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protein (C/EBP), alpha

ROVIDITESEK JEGYZEKE
Rovidités Angol elnevezés Magyar elnevezés
ABC ATP-binding cassette ATP-ko6t6 domén,
transporter family membranfehérje csalad
ATP-Binding Cassette, Sub- ABC kot6 domén, B
ABCB1 Family B (MDR/TAP), membranfehérje alcsalad
Member 1, Multidrug (MDR/TAP), 1.tagja
Resistance Protein 1
ADARB?2 adenosine deaminase, RNA- RNS miikodést szabalyozo
specific, B2; RNA-editing enzim
enzyme
AHR aryl hydrocarbon receptor aromas szénhidrogén receptor
csalad
ALL acute lymphoid leukemia akut limfoid leukémia
ALL-BFM acute lymphoid leukemia akutl limfoid leukémia Berlin-
protokoll Berlin-Frankfurt-Miinster Frankfurt-Miinster protokoll
protocol
ARID5B AT-rich interactive domain 5B | AT gazdag interaktiv domén
5B csalad
ASMTL acetylserotonin o- az enzimet kodolo gén az X és
methyltransferase-like protein | Y kromoszoma
pszeudoautoszomalis
régidjaban (PAR1)
helyezkedik el
BAK BCL2-Antagonist/Killer 1 BCL2-antagonista X fehérje
BAX BCL2-associated X protein BCL2-kapcsolt X fehérje
csalad
BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2 B-sejtes CLL/limfoma
apoptosis regulator apopt6zis szabalyozo
molekula csalad
BCR-ABL breakpoint cluster region - c- Philadelphia kromoszéma,
abl oncogene 1, non-receptor fazios fehérje
tyrosine kinase
BN-BMLA Bayesian network-based Bayes-halo alapu bayes-i
Bayesian multilevel analysis of | tobbszintii relevancia analizis
relevance
CBS cystathionine-beta-synthase cisztation-béta-szintaz
CCR5 C-C-chemokine receptor 5 C-C-kemokin receptor 5
CCR5 C-C chemokine receptor type 5 | C-C kemokin receptor 5
csalad
CD cluster of differentiation sejtfelszini molekulak
Osszefoglalo elnevezése
CDKN cyclin-dependent kinase ciklin-fiiggd kinaz inhibitor
inhibitor
CEBPA CCAAT/enhancer binding CCAAT- kot6 alfa fehérje

csalad
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Rovidités Angol elnevezés Magyar elnevezés
CEBPE CCAAT/enhancer binding CCAAT- kéto epszilon
protein (C/EBP), epsilon fehérje csalad
CGAS candidate gene association jelolt gén asszociacios
study vizsgalat
CGAS candidate gene associatoin jelolt gén asszociacios
study vizsgalat
CLL chronic lymphoid leukaemia kronikus limfoid leukémia
CML chronic myeloid leukeamia kronikus mieloid leukémia
CR credibility region megbizhatdsagi tartomany, a
interval/credible interval konfidencia intervallum
bayes-i megfelel6je
CREBBP CREB binding protein transzkirpcids faktorok
koaktivatora
CYP cytochrome P450 xenobiotic citokrom P450 xenobiotikum
monooxygenase polypeptide monooxigenaz polipeptid
csalad
DHFR dihydrofolate reductase dihidrofolat reduktaz
HWE Hardy-Weinberg equilibrium Hardy-Weinberg egyenl6ség
dNTP desoxy-nucleotide-triphosphate | dezoxi nukleotid trifoszfat
E2A-PBX1 transcription factor 3 (TCF3) - | fuzids gén
pre-B-cell leukemia homeobox
1
EBF early B-cell transcription factor | korai B-sejtes transzkripcios
faktor
EED embryonic ectoderm transzkripcids repressziv
development polycomb protein | polikomb fehérje
EFS event-free survival eseménymentes talélés
ENOFS1 regulating the expression of a TYMS expressziojat
TYMS in the DNA synthesis szabalyoz6 molekula
pathway
EZH2 enhancer of zeste homolog 2 hiszton-lizin-N-
metiltranszferaz polikomb
fehérje
FDR false discovery rate hamis elfogadasi arany
FLT3 Fms-related tyrosine kinase 3 | tirozin-kinaz receptor
folylpolyglutamate synthase folilpoli-gamma-glutamil-
FPGS tets
szintetaz
GATA3 GATA binding protein GATA szekvenciahoz-koto
transzkripcids faktor
gamma-glutamyl hydrolase gamma-glutamil-hidrolaz
GGH (conjugase,
folylpolygammaglutamyl
hydrolase)
GST glutathione-S-transferase glutation-S-transzferaz
GSTP1 glutathion-S-transferase pil glutation-S-transzferdz pi

detoxifikald enzim csalad
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dependent) 1

Rovidités Angol elnevezés Magyar elnevezés
GWAS genome-wide association study | genomszint{i asszociacios
vizsgalat
GWAS genom wide association study genomszint{i asszociacios
vizsgalatok
Hiperdiploiditas | hyperdiploid kromoszémaszam>50
Hipodiploiditas hypodiploid kromoszémaszam<44
HIV human immunodeficiency virus | emberi immunhiany-el6idéz6
virus (AIDS korokozoja)
HOX11 TLX1; T-Cell T-sejtes leukémia homeobox
Leukemia/Lymphoma Protein, fehérje 1
T-Cell Leukemia, Homeobox 1
HOX11L2 TLX3; T-cell leukemia T-sejtes leukémia homeobox
homeobox protein 3 fehérje 3
HR high risk magas riziko6ji csoport
IGH-CRLF2 immunoglobulin heavy locus - citokin receptor-like faktor
cytokine receptor-like factor 2 fuzios gén az IGH 16kusszal
IKZF Ikaros family zinc finger protein | Ikaros limfoid transzkripcios
faktor fehérjecsalad
IL7R interleukin 7 receptor interleukin-7-receptor
IFNy interferon gamma interferon gamma
IR interaction ratio kolcsonhatasi hanyados
JAK Janus kinase family Janus (kétarcu) tirozin kindz
csalad
KRAS V-ki-Ras2 Kirsten rat sarcoma onkogén kodolo Ras fehérje
viral oncogene homolog (GTPaz aktivitassal)
linEF fractional shortening linearis ejekcios frakcio
LR low risk alacsony rizikoju csoport
LR, MR, HR low/medium/high risk alacsony/kdzepes/magas
rizikdju csoport
LYL1 lymphoblastic leukemia derived | limfoid leukémia
sequence 1 transzkripcios faktor
MALDI-TOF MS | matrix-assisted matrix kozvetitésével végzett
laser desorption/ionization time- | 1ézer deszorpcids ionizacios
of-flight mass spectrometry tomegspektrometria
MBG Markov-blanket graph Markov-takaro grafja
MBM Markov-blanket membership Markov-takarobeliség; egy
valtoz6 szerepel-e egy masik
valtozd Markov-takardjaban
MBS Markov-blanket set Markov-takar6 halmaz tagjai
MLL mixed lineage leukemia vegyes eredetli leukemia
MR medium risk kozepes rizikoji csoport
MRD minimal residual disease minimalis rezidualis betegség
methylenetetrahydrofolate metiléntetrahidrofolat-
MTHFD1 dehydrogenase (NADP+ dehidrogenaz 1 (NADP*

fliggd)
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Rovidités Angol elnevezés Magyar elnevezés

MTHER methylenetetrahydrofolate 5,10-metiléntetrahidrofolat-
reductase (NAD(P)H) reduktaz (NAD(P)H)
5-methyltetrahydrofolate- 5-metiltetrahidrofolat-

MTR homocysteine homocisztein-
methyltransferase metiltranszferaz, Vitamin-

B12-fiiggd metioninszintaz

5-methyltetrahydrofolate- 5-metiltetrahidrofolat-

MTRR homocysteine homocisztein-
methyltransferase reductase metiltranszferaz-reduktaz

MUC4 mucin 4, cell surface epitelialis sejtek védelmét
associated ellato glikozilalat fehérje

MYC myelocytomatosis viral transzkripcios faktor P64
oncogene homolog

NAT?2 N-acetyltransferase 2 N-acetiltranszferaz 2

NGS new generation sequencing 1j generacios szekvenalas

NOTCH transmembrane protein family | transzmembran fehérje csalad

NQO NAD(P)H quinone NAD(P)H kinon
oxidoreductase oxidoreduktaz

NRAS neuroblastoma RAS viral (V- | N-ras onkogén kodold
Ras) oncogene homolog membranfehérje

NT5C2 5'-nucleotidase, cytosolic Il purin nukleotidaz enzim

(nukloetidokbol>nukleozidok)
OR odds ratio es¢lyhanyados
0OS overall survival Ossztulélés

P2RY8-CRLF2

purinergic receptor P2Y, G-
protein coupled, 8 - cytokine
receptor-like factor 2

citokin receptor-like faktor
fuzids gén a purinerg receptor
lokusszal

hydroxymethyltransferase 1

PAX5 B-cell-specific transcription B-sejt specifikus
factor (paired box 5) transzkripcios faktor
PBS phosphate-buffered saline foszfattal pufferalt sboldat
PDGFRB platelet-derived growth factor | sejtfelszini tirozin-kinaz
receptor, beta polypeptide receptor
PHF6 plant homeo domain (PHD) PHD transzkripcios fehérje
finger protein 6
RB1 retinoblastoma 1; osteosarcoma | tumor szupresszor fehérje
RR redundancy ratio redundancia hanyados/arany
SAP shrimp alkaline phosphatase Pandalus borealis-bol kivont
alkalikus foszfataz enzim
SBE single base extension egy bazisparnyi extenzid
SD standard deviation szoras
SHMT1 serine szerin-hidroximetiltranszferaz

1

SLC19A1(=RFC)

solute carrier family 19
member 1 (reduced folate
carrier)

SLC transzporter fehérjék
19.csaladjanak 1.tagja,
redukalt folat hordozo
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Rovidités Angol elnevezés Magyar elnevezés
solute carrier family 22 SLC transzporter fehérjék
SLC22A8 member 8 (organic anion 22.csaladjanak 8.tagja
transporter),
solute carrier organic anion SLC transzporter fehérjék
SLCO1B1 transporter family, member 21.csaladjanak 6.tagja
1B1=SLC21A6 (=SLC21A6)
SNP single nucleotide egypontos nukleotid
polymorphism polimorfizmus
STAT signal transducer and activator | jelatvivo és transzkripcios
of transcription aktivator csalad
suUzi12 suppressor of zeste 12 homolog | transzkripcids repressziv
polikomb fehérje
TALL T-cell acute lymphocytic T-sejtes ALL fehérje
leukemia 1 protein
TBE puffer tris-borat-EDTA buffer tris-borsav-EDTA puffer
TBL1XR1 transducin (beta)-like 1 X- nukledris receptort szabalyozo
linked receptor 1 korepresszor
TE tris-EDTA buffer tris-EDTA puffer
TEL-AML1 ETV6-RUNX1,; ets variant 6 - | fazios fehérje
runt-related transcription factor
1
TP53 tumor protein P53 tumor szupresszor fehérje
TPMT thiopurine S-methyltransferase | tiopurin-S-metiltranszferaz
TYMS thymidylate synthetase timidilat-szintaz
UGT1Al UDP-glucuronosyltransferase 1 | uracil-difoszfat-gliikoz-
family, polypeptide Al gliikkuronil-transzferaz
WT Wilms-tumor protein Wilms-tumor fehérje

A szovegben roviditett forméaban emlitett génnevek, fogalmak feloldasa a fenti listaban

talalhato.

A dolgozat Osszes abraja a szerz6 munkaja.
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1 BEVEZETES

A genetikai vizsgalatok egyre nagyobb teret hoditanak a 21. szdzadi orvostudomany
teriiletén. Az embert meghatarozd genetikai ,hattértar” megfejtése iranti kutatoi
érdeklédés (pl. Human Genom Projekt) 6riasi tudomanyos és technologiai forradalmat
inditott el. Ennek eredményeképpen szamos, a klinikumban is alkalmazhato
prognosztikai, diagnozist segitd, vagy a terapids hatékonysagot, igy a talélést
befolyasold genetikai markert sikeriilt meghatarozni. Napjaink kihivasa ezeknek a
tényezoknek a bonyolult és specialis egymasra hatasat feltérképezni, illetve azokat
értelmezhet6 és hasznalhato rendszerré alakitani.

A genetikai tanulményoknak kiilondsen fontos szerepe van a malignus koérképek
vizsgalataban, a betegségre valdo hajlam jobb megértésében, a kiillonbozo
rizikdtényezOk meghatarozasdban, ¢€és a pontosabb terdpias protokollok
kidolgozéasaban, ily modon a minél személyre szabottabb terapia kialakitdsaban.

A gyermekkori akut limfoid leukémia (ALL) az egyik leggyakoribb gyermekkori
malignitas. Etiologiaja és patomechanizmusa még napjainkban sem teljesen ismert. A
betegség patogenezisét feltételezhetdoen a DNS szintézis-, a kiillonbozé (kemoterapiat
érint6) anyagcsere és farmakogenetikai Gitvonalak szabalyozasaban fontos, valamint a
limfocita eléalakok differencialddasaért felelos gének és variansaik sokszor egymassal
kolesonhatva befolyasolhatjak. A legelterjedtebb modszer a betegség genetikai
hatterének elemzésére az Un. jelolt gén asszociacios vizsgalatok (CGAS) csoportja,
majd a technikai fejlodéssel parhuzamosan egyre nagyobb teret nyertek a teljes genom

szlirések, illetve a teljes genom asszociacios vizsgalatok (GWAS) is.

Munkam soran a kivalasztott génvariansok segitségével a gyermekkori akut limfoid
leukémia kialakulasanak és a kezelés soran kapott terapias valasznak a hatterében allo
genetikai faktorok befolyasolo szerepét vizsgaltam. Az eredmények megbizhatdsaga
érdekében a kiértékelés soran kétféle statisztikai modszert is alkalmaztam, a klasszikus

frekventista alaput és a bayes-i technikat.
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2 IRODALMI OSSZEFOGLALO

2.1 A GYERMEKKORI AKUT LIMFOID LEUKEMIA JELLEMZOI

A leukémiat eredetileg a felnéttekben irtak le, és csak a 19. szazad vége felé ismerték
fel a gyermekekben. A leukémia nem egyetlen betegség, hanem szamos
rendellenességbdl allo csoport, a vérképzo szervek malignus megbetegedése, ahol az
éretlen, illetve a koros fehérvérsejtek burjanzasa tilnéve a normalis sejteket, infiltralja
a kiilonboz6 szerveket (pl. csontveldt, majat, 1épet, kozponti idegrendszert, herét stb.).
A leukémids sejtpopuléciot egyetlen koros Ossejt, vagy progenitor sejt klondlis
proliferacioja hozza létre (1, 2).

A rosszindulatu, gyermekkori malignitasok alapvetden ritka betegségnek szdmitanak
Magyarorszagon (kb. 300-350 0j eset/év 14 éves kor alatt), azonban jelentéségiik
mégis igen nagy, hiszen a gyermekkori haldlozasban a balesetek utan a masodik helyen
allnak. A gyermekkori rosszindulati megbetegedések koziil a leukémia a
leggyakoribb. A leukémiak dontd tobbsége az akut limfoid leukémia tipusba tartozik
(ALL, ~80%), ezutan a gyakorisagi sorrendben az akut mieloid (AML, ~15%) és a
krénikus mieloid leukémia (CML, ~5%) kovetkezik, mig kronikus limfoid leukémia
(CLL) csak nagyon ritkan fordul elé gyermekkorban. A gyermekkori leukémiak
incidenciaja a 0-14 éves korosztalyban, azon beliil is a 2-6 év kozott a leggyakoribb
(Magyarorszagon évi 50-70 0j eset) (3).

Az egyre pontosabb rizikdcsoport (alacsony, kozepes, magas) besorolasnak, a
folyamatos gyogyszerfejlesztéseknek, a szupportiv terapia és az dssejt-transzplantacio
fejlodésének koszonhetden napjainkban a magyarorszagi S-éves 6ssztulélés mar 80%-
85% feletti (3).

A talélést befolyasold fobb rizikofaktorok a nem, az életkor, a sejtek immunfenotipusa,
a betegség diagndziskori kiterjedtsége (kezdeti periférias fehérvérsejtszam), a
genetikai abnormalitasok tipusa és halmozodasa, a kezelésre adott terapias valasz (4).
Hazankban az ALL kezelését a német Berlin-Frankfurt-Miinster (BFM) munkacsoport
altal folyamatosan fejlesztett protokollok alapjan végzik. A terdpia alapvetden két £6
szakaszbol all: a diagndzistol szamitott intenziv intravénas (kb.8 hoénap) és az ezt

kovetd fenntarto (kb. 1,5-2 év) kezelésbdl. Az intenziv fazis az indukcios,

9
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intenzifikacios, konszolidacids, reindukcios és reintenzifikacios alszakaszokbol all,
melyeknek pontos gyodgyszer felhasznalasa, adagolasa eltéré lehet a rizikocsoport
besorolasatol fiiggben. A teljes kezelés soran a protokollok eldirasait kovetve
intravéndsan tobb dozis vinkrisztint, L-aszparagindzt, daunorubicint, doxorubicint,
metotrexatot, ciklofoszfamidot, citozin-arabinozidot, szijon 4t prednizolont,
dexametazont, 6-merkaptopurint, tioguanint, intratekalisan metotrexatot, és a magas
rizikoju betegek kaphatnak még etopozidot, vinblasztint és ifoszfamidot is (3, 5),
illetve a ritka Philadelphia transzlokécio pozitiv betegek tirozin kinaz inhibitorokat.
Tovabbéd minden beteg kap még intratekalis kemoterdpiat, egy kis hanyaduk pedig
craniospinalis sugéarkezelést is.

A gyermekkori akut limfoid leukémia morfologiai (French-American- British-FAB
besorolas (6)), immunologiai és genetikai megjelenését és klinikai lefolyasat tekintve
heterogén betegcsoport. Az elmult évtizedben szadmos torekvés iranyult a
prognosztikai faktorok meghatarozasara. A diagnoziskor meghatarozott klinikai és
laboratériumi jellemzOk fontos szerepet jatszanak, mert megjosoljak a betegség
lefolyasat és a kezelés kimenetelét.

Az életkor prognosztikai szerepe az ALL-s gyermekek tulélésében régota ismert. Az
egy ¢v alatti ¢és a tiz év feletti gyermekek életkilatasai rosszabbak, mint a tobbi
korosztalyé. A csecsemdkori leukémia gyakran magas fehérvérsejt szammal indul, és
a t(4;11) transzlokacié (MLL/AF4 fuzio), a CD10 negativitas, a kezdeti rossz terapias
valasz, mind tovabb csokkentik a kezelés sikerét (7-11). A talélési esélyeket
napjainkban a korai nagy-dozisu kemoterapiaval és csecsemoknél kiilonosen az
allogén hemopoetikus 0Ossejt terapiaval igyekeznek javitani (12-14). A kezdeti
fehérvérsejtszam szintén fontos prognosztikai tényezd. A magas fehérvérsejt szdmmal
(egyes elemzések szerint 50 000/mm?3 felett, masok szerint 20 000/mm? felett) induld
leukémiaknal figyelték meg, hogy az intenziv kezelés ellenére nehezen hozhatok
remisszidba, és igy a betegek tulélése sokkal kedvezétlenebb (9, 15). A terapias
eredmények ramutattak tobbek kozott a nem szerepére is. A nemek kdzotti megoszlas
szerint az Osszes gyermekkori ALL beteg 55-60%-a fiu. Ez az ALL minden tipusara
igaz, de a T-sejtes ALL-ban Kkifejezettebb, ami ebben a tipusban 80% Kkoriili
eléfordulési aranyt jelentett. Kezdetben a lanyokkal azonos aranyban kertilnek teljes

remisszioba, de a remisszio id6tartama rovidebb (2, 16). A kezelés els6 évében és a
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kezelés befejezését kovetden is tobb a visszaesés a fittknal (17). Ennek feltételezhetd
oka pl. hogy a ndk genetikailag jobban védettek az akut leukémiat (AL) okozo
kornyezeti, toxikus anyagok hatasa ellen, mint a férfiak. Egy malajziai felmérés szerint
a nullads vércsoporti nék AL védelmét a 9-es kromoszéméan az ABO vércsoport
meghatarozasaért felelds 10kusz kozelében elhelyezkedd gén adja. Més tanulmanyok
szerint a nemi hormonok 4ltal termelt szteroidoknak a leukémids sejtek
valdszintiséggel alakul ki ALL. Ezt erdsiti az a tanulmany is, ahol a 17-B—0sztradiol
¢s a tesztoszteron antiproliferativ hatasat vizsgaltdk human monoblasztos sejtvonalnal
(U937). Az eredmény szerint a 17-B-6sztradiol antiproliferativ hatasa tobbszordse volt
a tesztoszteronéhoz képest. Nagy valosziniiséggel a polimorfizmusok nemenkénti
eltérd hatdsaival magyarazhat6 az ALL-es fiagyermekek kemoterapias kezelésre adott
gyengébb valasza is (18).

Fiuknal id6sebb életkorban gyakoribb a magas fehérvérsejtszam, a mediastinalis
tumor. E korképnél valosziniileg a leukémias limfoblasztok egy fajtaja olyan membran
tulajdonsagokkal rendelkezik, mely a sejtek illetve szovetek kozotti gyors terjedést
segiti eld. Az intenziv kezelés kovetkeztében gyermekkorban, a T-sejtes leukémia
prognodzisa kozel hasonld, mint a B sejtesé (19, 20). Megfigyelések szerint a CD2
antigén jelenléte szintén jo prognosztikai jel a T-ALL-n belill (21, 22).

Tovabba az etnikai jellegek is befolyasolhatjak a betegségre vald hajlamot és késobb
a terapids valaszt. Amerikai szerzok azt talaltak, hogy a szinesborii gyermekek tulélése

valamivel alacsonyabb a fehérborii betegekkel 6sszehasonlitva (17, 23).

A gyermekkori akut limfoid leukémidban elért viszonylag magas tGlélési arany
tovabbi javitdsa mellett elengedhetetlen a taléldk késdbbi ¢letmindségének javitasa is.

Ennek elérése érdekében nagy jelentdségliek a genetikai tanulmanyok.

2.2 AZ AKUT LIMFOID LEUKEMIA KIALAKULASAT BEFOLYASOLO HAJLAMOSITO

TENYEZOK: GENETIKAI ES KORNYEZETI FAKTOROK

A multifaktorialis betegségek, - mint pl. az akut limfoid leukémia (ALL) - jellemzdje,
hogy exogén-, és endogén - pl. genetikai - faktorok egyiittesen befolyasoljak a
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betegség kialakuldsat, a tiinetek sulyossagat, vagy akar a terapia hatékonysagat, illetve
az azzal szembeni rezisztenciat.

crer

komplex gén-gén, gén-kornyezeti kolcsonhatasok rendszere miatt.

Az ALL esetében hemopoetikus sejtek proliferacioja, differencialédasa soran a
szabalyozas tobblépcsds zavara jon létre. A klinikai tlinetek a diagndzis felallitasa elott
altalaban néhany héttel, ritkdn néhany honappal jelennek meg. Az ALL kialakuldsa
soran tehat a kezdet és a tiinetek megjelenése kozott valosziniileg van egy rejtett vagy
klinikailag tiinetmentes iddszak.

Epidemiologiai tanulmanyok arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a kiilonbozd
kornyezeti hatasok a prenatalis és posztnatalis korban is érvényesiilve, hatdssal
lehetnek a betegség kialakulasara (24, 25). Eszerint a gyermekkori ALL oka
valésziniileg az egymast kovetd prenatalis €s posztnatalis események valamilyen
kombinacidjaban rejlik (26). Figyelembe véve az ALL-es gyermekek nagy részének
fiatal ¢életkorat és a daganat klonalis fejlédésének latencigjat, elképzelhetd, hogy a
betegség in utero fejlédik ki. Ezen hipotézis szerint a terhesség soran fellépd
virusfertézés (EBV, HIV), sugdrhatas (pl. radioterapia), kemikalidk (pl.
benzol>AML), drogok (pl. alkilaloé szerek), sziiléi alkoholfogyasztas, dohanyzas

rizikd tényezoként szerepelhet a betegség patomechanizmusaban (27-31) (1. abra).

12



DOI:10.14753/SE.2014.1915

. KORNYEZETI
. s

@  FAKTOROK

T ) (GAS, GWAS
2 = Farmakogenetika
MAGZATI > SZULETES UTANI ) & o AKUT LIMFOID
LEUKEMIA
e s ' - l Adatelemz6
A l l statisztika

LIRS

N

MODOSITO GENEK (HAJLAM)

AB(BI, ABCCT, AhR, ARID5B, BAX, B(L2, ((R5,
(EBPA, CEBPE, CYP-ek, DHFR, FPGS, GGH,
GSTM1, GSTPI, GSTTI, IKZF1, JAKT,3, MTHFD],

MTHFR, MTR, MIRR, NATZ, NOTCHI, NQO1,2,
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1. abra: A gyermekkori ALL kialakulasanak kockazati tényezdi: genetikai és
kornyezeti faktorok (génnevek magyarazata a Roviditésjegyzék-ben)

Az édesanya szervezetében képzO0dd reaktiv oxigén gyokok kozrejatszhatnak a
gyermekkori ALL kialakulasaban, mivel a képz6d6 gyokok befolyasolhatjdk a magzat
méhen beliili (intrauterin) kornyezetét. Ezt tamasztottdk ald ikergyermekek
vizsgalatainak eredményei és az Un. Guthrie-teszt céljabol levett (vér)mintdkon
végzett vizsgalatok is, melyek szerint a gyermekkori leukémia az anyai, illetve
kornyezeti hatasok miatt, mar sziiletés el6tt, az anyaméhben kialakulhat (32-34) (1.
abra). Szamos vizsgalat bizonyitotta tovabba, hogy a magzati és/vagy a korai
gyermekkorban fellépd kornyezeti hatdsok rizikdjat bizonyos karcinogén-
metabolizal6 génvariansok modosithatjak (30, 31, 35-38), azaz a genetikai hattér vagy
az Oroklott érzékenység és a kiilsd hatasok egymassal atfedve hajlamosithatnak a
betegségre. Ennek lehetséges biologiai magyarazata, hogy a karcinogének az anyai
keringésen keresztiil bejuthatnak a placentdba, ahol a majban lezajlodé folyamathoz
hasonlé metabolizmuson mehetnek keresztiil (39, 40). Ebbdl kovetkezbéen a placenta
megvaltozott metabolizacios képessége befolyasolhatja a magzatra kéarosan hato
enzimfehérje a metilén-tetrahidrofolatreduktaz (MTHFR), melynek jelentOs szerepe

van a DNS metilacié és a DNS szintézis/javitas mechanizmusaiban (1. abra).
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Folytatas 2. abra: Az intracellularis folat utvonal sematikus abraja. A folat
metabolizmus kulcsfontossagii molekulai és szdrmazékaik ellipszisben, a szabalyozo
enzimek egyszerli téglalapban, az utvonal altal érintett DNS mechanizmusok pedig
dupla keret téglalapban lathatok. A dolgozatban vizsgalt, szignifikans
polimorfizmusokat a génnév alatt jeloltem. dUMP=deoxiuridin monofoszfat,
dTMP=deoxitimidin monofoszfat, Vit.Bi1,=B1> vitamin, SAM=S-adenozilmetionin,
SAH=S-adenozilhomocisztein, TIMP=tioinozin monofoszfat, MetTIMP=metil-
tioinozin ~ monofoszfat, = AICART=AICAR  (5-aminoimidazol-4-karboxamid
ribonukleotid)  formiltranszferaz, ¥ GART=GAR (glicinamid ribonukleotid)
formiltranszferaz. *Az SLCO1B1 és SLC22A8 molekuldk a méjban és a vesében
torténd folat transzportot szabalyozzak elsdsorban.

A kutatédsi eredmények rendkiviil nagy heterogenitast mutatnak, azonban tobbségiik
szerint feltételezhetd, hogy azok az gyermekek, akik az MTHFR polimorfizmusok
kozil a két legtobbet vizsgalt 677C>T (rs1801133) és 1298A>C (rs1801131) varians
allél valamelyikét hordozzak, a csokkent enzimaktivitds miatt, kisebb eséllyel
betegszenek meg ALL-ben (41-50). Ezzel szemben éllnak azok a tapasztalatok, ahol
hajlamositd szerepet tulajdonitanak a varians alléloknak (51), vagy ahol egyaltalan
nem talaltak szignifikans 6sszefliggést (52-55). Az MTHFR variansainak a malignus
korképpel szembeni ,,védd” szerepét azzal magyarazzak, hogy a csokkent MTHFR
miikddés jobb mindségli DNS-t eredményezhet. Azaz az MTHFR varians gétolja az
enzim megfeleld miikodését, aminek kovetkeztében az 5-,10-metiléntetrahidrofolat
(MTHF) pool megnovekszik. Az 5-,10-MTHF segitségével a timidilat-szintaz
(TYMS) (48) szabalyozza a dUMP-nek dTMP-vé alakulasat. Az MTHFR csokkent
enzimmiikodése igy gatolja az uracil DNS lancba torténd beépiilését. A nagy
mennyiségli uracil beépiilés rosszabb mindségli, ,toredezett” DNS lancot
eredményezhet a sejtekben, igy az uracil beépiilés csokkenésével jobb mindségd DNS
keletkezhet, és ezaltal csokkenhet az esély az ALL kialakulasara. Az MTHFR 677C>T
polimorfizmus tovabba asszocial a szérumban mért emelkedett homocisztein szinttel,
ami az alacsony metilacios aktivitasnak koszonhet6 (56, 57).

A folat metabolizmus tovabbi fontosabb képviseldit €s szabalyoz6 elemeinek
kapcsolodasi halozatat az 2. abra, a molekulak funkciojat pedig az 1. tablazat foglalja
Ossze. A folat metabolizmus génvaridnsainak tobb okbdl is figyelemreméltd szerepiik
van: egyrészrol a leukémiara vald hajlamot, masrészrdl pedig az ALL terapidban

alkalmazott gydgyszerek - pl. metotrexat — farmakogenetikajat befolyasolhatjak.
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1. tablazat: A folat metabolizmus kulcsfontossagu enzimjei és transzporterei

Enzimek és transzporterek Funkci6
ABC kot6 domén, B N 11ees Lo e
ABCB1 membrénfehérje alcsald Egiztt t(kl)szalhtasa az extra- és intracellularis tér
(MDR/TAP), 1.tagja
DHFR dihidrofolat reduktaz Dihidrofolat redukalt tetrahidrofolatta alakitasa
FPGS folil-poli-gamma-glutamil- | ;1.0 1iolutamat szarmazékokka alakitésa
szintetaz
A folil-poli-gamma-glutamat hidrolizisének
GGH gamma-glutamil-hidrolaz | katalizalasa pteroil-alfa-glutamatta (folsav) és
szabad glutamatta
A tetrahidrofolat szarmazékok
metiléntetrahidrofolat- (10-formiltetrahidrofolat,
MTHFD1 dehidrogenaz 1 (NADP* 5,10-meteniltetrahidrofolat,
fiiggd) 5,10-metiléntetrahidrofolat)
atalakitasat katalizalja
Az 5,10-metiléntetrahidrofolat atalakitasat
MTHER 5,10-metiléntetrahidrofolat- | segiti S-metiltetrahidrofolatta, amely
reduktaz (NAD(P)H) koszubsztrat a homocisztein metioninna torténd
remetilaciojaban
5-metiltetrahidrofolat-
homocisztein- A homocisztein metioninna térténd
MTR metiltranszferaz, Vitamin- | remetilacidjat végzi S-metiltetrahidrofolat és
B12-fiiggd B12 vitamin felhasznalasaval
metionin-szintaz
5-metiltetrahidrofolat- A B12 vitaminnak, mint az MTR kofaktoranak
MTRR homocisztein- reduktiv regeneracidjat végzi igy biztositva az
metiltranszferaz-reduktaz | MTR megfelel6 mikddését
szerin- A szerin glicinné és a tetrahidrofolat
SHMT1 ) . , 5,10-metiléntetrahidrofolatta torténd
hidroximetiltranszferaz 1 e s .
reverzibilis atalakitasat katalizalja
SLC transzporter fehérjék it - (s
SLC19AL(=RFC) | 19.csaldjdnak 1.tagja, Eglzé)tt tszalhtasa az extra- és intracellularis tér
Redukalt folat hordozo
s Endogén és exogén (pl. metotrexat) szerves
SLC22A8 SLC transzporter fehérjck | | 110 1ak vesebél torténd szallitdsdt és
22.csaladjanak 8.tagja o, . .
kivalasztasat végzi
SLC transzporter fehérjék | Szerves anionok és kiilonb6z6 gyogyszerek
SLCO1B1 21.csaladjanak 6.tagja féleg majban torténd felvételét és kivalasztasat
(=SLC21A6) végzi
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Enzimek és transzporterek Funkci6

6-merkaptopurin) az S-adenozil-L-metionin
(metildonor) és az S-adenozil-L-homocisztein
(melléktermék) segitségével metabolizalja

TPMT tiopurin-S-metiltranszferaz

A tiopurin alapt gyogyszereket (pl. azatioprin,

A deoxiuridilat deoxitimidilatta torténd
metilaciojat végzi, kofaktora az 5,10-

és javité mechanizmusokhoz elengedhetetlen
dTMP* pool fenntartasat segiti

TYMS timidilat-szintaz metiléntetrahidrofolat, amely a DNS replikacios

*dTMP=Deoxitimidin- monofoszfat

Az egyik tanulmany szerint (58) a CBS gén rs400660 és rs11909493, az MTHFR gén
rs1537515, a TYMS gén rs1059393 ¢és az ENOFS1 gén rs2612092 polimorfizmusa
szignifikans (p<0,05) asszocidciot mutatott az ALL hajlammal. Az etnikai csoportokat
vizsgalva az észak-amerikai spanyol ajki gyermekek korében az rs6586281 és
rs234705 (CBS), valamint az rs162031 ¢és rs10380 (MTRR) varidnsok esetében,
tovabba az MTRR rs2287779-re heterozigotaknal kaptak szintén szignifikdns
Osszefiiggést. Az SLC19A1, MTHFD1, MTHFR, MTR, MTRR gének tobbi SNP-jénél
nem talaltak relevans asszociaciot. A haplotipus blokkok elemzésekor szintén az
észak-amerikai spanyol ajku populéacio koréeben az MTHFD1 gén egyik blokkjaban
1évé SNP-k (rs3783731, rs1950902 rs11627525) ritka alléljai, az MTRR (rs162037,
rs2287779, rs10380) GAG, ¢s a TYMS (rs3744962, rs11081251, rs2260821, rs495139)
AAAC haploblokkjai mutattak fokozott rizikot a betegséggel. Egy masik kutatés
eredményei szintén feltételezték a folat anyagcserében koézremiikodé gének és
variansaik szerepét az ALL kialakulasaban (59). Eszerint az MTHFD1 A 1958 varians
az ALL-re valé fokozott hajlammal és rosszabb tulélési arannyal parosult (60).
Azonban mas klinikai prognosztikai faktorokkal (betegcsoport, sejttipus, kezelés
karakterisztika) torténd egyiittes elemzésekor kiderilt, hogy az MTHFD1 A1958
varians hatasa nem fiiggetlen t6liik, azokkal kolcsonhatva befolyasolja kisebb vagy
nagyobb mértékben a betegségre valo hajlamot. Rosszabb kimenetelt eredményezett
tovabba ugyanennek a varidnsnak és a TYMS gén trinukleotid ismétlddésének

(homozigota forma) egyidejii hordozasa.
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A mindeniitt jelenlévo karcinogének hatasara a GSTM1 null, CYP1A1*2A és/vagy a
NAT2 varians polimorfizmusait hordoz6 kiskoru gyermekek (magzat is) DNS-e joval
nagyobb eséllyel karosodik, igy nagyobb kockazattal betegszenek is meg leukémiaban
(ALL). Egy hipotézis szerint a CYP1A1*2A varians allél a CYP1A1 enzim fokozott
aktivitdsat okozva, jelentés mértékben jarulhat hozzd a malignus folyamatok
kialakulasahoz (61-63). A varians allélt hordozok ugyanis sokkal érzékenyebbek a
karcinogén hatasokra (64). Ezt igazoljak azok a vizsgalatok is, ahol a cigarettafiist és
egyéb policiklusos aromas szénhidrogén-forras altal indukalt placentaris CYP1Al
aktivitas megnovekedett rizikoval asszocialt (65, 66). Ezek alapjan tehat kijelenthetd,
hogy a CYP1A1*2A vagy *2B allélt hordozo €s a varandossag idején peszticidek karos
hatasanak kitett édesanyak gyermekeinél kb. hatszor gyakrabban varhat6 malignus
folyamatok kialakulasa (50, 67).

