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STRESZCZENIE
Wstep

Pomimo znacznego rozwoju chemioterapii oraz postepéw w leczeniu ostrych
biataczek limfoblastycznych nadal dochodzi u ok. 15-20% dzieci do nawrotu
choroby. Jednym z mechanizméw odpowiedzialnych za niepowodzenie w
leczeniu jest zjawisko usuwania cytostatykdow z wnetrza komoérki
nowotworowej przy udziale biatek opornosci wielolekowe;j.

Cel pracy

Gtéwnym celem pracy byta ocena ekspres;ji biatek opornosci wielolekowej—
MDR (MDR-1, MDR-3, MRP-1, LRP, BCRP) u 25 dzieci leczonych z powodu ostrej
biataczki limfoblastycznej (ALL) w Klinice Transplantacji Szpiku, Onkologii i
Hematologii Dzieciecej we Wroctawiu. W zwigzku z tym wykonane zostaty
nastepujgce zadania:

1. Okreslenie czestosci ekspres;ji biatek MDR i ich aktywnosci na poczatku
leczenia u dzieci z ALL.

2. Poréwnanie uzyskanych wynikdw ekspresji MDR z danymi klinicznymi
(obecnos¢ objawdw choroby, badanie fizykalne, wyniki badan
laboratoryjnych).

3. Ocena poziomu ekspresji MDR i jej zwigzek z dotychczas uznanymi
czynnikami prognostycznymi u dzieci z ALL.

4. Analiza korelacji pomiedzy ekspresjg biatek MDR, a kwalifikacjg do grup
ryzyka wg protokotu leczniczego ALLIC 2002.

5. Ocena ekspresji biatek opornosci wielolekowej dla przewidywania
efektywnosci leczenia ostrej biataczki limfoblastycznej- czy ich
wystepowanie wigze sie z gorszg odpowiedzig na leczenie i szybszym
nawrotem choroby.

6. Poréwnanie metod stosowanych do oznaczania MDR w ALL.



Materiaty i metody:

Analize ekspresji biatek opornosci wielolekowej przeprowadzono w krwi
obwodowej u 25 dzieci z noworozpoznang ostrg biataczka limfoblastyczng w
wieku 6 miesiecy do 19 lat oraz u 15 zdrowych dzieci w grupie kontrolnej.
Ocena ekspresji byta przeprowadzona przy pomocy reakcji odwrotnej
transkrypcji RT-PCR oraz cytometrii przeptywowej w 1 oraz 15 dniu indukgji
leczenia biataczki wg protokotu ALLIC BFM 2002 oraz 1 pacjenta wg programu
INTERFANT 06. W grupie kontrolnej oznaczenie byto przeprowadzone
jednorazowo. Analizowano dane kliniczne dotyczace rozpoznania pacjentow,
kwalifikacji do grup ryzyka, programu terapeutycznego oraz jego realizacji,
czasu trwania leczenia przeciwnowotworowego, obserwowanych powiktan po
leczeniu cytostatycznym i koncowych wynikdéw leczenia.

Wyniki:

Nie ujawniono zaleznosci statystycznej pomiedzy ekspresja biatek
opornosci wielolekowej oznaczanych metodg PCR, a wystgpieniem klinicznych
objawéw oraz zaburzen laboratoryjnych w chwili rozpoznania ostrej biataczki
limfoblastycznej (pozaszpikowa lokalizacja ALL, zajecie watroby, sledziony,
regionalnych weztéw chtonnych, poziom leukocytéw, hemoglobiny, ptytek
krwi). Wysoka ilos¢ limfoblastéw we krwi obwodowej w chwili diagnozy
korelowata z ekspresjg biatka MRP-1 oraz BCRP w 1 dniu leczenia.

Wykazano zwigzek wystepowania biatek opornosci wielolekowej MRP-1 z
obecnoscig limfoblastow w szpiku kostnym. Nie wykazano istotnej statystycznie
zaleznosSci pomiedzy ekspresjg biatek opornosci wielolekowej, a wystgpieniem
czynnikdw uznanych za niekorzystne prognostycznie wg protokotu ALLIC BFM
2002 (wiek, ple¢, immunofenotyp). Zaburzeniom cytogenetycznym z
niekorzystnym rokowaniem u pacjentow z ALL towarzyszyta ekspresjg biatek
opornosci wielolekowej MDR-3, MRP-1, LRP, jednak ze wzgledu na matg
liczebnie grupe nie byta mozliwa analiza statystyczna tych zaleznosci.



