az a tény, hogy a timidin-
foszforilaz a legtobb rosszindulati daganatban igen magas expressziot mutat a kdrnyezd
szOvetekhez képest. A szelektivitds alapjaul szolgald elképzelést a preklinikai
vizsgalatok igazoltak. Fontos megjegyezni, hogy a tumorszdvet timidin-foszforildz- és
DPD-aktivitasanak  hanyadosa  szignifikans, pozitiv  Osszefiiggést mutat a
capecitabinterapiara adott valasszal. A capecitabint metasztatikus CRC-ban napi 2-szer
1250 mg/m2 dozisban adva a bolus 5-FU ¢és a leukovorin kombinalt kezeléssel (Mayo-
séma), azonos betegségmentes ¢és teljes talélést eredményezett.

1493 betegen hasonlitottdk 6ssze a bolus 5-FU/leukovorin és a Capecitabinkezelés
mellékhatasprofiljat. Capecitabinkezelés esetén szignifikansan kevesebb hanyinger,
stomatitis, diarrhoea, alopecia, l4zas neutropenia vagy sepsis fordult eld. Ugyanakkor a
kéz-1ab szindroma el6fordulasanak szignifikansan nagyobb az ardnya, amely

leggyakrabban a dozis csokkentéséhez vagy a kezelés felfiiggesztéséhez vezet [48].

Irinotecan (CPT, Campto)

Az irinotecan a kamptotecin félszintetikus szarmazéka. Az irinotecan prodrug”-nak
tekinthetd, mert az SN-38 jelzésli metabolitjanak fokozottabb a citotoxicitdsa. Az
irinotecan karboxileszterazok hatasara atalakul 7-etil-10-hidroxikamptotecinné (SN-38),
amelynek citotoxicitasa in vitro kisérletben 100x nagyobb az irinotecannal. Az SN-38 a
tulajdonképpeni aktiv metabolit, mely gliikuronsavhoz kotddik a majban, és az epével
egylitt a bélrendszeren at tdvozik a szervezetbdl, ezért tehetd feleldssé az irinotecan

gastrointestinalis melléhatasaiért. A kamptotecin ¢és szarmazékai gatoljak a
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topoizomeraz-I miikodésének masodik szakaszat, a ladncok ujraegyesitését. A
topoizomeraz-I mutécidja, vagy egyéb ok miatti csokkent aktivitdsa esetén a hatés
elmaradhat. Lehetséges az irinotecan aktivalasanak az elmaradasa, ha a karboxileszteraz
nem mukodik, igy azok a tumorsejtek rezisztensek irinotecannal szemben, amelyek
karboxileszteraz aktivitasa lényegesen lecsokkent.

A gastrointestinalis toxicitas (hasmenés, hanyas) tekintheté az adagoléast korlatozo
legfontosabb szoveti toxicitdsnak. A hasmenés, melynek korai és kés6éi formai
ismeretesek, loperamiddal ¢és kodeinnal nehezen befolydsolhatdo. A haematologiai

toxicitas (neutropenia) sulyos formaja minden 6todik betegnél varhato [49].

Oxaliplatin (Eloxatin)

Az oxaliplatin harmadik generacios platinaszarmazék. A DNS lancok kozott ill. a
lancokon beliil keresztkdtéseket hoz 1étre és ez a génallomany kdrosodasahoz vezet. Bar
hatasmoddja hasonlod a ciszplatinéhoz, ennek ellenére ciszplatin rezisztens esetekben is
alkalmazhat6. A DNS-re gyakorolt hatasa révén apoptosist indukal [50]. A klinikai
vizsgalatban az 5-FU-val er0sen szinergista hatasunak bizonyult [51]. A
szinergizmusnak az a hattere, hogy az oxaliplatin ,,down-reguldlja” a TS enzimet, és
ezaltal fokozza az 5-FU hatasat [50]. Toxicitasi profilja a vesekarositas, hallaskarositas
¢s az alopecia tekintetében kedvezObb a cisplatinndl és a carboplatinnal, viszont

gyakrabban okoz periférias neuropathiat [52]. Ma a FOLFOX kezelést a III stadiumt

crer

Bevacizumab (Avastin)

Az antiangiogén hatéanyag a bevacizumab (B), egy humanizalt monoklonalis antitest a
vascularis endothelialis novekedési faktor a (VEGF-A) ellen. Az infaziés 5-
fluorouracil/leukovorin + irinotecan (FOLFIRI) séma kombinalva bevacizumabbal
hatasos kezelés, amely szignifikansan jobb talélési eldnyt biztosit a metasztatikus CRC
elsd vonalbeli gyogykezelésében [53,54,55,56,57,58]. A FOLFIRI+B kezelési séma,
hasonléan més konvencionalis kemoterdpidkhoz, hatékonysagdban és toxicitdsaban
heterogenitast mutat az egyes betegek kozott. Tobbek kozott az egyéni genotipus

kiilonbségek lehetnek felelések ezért a heterogenitasért és elsésorban azok a
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génpolimorfizmusok jatszanak szerepet, amelyek befolyasoljak az 5-fluorouracil (5-FU)
és irinotecan citotoxicitasat és a bevacizumab hatasmechanizmusat. Mig az 5-FU
farmakogenomikdjaban szamos ismert génvarians felelés az 5-FU hatékonysagéaban és
mellékhatasaiban észlelt kiilonbségekért, az irinotecan és a bevacizumab esetében
nagyon kevés, ha egyaltalan van olyan ismert polimorfizmus, mely hatassal van a CRC

kezelés kimenetelére [59].

Cetuximab (Erbitux) és panitumumab (Vectibix)

Az epidermalis novekedési faktor (EGFR) egy transzmembran protein, intracellularis
tirozinkindz doménnel. Az EGFR, tobbek kozott, a sejtproliferdcio, migracio,
angioneogenesis fokozasaban jatszik szerepet, és gatolja az apoptozist. Szadmos
tumorban megfigyelhetd az EGFR fokozott expresszidja, tobbek kozott CRC
betegekben is. Az EGFR-gén tulexpresszidja a colorectalis rakos betegek 60—80%-aban
kimutathato.

A cetuximab IgG1 monoklonalis antitest kiméra, amely kompetitiv médon kotddik az
EGFR extracellularis doménjéhez, anélkiil, hogy aktivalna a tirozinkinazt. A kotédés a
jelatvitel blokkoldsdhoz, a tumorndvekedés gatlasdhoz és apoptozishoz vezet. Egyéb
mechanizmusok is hozzajarulhatnak a hatashoz: az angiogenetikus faktorok
képzddésének gatlasa, az antitestdependens, sejtkdzvetitett citotoxicitds, a radio- és
kemoterapia hatasanak erdsitése stb.

Fazis II multicentrikus tanulmanyban 329, metasztazist ado, irinotecanra rezisztens
colorectalis daganatos beteget kezeltek cetuximabbal vagy cetuximab és irinotecan
kombinécidjaval. A tanulmany eredménye arra utal, hogy a cetuximab képes
megvaltoztatni az irinotecannalszemben kialakult rezisztenciat, visszaallitia az
irinotecan iranti érzékenységet. A cetuximabra jellemzé mellékhatas az acne-szerd
kitités, amely a betegek egyhatodanal megfigyelhetd. Azt is megfigyelték, hogy azoknal
a betegeknél varhat6 jo terapias eredmény, akiknél a kiiités kialakul. A tumor EGFR-
szintje és a cetuximab hatdsa kozott nem talaltak osszefliggést.

Az FDA 2004 februarjaban elfogadta a cetuximabot kombindcios kezelésben a
terapiarezisztens, elérehaladott CRC kezelésében [60].

A panitumumab az elsd, teljes mértékben huméan IgG2 monoklondlis antitest, amely a

daganatsejtek jelatviteli mechanizmusaiban fontos szerepet betoltd epidermalis
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novekedési faktor receptor (EGFR) fehérje ellen iranyul. A panitumumab 1j terapias
alternativat kindl az EGFR-t expresszalo attétes colorectalis carcinomds betegek
kezelésére. Javasolt monoterapiaként fluoropirimidin-, oxaliplatin- és irinotecan -
tartalmi kemoterapids protokollok sikertelenségét kovetden, ha a daganat vad tipusu
KRAS-t tartalmaz. A készitmény alkalmazésa sordn ritkan 1ép fel infizids reakcid vagy
immunogenitas ¢és az adagolasa is kényelmes. Mindezek kovetkeztében a panitumumab
fontos alternativa a betegek kezelésében. A kezelések sordn a betegek 90%-anal
jelentkeznek enyhe-kozepes sulyossagiu boérgyogyaszati jellegi — az EGFR-inhibitorok
farmakologiai hatdsaként megfigyelt — reakciok. Azokon a betegeken, akiken sulyos
borreakcio alakul ki a panitumumab alkalmazasanak ideje alatt, figyelni kell a
gyulladasos vagy fertézéses szovodmények kialakulasat [61].

Az EGFR célzott terapiak részletesebb targyaldsa nem célja az értekezésnek.

1.4.2 A metasztatikus CRC kezelése

Tavoli attétek el6fordulasa esetén az els6 kérdés az, hogy lehetséges-e azok Ry
rezekcidja. Amennyiben igen, a valasztandd kezelés a miitét. Jelenleg az Ro
metastazektomiat kovetden sziikséges adjuvans (posztoperativ) gyogyszeres kezelést
alkalmazni.

Amennyiben az attét(ek) Ro resectidja nem lehetséges azt kell eldonteni, hogy van-e
es¢ly az attét(ek) gyogyszeres kezeléssel torténd miithetdvé tételére. Ha igen,
neoadjuvans kombinalt kemo-(+ célzott) terapiat kell alkalmazni a korszerli
kombinaciok (FOLFIRI, FOLFOX, FUFA- irinotecan -bevacizumab) valamelyikével. A
maj- vagy tiiddattét neoadjuvans kezeléssel lehetdové tett Ro rezekcidja 35-58%-0s
Otéves tulélést eredményezhet [62]. Fenti korszerli kemoterapidk valamelyikével egyre
tobb majattétes CRC-s beteg valhat hosszatavu talélévé [63].

Ha az attétes daganat neoadjuvans gyogyszeres kezeléssel nem tehetd mithetoveé, az
onkoldgiai terdpia célja a t0lélés meghosszabbitdsa, a daganatndvekedés lehetdség
szerinti kontrollja, a daganattal sszefiiggd tiinetek csokkentése, valamint elfogadhatd

¢letmindség fenntartasa.
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A gyogyszeres kezeléssel miithetdvé nem tehetd IV staddiumu CRC-s betegek altalanos
allapotuk (performance statusz - PS), az attétes szervek szadma, a szérum alkalikus
foszfataz (AP) és a fehérvérsejt szam (fvs) alapjan jo, kozepes €s rossz prognozisu
csoportba sorolhatok. Az ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group) 0 altalanos
allapotu, csak egyetlen szervben tavoli attéttel rendelkezd, normalis AP és fvs szamu
betegek tartoznak a jo prognoézisu csoportba. A jo és kdzepes prognozisii csoportba
tartozo betegek szamadra ajanlhato lehetséges els0 vonalbeli kombinaciok: FOLFIRI
vagy FOLFOX vagy FUFA-+bevacizumab + irinotecan. A rossz progn6zisu csoportba
tartozo betegek szamara fluorpirimidin monoterapia az észszer(i kezelés, lehetdleg oralis
készitmény (capecitabin) formdjaban.

Amennyiben a beteg adjuvans kemoterapiaként FOLFOX kombinaciot kapott, FOLFIRI
+ bevacizumab a javasolhatd elsd vonalbeli kombinaci6é. A legmegfeleldbb tovabbi
(masodik-harmadik vonalbeli) kemo-bioldgiai terapias gyogyszerkombinaciokat az
aktualis elsé vonalbeli kombinacidk, és - ha volt -, az adjuvans kezelés, valamint a
KRAS mutécié ismeretében lehet kivalasztani.

A kiilonféle lehetdségek koziil a valasztist a beteg altalanos allapota, az esetleges
mithetoség elérésének valoszinlisége, a metasztazis lokalizacidja, mas kisérd
betegségek megléte, stb. nagymértékben befolyasolja. Az egyénre szabott kezelés
megvalositdsdnak céljabol, az elébbi sorba probal egyre jobban beilleszkedni a
genetikai markerek alapjan torténd dontés is (pl. a KRAS mutacidé vizsgalata a
cetuximab és panitumumab kezelés el6tt).

Az els6 vonalbeli FOLFIRI utan adott masodik vonalbeli FOLFOX-ra kapott
tumorvalasz jobb, mint forditva, az elsé vonalbeli FOLFOX-ot kdvetden adott masodik
vonalbeli FOLFIRI-re kapott tumorvalasz [64]. Ezért az els6 vonalbeli FOLFOX
kezelés utan a masodik vonalbeli irinotecan monoterapia az ésszerii valasztas.
Amennyiben a beteg valamilyen okbol sem irinotecant, sem oxaliplatint nem kaphat, 5-
FU + bevacizumab terapia valaszthaté, vagy KRAS vad tipus esetén célzott
monoterapia.

Az 1990-es években bevezetett kemoterapias szerek (irinotecan és oxaliplatin) és a
2000-es évek elején eldszor alkalmazott célzott bioldgiai terapias szerek alkalmazasa
szignifikansan javitotta az elérehaladott CRC-s betegek ¢letkilatasait. Az 5-FU kezelés

el6tt a tavoli attétes CRC-vel az atlagos tilélés a diagnozis utan alig volt fél év. Ez az 5-
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FU- alapu kemoterapiaval kb. 1 évre hosszabbodott. A median talélés az irinotecan -
vagy oxaliplatin-alapt kombinaciokkal 14-16 honapra és mindharom szer egyidejii vagy
egymast kovetd alkalmazéasaval, vagy bioldgiai terapids kombinaciéval 20 honap folé
emelkedett [65].

Elmondhat6 tehat, hogy a korszeri kemoterdpids és célzott terdpids szerek
alkalmazaséaval a tavoli attétes CRC-s betegek ma atlagosan kétszer annyi ideig ¢lnek,
mint egy évtizeddel ezeldtt. Mindazonaltal a tdvoli attétes, nem operalhat6 CRC még
ma is gyogyithatatlan, végzetes kimenetelii betegség. A tovabbi haladas a molekularis
célpontokat tanulmanyoz¢ alapkutatasok eredményeinek a klinikai gyakorlatba vald
gyors  atiiltetésétél, randomizalt klinikai vizsgalatok eredményeitél ¢és a
farmakogenetikai vizsgéalatok eredményeinek nagyobb beteganyagon torténd

igazolasatol és bevezetésétdl varhatoak.