Az NQO1*2 609C>T polimorfizmus (Prolin187Szerin) ALL kialakulasaban betoltott
szerepét igazolja az a tanulmany, ahol kimutattdk az SNP szignifikédns hatasat, amely
férfiakban még kifejezettebb volt, mint nékben. Az NQOI1 fehérjét kodolo gén
mutécidit szamos tumornal megtaldltak. Ezek a génmutaciok ugyanis novelik a
hematotoxicitas €s az egyéb tumoros megbetegedések kialakuldsanak kockazatat a
szervezetben. Az ALL kockazatat tovabb néveli, ha az emlitett NQO1*2
polimorfizmus mellett a GSTT1 (glutation-S-transzferaz, theta 1) gén delécios
polimorfizmusa is jelen van az adott férfinél (18). A GST gének a szervezetben
képz6dott karcinogének és bizonyos kemoterapias gyogyszerek metabolizmusaban
jatszanak fontos szerepet A GSTT1 és GSTM1 gének altal kodolt enzimfehérjék
funkcidja igen hasonld. Mindkettd gatolja a xenobiotikumok (pl. mutagének,
antraciklinek) toxikus hatasanak kifejez6dését azaltal, hogy kozvetleniil lebontja
(detoxifikalja) oOket, illetve gatolja a MAP kinaz-utat (68). A GST géncsalad két
leggyakoribb variansa a GSTT1 és GSTM1 (glutation-S-transzferaz, mu 1) inaktiv null
delécidja. Az emlitett polimorfizmus(ok) kovetkezménye a fehérje (enzim)
detoxifikalo funkcidjanak csokkenése, amely a daganatos elvaltozasok kialakulasanak
esélyét novelheti (69). Ez az elmélet tamaszthatja ala azokat a vizsgalatokat, ahol a
GST polimorfizmusainak (null delécidinak) hajlamosito hatasat talaltak. Pongstaporn
¢s munkatarsai a GSTO1*A140D ¢és GSTO2*N142D gének SNP-it vizsgalva

szignifikans Osszefliggést mutattak az ALL hajlammal, illetve utobbi esetében a magas
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rizikdju ALL alcsoporttal (70), vagy Krajinovic, illetve Sinnett és munkacsoportja a
GSTM1 null delécidjanak, vagy a NAT2,a CYP1A1*2A és a GSTM1 null gének varians
alléljainak egyiittes hatasat tapasztaltdk a betegség fokozott rizikdja szempontjabol
(68, 71, 72). Ezzel szemben mas eredmények szerint nincs statisztikailag szignifikans
szerepe a GST polimorfizmusoknak, vagy pl. GSTM1 esetében az egyik funkcionalis
allél megléte mar védo faktort jelenthet a betegség kialakulasaval szemben (72-75).
Ezek a tanulmanyok tovabba a GST géncsalad variansainak etnikum-fiiggo

tulajdonsagéra is felhivjak a figyelmet.

Az utdbbi idében szamos GWAS tanulmany jutott arra az eredményre, hogy a
sejtciklus szabalyozasaban, vagy a tumorszupresszioban fontos IKZF1, ARID5B,
CEBPE, CEBPA, CDKN2A, PAX5, EBF1 gének és variansaik (76-79) jelentds
mértékben novelik az ALL kockdzatat. Eszerint egyiittes megjelenésiik a hordozokban
50%-kal, mig homozigéta formdban mér akar 10x-esére is novelhetik az ALL
kialakulasanak rizikojat (80). Ezek az eredmények azt is mutatjak, hogy a fokozott
rizikoval jard génvariansok alacsonyabb expresszios szinttel tarsulnak, tovabba az
orokolt allélvariaciok a terapias valaszt is jelentés mértékben befolyasoljak (77, 80,
81).

A fenti variansok gyakorisagat az alpopulacidkra lebontva az alabbiakat tapasztaljuk:
a B-ALL-es esetek 2/3-aban a transzkripciot és a limfoid fejlodést szabalyozd PAX5,
IKZF1 és EBF1 gének, valamint modosuldsaik, mig a T-ALL-es betegek tobb mint
80%-aban a CDKN2A/2B tumorszupresszor génvariansok ¢és az altaluk kodolt
tumorszupresszorok (INK4/ARF), vagy a WT1, PHF6, NOTCH1 gének mutacidinak

megjelenése a jellemz6 (82, 83).

A kiilonb6z6 gének és variansaik vizsgalata mellett szdmos olyan citogenetikai
tényezdt is megfigyeltek, amelyek jellemzbéen gyakrabban fordultak eld leukémiaban,
vagy a mar meglévd korkép kimenetelét tekintve kedvezd vagy kedvezdbtlen iranyba
befolyasolni tudtak azt. A kromoszoma anomaliak koziil pl. Down-korban (84, 85),
Bloom-szindromaban, Fanconi-anémiaban meglehetésen nagy gyakorisagban irtak le

a korképet.
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A 2-5 év kozotti B-sejtes ALL-es gyermekeknél a leggyakrabban tapasztalt
molekularis rendellenességek kozé tartozik a hiperdiploidia (30%) és a TEL és AML1
gének t(12;21)(p13;q22) transzlokacioja (25%) (3. abra) (80, 86). A TEL-AML1
fazios gén egy szerzett vagy nem konstitutiv leukémias klon-specifikus genetikali
rendellenesség, melyr6l feltételezik, hogy kulcsfontossdgu szerepet jatszik a
gyermekkori ALL kialakulasaban (86). Ennek a génnek sziiletéskori megléte
kozvetlen bizonyitékul szolgalhat a betegség in utero eredetére nézve (87), azonban
csak akkor lehet a leukémias klon egyedi markereként hasznalni, ha ismert a fuzios
gén pontos szekvenciaja (88).

A gyermekkori B-ALL-re leginkabb a korabban mar emlitett hiperdiploidia (30%),
valamint TEL-AML1 (ETV6-RUNX1, 25%) génfuzio jellemz6 (3. abra). A
hiperdiploid esetekben legtobbszor az X, 4, 6, 10, 14, 17, 18, 21 kromoszomék koziil
legalabb 5-nek a nem-random felhalmozddasa torténik (89).

Kisebb szazalékban ugyan, de szintén jelentds hatdssal bir a BCR-ABL1 (4%) és az
E2A-PBXI1 (5%) genetikai eltérések, valamint a MYC génnek az antigén receptort
kodolo génekkel (2%) és az MLL gén 11g23 kromoszomarégioban egyéb tarsgénekkel
torténo (9%) atrendezodése is.

A TEL-AMLI és a BCR-ABL1-re jellemzd, hogy késdi gyermekkorban alakulnak ki

és altalaban 6-8 tovabbi genetikai eltéréssel parosulnak (80).

Genetikai eltérések relativ gyakorisaga
B-ALL-ben (%)
EZ2A-PBX1

MYC BCR-ABL1 (TCF3-PBX1)
2% r 4% 5%

3. abra: Genetikai eltérések relativ gyakorisaganak eloszlasa B-ALL-es
gyermekekben (génnevek feloldasa ,,Roviditésjegyzék”-ben)
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A TALI (58%), HOX11L2 (20%), HOX11 (3%), és LYL1 (12%) molekulakat kédolé

gének szabalyozasi zavara, kiillondsen a géneknek a T-sejt antigénreceptort kodolo

crer

a valtozasok sarkalatos pontjai az ALL patogenezisének ¢és a korkép klinikai

kezelésének, egyfajta markerként jellemezve a limfoblasztos leukémiakat.

Genetikai eltérések relativ gyakorisaga
T-ALL-ben (%)
Egveb (ETP, mLL-ene HOX11

0,
iAMP21, CRFL2) 2% 3%
5%

4. abra: Genetikai eltérések relativ gyakorisaganak eloszlisa T-ALL-es
gyermekekben. iAMP=a 21. kromoszéma intrakromoszomalis amplifikacioja,
ETP=korai T-ALL prekurzor gének

A kiilonb6zd kromoszomalis génatrendezddések megzavarhatjadk ugyanis a normal
hematopoézist és a limfoid elemek fejlédését szabalyoz6 gének miikodését (pl.
RUNX1, ETVG6), tovabba aktivalhatjak az onkogéneket (pl. MYC), vagy indukalhatjak
a tirozin-kinaz rendszert (pl. ABL1) (80). A transzlokaciok nagy része befolyasolja
(kiilonosen B-ALL esetében) a rizikdcsoport besorolast, a kezelés kimenetelét, ezéltal
a talélési esélyeket is. A nagyobb ploiditds, vagy az ETV6-RUNX1 fzids gén
kedvezdbb, mig a hipodiploidia és az MLL (mixed lineage leukemia gén) atrendezddés
vagy a BCR-ABL1 (Philadelphia kromoszoma) pozitivitds rosszabb prognézist
mutatnak gyermekekben és felndttekben egyarant (90). A tapasztalatok azonban azt
mutatjak, hogy ezek a valtozasok nem 6nmagukban idézik eld a betegséget, sokkal
inkabb szubmikroszkopikus genetikai moédosuldsokkal egyiitt vesznek részt a
leukémia patogenezisében. A DNS kdpiaszam valtozasokat (delécidk, tobbszorosen

ismétlédé szekvencidk) nagy felbontdsi microarray-vel ¢és szekvenalassal (Uj
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generacios-, transzkriptom-mRNS, exom és teljes genom szekvenalas) vizsgaltak.
Ennek eredményeképpen tobbféle, 0j, strukturalis genetikai valtozast és szekvencia
mutaciot sikeriilt azonositani, amelyek koziil szamos prognosztikai markerként, vagy
akar terapids célpontként is szerepelhet. Tovabba 1j leukémias alcsoportok
meghatarozasaval nagyobb hatékonysaggal alakithato ki a betegek egyénre szabott
terapiaja (91-96).

Az akut limfoid leukémia vonatkozdsdban tobb mint 50 kiilonb6z6
szubmikroszkopikus genetikai régiot azonositottak a DNS kopiaszam valtozasok
vizsgalatanak koszonhetden (92, 93, 97-101). A B-ALL-re jellemzdek pl. a B-limfoid
sejtek fejlodéséért felelés, TP53-RB1 tumor szupresszor, Ras szignalizacids, Janus-
kinaz utvonalakat érintd valtozasok, vagy pl. ETV6, TBL1XR1, CREBBP, MUC4,
ASMTL, ADARB2 génmutaciok (102), a T-sejtes leukémianal pedig szintén nagy
gyakorisaggal talaltak a Ras és citokin receptor szignalizacios utvonal (NRAS, KRAS,
FLT3, JAK1, JAKS, IL7R), tovabba a hematopoézist szabalyozo6 gének (GATA3, ETVG,
RUNX1, IKZF1) és a kromatin-modositd gének, kiilondsen a polycomb represszor
komplex 2 (EZH2, EED, SUZ12) esetében delécios mutacios valtozasokat (103).
Egyes tanulmanyok tovabba kimutattdk bizonyos gének — pl. a mar emlitett ETV6-
RUNX, DNMT1, MLLT3, PTEN, KRAS, CDKN2A, CDKN2B — promoter régidjaban
fellépd, illetve a BCR (B-ALL) és a TCR (T-ALL) szignalizaciot érint6, kiillonb6zo
epigenetikai valtozasok — mint pl. a citozin metilacio — szerepét is (104-108). Ezek
alapjan a gének DNS metilacidjanak prognosztikus jelentdsége lehet a malignus
folyamatok — pl. AML és ALL — kialakulasaban (109, 110), ami feltételezi, hogy az
epigenetikai modosuldsok nem egyfajta passziv masodlagos folyamatként jonnek

létre, sokkal inkabb a leukemogenezist aktivan befolyasolé tényezékként (108, 111).

Az akut limfoid leukémias gyermekpopulacidban 1) leukémias alcsoportnak
szamitanak az Xp/Yp pszeudoautoszomalis régié 1 (PAR1) CRLF2 atrendezddését
hordozok (kb.8%-uk). A CRLF2 a thymikus limfopoetin receptort kodolja (91, 94).
Mind az immunoglobulin nehéz lancdnak 14932 lokusza és a CRLF2 kozotti
atrendezddés, mind pedig a gén delécidja a gén szabalyozasanak megvaltozasdhoz
vezet, ami két 4j fuzioés gén (IGH-CRLF2, P2RY8-CRLF2) létrejottét eredményezi.

Mindkét esemény a CRLF2 gén kontroll nélkiili expresszidjahoz vezet, ezaltal pedig a
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limfoblasztok fokozott termelését teszi lehetové (112). A CRLF2 genetikai variansai
kiilondsen a Down-szindromdas gyermekekben (>50%) figyelhetok meg. Az esetek
tobb mint felében a CRLF2 génatrendezddéssel egyidoben a JAKL és JAK2 mutaciok
(91, 94, 113), valamint IKZF1 variansok aktivalodasat figyelték meg, mindezek
mellett pedig a rosszabb prognozist (114-116).

B-ALL-ben eddig csak a BCR-ABL1 fuzids gén jelentéségét ismerték, azonban a
szubmikroszkopikus genetikai és expresszids vizsgalatoknak koszonhetden egy 1j, a
BCR-ABL1 fuziohoz hasonld csoportot (BCR-ABL1-like) tudtak megkiilonboztetni. A
B-ALL-es populacié 10-12%-aban figyelhetok meg ez az ujfajta fiziods csoport, ami
ugyancsak kedvezétlen tulélési kimenettel parosul (114, 117). A BCR-ABL1-like
varianssal bir6 esetek 50%-aban szintén megtalalhaté a CRLF2, a kiilonb6z6 JAK és
IKZF1 mutaciok (118).

Tobb helyen is emlitésre keriilt az adott genetikai varidcidknak a terapia sikerességére,
a pozitiv vagy negativ kimenetelére gyakorolt hatasa. A relapszus lehetséges okairol
azonban kevesebb szo esett. Kutatok arra lettek figyelmesek, hogy a leukémids
mintakat citogenetikai és genomikai profilozassal vizsgalva (119) diagnoéziskor és
relapszuskor is, a két allapot kozott jelentds kiilonbség mutatkozott a genetikai
modosulasok természetében. Arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a relapszus oka
nagy valoszinliséggel és az esetek tobbségében egy kisebb leukémids szubklon,
amelynek genetikai profilja jelentdsen eltért a diagndziskori predominans
sejtpopulacioétol (120-122). A legtobb esetben kozos genetikai eltéréseket is talaltak
a kétféle sejtpopulacio kozott, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a predominans- €s
a relapszusért felelds szubklonok kozos preleukémids eredettel rendelkeznek. Nagy
érzékenységli assay segitségével tovabbi vizsgalatokat végeztek, és azt tapasztaltak,
hogy a szubkléon mar diagndziskor is jelen lehet, azonban szinte észrevehetetlen
,mennyiségben”. Ez az eredmény azt feltételezheti, hogy a relapszust okozé szubklon
genetikai modosulasai mas variaciokkal egyiitt (pl. IKZF1, CDKN2A/2B deléciok)
nem csak a kezeléssel szembeni rezisztencidért, hanem a rosszabb terapids
kimenetelért is feleldsek lehetnek. Kisebb ardnyban ugyan, de a vizsgalatok soran
eléfordult olyan eset is, ahol diagndziskor az eredeti leukémids sejtpopulaciotol

teljesen kiilonboz6 relapszus szubklont azonositottak, amit pl. a transzkripcids
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koaktivatort kodolo6 CREBBP vagy a TP53 gén funkcidvesztést okozd muticidinak
feldtsulasa (95, 123, 124), illetve az NT5C2 variansai (125, 126) jellemzett.

A komplex ¢és valtozo terjedelmii genetikai eltérések diagnosztikai szintii
detektalasahoz elengedhetetlen az NGS (New Generation Sequencing-uj generacios
szekvenalas) technikék alkalmazasa. A kutatasok kozponti témajanak szdmitdé nem-
kodold génmutéciokat, vagy a kiilonbozd genetikai, epigenetikai és transzkripcios
faktorok kolcsonhatéasat is csak nagy érzékenységl €s ateresztoképességli technikaval
lehet megfelelden azonositani. Igy nem véletlen, hogy ezeknek a technikéknak
kulcsfontossagu szerepe van €s lesz, a jelenlegi €s jovobeni ALL kutatasban egyarant.
Tovabba ahhoz, hogy a jovoben megfeleléen robosztus eredményeket, és igy a
GWAS-ok tobb kiilonb6z6 (akar kisebb) populacion torténd visszavalidalasa, illetve a
megfelelden szigora szignifikancia szint meghatarozasa (altalaban pewas<10E-07)

(76-79) is.

2.3 AZ AKUT LIMFOID LEUKEMIA FARMAKOGENETIKAI HATTERE

A gyermekkori ALL kezelése az onkologia egyik ,,sikersztorija”, hiszen az 1960-as
években még csak 30%-0s 5-éves tulélési arany az elmult 50 év alatt 80-85% feletti
értékre ugrott napjainkra (127). Azonban jelenleg ez a rohamosan javuld tendencia
elakadt. Ennek megoldasa lehetne 0 gyogyszerek, gyogyszer célpontok kifejlesztése
és azonositdsa, tovabba egyénre szabott, kiméletesebb terapids protokoll(ok)
kialakitasa. Ily mddon tovabb lehetne javitani nemcsak a tulélési esélyeken, de
kiilonosen a késdi mellékhatasok okozta rosszabb életminéségen (127-130).

Az antileukémids szerek hatékonysagat szamtalan gén és azok komplex egymadsra
hatdsa hatarozza meg. Befolyasolhatjdk a gyogyszerek farmakokinetikajat
(abszorpcid, disztribucid, metabolizacio, és exkrécio) és farmakodinamikajat (terapias
hatékonysag, toxicitas) is egyben.

A farmakogenetika kiilondsen a gyogyszer metabolizdldé enzimeket, a gydgyszer
célpontokat és transzportereket kodold génvariansok hatasaira fokuszal. A modosult
genetikai ,,tartalom” akar 6nmagaban, de tobbnyire egymassal kdlcsonhatva specifikus
(gyogyszerkapcsolt) fenotipusokat hozhat 1étre. Ezen tilmenden potencialis genetikai
markerekként a finomabb leukémids csoportbesorolast, és igy mar a kezdeti terapias

Iépéseket is  segithetik. A (farmako)genetikai  hattér vizsgalataval 1
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gyogyszercélpontokhoz, illetve a terdpias kezelést pozitiv iranyba terelé moddositd
faktorokhoz juthatunk, amelyekkel a kemoterdpia soran fellépé mellékhatasokat,
gyogyszerrezisztenciat, vagy €éppen a gyogyszertoxicitast tudjuk mérsékelni vagy

elkerilni.

A gyermekkori akut limfoid leukémia mar a farmakogenetikai kutatasok legelejétdl
kezdve kedvelt modellrendszernek szamitott tobb okbol is. Egyrészrol a gyermekeket
ért kornyezeti hatdsok még elenyészdek a felndttkorihoz képest, masrészt a terapia
soran alkalmazott készitmények hatasat, altalaban nem befolyasolja még semmilyen
szervi funkcidzavar, vagy egyéb tarsbetegség, tovabba a nemzetkozi standardizalt
protokollokban foglalt szempontok egységes rendszere miatt jol kiszlirhetd az egyes

genetikai tényezok szerepe (131).

Alapvetéen minden fébb human gyogyszermetabolizald enzim katalizalja a
gyogyszermolekuldk funkcids csoportjainak megvaltozasat (Fazis 1. reakciok), vagy
kitiriilése céljabol. A farmakogenetika vizsgalati célpontjai tehat, az ezen enzimeket
kodolo gének és variansaik, amelyek jelentds mértékben képesek a gyogyszerek
metabolizmusat és kivalasztasat befolyasolni (132). Fontos fazis I enzimek a citokrom
P450 enzimcsalad és a quinon-oxidoreduktazok, a fazis II. csoport jelentds képviseldi
pedig a glutation S-transzferazok (GST-k), a tiopurin S-metiltranszferazok (TPMT),
tovabba az UDP-gliikuronil-transzferaz (UGT).

A legutobbi atfogo farmakogenetikai tanulmanyok féleg a relevans SNP-k (egyszeres
vagy tobbszoros CGAS) egymasra hatasat, egylittes megjelenésiik kdvetkezményeit
vizsgaltak az alkalmazott terapia vonatkozasaban (133-136). Az egyik ilyen
kutatasban 246 ALL-es gyermek DNS-ét 13 gén 16 SNP-jére vizsgaltak meg a terapias
kimenetellel és az antileukémias gyogyszertoxicitassal kapcsolatosan (135, 136).
Eredményeik alapjan a GSTM1 vad (hem-null) genotipus szignifikansan asszocialt a
megnovekedett relapszus kockazatdval magas-rizikdju betegeknél. Tovabba 4
csiravonalbeli polimorfizmus és az antileukémids gydgyszerek okozta toxicitas kozotti

szignifikdns asszocidciét mutattak ki. Az ALL terdpia indukcids fazisa sordn
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elsédlegesen a CYP3A, az ABCBI és rajtuk keresztiil a D-vitamin receptor (VDR)
utvonalak érintettek. Az eredmények alapjan a CYP3A5*3 (22893G>A, rs776746) GG
genotipus (alacsonyabb CYP3AS5 aktivitds) a gasztrointesztinalis toxicitassal és
fertézésekkel korrelalt. A konszolidacios és kontinuacios Szakaszban, - ahol az
antifolatok alkalmazasa a dominans terapias eszkdz — az RFC1 (SLC19A1; 80A>G,
rs61510559) AA és AG genotipusa szintén az emésztérendszeri toxicitast prediktalja.
Megfigyelték tovabba, hogy mindhdrom terapias szakaszban az UGT1A1 promoter
repeat polimorfizmusa (UGT1AL 7/7) hiperbilirubinémiaval fliggott 6ssze.

A kemoterapia soran alkalmazott legfontosabb gyogyszerek kozott vannak a
tiopurinok (6-merkaptopurin, tioguanin), a metotrexat, az antraciklinek (doxorubicin,
daunorubicin) és természetesen a kezelések okozta rovid (hanyés, tumorlizis
szindroma, fertézésekre vald hajlam)- és hosszutava (kardio-, neuro-, hepato-,
nefrotoxicitds) mellékhatasok elkeriilését célzo kiegészitd készitmények (pl.
razburikdz - tumorlizis szindroma ellen, dexrazoxan - kardiotoxicitas ellen) is.

Az antifolatként miikodé metotrexat (MTX) alapvetd komponense a gyermekkori
ALL kezelésnek. Az optimalis dozis meghatarozasa még napjainkban sem teljesen
egyértelmil. Nagy - dozisu MTX-ot a konszolidacids, alacsony - dozisu (sz4jon at)
MTX-ot pedig a kontinuacios terapia soran alkalmaznak altalaban. A MTX-nak a
sejtek altal torténo elsddleges felvételét az SLC19A1 (RFC1) segiti, mig a sejtekbdl
torténd kiszallitasat az ABC transzporterek végzik (137, 138). A sejtbe jutva a MTX
egy gyors poliglutamacios lépésen megy keresztiil a folil-poli-gamma-glutamat
szintetaz (FPGS) enzim segitségével (139). Az ALL-es sejtek MTX akkumulacios
képessége meghatarozonak bizonyult a terapia sikerességében és igy a talélésben (140,
141). Napjainkban CGAS ¢és GWAS vizsgalatokkal probaljak meghatarozni a
poliglutamalt MTX in vivo akkumulaciojat és citotoxikus hatasat befolyasolo genetikai
tényezoket (142, 143). Az E2A-PBX1, a TEL-AML1 genetikai eltérések altal
meghatarozott és a T-ALL alcsoportok esetében alacsonyabb MTX akkumulaciot
tapasztaltak. A MTX a DHFR, a TYMS ¢és a GART enzimek gatlasaval fejti ki
citotoxikus hatasat els6sorban (144, 145), tovabba a poliglutamalt MTX-ot a GGH
enzim alakitja vissza MTX-ta, igy ezen enzimek polimorfizmusai szintén jelentds
mértékben befolyasolhatjak a betegség kimenetelét (146). Egy genomszintli vizsgalat

soran az ALL blaszt sejtekben 48 gén expresszios mintazatat vizsgaltak. A vizsgalatba
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bevont TYMS és DHFR gének expresszidja szorosan Osszefiigott a metotrexat
kezelésre adott in vivo terapias valasszal, amely prediktiv jelleggel birhat a hosszua tava
eseménymentes tuléléssel kapcsolatosan (143). A természetesen jelen 1évé DHFR
24 kotdhely funkcigjat és fokozott DHFR expressziot, ezaltal a metotrexat kezeléssel
szembeni rezisztenciat okozott (147). Egy masik kozlemény szintén a DHFR gén egyik
SNP-je ¢és a gén megndvekedett expresszidja, illetve az alacsonyabb eseménymentes
talélési hanyad kozott talalt kapcesolatot (148).

A minimalis rezidualis betegség (MRD-minimal residual disease) (2, 149) elkeriilése
érdekében az intenzifikacios szakaszban tobbek kozott nagy dézisa (pl. 1-8 g/m?)
antifolatot, metotrexatot adnak a betegeknek. A metotrexat aktiv metabolitjanak
Osszefliggésbe.

A tiopurinok egy citotoxikus gyogyszercsoport, melyet féleg a kemoterapia
intenzifikacids, konszolidacios fazisaban hasznalnak. A gyogyszer alkalmazasa sordn
tioguanin épiil be a DNS lancba, igy idézve el a sejtciklus zavarat és az apoptozist. A
gyogyszer metabolizmusat a TPMT enzim szabalyozza. Az enzim genetikai variansai
feleldsek lehetnek a gydgyszer metabolizmusanak megvaltozasaért (150, 151). Egyes
tanulmanyok Osszefliggést talaltak TPMT variansok (TPMT*2, TPMT*3A ¢és
TPMT*3C) és a tiopurinnal kezelt betegekben kialakult, kiilonboz6é mértéki
mieloszupresszié kozott (152). Nagy dozisu (pl. 75 mg/m?mnap) tioguanin kezelés
esetén pedig masodlagos malignitast is megallapitottak (153). Ezért a
gyogyszercimkén — bar nem kotelezd jelleggel — ajanljdk ezeknek a varidnsoknak a
genotipizalasat a terapia megkezdése el6tt (2).

Az antraciklinek hasznélata soran a betegek kozott jelentds kiillonbségek figyelhetok
meg a szivproblémak kialakulasaban, ami genetikai hattér jelenlétére utal. Kutatési
eredmények bizonyitjak, hogy a szabadgyokképzésben részt vevO gének, az
antraciklin-transzportjat végzé6 ABC-transzporterek és az antraciklin metabolizald
gének hozzéjarulnak a kardiotoxicitas egyéni kiilonbségeihez.

Az antraciklinek tobb ABC-transzporternek is szubsztratjai, amelyek nagyon fontosak

ezeknek a gyodgyszereknek a sejtbdl torténd kiszallitdsaban. Ezek koziil egyik az

27



DOI:10.14753/SE.2014.1915

ABCC1 (ATP-binding cassette, sub-family C, member 1), az ABC-transzporter
géncsalad Cl-es génje.

Wojnowski és munkacsoportja non-Hodgkin-limfomas felnétteket  vizsgalt.
Eredményeik alapjan feltételezhet6, hogy az ABCC1 rs45511401 egypontos nukleotid
polimorfizmusa ¢és az akut antraciklin okozta kardiotoxicitds kialakulasa kozott
szignifikans Osszefiiggés van (154). Egy masik vizsgalatban tobb kiilonbozo
gyermekkori malignus betegpopulaciot elemeztek. Eredményeik az el6zo
munkacsoporttal egy iranyba mutatva, szintén az ABCC1 adott rs4148350 SNP-je és
az antraciklin okozta kardiotoxicitas kozotti asszociaciot mutattak ki (155). Mindezek
ismeretében az ABCC1 gén és variansai fontos szerepet jatszhatnak az antraciklinek
szivkarosito hatasaban, igy prediktiv vizsgéalatuk sarkalatos pontja lehet a kemoterapia

optimalizalasban ¢és a toxikus mellékhatasok elkeriilésében.

A farmakogenetika ,erejét” szdmos eddig is alkalmazott, illetve a
gyogyszermetabolizmus genetikai hatterének mélyrehatobb vizsgélata révén Gjonnan
kifejlesztett terapids készitmények adjak. Ilyenek pl. a Janus kindz gatlok (pl.
ruxolitinib), amelyek kiilonésen hatékonyak a JAK vagy CRLF2 genetikai
modosulasokat hordozé ALL-es betegekben (96), vagy az ABL1 és PDGFRB
inhibitorok (pl. imatinib, dasatinib) a BCR-ABL1-like eseteknél (118). Tovabba a DNS
(azacitidin)- és hiszton-metiltranszferaz, illetve hiszton-deacetilaz inhibitorok
(trichosztatin-A), amelyek egyes tumorszupresszorok reaktivaciojat, vagy a
kemoterapidra valé megnovekedett érzékenységet eredményezhetik kiilondsen a
CREBBP mutaciokat, vagy MLL génatrendezddést hordozoknal (156, 157). Meg kell
emliteniink még — a teljesség igénye nélkill - a sokkal agresszivebb és rosszabb
prognozisit T-ALL hatékony terapids eszkozeit is. Ilyenek pl. a CD19 és CD3e
sejtfelszini antigénekre bispecifikus (blinatumomab), vagy a CD19, CD20, CD22,
CD52 specifikus monoklonalis antitesteket nem-konjugalt (epratuzumab), és
konjugalt (moxetumomab, inotuzumab ozogamicin) formdban tartalmazo

készitmények (158).

Az Gjonnan diagnosztizalt akut limfoid leukémids betegek vizsgélata alapjan egyre

tobb bizonyiték mutat afelé, hogy a mar kezdetekor jelenlévo leukémias szubklonok
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tehetok felelossé a kemorezisztencia kialakuldsaért. Ennek jelentdsége kiilondsen a
magas rizikdju betegeknél van, ahol ezek a diagnoéziskor is meglévd leukémias
alpopulaciok kiilonb6zoé genetikai modosuldsokat hordozva feleldsek lehetnek a
késobbi relapszusért, vagy a terapia kimeneteléért (120-122). Eppen ezért a jovébeni
protokolloknak ezen szubklonok pontos azonositasat és megfeleld kezelését kell
megcéloznia a magas rizikoju csoport tilélésének és késobbi életmindségének javitasa

érdekében.

Osszességében tehat elmondhaté, hogy az ALL farmakogenetika f& célja olyan
poligénes ¢s személyre szabhatdé modellek kidolgozasa, amelyek pontosan
prediktalhatjdk az egyes betegek egyéni gyogyszervalaszat és a lehetséges toxicités
veszélyeit, ezaltal novelve a terapia hatékonysdgat és a tulélési esélyeket, valamint

tamogatva a kezelés utani jobb életmindség elérését.

24 A STATISZTIKAI ADATELEMZES SZEREPE: FREKVENTISTA ES BAYES-I

STATISZTIKA

A kilonb6zo genetikai anomadlidk, mutaciok, polimorfizmusok detektalasat a
napjainkban egyre elterjedtebb nagy ateresztoképességli modszerek segitik. Ezek a
technikdk a kordbbiakhoz képest igen rovid idd alatt, rendkiviil nagy mennyiségii
adatot ,termelnek”. Legtobbszor pedig mar egymassal kdolcsonhato, komplex
kapcsolati rendszerek feltérképezése a cél. Eppen ezért elengedhetetlen az
adatfeldolgozast segitd modszerek szemléletvaltasa, illetve a tradicionalis statisztika
mellett az inverz gondolkodasu kiértékeld technikak - akar kiegészit6 - alkalmazasa is.
Dolgozatomban két adatfeldolgoz6 rendszer lehetdségeit is igyekeztem kihasznalni: a
klasszikus frekventista és a Bayes-halo alapu bayes-i tobbszintli relevanciaanalizis
statisztik4ét.

A két statisztikai modszert Osszehasonlitva elmondhatd, hogy a frekventista
statisztikanal az esemény valdszinlisége a megfigyelésekbdl szamitott, relativ
gyakorisdgon alapul, egyéb, kiilsd informéci6 felhasznaldsa nélkiil. Az igy felallitott
hipotézisekrél nem nyujt direkt megallapitasokat (5. abra). A frekventista statisztika
kulcsfogalmai a becslés bizonytalansagat méré konfidencia intervallum (ami altalaban
95% Cl), a statisztikai hipotézisek vizsgalata, €s a torzitatlan becslés (159). Hatranya

a tobbszoros hipotézis tesztelési probléma.
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Adatok

Nullhipotézis

Nullhipotézis lehetetlensegének Kévetkeztetes
valészinlsege

5. abra: A frekventista statisztika elvének sematikus abraja. A klasszikus
statisztika felallit egy nullhipotézist (pl. nincs kapcsolat az SNP ¢és betegség kozott),
amelynek valosziniitlenségét az adatok fliggvényében igazolja és vonja le a
kovetkeztetéseket (kis valoszinliségi értek esetén nem igaz a null hipotézis, azaz van
Osszefliggés SNP-betegség kozott).

A bayes-i statisztika ezzel szemben egy forditott valdszinliségi modellt alkalmaz (6.
abra). Tehat itt nem konfidencia-intervallumot, hanem megbizhatosagi tartomanyt
(credibility region-t) lehetne mondani. A kett6 kozti kiillonbség, hogy a konfidencia-
intervallum az a tartomany, amelybe - ha a kisérletemet végtelenszer megismételném,
akkor az esetek pl. 95%-aban az OR (odds-ratio, esélyhanyados) esne. A
megbizhatdsagi tartomany az a tartomany, amelybe az OR 95%-os valoszinliséggel

beleesik az a priori feltevések és az adataink alapjan.

Adatok

El6zetes valdszinliségek Ujabb valésziniiségek

(a priori) (a posteriori)

Bayes-tétel

6. abra: A bayes-i statisztika elvének sematikus abraja. A bayes-i statisztika
elézetes valdsziniiségeket allapit meg, amelyekbdl az adatok és Bayes-tétele
segitségével Ujabb valoszinlségeket hataroz meg. Ezekbdl vonja le a végsd
kovetkeztetéseket.

A Bayes-hal6 (BN) egy valoszintiségi grafikai modell, amely valdszintiségi valtozok
kozotti, feltételezett fliggdségi viszonyt, kapcsolati strukturat abrazol (egy iranyitott
kormentes graf segitségével — directed acyclic graph, DAG). A Bayes-halo hatakonyan

tudja leirni a valtozok egyiittes valosziniiségi eloszlasat (7. abra). A graf csomopontja
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a valtozot, az ¢l pedig a valtozok kozotti kapcesolati strukturat, fliggdségi viszonyt
mutatja.