Analiza wczesnej odpowiedzi na leczenie (odpowiedz na sterydy w 8
dobie, remisja hematologiczna w szpiku kostnym w 15 i 33 dniu) potwierdzita
negatywny zwigzek pomiedzy brakiem remisji w 33 dniu, a niekorzystnym
rokowaniem, nizszym catkowitym przezyciem (OS) i przezyciem wolnym od
zdarzen (EFS).

U pacjentéw zakwalifikowanych zgodnie z protokotem ALLIC BFM 2002
do okreslonych grup ryzyka (standardowego, posredniego lub wysokiego) nie
wykazano istotnego zwigzku z ekspresjg biatek opornosci wielolekowej
oznaczonej metodg PCR.

W przeprowadzonym projekcie nie potwierdzono ze wzgledu na mata
liczebnos¢ grupy zaleznosci statystycznej ekspresji biatek opornosci
wielolekowej z wystgpieniem wznowy, jednak istotng jest informacja, ze u
wszystkich 4 pacjentéw, u ktérych doszto do wznowy lub progresji choroby
potwierdzono jednoczasowg ekspresje co najmniej 3 z 5 biatek MDR: MDR-3,
MRP-1, LRP.

Wykazano tendencje do niekorzystnego przebiegu choroby (OS) w
zwigzku z ekspresjg biatka MDR-3. Analizujgc zmiane ekspresji biatek MDR w
trakcie leczenia wykazano rdznice statystyczne pomiedzy 1 a 15 dniem w
przypadku biatka MRP-1, LRP oraz BCRP. Potwierdzono statystycznie istotny
zwigzek ekspresji wykrytego metodg PCR biatka MDR-3 oraz BCRP pomiedzy
grupg badanych pacjentdow z ostrg biataczkg limfoblastyczng, a grupg kontrolna.

Czestosc¢ ekspresji biatek opornosci wielolekowej oznaczanych metodg
RT-PCR byfa wyzsza niz przy zastosowaniu metody FCM (62,5% vs 16,4%).
Rdéznica ta wynikata prawdopodobnie z niskiej zawartosci biatek MDR w
komodrkach, a tym samym mniejszej szansy na wykrycie ekspres;ji tych biatek
metodg FCM. Potwierdzona metodg PCR ekspresja biatek opornosci
wielolekowej wystepowata w stosunkowo wysokim procencie w badanej grupie
pacjentow (na poziomie 62,5%), natomiast obecnos¢ glikoproteiny-P zostata
wykazana najrzadziej w stosunku do pozostatych biatek (MDR-3, MRP-1, BCRP,
LRP). Wydajg sie zasadne dalsze badania na wiekszej grupie pacjentow
dotyczace ekspresji biatek opornosci wielolekowej u dzieci z ostrg biataczka
limfoblastyczng zarowno w rozpoznanej de novo ALL jak i nawrotach choroby.



Whioski:

1.

Wysoka ilos¢ limfoblastow we krwi obwodowej w chwili diagnozy
korelowata z ekspresjg biatka MRP-1 oraz BCRP w 1 dniu leczenia.

Potwierdzono zwigzek pomiedzy ekspresjg biatka MDR-3 oraz BCRP w
grupie badanych pacjentdow z ostrg biataczka limfoblastyczng a grupg
kontrolng. Nieopisane do tej pory w pismiennictwie, a uzyskane przeze
mnie wyniki dotyczgce ekspresji biatka MDR-3 u dzieci z ALL, powinny by¢
podstawg do rozpoczecia dalszych badan w kierunku predyspozycji
genetycznych prowadzonych na wiekszej grupie pacjentoéw z ostrg
biataczka limfoblastyczna.

Wykazano niekorzystny wptyw na wyniki leczenia EFS pomiedzy
wystgpieniem ekspres;ji biatka opornosci wielolekowej MRP-1, a
obecnoscig mniejszej niz 90% liczby limfoblastéw w szpiku kostnym.

Mimo matej liczby pacjentéw zaobserwowano zwigzek pomiedzy
wystgpieniem translokacji o niekorzystnym rokowaniu, a ekspresja
biatek opornosci wielolekowej MDR-3, MRP-1, LRP, co sugeruje
koniecznos¢ badan na wiekszej grupie chorych.

Ekspresja biatka MDR-3 wigze sie z wyrazng tendencjg do niekorzystnego
przebiegu choroby (OS). To interesujgce spostrzezenie do tej pory
niepublikowane w pismiennictwie wymaga dalszych badan na wiekszej
grupie pacjentow z ALL.

Potwierdzona metodg PCR ekspresja biatek opornosci wielolekowej w
gtéwnej mierze dotyczyta MDR-3, MRP-1, BCRP, LRP, natomiast obecnos¢
glikoproteiny-P ksztattowata sie na najnizszym poziomie wsrdd
wszystkich z grupy MDR.