1.4.2.1 Farmakogenetikai markerek szerepe a bevacizumab-alapu kezelésben

Emlitésre mélto, hogy egyes génpolimorfizmusok nem vart médon hathatnak a terapias
hatékonysagra és a kezelés soran kialakul6 toxikus mellékhatdsok megjelenésére. EQy
adott gyogyszer, amely Osszetevéje egy kombinalt kemoterapianak, befolyasolhatja a
masik gyogyszer(ek) hatasmechanizmusat. Tovabba, egyes génpolimorfizmusok,
melyek kapcsolatosak egy gyogyszer farmakodinamikajaval, meglepd modon, hatassal
lehetnek a masik gyogyszer(ek) hatékonysagara [66,67,68].

A bevacizumab gatolja a VEGF-A-t, ezért fontos lehet, hogy a tobbi endogén
angiogenesis szabalyozo hogyan befolyasolhatja a tumor viselkedését [69]. A folat
ciklus génjei és azok termékei, amelyek az 5-FU hatdsmechanizmusiban is részt
vesznek, antiangiogén hatasuak. Csokkentve a Hcy-t csokken a VEGF szintje és
expresszioja [70], vagy forditva, a magas Hcy noveli a VEGF szintet [71]. Emellett, a
kreatinin klirensz, amirél kimutattdk, hogy az irinotecan metabolizmusanak egyik
farmakokinetikai meghatarozdja (a novekvO kreatinin klirensz szignifikansan
alacsonyabb irinotecan metabolit AUC-t eredményez) [72], 6nalldé kapcsolatban van a
VEGF szinttel azokban a betegekben, akiknek magas a vérnyomasa [73], amit
eloidézhet a bevacizumab kezelés is [74]. A fent emlitett tényezdk és természetesen a

folat ciklus génpolimorfizmusai, melyek moddosithatjdk a Hcy szinteket és ezaltal a
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VEGF szintet, megvaltoztathatjdk a bevacizumab hatasat. A VEGF szint és a
bevacizumab  hatékonysaganak  Osszefiiggésével  kapcsolatos eredmények
ellentmondasosak [75,76], feltételezhetben a VEGF izoformak miatt, amelyek

megismerése a jovOben klinikai vizsgalatok targya lesz [77].

1.5 A gyermekkori osteosarcoma és kezelése

Az osteosarcoma a leggyakoribb primer csontdaganat [78]. A WHO-meghatarozasa
alapjan az osteosarcoma olyan malignus tumor, amelyre jellemz6 a tumorsejtek direkt
csontszovet-, illetve osteoidtermelése. Sokféle megjelenési formaja van, és igen eltérd
lehet a szovettani képe, alapvetd azonban a tumorsejtek osteoidtermeld képessége,
ennek alapjan akkor is osteosarcomardl beszéliink, ha a tumor alloményanak nagy része
porc- vagy kotdszovet.

Az osteosarcoma gyakorisdga ¢évenként korilbeliil 1,5/egymillio lakos, ami
Magyarorszagon 15 0j esetet jelent évente [78]. Az incidenciaja kétszer gyakoribb a
férfiaknal. Béarmely életkorban el6fordulhat, de a 60%-a az elsd két évtizedben
keletkezik. Az el6fordulas csucsa a 20. év a férfiaknal, a néknél a 17. év és a
gyermekkori és fiatal felndttkori Osszes daganatos megbetegedés 8%-at képezi.
Mindazonaltal 70 év koriil ismételt kiugras észlelhetd, amely azonban lényegesen
kisebb a serdiilékorinal [79].

A 0-14 év kozotti fiatal populdcioban a csonttumorok az dsszes malignus daganatoknak
az 5%-at alkotjak, ebbdl 52% az osteosarcoma, ezért az osteosarcoma a legfontosabb
primer csonttumor gyermek és serdiilékorban [80]. El6fordulasa gyakoribb a fitiknal,
fia-leany arany 1,4:1 [79,81,82].

Az osteosarcoma a csontrendszeren, ill. adott csonton beliil is jellegzetes meghatarozott
helyeken alakul ki. A legtobb daganat a hosszu csoves csontok iziilet kozeli részein
keletkezik. A csdves csontokon beliil elsdsorban a legaktivabb ndvekedés helyén, a
metaphysisben alakul ki, és csak mintegy 10-15%-ban az epiphysisben, diaphysisben. A
gyerek- és serdiilékorban a leggyakrabban érintett csontok a femur (44%,), a tibia (17%)
és a humerus (15%) [81,82]. A betegség nagyon ritkan a csontrendszeren kiviil is

eléfordulhat, példaul a mellkasban vagy a hasiiregben.
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Az elmult évtizedekben Iényeges valtozas kovetkezett be az osteosarcoma
diagnozisaban, kezelésében, valamint a talélési eredményekben. A kezeletlen
osteosarcoma a betegek 100%-aban egy éven beliil halalhoz vezet. Az 1970-¢s években
kizarolag sebészi kezelést (radikalis amputaciot) alkalmaztak. A sebészi beavatkozéssal
15-20%-o0s otéves tulélést tudtak elérni a diagnodzis idejében attétekkel nem rendelkez6
betegek esetében. A még nem metasztatikus osteosarcomaban szenvedd betegek 80%-
aban az amputaciot kovetden 6-9 honapon beliil jelentkeztek a tiidéattétek [83,84].

Az 1970-es évek vége felé a kemoterapia hatdsossagat sikeriilt bizonyitani és egyes
esetekben végtagmegtartd mitéteket kiséreltek meg. A kemoterapia alkalmazasa
Iényeges eldrelépést jelentett az osteosarcomdk kezelésében, alapvetden megvaltoztatta
a kezelési stratégiat, és ezzel a tulélést jelentdsen fokozta. Az 1980-as évek masodik
felétol vezették be a preoperativ €s posztoperativ kombinalt kemoterapiat, ami az o6téves
talélést 55-75%-ra emelte a attétekkel nem rendelkezé betegcsoportban [85,86]. Az
Osszehangoltabb kemoterapias kezelések kidolgozasa, a képalkot6 eljarasok fejlddése, a
mitéti technikak fejlesztése, a multicentrikus osteosarcoma munkacsoportok 1étrejotte
(ortopédsebész, radiologus, patologus, onkoldgus), az eredményeket tovabb javitotta, és
az 1990-es évek elejére a korai, alacsony malignitasu stddiumokban 75-85%-os G6téves
tulélést is sikeriilt elérni [87]. A kombinacids kemoterapia alkalmazasaval, az idoben
felismert esetek 80-85%-aban nyilik lehetdség végtagmegtarté mitétek elvégzésére, és

egyre nagyobb szamban keriil sor a tavoli attétek metastasectomidjara is.

A preoperativ kemoterapia 10 hetes idStartama alatt doxorubicin (45 mg/m?),
metotrexat (MTX) (12 g/m?), ifoszfamid (3 g/m?) alkalmazésara keriil sor. A sikeres
miitétet kovetéen 29 hetes posztoperativ kemoterapia kovetkezik a fent alkalmazott
gyogyszerekkel, mig a metasztazissal induld, nagy malignitasu csoportba sorolt betegek
carboplatin (150 mg/m?) és etopozid (50 mg/m?) terapiat kapnak 3 hetenként, 5sszesen
0t alkalommal. Az osteosarcomas betegek 5 éves tlinetmentes ttlélése atlagosan 55-
75% kozott van. A kemoterapidra jol valaszolo esetek Otéves talélése 91-95% kozott
mozog, a kemoterdpiara kevésbé reagald daganatoknal ez minddssze 50-60%. Utobbi

betegcsoportban szignifikdnsan magasabb a relapsus rata, a betegek tobb mint 40%-
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aban a betegség progredidl és haldlhoz vezet a pulmonalis metasztazisok kialakuldsa
miatt [88,89].

Az osteosarcoma kedvezOtlen prognosztikai faktorai: a metasztazis jelenléte a diagndzis
idejében, a 40 ¢év feletti ¢letkor, a férfi nem, a nem végtagi lokalizacio, a tumor nagy
térfogata, az emelkedett szérum laktat-dehidrogenaz, alkalikus foszfataz és a rossz
hisztologiai valasz a preoperativ kemoterapiara [90,91]. Az osteosarcomas betegek
szérumabol kimutatott ,,bone sialoprotein” (BSP) és c-erbB2 expresszid rossz
progndzisra utalhat, mivel az esetleges mikrometasztazisokat jelentheti.

A szamos kutatas ellenére a kemoterapidra adott alacsony valaszarany tovabbra is
megoldandd probléma az osteosarcomas betegekben. Klinikai vizsgalatok igazoltk,
hogy a kemoterdpidra rosszul reagald betegek esetében alkalmazott agresszivebb
kemoterapia nem jart sikerrel, csak az amigy sem elhanyagolhatdé mellékhatdsokat
tovabb novelte [86].

A gyodgyszeres kezelések kapcsan kialakuld toxikus mellékhatdsok mind a beteg, mind
az Ot kezeld orvos szamara sulyos problémat jelentenek. Jelenleg nem pontosan
ismeretesek azok a paraméterek amelyek a talérzékenységet okozzdk, azonban
feltehetden a genetikai faktorok szerepe igen jelentds. A genetikai prediszpozicid
felismerése, egy adott gydgyszerrel szembeni fokozott érzékenység elorejelzése

kiilondsen a gyermekek gyodgyszeres kezelése kapcsan nagy jelentdségii.

1.5.1 A metotrexdt kezelés jellemzése és a toxicitas farmakogenetikai vonatkozdsai

A metotrexat (MTX) egy folatantagonista, amelyet széles korben alkalmaznak a
malignus és benignus betegségek kezelésére, mint citotoxikus, gyulladasellenes vagy
immunszupressziv gyogyszert. A nagydézisat MTX (HD-MTX) az egyik legfontosabb
hatéanyag az osteosarcoma (OSC) adjuvans kezelésében [92]. A gyodgyszerrel
Osszefiiggd haldlozas incidencidjat csOkkenteni lehet a szérum MTX szint
farmakokinetikai kovetése alapjan alkalmazott leukovorin ,rescue”-val, a vizelet
lugositasa és hidratacid mellett [93]. Ennek ellenére akut és késdi toxicitasok, mint a
hanyas, mucositis, majtoxicitas, myelosuppressio, veseelégtelenség és neurologiai
zavarok még mindig klinikai problémat jelentenek. Az MTX-indukalt neurotoxicitas

magaba foglalja a hanyingert, hanyast, fejfajast, szédiilést, memoriazavart, letargiat,
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afaziat, homalyos latast, goércs rohamokat, hallucinaciot és leukoencephalopathiat [94].
Az akut toxicitds altaldban atmeneti, permanens karosodds nélkiil. A neurotoxicitas
pontos patofizioldgiai mechanizmusa még nem vilagos, bar az elmult tiz évben széles
korben vita targyat képezte. Feltételezték, hogy az MTX altal okozott neurotoxicitas a
kozponti idegrendszer kozvetlen az MTX-okozta karosodasanak a kovetkezménye.
Ehhez még hozzijarulnak az MTX 4&ltal indukalt metabolikus valtozdsok, amelyek
felel6sek lehetnek a megfigyelt neurotoxicitasért [95]. Az MTHFR-nek kulcsszerepe
van a folat ciklusban: az 5,10-metilén-THF-ot alakitja 5-metil-THF-ta (1. abra). Ez a
folyamat aktiv folatot general a DNS és Hcy metilacio és a DNS szintézis szdmara. Az
MTHFR leggyakoribb polimorfizmusa a 677 nukleotid pozicioban a C->T csere, ami a
valin alaninnd torténd cseréjét okozza az aktiv enzimben, ami az aktivitdsdnak 35 ill.
70%-o0s csokkenésével jar a heterozigotakban ill. a homozigdta variansokban [96]. Az
MTHFR 677 TT genotipus a sejtkdzi folat Osszetétel kiegyensulyozatlansagat
eredményezi és az antimetabolit kezelés, pl. az MTX is, el6idézhet homociszteinemiat,
tovabbi toxicitast okozva. A homocisztein legalabb is részben felelés az ischemias
fehérallomany valtozasaiért, az elmeszesedé6 mikroangiopathiaért és a fokalis
idegrendszeri hianyossagokért az MTX kezelést kdvetéen [97]. Szamos beszamolo
foglalkozik az MTHFR C677T polimorfizmus és MTX toxicitas kapcsolataval [98,99,
100,101,102,103,104], ugyanakkor az MTHFR A1298C polimorfizmus jelentdsége a
MTX kezelésben, a toxicitdsban még nincs hasonld részletességgel megvizsgalva. Két
vizsgélatban tapasztaltdk akut limfoid leukémia kezelésekor, hogy az MTHFR 1298C
allél jelenlétében szignifikansan kevesebb MTX toxicitas fordul el6 [105,106].
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2. CELKITUZESEK

Vizsgalataim soran a folat anyagcsere egyes génpolimorfizmusainak szerepét kivantam
tanulmadnyozni a rosszindulati daganatos megbetegedésekben a 1.) rdkriziko, 2.) a

citotoxikus kezelésre adott valasz €s 3.) a kialakul6 mellékhatdsok szempontjabol.

1.) A vizsgalt polimorfizmusok hatasa a colon és rectum daganat kialakulasanak
rizikéjara

Az SHMT1 C1420T ¢s az MTHFR C677T polimorfizmusok jelentdsége a colon- ¢és
rectumrak rizikojaban. Az SHMT1 C1420T és az MTHFR C677T polimorfizmusok

hatasanak vizsgalata a Hcy szintekre, mint esetleges rakriziko tényezore.

2.) A vizsgalt polimorfizmusok hatasa a kezelésre adott valaszra

Az 5-FU-val kapcsolatos génpolimorfizmusok (TYMS, MTHFR és SHMTI) és mas
markerek (dihidropirimidin dehidrogenaz (DPD) enzimaktivitds, Hcy, és a becsiilt
szérum kreatinin klirensz (eCcr)) hatdsanak tesztelése els6 vonalbeli FOLFIRI +
bevacizumab kezelési séma hatékonysagara metasztatikus colorectalis daganatos
betegeken, ami magaba foglalja a klinikai valaszt, a progressziomentes (PFS) és a teljes

tulélést (OS), valamint a mellékhatasok kiértékelését is.

3.) A vizsgalt polimorfizmusok hatasa a kezelések alatt jelentkezo toxikus
mellékhatasokra

A 2. pontban vizsgalt polimorfizmusok vizsgalata a FOLFIRI+bevacizumab kezelés
nyoman kialakult mellékhatasokra.