Az 7. abra egy altalanos Bayes-halot mutat be, ahol az élek a fenotipusos valtozok (pl.
ALL-Y1, ALL-alcsoportjai-Y2, immunfenotipus-Y3) és az egyes prediktor valtozok
(pl. SNP-k) kozotti direkt Osszefiiggéseket reprezentaljak. A haldban szerepld
utvonalak tovabbi fliggdségi viszonyokat eredményeznek (pl. a SNPS5, SNP4, Y1 és
Y3 valtozok kozotti €lek egy iranyitott utat definidlnak, amelynek kovetkeztében az

SNP5 és az Y3 valtozé kozott un. tranzitiv relevancia all fenn).

Csomdpont SNPS £
SNP1 'd SNP§
I/ Pure, tiszta interakcio
SNP2 y relevancia (SNP7-Y1)
)
l SNP9 SNP7
SNP3 \ / \ / \'
Confounded, zavaro v2
relevancia (SNP3-Y2) —_— SNP8

Transitive relevancia
(SNP5-Y3)

7. bra: Altalanos Bayes-hil6 kapcsolati struktiraja

A bayes-i elemzés soran a célunk az, hogy meghatarozzuk az egyes Osszefiiggések a
posteriori (az esetleges a priori ismeretek és a megfigyelési adatok alapjan
megallapitott) valdszinliségeit.

Egy kivalasztott valtozd (a tovabbiakban: célvaltozo, pl. ALL megléte/hianya)
Markov-takaroja azokbol a minimalis szamu, un. erdsen relevdns valtozokbol all,
amelyek az Osszes tobbi valtoz6 hatisat elfedik. Azaz ezen valtozok értékének
ismeretében a tobbi valtozo értéke nem befolyasolja a célvaltozo értékét. A bayes-i
elemzés egyik legfontosabb célja annak meghatdrozdsa, hogy egy kivalasztott
célvaltozonak mely véltozohalmazok, mekkora valoszinliséggel alkotjdk a Markov-
takargjat (Markov Blanket Set, MBS). Ez alapjan minden egyes valtozora

kiszamithat6 az a valdsziniiség, hogy az adott valtozo6 szerepel a célvaltoz6 Markov-
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takarojaban (Markov-hatarbeliség, Markov Blanket Membership, MBM). Ez nem
mas, mint annak az a posteriori valosziniisége, hogy a valtozé a célvaltozo
szempontjabol erdsen relevans. A Markov-takarot alkotdo valtozok kozotti
kapcsolatrendszert is tartalmaz¢é algraf az in. Markov-takar6 algraf (Markov Blanket
SubGraph, MBG). Ezeken felill az elemzés soran tovabbi fliggdségi viszonyok a
posteriori valoszinliségét is meghatarozzuk (7. abra), ezek a kovetkezok: direkt erds
relevancia (Y1 és SNP1 kozott), tranzitiv relevancia (Y3 és SNP5 kozott), zavard
relevancia (Y2 és SNP3 kozott), valamint tiszta interakcid (Y1 és SNP7 kozott, kozos
gyermekilk az Y3).

Az elemzés soran uniform priorokat (el6zetes informaciok) hasznaltunk, hogy csak az
adat hatdsa érvényesiiljon, azaz nem voltak specialis bedllitdsok. Az eldzetes
informacidk szarmazhatnak korabbi futtatasokbol, tudasbazisokbol, szakirodalombol.
A bayes-i mdodszerek nagy elénye, hogy ezeket viszonylag konnyen be lehet épiteni a

modellbe szemben mas modszerekkel.

Osszefoglalva elmondhaté tehat, hogy a fé kiilonbség a két modszer kozétt a
kérdésfeltevés irdnya, azaz mas szemszOogbdl kozelitik meg a problémat. A
frekventista statisztika kérdése: "Adott paraméter mellett, mekkora a valosziniisége,
hogy az adat megjelenik?", mig a bayes-1 kérdés igy hangozna: "Az adatok

ismeretében, mit tudunk mondani a paraméterrdl?"

A bayes-i moédszer (BN-BMLA) matematikai hatterének részletesebb magyarazata a
munkacsoport korabbi cikkeiben (159-167) és a relevans szakirodalomban (168-171)
olvashat6. Dolgozatomban a modszer lényeges tulajdonsagait és az asszociacids

vizsgalatok kiértékelésénél betoltott fontos szerepét szerettem volna hangsulyozni.

32



DOI:10.14753/SE.2014.1915

3 CELKITUZESEK

PhD munkam soran a kovetkez6 célkitiizéseim voltak:
1. A kemoterapids gyogyszerek detoxifikaciojaban fontos GSTM1 és GSTTI1
molekuldk deléciés variansainak gyermekkori akut limfoid leukémia (ALL)

kialakuldaséban betdltott szerepének vizsgalata.

2. A hematopoézisben, transzkripcidban, folat metabolizmusban jelentds 33 gén
126 csiravonalbeli genetikai polimorfizmusanak vizsgalata gyermekkori ALL-es és
egészséges kontroll populacioé eredményeit dsszevetve bizonyos klinikai paraméterek
(nem, életkor, citogenetikai jellemzok) és ALL-es alcsoportok (B-sejtes-ALL, T-
sejtes-ALL, hiperdiploid-ALL) figyelembevételével.

3. Ugyanezen populacidoban az 0ssz (OS)-, és eseménymentes tulélés (EFS)
szempontjabol a kiilonbozé génvariansok szerepének vizsgalata, tehat a kivalasztott,
jelentds szignalizacids-, és anyagcsereitvonalat érintd, valamint a transzkripcid
szabalyozasaban szerepet jatszé polimorfizmusok koziil, melyek befolyasoljak

szignifikans modon a talélési esélyt.

4. A gyermekkori akut limfoid leukémia terapidja soran alkalmazott antraciklinek
kardiotoxikus hatasanak és azok genetikai vetiiletének tanulmanyozasa az ABCC1

polimorfizmusok segitségével.

S. A napjainkban leginkabb elterjedt statisztikai gyakorisdgon alapuld
(frekventista) és a munkacsoport altal kifejlesztett Bayes-halé alapti bayes-i tobbszintli
relevancia analizis (BN-BMLA) modszereinek egymast segito, kiegészitd alkalmazasa
az adatelemzés soran. A kiilonb6z6 klinikai, illetve genetikai tényezdk és a
gyermekkori akut limfoid leukémia kozotti kapcesolati struktirak bayes-i modellezése

rrrrrr

megadasaval.
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4 ANYAGOK ES MODSZEREK

41 MINTAPOPULACIO

Vizsgalataim soran a Semmelweis Egyetem, Genetikai, Sejt-, és Immunbioldgiai
Intézetében talalhatd biobank mintait és adatait hasznaltam fel. A mintabankban
Osszesen tobb mint ezer egyén, a magyar (eurdpai eredetli) populacidohoz tartozé akut
limfoid leukémias gyermek és egészséges kontroll vérado, illetve a Budali
Gyermekkorhaz Ortopédiai Osztalyarol és a Heim Pal Gyermekkorhaz Uroldgiai
Osztalyarol véletlenszeriien kivalasztott gyermek DNS mintéja talalhatd. A mintabank
1étrejottében kulcsszerepe volt Dr. Erdélyi Danielnek, a Semmelweis Egyetem, 1l.sz.
Gyermekgyogyaszati Klinika szakorvosanak.

A kutatasi projekt a Magyar Etikai Bizottsdg (Egészségiigyi Tudoményos Tanécs
Tudomaényos és Kutatasetikai Bizottsag, azaz ETT TUKEB; Esetszam: 8-374/2009-
1018EKU 914/P1/08) engedélyeével johetett 1étre, melynek egyik feltétele volt a bevont
személyek, illetve kiskorta személyek esetén a betegek sziileinek irdsos beleegyezése.
A kiilonbozd kisérletekbe bevont mintapopuldcid minden esetben a biobankbol
szarmazott, azonban a vizsgalatok id6beni eltérése és a biobank folyamatos bdvitése,
illetve néhany esetben a mintak fogyasa miatt azok dsszetétele (beteg-kontroll arany,

¢letkor eloszlas) kis mértékben eltér egymastol.

411 BETEGEK

A betegek mintai els6sorban a Semmelweis Egyetem, Il.sz. Gyermekgyogyaszati
Klinikdjarol, illetve az orszag tobbi kilenc hematoldgiai kdzpontjabdl szarmaznak.
Vizsgéalataimban az 1990 és 2010 kozott diagnosztizalt személyek mintéit elemeztem,
akiket az ALL Berlin-Frankfurt-Miinster (BFM) 90 ¢és 95-6s, valamint ALL IC 2002-
es protokollal kezeltek. A betegek rizikocsoport besoroldsa a protokollokban

meghatdrozott paraméterek alapjan tortént.

crer

439 ALL-es gyermek és 359 egészséges kontroll minta bevonaséaval vizsgéaltam (1.
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jelolt gén asszociacids vizsgalat) (2. tablazat). Célom a GSTM1 és GSTT1 gének null
¢s a pozitiv kontrollként alkalmazott CCR5 gén delta32 polimorfizmusainak vizsgalata
¢s Osszehasonlitasa volt gyermekkori akut limfoid leukémias ¢€s egészséges
populacioban. A GSTM1 és GSTT1 delécids polimorfizmusok genotipizalasakor nem
lehetett kiillonbséget tenni a vad homozigota és a heterozigota egyének kozott, igy a
statisztikai kiértékelés soran az un. recessziv modellt alkalmaztam. A recessziv
modellben a vad homozigdta és heterozigota genotipus csoport eloszlasanak
Osszehasonlitasa torténik a ritka (mutans) homozigota csoporttal szemben beteg és

egészséges populacidban.

2. tablazat: 1. vizsgalatban elemzett betegcsoport adatai

Betegek Kontrollok
Teljes populacié 439 359
Nem (%)

N6 189 (43,1) 152 (42,3)
Férfi 250 (56,9) 207 (57,7)

Diagnoziskori életkor
Atlag (SD) 6,2 (£4,2) 21,3 (+14,3)
Median (Tartomany) 4,7 (0,2-18) 20,0 (1,5-63)
Sejtmorfologiai alcsoport (%0)
B-ALL 335 (76,3) -
T-ALL 65 (14,8) -

Citogenetika (%0)
Hiperdiploiditas 81 (18,5) -

A limfocita differencialodésban, transzkripcidban, sejt proliferacioban (II. jelolt gén
asszociacios vizsgalat) és a folat anyagcserében (II1. jeldlt gén asszociacids vizsgalat)
kulcsfontossagti génpolimorfizmusok vizsgélatakor azonos mintapopuldcioval (3.
tablazat) dolgoztam. A genotipizalas egyazon idOben és modszerrel tortént. A
genotipizalds sordn 144 polimorfizmusbdl 129-et sikeriilt meghatdrozni és a
populacion elemezni. Az 1. tanulmanyhoz képest mind a betegek, mind pedig a
kontrollok szdma is novekedett a biobank folyamatos bdvitése révén, igy dsszesen 543

leukémias gyermek és 529 kontroll mintéjat vizsgalhattam.

35



DOI:10.14753/SE.2014.1915

3. tablazat: A II. és I11. vizsgalatban elemzett betegcsoport adatai

Betegek  Kontrollok
Teljes populacio 543 529
Nem (%)

N6 308 (56,7) 305 (57,7)
Férfi 235(43,3) 224 (42,3)

Diagnoziskori életkor
Atlag (+SD) 6,4 (+4,2) 16,1 (+12.,4)
Median (Tartomany) 5,1 (1-18) 12,5 (1,5-59)
Rizikécsoport (%0)
Alacsony rizikéju, LR 96 (17,7) -
Kozepes rizikoja, MR 309 (56,9) -
Magas rizikéju, HR 55 (10,1) -
Sejtmorfologiai alcsoport (%0)
B-ALL 390 (71,8) -
T-ALL 78 (14,4) -

Citogenetika
Hiperdiploiditas 79 (14,5) -
LR: Low risk-alacsony, MR: Medium risk-kozepes; HR: High risk-magas rizikdja csoport

A farmakogenetikai tanulmany célja az ABCC1l gén polimorfizmusai ¢és az
antraciklinek szivkarositdé mellékhatasa kozotti Osszefiiggés vizsgalata volt. Jelen
dolgozatban csak a legrelevansabbnak bizonyult ABCC1 rs3743527 polimorfizmust és
a hozza tartoz6 elemzést mutatom be.

A farmakogenetikai vizsgalat soran adathidny, illetve kizaro klinikai okok miatt
lesziikitett betegpopulacidt vizsgaltunk. A vizsgalatba nem kertiltek bele azon betegek
mintai, akiknél nem fejezték be, vagy nem megfelelden alkalmaztédk a protokollban
leirtakat. Tovabbi kizard ok volt: a korai elhalalozas, barmilyen korabbi kemoterapids
kezelés, vagy barmilyen meglévo tarsbetegség, amely ismert mdédon befolyasolhatta a
terapias gyogyszerek hatasat, farmakokinetikdjat (pl.: velesziiletett egyoldali
vesehiany vagy Down-szindroma). Ezért az antraciklinek kardiotoxikus hatasat 6
korhazbol osszegyijtott 235 betegbdl alld populacion vizsgaltuk. A populacio adatait
a 4. tablazat tartalmazza.

Az antraciklin kezelés esetleges szivkarositd hatdsat kiilonb6zd idépontokban mért
szivultrahangos vizsgalattal ellendrizték. A kezelési protokoll tobb ultrahangos
vizsgalatot ir el a betegek részére, mi ezek koziil 3 idOpont adatait elemeztiik: 1.

diagnéziskor, 2. zarovizsgalatkor, 3. utols6 kovetési iddpontban (évenkénti kontroll).
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A szivultrahangos vizsgalat mérdszama a bal kamrai linearis ejekcids frakcio (linEF),
amelyet az ultrahanggal mért bal kamrai végdiasztolés atmérébél (VDA) és a bal
kamrai végszisztolés atmérébdl (VSzA) hataroztak meg és a mérési adatok alapjan a
kovetkezé  képlet  segitségével  lehetett  kiszamitani:  linEF(%)=(VDA-
VSzA)/VDA*100%.

Az antraciklinekkel (doxorubicin, daunorubicin) torténd kemoterapias kezelés soran a
kiilonbozd rizikdcsoportu betegeknél eltérd volt az antraciklinek adagoldsa. Az
alacsony és kozepes rizikoju betegeknél kismértéki (eltéré dozisszam; dsszesen 180-

300 mg/m? antraciklin), mig a magas kockazatl betegeknél nagyobb foku eltérés volt.

4, tablazat: A farmakogenetikai vizsgalat soran elemzett betegcsoport adatai

A betegek jellemzdi Vizsgalt betegcsoport
A betegek szama (f6) 235
Nem férfi 126 (54)
(fo, %) né 109 (46)

Eletkor

i +3,8 (1,2-18,
(atlag £ SD, terjedelem, év) 5,7+3,8(1,2-18,0)

zarovizsgalatig kapott 120-360
Ossz antraciklin dézis zarovizsgalatig kapott +
(terjedelem, mg/m?) egyiitt a relapszussal 120-840
kezeltek dozisaival
Linehris eiekeiés frakeid diagnoziskor 39,8 £6,0 (n=133)
( ;t‘;;grfset')e (;;;’s raxeio zirévizsgilatkor 39,0 + 6,0 (n=173)
utolso kdvetési idopont 38,6 £5,2 (n=168)
Szivultrang idépontja zarovizsgalat 2,0 (0,7-3,4)
(median, terjedelem;év) utols6 szivultrahang 6,3 (2,4-13,7)

4.1.2 KONTROLLOK

A kontroll periférias vérmintak véletlenszerlien kivalasztott egészséges véradoktol,
illetve a Budai Gyermekkorhaz Ortopédiai és a Heim Pal Gyermekkorhdz Urologiai
Osztalyanak jarobetegeitdl szarmaztak.

A Kkontroll csoport minden tagja az eurdpai eredetli (kaukazusi) populaciohoz és
foldrajzi régidhoz tartozik, tovabba egyikiiknek sem volt korabban regisztralt

gyermekkori ALL-je vagy mas rakos megbetegedése.
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4.2 DNS SZEPARALAS

A DNS szeparalas célja a csiravonal genetikai vizsgalatara alkalmas DNS minta
gyljtése volt, ezért a DNS kivondsa remisszidban 1évo betegektol, retrospekitv mddon,
EDTA-s csébe gyljtott, periférids vérmintdkbol tortént. A leukémids betegek
genomialis DNS-ének izoldlasa QIAmp DNA Blood Midi/Maxi Kittel (Qiagen,
Hilden, Németorszag), mig a kontrolloké az iPrep Purification késziilék segitségével
¢s a hozza tartoz6 iPrep PureLink gDNA Blood Kittel (Invitrogen, Life Technologies,
Grand Island, USA) tortént, a gyartok altal eldirt protokollok alapjan.

A QIAmp DNA Blood Midi és Maxi Kit DNS izolalasi lépései lényegében
megegyeznek, a kiilonbség a kiindulasi vérmennyiségben (Midi:0,3-2,0 ml, Maxi: 3-
10 ml) és az egyes 1épésekben ezzel aranyos vegyszerfelhasznalasban volt.

Az Intézet biobankjaba érkezd vérmintak atlagosan 2-3 ml vért tartalmaztak, igy a 2
ml kiindulési vérmennyiségre vonatkozé DNS kivondsi 1épéseket ismertetem.

A 2 ml vérmintahoz (ha kicsit kevesebb lenne, PBS oldattal kiegészitjiik) 200 ul
Proteinaz K oldat hozzaadasa sziikséges, majd az alapos Osszerazas utan 2,4 ml AL
pufferrel kell 6sszeforgatni. A lizatumhoz 10 perces 70 °C-os inkubalas utan 2ml 96%-
os etanolt kellett hozzaadni és szintén jol Osszerazni, majd az oszlopra felvinni. Az
elegyet t6bb 1épésben 3 percig 300 rpm sebességgel kell centrifugalni, a lecentrifugalt
részt (filtratumot, als6 folyadék részt) mindig elontve. Ezt kovette az oszlop két
lépcsds, 2-2 ml AW1 és AW2 mosopufferral torténd mosasa. A mosasi 1épés
hatékonysagat az 1, majd 15 perces 5000 rpm sebességili centrifugalas novelte. Ezutan
kovetkezett az oszlopon maradt DNS leoldésa, amit 300 pl a gyart6 altal eldirt in. AE
pufferrel, vagy desztillalt vizzel végezhettik el. Az oszlop 5 perces
szobahOmérsékleten torténd ,,pihentetése” utan, S000 rpm sebességgel torténd 2 perces
centrifugalasi 1épés kovetkezett. A maximalis hozam érdekében még egyszer ajanlatos
elvégezni az utolsd 1épést. A DNS minta koncentracidja és tisztasdga ezutan
NanoDrop® ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington,
USA) késziilékkel hatarozhato meg.

Az iPrep PureLink gDNA Blood Kittel torténé DNS izolalas egy magneses agy

segitségével tortént. Ez egy automatizalt rendszer, amiben még a vegyszerek is
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pontosan mintanként kimérve, elérecsomagolva talalhatok. A késziilékkel egyszerre

350 ul kiindulasi térfogatt, 1-13 kiilonb6z6 minta dolgozhato fel.

4.3 A VIZSGALT GENEK ES GENETIKAI ELTERESEK KIVALASZTASA

A vizsgalat targyat képezo géneket €s azok polimorfizmusait a relevans tudomanyos
irodalom, illetve a kiilonb6z6é genetikai adatbazisokban torténd keresés eredményei
alapjan allitottam Gssze.

A polimorfizmusok kivalasztasa soran eldszor a jelolt gén asszociacios (CGAS) és
teljes genom szintli vizsgalatok (GWAS) eredményeit néztem 4at, amelyek segitségével
mar komplex, atfogd képet kaptam az akut limfoid leukémidhoz kapcsolodo és vizsgalt
genetikai  eltérésekrél. A kevésbé ismert, a teriilet Ujonnan felfedezett
polimorfizmusairdl az esettanulmanyok, mint tudomanyos kozlemények alapjan
tajékozodtam, tovabba a genetikai adatbazisok segitségével valasztottam ki dket. A

HapMap adatbazis (International HapMap Project http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov/

elérhetd: 2013.08.28.) segitségével lehetett felmérni az adott polimorfizmus
eléfordulasi gyakorisdgat eurdpai eredetli populacidban, azaz, hogy mely
polimorfizmusokat érdemes vizsgalni a magyar populacion beliil is. Az adatbazison
keresztiil toltottem le a kivalasztott génben megtalalhatd dsszes polimorfizmus listajat
(release #28 HapMap Genome Browser). A polimorfizmusok szerepét, funkciojat az
OMIM® (Online Mendelian Inheritance in Man, McKusick-Nathans Institute of
Genetic Medicine, Johns Hopkins University Baltimore, MD http://omim.org/

elérhet6: 2013.08.28.), a Genecards (The Human Gene Compendium, The Crown
Human Genomics Center and the Bioinformatics Unit of the Weizmann Institute of

Science in Rehovot, Israel http://www.genecards.org/ elérhet6: 2013.08.28.), a dbSNP
(U.S. National Library of Medicine, National Institute of Health public Single
Nucleotide Polymorphism Database, 8600 Rockville Pike, Bethesda, MD 20894
http://www.ncbi.nlm.nih.qov/SNP/ elérhet6: 2013.08.28.), az UCSC Genome

Browser (Genome Bioinformatics Group, Center for Biomolecular Science and

Engineering, University of California Santa Cruz http://genome.ucsc.edu/ elérhetd:
2013.08.28.), és a SNP Finder (Alberto Riva © 2006-2011, University of Florida
http://snpper.chip.org elérhet6: 2013.08.28.) adatbazisokban ellendriztem.

A HaploView 4.2 programmal vizsgaltam az SNP-k k6zotti kapcsoltsagi viszonyokat,
az Un. haplotipusokat (haplotipus = lokusz, - itt egy kromoszéman 1évo
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polimorfizmusok - egyiitt 6rokl6dé allélkombinacidja). Erre azért volt sziikség, mert
tobb egymassal genetikai kapcsoltsagban 1évo polimorfizmus koziil elegend6 az adott
haplotipusblokkban csak egy vagy néhany polimorfizmus (tagSNP) vizsgalata egy
adott Gsszefliggés kimutatasdhoz. A szoftver az adott markerek kozotti kapcsoltsagi
viszony szamszertisitésére az un. kapcsolt egyensulytalansag (linkage disequilibrium,
LD) standardizalt (D’) és a korrelacios koefficiens (r?) értékét adta meg. Egy
populacioban vizsgalt két marker kapcsolt egyensulytalansagban van (LD), ha a két
marker egyik alléljdnak a mdsik marker alléljaval valo eléforduldsi valosziniisége
nagyobb, mint a varhat6 véletlenszerti el6fordulasuk (172).
Amennyiben a két polimorfizmus kdzétti kapcsoltsagi viszonyt jellemzé D’ (vagy r?)
érték 0, ez azt jelenti, hogy a két allél egymastol fliggetleniil 6roklddik (egyenstlyban
vannak), mig, ha a koefficiensek értéke 1-hez kdzeli, az erds kapcsoltsagot jelent (1=
teljes egyensulytalansag).
A kapcsoltsagi viszonyok alapjan torténd sziirés, igy egyrészrol a kisérlettervezes ido-
¢és koltséghatékonysdga miatt volt fontos, masrészrdl pedig a polimorfizmusokat
egyfajta , . kontrollként” alkalmazva, - egy haplotipusblokkon beliili genotipizalasukkal
- megerdsithetdek voltak a feltart 6sszefliggések.
A szakirodalom és az adatbazisok alapjan torténd sziirés utan az SNP-ket feltételezett
funkciojuk szerint vélasztottam ki a kovetkezd sorrend alapjan: 1. aminosavcserét
okoz6 — nem szinonim/missense, 2. promoter, 3. 3’-UTR, 4. aminosavcserét nem
okoz6 — szinonim/coding-synon, 4.intron. A vizsgalt SNP-k listajat és tulajdonsagait
az 5. tablazat foglalja 6ssze.
A statisztikai elemezhetdség feltétele volt tovabba a (10 — 90)% kozotti minor allél
frekvencia (MAF) is. Ez a hatdr biztositotta a ritka homozigota és heterozigota
egyének varhatéan megfeleld gyakorisagat az altalunk vizsgalt eurdpai eredetli
populacioban.
A farmakogenetikai vizsgalat (IV.) polimorfizmusainak kivalasztasanal a fenti,
altalanos sziirési szempontok mellett tovabbiakat is figyelembe kellett venni:

- a kivalasztott polimorfizmusokkal az antraciklinek kardiotoxicitdsanak

vizsgalataban fontos szerepet jatszo ABCC1 gént szerettiik volna atfogdan

tanulmanyozni a kapcsoltsagi adatok figyelembevételével
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- minden kivalasztott SNP-nél a mérendé szekvencidban a hasznalt
genotipizalasi modszer igényei miatt, 40-65% kozott lehetett a guanin és
citozin nukleotidok aranya (tul alacsony GC arany esetén a primer kotédése a
DNS-hez nem stabil, magas GC arany esetén pedig erésebb a kotdédés a DNS
mas, kevésbé komplementer részeihez)

- avizsgalt régidban meglévo ismétlddo szekvencidkat jeldlni kellett

- primer tervezéshez a Beckman Coulter  Autoprimer  szoftvert

(http://www.autoprimer.com, elérhet6: 2013.08.28.) hasznaltuk

Az 1. jelolt gén asszociacids vizsgalatban 3 gén 3 polimorfizmusat elemeztem. A
GSTML1 és GSTTL gének esetében a gén teljes delécidjabol (null polimorfizmus)
kovetkezd aktiv illetve inaktiv, mig a CCRS gén esetében a gén egy adott szakaszanak
deléciojabol eredd aktiv és frameshiftet okozd varidnsait genotipizaltam a
rendelkezésre allo populacidban.

A 1L és a II1. jeldlt gén asszocidcios vizsgalat polimorfizmusait az aldbbi szempontok
szerint valogattam 0Ossze: II. csoportba a leukémiara valdé hajlamban, mint a DNS
szintézist, javitd mechanizmusokat befolyasolo fObb gének és variansaik, mig a IIL
csoportba a folat anyagcserében, transzportjaban direkt vagy indirekt modon szerepet
jatsz6 polimorfizmusok keriiltek. A II. esetben 1072 mintan 18 kandidans gén, 62
SNP-jét, mig a III. esetben ugyanezen a populacion 15, a folat metabolizmusban
meghatarozo szerepet betolté gén 64 egypontos nukleotid polimorfizmusat elemeztem.
A hajlamosito tényezdk és a GST, mint gyokfogd molekulacsalad génvariansai mellett
kivancsiak voltunk a folsav anyagcseréhez is kapcsolodo, az ALL-es gyermekek
kemoterapids kezelésénél alkalmazott antraciklinek farmakogenetik4jat befolyasolo
tényezokre is. Jelen dolgozatban az ABCCI1 transzportfehérjét kodol6 ABCC1 gén 9

polimorfizmusanak farmakogenetikai vonatkozasat vizsgéltam.
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S5. tablazat: A L., IL., I11., IV. vizsgalatok génpolimorfizmusainak listaja

SNP(rs#) Gén Allél (1/2)2 Pozicié® Funkci6
I. jelolt gén asszociacios vizsgalat
null GSTM1® | +/- chrlpl3.3 aktiv/inaktiv (null)
null GSTT1¢ +/- chr22911.23 aktiv/inaktiv (null)
rs333 (delta32) | CCR5¢ +/- 22231'28%4947' frameshift
I1. jelolt gén asszociacids vizsgalat
rs2066853 G/A chr7:17345635 | missense, Arg>Lys
rs713150* C/IG chr7:17306682 | intron
rs2282885 AHR T/IC chr7:17312139 |intron
rs2282883 G/A chr7:17322872 | intron
rs2237297 CIT chr7:17326119 |intron
rs10994982* AlG chr10:63380110 |intron
rs10821936 T/IC chr10:63393583 |intron
rs7089424 T/IG chr10:63422165 |intron
rs4948502 ARIDSEB T/IC chr10:63509423 |intron
rs4948496 T/IC chr10:63475623 |intron
rs4948487 A/C chr10:63339871 |intron
rs4506592 G/A chr10:63397193 |intron
rs4509706 T/IC chr10:63331346 | promoter
rs3817074 CIT chr19:54151024 |intron
rs7259013 BAX A/C chr19:54155096 | intron
rs11667351 T/G chr19:54147966 | promoter
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SNP(rs#) | Gén | ANéI(1/2)? |  Pozicié® Funkcié
I1. jelolt gén asszociacids vizsgalat
rs12457893 A/C chr18:59077141 |intron
rs11876772 AIG chr18:58968686 | intron
rs2850761 BCL2A  |A/G chr18:59117377 |intron
rs8092560 T/IA chr18:58954673 |intron
rs4987845 G/A chr18:58946168 |3’UTR
rs1801018 aclos  |AG chr18:59136859 %%?T%’frym”’
rs1893806 TIG chr18:59135944 |3’UTR
rs1799988 CIT chr3:46387263 | promoter
rs3087253 CCR5 TIC chr3:46393693 |3’UTR
rs11575815 TIA chr3:46395174 | ismeretlen
rs10403561 AlG chr19:38482342 |3’UTR
rs874966 AlG chr19:38481237 |3’UTR
rs2239633 CEBPA CIT chrl4:22658897 | promoter
rs8015478 C/IA chr14:22655858 |3’UTR
rs12434881 G/A chrl4:22658482 | promoter
rs11978267 AIG chr7:50433798 | intron
rs4132601 TIG chr7:50438098 |3’UTR
rs6954833 IKZF1 AlG chr7:50425940 | intron
rs10235796 CIT chr7:50430131 |intron
rs6964969 AlG chr7:50440745 |3’UTR
rs11208538** G/C chr1:65161877 |intron
rs310225 JAK1 G/A chr1:65097271 |intron
rs12063205 AIG chr1:65144640 |intron
rs3212713 JAK3 G/A chr19:17816001 |intron
rs11888 TIC chr19:17796626 |3’UTR
152229974 TIC chr9:138511457 | c0ding-synon,
Asp>Asp
rs3124596 NOTCH1 |A/G chr9:138521325 |intron
rs3124999 CIT chr9:138515294 |intron
rs3124603 T/C chr9:138529998 | intron
rs1800566 NQO1 CIT chr16:68302646 | missense, Pro>Ser
rs1469908 A/G chr16:68321913 |ismeretlen
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SNP(rs#) | Gén | ANéI(1/2)? |  Pozicié® Funkcié

I1. jelolt gén asszociacids vizsgalat
rs1143684 T/IC chr6:2955389 missense, Leu>Phe
rs2756075 CIT chr6:2949532 intron
rs4149352 NQO2 CIT chr6:2947237 intron
rs2070999 G/A chr6:2944728 promoter
rs4149360* G/A chr6:2951806 intron
rs2030171 G/IA chr2:191577408 |intron
rs10208033 STATL  [T/IC chr2:191587662 | promoter
rs3088307 G/C chr2:191537657 |3’UTR
rs12949918 T/C chrl7:37779799 |intron
rs3809758 STAT3 G/IA chr17:37725506 |intron
rs3816769 T/IC chrl7:37751799 |intron
rs17405722 G/A chrl7:37796027 | promoter
rs7217728 STATSA T/C chrl7:37700927 |intron
rs3198502 GIT chr17:37716520 |3’UTR
rs9906933 STATSE G/A chr17:37663571 |intron
rs4029774 AlG chrl7:37682487 | promoter
rs703817 G/IA chr12:55776095 |3°’UTR
rs3024979 STAT6 T/IA chr12:55774560 |intron
rs324015 G/A chr12:55776367 |3’UTR

I11. jelolt gén asszociacios vizsgalat
rs10280101 A/C chr7:86991521 |intron
rs1202179 ABCBl1 | A/G chr7:87042215 |intron
rs2235013 G/A chr7:87016562 | intron
rs9282564 AlG chr7:87067376 | missense, Asn>Asp
rs11742668 T/IC chr5:79975660 | intron
rs1222809 TIC chr5:79953273 | ismeretlen
rs12517451 DHFR CIT chr5:79955829 |3’UTR
rs1478834 C/IA chr5:79985331 | intron
rs1650723 G/IA chr5:79957786 |3’UTR
rs1677626 G/C chr5:79985201 | intron
rs10106 EPGS AIG chr9:129615896 |3°’UTR
rs1544105 G/A chr9:129602546 | ismeretlen
rs4451422 A/C chr9:129616418 |3’UTR
rs10957267 T/IA chr8:64106805 |intron
rs11545078 GGH CIT chr8:64101318 | missense, Thr>lle
rs3780127 CIT chr8:64103693 | intron
rs719235 GIT chr8:64114235 | promoter
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SNP(rs#) | Gén | ANél(1/22 |  Pozicio® Funkcié
I11. jelolt gén asszociacios vizsgalat

rs1695 GSTP1 AIG chr11:67109265 | missense, lle>Val
rs749174 CIT chr11:67109829 |intron
rs7941395 AIG chr11:67103993 |ismeretlen
rs1076991 AlG chrl4:63924794 | promoter
rs1950902 MTHFD1 |c/T chr14:63952133 | missense, Lys>Arg
rs2236225 CIT chrl4:63978598 | missense, Arg>GlIn
rs745686 AlG chr14:64000385 | promoter
rs13306561 MTHER T/IC chr1:11788391 |intron
rs1801131 A/C chr1:11777063 | missense, Glu>Ala
rs1801133 CIT chr1:11778965 | missense, Ala>Val
rs10380 CIT chr5:7950191 missense, His>Tyr
rs1532268 G/A chr5:7931179 missense, Ser>Leu
rs162036 MTRR AlG chr5:7938959 missense, Lys>Arg
rs1801394 G/A chr5:7923973 missense, lle>Met
rs2966952 CIT chr5:7921030 promoter
rs326120 AIG chr5:7927847 intron
rs3776455 AIG chr5:7949511 intron
rs10925257 AIG chr1:235112783 |intron
rs12759827 AIG chr1:235038809 |intron
rs1805087 MTR AIG chr1:235115123 | missense, Asp>Gly
rs2853523 C/IA chr1:235128821 |3’UTR
rs3768142 TIG chr1:235095187 |intron
rs4659724 G/A chr1:235040747 |intron
rs1979277 SHMT1 G/A chrl7:18172821 | missense, Leu>Phe
rs643333 C/IA chrl7:18207764 | promoter
rs9909104 T/IC chr17:18188746 |intron
rs1051266 SLC19A1e G/A chr21:45782222 | missense, His>Arg
rs4819128 T/IC chr21:45774077 |intron
rs7499 G/A chr21:45756756 |3’UTR
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SNP(rs#) | Gén | ANél(1/22 |  Pozicio® Funkcié
I11. jelolt gén asszociacios vizsgalat
152276299 sLcaopg | AT chr11:62523007 %‘;ﬁf%srynon’
rs3809069 T/C chrl1:62540348 | promoter
rs4149183 T/IC chr11:62522445 |intron
rs10841769 G/A chr12:21286286 |ismeretlen
rs11045818 GIA chr12:2122102¢ | S0ding-synon,
Ser>Ser
rs11045819 SLCO1B1' |C/A chr12:21221080 | missense, Pro>Thr
rs11045823 G/IA chrl12:21225012 |intron
rs17328763 TIC chr12:21173837 |promoter
rs4149056 T/IC chr12:21222816 | missense, Val>Ala
rs4363657 TIC chrl12:21259989 |intron
rs2518463 TPMT CIT chr6:18251748 | intron
rs2842951 CIT chr6:18243662 | intron
rs4449636 AIG chr6:18255998 | intron
rs1004474 AIG chr18:650383 intron
rs2612100 TYMS G/A chr18:662363 intron
rs2853533 G/C chr18:648064 intron
rs2853741 CIT chr18:647352 promoter
rs9967368 G/C chr18:646020 promoter
IV. Farmakogenetikai vizsgalat

rs3743527 CIT chr16:16143182 |3’UTR
rs215060 AlG chr16:15984788 |intron
rs246219 CIT chr16:15993136 |intron

chr16:16045823 | coding-synon,
1$246221 TIC Va|>\§/]a|y
(545511401 ABCC1 G/T chr16:16080733 cc:;olgjli]\g/:lynon,
rs4148358 CIT chr16:16094676 |intron
rs11864374 AlG chr16:16109386 |intron
rs6416666 AlG chr16:16121463 |intron
rs212097 AlG chr16:16151630 |3'UTR

3Al1él a forward szélon; 1- gyakori(vad) allél; 2-ritka(mutans) allél; °Pozicié az NCBI Genome Build
36.0 alapjan; ‘GSTM1 és GSTT1 null polimorfizmus a gén teljes deléciojat jelenti; “CCR5 delta32
polimorfizmus leolvasasi keret eltolodast (frameshift) okoz: +/- = inzercid/delécio; a deletalodo
szakasz: GTCAGTATCAATTCTGGAAGAATTTCCAGACA; ¢ RFC=SLC19A1, f
SLCO1B1=SLC21A6

*Sikertelen genotipizalas, elemzésbdl kizarva

**Monomorf, elemzésbdl kizarva
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4.4 A VIZSGALT GENEK ES GENETIKAI ELTERESEK GENOTIPIZALASA

4.4.1 KLASSZIKUS MULTIPLEX PCR REAKCIOVAL TORTENO GENOTIPIZALAS

A GSTT1 és GSTM1 gének null, valamint a CCRS gén delta32 polimorfizmuséanak
genotipizalasat klasszikus PCR-t kovetd gélelektroforézissel végeztem el.