A folat anyagcsere génpolimorfizmusainak szerepét a mellékhatasok kialakulasaban egy
kiilon esettanulmanyban is meg kivantuk erdsiteni. Tanulmanyunkban egy HD-MTX-tal
kezelt osteosarcomas beteget irunk le. Az MTX infuziot kdvetden, akut idegrendszeri
rendellenességeket észleltiink, amit stlyos majtoxicitas €s elhuzodo MTX klirensz
kovetett. Az akut toxicitds vizsgalatara farmakogenetikai ¢és farmakokinetikai

modszereket alkalmaztunk.
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3. BETEGEK ES MODSZEREK

3.1 A rakriziké szempontjabol tanulmanyozott populaciok

A beteg-kontrollos tanulmanyba 955 colorectalis adenocarcinomas beteget vontunk be.
A colonrakosok szama 476, mig a rectumrakosoké 479. A 461 és 478 nemben ¢és korban
a colon- ¢és rectumrakosoknak megfeleltetett nem daganatos egyént az orszag minden
tertiletérdl vontunk be a kontroll csoportba. Egymds utdn jelentkezd betegeket
valogattunk be az orszag minden teriiletérdl, akiket Dukes A, B, C vagy D stadiumu
colon- vagy rectumrakkal diagnosztizaltak és 2001 és 2007 kozott az Orszagos
Onkologiai Intézetben operaltak és/vagy (radio-)kemoterdpidban részesitettek. Az
intézet az egyik legnagyobb radioterapids kdzpont Magyarorszagon, ezért a rectumrakos
betegek nagyobb aranyban szerepelnek, mint kisebb teriileti centrumokban. A vizsgalt
csoportban 24 betegnek volt a rectum-sigma hataron elhelyezkedé tumora. Koziiliik a
klinikai kezelés alapjan (radioterapidban részesiiltek) 12 keriilt a rectum tumoros
csoportba a statisztikai analizis soran. Azon betegek, akiknek kordbbi tumoros
megbetegedésiik volt, vagy a jelenlegi megbetegedéssel egyidében egyéb, nem attétbol
adodo daganatos megbetegedésiik volt, nem keriiltek be a vizsgalatba. A vesekarosodas
miatt hiperhomociszteinémias (Hcy>35 uM) betegeket kizartuk. Azokat a betegeket,
akiknél igazolt volt vagy felmeriilt a familiaris adenomatosus polyposis vagy herediter

nonpolyposus CRC gyanuja, szintén kizartuk a vizsgalatbol.

A kontroll populacio egészséges véradokbol, egészségiigyi dolgozokbol és nem-rakos
betegekbdl allt. A BMI-t a betegek és kontrollok esetében is rogzitettik. A BMI
szamolast a legegyszeriibben kivitelezhetd ¢és legelfogadottabb testtomeg (kg)/

magasség2 (m?) képlettel szamoltuk ki.

A tanulmanyt az intézet Etikai Bizottsaga jovahagyta, a résztvevoktdl a bevalasztas

vagy mintavétel elott alairt tajékoztatd és beleegyezd nyilatkozatot kértiink.
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3.2 A FOLFIRI+bevacizumab terapiaval kezelt betegek

A betegek a vizsgalathoz az intézet kemoterapias osztalyairdl véletlenszeriien
valogattuk be. A betegek bevondsa ebbe a prospektiv tanulmanyba 2006. januarban
kezdddott €s 2008. szeptemberben fejezddott be.

85 beteg volt alkalmas a besorolasra (46 férfi és 39 nd; median kor 56 év), akiknek
hisztologiailag igazolt, nem miithetd, metasztatikus CRC-juk volt legalabb egy RECIST
szerint radiologiailag mérhet6 1ézidval. A kovetkezd bevalasztasi kritériumokat vettiik
figyelembe: a varhato élethossz >12 hét; az “Eastern Cooperative Oncology Group
Performance Status” (ECOG) <2; megfelelé m4j, vese és csontveld funkciok. A betegek
nem keriiltek bevalasztdsra, ha kordbban a metasztatikus CRC miatt célzott vagy
kemoterapids kezelésben részesiiltek, vagy ellendrizhetetleniil sulyos szervi vagy
metabolikus miikddési zavaruk, vagy ismert kozponti idegrenszeri attétjik volt. A
tumorvalaszt minden 2-3 honapban CT és/vagy MRI segitségével értékeltik ki a
»Response Evaluation Criteria in Solid Tumors 1.1” [107] alapjan és teljes remisszid
(CR), részleges remisszié (PR), stabil betegség (SD) és progressziv betegség (PD)
csoportokba soroltuk be. A tanulmanyt jovahagyta az intézet Etikai Bizottsdga, a
betegektdl bevalasztas vagy mintavétel el6tt tajékoztatdo alapjan beleegyezd

nyilatkozatot kértiink.
3.3 A FOLFIRI+bevacizumab kezelés

A FOLFIRI+B kezelési séma a kovetkezot foglalja magaba: B (5 mg/kg), irinotecan
(180 mg/m?), bolus 5-FU (400 mg/m?) és leukovorin (400 mg/m?), amit 46-6ras 5-FU
infuzi6 kovet (2400 mg/mz). Ezt a kezelési modot alkalmaztuk minden 2 hétben és
progresszioig vagy nem toleralhatdo mellékhatasok megjelenéséig folytattuk. Az elsd két
B infazié 90, majd 60 perc alatt adtuk be. A tovabbi B infuziok 30 percig tartottak , ha
a korabbi infuzidkat jol toleralta a beteg.

Dozis csokkentésre a FOLFIRI kezelés altal kivaltott 3-as és 4-es foku toxicitds miatt
volt sziikség. A mellékhatasok osztalyozasa a ,,National Cancer Institute Common

Terminology Criteria for Adverse Events (CTCAE), version 3.0 alapjan tortént.
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3.4 Mintaelokészités a rakriziko vizsgalatahoz

A betegekt6l és kontrolloktol reggel éhgyomorra vérmintat vettiink EDTA-s (15%)
csObe. A periférias vér mononuklearis sejteket (PBMC) Ficoll gradiens moédszerrel
izolaltuk a teljes vérb6l. A PBMC-b6l a DNS-t Master Pure TM Genomic DNA
Purification Kit (Epicente Technologies, Madison, WI, USA) segitségével vontuk ki a
gyarto utasitasai alapjan. A vérplazmabdl aliquotokat fagyasztottunk le 10 percen beliil

a vérvételt kovetden €s -84°C-on taroltuk a Hcy meghatarozasig.

3.5 Genotipizalas

Az MTHFR genotipusokat a beteg periférias vérébdl izolalt limfocitakbol nyer DNS
mintabol hataroztuk meg standard modszerek felhasznalasaval Az MTHFR C677T
(rs1801133) genotipusokat PCR-RFLP moddszerrel hataroztuk meg a Frosst és mtsai
altal leirt metodikanak megfeleléen [96]. A C677T esetében a PCR reakcio utan a Hinfl
emésztést alkalmaztuk. A mintak kb. 10%-4at egy olyan személy Gjra megvizsgalta, aki
nem vett részt a korabbi adatgylijtésben. Az eredmények kozott nem volt eltérés. Az
emésztés utan a termékeket kapillaris elektroforézissel és lézer-indukalt fluoreszcens

detekcidval (ABI PRISM TM 310) értékeltiik ki.

Az SHMT1 C1420T polimorfizmus (rs1979277) meghatarozasat allél diszkrimindcios
modszer alkalmazasaval végeztiik, amikor is a Skibola és mtsai altal leirt fluorogén 3’-
Kis-arok koté6 (MGB) probat hasznaltunk [34]. A valds-ideji PCR-t Rotorgene 2000
real-time késziiléken (Corbette Research, Mortlake, Ausztralia) végeztiik. A mintak kb.
10%-at parhuzamosan genotipizaltuk valds-idejii PCR és PCR-RFLP moédszerrrel Eam
11041 restrikcioés enzimmel (Fermentas Inc., Hanover, MD, USA). A kiilonbség a két
metodika kozott 1% alatt volt.

A TYMS 5°UTR VNTR és 3’UTR ins/del polimorfizmust a korabban leirtak szerint

vizsgaltuk [108]. A mintak kb. 10%-at Gjravizsgalta egy olyan személy, aki nem ismerte

a korabbi adatgytijtést. Nem volt eltérés az eredményekben.

30



3.6 Biokémiai és hematologiai paraméterek meghatarozasa

A Hcy szintet HPLC technikdval hataroztuk meg Hcy kit (Immundiagnostik AG,
Bensheim, Germany) alkalmazasaval. A kitek kozti valtozékonysag (teljes variacios
koefficiens, %) a mindség-ellenérzési mintdk esetében 4,4% volt. A betegek esetén a
Hcy szintet a mutéti beavatkozas és/vagy (radio)kemoterapia el6tt hataroztuk meg
¢hgyomri allapotban. A normal Hcey felso értékét (15 uM) hasznaltuk vagoértéknek.

Az egyéb Dbiokémiai ¢és hematoldgiai paramétereket standard laboratoriumi
modszerekkel hatdroztuk meg. A becsiilt kreatinin klirensz (eCcr) értékét Cockcroft &
Gault modszerével szamoltuk ki [109]. Az eCcr median értékét (95 uM) hasznaltuk
vagoértéknek.

A PBMC DPD aktivitasat radioenzimatikus modszerrel vizsgaltuk, korabbi részletes
leirasunk szerint [110]. Egy korabbi tanulmanyunk eredményei alapjan a vagéértéket 15

pmol/perc/10° PBMC-ben hatéroztuk meg [111].

A fenti eljarasok alatt a vizsgalatot végzd személy nem ismerte a mintak eredetét.
3.7 Statisztikai analizis

3.7.1 Az eset-kontrollos tanulmdny statisztikai modszerei

Az atlagokat és aranyokat a betegek és kontrollok esetén t teszttel és XZ j6-illeszkedés
teszttel vizsgaltuk kivéve a Hcy-t, ahol Mann-Whitney U tesztet hasznaltunk. A
diplotipusok megoszlasanak kiilonbségét a wvarians alléllel rendelkez6 csoportok
O0sszevonasaval elemeztiik. A nem mellett, a kor esetén a median 60 évet hasznaltuk
kiiszobértéknek a stratifikalasndl. A polimorfizmusok és a rakriziké kapcsolatat nemre,
korra és BMI-re illesztett logisztikus regresszioval értékeltiik ki. A nemre, korra és
BMI-re stratifikalt analizis esetében az illesztést rendre korra és BMI-re, nemre és BMI-
re valamint nemre €s korra végeztiik el. Az eredményeket esély-arany (odds ratio, OS)

és 95%-os konfidencia intervallum (95% CI) feltiintetésével adtuk meg. Az OR
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trendeket (gén-dozis hatéds) sorrendi értékeknek a genotipushoz valé hozzéarendelésével

szamoltuk ki.

A Hardy-Weinberg egyenstuly (HWE) tesztelése Haploview 4.1 programmal (Daly Lab
at the Broad Institute, Cambridge, MA, USA) tortént.

A feltételezheté populacidos rétegzodésbol eredd6 hiba lehetséges hatasanak
megbecsiilésére a tanulmanyozott populacioban a Lee és Wang képlet alkalmas [112].
Az alkalmazott képlet:

U = (GB)Y? [(GB)*+1]*[(GB)"? +G] [(GB)? +B] %, ahol G = ApAL ™ (1-A)(1-An) ™ és
B = DHDL'l; A4, L — a legmagasabb és legalacsonyabb allél frekvenciak; Dy | — a
legmagasabb ¢és legalacsonyabb megbetegedési ratdk. Azért, hogy az eredményeket ne
lehessen kizardlag csak a populacios rétegz6désbol eredd hibaval magyardzni, a
tényleges OR-nek nagyobbnak kell lennie, mint a szamitott U.

Az eurdpai orszagok SHMT1 C1420T genotipus frekvencidi megtaldlhatok a dbSNP
adatbazisban [113], a magyarorszagi MTHFR C677T genotipus frekvenciakrol 12
fiiggetlen kozlemény szamol be. Az eurdpai [114] ¢és magyarorszagi (Nemzeti
Rakregiszter 2001-2007, Gaudi L. személyes kozlése) colon- ill. rectumrak incidenciakat

hasznaltuk fel.

A nem, kor, BMI és Dukes stadiumra illesztett 4tlag Hcy értékeket a kiilonb6zd geno-
¢és diplotipusok esetén Kruskal-Wallis ANOVA és Kruskal-Wallis Z post-hoc teszttel
hasonlitottuk 0ssze. Hasonlo analizist végeztiink a kiilonb6z6 Dukes stadiumokban a
nemre, korra és BMI-re megfeleltetett Hcy atlagértékekkel. A kiilonb6z6 Dukes
stadiumokra a linedris trendet is teszteltiik. A Dukes A csoportot kis 1étszdma miatt a B

stadiumu betegekhez csatoltuk.

Minden statisztikai tesztet az NCSS szoftverrel (Hintze, J. 2001. NCSS and PASS.
Number Cruncher Statistical System, Kaysville, UT, http://www.ncss.com) végeztiik.
Az 5%-os szintet és ha a 95% Cl nem tartalmazta az egységet tekintettiink

szignifikansnak.
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3.7.2 A FOLFIRI+bevacizumab kezeléses tanulmdny statisztikai modszerei

A biologiai jellemzok és klinikai valasz kozti 6sSzefiiggést rxc egzakt teszttel vizsgaltuk
[115]. A talélést Kaplan-Meier modszerrel és log-rank teszttel értékeltiik. Tobbvaltozos
Cox regressziot hasznaltunk az egyes faktorok tulélésre gyakorolt hatasanak a
kiértékelésére. A kockazati aranyt (HR) és a 95%-0s konfidencia intervallumot (ClI)
tiintettiik fel. A kiilonb6z0 paraméterek befolyasat a magas vérnyomasra tobbvaltozos
logisztikus regresszids analizissel szamoltuk ki. A tobbvaltozos analiziseket korra,
nemre, tumor méretre és differencidltsagi fokra, a metasztazis helyére, az altalanos
allapotra, az adjuvans kezelésre és a platina-alapu kemoterapiara (masod és harmad
vonalban, csak az OS esetében) illesztettiik. Abban az esetben, ha a tobbvaltozos
analizis fiiggetlen valtozot eredményezett a taléléseket Kaplan-Meier modszerrel és log-
rank teszttel is kiértékeltiik. Minden statisztikai tesztet (kivéve az egzakt tesztet) NCSS

szoftverrel végeztik el.
3.7.3 Az esetleiro tanulmadny statisztikai modszerei
A szérum MTX és a metabolit, 7-hidroxi-metotrexat (7-OH-MTX), koncentraciok

idébeni valtozasat mutaté gorbéket MEDUSA™ 1.5 (CheMicro Kft, Budapest)

programmal illesztettiik.
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4. EREDMENYEK

4.1 A folatciklus génpolimorfizmusainak hatiasa a rakrizikéra colon- és

rectumdaganatos betegek esetében

A betegek ¢és kontrollok valogatott jellemzoéit €s genotipus megoszlasat a 2. tablazatban
Osszegeztilkk. A betegek ¢és kontrollok kor, nem ¢és BMI szerinti megoszlasa
megegyezett. A Hey szintek szignifikdnsan magasabbak voltak a rdkosokban (4tlag+SE:
20.8 = 0.30; p < 0.0001 ¢és 19.1 = 0.27; p < 0.0001 a colon- és rectumrakban), mint a
megfeleld kontrollokban (17.9 +0.32 és 17.7 £ 0.30) (2. tdblazat).

Az SHMT1 C1420T és MTHFR C677T genotipusok megoszlasa mind a betegek, mind a
kontrollok esetében megfelelt a HWE-nak (SHMT1: kontroll p = 0.131 és colonrak p =
0.843; kontroll p = 0.167 és rectumrak p = 0.973; MTHFR: kontroll p = 0.074 és
colonrdak p = 0.063; kontroll p = 0.126 ¢és rectumrak p = 0.403). (Ezek az adatok a
tablazatban nincsenek megadva.)

A betegek és kontrollok genotipus megoszlasanak egyvaltozds Osszehasonlitasa csak a
rectumrakos csoportnal mutatott szignifikans kiilonbséget, mind az SHMT1 C1420T,
mind az MTHFR C677T polimorfizmus esetén. Egy ellentétes elmozdulas figyelhetd
meg a varidns homozigotaktol a vad tipus felé az SHMT1 és a vad tipustdl a
heterozigotak felé az MTHFR esetében, ezért az SHMT1 CT+TT / MTHFR CC
diplotipusok szignifikdnsan alulreprezentaltak a rectumrakos csoportban (2. tablazat). A

nem 6sszevont diplotipus csoportok megoszlasat a 3. tablazat tartalmazza.
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2. tablazat Valogatott klinikai jellemz6k és az SHMT1 1420 ill. MTHFR 677

genotipus frekvenciak a colon- és rectumrakosok ill. kontrollok esetén

Paraméterek

Kor (év)
atlag + SD
<60
> 60
Nem
Ferfi
N6
BMI
atlag + SD
Dukes stadium

OO0 w >

SHMT1 1420
CcC
CT
TT
CT+TT
MTHFR 677*
cC
CT
TT
CT+TT

SHMT1/
MTHFR

cc/cc
CC/CT+TT
CT+TT/CC
CT+TT/CT+TT
Hcy
atlag + SD

Kontroll
n =461
n (%)

Colonrak

n =476
n (%)

p

59.2+124 595+11.9 0.733

230 (50)
231 (50)

218 (47)
243 (53)

26.2+3.9

220 (48)
186 (40)
55 (12)
241 (52)

216 (47)
186 (40)
59 (13)
245 (53)

89 (19)
131 (29)
127 (28)
114 (24)

17.9+6.9

226 (47)
250 (53)

227 (48)
249 (52)

26.2+4.0

3 (1)
107 (22)
181 (38)
185 (39)

228 (48)
201 (42)
47 (10)
248 (52)

208 (44)
196 (42)
68 (14)
264 (56)

93 (20)
132 (28)
115 (24)
132 (28)

0.300

0.863

1.000

0.360

0.939

0.396

0.230

0.160

20.8+£6.5 0.000

* 4 colonrakos esetében sikertelen volt a genotipizalas
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Kontroll
n =478
n (%)

58.9 + 11.1
246 (51)
232 (49)

304 (64)
174 (36)

26.5+35

220 (46)
198 (41)
60 (13)
258 (54)

226 (47)
194 (41)
58 (12)
252 (53)

91 (19)
129 (27)
135 (28)
123 (26)

17.7+6.6

Rectumrak
n =479
n (%)

58.9 + 10.5
238 (50)
241 (50)

302 (63)
177 (37)

264+43

3 (1)
102 (21)
220 (46)
154 (32)

249 (52)
192 (40)
38 (8)
230 (48)

190 (40)
231 (48)
58 (12)
289 (60)

103 (22)
146 (30)
87 (18)
143 (30)

19.1+5.9

p

0.938
0.437

0.803

0.882

0.002

0.009

0.002

0.001

<0.001

0.000



3. tablazat Az SHMT1 1420 / MTHFR 677 diplotipusok megoszlasa a colon- és

rectumrakosok ill. a megfelel6 kontrollok esetében

Diplotipus Megoszlas

SHMT1 1420/ Kontroll Colonrak p Kontroll Rectumrak p

MTHFR 677 n (%) n (%) n (%) n (%)
cc/cc 89(19) 93(20) 0.188 91(19) 103 (21.5) <0.001
CC/CT 92 (20) 92 (19) 96 (20) 113 (23.6)
CC/TT 39 (9) 40 (9) 33 (7) 33 (6.9)
CT/CC 97 (21) 87 (18) 104 (22) 69 (14.4)
CT/CT 75(16) 91 (19) 75(16) 99 (20.7)
CT/TT 14 (3) 22 (5) 19 (4) 24 (5.0)
TT/CC 30 (7) 28 (6) 31 (6) 18 (3.7)
TT/CT 19 (4) 13 (3) 23 (5) 19 (4.0)
TT/TT 6 (1) 6 (1) 6 (1) 1 (0.2

Nem figyelhetd meg eltérés a colonrakban az SHMT1 és az MTHFR CT vagy TT
genotipus és a CC genotipus Osszehasonlitdsakor (4. tablazat). A colonrakkal
ellentétben a rectumrak kockazati aranya szignifikansan alacsonyabb az SHMT1 TT és
magasabb az MTHFR CT genotipusok esetén.

Gén-dozis hatast csak az SHMTL1 esetében észleltiink, amikor is a T allél szamanak
novekedésével fokozatosan csokkent a kockazat részardnya (p = 0,014). A kor és nem
szerint stratifikalt kiértékelés kimutatta, hogy a rectumrak kapcsolata ezekkel a
polimorfizmusokkal a fiatalabbak (< 60 ¢év) és férfiak esetében van jelen a

leghatarozottabban (4. tablazat).
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4. tablazat A teljes, nem- és korspecifikus colon- és rectumrak rizik6 az

SHMT1 1420
CcC
CT
TT
CT+TT
MTHFR 677
CcC
CT
TT
CT+TT
Férfiak
SHMT1 1420
CcC
CT
TT
CT+TT
MTHFR 677
CcC
CT
TT
CT+TT
Nok
SHMT1 1420
CcC
CT
TT
CT+TT
MTHFR 677
CcC
CT
TT
CT+TT

Colonrak

OR* (95% ClI)

1.00 (referencia)

1.07 (0.81-1.41)
0.86 (0.56-1.33)
1.02 (0.79-1.32)

1.00 (referencia)

1.08 (0.81-1.42)
1.19 (0.80-1.78)
1.11 (0.87-1.44)

1.00 (referencia)

0.93 (0.63-1.39)
0.75 (0.40-1.39)
0.89 (0.61-1.30)

1.00 (referencia)

1.36 (0.91-2.05)
1.42 (0.80-2.50)
1.37 (0.94-2.00)

1.00 (referencia)

1.22 (0.83-1.80)
0.94 (0.50-1.74)
1.13 (0.79-1.62)

1.00 (referencia)

0.87 (0.59-1.28)
1.07 (0.60-1.90)
0.93 (0.65-1.33)

0.62
0.49
0.90

0.61
0.39
0.43

0.73
0.36
0.54

0.14
0.23
0.10

0.31
0.83
0.50

0.48
0.82
0.68
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p'r

0.611

0.338

0.334

0.121

0.824

0.863

SHMT1 1420 és MTHFR 677 genotipusok esetében

Rectumrak
OR* (95% CI)

1.00 (referencia)
0.86 (0.66-1.13)
0.57 (0.36-0.89)
0.80 (0.62-1.03)

1.00 (referencia)
1.40 (1.06-1.84)
1.14 (0.75-1.73)
1.35(1.04-1.74)

1.00 (referencia)
0.92 (0.65-1.29)
0.42 (0.23-0.75)
0.80 (0.58-1.10)

1.00 (referencia)
1.45 (1.03-2.05)
0.89 (0.52-1.51)
1.29 (0.94-1.79)

1.00 (referencia)
0.77 (0.49-1.22)
0.97 (0.47-2.01)
0.80 (0.52-1.22)

1.00 (referencia)
1.39 (0.88-2.19)
1.81 (0.91-3.60)
1.45 (0.94-2.23)

0.27
0.013
0.08

0.016
0.53
0.024

0.63
0.003
0.16

0.034
0.67
0.12

0.27
0.93
0.29

0.16
0.09
0.09

0.014

0.083

0.015

0.494

0.390

0.052



Kor < 60 év

SHMT11420
CcC
CT

TT

CT+TT
MTHFR 677
CcC
CT
TT
CT+TT

Kor 2 60 év
SHMT11420
CcC
CT
TT
CT+TT
MTHFR 677
CcC
CT
TT
CT+TT

1.00 (referencia)

1.22 (0.82-1.82)
0.67 (0.37-1.23)
1.08 (0.74-1.57)

1.00 (referencia)

1.72 (1.15-2.59)
1.37 (0.77-2.44)
1.65 (1.14-2.39)

1.00 (referencia)

0.91 (0.62-1.34)
1.13 (0.59-2.18)
0.92 (0.64-1.33)

1.00 (referencia)

0.70 (0.47-1.03)
0.99 (0.56-1.73)
0.75 (0.52-1.08)

0.485
0.33

0.19
0.69

0.047
0.008
0.29
0.008

0.943
0.64
0.71
0.67

0.489
0.07
0.96
0.13

1.00 (referencia)
0.81 (0.55-1.19)

0.32 (0.16-0.61)
0.69 (0.48-0.99)

1.00 (referencia)
1.97 (1.33-2.92)
0.98 (0.54-1.76)
1.67 (1.16-2.40)

1.00 (referencia)
0.90 (0.61-1.32)
1.04 (0.54-1.98)
0.92 (0.64-1.31)

1.00 (referencia)
1.03 (0.70-1.52)
1.33(0.73-2.42)
1.08 (0.74-1.56)

0.002
0.29

0.0006
0.044

0.112
0.0007
0.94
0.005

0.763
0.58
0.91
0.63

0.432
0.89
0.35
0.70

* illesztve a nemre, korra és BMI-re a teljes rizikd esetén, korra és BMI-re illesztve a nem-
specifikus riziko esetén, nemre és BMI-re illesztve a kor-specifikus rizikd esetén; + a gén-dozis

hatas tesztje

A BMI szerinti (<25 vs >25) stratifikdlt elemzés nem eredményezett szignifikdns

kiilonbségeket.

A diplotipusok alapjan torténd kockazati elemzés kapcsan megtigyelhetd, hogy az

SHMT1 1420T allél legerésebben a vad tipust MTHFR esetén csokkenti a rectumrak
rizik6t (5. tadblazat). Az SHMT1 1420T allél rizikocsokkentd hatésa teljesen eltiinik az

MTHFR T allél meglétekor. A teljesség érdekében OR minden egyes diplotipusra a 6.

tablazatban van feltiintetve.
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5. tablazat Az SHMT1 1420 / MTHFR 677 6sszevont diplotipusok colon- és

rectumrak rizikoja

Diplotipus Colonrak Rectumrak
SHMT1/ beteg / Ja— beteg / o oY=
MTHFR kontroll OR*(95% Cl) kontroll ~ OR"(95%CD)

CC/CC 93/89 1.00 (referencia) 103/91 1.00 (referencia)
CC/CT+TT 132/131 0.95(0.65-1.39) 146/129 0.99 (0.69-1.44)
CT+TT/CC 115/127 0.87 (0.59-1.27) 87/135 0.57 (O.39-0.84)Jr

CT+TT/CT+TT 132/114 1.10(0.75-1.62) 143/123 1.02 (0.71-1.48)

* nemre, korra és BMI-re illesztve; 1 eltér a referenciatdl (p = 0.005) vagy a CT+TT / CT+TT
diplotipustdl (p = 0.002)

6. tablazat Az SHMT1 / MTHFR 677 diplotipusok colon- és rectumrak rizikéja

Diplotipus Rakriziko
SHMT1 1420/ Colonrak p Rectumrak p
MTHFR 677 OR* (95%Cl) OR* (95%Cl)
CcCc/ccC 1.00 (referencia) 1.00 (referencia)

cc/cT 0.94 (0.62-1.42) 0.778  1.04 (0.70-1.54)  0.857
CC/TT 0.97 (0.57-1.65) 0.910  0.88 (0.50-1.54)  0.659
CT/CC 0.86 (0.57-1.29) 0.462  0.57 (0.39-0.89)  0.012
CT/CT 1.15(0.76-1.76)  0.506  1.16 (0.77-1.76)  0.472
CT/TT 1.50 (0.73-3.14) 0.271  1.11(0.57-2.17)  0.750
TT/CC 0.90 (0.50-1.62) 0.721  0.51(0.27-0.98)  0.043
TT/CT 0.66 (0.31-1.41) 0.279  0.72 (0.37-1.42)  0.355
TT/TT 0.95(0.29-3.07) 0.933  0.15(0.02-1.25)  0.080

* nemre, korra és BMI-re illesztve
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Mivel az SHMT1 C1420T genotipusok magyarorszagi megoszlasa nem all
rendelkezésre, ezért az eurdpai genotipus frekvencidkat és rectumrdk incidencidkat
hasznaltuk, hogy megbecsiiljiik a populécios rétegzodésbdl adddo hibak lehetdségét.

Az SHMT1 1420 CC+CT frekvenciak Europaban 0,833 és 0,913 kozé esnek [113], a
rectumrak incidencidja kb. 9 és 37 kozott van 100.000 lakosra szamitva a kiillonbozo
europai orszagokban [114]. Lee és Wang képletét hasznalva azt talaltuk, hogy a hiba
fels6 hatara 1,29, ami kevesebb mint 1/0,55 = 1,82, ami a tanulmanyunkban megfigyelt
OR az SHMT1 1420C all¢lt hordozok esetén. Az MTHFR C677T esetében 12 egymastol
fiiggetlen publikaciot talaltunk a magyar népességrol, ami alapjan a CT+TT frekvencidk
0,412 ¢és 0,7 kozott vannak. A rectumrdk incidencidja Magyarorszagon kb. 32 és 38
kozé esik 100.000 lakosra szdmitva, ezért a hiba felsé hatdra 1,05, ami alacsonyabb,

mint 1,38, amit a magyar MTHFR 677T allélt hordozok esetében talaltunk.