A PCR reakcidhoz felhasznalt anyagok ¢és maga a reakcioparaméterek is igen
hasonloak voltak a GST gének és CCR5 null illetve delta32 génpolimorfizmusanak
vizsgalatakor. A PCR reakcid soran a szekvenciaspecifikus primer parok (forward és
reverse) €s a kontroll reakcio esetében voltak kiilonbségek. A kontroll PCR reakcid
GSTT1 esetén az APO-V, a GSTML1 esetén pedig maga a CCR5 gén volt.

A PCR reakci6 mitkodésének alapja a megfeleld Gn. master mix elegy. Az egy mintara
vonatkozo, azaz 1x-es master mix 36 ul RNaz mentes desztillalt vizbdl (Invitrogen,
Life Technologies, Carlsbad, USA), 5 ul, MgCl>-ot is tartalmazo 10x-es
USA), 2mM-os dNTP mixbdl (Qiagen, Hilden, Németorszag), 1-1 ul 15-15 pmol/ul
primermixbdl (10-10 pl 150 pmol/ul GSTT1 vagy GSTM1 forward és reverse
primerek (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, USA) és 80 ul desztillalt viz,
valamint 10-10 ul 150 pmol/ul kontroll APOA-V (Invitrogen, Life Technologies,
Carlsbad, USA) + 80 ul desztillalt viz és 7,5-7,5 ul 200 pmol/ul CCR5 forward és
reverse primerek (Gibco BRL, Life Technologies, Carlsbad, USA) 85 ul desztillalt
viz; Isd. 6. tablazat) és 0,5 ul DyNAzyme-bol (Thermo Scientific, Wilmington, USA)
allt. A teljes kb. 50 pl-nyi reakcioelegy egy mintara vonatkoztatva igy 48,5 ul master
mixbdl és 2 ul DNS mintabol allt.

A PCR késziilék (Esco Swift"™MMaxi Thermal Cycler, Hartboro, USA) hémérséklet
programjanak lefutdsa az alabbi bedllitas szerint tortént: 94°C — 4 perc, 35x (95°C —
30 mésodperc, 53°C — 1 perc, 72°C — 30 masodperc), 72°C — 5 perc, 4°C — hiités. A
35 ciklus 109 perc alatt futott le.

A PCR reakciot, tehat a kivant génszakasz felsokszorozasat, a PCR termékek

elvalasztasa, azaz gélelektroforézis kovette.
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A gélfuttatas el6tt el kellett késziteni magat a gélt, ami 1,2g agardz gél porbol (Sigma
Aldrich, St.Louis, USA) allitottam 6ssze 0,5x-es TBE (Sigma Aldrich, St.Louis,
USA)-vel 40g-ra kiegészitve.

A futtatashoz sziikséges volt a PCR termék megfestése: a 10 pul PCR termékhez 2 pl
ficollal higitott bromfenolkékbdl €s xiléncianolbdl allo festéket adtam hozza, majd a
megfeleld beallitasi paraméterek (U=120 V, I= 300 mA) mellett elinditottam a
gélelektroforézist.

A gélfuttatas 0,5x-es TBE-pufferben tortént kb. 30-35 perc alatt. A futtatashoz hasznalt
géleket etidium-bromidos puffer (Sigma Aldrich, St.Louis, USA) oldatban aztattam a

kovetkezd felhasznalasig legkevesebb egy éjszakan at.

6. tablazat: A klasszikus multiplex PCR reakcio primerszekvenciai

Kiindulasi
Gén Primer szekvencia koncentracio
(pmol/mil)
GSTT1-Forward TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC 150
GSTT1-Reverse TCACCGGATCATGGCCAGCA 150
APO-V-Forward GATTGATTCAAGATGCATTTAGGAC 150
APO-V-Reverse CCCCAGGAACTGGAGCGAAATT 150
GSTM1-Forward GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC 150
GSTM1-Reverse GTTGGGTCAAATATACGGTGG 150
CCR5-Forward CTTCATTACACCTGCAGCTCTCA 200
CCR5-Reverse CACAGCCCTGTGCCTCTTCTTCTCA 200

4.4.2 SEQUENOM IPLEX GoLD MASSARRAY TECHNIKAVAL TORTENO

GENOTIPIZALAS

Az Il. és IIl. jelolt génasszociacids vizsgalathoz kivalasztott Osszesen 141
génpolimorfizmus genotipizalasa, Sequenom iPLEX Gold MassARRAY technikaval
tortént a kanadai McGill Egyetem és Génome Québec Innovacids Kézpontban.

A modszer a nagy specificitasu és érzékeny tomegspektrometrias detektalassal torténd
multiplex PCR reakcion alapszik.

A genotipizalas els6 1épése a kisérlet (assay) megtervezése volt, tehat a sziikséges PCR
¢és extenzids primerparok tervezése a mintaszam €s a meghatarozni kivant markerek
fliggvényében. A multiplex PCR-t (amplifikaciés 1épés) kovetden a nem kotddott,
feleslegben 1év6 dANTP molekuldkat defoszforilaljadk a SAP (Shrimp Alkaline
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Phosphatase) enzimmel, hogy elkeriiljék a tomegspektrumon megjelend alcsucsok
keletkezését. Ezek utan egy ,,templat (minta) — irdnyitotta” egy bazisparnyi extenzios
(SBE) lancterminacié megy végbe a proba felhasznalasaval (iPlex reakcio). Az igy
kapott mintat egy un. SpectroCHIP® bioarray-re viszik at, amin a reakciotermékek
(PCR) elvalasztasa és detektalasa torténik egy matrix kozvetitésével végzett 1ézer
deszorpcids ionizacids tomegspektrometriai (MALD-TOF MS) technikéval az egyes
nukleotidok eltéré tomege alapjan. Az igy kapott tomegspektrumot egy el6hivo
szoftver dolgozza fel ¢és alakitja 4t a szamunkra is értelmezhetd genotipus
informaciova.

A DNS mintak genotipizalasi feltétele a 30 pl-nyi térfogat és 20 ug/ul-es és
koncentracioé volt, igy a mintabankbol Gsszesen 1193 ALL-es és kontroll mintat
lehetett genotipizaltatni.

A kiértékelés sordn 0sszesen 1072 minta (543 ALL és 529 Kontroll) genotipusat és
klinikai adatait hasznaltam fel. A statisztikai analizisbol ki kellett zarnom a sikertelen
genotipizalasu, a monomorf genotipusu, €s a 10%-nal nagyobb genotipus hiannyal

rendelkezd mintékat, igy végiil a 141 SNP-bdl 126 SNP-t elemzését tudtam elvégezni.

4.4.3 GENOMELAB SNPSTREAM RENDSZERREL TORTENO GENOTIPIZALAS

A farmakogenetikai vizsgalat soran az ABCC1 gén 9 polimorfizmusanak (rs215060,
rs246219, rs246221, rs45511401, rs4148358, rs11864374, rs6416666, rs3743527,
rs212097) genotipizalasat GenomeLab SNPstream (Beckman Coulter, Brea, USA)
rendszerrel végeztilkk el, azonban a dolgozatban a legrelevansabb rs3743527
polimorfizmus adatai és eredményei keriilnek csak bemutatasra.

A mérés tobb 1épésbol allt: 1. PCR reakcid, 2. tisztitds, 3. primer extenzio, 4.
hibridizacid, 5. 1ézeres plate leolvasas.

A PCR reakciokat 384-es plate-en (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA) a PKGD
PTC 0220 DNA Engine Dyad (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA) PCR késziilék
segitségével végeztiik. Az els 1épésben egy multiplex PCR reakcio megy végbe, mely
soran egy mintdn, egyidében 48 egypontos nukleotid polimorfizmus lemérését
végeztiik, a vizsgalt SNP-t tartalmazo6 génszakaszt amplifikaltuk. Az 5ul végtérfogatu
reakciohoz sziikséges volt SmM MgCl> (Applied Biosystems, Life Technologies,
Carlsbad, USA), 1x-es koncentracioban PCR puffer II (Applied Biosystems, Life
Technologies, Carlsbad, USA), 90-90 uM a négyféle dNTP-b6l (Invitrogen, Life
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Technologies, Carlsbad, USA), 50-50 nM a két PCR primerbdl (7. tablazat), 0,5 unit
AmpliTaq Gold polimeraz (Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, USA)
és 20ng genomialis DNS. A PCR reakcidhoz az alabbi hémérséklet programot
hasznaltuk: 94 °C 1 perc (kezdeti denaturaci6), majd 40 cikluson keresztiil 94 °C 30
masodperc, 55 °C 30 mésodperc és 72 °C 1 perc. Ezutan kovetkezett a PCR termék
megtisztitasa, 3 ul exonukleaz I és SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase) enzimet
tartalmaz6 un. SBE Cleanup reagens (Beckman Coulter, Brea, USA) hozzaadasaval.
Az elegyet 30 percig inkubaltuk 37 °C-on, majd 10 percig 96 °C-on tartva inaktivaltuk
az enzimeket. Az egy bazisparnyi primer extenzio soran (7. tablazat), az extenzios
primer 3’ végével a vizsgalt SNP el6tti nukleotidig illeszkedik a PCR templatra. Ide
éplilnek be a fluoreszcensen (TAMRA: 6-karboxi-tetrametil-rodamin, ill. Bodipy-
fluoreszcein) jelolt didezoxi-nukleotidok (dANTP) a polimorf helyen levd allélnak
megfelelden.

Minden mintdhoz 7pul extenzids reakcioelegyet (3,76ul Beckman Coulter SNPware
extenzids puffer, 0,2 ul SNPware extenziés mix — ami tartalmazza a jelolt didezoxi-
nukleotidokat, 2,97ul ultrapure DNaz/RNaz mentes desztillalt viz (Invitrogen, Life
Technologies, Carlshad, USA), 0,02ul Beckman Coulter SNPware DNS polimeraz és
az 5-5uM extenzios primer (Beckman Coulter, Brea, USA)) adtunk, majd az extenzios
PCR reakciot az aldbbi program szerint futtatuk le: 96 °C 3 perc, 46 cikluson keresztiil
94 °C 20 masodperc, 40 °C 11 masodperc.

A hibridizacios 1épés elokészitéseként a 384-lyuki SNPware plate-et (Beckman
Coulter, Brea, USA), - ami mar gyarilag tartalmazta a 48 db extenzids primer 5’
elémosé puffer 1-gyel (Beckman Coulter, Brea, USA). Hibridizaciokor az extenzids
termékhez 8l hibridizacios mixet (7,56pul Beckman Coulter SNPware Hybridization
Solution hibridizaciés oldat és 0,44 pl SNPware Hybridization Additive) adtunk.
Ebbdl az elegybdl 20ul-nyit vittiink at a mar el6zdleg elémosassal aktivalt SNPware
lemezre (Beckman Coulter, Brea, USA), amit 100%-0s paratartalom mellett
inkubdltunk 2 o6raig 42 °C-on. Ezzel a [épéssel tortént meg a jelolt extenzids primerek
hibridizécidja a platen immobilizalt komplementer oligonukleotidokhoz. A reakcidhoz

cre

moso puffer 2-vel (Beckman Coulter, Brea, USA) mostuk le.
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A lemezt ezutan a mintak fluoreszcenciajat mérd, két lézert tartalmazé Beckman
Coulter GenomeLab SNPStream Imager késziilékkel (Beckman Coulter, Brea, USA)
olvastuk le és a hozza tartozo szoftverrel, a két fluoreszcens festék aranya alapjan

allapitottuk meg az egyes polimorfizmusok genotipusait.

7. tablazat: Az ABCC1 rs3743527 polimorfizmusanak genotipizalasahoz hasznalt
primerszekvenciak

SNP Primer* Szekvencia

PCR primer 1 [TTCATTTCCTTGGGGCTG

(s3743527 PCR primer 2 AAGACCAGATGTTGGTAAGAGG

extenzios ACGTAAGACCACTCAAGACCTCCAGGGCCCTGGG
primer ACACTGCCAAG

*Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, USA

45 A KIVALASZTOTT POLIMORFIZMUSOK TULELESRE GYAKOROLT HATASANAK

VIZSGALATA A BETEGPOPULACIOBAN

A terapia hatékonysaganak egyik mérdszama a tulélési rata meghatarozasa. A betegek
5-éves 0ssz-, és eseménymentes tulélését is vizsgaltam a Magyar Gyermek Tumor
Regiszter legfrissebb adatai alapjan. A tanulmanyba bevont ALL-es populacié (543
f6) — amely a II. és III: vizsgélat betegeit tartalmazza elsdsorban, atfedve az I. és IV.
vizsgalatéval - egy sziikebb csoportjanak (516, 95%) adatait tudtam elemezni. Ennek
oka, hogy a retrospektiv vizsgalat miatt a terapidra rezisztenssé valo, vagy egy fellépd
fertézés, illetve gyogyszer toxicitas miatt elhalalozott betegek adatait nem tudtam
felhasznalni.

Az adatok elemzését Kaplan-Meier modszerrel, IBM SPSS 21.0 statisztikai szoftver
segitségével végeztem. Log-rank teszttel a talélés és a kategorizalt paraméterek, ugy,
mint rizikdcsoport, nem, alkalmazott protokoll tipus, immunfenotipus kozotti

asszociaciot vizsgaltam.
4.6 STATISZTIKAI ELEMZO MODSZEREK

4.6.1 FREKVENTISTA ALAPU STATISZTIKA

A Hardy-Weinberg egyensulyt (HWE) y? teszttel ellendriztem egy online program
(http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwal.pl.) segitségével. A tovabbi statisztikai elemzésbe

csak azok az SNP kertiltek bele, amelyek teljesitették a Hardy-Weinberg egyensulyt.
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Az elsé harom eset-kontroll tanulmanynal nemmel korrigalt logisztikus regresszios
analizist alkalmaztam a polimorfizmusok és a betegség, azaz az akut limfoid leukémia
kozotti asszociacio vizsgalatara. A teljes leukémias populdcio mellett, a kiillonb6zo
Klinikai alcsoportok (B-, T-sejtes, hiperdiploid ALL) adatait kiil6n is elemeztem.

A genotipus frekvencidk Osszehasonlitasat és az allélhordozas (allél pozitivitast)
értékét minden SNP-re az IBM SPSS 21.0 statisztikai programmal végeztem.

Az allélfrekvenciak kozotti eltérés szignifikancia értékét (p) és az esélyhanyadosokat
(OR-o0dds ratio) a MedCalc 12.4.0 program segitségével szamoltam.

A statisztikai szamolasokat 95%-o0s konfidencia intervallum mellett végeztem.

A kapcsoltsagi egyenl6tlenség €s a haplotipusok vizsgalatat a Haploview 4.2
programmal végeztem, a hozzajuk tartozé esélyhanyadosokat pedig MedCalc 12.4.0
programmal szamoltam.

A 1L és II1. jeldlt gén asszociacids vizsgalatban a szamos statisztikai dsszehasonlitas
miatt szlikséges volt az eredmények tobbszords tesztelési korrekcidja, amelyet a
Benjamini-Hochberg — féle hamis elfogadasi arany (FDR-false discovery rate)
szamolasanak modszerével végeztem o=1%-o0s (p<3,42*10%) és a=5%-0s
(p<1,21*107®) els6faju hiba hatar (FDR(a)) mellett (173, 174). Az FDR(or) hatarérték
a vizsgalt populacidra specifikus, azaz fiigg a legnagyobb elfogadott ,,p” értéktdl, az
Osszehasonlitdsok szdmatol, és az Osszes legnagyobb ,,p” érték alatti szignifikans ,,p”
értekek szamatol.

Ezekb6l kovetkezGen az asszociacios vizsgalatokban az FDR(o)<p<0,05
szignifikancia értékek nominalisan szignifikdnsnak tekinthetok.

A tobbszoros tesztelés miatt szintén korrigalt statisztikai eré (power) szamolasat R
programmal végezte a Budapesti Miiszaki ¢és Gazdasagtudomanyi Egyetem
Meéréstechnika és Informacios Rendszerek Tanszékén, dr. Antal Péter kutatdcsoportja,
a Purcell és Sham genetikai power kalkulatoranak (175) egy sajat fejlesztésti
verzigjaval. A powert minden SNP-hez tartozé allélfrekvencia és OR értékre is
megadtuk (167), tovabba az 0Osszes frekventista statisztikai modellre (additiv,
recessziv, dominans), alpopulaciora és a genotipusok relativ rizikdjara vonatkoztatott,
altalanos powert is szamoltunk (167).

A farmakogenetikai vizsgalat statisztikai értékeléséhez tobbszordsen illesztett

altalanositott linearis modellt (GLM - generalized linear model) alkalmaztunk.
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Folytonos valtozonak tekintettiik a kezelt linearis ejekcids frakcioval meghatarozott
szivfunkcio értékét. A tobbvaltozos modellben a folytonos valtozo mellett kofaktorok
bevonasaval is elemeztiik az adatokat. Ilyen kofaktorok voltak a nem, diagnéziskori
¢letkor, kezeld korhaz, 6ssz-antraciklin dozis, dexrazoxan-hasznalat és kemoterapias
protokoll.

A tobbszoros Osszehasonlitas miatt Bonferroni-korrekciot alkalmaztunk, azaz a ,,p”
értéket az SNP-k szamaval korrigaltuk, igy az eredményeket a p<0,0055 hatar alatt
fogadtuk el szignifikansnak.

4.6.2 BAYES-HALO ALAPU BAYES-I TOBBSZINTU RELEVANCIA ANALIZIS

STATISZTIKA

A bayes-i statisztikai szamitasokat a Budapesti Miszaki és Gazdasagtudomanyi
Egyetem Méréstechnika és Informaciés Rendszerek Tanszékén, dr. Antal Péter
kutatdcsoportja végezte a két csoport altal kdzosen kidolgozott Bayes-halo alapu
bayes-i tobbszintii relevancia analizis (BN-BMLA - Bayesian network based Bayesian
multilevel analysis of relevance) modszerével.

A modszerrel csak diszkrét, azaz kategorikus valtozok (pl. beteg v. kontroll, nem,
immunfenotipus, SNP-k) elemzését végeztiik el jelen dolgozatban. A folytonos
valtozok (pl. farmakogenetikai vizsgalatban) elemzésének lehetdsége, még fejlesztés
alatt all.

A bayes-i statisztikaval meghataroztuk a kiilonbozé valtozok célvaltozohoz
viszonyitott erés relevanciajanak posterior (P) valosziniiségi értékeit, a valtozok
feltételezett kapcsolati strukturajat, az interakciokat (két SNP egyiittes el6fordulasa
valdszinitibb, mint kiilon-kiilon) és redundanciakat (az SNP-k azonos modon hatnak,
de eldfordulasok valdsziniibb kiilon-kiilon, mint egyszerre), illetve a bayes-i
hataser6sség-elemzést (effect size analysis) is, a bayes-i esélyhanyadosok és a
hozzajuk tartoz6 95%-os megbizhatdsdgi tartomanyok (OR, credibility region),
kiszdmitasaval.

Az a posteriori valoszintiség értéke 0 és 1 kozotti értéket vehet fel. A 0,5<P < 1érték
azt jelenti, hogy egy prediktor valtoz6 az adatok alapjan relevansnak tekinthetd a
célvéltozo fliggvényében. A ,,P” minél jobban megkozeliti az 1 értéket, annal

relevansabb.
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5 EREDMENYEK

Az elsé harom vizsgalat f6 célja a gyermekkori akut limfoid leukémiara hajlamositd
tényezOk vizsgalata volt, amelyek elemzése kétféle statisztikai modszerrel tortént. A
IV. vizsgalat célja a betegek gyodgyszeres kezelésére adott terapids valasz genetikai
hatterének és az azt befolyasolo faktorok hatasanak tanulmanyozasa volt.

A betegek talélését nagyban befolyasolja a genetikai ,.hatteriik”, igy az el6z6ekben
tanulmanyozott paraméterek, polimorfizmusok szerepének meghatarozasa, a betegség

és a faktorok kozotti komplex kapcsolati rendszernek a leirdsa fontos lehet a

crer

5.1 JELOLT GEN ASSZOCIACIOS VIZSGALAT | - GSTT1, GSTM1, CCR5

Az 1. tanulmény génpolimorfizmusainak genotipusait klasszikus multiplex PCR-t
kovetd gélelektroforézissel hataroztam meg. A futtatasra jellemz6 gélképeket a 8. abra

¢és 9. abra mutatja.

GSTM1 Deléciés
GSTM1Vad /

- = -
C‘&Asz

CCR5A32/

delécios W CCR5 Vad  deléciosws

heterozigota homozigota

8. abra: A GSTML1 és CCR5 gének polimorfizmusait bemutat6 gélkép, ahol pozitiv
kontrollként a CCR5 szerepel
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GSTT1 Vad

Pozitiv kontroll

9. abra: A GSTT1 gén null (deléciés) polimorfizmusat bemutatéo gélkép, ahol
pozitiv kontrollként az APOAS szerepel

A képeken lathatd, hogy a GSTM1 és GSTT1 gének esetében a vad homozigdta és
heterozigdta genotipusok nem elkiilonithetk egymastol ezzel a technikaval. A
heterozigdta egyedeknél is megjelenik ugyanis az adott PCR termék. A kiértékelés
szempontjabol azonban ez nem jelentett hatranyt, hiszen a gén(ek) altal kodolt
szolubilis enzim(ek) miikddéséhez, elegendd a heterozigéta egyed altal hordozott
egészséges allél. A statisztikai kiértékelésnél természetesen ezt a tényt figyelembe
vettem, igy az Un. recessziv modellt alkalmaztam, azaz a (vad + heterozigéta)
csoportot hasonlitottam 6ssze a mutans genotipusuakkal. A GSTT1 és a GSTM1 gének
delécidés variansai valamint a CCR5 delta32 polimorfizmusa, ill. genotipus
kombinacioik és a magyar gyermekpopulaci6 ALL-re valdo hajlama kozotti
Osszefliggéseket logisztikus regresszidval vizsgaltam.

A GSTT1 gén null polimorfizmusara homozigotakat — a heterozigotakkal egyiitt — és
az egészséges csoportot 6sszehasonlitva OR=0,70 (0,49-1,00); p=0,05 értéket kaptam.
Az eredmény a GSTT1 delécids variansa gyenge védd hatasanak irdnyaba mutat. Bar
a,p” érték és a hozza tarozo konfidencia intervallum a szignifikancia hataron van,
azonban a statisztikai korrekcid utdn, nem vonhato le messzemend kovetkeztetés a
GSTT1 delécidés polimorfizmusaval kapcsolatban. Egy ujabb, nagyobb szamu
populécid vizsgalata lenne sziikséges, hogy a kérdésben relevans vélaszt adhassunk.
delta32 polimorfizmus delécios allélgyakorisagi értékeinek beteg és kontroll
populacidja kozott sem tapasztaltam szignifikans eltérést (8. tablazat).

A Kkét gén inaktiv variansait egyiitt vizsgalva sem kaptam szignifikans kiilonbséget a

beteg €s kontroll csoport kozott.
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8. tablazat: A vizsgalt magyar populacio delécios génpolimorfizmusainak
szazalékos megoszlasa (p<0,05; szignifikans)

, . GSTT1 null GSTM1 null CCRS5 Delta32
Génpolimorfizmus
ALL Kontroll | ALL Kontroll| ALL Kontroll
Incidencia (%) 18,9% 25,0% |54,6% 51,6% | 9,0% 8,8%
p() 0,05 0,41 0,78
OR (odds ratio, C1=95%b) 0,70(0,49-1,00) | 1,13(0,85-1,50) | 1,06 (0,72-1,54)

A kérdéses

génpolimorfizmusok  feltételezhetd

hajlamosito

szerepét az

immunfenotipus (B-, T-sejtes), a citogenetikai tényezok (t(12;21) transzlokacio,

hiperdiploidia) és a nem Gsszefliggésében is vizsgaltam (10. abra).

A nem vizsgalata soran szignifikdns eredményt nem kaptunk ugyan, de az elmondhato,

hogy a beteg csoport nagyobb szdzalékat fiuk alkottak, ami egy nem-altal befolyasolt

mechanizmus lehetdségét veti fel (10. abra).

d
KONTROLL

GSTTTvad  GSTTI deléciés ~ GSTTIvad  GSTT] delécids

ELOFORDULAS (%)

ELOFORDULAS (%)

b
KONTROLL

L.ll II =8
r r

C

ALl KONTROLL ALl

GSTMT vad  GSTM] delécios  GSTMTvad ~ GSTMT delécios (CRS vad

(CRS delécios ~ C(RSvad  (CRS delécios
_— I =

10. abra: A GSTT1, GSTM1, CCR5 gén vad és mutans allélfrekvencidinak
leukémias (ALL) és kontroll csoporton beliili, valamint a nemek szerinti

megoszlasa

Az eredmények alapjan feltételezhetd, hogy magyar populacioban a GSTT1 gén

delécios polimorfizmusa szerepet jatszhat az ALL kialakulasanak kockazataban, bar

pontos szerepét nem sikeriilt sem megerdsiteni, sem pedig megcafolni. A GSTM1 és

CCR5 delta32 delécioés génpolimorfizmusok ill. a tanulmanyozott genotipus

kombinéciok, valamint az immunfenotipus, a citogenetikai paraméterek sem
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befolyasoltak szignifikansan az altalunk vizsgalt populdcion a betegségre valo

hajlamot.

5.2 JELOLT GEN ASSZOCIACIOS VIZSGALAT |l — ARID5B, IKZF1, STAT3

A gyermekkori akut limfoid leukémia kialakuldsaért felelds, vagy azt befolyasolo
genetikai tényezOk, csiravonalbeli polimorfizmusok vizsgalata volt a cél. Ehhez
retrospektiv modon gyijtott remisszios vérmintak (normal leukocita szam >5 G/l;
10E-09 sejtszam/liter) DNS-ének felhasznalasara volt sziikség, amely gyakorlatilag
nem tartalmazott mar tumoros sejtet.

A Kkapott adatok statisztikai elemzése kétféle modszerrel tortént. Az egyik a klasszikus,
napjainkban leginkabb elterjedt frekventista technika, a masik pedig a munkacsoport
altal kozosen fejlesztett Bayes-halo alapu bayes-i tobbszintli relevancia analizis
(tovabbiakban bayes-i vagy BN-BMLA) modszere volt.

A vizsgalt 66 SNP-bol 62 SNP statisztikai értékelését végeztiik el. Négy SNP a nem
megfeleld genotipizalasi eredmény, vagy a nem teljesiilt HWE egyensuly miatt esett

Ki.

5.2.1 A FREKVENTISTA ELEMZES EREDMENYE

A leukémids (ALL) ¢és egészséges populacido genotipus €és minor allél frekvencia

(MAF) értékeit a 9. tablazat tartalmazza.

9. tablazat: A II. vizsgilat polimorfizmusainak genotipus és minor allél
frekvencia (MAF) adatai a beteg és kontroll populaciéban*

Genotipus frekvencia Genotipus frekvencia
SNP kontrollokban MAFkontroll betegekben MAFaLL
0 1 2 0 1 2
rs2066853 0,851 0,146 0,004 0,077 0811 0,172 0,017 0,103
rs2237297 0,862 0,136 0,002 0,070 0,827 0,158 0,015 0,094
rs2282883 0,436 0,453 0,112 0,338 0,381 0457 0,161 0,390
rs2282885 0,369 0,490 0,142 0,387 0411 0,469 0,120 0,355
rs10821936 0,448 0,433 0,119 0,336 0,332 0,49 0,172 0,420
rs4506592 0,418 0,457 0,125 0,353 0,317 0,500 0,183 0,433
rs4509706 0,762 0,221 0,017 0,128 0,825 0,170 0,006 0,090
rs4948487 0,280 0,507 0,214 0,467 0,262 0518 0,221 0,480
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Genotipus frekvencia

Genotipus frekvencia

SNP kontrollokban MAF kontroll betegekben MAF L
0 1 2 0 1 2
rs4948496 0,258 0,506 0,237 0,490 0,263 0,497 0,239 0,488
rs4948502 0,372 0,486 0,142 0,385 0,384 0,469 0,148 0,382
rs7089424 0446 0433 0,121 0,337 0,328 0,506 0,166 0,419
rs11667351 0,792 0,189 0,019 0,114 0,788 0,201 0,011 0,111
rs3817074 0,815 0,166 0,019 0,102 0,808 0,183 0,009 0,101
$7259013 0,311 0,506 0,183 0436 0,358 0,454 0,187 0,414
rs11876772 0,302 0,486 0,212 0455 0,285 0,475 0,239 0,477
rs12457893 0,269 0,531 0,199 0,465 0,292 0,472 0,235 0,472
rs2850761 0,290 0,477 0,233 0,472 0,271 0,525 0,204 0,467
rs4987845 0,856 0,134 0,009 0,077 0,866 0,131 0,004 0,069
rs8092560 0,701 0,274 0,025 0,162 0,704 0,259 0,037 0,166
rs1801018 0,320 0,479 0,201 0,440 0,294 0485 0,221 0,463
rs1893806 0,280 0,495 0,225 0,473 0306 0,513 0,181 0,438
rs11575815 0,401 0,484 0,115 0,357 0424 0471 0,105 0,341
rs1799988 0,306 0,512 0,181 0,438 0337 0481 0,182 0,423
rs3087253 0,319 0,497 0,183 0432 0304 0472 0,223 0,459
rs10403561 0,333 0,469 0,198 0433 0,323 0,466 0,211 0,444
rs874966 0,329 0,468 0,203 0437 0321 0463 0,216 0,448
rs12434881 0,297 0,469 0,234 0,469 0,336 0485 0,179 0,422
rs2239633 0,287 0,484 0,229 0471 0,318 0512 0,170 0,426
rs8015478 0,516 0,427 0,057 0,270 0,477 0,429 0,094 0,308
rs10235796 0,677 0,292 0,030 0,176 0,692 0,264 0,044 0,176
rs11978267 0,582 0,342 0,076 0,247 0456 0,424 0,120 0,332
rs4132601 0,581 0,341 0,078 0,248 0,453 0421 0,126 0,336
rs6954833 0,576 0,380 0,043 0,233 0620 0,327 0,053 0,216
rs6964969 0,580 0,340 0,079 0,250 0,449 0,427 0,124 0,338
rs12063205 0,756 0,233 0,011 0,128 0,770 0,210 0,020 0,125
rs310225 0,484 0,442 0,074 0,295 05506 0,413 0,081 0,288
rs11888 0,367 0,484 0,149 0,391 0424 0454 0,122 0,349
rs3212713 0,509 0417 0,074 0,282 0,486 0,444 0,070 0,292
rs2229974 0,336 0,480 0,184 0,424 0,340 0,481 0,180 0,420
rs3124596 0,295 0,465 0,240 0,473 0,280 0,501 0,219 0,469
rs3124603 0,401 0465 0,134 0,367 0,408 0,472 0,120 0,356
rs3124999 0,405 0,467 0,129 0,362 0,377 0,460 0,163 0,393
rs1469908 0,338 0,507 0,155 0,408 0,379 0,475 0,146 0,384
rs1800566 0,671 0,293 0,036 0,182 0,657 0,320 0,022 0,182
rs1143684 0,580 0,372 0,047 0,233 0,620 0,332 0,048 0,214
rs2070999 0,333 0,489 0,178 0422 0302 0522 0,176 0,437
rs2756075 0,384 0,482 0,134 0,375 039% 0455 0,150 0,377
rs4149352 0,538 0,402 0,061 0,261 0,601 0,348 0,051 0,225
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Genotipus frekvencia

Genotipus frekvencia

SNP kontrollokban MAF kontroll betegekben MAF L
0 1 2 0 1 2
rs10208033 0,382 0,451 0,167 0,393 0,362 0,484 0,154 0,396
rs2030171 0,497 0,405 0,098 0,301 0,465 0,445 0,090 0,313
rs3088307 0,272 0,471 0,257 0492 0,250 0,527 0,223 0,486
rs12949918 0,350 0,474 0,176 0,413 0,409 0,440 0,151 0,371
rs17405722 0,850 0,140 0,009 0,080 0,899 0,096 0,006 0,053
rs3809758 0,633 0,314 0,053 0,210 0,664 0,310 0,026 0,181
rs3816769 0,400 0462 0,138 0,369 0,460 0,427 0,112 0,326
rs3198502 0,625 0,323 0,051 0,213 0,659 0,313 0,028 0,184
rs7217728 0,496 0,419 0,085 0,295 0,536 0,388 0,076 0,270
rs4029774 0491 0,419 0,089 0,299 0,525 0,402 0,073 0,274
rs9906933 0490 0,416 0,095 0,302 0,524 0,403 0,073 0,274
rs3024979 0,798 0,190 0,011 0,106 0,784 0,203 0,013 0,115
rs324015 0,565 0,360 0,075 0,255 0,554 0,378 0,067 0,257
rs703817 0,289 0,501 0,210 0,460 0,276 0,524 0,200 0,462

*0=vad/gyakori homozigota, 1=heterozigdta, 2=mutans/ritka homozigéta

A beteg és kontroll csoport genotipus és minor allél frekvencia (MAF) értékeinek
Osszehasonlito vizsgélata soran 19 SNP bizonyult nomindlisan szignifikdnsnak
(FDR()=1%=<p<0,05). A nemmel korrigalt logisztikus regresszios elemzés utan és az
FDR(a)=1% korrigalt szignifikancia hatar mellett azonban mar csak 2 gén 6 SNP-je
(rs10821936, rs7089424 ¢és rs4506592 ARIDSB, ill. rs6964969, rs11978267 és
rs4132601 IKZF1) maradt valoban szignifikans (azaz p<3,42E-04; 10. tablazat). Az
eredmények alapjan az IKZF1 és ARID5B gének adott polimorfizmusai, asszocialnak
az ALL-re val6 hajlammal (1,4<OR-k<1,5) a teljes beteg populaciot tekintve. Az ALL
hajlammal két tagSNP az rs4132601 (IKZF1) és az rs10821936 (ARID5B) mutatta az
egyik leger6sebb asszociaciot (pikzri=1,69E-05, ORikzr1=1,50 és paripss=7,31E-05,
ORAariDsB=1,43).