4.1.1 A vizsgalt polimorfizmusok hatasa a homocisztein szintre

Annak érdekében, hogy megvizsgdljuk az SHMT1 C1420T és az MTHFR C677T
polimorfizmus hatdsat, a nemre, korra és BMI-re igazitott atlag Hcy szinteket
hasonlitottuk dssze a kontrollok és betegek kiilonboz6 diplotipusaiban. A Hey szinteket
a betegek esetében Dukes stadiumra is igazitottuk, mivel az atlag Hcy szintek

szignifikdnsan magasabbak az elérehaladott stadiumu betegségben (7. tablazat).
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7. tablazat A colon- és rectumrakosok ill a kontrollok szérum total homocisztein
szintje kulonb6zé Dukes stadiumban és SHMT1 1420 / MTHFR 677

diplotipusok esetén

Atlag szérum total homocisztein* (95% Cl) [uM]
Dukes

stadium Kontroll Colonrak Kontroll Rectumrak
17.9 (17.3-18.5) 17.7 (17.1-18.3)
A B 19.4 (16.9-21.8) 18.3 (16.9-19.6)
C 20.8 (19.1-22.5)° 19.1 (17.9-20.2)°
21.6 (20.7-22.6)° 20.4 (19.6-21.3)°
p'=0.031 p'=0.036

trend p = 0.059 trend p = 0.053

SHMT1 1420/ Kontroll Colonrak** Kontroll Rectumrak™**

MTHFR 677
CC/CC 15.6 (14.2-17.0) 20.7 (18.9-22.5)° 15.9 (14.6-17.2) 19.4 (18.0-20.8)°

CC/CT+TT 16.2 (15.1-17.4) 21.5 (20.1-22.8)° 15.3 (14.4-16.1) 21.0 (19.7-22.2)°

CT+TT/ CC 19.1 (17.9-20.2)* 22.8 (21.0-24.5)° 19.3 (18.1-20.5)" 19.6 (17.9-21.4)

CT+TT/CT+TT 20.3 (19.1-21.6)" 21.4 (19.8-23.0) 19.8 (18.6-21.0)" 20.8 (19.7-21.9)
p'<0.0001 p'=0.155 p'<0.0001 p'=0.221

* korra, nemre és BMI-re illesztve; ** Dukes stadiumra is illesztve; T Kruskal-Wallis egyutas
ANOVA; # eltér a CC / CC vagy CC / CT+TT diplotipustdl, Z-érték teszt p < 0.05;° eltér a
kontrolltél, Mann-Whitney U-teszt p < 0.01

A kontrollokban az SHMT1 varians allél jelenléte szignifikdnsan magasabb Hcy
szinteket eredményezett, mig ez a hatds a betegek esetében nem volt megfigyelhetd. Az
MTHFR T allélnak nincs egyértelmii hatdsa a Hcy szintekre. Az Osszes diplotipus

csoportban az igazitott atlag Hcy szintek a 8. tablazatban lathatok.
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8. tablazat A colon- és rectumrakosok ill. a megfelel6 kontrollok atlag

homocisztein szintje a kilénb6zé SHMT1 1420 / MTHFR 677 diplotipusokban

Diplotipus
SHMT1/
MTHFR

cc/cc
CC/CT
CC/TT
CT/CC
CT/CT
CT/TT
TT/CC
TT/CT
TT/TT

Atlag szérum total homocisztein (95% Cl) [uM]

Kontroll

Colonrak

Kontroll

Rectumrak

atlag* (95% Cl) atlag** (95% CI) atlag* (95% Cl) atlag** (95% Cl)

15.4 (13.9-16.8)
15.2 (13.8-16.5)
17.9 (14.8-20.9)
18.3 (16.8-19.7)
20.0 (18.2-21.8)"
19.8 (15.8-23.8)
20.4 (18.2-22.6)"
21.6 (17.7-25.6)

23.3 (15.6-30.9)

20.7 (18.9-22.5)"
21.0 (19.6-22.5)"
22.3 (19.4-25.2)"
23.1 (20.8-25.5)"
21.9 (19.9-23.8)
18.3 (14.9-21.7)
22.0 (19.8-24.2)
23.7 (16.3-31.1)

19.9 (16.9-29.6)

15.9 (14.6-17.2)
14.4 (13.6-15.2)
17.7 (15.2-20.3)
18.6 (17.2-20.0)"
19.7 (17.9-21.4)"
20.1 (16.9-23.3)
21.6 (19.1-24.2)"
19.7 (17.4-22.1)"

21.6 (19.2-24.0)

19.4 (18.0-20.8)"
20.5 (19.2-21.8)"
22.5 (19.1-26.0)"
18.7 (17.1-20.3)
21.2 (19.9-22.5)"
19.9 (17.4-22.3)
22.8 (17.1-28.5)
20.3 (17.2-23.3)

15.9 (13.2-23.0)

* - korra, nemre és BMI-re illesztve; ** - korra, nemre, BMI-re és Dukes stadiumra illesztve; T,

eltér a CC/CC vagy CC/CT diplotipusoktol, Z-érték teszt p<0.05; * - eltér a kontrolltél, Mann-
Whitney U-teszt p<0.05

4.2 A vizsgalt polimorfizmusok hatisa a FOLFIRI + bevacizumab kezelésre adott

valaszra

4.2.1 A FOLFIRI+bevacizumab kezelésben részesiilt betegek jellemzoi

A betegek kliniko-patologiai jellemz6éi és a vizsgalt polimorfizmusok genotipus

frekvenciait az 9. tablazatban tintettiik fel.
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9. tablazat A FOLFIRI+bevacizumab kezelésben részesult betegek jellemzéi

(n=85)
Paraméter n (%) Paraméter n (%)
Kor (év) eCcr (ml/perc)
median (min-max) 56 (26-79) <95 43 (51)
<60 48 (56) 205 42 (49)
260 37 (44) Hcy (M)
Nem <15 16 (19)
Ferfi 45 (53) 215 69 (81)
N6 40 (47) DPD (nmol/perc/10° PBMC)
Tumor lokalizacio <15 28 (33)
Colon 46 (54) 215 57 (67)
Rectum 39 (46) MTHFR 677
Tumor differenciacio C/IC 32(38)
J6 9(11) C/IT 35(41)
Kbzepes 55 (64) T/T 18 (21)
Rossz 21 (25) SHMT1 1420
Metasztazis helye C/C 39 (46)
Maj 60 (71) C/T 39 (46)
Tudé 10 (12) TT 7 (8)
Egyéb 15 (17) TYMS 5'UTR
Adjuvans kemoterapia 3R/IBR 27 (32)
lgen 33 (39) 3R/2R 41 (48)
Nem 52 (61) 2R/I2R 17 (20)
Altalanos allapot, ECOG TYMS 3'UTR?
0 63(74) +6/+6 40 (48)
1 14(17) +6/-6 33 (39)
2 8 (9 -6/-6 11 (13)

* 1 betegnél nem sikeriilt a genotipizalas; ECOG, ,Eastern Cooperative Oncology Group”;
PBMC, periférias vér mononuklearis sejtek; eCcr, becsiilt kreatinin klirensz; Hcy, szérum total
homocisztein; DPD, dihidropirimidin dehidrogenaz; TYMS, timidilat szintdz; UTR, nem

transzlalodo régid
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A legtobb betegnek (>90%) az ECOG statusa a kezelés kezdetén 0 vagy 1. Az eCcr 37
és 220 ml/perc érték kozott valtozott. Ot betegnek (6 %) kdzepes (eCer 30-59 ml/perc)
mig 17 betegnek (20 %) enyhe (eCcr 60-89 ml/perc) vesekarosodasa volt. A Hey 10,8
€s 29,9 (medidn 20,3) uM érték kozott valtozott. Emlitésre méltd, hogy a CRC-s
betegek kozott nagy (>80 %) a hiperhomociszteinémidsok (>15 uM) aranya. A DPD
enzimaktivitis értéktartomanya 5,3 és 52,6 (median 19,2) pmol/perc/10° PBMC.
Minden genotipus megoszlas megfelelt a Hardy-Weinberg egyensuly alapjan vartnak.

(MTHFR p=0,157; SHMT1 p=0,524; TYMS 5’ p=0,841; TYMS 3’ p=0,322).

4.2.2 A FOLFIRI+bevacizumab kezelés hatékonysdaga

Az els6-vonalbeli FOLFIRI+B terapia utan a legjobb terapias valasz 10 beteg esetén CR
volt (12%), 43 betegnél PR (51%), 23 beteg esetén SD (27%) és 9 beteg progredialt
(10%). Az objektiv valasz (CR+PR) aranya 63%, mig a klinikai haszon (CR+PR+SD)
eléri a 90%-ot. A median PFS 11 hénap (95% CI 9-13 hénap) és a medidn OS 2 év
(95% Cl 21-27 hoénap) (10. tablazat). Tizenharom beteg (15%) a kezelés
eredményeképp alkalmassa valt az 4ttét(ek) operacioval torténd eltadvolitisara.

Az eCcr, Hcy, DPD ¢értékei €s minden genotipus Osszevetésre keriilt a kezelés
hatékonysagaval (10. tablazat). Az SHMT1 1420T allél jelenléte javit a klinikai
valaszon (p=0,025) ¢és a klinikai haszon (98%) szignifikansan nagyobb (p=0,013) a vad
(CC) genotipushoz viszonyitva (82%).

A progresszidomentes talélés szignifikansan hosszabb (p=0,00004) az SHMT1 1420T

alléllel rendelkezoknél, mint a CC genotipustiaknal.
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10. tablazat A FOLFIRI+bevacizumab kezelés eredményei

Terapias valasz N (%)
Paraméter n CR PR SD PD p?
Osszes 85 10 (12) 43(51) 23(27) 9(10)
eCcr (ml/perc)
<95 43 5(12) 23(53) 11(26) 4 (9)
205 42 5(12) 20(48) 12(28) 5(12) 0,96
Hey (UM)
<15 16 2(13) 10(63) 3(19 1 ()
215 69 8(12) 33(48) 20(29) 8(12 0,78
DPD (nmol/perc/10° PBMC)
<15 28  4(14) 12(43) 9(32) 3(11)
>15 57  6(10,5) 31(54) 14(25) 6(10,5) 0,75
MTHFR 677
CIC 32 2(6) 20(63) 6(19) 4(12
CIT 35  4(115) 15(43) 12(34) 4(11.5)
T/T 18 4 (22) 8(44) 5(28) 1 (6) 0,45
C/T+T/T 53 8(15) 23(43) 17(32) 5(0) 0,25
SHMT1 1420
C/IC 39 6(15 17(44) 8(20,5) 8(20,5)
CIT 39 3() 21(54) 14(36) 1 (2)
TT 7 1(14) 5(72) 1(@14) 0 (0) 0,09
C/T+T/T 46 4 (9) 26 (56) 15(33) 1 (2) 0,025
TYMS 5'UTR
2R/2R 17 2(12) 10(59) 4(23) 1 (6)
3RI2R 41  6(15) 22(54) 9(21) 4(10)
3R/BR 27 2 (7)) 11(41) 10(37) 4(15) 074
3R/2R+3R/3R 68 8(12) 33(48) 19(28) 8(12) 0,93
TYMS 3'UTR*
-6/-6 11 2 (18) 5(46) 327) 19
+6/-6 33  4(12) 16(49) 9(27) 4(12)
+6/+6 40  4(10) 22(55) 11(28) 3 (7) 0,97
+6/-6&+6/+6 73  8(11) 38(52) 20(27) 7(10) 0,88

#1 betegnél nem sikerllt a genotipizalas; * Egzakt teszt; CR, telies remisszid; PR, részleges

remisszio; SD, stabil betegség; PD, progressziv betegség
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Paraméter HR" hénap® HR® hénap®
Osszes 11 (9-13) 24 (21-27)
eCcr (ml/perc)
<95 1 (Referencia) 11 (9-13) 1 (Referencia) 24 (19-27)
295 1,03 (0,59-1,79) 11,5(9-16) 0,83(0,42-1,63) 23 (18-29)
Hey (uM)
<15 1 (Referencia) 10,5 (8-13) 1 (Referencia) 24,5 (19-29)
>15 1,04 (0,60-1,81) 12 (10-16) 1,52 (0,81-2,85) 22 (18-27)
DPD (nmol/perc/10® PBMC)
<15 1 (Referencia) 12 (7-15) 1 (Referencia) 23 (17-27)
215 1,23 (0,72-2,10) 11 (9-13) 0,79 (0,41-1,53) 25 (19-28)
MTHFR 677
C/C 1 (Referencia) 11,5 (9-17) 1 (Referencia) 21 (18-28)
C/T 1,36 (0,74-2,49) 11 (9-14) 1,31 (0,61-2,82) 25 (18-29)
T/T 1,08 (0,55-2,11) 10,5(8-15) 1,17 (0,51-2,69) 25 (17-27)
C/T+T/T 1,23 (0,72-2,09) 11 (9-13) 1,25 (0,64-2,43) 25 (21-28)
SHMT1 1420
C/C 1 (Referencia) 9 (6-12) 1 (Referencia) 23 (17-28)
C/T 0,30 (0,16-0,54)** 12 (11-16) 0,52 (0,27-1,00)™ 25 (18-29)
T/T 0,36 (0,13-0,99)"* 15 (2-33) 0,40 (0,11-1,51) 23 (4-38)
C/T+T/T 0,31 (0,18-0,54)* 13 (11-16)** 0,51 (0,27-0,96)" 24,5 (19-29)"’
TYMS 5'UTR
2R/2R 1 (Referencia) 12 (9-13) 1 (Referencia) 17 (16-25)
3R/2R 0,55 (0,29-1,05) 11 (9-16) 0,51 (0,24-1,10) 25 (21-29)
3R/3R 1,31 (0,64-2,66) 11 (5-15) 0,85 (0,37-1,92) 25 (18-29)
3R/2R+3R/3R 0,75 (0,42-1,35) 11 (9-15) 0,61 (0,31-1,19) 25 (21-28)
TYMS 3'UTR*
-6/-6 1 (Referencia) 15 (5-18) 1 (Referencia) 22 (12-25)
+6/-6 1,86 (0,74-4,68) 11 (7-13) 0,93 (0,32-2,73) 23 (18-29)
+6/+6 1,73 (0,71-4,26) 11,5(9-15) 0,57 (0,20-1,63) 25 (19-29)
+6/-6&+6/+6 1,78 (0,75-4,24) 11 (9-13) 0,69 (0,25-1,91) 24 (21-28)

Progressziomentes és

teljes tulélés (95% CI)

1 betegnél nem sikeriilt a genotipizalas; HR, kockazati arany; Cl, konfidencia intervallum; ® A
tébbvaltozés Cox analizis korra, nemre, tumor lokalizaciéra és differencialtsagi fokra,
metasztazis lokalizaciéra, altalanos allapotra, adjuvans kemoterapiara és platina-alapu
kemoterapiara (masod és harmad vonalban, csak a teljes tulélésnél) illesztve; Pl p=0,00009; P2
p=0,011; ™ p=0,00004; *° p=0,049; " p=0,034; ® median tulélés, log-rank teszt; ** p=0,0067; °’

p=0,405
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A tobbvaltozos Cox analizis soran az SHMT1 mellett a tumor differencialtsagi foka és a
betegek altalanos allapota bizonyult a PFS fiiggetlen markerének. A median PFS 4
honappal hosszabb az SHMT1 1420T alléllal rendelkezéknél (13 honap; HR=0,31; 95%
Cl 0,18-0,54; p=0,00004) a CC genotipustiakhoz hasonlitva. A progressziomentes
tulélés Kaplan-Meier gorbéi mar a kezelés kezdetén széttartdakka valnak a két SHMT1

genotipus csoport esetén (2. abra).