A klinikai alcsoportokat elemezve a B-sejtes ALL-ben (B-ALL) a teljes populaciéhoz
képest emelkedettebb riziko tényezot (1,51<OR-k<1,7) jelenthetnek ezek az SNP-K,
mig T-ALL-ben nem talaltam semmilyen Osszefiiggést. Hiperdiploid akut limfoid
leukémias (HD-ALL; >50 kromoszéma) populaciéban egy uj gén, a STAT3 két SNP-
je, az rs12949918 ¢és az rs3816769 szignifikansan alacsonyabb rizikoval asszocialt
(p=2,32E-04, OR=0,64 és p=1,34E-04, OR=0,62), mig altalanossagban ezek a

variansok nem befolyésoltdk az ALL-re valé hajlamot. Osszességében elmondhato,
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hogy a szignifikansnak bizonyult, hajlammal asszocialt polimorfizmusok esetében a
homozigota allapot jart nagyobb rizikoval, semmint a hordozé statusz.

Vizsgaltam a nemet, az életkort, a protokollokat, mint az ALL hajlam kialakulasat
befolyasolhato kofaktorokat is, de nem tapasztaltam szignifikans hatast egyik esetében
sem.

A fenti SNP-k génenként kapcsoltsagi egyenldtlenségben (LD) voltak ((160)), igy
tulajdonképpen redundansak, helyettesitheték egymassal. A jelen tanulmanyban

egyfajta kontrollként szerettem volna dket parhuzamosan vizsgalni.
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10. tablazat: A I1. vizsgalat frekventista elemzésének dsszefoglalasa™

ALL riziké B-ALL riziké T-ALL riziké HD-ALL riziké
Génnéy SNP p OR; 95% Cl p OR; 95% Cl p OR; 95% Cl p OR, 95% ClI
IKZF1  |rs6964969 167E-05  150;1,25-1,80 117E-07 170;1,40-208 g 076,050-114 872E-02  1,36;0,96-194
IKZF1  |rs11978267 | 246E-05  1501,24-179  2,97E-07 168138-205 (o  077:051-116 508E-02  1,42;1,00-2,02
IKZF1  |rs4132601 169E-05  150;1,25-180 222E-07 1691,38-206 34 083055123 913E-02  1,36,0,95-194
ARID5B |rs10821936 | 731E-05 143120-171 195E-05 153126-185 (g9 117:082-166 572E-03  1,61;115-2,27
ARID5B | rs7089424 117E-04 142119169 2,68E-05 1521,25-184 41 116,081-165 670E-03  1,60;1,14-2,24
ARID5B | rs4506592 172E-04  140;118-167 335E-05 151,1,24-183 47 108076-154 124E-02  1,551,10-2,19
STAT3  |rs3816769 376E-02  0,83,0,69-098 4,23E-02 082067-099 53  091064-129 134E-04  0,62,0,49-0,79
STAT3  |rs12949918 | 515E-02  084;071-100 6,37E-02 0,84,0,69-101 (g5 090,0,64-127 232E-04  0,64,0,50-0,81

*Félkovér kiemeléssel a p < 3,42E-04 értékek a korrekcid utani FDR(a)= 1% szignifikancia hatar mellett, HD=hiperdiploid
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A haplotipus analizis soran az IKZF1 génben 2 haplotipust (TGATA ¢és TGGGGQG)
taldltam szignifikansnak az ALL hajlamot tekintve, azonban a haplotipusok
es¢lyhanyadosa nem volt nagyobb, mint az SNP-k¢ kiilon-kiilon. Tovabba az IKZF1
polimorfizmusok koziil 3 ,,hajlamosito” SNP (rs11978267, rs4132601, rs6964969) is
alkotta azt a haplotipust (TGATA), amely gyenge védé hatast mutatott ALL-lel
szemben (11. tablazat).

11. tablazat: Az ALL hajlamot szignifikansan befolyasolo haplotipusok
frekvenciai beteg (ALL) és kontroll populiciéban

Gene SNP Haplotipus Kontroll ALL p OR; 95% CI

rs6954833
rs10235796
rs11978267 TGATA 0,524 0,445 3,0E-04 0,73;0,62-0,86
rs4132601
rs6964969
rs6954833
rs10235796
rs1197826  TGGGG 0,244 0,333 5,3E-06 1,55;1,28-1,87
rs4132601
rs6964969

IKZF1

5.2.2 A BAYES-1 ELEMZES EREDMENYE

A bevezetd részben mar emlitésre keriilt, hogy a bayes-i elemzés sordan az egyik
legfontosabb kapcsolati tipus az erds relevancia. Ennek posterior valosziniiségét a
célvaltoz6 (ALL, B-ALL, T-ALL, HD-ALL) fiiggvényében minden prediktor
valtozora (pl. SNP-k, nem) kiszamoltuk. Az a posteriori valosziniiség 0 és 1 kozotti
értéket vehet fel. Az értéke 0, ha nem relevans, 0,5 f6l6tt pedig relevans a valtoz6 a
célvaltozot tekintve. 0,5-0,75 kozotti értéknél mérsekelt, 0,75 f616tt pedig ,,meggy6z0”
relevanciarol beszélhetiink.

Az ALL hajlammal kapcsolatosan a legrelevansabb SNP-nek az rs10821936
(ARDI5B) és az rs4132601 (IKZF1) bizonyultak. A valdszintiség, hogy ezek az SNP-
k direkt modon asszocialnak az ALL hajlammal 0,76 az rs10821936 ¢és 0,97 az

rs4132601 esetében. A direkt asszociacid még valoszinlibb volt a B-ALL
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alpopulécioban (0,95 az rs10821936 és 1,0 az rs4132601-nél). Az emlitett genetikai

varidnsoknak a teljes ALL-es populdcioban tapasztalt magas direkt asszociacios

rrrrr

valdszinliség miatt lehetségesek (11. abra, 12. tablazat).

12. tablazat: Az erésen relevans valtozok posterior valosziniiségi értékei a teljes-
és az alpopulaciokban

Fenotipus ALL B-ALL T-ALL HD-ALL Rizikdcsoport
Nem 0,01 0,06 0,85* 0,07 0,08
rs10821936 ARID5B 0,76* 0,95* 0,02 0,14 0,05
rs12949918 STAT3 0,01 0,00 0,01 0,60* 0,00
rs17405722 STAT3 0,23 0,24 0,21 0,37 0,09
rs12457893 BCL2 0,02 0,01 0,24 0,57* 0,05
rs1893806 BCL2 0,02 0,00 0,02 0,01 0,42
rs3212713 JAK3 0,03 0,11 0,17 0,56* 0,01
rs3087253 CCR5 0,03 0,10 0,15 0,56* 0,00
rs2282883 AHR 0,01 0,00 0,11 0,08 0,42
rs2066853 AHR 0,06 0,04 0,25 0,34 0,04
rs4132601 IKZF1 0,97 1,00* 0,02 0,02 0,00

*relevans posterior valoszintiségi értékek (P>0,5), HD=hiperdiploid

A fenti SNP-k ¢és a ritkabb T-sejtes ALL hajlam kozotti direkt asszociacio
valoszinlisége, nulldhoz kozeli értéket (~0,02) adott a szdmitdsok alapjan. Csak a
nemnek, mint prediktor valtozonak volt magas a direkt asszociacios valdsziniisége a
T-ALL hajlamra (0,85). A frekventista eredményt a bayes-i modell eredményével
kiegészitve megallapithatd, hogy a fiugyermekek 2,28x hajlamosabbak T-ALL-re,
mint a lanyok (95% CI 1,32-3,93).

A hiperdiploid akut limfoid leukémias alcsoportot vizsgalva, a legrelevansabb

SNP-knél (STAT3 rs12949918, BCL2 rs12457893, JAK1 rs3212713 és CCRS

tablazat).
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11. abra: Az akut limfoid leukémia, mint célvaltozo és a prediktor valtozok
(IKZF1-, ARID5B polimorfizmusok, nem) fiiggéségi kapcsolati haléja, valamint
a hozza tartozé posterior valosziniiségi grafikon. A halozati struktGraban piros
szinnel jeloltiik az ALL hajlamot, lildval a nemet, kékkel az ARID5B ¢és sargaval az
IKZF1 génpolimorfizmusokat. A nyilak (élek) vastagsaga aranyos az a posteriori
valoszintiségiikkel. Az élek iranya csak a valosziniliségi kapcsolatokra utal, nem jelent
feltétleniil ok okozati Osszefliggést. Az alsd grafikonon a prediktor- és a célvaltozok
kozotti kiillonboz6 asszociaciotipusok posterior valoszintisége lathato. Kékkel az erds
relevanciat, pirossal a direkt erds relevanciat, sargaval a tranzitiv relevanciat, barnaval
a zavard relevanciat, lilaval az asszociacios relevanciat, zolddel pedig a tiszta
interakcidt abrazoltuk.

A vizsgalt géneken beliili polimorfizmusok egyiittes erds relevancia jellegét (direkt
vagy tiszta relevancia) ¢€s erejét is vizsgaltuk az akut limfoid leukémidval
kapcsolatosan.

Az ARID5B gének vizsgalt SNP-i (rs4509706, rs4948487, rs10821936, rs4948496,
rs4948502) egyiittesen kozelitéen 0,8 valdszinliséggel relevansak az ALL-hajlam
tekintetében. Koziiliik azonban csak a mar emlitett rs10821936 tlinik valdban direkt
modon relevansnak, mert mig a tobbi SNP-nél az erds relevancidnak egyenként 0,13
koriili posterior értéket kaptunk, addig ennél 0,76-nek adodott ez az érték. Ez alapjan
valoszintisithetd az rs10821936 kozvetlen hatasa, és a tobbi SNP nem kozvetlen

okozati (indirekt) szerepe az ALL kialakulasaban (11. abra).
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Hasonl6 tendenciat mutatott az IKZF1 gén varidnsainak részletesebb kapcsolati
rendszer elemzése is. Ebben az esetben az rs4132601-nek 0,97-es valosziniiséget
kaptunk, ami megegyezik a génben vizsgalt 6sszes SNP kozos direkt relevancia
valoszinliségével. Ennek oka, hogy az rs4132601 SNP-nél 6nmagaban is magas, direkt
relevancia posterior valdszintisége (0,97) kaptunk, ellenben a tobbi két SNP-vel
(rs6954833, rs10235796), ahol ez az érték 0,1 volt (11. abra). Még kifejezettebb hatast

mutattak az egyiittes asszociacios vizsgalatok B-sejtes alpopulacioban.

A célvaltozé (pl. ALL, B-ALL) szerinti tiszta interakcio valdszinlisége igen
alacsonynak (0,1) bizonyult szinte mindegyik gén variansai esetében, azonban az
rs3212713 (JAK3) és az rs2282883 (AHR) SNP-knél megfigyeltiink tiszta interakcios
hatast a hiperdiploid alpopulécioban, illetve a rizikdcsoport fiiggvényében (0,43 és
0,42).

A bayes-i elemzés (BN-BMLA) lehetdséget nytjtott a valtozok kozotti kdlesonhatasok
(interakcio) és helyettesithetdség (redundancia) vizsgalatara is. A kolcsonhatas ebben
az esetben azt jelenti, hogy két valtoz6 egyiittes eléfordulasa a célvaltozo Markov-
takargjaban valdszinlibb, mint azt varnank, azaz két SNP egylittes erds relevanciajanak
nagyobb a valoszinlisége, mint ahogyan az egyvaltozds relevancia értékek alapjan
adodna.

A redundancia értelmezése szerint két SNP egyiittes erds relevancidjanak
valoszinlisége kisebb, mint azt varnank.

A tejes illetve alpopulacidkban a valtozok kozotti redundancia és interakcio értékek
BN-BMLA elemzésének grafikai megjelenitése az alabbi abran (12. abra) lathato.
Az ALL hajlamra vonatkozo értékelés soran az ARID5B rs10821936 és STAT3
rs17405722 SNP-k kozott (interaction ratio, IR=0,15) gyenge interakciot, az ARID5B
rs10821936 és rs4509706 kozott pedig mérsékelt redundanciat (redundancy ratio,
RR=0,33) tapasztaltunk. Az IKZF1 és ARID5B, a két legerdsebb univarians erds
relevancia valoszinliséget mutaté gén SNP-i kozott sem kolesonhatast, sem pedig
redundanciat nem talaltunk.

A T-sejtes-ALL alpopulaci6 vizsgalatakor a nem mutatott gyenge kdlcsonhatast harom
masik polimorfizmussal, az rs703817 (STAT6; IR=0,16), az rs4987845 (BCL2;
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IR=0,1), és az rs1143684 (NQO2; IR=0,11). A frekventista elemzéssel egyiitt ez az
eredmény is alatdmaszthatja azt a feltevést, miszerint a fiok hajlamosabbak a T-sejtes
akut limfoid leukémidra. A hiperdiploid populdcido elemzésekor 3 kiilonb6zo
interakcids csoportot kaptunk, amelyeknek relative magas volt az interakcios rataja.
Az elsd csoportot 4 kiilonbozé gén (STAT3, BCL2, STAT1, NOTCH1) 4 variansa
(rs17405722, rs12457893, rs10208033, rs3124603) alkotta, itt az IR=3,06 volt. A
masodik legmagasabb csoportos kolcsonhatasi tényezot (2,72) az rsl17405722
(STAT3), rs11888 (JAK3), és az rs2030171 (STATL) adta. Végiil pedig az rs3212713
(JAK3), az rs3087253 (CCRS5), és az rs10235796 (IKZF1) interakcios hanyadosa 0,86-
nak adodott. Ezek az elemzések azonban egy viszonylag kisméretli populéacié (HD-
ALL) alapjan sziilettek, igy sziikséges lenne tovabbi validalasuk egy nagyobb

populécion is.
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12. abra: A vizsgalt valtozok kozotti interakciot (piros gorbe) és redundanciat (kék gorbe) bemutaté térkép. Az abra a prediktor
valtozok kozott fellépd kdlesonhatasokat (pirossal) és redundanciakat (kékkel) mutatja be a teljes (A)-, T (B)-, HD (C)-ALL populacion. A
gorbék vastagsdga aranyos a hatdsok erdsségével. A sotétsziirke belsé koron lathatd bordd oszlopok magassdga aranyos a valtozok erds

relevancidjanak a posterioiri valoszintiségével. A vizsgalt polimorfizmusok gén, ill. kromoszoma szerinti elhelyezkedése a kiilso,
halvanysziirke gytiriin lathato.
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5.3 JELOLT GEN ASSZOCIACIOS VIZSGALAT |1 — FOLAT ANYAGCSERE GENEK

Hasonléan a II. tanulményhoz a biobank vizsgalatba bevont beteg és egészséges
technikaval, a frekventista és a Bayes-halo alapt bayes-i tobbszintii relevancia analizis
(tovabbiakban bayes-i vagy BN-BMLA) tortént.

A 111, esetben 64 egypontos nukleotid polimorfizmust vizsgaltam az eredetileg
kivalasztott 67-bol. Harom SNP a nem megfeleld genotipizalasi eredmény, vagy a nem

teljesiilt HWE egyensuly miatt esett ki.

5.3.1 A FREKVENTISTA ELEMZES EREDMENYE

A genotipus ¢és allélfrekvencidkat a 13. tablazat tartalmazza. A nemmel korrigalt
logisztikus regresszios elemzés sordn 8 kiilonbozé gén (ABCB1, DHFR, FPGS,
MTHFD1, MTR, SHMT1, TYMS, MTRR) 9 SNP-je (rs2235013, rs12517451,
rs1544105, rs1076991, rs12759827, rs9909104, rs2853533, rs3776455, rs1532268)
mutatott szignifikans Osszefiiggést az ALL hajlammal (14. tablazat). Statisztikai
korrekciot (FDR(a)=5%; p<1,21E-03) alkalmazva azonban mar csak 2 gén 2 SNP-je
(MTHFD1 rs1076991, MTRR rs3776455) maradt szignifikans (15. tablazat).

Az MTHFD1 rs1076991 SNP GG (mutdns homozigéta) genotipuseloszlasa
szignifikansan kiilonbozott (p=1,94E-04; OR=1,94 (1,37-2,76), power=0,64) a beteg
¢és a kontroll populacio kozott (additiv modell). Ez a jelentés kiillonbség a B-sejtes
alpopulacioban is jelentkezett (p=3,52E-04; OR=2,00 (1,37-2,94); power=0,59),
ellenben a T-sejtes vagy a hiperdiploid csoportban nem tapasztaltam.

A tovabbi elemzések (allélpozitivitds, dominans/recessziv modell) sordn mar a G
allélhordozas (50% vs. 41,8%; p=1,30E-04; OR=1,39 (1,18-1,65)) is rizikonoveld
tényez0 volt, amit a dominans modellel (AA vs. AG/GG; p=4,90E-04; OR=1,61 (1,23-
2,10)) torténd elemzés is megerdsitett. A kiilonbozo statisztikai modellekkel torténd
szamolas azért hasznos €s fontos, mert tobb oldalrdl korbejarva fontolhatjuk meg a
kapott eredmény valodisagat és értelmét, ami akar annak tényleges relevancijat
bizonyithatja.

Az MTRR rs3776455 polimorfizmus esetében szintén a ritka homozigota GG

genotipus eloszladsaban volt kiilonbség az ALL-es ¢és az egészséges csoport kozott
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(p=4,49E-03; OR=0,57 (0,38-0,84); power=0,51), azonban itt a genotipus
rizikdcsokkenéssel asszocialt. A recessziv modell alapjan kapott GG genotipus
eloszlasbeli szignifikans kiilonbség szintén ezt tamasztotta ala (AA/AG vs. GG;
p=1,21E-03; OR=0,55 (0,38-0,79)).
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13. tablazat: Genotipus és minor allél frekvencia (MAF) a beteg és egészséges populaciéban (111.)*

ALL Kontroll
Gén SNP Allér™ 0 1 2 MAF 0 1 2 MAF
ABCB1 510280101 A/IC | 0,841 0,151 0,009 0,084 | 0,811 0,169 0,020 0,105
rs1202179 A/IG | 0,519 0,397 0,083 0,282 | 0,507 0,410 0,083 0,288
rs2235013 G/IA | 0,271 0,477 0,252 0,491 | 0,248 0,490 0,261 0,507
rs9282564 A/G | 0811 0,182 0,008 0,098 | 0,771 0,218 0,011 0,120
DHFR rs11742668 TIC 0,887 0,104 0,010 0,062 | 0,858 0,138 0,004 0,073
rs1222809 T/IC | 0,562 0,372 0,067 0,252 | 0,548 0,384 0,068 0,260
rs12517451 C/IT | 0545 0,385 0,070 0,262 | 0,577 0,361 0,062 0,243
rs1478834 C/IA | 0550 0,382 0,068 0,259 | 0,541 0,388 0,072 0,266
rs1650723 G/A | 0,735 0,239 0,026 0,145 | 0,712 0,271 0,017 0,152
rs1677626 G/IC | 0,552 0,381 0,067 0,257 | 0,541 0,388 0,072 0,266
FPGS rs10106 A/IG | 0,392 0,446 0,163 0,385 | 0,390 0,461 0,149 0,379
rs1544105 G/IA | 0,372 0,459 0,169 0,398 | 0,388 0,465 0,147 0,380
rs4451422 A/C | 0,400 0,443 0,156 0,378 | 0,388 0,464 0,148 0,380
GGH rs10957267 TIA | 0,732 0,240 0,028 0,148 | 0,712 0,267 0,021 0,155
rs11545078 C/IT | 0,853 0,144 0,004 0,076 | 0,843 0,151 0,006 0,081
rs3780127 C/T | 0,853 0,144 0,004 0,076 | 0,843 0,151 0,006 0,081
rs719235 G/T | 0528 0,395 0,077 0,274 | 0,510 0,394 0,096 0,293
GSTP1 51695 AIG | 0,494 0,414 0,092 0,299 | 0,514 0,388 0,098 0,292
rs749174 CIT | 0,496 0,411 0,092 0,298 | 0,508 0,396 0,097 0,295
rs7941395 A/G | 0,423 0,448 0,129 0,353 | 0,431 0,439 0,130 0,350




TL

13.tablazat folytatasa

DOI:10.14753/SE.2014.1915

ALL Kontroll
Gén SNP Allér™ 0 1 2 MAF 0 1 2 MAF
MTHFD1 51076991 A/G | 0241 0517 0,241 0,500 | 0,338 0,488 0,174 0,418
rs1950902 C/IT | 0,713 0,257 0,030 0,158 | 0,725 0,241 0,034 0,154
rs2236225 C/IT | 0359 0,462 0,179 0,410 | 0,331 0,459 0,210 0,440
rs745686 A/G | 0,485 0,406 0,109 0,312 | 0,473 0,422 0,104 0,315
MTHFR 1513306561 T/IC | 0726 0,262 0,011 0,142 | 0,741 0,246 0,013 0,136
rs1801131 A/C | 0488 0,422 0,090 0,301 | 0,501 0,403 0,096 0,298
rs1801133 C/T | 0397 0,463 0,140 0,372 | 0,407 0,464 0,129 0,361
MTRR rs10380 C/IT | 0,854 0,144 0,002 0,074 | 0,844 0,153 0,004 0,080
rs1532268 G/A | 0,389 0,466 0,145 0,378 | 0,450 0,425 0,125 0,337
rs162036 A/G | 0,813 0,183 0,004 0,095 | 0,805 0,183 0,011 0,103
rs1801394 G/A | 0,280 0,525 0,195 0,458 | 0,295 0,490 0,216 0,460
rs2966952 C/IT | 0665 0304 0,031 0,183 | 0,677 0,285 0,038 0,181
rs326120 A/G | 0660 0,311 0,030 0,185 | 0,675 0,285 0,040 0,182
rs3776455 AIG | 0,428 0472 0,100 0,336 | 0,410 0,420 0,170 0,380
MTR rs10925257 A/IG | 0,631 0,327 0,042 0,206 | 0,648 0,308 0,044 0,198
rs12759827 A/G | 0,579 0,360 0,061 0,241 | 0,522 0,397 0,081 0,280
rs1805087 A/G | 0633 0,322 0,044 0,206 | 0,645 0,308 0,047 0,201
rs2853523 C/IA | 0383 0,483 0,134 0,376 | 0,352 0,473 0,176 0,412
rs3768142 T/IG | 0372 0,490 0,139 0,384 | 0,346 0,474 0,180 0,417
rs4659724 G/A | 0,378 0,497 0,125 0,373 | 0,415 0,467 0,118 0,351
SHMT1 (51979277 G/A | 0,480 0,434 0,087 0,304 | 0,503 0,408 0,089 0,293
rs643333 C/IA | 0,498 0,420 0,081 0,292 | 0,537 0,391 0,072 0,267
rs9909104 T/IC | 0597 0,344 0,059 0,231 | 0,541 0,406 0,053 0,256
SLC19A1 51051266 G/IA | 0,312 0,504 0,184 0,436 | 0,319 0,484 0,197 0,439
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ALL Kontroll

Gén SNP Allér™ 0 1 2 MAF 0 1 2 MAF
SLC19Al 54819128 T/IC | 0335 0,481 0,184 0,424 | 0,342 0,473 0,184 0,421
rs7499 G/A | 0,340 0,482 0,178 0,419 | 0,385 0,463 0,152 0,383
SLC22A8 152276299 AT | 0679 0,286 0,035 0,178 | 0,660 0,318 0,023 0,181
rs3809069 T/IC | 0678 0,293 0,029 0,176 | 0,686 0,282 0,032 0,173
rs4149183 T/IC | 0580 0,374 0,046 0,233 | 0,626 0,324 0,049 0,212
SLC21A6 1510841769 G/IA | 0,273 0,491 0,236 0,482 | 0,259 0,503 0,238 0,490
rs11045818 G/IA | 0,772 0,207 0,021 0,125 | 0,732 0,261 0,008 0,138
rs11045819 C/IA | 0,781 0,203 0,016 0,117 | 0,732 0,260 0,008 0,138
rs11045823 G/A | 0,759 0,218 0,023 0,132 | 0,730 0,263 0,008 0,139
rs17328763 T/IC | 0,723 0,250 0,028 0,152 | 0,693 0,271 0,036 0,172
rs4149056 T/IC | 0661 0,304 0,035 0,187 | 0,660 0,295 0,045 0,193
rs4363657 T/IC | 0643 0,317 0,041 0,199 | 0,644 0,297 0,059 0,207

TPMT rs2518463 C/IT | 0,237 0,511 0,252 0,507 | 0,285 0,480 0,235 0,475
rs2842951 C/IT | 0566 0,360 0,074 0,254 | 0,582 0,344 0,074 0,246
rs4449636 A/G | 0242 0,506 0,251 0,505 | 0,284 0,477 0,239 0,477

TYMS rs1004474 A/G | 0,298 0,479 0,223 0,462 | 0,272 0,531 0,197 0,462
rs2612100 G/A | 0446 0,431 0,123 0,339 | 0,440 0,448 0,112 0,336
rs2853533 G/C | 0,717 0,251 0,031 0,157 | 0,779 0,202 0,019 0,120
rs2853741 CIT | 0464 0,432 0,104 0,320 | 0,496 0,428 0,076 0,290
rs9967368 G/C | 0320 0,515 0,165 0,422 | 0,349 0,496 0,155 0,403

*0=gyakori homozigota, 1=heterozigdta, 2=ritka homozigdta; **gyakori/ritka allél a forward szalon
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14. tablazat: A frekventista elemzés nominalisan szignifikans eredményei (111.)*

i Teljes B-ALL T-ALL HD-ALL
SNP (rs#) Allélok p OR(95%CI) p OR(95%CI) p OR(95%CI) p OR(95%Cl)
Genotipus frekvencia

rs2235013 GG Referencia**

(ABCB1) GA 0,44 0,89(0,66-1,19) 0,67 0,93(0,68-1,29) 0,04 0,57(0,33-0,97) 046  1,26(0,68-2,34)
AA 0,46 0,88(0,63-1,23) 0,71 0,93(0,65-1,35) 0,02 0,45(0,23-0,89) 0,44  1,31(0,66-2,60)

rs12517451 CC Referencia**

(DHFR) CT 0,35 1,13(0,88-1,45) 0,29 1,16(0,88-1,53) 0,56 1,16(0,70-1,94) 0,04 1,68(1,03-2,75)
TT 0,49 1,19(0,73-1,95) 0,61 1,15(0,67-1,99) 0,16 1,83(0,78-4,28) 0,63 1,28(0,47-3,49)

rs1544105 GG Referencia**

(FPGS) GA 0,84 1,03(0,79-1,34) 0,63 1,07(0,80-1,43) 0,19 0,70(0,41-1,20) 0,06 1,71(0,98-2,98)
AA 0,35 1,19(0,83-1,70) 0,41 1,18(0,80-1,75) 0,54 1,23(0,64-2,36) 0,13  1,76(0,85-3,63)

rs12759827 AA Referencia**

(MTR) AG 0,12 0,82(0,64-1,05) 0,13 0,81(0,61-1,06) 0,19 0,71(0,42-1,19) 0,17  0,70(0,42-1,16)
GG 0,11 0,68(0,42-1,10) 0,08 0,62(0,36-1,06) 0,77 0,87(0,35-2,18) 0,24  0,53(0,18-1,53)

rs1532268 GG Referencia**

(MTRR) GA 0,07 1,27(0,98-1,64) 0,19 1,21(0,91-1,60) 0,08 1,61(0,95-2,72) 0,26  1,34(0,81-2,25)
AA 0,12 1,35(0,93-1,96) 0,13 1,37(0,91-2,06) 0,31 1,48(0,69-3,16) 0,46  1,32(0,63-2,78)

rs9909104 TT Referencia**

(SHMT1) TC 0,04 0,77(0,59-0,99) 0,03 0,73(0,55-0,96) 0,43 0,81(0,49-1,36) 0,11  0,65(0,38-1,10)
CC 0,97 1,01(0,59-1,72) 0,70 0,89(0,49-1,61) 0,28 1,64(0,67-4,02) 0,35 1,53(0,63-3,69)

rs2853533 GG Referencia**

(TYMS) GC 0,04 1,35(1,01-1,81) 0,21 1,23(0,89-1,69) 0,02 1,85(1,09-3,13) 0,24  1,40(0,80-2,43)
CC 0,15 1,79(0,81-3,96) 0,24 1,68(0,71-3,94) 0,11 2,98(0,77-11,50) 0,22  2,27(0,60-8,54)
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, Teljes B-ALL TALL HD-ALL
SNP (rs#) Allelok 0 OR(95%CI) _ p___ OR(35%CI) 0 OR(95%Cl) 0 OR(95%Cl)
Allél pozitivitas
rs2235013 GG vs GATAA 039 089(0.67-117) 0,65 003(0,69-1,26) 001 053(0,32-087) 041 1,28(0,71-2,29)
(s12517451 CCvs CT+TT 030 114(0,89-145) 027 116(0.89-151) 034 126(0.782.04) 005 1,62(101-2,61)
rs1544105 GGvs GA+AA 061 1,07(0.83-137) 049 110(0,84-144) 044 083(051-134) 0,04 1.72(101-2,93)
rs12750827 AAVsAG+GG 006 0,79(0,62-101) 006 077(059-1,01) 022 0,74(0,45-120) 0,10 0.67(0,41-1,09)
rs1532268 GG vs GA+AA 004 1,020(1,01-164) 011 125(095-162) 007 158(0,96-261) 024 1,34(0,82-2,18)
rs0909104 TTvsTC+CC 006 0,79(0.62-101) 003 075(057-0.98) 0,70 091(0,56-147) 0,25 0.75(0,46-1,22)
rs2853533 GGvsGC+CC 002 1,39(1,05-184) 013 127(093-172) 001 193(1,16-321) 015 1.47(0,87-2,49)
Allél frekvencia
rs2235013  GIA 046 004(0,79-111) 078 097(08L-117) 001  0,64(0.46-091) 046 1,14(081-159)
rs12517451 C/T 030 111(091-135) 033 1,11(090-1,37) 016  1,30(0.90-189) 010 1,36(0,94-1,96)
rs1544105 G/A 039 1,080091-129) 037 1,09(0,90-1,32) 091  1,02(072-144) 007 1,236(0,97-1,91)
rs12759827 A/G 004 082(0,67-0.99) 003 079(064-098) 027  080054-119) 009 0,71(0.47-1,06)
rs1532268 G/A 005 120(1,00-1.43) 007 119(099-145) 014  1,30(0,92-183) 030 1,20(0,85-1,70)
rs9909104 T/C 018 087(0,72-1.06) 0,08 083(067-1,03) 086  1,04(071-152) 067 0,92(0,62-1,36)
rs2853533  G/C 001 137(107-175) 126 0,09(0,96-1,66) 7E-03 182(118-281) 010 145(0,93-2,32)

*félkovér kiemeléssel a nominalisan szignifikans (p<0,05) eredmények lathatok
**referencia=a vad homozigdta genotipushoz viszonyitva
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15. tablazat: A kiilonbo6zo frekventista statisztikai modellek eredményei (111.)

Statisztikai modell

ALL

B-ALL

T-ALL

HD*-ALL

pb OR (95%ClI) pb OR(95%CI) | pb OR(95%CI) | p°  OR (95%ClI)
rs1076991 (MTHFDY)
Genotipus AA Referencia*
frekvencia
AG 001 149(112-1.97) | 001  152(1,12-2,08) | 029 1,37(0.77-243) | 0,77 1,08(0,63-1,85)
GG 1,94E-04 1,94(1,37-2,76) | 3,52E-04 2,01(1,37-2,94) | 0,07 1,90(0,96-3,76) | 0,66 1,17(0,59-2,33)
pA(?Zei‘iiVitéS AAvs AG/GG | 4,90E-04 1,61(1,23-2,1) |8,84E-04 1,65(1,23-2,22) | 0,24 1,51(0,88-2,59) | 0,70 1,11(0,67-1,83)
AA/AG vs GG 0,01 1,51(1,12-2,03) 0,01 1,53(1,11-2,12) | 0,13 1,56(0,88-2,76) | 0,72 1,12(0,67-2,04)
A . AWG | L30E-04 139(L18-165) |210E-04 142(L18-171) [0,08 136(097-190) | 0,65 1,08(0,77-151)
rs3776455 (MTRR)
Genotipus .
frekvencia AA Referencia
AG 057  1,08(0,83-1,40) | 0,79  1,04(0.78-1,38) | 0,14 1,48(0,88-2,48) | 0,43 1,22(0,74-2,02)
GG 4,49E-03  0,57(0,38-0,84) 0,01 0,57(0,37-0,87) | 0,26 0,61(0,26-1,45) | 0,01 0,15(0,04-0,65)
pAglzéiiivités AAVSAG/GG | 057  093(073-1,19) | 046  090(0,69-1,18) | 0,42 1,23(0,74-2,02) | 0,73 0,92(0,56-1,50)
AAIAG vs GG | 121E-03 055(0,38-0.79) | 0,01  056(0,37-0,83) | 0,09 049(0,22-1,11) | 0,01 0,14(0,03-0,57)
ﬁ;f\llencia Avs G 004  083(069-099) | 004  082(0,67-0,99) | 070 093(0,66-1,32) | 0,05 0,69(0,48-1,01)

aHD: hiperdiploid; félkdvér kiemeléssel a szignifikdns értékek, ahol p < 1,21E-03; FDR(a) = 4,0% szignifikancia szint
*referencia: a vad homozigéta genotipushoz viszonyitva
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A haplotipusok vizsgalatakor nomindlisan szignifikansnak csak az MTHFD1 gén két
haploblokkja (ACTA, GCCA) bizonyult. Az ACTA (p=0,003; OR=0,74 (0,61-0,90))
haplotipus az alacsonyabb ALL rizikéval asszocial, mig a GCCA (p=0,009; OR=1,38
(1,08-1,76)) haploblokkal rendelkezé egyéneknek 1,4x nagyobb eséllyel alakulhat ki
a betegség (16. tablazat).

16. tablazat: Az MTHFD1 gén polimorfizmusainak (rs1076991, rs1950902,
rs2236225, rs745686) haplotipus frekvenciai a beteg és kontroll populacioban

Haplotipus  ALL Kontroll p OR (95% C,1,)
ACTA 248 (23%) 302 (29%) 0,003 0,741 (0,610-0,900)
GCCA 181 (17%) 134 (13%) 0,009 1,380 (1,083-1,756)

A kapcsoltsagi egyenldtlenségi (LD) értékek (D', r? (167)) alapjan az MTRR rs3776455
SNP er6s kapcsoltsagban van tovabbi 6 masik SNP-vel (rs2966952, rs1801394,
rs326120, rs1532268, rs162036, és rs10380), igy az rs3776455 polimorfizmus
vizsgalata és eredményei a tobbi 6 esetrdl is informaciot nyujthatanak. Az rs3776455
igy tagSNP-ként is funkcionalt.

5.3.2 A BAYES-I ELEMZES EREDMENYE

A BN-BMLA modszer folyamatos fejlesztése révén lehetdség nyilt a I11. vizsgalatnal
a bayes-i hataserdsségek (effect size) elemzésére is, az Gn. bayes-i esélyhanyadosok
(bayes-i OR), illetve megbizhatdsagi tartomanyok (CR) kiszamitasaval.

Ezzel a technikédval igy most mar nemcsak az ALL hajlam ¢és a valtozok kozotti erds
relevancia és egyéb asszociacios relevanciak posterior valoszinliségét, a valtozok
kozotti redundanciat €s interakciot tudtuk jellemezni, hanem szamos 0j eredménnyel
egésziilhetett ki a munkacsoport altal fejlesztett statisztikai modszer.

A legrelevansabb valtozok szamszerisitett a posteriori értékét a 17. tablazat foglalja
Ossze. A frekventista eredményekhez hasonloan itt is az rs1076991 (MTHFD1)
bizonyult a legrelevansabbnak. A posteriori valoszintisége 0,65-nek adodott a teljes
populaciét vizsgalva, 0,53-nak B-ALL, 0,13-nak T-ALL és nulldhoz kozeli értéknek
pedig a HD-ALL alcsoport elemzésekor.
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17. tablazat: Az erésen relevans valtozok posterior valosziniiségi értékei a teljes-
és az alpopulaciokban™

. . ALL B-ALL T-ALL HD-ALL
Valtozok . f . .
hajlam hajlam hajlam hajlam

Nem 0,01 0,05 0,71 0,05
rs1076991  MTHFD1 0,65 0,53 0,13 0,00
rs1004474 TYMS 0,00 0,00 0,26 0,66
rs1532268 MTRR 0,00 0,03 0,21 0,68
rs3776455 MTRR 0,35 0,08 0,02 0,76
rs1222809 DHFR 0,00 0,01 0,12 0,43
rs11545078 GGH 0,03 0,06 0,16 0,33
rs3780127 GGH 0,03 0,06 0,16 0,33

*félkovér kiemeléssel posterior valdsziniiség>0,5

Hiperdiploid ALL hajlamra azonban az MTRR gén (rs3776455, rs1532268) és a TYMS
(1004474) gén SNP-1 bizonyultak relevansnak 0,76; 0,68; ill. 0,66 posterior
valosziniiséggel (13. abra). A hiperdiploid akut limfoid leukémia és a GGH
génvaridnsok (rs11545078, rs3780127) kozotti relevancia valoszinliségi értékei

azonban igen alacsonyak voltak (17. tablazat, 13. abra).
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13. abra: A hiperdiploid akut limfoid leukémia (HD-ALL), mint célvaltozo és a
prediktor valtozék (polimorfizmusok) fiiggéségi kapcsolati haléja, valamint a
hozza tartozoé posterior valésziniiségi grafikon. A halozati struktiraban piros szinnel
jeloltiik az HD-ALL hajlamot, a tobbivel pedig a génpolimorfizmusokat. A nyilak
(élek) vastagsaga aranyos az a posteriori valdsziniiségiikkel. Az alsé grafikonon a
prediktor- és a célvaltozok kozotti kiilonbozé asszociacidtipusok —posterior
valoszinlisége lathatd. Kékkel az erds relevanciat, pirossal a direkt erds relevanciat,
lilaval az asszociaciot, zolddel pedig a tiszta interakcidt abrazoltuk.

Az asszociaciok részletesebb vizsgalatakor a valtozok kozotti kiillonbozd fiiggdségi
viszonyokat jellemeztiik. Az MTHFD1 2 SNP-je, az rs2236225 ¢s rs745686 az ALL
hajlammal 0,71 egyiittes valosziniiséggel asszocialt, annak ellenére, hogy az erds
relevancidjuk valoszinlisége nulldhoz kozeli értéknek bizonyult, a tranzitiv
relevancidjuk szamolasakor pedig 0,61 értéket kaptunk. Ezek alapjan feltételezhet;iik,
hogy a 2 SNP a legrelevansabb rs1076991 (MTHFD1) polimorfizmuson keresztiil fejti
ki hatasat a betegségre valo hajlamban.

Hasonl6 tendenciat figyelhetiink meg az MTRR génvaridnsok korében is, ahol a

vizsgalt SNP-K (rs2966952, rs1801394, rs326120, rs1532268, rs162036, rs3776455 és
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rs10380) 0,65 valdsziniiséggel asszocialnak leukémiaval (ALL), de csak az rs3776455
SNP-nek van nagyobb relevancidja a betegséghez. gy valosziniisitheté, hogy a
prediktor valtozo-célvaltozd kozotti asszociaciot ez utdobbi génvarians befolyasolhatja
elsésorban.

A B-ALL alcsoport elemzésekor az MTHFD1 génben 3 polimorfizmus (rs1076991,
rs2236225 és rs745686) asszocialt a betegséghajlammal (posterior valoszinliség=
0,57-0,67) az elsddlegesen dominds rs1076991 SNP-n keresztil. Az SLCO1B1
(=SLC21A6) SNP-k (rs10841769, rs11045818, rs11045819, rs11045823, rs17328763,
154149056, rs4363657) szintén asszociaciot mutattak a teljes, illetve a B-sejtes ALL-
lel is (a posteriori valdszintiség: 0,51-0,55), azonban az erés relevancia
valoszinliségiik csupan 0,25-nek adddott. Ez azt jelzi, hogy van ugyan asszociacio a
valtozok és a korkép kozott, de azt még nem tudjuk, hogy pontosan milyen a koztiik
1év6 kapcsolati struktira, fiiggdségi viszony.

A TYMS gén SNP-i viszonylag magas valosziniiséggel (0,64; 0,74) mutattak
asszociaciot T-sejtes ALL-lel, amelyek koziil egyediil az rs2853533-nek ¢és
rs1004474-nek volt mérsékelten magas az erds relevancia posterior valosziniisége,
ami utalhat arra, hogy a TYMS gén polimorfizmusai ez utobbi kettén keresztiil
hathatnak.

A hiperdiploid populacié modellezésekor a fentiekhez hasonléan az rs1004474
varianson keresztil a TYMS gén (0,72-0,77), az rs1532268-en és rs3776455-en
keresztiil pedig az MTRR gén (0,79-0,82) tobbi SNP-je asszocidlt a betegséggel
(HD-ALL).

A BN-BMLA elemzés soran ebben az esetben is megvizsgaltuk az erdsen relevans
valtozok kozott fellépd interakciokat (strukturdlis és statisztikai) és redundancidkat.

A teljes-, B-, T-ALL-es populacio értékelésekor nem talaltunk tiszta interakcios hatast
egyik SNP-nél sem, ellenben a hiperdiploid csoporttal, ahol szamos SNP-nél
azonositottunk tiszta interakcids hatést a strukturalis interakciok vizsgalatakor. A 13.
abra mutatja be a komplex interakcios térképet a HD-ALL hajlamra vonatkozdan.
Lathato, hogy az rs1532268 (MTRR), rs1222809 (DHFR), rs11545078 (GGH), és
rs3780127 (GGH) tiszta interakcidban van a betegséggel. A szamitasok alapjan
azonban ugy tiinik, hogy ez a hatas csak az rs1004474 (TYMS) varianson keresztiil

79



DOI:10.14753/SE.2014.1915

érvényesiilhet, tehat a betegség szempontjabdl fiiggd valtozova csak akkor valnak, ha
a TYMS rs1004474 megjelenik.

A kapott eredmények pontos értékeléséhez azonban az is hozzatartozik, hogy a direkt
¢lek a valtozok kozotti valdszinliségi kapcsolatot mutatjak, nem jelentenek feltétlentil
okozati Osszefiiggést. Ez alapjan az rs1532268 (MTRR) tulajdonképpen feltételesen
fiiggetlen a betegségre vald hajlamtdl, azonban a TYMS gén 1s1004474
polimorfizmusanak ismeretében fliggd valtozova valik a kapcsolati strukturaban. Ily
modon a két SNP (az rs1004474 és a ,,sziil6” SNP-je az rs1532268) egyiittes hatdsa

befolyasolja a gyermekkori akut limfoid leukémia hajlamot.

A statisztikai kolcsOnhatasok és redundanciak elemzése soran (14. abra) a teljes, a B-
, ¢s T -sejtes akut limfoid leukémias populacidkban csak néhany polimorfizmus
esetében kaptunk nullatél eltéré redundancia hanyadost. A teljes populacio
redundanciainak grafikus megjelenitését a 14. abra/A (rs1076991-MTHFD1 ¢és
rs3776455-MTRR; redundancy ratio; RR=0,12), a B-sejtes alcsoportét a 14. abra/B
(rs1076991-MTHFDL1 és rs17328768, 11045819, rs11045818, 11045823 SLCO1B1;
RR=0,11-0,24), és T-ALL esetében a 14. abra/C (nem és rs1092527 MTR kozotti
RR=0,11) panelje mutatja be.

A HD-ALL alcsoport (14. abra/D) elemzése soran az rs1004474-TYMS, rs1532268-
MTRR, és rs1222809-DHFR, a GGH gén egyik, majd a masik SNP-jével alkottak egy
interakcios csoportot (rs11545078: interaction ratio; IR=1,14 és rs3780127: IR=1,12).
Tovabba a GGH génen beliili két SNP egymassal redundansnak bizonyult (RR=0,85).
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14. abra: A vizsgalt polimorfizmusok kozotti redundancia (kék gorbe) és
interakcio (piros gorbe) térkép a BN-BMLA médszer alapjan. Az abra a prediktor
valtozok kozott fellépd kolcsonhatasokat (pirossal) és helyettesithetdségiiket (kékkel)
mutatja be a teljes (A)-, B (B)-, T (C)-, HD (D)-ALL-re val6 hajlam esetén. A gorbék
vastagsdga aranyos a hatdsok erdsségével. A sotétsziirke belsé koron lathaté bordo
oszlopok magassdga ardnyos a valtozok erds relevancidjanak a posterioiri
valoszinliségével. A vizsgalt polimorfizmusok gén, ill. kromoszoma szerinti
elhelyezkedése a kiilsd, halvanysziirke gylirtin 1athato.

A jelenlegi vizsgalatot kiegészitettiik a bayes-i hataserdsség elemzés (Bayesian effect
size analysis) eredményeivel is. Ennek 1ényege, hogy az ALL hajlam szempontjabol
relevans SNP-k esélyhdnyadosat (bayes-i OR) €s a hozzajuk tartozé megbizhatosagi
tartomanyt (CR) is meg tudtuk adni a posterior valoszintiségi értékek mellett.

A betegségre vald hajlam és az rs1076991 (MTHFD1) SNP kozotti szignifikans
asszociaciot erdsitette meg a bayes-i hatdserdsség elemzés is. Az eredmények alapjan

mind az AG (CR=1,44-1,53), mind pedig a GG (CR=1,88-2,01) genotipusok
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novelhetik az ALL-re vald hajlamot (18. tablazat). Az esélyhanyadosok posterior
valdszinliségi eloszlasanak magas csucsai (,,csucsos gorbék™; 15. abra) is a fenti SNP
erds relevanciajat tamasztjak ala a teljes populacioban. A B-ALL-es, illetve a T-ALL-
es alpopulacidban is hasonld eredményt kaptunk (B-ALL: CRac=1,48-1,56;
CRe6=1,96-2,11; T-ALL: CRac=1,38-1,68; CRcs=1,79-2,08), bar T-ALL esetén az
eredmény kevésbé volt erételjes (18. tablazat, 15. abra). A hiperdiploid alcsoportban

nem tapasztaltunk relevans eredményt ebben az esetben.

18. tablazat: Az MTHFDL1 rs1076991 és MTRR rs3776455 polimorfizmusok
esélyhanyadosainak (OR) és 95%-0s megbizhatosagi tartomanyanak (95% CR)
értékei*

Bayes-i OR: MTHFD1 (rs1076991)
ALL B-ALL T-ALL
95% CR  Valészniiség | 95% CR  Valészniiség | 95% CR  Valészniiség
AGvs AA 1,44-153 100% 1,48-1,56 100% 1,38-1,68 100%
GGvs AA 1,88-2,01 100% 1,96-2,11 100% 1,79-2,08 100%
Bayes-i OR: MTRR (rs3776455)
ALL B-ALL HD-ALL
95% CR  Valészniiség | 95% CR  Valészniiség | 95% CR  Valészniiség
0,62-0,71 % 0,99-1,04 5% 1,19-1,27 100%
AGvs AA  0,96-1,13 5% 1,33-1,39 25%
1,22-1,30 18%
0,34-0,60 84% 0,53-0,54 75% 0,09-0,20 100%
GGvs AA  0,73-0,99 7% 1,30-1,56 25%
1,25-1,39 9%

*CR: credibility region interval=credible interval, megbizhat6sagi tartomany, a konfidencia intervallum
bayes-i megfeleldje

Az rs3776455 (MTRR) polimorfizmus bayes-i hataserésség elemzésekor (18.
tablazat, 15. abra) az SNP-hez tartoz6 esélyhanyados (OR) posterior eloszlasanak
tobb lokalis maximuma adodott, ami tobb, nem atfedé megbizhatdsagi intervallumot
eredményezett mindkét genotipus esetén (AG vs. AA: 0,62-0,71; 0,96-1,13; 1,22-1,30
¢s GG vs. AA: 0,34-0,60; 0,73-0,99; 1,25-1,39). Ez azt mutatja, hogy a kiilonb6z6
fliggdségi modellek legalabb harom kiilonb6z6 csoportba sorolhatdk, amely csoportok

mindegyike kiilonb6zd hataserdsségeket eredményez.
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15. abra: Az rs1076991 (MTHFD1) és rs3776455 (MTRR) bayes-i OR-inak
posterior eloszlasi gorbéi a teljes betegcsoportban, ill. az alpopulaciokban.
Mindegyik gorbe a 95%-0s a megbizhatosagi tartoméanyon (CR) beliili lehetséges OR
értékek vazlatos hisztogramjat mutatja az AG és GG genotipusokra vonatkoztatva (az
AA referenciaként szolgalt). A bayes-i OR-k a vizszintes, a hozza kapcsolodo
valosziniiségi értékek pedig a fiiggdleges tengelyen lathatok.

Az AG genotipus esetén a modellek legnagyobb része (75%-a) semleges
hataserésséget eredményezett (CR=0,96-1,13), ami egy viszonylag nagy a posteriori
valdszinliségli nem relevans hatasra utalt. A GG genotipus csoport {6 esélyhdnyadosa
a megbizhatosagi tartomanyaval (CRcc=0,34-0,60) egyiitt relative nagy
valoszintiséggel annak védd hatésat erésitette meg. Erdekesség, hogy ugyanennél a
valészinliségi modellnél, annak igen kis szazalékaban (9%) hajlamositdé hatést
(CRe6=1,25-1,39) is megfigyelhettiink. Ez a jelenség azzal is magyarazhato, hogy

bizonyos koriilmények (kdrnyezeti hatas) mellett egy komplexebb mechanizmus (mas,
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eddig nem ismert genetikai hatasok) alapjan az adott genotipus rizikéd tényezdoként is
viselkedhet a betegség patogenezisében.

Ehhez hasonld bizonytalansagot figyeltiink meg B-ALL-es alcsoport eredményei
esetében is, habar itt a bayes-i OR posterior eloszlasaban csupan bimodalis
(,.kétcsucsu”) eltérés mutatkozott. Az AG genotipus semleges hatasa (CR=0,99-1,04)
mérsékelten nagy valdszinliséggel (0,75) fordult el6 a B-ALL populacidban, mig a GG
esetén azonos valosziniiséggel (0,75), de relevans védd hatast (CR=0,53-0,54)
mutattunk ki. Az MTHFD1 rs1076991 varianssal ellentétben az MTRR rs3776455-n¢l
a HD-ALL elemzésekor relevans eredményeket kaptunk. Mig az AG genotipusu
egyéneknél megndovekedett (1,19-1,27) ALL rizikot, addig a GG csoportban erds védo
hatast (0,09-0,20) tapasztaltunk a betegséggel szemben.

» MTRR
= 08
9 TYMS
% 0.6 — 51004474 (GAvVs AA)
5 J N rs1004474 (GG vs AA)
S 04 F | rs1532268 (GAvs GG)
[74] H o
2 1 ¢ d0 e rs1532268 (AAvs GG)

0,2 : s

0 o\t J .....
0 0,5 1 1,5 2 Bayes-iOR

16. abra: Az rs1004474 (TYMS) és rs1532268 (MTRR) hatiasa a bayes-i
esélyhanyadosra (OR)

A korabbi eredményeknél (13. abra), a hiperdiploid csoport elemzésekor mar emlitett
két SNP (TYMS rs1004474 és MTRR rs1532268) egyéni (16. abra) és egyiittes (19.
tablazat) hatasat is vizsgaltuk a bayes-i hataser6sség modszerével. Az rs1004474
SNP-nek elhanyagolhaté hatasat tapasztaltuk az ALL hajlamra a heterozigdta
(CRcA=0,75-0,97) ¢és vad homozigota (CRaa=0,94-1,10) csoportoknal is. Az
rs1532268 polimorfizmus heterozigbta (CRca=1,28-1,40) és vad homozigota
(CRGc=0,97-1,72) variansai azonban enyhén emelkedett rizikotényezoként jelentek
meg a HD-ALL-t illetden. A két SNP egyiittes esélyhanyadosat domindns modellt
(gyakori vs. heterozigéta + ritka) alkalmazva szamoltuk ki. Az rs1004474 AA ¢és
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rs1532268 GG két varidnsanak egylittes hatdsa bizonyult a legnagyobb rizikdjunak
(0,23) a HD-ALL hajlam vonatkozasaban, amely érték meghaladta az MTRR
rs1532268 A alléljanak egyéni hajlamosité hatasat (0,14). Ebbdl lathatd, hogy a bayes-
1 hatdserdsség elemzés az egyvaltozés modellnél sokkal komplexebb kapcsolati
strukturdk, viszonyok leirasara is alkalmas, hiszen mig az egyvaltozos elemzés soran
kimutattuk az A alléllal rendelkez6knél (MTRR rs1532268) a nagyobb rizikohajlamot,
addig a tobbvaltozods értékeléskor egy sokkal sokrétiibb eredményt kaptunk:
nevezetesen az MTRR rs1532268 A allélja védd hatast mutatott a TYMS rs1004474
AA varianst hordozé egyénekben (kozos OR=0,32; félkovér kiemeléssel a 19.
tablazat-ban).

19. tablazat: Az rs1004474 és rs1532268 polimorfizmusok bayes-i hataserésség
elemzése utan kapott kozos OR értéke (joint OR)*

TYMS MTRR o
rs1004474 rs1532268  ID-ALL riziko feltételes Joint OR**
(AIG)* (GIA)* valoszintisége
AA GG 0,23 1,00
AA AG+AA 0,09 0,32
GA+GG GG 0,08 0,29
GA+GG AG+AA 0,17 0,70

*vad/ritka allél; **Joint OR — Joint odds ratio, mindkét SNP k6z6s homozigéta eseteit alapul véve

5.4 FARMAKOGENETIKAI VIZSGALAT-ABCC1

A dolgozat keretein beliill az ABCC1 gén 9 vizsgalt polimorfizmusa kozil csak a
szignifikansnak bizonyult rs3743527 SNP genotipus- és allélfrekvenciait (20.
tablazat), illetve statisztikai elemzésének eredményeit (21. tablazat) mutatom be a
vizsgélt akut limfoid leukémias gyermekpopulacion. A farmakogenetikai
tanulmanynal az antraciklinek szivkarosito hatdsa, mint a kemoterapia soran kialakult
mellékhatas és az ABCC1, mint a gyogyszer transzportban fontos transzportfehérjét

kodold gén kozotti 0sszefliggést vizsgaltuk.
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20. tablazat: Az ABCC1 polimorfizmusanak genotipus- és allélfrekvenciai

Allél (Genotipus |Genotipus (Genotipus MAF
Gén SNP N (%) ?

(1/2) IN 11 (%) 1N 12 (%) 1IN 22 (%) * (%) 3
ABCC1 | rs3743527 | C/T| 140(61) | 75(33) 13(6) |228 (97) | 22

111: a vad allélra homozigdta, 12: heterozigota; 22: a ritka allélra homozigéta; 2N: sikeresen genotipizalt
betegek szama (%); *®MAF: Minor allélfrekvencia (%)

Arra kerestlik a valaszt, hogy az adott polimorfizmussal rendelkezd leukémias (ALL)
gyermekekben hogyan valtozik a szivfunkcidt jellemzd bal kamrai linearis ejekcids
frakcio (linEF) értéke az antraciklinekkel torténd kezelés hatasara. A szivfunkcio
valtozasat a harom idépontban (diagnoziskor, zarovizsgalatkor, utolsé follow-up) mért
linEF érték segitségével kovettiik nyomon. A diagndziskori szivultrahangos adatok
alapjan szamolt linEF értékek nem tértek el szamottevoen a rs3743527 polimorfizmus
egyik genotipuscsoportjaban (CC, CT, TT) sem (21. tablazat). A kezdeti linEF érték
mérésének jelentdsége abban all, hogy ily modon ki tudjuk sziirni a polimorfizmus
estleges kezelés eldtti hatasat a vizsgalt klinikai paraméterre. Az antraciklines kezelés
utan, a zarovizsgalatkor mért linEF értékek szignifikans eltérést mutattak a
genotipuscsoportok kozott. A TT tipusu betegeknél jelentdsen alacsonyabb (34%,
p=0,001) volt a linEF érték, mint a masik két genotipuscsoportnal (CC-39,5%, CT-
39,3%; 21. tablazat). Az utolso szivultrahang mérés alapjan szamolt linEF értékeknél,
a CC, CT ¢és TT genotipusu betegeknél az eléz6ekhez hasonld tendenciat figyeltiink
meg. Azaz az rs3743527 TT genotipusuak linEF értéke alacsonyabb (35,3%) volt a
vad homozigdta (38,7%) és heterozigota (38,9%) egyedekénél. Ez a kiilonbség nem

tért el szignifikansan, amit az alacsonyabb esetszam is okozhatott.

21. tabliazat: A harom idépontban mért linearis ejekciés frakcié értékek az
rs3744527 polimorfizmus esetében

SNP Mérés |Nossz|lINEF11*|SD |N11**({linEF12*|SD |N12**|linEF22*|SD  |N22* p

linEF dg|131 39,7156 | 79 40,1 (7,1 | 43 38545 9 0,5
rs3743527

linEF za|168 39,5 /5,8 | 103 39,3 16,4 | 54 34,0 (44 | 11 0,001
(ABCC1)

linEF ut |161 38,7 |14,9 | 108 38,9 |51 | 47 353 (36| 6 0,2
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21. tablazat roviditéseinek folytatasa: a linearis ejekcios frakcio értékek atlaga az
adott genotipusu betegeknél. 11: a gyakori allélra homozigéta, 12: heterozigéta; 22:
aritka allélra homozigdta. **Esetszam az 11, 12, 22 genotipus csoportokban; A linEF
érték a csoport atlagat jeloli (%). linEF: linearis ejekcios frakcid, linEF dg.: a
diagnoziskor meghatarozott linEF; linEF za.: a zardvizsgalatkor meghatarozott linEF;
linEF ut.: az utolso6 szivultranhangos mérés alapjan szamolt linEF, N: mintaszam, SD:
SZOras

5.5 A KIVALASZTOTT POLIMORFIZMUSOK TULELESRE GYAKOROLT HATASANAK

VIZSGALATA A BETEGPOPULACIOBAN

5.5.1 A FREKVENTISTA ELEMZES EREDMENYE

Az akut limfoid leukémids populdcioban az alapvetd statisztikai kérdések
mellett az 5-éves 6ssz (OS)-, és eseménymentes (EFS) talélést, valamint az azt
befolyasold tényezéket - mint pl. SNP-k és klinikai paraméterek - is
vizsgaltam. Az Osszes leukémids beteg 95%-atol allt rendelkezésre megfeleld
adat, igy ezen a populacion (n=516) tudtam elvégezni az adatfeldolgozast. Az

Ossztulélés 85,5% volt, a teljes populacidban (17. abra).

Midssztiléles
1.0 \ = Cenzdrazott iddpont

.

0,8+

0,671

0,4+

Ossztilélési hanyad

0,27

T T T T T

Ossztalelési idotartam (v)

17. abra: Az 5-éves ossztllélés a vizsgalt ALL-es populacioban. Cenzlrazott
1d6pont, az utolsé nyomonkovetési iddpont, ahol a vizsgalt személynél még nem
kovetkezett be esemény (OS-nél halal, EFS-nél halél, vagy recidiva).

Nem talaltam szignifikans eltérést sem a nem (fi, lany), sem az alkalmazott protokoll
(BFM 90/95, ALL IC 2002), sem pedig a kiilonb6z6 immunfenotipust (B-, T-ALL)
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csoportok kozott. Az 5-éves talélési hdnyad azonban szignifikansan kiilonbozott
(p=1E-07) a kiilonb6zé rizikocsoport besorolasi betegek esetében (LR-92,6%,
MR-87,0%, HR-62,3%; 18. abra).

Rizikécs?pon (LR=0,

104 MR=1 HR=2)
M =20

il
Hl - 2
i \ ~H-0-cenz(razot idgpont
08 ~+-1-cenzurazott idGpont
\L +- 2-cenzUrazott idspont
.
ﬂ—d—*ﬂ

064

047

Ossztalélési hanyad

029

0,04

T T T
S 10 15

Ossztalélési idotartam (év)

o-
84

18. abra: A rizikécsoport (LR-alacsony, MR-kozepes, HR-magas rizikéju) hatasa
az 5-éves ossztilélésre a vizsgalt ALL-es populicioban. Cenzirazott idépont, az
utolsd6 nyomonkovetési idopont, ahol a vizsgélt személynél még nem kovetkezett be
esemény (OS-nél halal, EFS-nél halal, vagy recidiva).

Az eseménymentes talélés vizsgalatakor a betegekre jellemzd atlagos ttlélési hanyad
81,0% volt. Itt sem taldltam jelentds kiilonbséget a betegek tulélési hanyada és a
vizsgalt klinikai paraméterek kozott. Szignifikans kiilonbséget (p=1E-07) - az
Ossztuléléshez hasonloan - ebben az esetben is a kiilonbozd rizikocsoportok
Osszehasonlito elemzésekor kaptam (LR-90,4%, MR-82,6%, HR-60,4).

értékei alacsonyabbak, ,,rosszabbak™ az 0ssztuléléshez viszonyitva. Ennek oka, hogy
az eseménymentes tulélés szamolasa ,,szigorubb” feltételekhez kotott, mivel itt a
kérdés a diagndzistdl szamitott utolsdé nyomonkdvetési (cenzirazott) iddpontban nem
az, hogy ¢l-e a beteg vagy sem (0ssztulélés), hanem hogy volt-e barmiféle esemény,
azaz halalos kimenetel, vagy akar visszaesés (recidiva).

A vizsgalt polimorfizmusok koziil a tulélés szempontjabol 4 gén 5 SNP-je (CEBPA
rs10403561, rs874966, STAT6 rs3024979, BAX rs11667351, SHMT1 rs9909104)
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bizonyult nominalisan szignifikansnak. Ezek kozil is a BAX gén rs11667351 SNP-je
mutatta a legerdsebb asszociaciot (p=0,001) a taléléssel. Az alabbi abran (19. abra)
lathatd, hogy a mutans homozigéta (GG) forma nagyon alacsony (40%) talélési

arannyal fligg 6ssze.

) BAX
10 \ 111667351
]
o~ —— - [
m2
u —+- 0-cenzlrézott
08 —+—1-cenzlrazott

~+- 2-cenzuréazott

0,67

g L

0,29

Ossztulélési hanyad

0,049

T T T
B 10 15 20

o-

Ossztulélési idotartam (év)

19. abra: A BAX gén rs11667351 SNP-jének hatasa a populacié 5-éves
ossztulélésére (0 vad-TT, 1 hordozo-TG, 2 mutans-GG). Cenztrazott idépont, az
utolsd6 nyomonkovetési idopont, ahol a vizsgélt személynél még nem kovetkezett be
esemény (OS-nél halal, EFS-nél halal, vagy recidiva).

Megtigyelhetd volt tovabba az is, hogy a folat anyagcserében szerepet jatszo SHMT1
gén 159909104 polimorfizmusa esetében a mutans CC (83,9%) genotipust egyének
Ossztulélési esélye alacsonyabb volt a vad homozigéota TT (88,8%) genotipusuakhoz
képest.

Az 6ssz-, s eseménymentes talélés nominalisan szignifikans ,,p” értékeit tekintve nem
volt szamottevd kiillonbség, igy a dolgozatban csak az §ssztulélés adatait tiintettem fel

(22. tablazat).
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22. tablazat. A vizsgalt SNP-k hatdsa a populaci6 5-éves ossztulélésére

Populacio jellemzo6i Log Rank Teszt
Atlagok
Allél*| ., .. . Cenzirazot
SNP /) [K6d*Ossz| Ossz. 3 SIS o
eset esemény Becsiult| t ' Alsé Fels6 X
Eset % hibaf " "
hatar hatar
0] 405 62 343 84,7%] 15,29 0,30 14,70 15,88
rs11667351 1{ 103 10 93 90,3%| 16,52 0,50 15,54 17,50
(BAX) /G 2l 5 3 2 40,09%( 2,92 0,83 1,30 4,54 14,950,001
Total| 513 75 438 85,4%] 15,67 0,27 15,14 16,19
0 169 35 134 79,3%( 14,42 0,51 13,42 15,43
rs10403561 AG 1 234 26 208 88,9%] 16,00 0,34 15,33 16,67 693 0.03
(CEBPA) 2| 109 14 95 87,2%| 15,86 0,58 14,73 16,99 '
Total| 512 75 437 85,4%] 15,66 0,27 15,14 16,19
0] 166 35 131 78,9%|( 14,36 0,52 13,34 15,38
rs874966 AG 1 230 23 207 90,0%] 16,19 0,33 15,54 16,84 0.09|0.01
(CEBPA) 2| 111 16 95 85,6%| 15,57 0,60 14,40 16,75 ' '
Total| 507 74 433 85,4%] 15,67 0,27 15,14 16,20
0] 402 54 348 86,6%]| 15,60 0,29 15,04 16,16
rs3024979 1 103 17 86 83,5%] 15,31 0,63 14,06 16,55
4 2
(STAT6) T/A 2| 6 3 3 50,0%( 8,20 2,75 2,81 13,58 834100
Total| 511 74 437 85,5%] 15,69 0,27 15,17 16,21
0] 303 34 269 88,8%| 16,2 0,30 15,6 16,9
rs9909104 U 177 35 142 80,2%| 14,6 0,50 13,6 15,5
4 4
(SHMT1) e 2| 31 5 26 83,9%]| 11,7 0,80 10,2 13,2 640100
Total| 511 74 437 855%]| 15,7 0,30 15,2 16,2

*Vad/gyakori **(0), Heterozigota (1), Mutans/ritka (2)
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5.5.2 A BAYES-1 ELEMZES EREDMENYE

A Bayes — halo alapu bayes-i tobbszintii relevancia analizis modszerével is értékeltiik
a polimorfizmusok ¢és a kiilonb6zo kofaktorok hatasat a tulélésre.
A 23. tablazat foglalja Ossze a tulélés szempontjabol legrelevansabb véltozokat és

azok a posteriori (vagy posterior) valdszintiségét.

23. tablazat: Az eseménymentes-, és oOssztulélés legrelevansabb valtozéinak
posterior valosziniiségi értékei*

EFS oS

Valtozok Erés Direkt Tiszta Eros Direkt Tiszta

relevancia relevancia interakcié | relevancia relevancia interakecio

Sejttipus (B-, T-ALL) | 0,77 0,09 0,68 0,79 0,12 0,67
Rizikocsoport 0,99 0,99 0,00 1,00 1,00 0,00
rs4509706 ARID5B| 0,11 0,03 0,08 0,54 0,26 0,28
rs703817  STAT6 0,34 0,32 0,02 0,67 0,65 0,02
rs10403561 CEBPA | 0,63 0,63 0,00 0,62 0,62 0,00
rs11667351 BAX 0,79 0,78 0,01 0,87 0,87 0,01

*Relevans értékek félkovér kiemeléssel

Mindkét esetben (EFS és OS) a sejttipus (P~0,8) és a rizikdcsoport (P~1,0) bizonyult
erdsen relevansnak a tulélés szempontjabol. Az erds relevancia kapcsolatat tovabb
elemezve, lathato, hogy a sejttipus inkabb tiszta interakcioban (Pers=0,68;Pos=0,67)
van a taléléssel, mintsem direkt modon (Pers=0,09;Pos=0,12) hatna a célvaltozora.

Ez azt jelenti, hogy a sejttipus a rizikdcsoporton ,keresztiil hathat”, azaz a sejttipus
csak akkor valik befolyasolo tényezévé, ha a rizikdcsoport besorolas - mint
komplexebb faktor, amit tobb klinikai paraméter, tobbek kozott a sejttipus is

meghataroz - ismert (20. abra, 21. abra).
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CEPBA BAX
rs10403561 rs11667351
P=0,63 P=0,79

Sejttipus

csoport
P=0,99

20. abra: Az erdsen relevans valtozok algrafja az eseménymentes- (EFS)
tekintetében. Az élek vastagsaga aranyos az a posteriori valosziniiségi értékekkel. Az
¢élek iranya csak a valdszinliségi kapcsolatokra utal, nem jelenti feltétleniil az ok
okozati Osszefiiggés iranyat. Csak a P>0,5 értékl ¢lek lathatoak. Piros szinnel a
célvaltozokat, lilaval a fenotipusos valtozokat, sargaval pedig a polimorfizmusokat
jeloltik.

CEPBA BAX
rs10403561 rs11667351
P=0,62 P=0,87

Sejttipus

STAT6

rs703817 csoport
P=0,67 P=1,00

21. abra: Az erdsen relevans valtozok algrafja az ossztulélés (OS) tekintetében.
Az élek vastagsaga aranyos az a posteriori valoszintiségi értékekkel. Az élek iranya
csak a valoszinliségi kapcsolatokra utal, nem jelenti feltétleniil az ok okozati
Osszefliggés iranyat. Csak a P>0,5 értékii élek lathatoak. Piros szinnel a célvaltozokat,
lilaval a fenotipusos valtozokat, sargaval pedig a polimorfizmusokat jeldltiik.
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A vizsgalt genetikai faktorok koziil a BAX gén rs11667351 (Pers=0,79; Pos=0,87) és
a CEBPA gén rs10403561 (Pers=0,63; Pos=0,62) polimorfizmusa bizonyult magas
valoszinliségi értékkel erdsen relevansnak az eseménymentes- €és az Ossztulélés
szempontjabol. A STAT6 rs703817 SNP P=0,67 valosziniiséggel erdsen relevans az
Ossztulélés tekintetében, azonban az eseménymentes tulélésre nem volt jelentds hatasa
(Pers=0,34).

A BN-BMLA mddszerrel modellezni tudtuk a talélés fiiggvényében a valtozok kozotti
interakciokat ¢és redundanciakat, melyet a 22. abra mutat be. Redundancia egyik
valtozd kozott sem Iépett fel. Gyengébb kolcsonhatasokat azonban tébb faktor (pl.

BAX-BCL2  génpolimorfizmusok, Sejttipus-STATSA/CCR5/IKZF1/nem  kozott)
esetében is megfigyelhettiink.
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22. abra: A vizsgalt valtozok és az eseménymentes- (EFS), valamint dssztulélés
(OS) kozotti interakciés térkép. Az abrak a valtozok és az EFS (A), illetve OS (B)
kozott fellépd kdlecsonhatasokat (piros szinti gorbék) mutatjak be. A gérbék vastagsaga
aranyos a kolcsonhatasok erdsségével. A sotétsziirke belsd koron lathatd bordo
oszlopok magassaga aranyos a valtozok erés relevancidgjanak a posterioiri
valoszinliségével. A vizsgalt polimorfizmusok gén, ill. kromoszoma szerinti
elhelyezkedése a kiilsd, halvanysziirke gytiriin lathato.