7

ési arany

0,75 —

Log-rank teszt p=0,0067

7

é

0,50 —

SHMT1 1420CT +TT
0,25

SHMT1 1420CC

Progressziomentes tul

0,00
Id6 (hénap)

2. abra A FOLFIRI+B kezelésl betegek progresszidmentes tulélése az

SHMT1 1420CC és CT+TT genotipusok esetén

Az teljes talélés 1,5 honappal volt hosszabb azoknal a betegeknél, akiknél jelen van az
SHMT1 1420T allél, a vad genotipustiakhoz viszonyitva. Bar az egyvaltozos Kaplan-
Meier kiértékelés OS gorbéi a 20. és 40. hdnapban 0sszeérnek (nem abrazoltuk) és ezért
statisztikailag nem szignifikans a kiilonbség, de ezzel szemben a tobbvaltozds Cox
analizis statisztikailag szignifikdns kiilonbséget mutatott ki (HR=0,51; 95% CI 0,27-
0,96; p=0,034).
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Az Osszes tobbi vizsgalt paraméter nem befolyésolta szignifikdnsan a kezelésre adott

valaszt, a progressziomentes- és a teljes talélést.

4.3 A vizsgalt polimorfizmusok és a kezelések mellékhatasai

4.3.1 A FOLFIRI+bevacizumab kezelés mellékhatdsai

A betegek 91%-anal jelentkezett mellékhatas. A 3-as vagy 4-es foku toxicitas, kivéve a

magas vérnyomast, ritka volt, amint azt a 11. tdblazat is mutatja.

11. tablazat Az els6 vonalbeli FOLFIRI+B kezelés utan kialakult

mellékhatasok a CRC betegekben

Mellékhatas 3-as vagy 4-es foki  Osszes
n (%) n (%)
Barmely 39 (46) 77 (91)
Magas vérnyomas 23 (27) 47 (55)
Neutropenia 12 (14) 22 (26)
Hasmenés 4 (5) 40 (47)
Hanyas 5 (6) 25 (29)
Hanyinger 0 (0) 31 (36)
Vérzés 0 (0) 20 (24)
Faradtsag 1) 13 (15)
Mucositis 2(2) 12 (14)
Hemoglobin 3(4) 12 (14)
Kopaszsag - 40 (47)
Vesefunkcio 1(2) 3 (4)
Proteinuria 1) 1(2)
Vénas tromboembdlia 2(2) 2 (2)
Kéz-lab szindroma 1) 2 (2)
Neutropénias laz 0 (0) 1(2)
Sziv toxicitas 0 (0) 1(2)

A kezelést 13 betegnél kellett abbahagyni, mig 22 betegnél dozist kellett csokkenteni

vagy atmenetileg felfiiggeszteni a kezelést. A magas vérnyomas volt a leggyakoribb
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mellékhatds, mig a neutropenia volt a leggyakoribb hematoldgiai toxicitas. A
bevacizumabhoz kothetd toxicitds, mint a magas vérnyomas, vérzés, veénas
thromboembolia és proteinuria a betegek 55%-anal jelentkezett és kb. a felénél (27%)
ez 3-as vagy 4-es foku volt. Minden betegnél a vérnyomadst ellendrizték és minden
negyedik beteg emiatt gyogyszeres kezelésben részesiilt. Hat betegnél a bevacizumab
kezelést ideiglenesen felfiiggesztették sebészi beavatkozas miatt.

Statisztikailag szignifikans 0sszefiiggést talaltunk a magas vérnyomas ¢€s a hatékonysag
(terapias valasz, PFS és OS) kozott (12. tablazat). Azon betegek esetében, ahol a magas
vérnyomas >1-es fokt volt az objektiv klinikai valasz 32/36 (89%) szignifikansan
magasabb (x* teszt p=0,00002), mint a tobbi beteg esetén 21/49 (43%). Az elbbick
esetében hosszabb a PFS (15 vs. 9 honap, log-rank teszt p=0,0002) és az OS (28 vs. 18
honap; p=0,003).

12. tablazat A magas vérnyomas és Kklinikai valasz ill. tulélések kozotti

Osszefuggés valamint az SHMT1 1420 polimorfizmus hatasa

r:g;z;’er CR PR SD PD PFS 0S

foka HR (95% ClI) HR (95% ClI)

Ovagy 1 49 3 18 19 9 1 (Referencia) 1 (Referencia)

> 1 36 7 25 4 0 0,23(0,12-0,42) 0,21(0,09-0,51)
p<0,00012 p=0,0002° p=0,003"

SHMT1 1420CC

Ovagy 1 22 1 7 7 7 1 (Referencia) 1 (Referencia)

> 1 17 5 10 1 1 0,16(0,05-0,48) 0,19 (0,04 -0,78)
p=0,007% p=0,002° p=0, 0002°

SHMT1 1420CT+TT

Ovagy 1 26 2 11 12 1 1 (Referencia) 1 (Referencia)

> 1 20 2 15 3 0 0,14(0,05-0,40) 0,55(0,14 -2,10)
p=0.063% p=0,016"° p=0,356"°

2 Egzakt teszt; ® Log-rank teszt; CR, teljes remisszio; PR, részleges remisszié; SD, stabil
betegség; PD, progressziv betegség; PFS, progresszidmentes tulélés; OS, teljes tulélés; HR,
kockazati arany; Cl, konfidencia intervallum

49



A tobbvaltozos Cox regreszios modell kimutatta, hogy az SHMT1 1420T allél mellett, a

>1 fokt magas vérnyomas a szignifikdnsan hosszabb progressziomentes és teljes tilélés

fliggetlen prognosztikai faktora.

Sem az SHMTL1 1420 polimorfizmus sem a tobbi vizsgalt paraméter vagy genotipus

nem mutatott osszefliggést a 2-es vagy magasabb foki magas vérnyomassal. Hasonlo

eredményt tapasztaltunk a tobbvaltozds logisztikus regresszios analizissel, ahol a magas

vérnyomas volt a fliggd valtozo.

A 3. adbra mutatja a magas vérnyomds hatasat a teljes tulélésre a két kiilonbozo

genotipusu csoportban. Mig az SHMT1 1420C homozigoéta betegekben szignifikans

hatdsa van a magas vérnyomasnak a teljes tulélésre (p=0,0002), ez a hatds nem volt

megfigyelhet6 a T alléllal rendelkez6 betegek esetében (p=0,356).
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3. dbra A magas veérnyomas foka szerint elkulonitett (0 vagy 1, piros) ill.
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(>1, z6ld) teljes talélési gérbék az SHMT1 1420CC (A) és CT+TT (B)

genotipusu betegekben az els6 vonalbeli FOLFIRI+B kezelés utan
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4.3.2 Toxikus metotrexdt kezelés bemutatisa egy osteosarcomds beteg esetében, az

MTHFR C677T polimorfizmus jelentosége

A metotrexat (MTX) egy folatantagonista gyogyszer, amelyet széles korben
alkalmaznak a rosszindulati daganatos betegségek kezelésében. Kiilonosen nagy
jelentdsége van a nagydozisi ~ MTX kezelésnek (HD-MTX) az osteosarcoma
kronikus toxikus mellékhatdsokat okozhat, amelynek elérejelzése az esetleges genetikai
kockézati tényezd(k) felismerése nagy jelentdséggel bir.

Vizsgalatunkban egy 10 éves beteg esetét és vizsgalatat ismertetjiik, aki tapinthatd
csomoval és fajdalommal jelentkezett a bal fibulajaban. A csontbiopszias anyagbol
osteosarcomat diagnosztizaltak. A beteg a kezelését a ,,Cooperative Osteosarcoma
Study 1996 protokoll szerint kapta [116]. Hisz perccel az els6 HD-MTX infzié vége
utan, melyet az ajanlott 12 g/m?/6/h dozisban kapott, a beteg aluszékonnya valt, vizelet
inkontinenciaja lett, reflexei csokkentek, enyhe nystagmusa és fényre reagald miosisa
lett. A vitalis paraméterei a normal tartomanyban voltak. Azonnal parenteralis
dexametazont kapott az agyddéma gyandja miatt. Eréltetett diuresist inditottak 4000
ml/m? infuzidval és 6 drankénti furoszemid addsaval. A neuroldgiai tiinetek 24 ora alatt
megsziintek. A szérum alanin aminotranszferaz (ALT) (33 U/l) és a y-glutamil
transzpeptidaz (GGT) (18 U/l) a fizioldgias tartomanyban voltak a HD-MTX terapia
kezdete el6tt. Az ALT az akut neurologiai zavarok alatt szignifikansan megemelkedett
(1349 U/1). A legmagasabb ALT szintet 24 6raval a HD-MTX infuzidé utdn mérték
(2231 U/) és a 35. napig, a normalizalodasig (55 U/l) kovettiik. A szérum GGT szint
263 U/l volt a 11 napon és két honap alatt normalizalodott. A betegnél nem volt eltérés
a vesefunkcioban, mind a szérum kreatinin, mind a kreatinin klirensz a normal
tartomanyban volt. A plazma MTX és 7-OH-MTX koncentraciojat HPLC-n kovettiik és
mindkettd késleltetett kiiiriilést mutatott (4. abra). Osszehasonlitisképpen 56 (szintén
HD-MTX-el kezelt) normal MTX kivalasztassal rendelkez6 osteosarcomas beteg MTX
¢s a metabolit a 7-hidroxi-methotrexat (7-OH-MTX) plazma koncentracidinak idébeni
valtozasat tiintettiik fel a 4. abran. Az MTX és 7-OH-MTX eliminacios félidoéit (t12) a

13. tablazatban 6sszegeztiik.
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4. abra A szérum MTX és 7-OH-MTX koncentracio valtozasa HD-MTX (12
g/m?/6 h) beadasa utan 56 osteosarcomas (atlag + SD) és a tanulmanyozott

beteg esetében.

13. tablazat A kitrulési félidok értékeinek osszehasonlitasa

Mért paraméter KiUrulési félidék (6ra)
tio t12B
MTX (toxikus eset) 3,96 29,45
7-OH-MTX (toxikus eset) 8,55 99,75
MTX (n=56) 2,44 10,87
7-OH-MTX (n=56) 5,28 -

A beteg MTHFR C677T polimorfizmusat a periférias vér limfocita frakciojabol izolalt
DNS mintabol hataroztuk meg, melynek eredménye MTHFR 677TT volt. A betegnek
186 oran keresztiil Kalcium folinatot (leukovorint) adtunk. Az elkovetkezd

tumorterapiak soran MTX-ot nem kapott a beteg, aki késébb combmegtarté miitéten
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esett at és 8 honap mulva befejezddott a kezelése. Hat éves kovetés utdn a beteg

tovabbra is teljes onkoldgiai remisszioban volt.

53



5. MEGBESZELES

5.1 A rakrizikdoval kapcsolatos vizsgalatok megbeszélése

Tanulmanyunkban mindkét vizsgalt polimorfizmus, az SHMT1 C1420T és az MTHFR
C677T is hatast gyakorol a rectumrak, de egyik sem a colonrdk kialakuldsanak
kockazatara. Korabbi tanulmanyok megerésitik az SHMT1 C1420T polimorfizmus
kiilonboz6é dagakatok kialakuldsanak rizikojara gyakorolt hatasat. Skibola és mtsai azt
talaltdk, hogy az SHMT1 1420TT genotipusoknal kisebb a felndttkori akut limfoid
leukémia rizikdja [34]. Hasonl6 eredményre jutottak Hishida és mtsai malignus limféma
kapcsan [35]. Nemrég azt figyelték meg, hogy az Eszak-Kinai népességben kisebb volt
a laphamsejtes nyel6csérak és a gyomorsz4j adenocarcinoma rizikoja az SHMT1
1420CT heterozigotakban a C homozigotdkhoz viszonyitva [117]. A fent emlitett
tanulméanyokban a rizikd csokkenését az SHMT1 1420T allél jelenléte befolyasolta, ami
megfelel az altalunk tapasztaltakkal a rectumrdk vonatkozédsdban. Az eltér6 SHMT]I
enzim csokkent 5,10-MTHF termelést ¢€s tetrahidrofolat felhalmozodést eredményezhet,
bar a pontos biologiai hatdsa ennek a jelenségnek illetve a teljes carcinogenesis
mechanizmusa még nem ismert.

Van den Donk és mtsai egy eset-kontrollos tanulmanyban nem tudtak kapcsolatot
kimutatni a colorectalis adenoma rizikoéja és az SHMT1 C1420T polimorfizmus kozatt.
A szerzOk a nem szerinti stratifikalt elemzést elvégezték, de az adenoma lokalizacioja

szerintit nem [36].

Chen és mtsai a CRC esetében nem tudtak rizikocsokkentd hatast igazolni az SHMT1
C1420T polimorfizmus varians tipusandal [37]. Tanulményukban azonban csak férfiak
és a korhazbol szarmazo kontrollok keriiltek be a amerikai-kaukazusi populaciobol, de a
rectum- és colonrdkos betegeket nem elemezték kiilon, ezért az SHMT1 C1420T
polimorfizmus rizikomodosité hatdsa rejtve maradhatott. Guerreiro és mtsai
megemelkedett CRC rizikét taldltak az SHMT1 1420C allél esetében, bar a
megfigyelésiik erdsségét korlatozza az alacsony szamu varians homozigota (n = 9) és 6k
IS, a rectum- és colonrakos betegeket egyiitt értékelték ki [38]. Steck és mtsai az SHMT1

1420TT genotipust hasonlitva a CC genotipushoz a statisztikai szignifikancia hataran
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1év6 rizikd csokkenésrél szamolnak be a kaukazusi rassz esetén. Ugyanezt afro-
amerikaiak colonrakjaval kapcsolatban nem sikertilt igazolniuk. Ebben a tanulmanyban

azonban a fehérek kontroll csoportja erdsen eltért a HWE-tol (p = 0,0042) [39].