93



DOI:10.14753/SE.2014.1915

6 MEGBESZELES

Az els6 harom vizsgalat célja a gyermekkori akut limfoid leukémidra valo hajlam, és
a kivalasztott gének ¢és variansaik kozotti Osszefiiggések vizsgalata volt. Az
eredmények értékelése a II. és III. esetben a klasszikus statisztikai technikdk mellett,
Bayes-hal6 alapt bayes-i tobbszintli relevanciaanalizis modszerével is kiegésziilt. A
tovabbi vizsgalatok kiterjedtek egy gén polimorfizmusainak farmakogenetikai
szerepének elemzésére is a kemoterapia soran alkalmazott antraciklinek okozta
kardiotoxicitas, mint mellékhatds fiiggvényében. Végiil az utolsé vizsgalat sordn a
genetikai faktorok és az adott ALL-es populaci6é tulélése kozotti kapcsolatot is

elemeztem.

6.1 JELOLT GEN ASSZOCIACIOS VIZSGALAT | —GSTT1, GSTM1, CCR5

Munkdm sordn a glutation-S-transzferdz gének (GSTT1l, GSTM1) inaktiv null
variansai, valamint a C-C kemokin receptor 5 (CCR5) delta32 polimorfizmusa, ill.
genotipus kombinécidik €s a magyar gyermekpopulacié akut limfoid leukémiara
(ALL) valo hajlama kozotti Osszefiiggéseket vizsgaltam. A fenti gének funkcionalis
polimorfizmusai gyakoriak a humdan (eurdpai eredetll) populacidban és
befolyasolhatjak az ALL-re valo hajlamot, valamint a kemoterapias kezelésre adott
valaszt. A témaval foglalkozo tanulmanyok egyik része talalt, mig méasok nem, vagy
csak gyengébb Osszefliggést azonositottak az ALL-re valo hajlam kialakulasaban (69,
176-179). Az ellentmondasos eredmények felvetették a magyar populacio vizsgalatat
IS.

A glutation-S-transzferazok (GST) egy olyan, nagy szupercsaladba tartozo enzimek,
melyeknek fontos szerepiik van a karcinogének, egyes terapids gyogyszerek ¢és
kornyezeti toxinok detoxifikalasaban (180). A sejteket karositd oxidativ hatasok ellen
(pl. kemoterapias kezelésben az antraciklinek) fontos védelmi rendszer a GST-k
glutation redox ciklusa. A glutation az egyik legfontosabb sejten beliili (pl.
szivizomsejtekben) antioxidans, az oxidativ stresszel szembeni védekezés lényeges

eleme (177, 181).
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Az altalam is vizsgalt GSTM1 (mul) és GSTT1 (thetal) gének null polimorfizmusai —
a gén delécioja kovetkeztében funkcionalitasat veszti az enzim (182, 183)—
meglehetdsen gyakorinak mondhatok az eurdpai eredetli populacio korében. A fent
emlitett null polimorfizmusok valamelyikére a populacio kb. 30% (GSTT1) - 50%
(GSTM1)-a homozigéta, szemben az azsiai 14-22%, vagy az afrikai 37-25%
gyakorisaggal (184, 185).

A GSTMI1 és GSTT1 molekulak fontos detoxifikald szerepével allnak 6sszhangban
azok az eredmények, amelyek az enzimek funkciovesztését okozd génvariansok és az
emelkedett gyogyszertoxicitas (pl. antraciklinek), valamint a rdkos megbetegedések
(pl. vastagbélrak, akut limfoid/mieloid leukémia, mellrdk, tiidérdk, hugyuti
daganatok), illetve a rosszabb tulélési arany kozott szignifikans kapcsolatot talaltak
(179, 182, 186-194).

A CCRS5 delta32 polimorfizmus elemzése alapvetéen két célt szolgalt: az irodalomban
fellelheté informacidk alapjan, valamint technikai okok miatt a GST gének PCR
reakciojahoz belsé kontrollként is alkalmaztam.

A C-C kemokin receptor 5 (CCRS5) membran fehérje a béta kemokin receptor csalad
egyik tagja. Jelentds szabalyozd funkciojuk van a kemokineken keresztiil torténd
apoptozisban, T-sejt differencialdodasban, hematopoézisben (leukocita forgalom
Szamos rakos korképben megfigyelték az extrém modon megndvekedett kemokinek
és receptoraik jelenlétét (195, 196). Allatmodelleken végzett kisérletek azt mutattak,
hogy a jelenlévd kemokinek kozvetleniil a tumorsejtekre vagy a tumor-infiltracioban
szerepld leukocitakra hatnak, azonban a rdkos folyamatok altal termelt kemokineknek
mas feladatuk is van: 1. a tumorba torténd direkt leukocita infiltracio, 2. a tumorellenes
immunvalasz, 3. a tumor angiogenezisének, fejlodésének, tulélésének, 4. rakos sejtek
A CCR5 delta32 génvarianssal kapcsolatos egyik legismertebb eredmény a HIV
infekcioval szembeni rezisztencia felfedezése (202). Az irodalmi adatok alapjan
azonban szerepe lehet tovabba a koszoriér megbetegedéseknél - mint pl. miokardialis
infarktus (203) -, tovabba holyagrak kialakulasaban (hajlamosit) (204), a Nyugat-
nilusi virus (WNV) (205) elleni rezisztenciaban, vagy asztmaban (véd). Az

epeholyagrakos megbetegedéseinél kiilondsen, ha az dohanyzassal parosult szintén
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kimutattdak a hajlamosito hatasat (206). Bracci és munkatarsai azonban a
polimorfizmus védd funkcidjat talaltdk férfi Non-Hodgkin limfomas betegekben
(207).

A vizsgalat soran nem talaltam szignifikans asszociaciot a GSTM1 null, a GSTT1 null
vagy a CCR5 delta32 génpolimorfizmusok , illetve genotipus kombinacidik és az ALL
kialakulasanak kockazata kozott.

Mindemellett a vizsgalt klinikai paraméterek (pl. nem, hiperdiploidia,
immunfenotipus) sem befolyasoltdk szignifikdnsan az vizsgalt populécion a
betegségre valdo hajlamot, habar a fiuk esetében gyenge kockazatemelkedést
tapasztaltam, ami egy nem-altal meghatarozott folyamatra utalhat, igy ennak tisztazasa
érdekében érdemes lehetne a jovoben egy kibdvitett ALL populacion is elvégezni az

adatelemzést.

6.2 JELOLT GEN ASSZOCIACIOS VIZSGALAT |l — ARID5B, IKZF1, STAT3

A 1I. tanulmanyban vizsgalt 62 SNP-bdl az IKZF1 és ARID5B gének 3-3 SNP-jénél —
amelyek kapcsoltsagi egyenldtlenségben voltak egymdssal — taldltam szignifikans
asszociaciot a gyermekkori ALL hajlammal. Mindkét esetben a B-sejtes
alpopulacioban, a ritka allél homozigdta form4janal kaptam erdsebb szignifikanciat.
Az ARID5B az embrionalis fejlédésben, a sejt-specifikus génexpresszioban és a
sejtnovekedés szabalyozasdban szerepet jatszo fontos transzkripcios faktor. Korabbi
genomszintli ¢és kandidans gén asszociacios tanulmanyok (77, 79, 208, 209) is
kimutattadk mar kiilonb6zd varidnsai €s az ALL riziko kozotti kapcsolatot. Ezek koziil
néhany, kiilondsen a B-sejtes, a hiperdiploid ALL-es és a férfi populacioban talalt erés
Osszefliggést a gén polimorfizmusaival. A fenti eredmények is megerdsitik az ARID5B
variansok megnovekedett B-ALL rizikojat, azonban a nemek, ill. a hiperdiploid és
egészséges populaciok kozott szignifikans eltérést nem tapasztaltam. Az altalunk
vizsgalt ARID5B gén relevans SNP-i intronban helyezkednek el, igy jelenleg még nem
tisztazott a pontos funkciojuk, hatdsmechanizmusok, hogy hogyan befolyasolhatjdk a
betegségre valo hajlamot.

Az IKZF1 gént egymastol fliggetlen genomszintli asszocidcids vizsgalatok
azonositottak eurdpai eredetli (kaukazusi) gyermekpopulacidoban, amit azonban egyes

tanulmanyok nem tudtak megerdsiteni (77, 79, 210). Az IKZF1 gén egy fontos limfoid
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transzkripcids faktort, az IKAROS fehérjét kodolja, ami az eddigi kutatasok alapjan a
Philadelphia-kromoszéma pozitiv aktiv BCR-ABLI tirozin kinazzal rendelkezd
ALL-es betegek 80%-aban deletalodik (93, 211). Mivel az IKZF1 egy kulcsfontossagu
molekula a limfocitdk normalis fejlédésében, ezért az azt kddold jeldlt gén fontos
kialakuldsanak jobb megértésében. Az egyik ilyen vizsgalat soran az IKZF1 rs4132601
polimorfizmus mutans allélja esetében alacsonyabb in vitro expresszios szintet, és igy
megndvekedett ALL kockazatot mutattak ki (77). A human és egér vizsgalatok
eredményei alapjan az IKZF1 csokkent expresszios szintje karosan befolyasolhatja a
normal limfocitafejlodés menetét olyan koriilményeket teremtve, ami az akut limfoid
leukémia kialakuldsédnak kedvez. Tehat az rs4132601 polimorfizmus mutdns forméja,
az IKZF1 expresszios szintjét csokkentve, novelheti a betegségre valo hajlamot.

A jelen tanulmany jelolt gén asszocidcids vizsgalatai soran a STAT3 gén variansai
asszocidltak a HD-ALL hajlammal. A STAT3 egy jelatviteli és transzkripcios
aktivator fehérje, amelynek fontos szerepe van az apoptozis szabalyozasaban is (212-
214). A STAT3 egyike a SYK tirozin kindz szubsztratjainak. A SYK képes
foszforilalni a STAT3 molekulat az oxidativ stressznek kitett human B-sejtes
leukémia/limfoma sejtekben (215). Egy gyogyszerjeldlt molekulaval lehet blokkolni a
SYK-et, amelynek kovetkeztében a STAT3 nem indukalodik oxidativ stressz hatasara,
ezaltal a huméan B-sejtes leukémia/limféma sejtek apoptdzissal szembeni
rezisztenciaja megszlnik.

A fenti eredmények alapjan a STAT3 gén két polimorfizmusa (rs12949918, rs3816769)
alacsonyabb rizikot jelenthet a hiperdiploid ALL kialakuldsaval szemben. Ez a
felfedezés korrelal egy masik kutatocsoportéval is (216), ahol szintén alacsonyabb
rizikot mutattak ki az rs12949918 polimorfizmus jelenléte esetén a kiilonboz6 eredetti
malignitasokra - mint pl. vese karcinémara, vagy a B-sejtes non-Hodgkin limfomara -
nézve. In vitro vizsgalatokban azt talaltak, hogy a polimorfizmus befolyasolja az
mRNS szintet, azaz a mutans allél esetében csokkent STAT3 expressziot mértek (217).
Jelenleg a STAT3 variansok pontos szerepe a HD-ALL kialakulasaban még nem
teljesen ismert.

Az adathalmazt ezutdn a munkacsoport altal kozosen fejlesztett Bayes-halo alapu

bayes-i tobbszintii relevancianalizis (BN-BMLA) modszerével is elemeztiik. Ennek
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soran egyrészrol megerdsitésre keriiltek a frekventista eredmények, hiszen az ARDISB
magas posterior valdszintiségi értékek adoddtak, masrészrél pedig Gj valtozok
relevanciajara is sikertilt ravilagitani.

A bayes-i mddszer nagy elénye, hogy nemcsak az asszociacio jellegérél, hanem a
valtozok kozotti egyéb, akar gyengébb kolcsonhatasokrol és redundancidkrol is képes
informaciot nyujtani. Igy pl. az ALL hajlammal kapcsolatosan gyenge kolcsonhatas
volt megfigyelheté az ARID5B rs10821936 és a STAT3 rs17405722 polimorfizmusok,
illetve a T-sejtes ALL tekintetében a nem és 3 SNP (BCL2A rs4987845; STAT6
rs703817, NQO2 rs1143684) kozott (12. abra/B). Az irodalombol ismert, hogy a
fingyermekek esetében gyakoribb az ALL megjelenése, mint a lanyokban (2, 16-18),
azonban az NQO2 rs1143684 esetében fiukban gyenge, de védé hatassal bird
asszociaciot sikeriilt kimutatni mind a BN-BMLA moddszerrel, mind pedig a
frekventista elemzés sordn.

Az NQO2 egy quinon-reduktaz flavoprotein, amelynek els6dleges szerepe a
kemoterapids szerek gyorsabb lebontasat, kiiiriilését segiti, ami az antileukémias
terdpia hatékonysagat ronthatja, illetve a koros sejtek tulélésének kedvezhet. Ennek
alapjan, tehat a gén adott (mutans) varidnsanak hordozésa, ezaltal a gén csokkent
aktivitasa, bizonyos esetekben akar védo faktorként is szerepelhet. A jelenlegi
leukémia protokollokban egyes leukémia tipusok esetén — pl. Philadelphia-
kromoszéma pozitiv ALL, T-ALL, CML - az imatinib nevii terapids készitmény
jelentds javulast eredményezett. Az eddigi irodalmi adatok szerint, az imatinib az
NQO2 molekuldhoz kapcsolodva annak aktivitasat korlatozhatja, azonban a
készitmény pontos NQO2 gatlé mechanizmusa még jelenleg sem teljesen ismert (218).
A valtozok kozotti redundancidk szamolasakor egyediill az ARID5B két SNP-je
(rs10821936, rs4509706) kozott detektaltunk mérsékelt redundanciat, ami annyit
jelent, hogy az egyik SNP-re vonatkozé informaciok jellemzdéek lehetnek a vele
redundans kapcsolatban 1évé masik polimorfizmusra is. Egy munkacsoport masik
fontos megallapitasat (219) sikeriilt megerdsiteniink, miszerint a vizsgalat két

legmarkéansabb génjének (IKZF1, ARID5B) varidnsai kozott nincs kdlesonhatés, sem
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redundancia, ami azt bizonyitja, hogy a két kiilonb6zd gén egymastol fiiggetlentil
vehet részt az ALL kialakulasaban.

A hiperdiploid alcsoport bayes-i elemzésekor azonban szamos erds interakcios hatast
talaltunk az egyes valtozok, mint pl. a NOTCH1, STAT1, STAT3 és BCL2 gének kozott
(12. abra/C). A NOTCH1 egy transzmembran fehérjét kodolo géncsalad egyik tagja,
amely fontos szerepet jatszik a sejtek kozotti szignalizacidban, az apoptdzisban,
valamint a limfocitdk normalis mikodésében. Variansai akar T-sejtes neoplazia
kialakulashoz is vezethetnek. Korabbi irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a STAT3
aktivacioja aktiv Notch molekula jelenlétében zajlik, tovabba a Notch stabil
intracellularis forméja megnovelte az IFNy-ra adott valaszként a STAT1-fiiggd
transzkripcidt. Zebradanio allatmodellben a huméan NOTCH1 gén moédositasaval T-
sejtes leukémiat idéztek eld. Megfigyelték, hogy a leukémia kialakuldsa dramaian
felgyorsult, amikor a transzgenikus zebradanidt egy masik, a sajat Bcl2 génjét
tulexpresszalo sejtvonallal transzfektaltak, igy arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy a
Bcl2-medialta antiapoptotikus és a Notch utvonalak szinergista modon fejtik ki
hatasukat (220-222).

A fenti eredmények abba az irdnyba mutatnak, hogy ezen gének altal érintett itvonalak
atfedhetnek és ezaltal kolcsonhathatnak egymassal, igy egylittes hatasuk révén

befolyéasolva akar pl. a gyermekkori akut limfoid leukémia kialakulasat is.

Jelen tanulmanyban a kétféle statisztikai kiértékelés 0Osszehasonlitisa mellett,
elsésorban az Gjonnan fejlesztett BN-BMLA modszer alkalmazhatdsagat szerettem
volna bemutatni jel6lt gén asszociacios vizsgalatok esetében.

Az eredményekbdl is lathatd, hogy a bayes-i modszer eldnye elsdsorban nem abban
allt, hogy tobb valtozot mutatott relevansnak, hanem, hogy a célvaltoz6 és az azt
befolyasolod faktorok kozotti kapcsolati struktirat egyszerre tudta abrazolni, illetve
részletesen jellemezni tudta a kapcsolati tipusokat, azok direkt és indirekt
vonatkozasait. Tovabba a programba épitett algoritmussal lehetdvé valt az elséfaju
hiba megfeleld kezelése is (163). Az elemzéskor a BN-BMLA modszer teljes
eszkoztaranak csak egy része keriilt felhasznélasra, mivel a tanulmany célja az volt,
hogy a moddszer hatékonysaganak mérése teljes mértékben a vizsgalt populacid

hatdsaibol, azaz csak a genotipizalasi adatokbdl szarmazzon. Tehat az értékelés soran
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csak uniform priorok alkalmazasa tortént kiilsé adatforrasok (pl. génexpressziso
adatok) felhasznalasa nélkiil. Ezen feliil az alkalmazott célvaltozo, a gyermekkori akut
limfoid leukémia egy meglehetOsen ritka betegség - magyarorszagi incidenciaja 50-70
uj eset/év -, ami megnchezitette a statisztikai szempontbol megfeleld szamu
mintapopulacio gyijtését. Az Intézet biobankjanak bevonasaval azonban sikeriilt egy
jelentés és relevans szamu (543-ALL, 529-kontroll) populacion elvégezni a
vizsgalatokat. Ezért is volt sziikséges egy mas szemléletii statisztika, a BN-BMLA
technika kiegészit6 alkalmazasa, amely lehetévé tette a frekventista eredmények
megerdsitését (IKZF1, ARID5B), valamint az eddig rejtve maradt kapcsolati tipusok
feltérképezését €s jellemzését.

A munkacsoport korabbi eredményei alapjan a bayes-i Statisztika alkalmas az
eddiginél komplexebb rendszerek, valtozoi halok modellezésére ¢€s értelmezésére
(161-163, 165, 166) is, ami a frekventista mdodszernél nem, vagy nehézkesebben
kivitelezhet6. A posterior valoszinliség szamitasaval, a bayes-i rendszer egy direkt
allitast fogalmaz meg, ellenben a frekventistaval, ahol indirekt médon, hipotézis
vizsgalatok utan vonhatjuk le a végsé kovetkeztetéseket. Meg kell emliteni azonban,
hogy a bayes-i rendszer esetében a kiils¢ informaciok (priorok) alkalmazasa nem
teljesen trividlis. Ez azt jelenti, hogy a modellezés soran kelld koriiltekintés és
hozzaértés sziikséges a kiviilrdl érkezd hattértudas beépitéséhez, mert konnyen hamis
iranyba tolodhat az elemzés.

Mindezek tudataban elmondhatd, hogy egy adathalmaz, vagy halmazok szinesebb,
gazdagabb elemzését teszi lehetdveé a két statisztikai modszer kiegészitd alkalmazasa.
A BN-BMLA moddszer online is elérheté az alabbi honlap segitségével Genagrid

Homepage: http://redmine.genagrid.eu/projects/bayeseyedownload/wiki

6.3  JELOLT GEN ASSZOCIACIOS VIZSGALAT |1 — FOLAT ANYAGCSERE GENEK

A 1II. vizsgélat soran arra kerestem a valaszt, hogy a vizsgélt, folat metabolizmusban
fontos szereppel bird 15 gén 64 polimorfizmusa koziil, melyek befolyasolhatjdk a
gyermekkori akut limfoid leukémia kialakuldsat.

Az eredmények értékelése ebben az esetben is a mar emlitett kétféle statisztikai
modszerrel tortént.

A frekventista elemzésben 6sszesen 8 gén (ABCB1, DHFR, FPGS, MTHFD1, MTR,
SHMT1, TYMS, MTRR) 9 SNP-je (rs2235013, rs12517451, rs1544105, rs1076991,
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rs12759827, rs9909104, rs2853533, rs3776455, rs1532268) bizonyult nominalisan
szignifikansnak (2. abra). Ezek koziil csak kettd (MTHFD1-rs1076991, MTRR-
rs3776455) maradt valoban szignifikans a toObbszoros tesztelési korrekcid utan.

Az MTHFDI1 egy kulcsfontossagu szerepldje a folat metabolizmusnak. Ez egy
haromfunkciés enzim, ami a tetrahidrofolat atalakitasat katalizalja, ezaltal fontos
kofaktora a de novo purin, pirimidin, és metionin szintézisnek (60, 223, 224). A
vizsgalatok soran az rs1076991 (MTHFD1) varidans mutans allélja (G), kiilondsen
homozigéta formaban asszocialt a B-sejtes ALL-re valo hajlammal. Maga az SNP az
luciferaz reporter assay segitségével megallapitottak, hogy a polimorfizmus in vitro
befolyasolja a gén promoter aktivitasat (225). Az A allélt hordozok csak 38%-0s
promoter aktivitdst mutattak a G allélhoz képest (az eredeti cikkben T és C allélok
szerepelnek, de a dolgozatban az allélok megnevezése minden esetben a forward
szalrol, a hivatalos dbSNP adatbézis alapjan torténik), ami a gén megnovekedett
expressziojat jelentheti G allél esetében, in vivo kornyezetben is. A kozleményben
foglalt eredmény nem tér ki semmilyen transzkripcids kotShely valtozasara, ami
magyardzhatna a fenti jelenséget, vagy az altalunk tapasztalt megnovekedett rizikot B-
ALL esetében, éppen ezért csak feltételezeések alapjan kovetkeztethetiink ennek okara.
Lehetséges, hogy a megnovekedett MTHFDI1 szint a szubsztratjanak, az
5,10-metiléntetrahidrofolatnak csokkent mennyiségéhez vezet, ami negativan hathat a
deoxiuridin-monofoszfatbol torténd deoxitimidin-monofoszfat képzodésre, igy
megnovelve a DNS-be ¢€piild uracil mennyiségét, ami kromoszoéma karosodasahoz
vezethet. Tovabba a kromatin szerkezet megvaltozasa kiilonb6zd epigenetikai
faktorok hatasara is bekovetkezhet, amely szintén hozzajarulhat az adott gén
expresszidjanak modosulaséhoz.

Az irodalom masik széles korben vizsgalt és ebben a tanulmanyban is szerepld
variansa (59, 60, 226-228), az MTHFD1 gén rs2236225 (G1958A; Arg653GIin)
missense SNP-je volt. A polimorfizmust dnmagaban vizsgalva nem tapasztaltam
Osszefiiggést az ALL hajlammal. A haplotipusokat (MTHFD1 - rs1076991,
rs1950902, rs2236225, rs745686) elemezve azonban két blokk (ACTA, GCCA)
esetében is nominalisan szignifikans eredményeket kaptam. A két haplotipus eltérd

OR-jat valoszintileg az ALL hajlammal erds asszociaciot mutato MTHFD1 rs1076991
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SNP-jének két allélja (A-védd, G-hajlamosito) adta, mintsem az rs2236225 varidns (2.
abra).

A masik er0s szignifikanciat mutaté génvarians az MTRR rs3776455 volt, melynek
GG genotipusa a csokkent B-ALL rizikoval asszocialt. A gén a metionin szintaz
reduktaz (MTRR) enzimet kodolja, az MTHFD1-hez hasonldan a folat Gitvonal szintén
jelentés molekuldja. A homocisztein metilacigjat metioninnd a B12 vitamin
segitségével, a metionin szintaz (MTR) enzim katalizadlja. Az MTR inaktivacidja
kovetkezhet be B12 vitamin oxidéaciojakor. A metionin szintdz reduktdz (MTRR)
enzim képes katalizalni a B12 vitamin reduktiv metilaciojat S-adenozil-metionin
(SAM) — epigenetikai kulcsmolekula — metildonor segitségével, ezaltal biztositva az
MTR megfelelé miikodését.

Az 153776455 SNP pontos funkcidja jelenleg még nem tisztazott, mivel sem
szekvencia-, sem pedig fenotipusbeli valtozast eddig nem azonositottak vele
kapcsolatban.

Az MTRR génen beliil vizsgaltam még az aminosavcserét okozo (66A>G, Ile22Met)
rs1801394 varidnst is, ami az irodalom alapjan az egyik leginkdbb tanulméanyozott
MTRR SNP. Egyes eredmények a mutans allélnal meért alacsonyabb MTR affinitasrol
szamoltak be (229), mashol a vad homozigota AA genotipus meglétekor emelkedett
homocisztein szintet mértek, mig megint masok ennek ellentmondo tapasztalatokat
irtak le (230-232). Egy metaanalizis szerint (76) sem all fenn a rs1801394 varians és
az alacsonyabb ALL rizikdé kozotti Osszefliggés, amit a mi eredményeink is
alatimasztanak. FErdemes azonban még megemliteni, hogy az rs1801394
polimorfizmus kapcsoltsagban van az rs3776455 SNP-vel, ami magyarazhatja az
ellentmondasos eredményeket, amennyiben fennall a két SNP kozott egy olyan
kapcsolat, ahol az rs1801394 indirekt mdodon az rs3776455-en keresztiil fejti ki hatésat.
Az 1s3776455 SNP tovabba két masik olyan SNP-vel (rs162036, rs10380) is
kapcsoltsagban allt, amelyeket kordbban mar Osszefiiggésbe hoztak a nyitott gerinc
rendellenség haromszorosan emelkedett kockazataval (233).

A vizsgalat soran szignifikans 0sszefliggést csak az rs3776455 SNP és a csokkent ALL
riziké kozott tudtam kimutatni. A pontos kapcsolati struktara feltérképezéséhez

tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
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Az MTHFR gén, két leginkdbb vizsgéalt, aminosavcserét okozd (missense)
polimorfizmusa az rs1801133 (677C>T, Ala222Val) és rs1801131 (1298A>C,
Glu429Ala) semmilyen asszociacidt nem mutatott az ALL hajlammal vagy a
tuléléssel. Ez Gsszecsengett nagyobb populacios vizsgalatok (58, 234), illetve egy
metaanalizis (235) eredményeivel is. Tobb publikacid is megjelent azonban az emlitett
SNP-k hajlamot (44, 49, 236) és tulélést (237) igazold szerepérdl. Ennek oka lehet az
MTRR polimorfizmusok epigenetikus valtozasokban betoltott funkcidja.

A folat metabolizmust szabalyoz6 géneknek - pl. az SHMT1 - és polimorfizmusaiknak
fontos szerepe lehet a kemoterapias gyogyszerekre, koziiliik is egy fontos antifolatra,
a metotrexatra (MTX) adott terdpias valaszban, vagy az esetlegesen kialakuld
toxicitasban.

Eredményeink hasonld tendenciat mutattak azokkal a kutatasokkal (238-240), ahol a
varidnsok meglétekor az ALL riziko csokkenése mellett, a metotrexat kezelésre adott
gyengébb valaszt tapasztaltdk. Az SHMT1 molekula az MTHFD1 ¢és az MTHFR
enzimekkel verseng az 5,10-metiléntetrahidrofolatért, mint koz0s szubsztratért. Az
SHMT1 gén gyermekkori ALL vonatkozasaban leginkabb tanulmanyozott rs1979277
(G/A) SNP-jét, Osszefiiggésbe hoztak a terapia soran kialakult csokkent MTX
érzékenységgel (133). A fenti varians genotipizalasa jelen tanulmany keretei kozott is
megtortént, ahol a kapcsoltsagi viszonyokat elemezve kideriilt, hogy az rs1979277
erds kapcsoltsagban van az 1s9909104 SNP-vel (D=1, 12=0,13). A Kicsi r? érték miatt
azonban nem beszélhetiink teljes kapcsoltsagrol, ami felveti a viszony egyoldalusagat.
Ez alapjan feltételezhetd, hogy a két SNP eltérd gyakorisaga miatt, a ritkabb rs9909104
C allélja mindig a gyakoribb rs1979277 A alléljaval fordul eld, mig forditott esetben
mar nem ¢élhet ez a kapcsolat. A vizsgalt populdcidban a kapcsoltsagi viszony
egyiranylsaga magyardzhatja az 1s9909104 SNP relevancidjat és azt, hogy az
rs1979277 esetében ilyen Osszefiiggést nem talaltunk. Ezt az elméletet tamaszthatja
ala de Jonge és tarsai munkaja (133) is, ahol csak az rs1979277 SNP-t genotipizaltak
¢és az 1s9909104 polimorfizmust nem, azonban a kapott ,,jel” valosziniileg mégiscsak

ez utobbitdl szarmazott az egyirdnyl kapcsoltsag miatt.

A BN-BMLA technikanak mas kondicionalis modellez6 rendszerekkel szembeni

alkalmassagat mar kordbban bizonyitast nyert egy mesterséges, a bioinformatikus
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kollégaim altal generalt eset-kontroll tanulmany elemzésével (165), majd késobb a
rendelkezésiinkre allo, sajat adathalmazainkon (160, 161) torténé alkalmazasaval is.
A bayes-i elemzés megerdsitette a frekventista statisztika f6 eredményeit, tehat az
MTHFD1 rs1076991 ¢és az MTRR rs3776455 SNP-k ¢és az ALL hajlam kozotti
asszociaciot. Az alpopulacidkat tekintve az rs1076991 a B-sejtes ALL, mig az
rs3776455 a HD-ALL csoportban mutatott erds relevanciat a betegséggel. A két
polimorfizmus egymassal szemben enyhén redundans volt, ami utalhat a két SNP
hasonlo, de egymastol fliggetlen hatasara. A BN-BMLA moédszer elénye, hogy a direkt
asszociaciokon tul, képes un. indirekt, azaz két valtozo kozott egy harmadik valtozo
altal kozvetitett, vagy akar egylittes interakcios hatasok detektalasara is (160-163).

A gén-gén interakciokat vizsgalva az MTRR (rs1532268 SNP-je) gén és a HD-ALL
hajlam kozott alapvetden egy enyhén emelkedett rizikd, azonban a TYMS génnel
(rs1004474) egylitt vizsgalva azzal ellentétes (védd) hatas tapasztalhato. Ez a
,hatasvaltozas” valoszinileg a folat utvonal rendkiviil komplex és egyensulyra
érzékeny finomhangoldsanak kdszonhetd, ami a metabolizmusban szerepet jatszo
metabolitok hidnyat vagy felhalmozddasat is okozhatja. Ezek alapjan taldn jobban
érthetd az irodalomban fellelhetd, a variansok egyedi hatdsat vizsgald szamtalan
ellentmondasos eredmény, amely egyben ravilagit a vizsgalatok rendszerbiologiai
szemléletének fontossagara is.

A 14. abra az ALL alpopulaciokban kapott eredmények sokszinliségét mutatja, ami
alatamaszthatja azt az elgondolkodast, hogy az akut limfoid leukémia tulajdonképpen
tobb kiilonbozd betegség Osszessége, melyek hasonld tiinetegyiittessel és terapias
lehetéséggel birnak, patogenezisiik azonban eltér. A kiilonb6z6 ALL altipusok
patogenezisének megfejtése nagymértékii eldrelépést jelentene a személyre szabott

terapia kialakitasaban.

Az eredmények értékelése utan elmondhat6, hogy jelen tanulmanyban 6sszefoglalt
vizsgalatoknak szamos erdssége, de korlatja is van. Az egyik ereje, hogy az FDR ¢és a
BN-BMLA modszerek segitségével torekedtiink az asszocidcidos tanulmanyokra
gyakran jellemzd alpozitiv eredmények kisziirésére. A BN-BMLA technika kiilon
elénye a szamolasba épitett automatikus korrekcios 1épés (163). Az eredményekbol

azonban az is latszik, hogy az SNP-k alacsonyabb hataserdssége, illetve a statisztikai
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tesztek relative alacsonyabb ereje miatt, sziikséges lenne a szamolasok egy nagyobb,
de homogén populacion torténd ismételt elvégzésére. Erre megoldast nytjthatna egy
metaanalizises vizsgalat vagy egy nemzetkozi leukémia konzorcium létrehozéasa. A
munkacsoportunk ugyan tagja volt a ,,The International Childhood Acute
Lymphoblastic Leukaemia Genetics Consortium”-nak (241) és mas nemzetkdzi
egyiittmikodésnek (78) is, de ezeknek a vizsgalatoknak a nagy esetszam és erds
statisztikai ereje mellett volt hatuliitdje is: a heterogén genetikai hattér €s az eltérd
kornyezeti hatasok (242, 243).

A tanulmany tovabbi erdssége, hogy mas munkacsoportokkal (133) dsszehasonlitva a
vizsgalt ALL-es csoport a sajat orszag (itt: Magyarorszag) teljes népességéhez, illetve
esetszamahoz viszonyitva az egyik relative legnagyobb eurodpai (kaukézusi) eredetii
populécio.

Ezzel magyarazhatdak azon eredményeink, amelyek mas kutatasokkal ellentétben a
tobbszoros tesztelési korrekcid utan is szignifikansnak bizonyultak (47, 133, 234,
239). Az értékelés teljességéhez hozzatartozik, hogy jelen vizsgalatban csak a
szignifikansnak, vagy >0,5 posterior valdszinliségiinek adodott eredményeket
targyaltam részletesen, azonban az egyes nominalisan szignifikéns értékek koziil, mas
kozlemények tobbet tényleges asszociaciokként targyaltak. A mintabank tervezett
bdvitésével, a vizsgalatok ismételt elvégzésével igy akar a névlegesen szignifikans
eredmények, vagy a gyengébb posterior valdsziniiséget mutatd asszociaciok, illetve
az eltérd populaciokban talalt, de altalunk nem megerdsitett 6sszefliggések (rs1801133
- MTHFR, rs1801131 - MTHFR, rs2236225 — MTHFD1, rs1801394 - MTRR,
rs1979277 — SHMT1) tényleges statisztikai relevancidja is tisztazodhatna.

6.4 FARMAKOGENETIKAI VIZSGALAT-ABCC1

Az akut limfoid leukémiara vald hajlam genetikai tényezdinek vizsgalata mellett
szerettiik volna a polimorfizmusok hatdsdnak farmakogenetikai vonatkozasait is
tanulmanyozni. Erre a feladatra megfeleld vizsgalati célpontnak tlint az 1. vizsgalatban
elemzett GST-k anyagcsere-utvonalahoz is kothetd, a (kemoterapias) gyogyszerek
szallitdsaban fontos szerepet jatszo ABC transzportercsalad, azon beliil is az ABCC1
alcsoport. Az ABCC1 (ATP-Binding Cassette, Sub-Family C (CFTR/MRP), Member
1), vagy masnéven MRP1 (multidrug resistance-associated protein 1) gén altal kodolt

fehérje fontos transzmembran molekula, kiilonb6z6 szerves anionok és gyogyszerek
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kiszallitasat végzi a citoplazmabol. Részt vesz az ATP-fiiggd glutationnak és
szarmazékainak, valamint a kemoterapidban hasznalt metotrexatnak, antraciklineknek,
tovabba egyéb xenobiotikumoknak a transzportjaban is. Variansai feleldsek lehetnek
a multi-drog/kemoterapias szerek elleni rezisztencia kialakulasaért. Az ABCCl1
transzportereknek tovabba fontos sejtvédd funkcidjuk is van, ami valoszintileg a tobbi
ABC molekulatdl eltéréen a sejtek bazolateralis membranjdban torténd
elhelyezkedésiiknek koszonhetd (244). A doxorubicin (antraciklinek) sejtbél torténd
kiszallitasa éppen ezért fontos meghatarozé 1épés a kemoterapias szerek, mint reakitv
oxigén gyokok okozta oxidativ stressz, illetve a toxicitas elkeriilése érdekében (245,
246). A toxikus gyogyszerek mielébbi kipumpalasahoz (pl. antraciklinek) viszont
sziikséges a megfeleld glutationszint, aminek fenntartasaban szintén kulcsmolekula az
ABCCI. Ezeket figyelembe véve az ABCC1 variansainak vizsgalata hasznos lehet az
antraciklinek hatdsara kialakulé oxidativ stressz elleni hatékony valasz kialakitasaban
(244, 245, 247, 248). Mindezzel az ismerettel 6sszecseng a munkacsoport eredménye
is, miszerint az ABCCI1 fontos a kardiomiocitak védelmében.