Munkénk sordn azt talaltuk, hogy az MTHFR 677T allél jelenléte a CC homozigotakhoz
viszonyitva magasabb kockazatot jelent a rectumrak viszonylataban. A CRC riziké €s az
MTHFR C677T polimorfizmus Osszefiiggése a korabbi meta- és Osszevont analizisek
eredményei alapjan tisztazatlan maradt [118,119]. Meg kell emliteni, hogy a legtobb
tanulmanyban, amely az MTHFR C677T polimorfizmust vizsgalja nem valasztottak szét
a rectum- és a colonrdkos betegeket [119]. Nemrégiben Cao és mtsai azt talaltdk
férfiakban, hogy az MTHFR 677TT genotipust hordozok koérében az OR a colonrdk
esetében 2,42, mig rectumraknal 0,52 [46]. A 60 évnél idGsebb férfiak esetében
eredményeik hasonldak az altalunk kimutatottakkal, ahol a megfelelé OR-k 1,4 és 0,9
voltak. A kinaiak és a kaukazusiak kozotti kiilonbséget, az eltér életstilus, taplalkozas

stb. magyarazhatja.

Osszhangban a Guerreiro és mtsai altal felvetett magyarazattal, - ami a kordbban
megjelent tanulmanyok ellentmondésaira vonatkozik, melyek szerint a folatbevitel és az
MTHFR C677T polimorfizmus kolcsonhatasa moddositia a CRC kockdzatat -, a
kovetkezd megéllapitast fogadjuk el: az alacsony folatbevitel és az MTHFR 677T allél
vagy a TT genotipus megléte elérevetiti a fokozott kockéazatot, mig ezzel ellentétben a
magas/megfeleld folatbevitel rizikocsokkentd, ha a varians allél jelen van [37].
Magyarorszagon a folatbevitel altalaban alacsony [120], ezért eredményeink a
rectumrak kockazat tekintetében egybehangzoak a fenti megallapitassal, bar a colonrdk
esetében ez az Osszefliggés csak a fiatalabb csoportban (<60 év) figyelhetd meg.
lacopetta és mtsai csak a proximalis colon esetén talaltak magasabb kockazatot, ha
alacsony volt a folatbevitel és jelen volt az MTHFR 677T all¢l vagy idésebbek (> 65 év)
voltak az egyének. Az eltérés az ¢ és a mi eredményeink kozott abbol fakadhat, hogy
masként csoportositottdk a colon- és rectumrakos eseteket és a vizsgalt ausztral

népesség nem csak kaukazusiakbol allt [121].
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Jelen vizsgalatunkban a SHMT1 1420CT+TT és MTHFR 677CC genotipus kombinacio
jelenti a legkisebb rectumrak kockazatot. Egy mar idézett tanulmanyban az MTHFR
C677T ¢és az SHMT1 C1420T interaktiv hatasat figyelték meg a nyeldcso €s gyomorrak
kockézataval kapcsolatban [117]. Az SHMT1 csokkent és az MTHFR valtozatlan
aktivitdsa a pirimidin szintézishez sziikséges 5,10-MTHF csokkent mennyiségéhez
vezethet. A legnagyobb kockazatot jelentd kombinaciot a magas SHMT1 és a csokkent
MTHEFR aktivitas jellemzi, amely a pirimidin szintézishez sziikséges folat elérhetoségét
noveli meg. A vizsgalt polimorfizmusok hatasa a DNS metilacidra nagyon komplex. A
csokkent SHMTI1 aktivitds csokkent DNS metilaciohoz vezethet egy negativ
visszacsatolasi lancon keresztiil, ahol a koztitermékek felhalmozddnak és lecsokken az
5-metil-THF termelés.

Tanulmanyunk egyben wutal a rectum- ¢és colonrdk etiologidjaban a nemek
kiilonbozoségének szerepére is. A ndéi hormonok befolyasolhatjdk a masodszorra
megjelend primer (metakron) CRC-re valé fogékonysagot [122]. Mindemellett
statisztikailag szignifikans Osszefliggést talaltak a DNS mismatch javitd gén promoter
polimorfizmusa, MSH2 T-118C, és a gyakori csaladi CRC megbetegedések kozott és ez
a kapcsolat csak a néknél volt megfigyelhetd, mig a férfi CRC betegek esetében nem
[123].

Az életkort, amikor a CRC megjelenik, szintén befolyasolhatjdk a polimorfizmusok
[124]. Egy kor-specifikus Osszefiiggést is megfigyeltek colon-, de nem rectumraknal az
apolipoprotein E (apoE) polimorfizmus esetében [125].

A BMI és colonrak kozotti 6sszefiiggés, amit korabbi tanulmanyokban leirtak [43,126]
nem volt igazolhat6 a mi kiértékelésiinkben, ami abbdl adédhat, hogy a proba ereje nem
volt elégséges. A fenti tanulmanyokban szintén kimutattak nem- és kor-specifikus

Osszefiiggéseket.
Megbecsiilve a népesség rétegezddésébdl eredd hibat, mindkét polimorfizmus esetében

levonhato a kovetkeztetés, hogy az altalunk megallapitottak nem valoszinti, hogy ebbdl

a szempontbol hibasak.
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A Hcy a metionin-fiiggé DNS metilaciokor keletkezik. A remetilaciojahoz az MTHFR
enzim terméke, az 5-metil-THF, esszencialis. A kevésbé fontos metabolikus
atalakulasnal a cisztation-B-szintaz vagy a maj betain-homocisztein metiltranszferaz
enzime vesz részt. Az SHMT1 funkcionélisan fontos szerepét véve figyelembe a metil
csoport tobb metabolikus ut részére torténd eldallitdsaban barmilyen kis zavar a protein
expresszioban, ami a polimorfizmusnak tudhaté be, a rendelkezésre allo egy-szénatom
egységek fogyasaval jarhat, ami a homocisztein remetildcidjdhoz is sziikséges.
Egészséges idosekben Giesel és mtsai nem szignifikdnsan emelkedett Hcy szintet
talaltak az SHMT1 1420TT csoportban [127]. Chen és mtsai szignifikansan magasabb
Hcy szinteket jelentettek SHMT1 1420 CT genotipusok esetében egy olyan
tanulmanyban, amelyben egészséges férfiak szerepeltek [37]. Ehhez hasonldan, a mi
tanulmanyunkban az SHMT1 1420 T allél jelenléte szignifikdnsan megemelte a Hey
szinteket a kontrollokban. Relative fiatal egészségesekben (20-40 év) Pereira és mtsai
[3] és Baily és mtsai [4] szignifikansan magasabb Hcy szinteket talaltak az MTHFR
677TT genotipus esetében, mint a mas genotipustiaknal. Majdnem hasonlé eredményre
jutottak Semmler és mtsai [128] azzal a kiilonbséggel, hogy a fenti Osszefiiggés nem
volt igazolhaté az id6sebb egyéneknél (>55 év). Ez utdbbi adat aldtdmasztja a mi
eredményeinket, miszerint a kontrollok (atlag életkor 59 év) esetében nem volt

Osszefliggés a Hey szintek és az MTHFR 677 polimorfizmus kozott.

A vizsgalt polimorfizmusok hatasa a betegek Hcy értékeire feltehetden elrejtve marad a
Hcy értékek kontrollokhoz viszonyitott sokkal szitkebb megoszldsa miatt (a variancia
koefficiens ~20%-kal alacsonyabb). A hatas valosziniileg egy még tisztazatlan Hcy-
noveld mechanizmussal lehet kapcsolatba. Ugy tiinik, hogy a proliferalé tumorsejtek a
Hcy felhalmozodasanak 6 okai és ezért alakul ki hiperhomociszteinemia a rakosokban
[129]. A Hcy tumormarker jellege, nevezetesen a rakos betegek magas Hcy szintje
[129,130,131,132,133,134,135,136,137,138], a megemelkedett Hcy szintek az
elérehaladott klinikai stddiumokban [133,137] és a Hcy felhasznalhatosaga a terapids
hatdsok monitorizalasara [132,133,138,139] szintén igazolt. Figyelemremélto, hogy, a
Hcy koncentracio koveti a CEA szinteket a CRC-s betegek esetében [139]. Ez a hatas
szorosan Osszefligghet a malignus betegség progresszidjaval, amint azt a mi

tanulmanyunkban is tapasztaltuk, hogy a Hcy koncentraci6 fokozatosan nd a
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nyirokmirigyek szdmanak érintettségével (Dukes C stddium) és majd azutan a tavoli

attétek megjelenésével (Dukes D stadium).

Munkankban elsé latasra tgy tinik, hogy a Hcy a Dukes C ¢és D staddiumban
tumormarker, amint ezt Wu és mtsai javasoltak [15], de ha az SHMT1l 1420
polimorfizmust is figyelembe vessziik, akkor ez csak a vad genotipusok (CC) esetén
érvényesiil. Ez a tény igaz még a Dukes D staddiumu betegekre is, akiknél a
legmagasabb a Hcy szint. Ehhez hasonloan Battistelli és mtsai szignifikansan magasabb
Hcy szintet mutattak ki a kontrollokhoz képest, de csak az MTHFR 677 CC+CT
genotipusoknal [134].

Erdekes kérdésfelvetés, hogy a rectumrakosok Hcy szintje a ,,legalacsonyabb rectumrak
rizikot” jelentd diplotipusok esetében miért nem szignifikdnsan magasabb, mint
ahogyan a kontrollokban ¢és amint az a colonraknal is megfigyelhetd. Védettséget
nyujthat egy ismeretlen Hcy-csokkentd mechanizmus ebben a kontextusban a rectumrak
kialakulasa ellen? A jelen eredményekre alapozva, feltételezhetd, hogy a
rizikdcsokkentd diplotipus esetében a kontrollokhoz képest alacsony Hcy szint
kozvetleniil felelés a csokkent kockazatért. Masfeldl, az alacsony Hcy szint lehet egy
mellékes eredmény és méas mechanizmusok vezetnek a csokkent kockazathoz. Nemrég
igazoltak [140], hogy ha az SHMTL1 varians a sejtmagban lokalizalt, akkor csak egy
karosodott de novo timidin szintézis biztositott. A timidilat bioszintézist tovabb
csokkenti a vad tipusat MTHFR altal atalakitott és lecsokkent 5,10-MTHF szintet. A
karosodott timidilat bioszintézis nem kedvez a sejtproliferacionak. Ezek az eredmények
azt sugalljak, hogy a magas Hcy szintek és a rakriziko6 kozti kapcsolat nem nyilvanvald

¢s mindenek eldtt a Hey ,,tumormarker” jellegét sziikséges kiemelni.
5.2 A FOLFIRI+bevacizumab kezeléssel kapcsolatos megbeszélés
Az elmult években az els6 vonalban adott FOLFIRI+B protokoll hatékonysagat és
biztonsagat felmérd vizsgalatokat végeztek. A FOLFIRI+B kezelési séma nagyobb

hatékonysdgot igazolt a metasztatikus CRC esetében a csak FOLFIRI kezeléshez
viszonyitva. A 63%-0S teljes valaszarany (ORR), a 11 hénapos PFS és a 24 honapos OS
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ebben a tanulmanyban nagyon hasonld azokhoz az eredményekhez, amelyeket a
legutdbbi vizsgélatokban talaltak (40-65% ORR, 11,1-12,8 honapos PFS és 20,5-31,3
honapos OS) [53,54,55,56,57,58]. A hatékonysag ellenére, amit a bevacizumab-alapu
kezelési sémak biztositanak, a klinikai rezisztencia altalaban kialakul. A bevacizumab
elleni rezisztencia teljes mechanizmusa egyelére ismeretlen. Orokolt egyéni genetikai
kiilonbségek, amik Osszefliggnek a kezelésre adott valasszal, thléléssel és a kezeléssel
kapcsolatos mellékhatasokkal nagy hatdst gyakorolhatnak a kezelés kimenetelére. Az
utobbi években, kiilonbozé géneken sokféle polimorfizmust vizsgaltak a CRC betegek

kezelésének kimenetelére vonatkozodlag.

Tanulmanyunk mind egy-, mind t6bbvaltozds analizissel igazolta, hogy az SHMT1
C1420T polimorfizmus 0Osszefliggésben van a FOLFIRI+B kezeléssel kapcsolatos
terapias valasszal ¢és taléléssel (PFS és OS). Ezen feliil, megerdsitésre keriilt az a
korabban ko6zolt megfigyelés [74], miszerint a bevacizumabbal kapcsolatos magas
vérnyomas a CRC betegekben prediktiv markerként szerepelhet az els6 vonalbeli
FOLFIRI+B kezelésnél. Az elsé kérdés, ami vélaszra var az, hogy az SHMT1 1420
polimorfizmus egyaltalan kapcsolatba hozhat6-e a magas vérnyomassal vagy egy
fiiggetlen prognosztikai marker. Elsd megkdzelitésben, nincs kiilonbség a kiilonb6zo
genotipus csoportok kozott a magas vérnyomas megjelenését illetden, bar a kiilonbség
szembetiinG, ha a betegek terapias valaszat vagy a teljes talélést hasonlitjuk Ossze. A
magas vérnyomas a kezelés hatékonysaganak a markere lehet, de csak a vad (CC)

SHMT1 1420 genotipusu betegek esetén szignifikansan.

Kevés olyan tanulmany van, amely az SHMT1 szerepét vagy a polimorfizmusait
vizsgalja a kezelés hatékonysaganak tekintetében. Petefészekrakos betegek teljes
talélése hoSszabb volt a negativ vagy alacsony SHMTI1 expresszioji csoportban
azokhoz a betegekhez viszonyitva, akiknél koézepes vagy erds SHMTI1 expressziot
hatéroztak meg a plazmabol Western-blott analizissel [141]. Tovabbi kovetkeztetéseket
csak ovatosan tehetiink, mivel alacsony a betegszam és a kezelés tipusa nem volt
megadva. Egy masik tanulmanyban az SHMT1 1420 polimorfizmust a MTX-
érzékenységgel és -toxicitassal hoztak Osszefliggésbe. Kizarolag az SHMT1 1420TT

genotipusu betegek mutattak megnovekedett MTX rezisztenciat gyermekkori akut
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limfoid leukémiaban [142]. Reumatoid artritiszes betegek, akik SHMT1 1420CC
genotipusuak nagyobb valdsziniiséggel valaszolnak az MTX-re, és ezzel parhuzamosan
szignifikdnsan alacsonyabb a vorosvértest folat szintjik a tobbi genotipushoz
viszonyitva [143]. Reumatoid artritiszes betegeknél az SHMT1 1420 polimorfizmus
szerepe az MTX kozponti idegrendszeri toxicitdsdban ellentmondasos maradt
[103,144,145]. Ezen megfigyelések nagy része megmagyarazhatdé annak
feltételezésével, hogy az SHMTL1 1420T varians allél jelenlétébdl kovetkezé SHMTI
funkci6 gatlodik és ez magas folatszinteket eredményez.

A fenti feltételek felvetik azt a kérdést is, hogy az 5-FU-alapt kezelést befolyasolja-e az
SHMT1 polimorfizmus vagy a hatas, amit ebben a tanulményban leirtunk kizar6lagosan
a bevacizumbhoz koétheté-e. Kordbban bemutattdk, hogy az SHMT1 1420T allél
jelenléte csokkenti a PFS-t az els6 vonalban deGramont (n=95), de nem a FOLFIRI
sémaval kezelt (n=163) metasztatikus CRC betegek esetén, mig az OS-re egyik séma
esetén sem volt hatéssal [146]. Erdekes modon az SHMT1 1420T allél jelenléte forditott
hatast a deGramont (5-FU/leukovorin) kezelés esetén, mint amit a jelen vizsgalatban
mutattunk be. Feltehetéen a bevacizumab hosszutava hatasa felilmualja az 5-FU és
irinotecan  jellegzetes antitumor hatasat ¢és ez az oka annak, hogy mas
génpolimorfizmusok ¢és klinikai markerek, melyeket ebben a tanulmanyban is
vizsgéltunk miért nem fejthetik ki hatdsukat.

Ebben a tanulmanyban a VEGF szintet vagy polimorfizmusait nem vizsgaltuk. A B
hatasat befolyasold polimorfizmusok koziil 2011-ben jelent meg 2, a VEGF promoter
régidjanak (G-1154A ¢és C-1498T) polimorfizmusaival kapcsolatos publikacio,
melyekben az mCRC elsé vonalban FOLFIRI+B kezelt betegek PFS-ével talaltak
Osszefliggést [147,148].

Az irinotecan és a B hatasat befolyasold polimorfizmusok szerepét jelenleg is aktivan
kutatjak. Sajnos az UGT1A1*28 polimorfizmust, amely befolyasolja az irinotecan
okozta mellékhatasokat [149,150,151] és a valaszt [150,151] munkankban nem
vizsgaltuk, mindazéaltal a FOLFIRI+B kezelés hatékonysagat feltehetden ndvelni
lehetne az irinotecan okozta toxicitas megel6zésével a genotipusokon alapuld dozis
optimalizalasaval [149,150,151].

Ezeknek az eredményeknek, akarcsak az altalunk tapasztaltaknak, tovabbi validalasara

van szlikség nagyszamu betegcsoportokon.
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5.3 A toxikus metotrexat kezeléssel kapcsolatos vizsgalat megbeszélése

Az MTHFR 677T homozigota betegekben az enzim aktivitas 70%-kal kisebb [96].
Ennek kovetkezménye az 5-metil-THF szintézis zavara és mivel az 5-metil-THF a
legfobb keringé folat forma, ezért a plazma folat koncentracio lecsokken [152]. A folat
a sejtbe két aktiv rendszeren keresztiil jut be: a membran folat receptorok (FR) és a
redukalt folat szallit6 (RFC) révén. Magas koncentracid esetén az MTX passziv
diffaziot vagy alacsony affinitasa szallitokat vesz igénybe [153]. Az FR-ok nagyobb
affinitassal rendelkeznek a folsav irant a redukalt folattal Gsszehasonlitva [154].
Megnovekedett FR expresszidt figyeltek meg normal sejtekben extracellularis folat
hiany esetén [155]. Az RFC-nek viszonylag nagy affinitasa van a folsavhoz viszonyitva
a redukalt folat és folatanalogokhoz, mint amilyen az MTX is [154]. A folat alacsony
koncentracioja az RFC overexpresszidjat indukalja, ami egy jelentds MTX bedramlést
¢és sejten beliili szintet eredményez, anélkiil, hogy mérhetd valtozas kovetkezne be a
kidramlds kinetikdjdban [156]. Az MTX, a fizioldgias foladtokhoz hasonldéan, a
folilpoliglutamat szintaz hatasara poliglutamalodik [157]. A sejten belili MTX

poliglutamat kialakulasa fészerepet jatszik az MTX citotoxicitasaban [158].

Az MTHFR génpolimorfizmusok szerepét az MTX kezelés utani mellékhatasok
kialakuldsdban mar tanulmanyoztdk, de az eredmények ellentmonddak. Szamos
tanulmany a mellékhatasok nagyobb gyakorisagarol szamolt be az MTX kezelés
kapcsan az MTHFR 677TT genotipusu betegek esetében [98,104,159]. Masok nem
talaltak korrelaciot a polimorfizmusok és az MTX toxicitas kozott [160,161],
ugyanakkor egyes szerzOk megerdsitették a kapcsolatot az MTX-indukalta toxicitas és
az MTHFR A1298C, de nem a C677T polimorfizmus ko6zott [162,163]. Imanishi és
mtsai beszamoltak az MTHFR 677TT genotipus és a 48-ik 6raban megmaradt MTX
koncentraci6 kozotti kapcsolatrol [164].

Mas szerzék a folat ciklus madasik enzimének, a metionin szintdznak (MS) ritka
polimorfizmusat (MTR A2756G) teszik feleléssé az HD-MTX okozta encephalopathia
kialakulasaért [165], masfeldl az MTX kipumpalasaval kapcsolatos polimorfizmus is

szerepet jatszhat a neurotoxicitasban [166].
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A MTX-ra alapvetéen nyalkahartya és csontveldi sejtek érzékenyebbek, mert ott
magasabb az osztddasi rata, mint pl. az idegrendszerben. Mivel az MTX a vesén at {iriil,
igy a vese is egy kiemelt szerv a toxicitas szempontjabol. Hogy miért éppen maj- €s
neurologiai tlinetei voltak a betegnek, az nyitott kérdés. A vesét magas
folyadékbevitellel és forszirozott diurézissel, ill. alkalizalassal védték. Az irodalomban
[167] azt is leirjak, hogy a kiilonbozd egészséges szovetek és daganatok kozott is igen
nagy a variabilitds, ami az aktiv MTX metabolitok retenciojat és ennek megfelelden a
gyogyszer hatastartamat illeti. Fontos szempont az esetleges 3. viztér kérdése is, hogy
van-e valahol olyan folyadékgyiilem, ahol a MTX ,,megiil” és magasabb AUC-t tart
fenn. A poliglutamilaciéért felelds folil poliglutamat-szintdz (FPGS) aktivitds a majban
magasabb, ami megnyult MTX metabolit kiiiriilést eredményez, igy ez is lehet az oka az

MTHFR 677 varians meglétén kiviil a kialakult majtoxicitasnak [168].
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6. KOVETKEZTETESEK

Ez az elsO olyan tanulmany, amely a colonrak ¢€s a rectumrak genetikai kiilonb6z0ségét
bizonyitja a foldt anyagcsere enzimek polimorfizmusainak volantkozasaban,
nevezetesen az SHMT1 1420T allél vagy az SHMT1 1420 T allél / MTHFR 677 CC
diplotipus védod hatasat bizonyitja a rectumrak kockazataval kapcsolatosan. Az SHMT1
1420 varians szignifikdnsan megemeli a Hcy szinteket a kontrollokban, de a betegekben
nem. A Hcy csak a Dukes C és D stadiumu ¢és vad tipust (CC) SHMT1 1420 CRC-s
betegek esetében tekinthetd tumormarkernek. A magas Hcy szint az elérehaladott
stadiumu betegekre jellemz6. Tovabbi vizsgalatok elvégzése sziikséges, hogy kideriiljon
az SHMT1, MTHFR ¢és mas folat enzim polimorfizmusok komplex szerepe a colon- és

rectumrak kialakuldsanak folyamatdban. A Hcy szint fontossagat szintén tisztazni kell.

Tanulmanyunk kimutatta, hogy az elsé vonalbeli FOLFIRI+B kezelésben részesiilt
metasztatikus CRC-s betegek valaszat, progressziomentes és teljes talélését
befolyasolhatja az SHMT1 1420 polimorfizmus. Az SHMT1 1420T allél jelenléte mind
egyvaltozos, mind tobbvaltozés elemzéssel a FOLFIRI+B terapiara adott kedvezébb
valasz, a hosszabb progressziomentes ¢€s teljes talélés markere. A bevacizumab kezelés
okozta magas vérnyomas csak a vad (CC) SHMT1 1420 genotipusok esetén prediktiv
értekli a kezelés hatékonysaganak szempontjabol. Bar tovabbi kutatds sziikséges e
jelenségek pontos magyarazatanak tisztazasahoz, az eredmények validalasa egy
nagyobb vagy multicentrikus klinikai vizsgalatban kozelebb hozhatna a személyre

szabott orvoslas lehetdségét.

Feltételezziik, hogy az Osszefiiggés az MTHFR 677TT genotipus és MTX toxicitas
kozott megmagyarazhatd a folat status zavaraival és az elhuz6d6 MTX klirensz miatt
kialakult elnyalt MTX expoziciéval. Az MTHFR 677T homozigozitas alacsony szérum
folat szintekhez vezet, ami miatt az FR és RFC gének overexpresszidja kovetkezik be.
Az antifolat kezelések esetében, mint amilyen az MTX is, ezek az overexpressziok
magas sejten beliili MTX koncentraciohoz vezetnek. Poliglutamaciot kdvetden a sejten
beliili magasabb MTX szint sokkal citotoxikusabb lesz és elhuzodé MTX klirenszt

okoz.
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Javasolhat6 az MTHFR 677 polimorfizmus meghatarozasa a HD-MTX kezelés el6tt a
malignus elvaltozasokkal rendelkez6 betegekben, hogy az ¢életet veszélyeztetd

komplikaciok elkeriilhetok legyenek.

Osszefoglalva megéllapithat, hogy az SHMT1 1420 és/vagy az MTHFR 677
polimorfizmusok jelentdsen és igen sajatsagos modon befolyasoljak a CRC rizikot, a
FOLFIRI+bevacizumab kezelés hatékonysagat és végiil, de nem utols6 sorban a
kezelések okozta mellékhatasok kialakulasat, mind a FOLFIRI+bevacizumab

kezelésben részesiil6 CRC, mind az MTX-tal kezelt osteosarcoma esetében.
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7. OSSZEFOGLALOK

Szamos korabbi eredmény felveti, hogy a folat és a folat-ciklus enzimeinek
génpolimorfizmusai hatassal lehetnek a rak kialakuldsanak kockazatira, a kezelés
hatékonysagara és a mellékhatasok kialakulasara.

Tanulméanyunkban igazoltuk, hogy az SHMT1 1420T allél vagy az SHMT1 1420T allél /
MTHFR 677CC diplotipus védd hatdsu a rectumrak, de nem a colonrdk kockazataval
kapcsolatban. Az SHMT1 1420 varians szignifikansan megemeli a Hcy szinteket a
kontrollokban, mig a betegekben nem. A Hcy csak a Dukes C és D stadiumu és vad
tipusu (CC) SHMT1 1420 CRC-s betegek esetében tekintheté tumormarkernek. A
magas Hcy szint az elérehaladott stddiumu betegekre jellemzd.

Vizsgalatunk kimutatta, hogy az SHMT1 1420T allél jelenléte a CRC esetében az els6
vonalbeli FOLFIRI+bevacizumab terapiara adott kedvezObb valasz, a hosszabb
progresszidomentes ¢s teljes talélés fiiggetlen markere. A bevacizumab kezelés okozta
magas vérnyomas csak a vad (CC) SHMT1 1420 genotipusok esetén prediktiv értékii a
kezelés hatékonysaganak szempontjabol.

Feltételezziik, hogy az MTHFR 677TT genotipus felelds az osteosarcomas beteg
esetében leirt nagydozisu metotrexat (MTX)-okozta idegrendszeri toxicitasért is, mivel
zavar keletkezik a folat statusban és az elhuzodo MTX klirensz miatt elnytlt
gyogyszerexpozicié alakult ki. Javasoljuk az MTHFR 677 polimorfizmus vizsgalatat a
MTX kezelés elott, hogy az €letet veszélyeztetd komplikacidk elkeriilhetok legyenek.
Osszefoglalva megallapithat, hogy az SHMTL1 1420 és/vagy az MTHFR 677
polimorfizmusok befolyasoljdk a CRC rizik6t, a FOLFIRI+bevacizumab kezelés
hatékonysagat ¢s a mellékhatasok kialakulasat, mind a FOLFIRI+bevacizumabbal

kezelt CRC, mind a metotrexattal kezelt osteosarcoma esetében.

65



SUMMARY

Several recent studies suggest that folate and gene polymorphisms of folate-cycle
enzymes may influence the risk of cancer development, treatment efficacy and
occurrence of adverse effects.

A protective effect of SHMT1 1420T allele or SHMT1 1420 T allele/MTHFR 677 CC
diplotype against rectal but not colon cancer risk was demonstrated. The presence of
SHMT1 1420T allele significantly increases the Hcy levels in controls but not in
patients. Homocysteine could be considered as a tumor marker in SHMT1 1420 wild-
type (CC) CRC patients in Dukes’ stage C and D. The high levels of Hcy are
characteristic for patients with advanced stage disease.

Our analysis demonstrated that SHMT1 1420T allele was associated with better
response and longer progression-free and overall survival in both univariate and
multivariate analysis after FOLFIRI+bevacizumab treatment. Bevacizumab-related
hypertension could be a predictive marker of treatment efficacy in the case of wild (CC)
SHMT1 1420 genotypes only.

We hypothesize that methotrexate toxicity can be explained by the association between
homozygosity of the MTHFR C677T polymorphism causing disturbances in the folate
status and thus an enhanced vulnerability of the central nervous system to
antimetabolites and to the prolonged methotrexate exposure due to delayed clearance.

In summary it can be stated that the SHMT1 1420 and/or MTHFR 677 polymorphisms
affect the CRC risk, the efficacy of FOLFIRI+bevacizumab treatment and the
occurrence of toxic side effects both in CRC patients treated by FOLFIRI+bevacizumab

and in osteosarcoma patient treated by methotrexate.
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