Munkéankban a kemoterapia utani késoi kardiotoxicitas és az ABCC1 gén egypontos
nukleotid polimorfizmusainak Osszefiiggését vizsgaltuk. Az antraciklines kezelés
utani megvaltozott sziv bal-kamra-funkcio asszociaciot mutatott az ABCC1 rs3743527
SNP mutans homozigota TT genotipusaval. Az irodalomban ezidaig nem talalhato
szamottevd adat az rs3743527 polimorfizmusrol. Az SNP az ABCC1 gén 3’ nem
az ABCB1, ABCC1 gének, illetve variansaik szerepét vizsgaltak kinai populacioban.
Az 153743527 SNP tekintetében nem kaptak relevans eredményt. Erdemes azonban
megjegyezni, hogy az emlitett SNP-vel szomszédos, attdl kb. 300 bp-nyira 1évo
rs212090 SNP viszont emelkedettebb rizikot mutatott tiidérak tekintetében. A két SNP
egymassal kapcsoltsdgban van, igy eléfordulhat, hogy azok interakcidban, vagy a
masikon keresztiil indirekt modon fejtik ki hatasukat etnikumtdl, vagy betegségtol
fliggden. A masik lehetséges magyarazat a 3° UTR régid szabalyozé szerepe, tehat pl.
a fenti polimorfizmus a vele kapcsoltsagban 1évé masik SNP-n keresztiil indirekt
modon érvényesitheti hatdsat, ezaltal befolyasolva a szabalyoz6 faktorok bekotodését,
igy az ABCCl miikodését (250). A miRDB mikroRNS adatbazis
(http://mirdb.org/miRDB/; utols6é hozzaférés: 2013.08.28.) adatai alapjan ugyanis az
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rs3743527 SNP kornyékén kb. 500bp tavolsagon belill mikroRNS kdotéhelyek
talalhatok (hsa-miR-185, hsa-miR-5480, hsa-miR-1254).

Erdemes lehetne ezért a késébbiekben egy bovitett ALL populacion is vizsgalni ezen
ABCC1 polimorfizmusok szerepét a klasszikus frekventista statisztika mellett a bayes-
1 mddszer segitségével is. A munkacsoport jelenleg is dolgozik a BN-BMLA technika
fejlesztésén, hogy mieldbb lehetdség legyen folytonos valtozokkal torténd elemzésre

is.

Az értékelés teljességéhez hozzatartozik még néhany informécio. Az elsd, hogy a
National Cancer Institute (USA) Common Terminology Criteria for Adverse Events
(CTCAE) v3.0 szerint (251) akkor beszélhetiink bal kamrai diszfunkciorol, ha a
linedris ejekcios frakcio értéke 30% alatt van. Ez alapjan az éaltalunk mért ABCC1
polimorfizmussal asszociald csokkent linearis ejekcios frakcio a normalis tartomanyba
esik. Azonban tobb tanulmany (252, 253) szerint is a még normalis intervallumban
1év0, de alacsonyabb, szubklinikus linEF csokkenés prognosztikus jelentdségii lehet a
késdbbi sulyosabb szivproblémak kialakuldsa szempontjabdl, igy akar célszerli lehetne
egy kiilon prognosztikai értéksav meghatarozasa is.

A masodik, hogy a betegpopulacionkban alulreprezentaltak a mintagytijtésiink elott
elhalalozott betegek. Ez azonban nem valdszinli, hogy befolyéasolta eredményeink
hitelességét, hiszen egyrészt a szivkarositdé mellékhatds joval a kezelés utan
jelentkezik, masrészt pedig a halal nem szivproblémak, hanem féként fertézések, vagy
a hatastalan kezelés (Magyar Gyermek Tumor Regiszter adatai alapjan) miatt
kovetkezett be.

Végiil pedig fontos megemliteniink azt is, hogy a kemoterdpia részeként
alkalmazott egyéb antileukémias gyogyszerek (pl. vinca-alkaloidok, metotrexat) is
okozhatanak kardiotoxicitast, melyek akar befolyasolhattak is eredményeinket. Ezt
cafolja azonban az az altaldnosan igazolt tény, hogy az antraciklinek kardiotoxikus

hatasa meghaladja az emlitett gyogyszerekét (254, 255).
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6.5 A KIVALASZTOTT POLIMORFIZMUSOK TULELESRE GYAKOROLT HATASANAK

VIZSGALATA A BETEGPOPULACIOBAN

A betegségre valo hajlam ¢€s a terapids kezelésre adott farmakogenetikai valasz mellett
az SNP-k tulélésre gyakorolt hatasat is vizsgaltam mindkét statisztikai moddszer
segitségével.

A frekventista elemzés soran a BAX rs11667351 polimorfizmusanak mutans
homozigota formaja mutatta a legerésebb asszociaciot a taléléssel (p=1E-03). A
mutans homozigdta egyedek 5-éves 0Ossztulélésre (OS=40%) és eseménymentes
tulélésre (EFS=40%) is igen alacsony értéknek adodott, ami a polimorfizmus tulélésre
gyakorolt relevans hatasat mutatta.

A BAX-nak a gyermekkori ALL relapszusban betoltott szerepérdl az irodalomban
kevésbé konzisztens adatt talalhato (256, 257). Egyes adatok szerint a magas BAX
fehérje szint emelkedett ALL relapszussal fiiggott 0ssze, mig a mi eredményeinkkel
csengtek 6ssze mas tanulmanyok felfedezései, miszerint az alacsonyabb BAX (illetve
BAX/BCL2) ardny rosszabb taléléssel parosult, valamint a csokkent arany a
relapszusban 1év0 betegekben volt szignifikdnsan megfigyelheté a diagnoziskori
értékekhez képest (258). Ez utdbbi eredményt tamaszthatja ald tovabba az a
megfigyelés is, ahol ugyanezt a varianst vizsgalva szintén alacsonyabb BAX mRNS
szintet mértek limfocitdkban.

Masik, a tuléléssel asszociald valtozok a CEBPA génvariansai (rs10403561-p=0,03,
rs874966-p=0,01) voltak. Ebben az esetben a vad homozigéta egyedek talélése
rosszabb volt, mint a mutans allélt hordozoké. Ezzel korrelal az a tanulmany (259) is,
ahol egy akut mieloid leukémids populéciot vizsgalva, a CEBPA mutéciét hordozok a
talélés szempontjabol jobb progndzist mutattak.

A statisztikai korrekci6 utan a fenti eredményeinket csak nominalisan szignifikdnsnak
tekintettem, azonban azok feltételezett relevancidja miatt elvégeztik a bayes-i
elemzést is.

A BN-BMLA c¢értekelés eredményeként a tulélés fiiggvényében vizsgalt BAX és

.....

rrrrr

kaptunk. A 22. abra lathato, hogy a BAX gén polimorfizmusa a BCL2 gén variansaval

interakcioban befolyasolhatja a betegek tulélését. A két gén kolcsonhatasara és
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szerepére mar korabbi irodalmi eredmények is utaltak (256, 257, 260). A BCL2 egy
mitokondrialis membranfehérje, amely tobbek kozott a limfohematopoetikus sejtek
apoptozisat gatolja. A BAX molekulaval egy csaladba tartoznak, azonban a BAX
fehérje a BCL2-vel ellentétben apoptozist aktivalo funkcidoval bir. Stressz
koriilmények hatdsara a BCL2-vel heterodimert alkotva, konformaciovaltozason megy
at, amely a membran potencial csokkenést, igy citokrom-c felszabadulast és végiil
apoptozist indukal. A BAX gén expressziojat a tumor szupresszor P53 is szabalyozza
(261). Tovabba feltételezhetd, hogy a BCL2 a BAX molekulahoz valé kétddése révén
megakadalyozza a BAX/BAK oligomerizéciojat, ezaltal inaktivalva a BAX molekulat,
ami a malignus sejtek talélésének kedvezhet (257, 262).

A 22. abra tovabbi interakcidkat mutat be a kiilonboz0 sejttipus és génvaridnsok, vagy
a sejttipus €s a nem, illetve egyéb prediktor SNP-k kozott.

A fenti eredményekhez hozzatartozik az a tény, hogy a magyarorszagi ALL-es
populacié ¢€s az altalunk vizsgalt sziikebb csoport kdzott az elhunyt betegek szamaban
szignifikans kiilonbség adddott (p<0,001), igy kovetkeztetéseink inkabb tajékoztatd
jelleglinek, iranymutatonak tekinthetdk.

A populacio talélésének elemzése soran a kétféle statisztikai modszer egyfeldl
megerdsitette egymast, masrészrol azonban eltérd eredmények is sziilettek.

Erre egy példa a BAX génpolimorfizmus tulélésre gyakorolt hatasa, ahol a frekventista
modszerrel csak nomindlisan szignifikans értékeket kaptunk, melyeket a statisztikai
korrekcié utan el kellett vetniink. A bayes-i statisztika ellenben meggy6z6 posterior
valoszinliséggel, relevans valtozonak tekintette a BAX gént €s varidnsait. A két
modszert 6sszehasonlitva elmondhato, hogy a frekventista alapu statisztika nem tudja
megfelelden kezelni a tobbszoros tesztelésbol (6sszehasonlitasbol) fakado 1. faju hibat.
Ezért annak elkeriilésére célszerli korrekcidét alkalmazni, ami azonban egy
konzervativabb megoldas, igy a gyengébb hatasok, vagy interakciok sokszor nem
mutathatok ki. A BN-BMLA erdssége, hogy ezekre a gyengébben ,,lathatd™ hatasokra
is ravilagit. A két moddszer kiegészitd, rutinszerli alkalmazasaval egy pontosabb

statisztikai értékelésre lenne lehetdség.
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7 KOVETKEZTETESEK

Jelen dolgozatban az altalunk kivalasztott jelolt gének és variansaik, valamint a
gyermekkori akut limfoid leukémia (ALL) hajlam, illetve a terapids kezelésre adott
valasz farmakogenetikai vonatkozédsai kozott fellépd kapcsolatot vizsgaltuk. A
betegség hatterének jobb megértése érdekében tobb mint szaz altalunk kivalasztott
génpolimorfizmust tanulményoztunk a biobankban rendelkezésiinkre 4116 t6bb mint
ezer egyén, leukémids gyermek és egészséges kontroll DNS mintdjan. A kiértékelés
soran az eredmények tobbszords sziiron mentek keresztil. Az egyik oldalrdl a
klasszikus frekventista statisztikat, mig a masikrol, a napjainkban egyre nagyobb teret
hodito inverz megkozelitésli Bayes-halo alapti bayes-i tobbszintii relevanciaanalizis

(BN-BMLA) technika eszkozeit is felhasznaltuk.

1. Kiemelkedden nagy, magyar, akut limfoid leukémias populacion megmutattuk
mindkét statisztikai technikaval (frekventista, BN-BMLA) az ARID5B (rs10821936)
és IKZF1 (rs6964969) génvariansok jelentdségét, azon beliill is még kifejezettebb
hatast kaptunk a B-ALL-re vald hajlam tekintetében. A gének kozotti interakcids
hatasokat BN-BMLA-val elemezve azt tapasztaltuk, hogy az IKZF1 ¢s ARID5B gének
egymastol fliggetleniil, mig az ARIDSB és a STAT3 gének egylittesen vehetnek részt
az ALL kialakulasaban.

2. Az elemzések alapjan kimutattuk a fiigyermekek kétszer nagyobb rizikojat T-
sejtes ALL kialakulésara.

3. A hiperdiploid (HD) alpopulaciot mindkét statisztikai modszerrel elemezve a
STAT3 gén 1512949918 polimorfizmusa bizonyult védo hatastinak a betegség
kialakulasaval szemben. A bayes-i elemzéssel tovabbi génvariansok, mint a BCL2
(rs12457893), a JAK1 (rs3212713), a JAK3 (rs3212713) és a CCR5 (rs3087253)
relevanciajat is kimutattuk a HD-ALL-re valdo hajlam tekintetében. Ugyanezen
alosztalyon megfigyeltiik az AHR (1s2282883) gén ¢és a rizikdcsoport kozotti tiszta

interakciot, ezaltal a polimorfizmus betegséghez kothetd indirekt asszocidciojat is.
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4. Megfigyeltiik tovabba a nem és a STAT6 (rs703817), a BCL2 (rs4987845),
illetve az NQO2 (rs1143684) polimorfizmusok kozotti interakcids kolesonhatast is,
amely az ALL riziké fiiggvényében egy szintén nem-altal befolyasolt mechanizmust

prediktalhat.

5. A haplotipus-elemzés soran az IKZF1 gén két haploblokkja koziil a TGGGG
haplotipus fokozott (1,5x), mig a TGATA blokk alacsonyabb (0,7x) rizikdval

asszocialt.

6. A folat anyagcsere egyik legfontosabb, altalunk is vizsgalt génjei koziil az
rs1076991 (MTHFD1) varians allélja (G), kiilonosen homozigéta formaban fokozta a
betegségre, azon beliil is a B-sejtes-ALL-re vald hajlamot. Az MTRR gén rs3776455
SNP-jének homozigota mutans (GG) genotipusa €s a csokkent HD-ALL rizik6 kozott
talaltunk szignifikdns asszocidciot. Ezeket az eredményeket a BN-BMLA elemzéssel

is megerdsitettiik. A két SNP egyilittes vizsgalatakor enyhe redundanciat tapasztaltunk.

7. Az MTRR tobbi varidnsat is megvizsgalva az rs1532268 SNP esetében egy
interakcios hatasra bekovetkez6 funkcidvaltozast tapasztaltunk. Az rs1532268 SNP
vad alléljat (A) hordozok és a HD-ALL tekintetében hajlamositd hatast detektaltunk,
amely SNP allé¢lja a TYMS gén rs1004474 (AA) ritka variansaval egyiitt vizsgalva mar

védo hatast mutatott.

8. Az ABCC1l génnek a kardiotoxicitds kialakuldasaban betoltott szerepét
vizsgélva azt taldltuk, hogy az ABCC1 rs3743527 TT genotipusu betegek linedris
ejekcios frakcioja a zarovizsgalatkor alacsonyabb volt. Eredményeink alapjan az
ABCC1 megvaltozott miikodése kozrejatszhat az antraciklinek kardiotoxikus
mellékhatasaban, mivel az ABCC1l genetikai variansa Osszefiiggott a csokkent

szivfunkcioval.

9. A populacio 5-éves 0ssz-(85,5%), és eseménymentes (81%) thlélésének

vizsgélatakor nomindlisan szignifikéns értékeket kaptunk, amelyek koziil a BAX gén
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rs11667351 SNP-jének mutans homozigota (GG) formaja alacsonyabb 6ssztalélési
eséllyel (40%) parosult. Azonos tendenciat figyeltiink meg az eseménymentes talélés

¢és a génvariansok kozotti 6sszefliggések vizsgalatakor is.

10.  Elséként ¢és sikerrel alkalmaztuk gyermekkori akut limfoid leukémids
populacion a munkacsoport altal fejlesztett Bayes-hald alapii bayes-i tobbszintii
relevanciaanalizis adatelemz6é technikajat a frekventista statisztika kiegészito

modszereként.

Ezen eredmények soksziniisége alatdmaszthatja azt az elgondolkodast, hogy az ALL
tulajdonképpen tobb kiilonb6zo betegség dsszessége, melyek hasonlo tiinetegylittessel
és terapias lehetOséggel birnak, patogenezisik azonban eltér. A genetikai,
farmakogenetikai vizsgalatok nagymértékii elorelépést jelentenének a kiilonbozé ALL
altipusok genetikai hatterének megfejtésében és igy a személyre szabott terdpia

kialakitasaban.

112



DOI:10.14753/SE.2014.1915

8 (OSSZEFOGLALAS

Vizsgalatainkban arra kerestiik a valaszt, hogy az altalunk kivalasztott sszesen 37 gén
138 polimorfizmusa befolyasolja-e a gyermekkori akut limfoid leukémia (ALL)
kialakulasat, illetve a terapias valaszt. Az eredmények megbizhatésaga érdekében a
tradicionalis frekventista alapu statisztika mellett a bayes-i modszert is alkalmaztuk.
A jeldlt gén asszociacios vizsgalatokban tobb mint szdz SNP hatasat elemeztiik egy
nagy, magyarorszagi ALL-es populdcion. Mindkét statisztikai technikaval
megerdsitettiik az ARIDSB ¢s IKZF1 génvariansok hajlamosito szerepét a gyermekkori
ALL-ben, kiilonos tekintettel a B-ALL-re. HD-ALL-nél a STAT3 SNP-je mutatott
veédo szerepet a betegséggel szemben. Ugyanezen alpopulacidoban kimutattuk a BCL2,
a JAK1, a JAK3, a CCR5 ¢és az AHR gének varidnsainak relevancidjat is. Az
elemzéseink sordn arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy nagy valdszinliséggel az
IKZF1 és ARID5B gének egymastol fiiggetleniil, mig az ARIDSB és a STAT3 gének
egylittesen befolyasolhatjak a betegség kialakulasat. A folat anyagcsere génjei koziil
az rs1076991 (MTHFD1) varians allélja (G), homozigbta formaban fokozta a
betegségre, kiilondsen a B-ALL-re valo hajlamot. Az MTRR gén rs3776455 SNP-
jének GG genotipusa €s az alacsonyabb HD-ALL rizikd6 kozott azonositottunk
szignifikans osszefliggést. Megfigyeltiik tovabba, hogy az MTRR rs1532268 (A) és a
TYMS rs1004474 (AA) variansa egyiittesen fejti ki védd hatasat a HD-ALL-re valo
hajlam tekintetében. A GSTT1, GSTM1 és a CCR5 gének delécids variansait vizsgalva
szignifikans korrelaciot nem talaltunk a gyermekkori akut limfoid hajlam tekintetében.
A vizsgalt betegpopulacioban az ABCCLl rs3743527 egypontos nukleotid
polimorfizmusanak TT homozigdta forméja 6sszefliggott a csokkent szivfunkcioval,
ami az ABCCI1 genetikai varidnsainak szerepét tdmaszthatja ald az antraciklinek
kardiotoxikus mellékhatasanak kialakuldsaban. Az 5-éves Ossztulélést elemezve a
BAX gén rs11667351 mutans homozigota (GG) variansa rosszabb prognézissal és
ossztulélési eséllyel parosult. Osszességében elmondhatd, hogy a kiilonbozé
anyagcsere Utvonalak, detoxifikacidos mechanizmusok kulcsmolekuléit kodold gének
¢s SNP-ik vizsgalatdnak jelentds szerepe lehet az ALL kialakulasdnak megértésében,
a terapia személyre szabasaban, ami nemcsak a tulélést javithatja, hanem a késdbbi
mellékhatasok csokkentésével, a gyermekkori radkos betegek jobb életmindségét

eredményezheti a jovoben.
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9 SUMMARY

We performed candidate gene association studies in pediatric ALL to identify possible
genetic risk factors in a Hungarian population. The results were evaluated with
traditional statistical methods and with our newly developed Bayesian technique.
Altogether 138 SNPs in 37 candidate genes were selected and investigated whether the
presence of these polymorphisms was associated with ALL in our population. It was
found that the IKZF1 and ARID5B tag polymorphisms associated with increased risk
to B-cell ALL, and SNPs in the STAT3 gene with decreased risk to hyperdiploid ALL.
We confirmed the roles of genetic variations of ARID5B and IKZF1 in the
susceptibility to B-cell ALL and STAT3, BCL2, JAK1, JAK3 CCR5, and AHR in HD-
ALL with Bayesian method, respectively. In the third model it was also demonstrated
that patients carrying the rs1076991 (MTHFD1) GG genotype might have a significant
risk for developing B-ALL. However in case of children with the variant rs3776455
(MTRR) GG genotype has lower risk to the disease. Besides these results, rs1532268
(A) and rs1004474 (AA) variant forms of MTRR and TYMS gene polymorphisms
showed association with decreased HD-ALL risk. We also analysed the survival rate
of ALL patients and found a slightly significant association with a lower overall
survival rate and worst prognosis of BAX rs11667351 variant forms (GG). The possible
roles of GSTM1, GSTT1 and CCR5 gene polymorphisms in the risk to ALL were
analyzed, but no significant association was found. During the analysis of the role of
ABCC1 in the development of cardiotoxicity significant association was found
between patients with ABCC1 rs3743527TT genotype and the reduced left ventricular
fractional shortening (LVFS) at the end of treatment. In this work it was also shown
that as a useful supplementary tool of frequentist statistics, BN-BMLA offered a
detailed representation of types of relevance, including direct and indirect aspects. Our
results may contribute to the understanding of genetic basis of ALL development.
Better elucidation of the mechanisms through which gene variants are involved in
childhood ALL could be of great diagnostic value and help guide risk-directed therapy,

ultimately improving disease management and outcome.

114



DOI:10.14753/SE.2014.1915

10 IRODALOMJEGYZEK

1.

10.

Pui CH, Evans WE. (1998) Acute lymphoblastic leukemia. N. Engl. J. Med.,
339: 605-615.

Pui CH, Robison LL,Look AT. (2008) Acute lymphoblastic leukaemia. Lancet,
371:1030-43.

Magyarosy E. (2000) A gyermekkori akut limfoblasztos leukémia kezelésében
elért hazai eredmények Magyar Onkologia, 44: 255-259.

Seibel NL. (2008) Treatment of acute lymphoblastic leukemia in children and
adolescents: peaks and pitfalls. Hematology Am Soc Hematol Educ Program:
374-80.

Schrappe M. (2004) Evolution of BFM trials for childhood ALL. Ann
Hematol, 83 Suppl 1: S121-3.

Hoffbrand A,Pettit J. Color atlas of clinical hematology. Mosby, 2000: 346.
Heerema NA, Sather HN, Ge J, Arthur DC, Hilden JM, Trigg ME,Reaman GH.
(1999) Cytogenetic studies of infant acute lymphoblastic leukemia: poor
prognosis of infants with t(4;11) - a report of the Children's Cancer Group.
Leukemia, 13: 679-86.

Reaman GH, Sposto R, Sensel MG, Lange BJ, Feusner JH, Heerema NA,
Leonard M, Holmes EJ, Sather HN, Pendergrass TW, Johnstone HS, O'Brien
RT, Steinherz PG, Zeltzer PM, Gaynon PS, Trigg ME,Uckun FM. (1999)
Treatment outcome and prognostic factors for infants with acute lymphoblastic
leukemia treated on two consecutive trials of the Children's Cancer Group. J
Clin Oncol, 17: 445-55.

Smith M, Arthur D, Camitta B, Carroll AJ, Crist W, Gaynon P, Gelber R,
Heerema N, Korn EL, Link M, Murphy S, Pui CH, Pullen J, Reamon G, Sallan
SE, Sather H, Shuster J, Simon R, Trigg M, Tubergen D, Uckun F,Ungerleider
R. (1996) Uniform approach to risk classification and treatment assignment for
children with acute lymphoblastic leukemia. J Clin Oncol, 14: 18-24.

Pui CH, Carroll AJ, Raimondi SC, Land VJ, Crist WM, Shuster JJ, Williams
DL, Pullen DJ, Borowitz MJ, Behm FG,et al. (1990) Clinical presentation,

karyotypic characterization, and treatment outcome of childhood acute

115



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

DOI:10.14753/SE.2014.1915

lymphoblastic leukemia with a near-haploid or hypodiploid less than 45 line.
Blood, 75: 1170-7.

Frankel LS, Ochs J, Shuster JJ, Dubowy R, Bowman WP, Hockenberry-Eaton
M, Borowitz M, Carroll AJ, Steuber CP,Pullen DJ. (1997) Therapeutic trial for
infant acute lymphoblastic leukemia: the Pediatric Oncology Group experience
(POG 8493). J Pediatr Hematol Oncol, 19: 35-42.

Hunger SP, Lu X, Devidas M, Camitta BM, Gaynon PS, Winick NJ, Reaman
GH,Carroll WL. (2012) Improved survival for children and adolescents with
acute lymphoblastic leukemia between 1990 and 2005: a report from the
children's oncology group. J Clin Oncol, 30: 1663-9.

Marco F, Bureo E, Ortega JJ, Badell I, Verdaguer A, Martinez A, Munoz A,
Madero L, Olive T, Cubells J, Castel V, Sastre A, Maldonado MS,Diaz MA.
(2000) High survival rate in infant acute leukemia treated with early high-dose
chemotherapy and stem-cell support. Groupo Espanol de Trasplante de Medula
Osea en Ninos. J Clin Oncol, 18: 3256-61.

Balduzzi A, Valsecchi MG, Uderzo C, De Lorenzo P, Klingebiel T, Peters C,
Stary J, Felice MS, Magyarosy E, Conter V, Reiter A, Messina C, Gadner
H,Schrappe M. (2005) Chemotherapy versus allogeneic transplantation for
very-high-risk childhood acute lymphoblastic leukaemia in first complete
remission: comparison by genetic randomisation in an international
prospective study. Lancet, 366: 635-42.

Chessells JM, Bailey C,Richards SM. (1995) Intensification of treatment and
survival in all children with lymphoblastic leukaemia: results of UK Medical
Research Council trial UKALL X. Medical Research Council Working Party
on Childhood Leukaemia. Lancet, 345: 143-8.

Pui CH, Boyett JM, Relling MV, Harrison PL, Rivera GK, Behm FG, Sandlund
JT, Ribeiro RC, Rubnitz JE, Gajjar A,Evans WE. (1999) Sex differences in
prognosis for children with acute lymphoblastic leukemia. J Clin Oncol, 17:
818-24.

Pollock BH, DeBaun MR, Camitta BM, Shuster JJ, Ravindranath Y, Pullen DJ,
Land VJ, Mahoney DH, Jr., Lauer SJ,Murphy SB. (2000) Racial differences in

116



18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

DOI:10.14753/SE.2014.1915

the survival of childhood B-precursor acute lymphoblastic leukemia: a
Pediatric Oncology Group Study. J Clin Oncol, 18: 813-23.

Bolufer P, Collado M, Barragan E, Cervera J, Calasanz MJ, Colomer D,
Roman-Gomez J,Sanz MA. (2007) The potential effect of gender in
combination with common genetic polymorphisms of drug-metabolizing
enzymes on the risk of developing acute leukemia. Haematologica, 92: 308-
14,

Reiter A, Schrappe M, Ludwig WD, Tiemann M, Parwaresch R, Zimmermann
M, Schirg E, Henze G, Schellong G, Gadner H,Riehm H. (2000) Intensive
ALL-type therapy without local radiotherapy provides a 90% event-free
survival for children with T-cell lymphoblastic lymphoma: a BFM group
report. Blood, 95: 416-21.

Uckun FM, Sensel MG, Sun L, Steinherz PG, Trigg ME, Heerema NA, Sather
HN, Reaman GH,Gaynon PS. (1998) Biology and treatment of childhood T-
lineage acute lymphoblastic leukemia. Blood, 91: 735-46.

Pullen J, Shuster JJ, Link M, Borowitz M, Amylon M, Carroll AJ, Land V,
Look AT, Mcintyre B,Camitta B. (1999) Significance of commonly used
prognostic factors differs for children with T cell acute lymphocytic leukemia
(ALL), as compared to those with B-precursor ALL. A Pediatric Oncology
Group (POG) study. Leukemia, 13: 1696-707.

Ratei R, Sperling C, Karawajew L, Schott G, Schrappe M, Harbott J, Riehm
H,Ludwig WD. (1998) Immunophenotype and clinical characteristics of
CDA45-negative and CD45-positive childhood acute lymphoblastic leukemia.
Ann Hematol, 77: 107-14.

Pui CH, Boyett JM, Hancock ML, Pratt CB, Meyer WH,Crist WM. (1995)
Outcome of treatment for childhood cancer in black as compared with white
children. The St Jude Children's Research Hospital experience, 1962 through
1992. Jama, 273: 633-7.

Davies SM,Ross JA. (2003) Childhood cancer etiology: recent reports. Med
Pediatr Oncol, 40: 35-8.

Ross JA,Davies SM. (2001) Childhood cancer etiology: recent reports. Med
Pediatr Oncol, 37: 55-8.

117



26.
27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

DOI:10.14753/SE.2014.1915

Greaves MF. (1997) Aetiology of acute leukaemia. Lancet, 349: 344-349.
Wiemels JL, Ford AM, Van Wering ER, Postma A,Greaves M. (1999)
Protracted and variable latency of acute lymphoblastic leukemia after TEL-
AML1 gene fusion in utero. Blood, 94: 1057-1062.

Ziegelberger G, Dehos A, Grosche B, Hornhardt S, Jung T,Weiss W. (2011)
Childhood leukemia--risk factors and the need for an interdisciplinary research
agenda. Prog Biophys Mol Biol, 107: 312-4.

Lightfoot TJ,Roman E. (2004) Causes of childhood leukaemia and lymphoma.
Toxicol Appl Pharmacol, 199: 104-17.

Infante-Rivard C, Krajinovic M, Labuda D,Sinnett D. (2002) Childhood acute
lymphoblastic leukemia associated with parental alcohol consumption and
polymorphisms of carcinogen-metabolizing genes. Epidemiology, 13: 277-
281.

Infante-Rivard C. (2003) Diagnostic x rays, DNA repair genes and childhood
acute lymphoblastic leukemia. Health Physics, 85: 60-64.

Gale KB, Ford AM, Repp R, Borkhardt A, Keller C, Eden OB,Greaves MF.
(1997) Backtracking leukemia to birth: identification of clonotypic gene fusion
sequences in neonatal blood spots. Proc Natl Acad Sci U S A, 94: 13950-4.
Ford AM, Ridge SA, Cabrera ME, Mahmoud H, Steel CM, Chan LC,Greaves
M. (1993) In utero rearrangements in the trithorax-related oncogene in infant
leukaemias. Nature, 363: 358-60.

Ford AM, Pombo-de-Oliveira MS, McCarthy KP, MacLean JM, Carrico KC,
Vincent RF,Greaves M. (1997) Monoclonal origin of concordant T-cell
malignancy in identical twins. Blood, 89: 281-5.

Topinka J, Binkova B, Mrackova G, Stavkova Z, Benes |, Dejmek J, Lenicek
J,Sram RJ. (1997) DNA adducts in human placenta as related to air pollution
and to GSTM1 genotype. Mutat Res, 390: 59-68.

Infante-Rivard C, Labuda D, Krajinovic M,Sinnett D. (1999) Risk of childhood
leukemia associated with exposure to pesticides and with gene polymorphisms.
Epidemiology, 10: 481-487.

Infante-Rivard C, Mirea L,Bull SB. (2009) Combining case-control and case-

trio data from the same population in genetic association analyses: Overview

118



38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

DOI:10.14753/SE.2014.1915

of approaches and illustration with a candidate gene study. American Journal
of Epidemiology, 170: 657-664.

Whyatt RM, Bell DA, Jedrychowski W, Santella RM, Garte SJ, Cosma G,
Manchester DK, Young TL, Cooper TB, Ottman R,Perera FP. (1998)
Polycyclic aromatic hydrocarbon-DNA adducts in human placenta and
modulation by CYP1A1 induction and genotype. Carcinogenesis, 19: 1389-92.
Juchau MR. (1980) Drug biotransformation in the placenta. Pharmacol Ther,
8: 501-24.

Hakkola J, Pelkonen O, Pasanen M,Raunio H. (1998) Xenobiotic-metabolizing
cytochrome P450 enzymes in the human feto-placental unit: role in intrauterine
toxicity. Crit Rev Toxicol, 28: 35-72.

da Costa Ramos FJ, Cartaxo Muniz MT, Silva VC, Araujo M, Leite EP, Freitas
EM, Zanrosso CW, Hatagima A, de Mello MP, Yunes JA, Marques-Salles Tde
J, Santos N, Brandalise SR,Pombo-De-Oliveira MS. (2006) Association
between the MTHFR A1298C polymorphism and increased risk of acute
myeloid leukemia in Brazilian children. Leuk Lymphoma, 47: 2070-5.
Gidron A,Platanias LC. (2006) MTHFR polymorphisms and the development
of acute leukemia: does it really matter? Leuk Lymphoma, 47: 2002-3.
Robien K,Ulrich CM. (2003) 5,10-Methylenetetrahydrofolate reductase
polymorphisms and leukemia risk: a HUGE minireview. Am J Epidemiol, 157:
571-82.

Franco RF, Simoes BP, Tone LG, Gabellini SM, Zago MA,Falcao RP. (2001)
The methylenetetrahydrofolate reductase C677T gene polymorphism
decreases the risk of childhood acute lymphocytic leukaemia. British Journal
of Haematology, 115: 616-618.

Gemmati D, Ongaro A, Scapoli GL, Della Porta M, Tognazzo S, Serino ML,
Di Bona E, Rodeghiero F, Gilli G, Reverberi R, Caruso A, Pasello M, Pellati
A,De Mattei M. (2004) Common gene polymorphisms in the metabolic folate
and methylation pathway and the risk of acute lymphoblastic leukemia and
non-Hodgkin's lymphoma in adults. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev, 13:
787-94.

119



46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

DOI:10.14753/SE.2014.1915

Chatzidakis K, Goulas A, Athanassiadou-Piperopoulou F, Fidani L,
Koliouskas D,Mirtsou V. (2006) Methylenetetrahydrofolate reductase C677T
polymorphism: Association with risk for childhood acute lymphoblastic
leukemia and response during the initial phase of chemotherapy in Greek
patients. Pediatric Blood & Cancer, 47: 147-151.

de Jonge R, Tissing WJE, Hooijberg JH, Jansen G, Kaspers GJL, Lindemans
J, Peters GJ,Pieters R. (2009) Polymorphisms in folate-related genes and risk
of pediatric acute lymphoblastic leukemia. Blood, 113: 2284-2289.

Wiemels JL, Smith RN, Taylor GM, Eden OB, Alexander FE,Greaves MF.
(2001) Methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) polymorphisms and
risk of molecularly defined subtypes of childhood acute leukemia. Proceedings
of the National Academy of Sciences of the United States of America, 98:
4004-4009.

Krajinovic M, Lamothe S, Labuda D, Lemieux-Blanchard E, Théorét Y,
Moghrabi A,Sinnett D. (2004) Role of MTHFR genetic polymorphisms in the
susceptibility to childhood acute lymphoblastic leukemia. Blood, 103: 252-
257.

Sinnett D, Labuda D,Krajinovic M. (2006) Challenges identifying genetic
determinants of pediatric cancers - The childhood leukemia experience.
Familial Cancer, 5: 35-47.

Kim HN, Kim YK, Lee IK, Yang DH, Lee JJ, Shin MH, Park KS, Choi JS,
Park MR, Jo DY, Won JH, Kwak JY,Kim HJ. (2009) Association between
polymorphisms of folate-metabolizing enzymes and hematological
malignancies. Leuk Res, 33: 82-7.

Chiusolo P, Reddiconto G, Cimino G, Sica S, Fiorini A, Farina G, Vitale A,
Sora F, Laurenti L, Bartolozzi F, Fazi P, Mandelli F,Leone G. (2004)
Methylenetetrahydrofolate reductase genotypes do not play a role in acute
lymphoblastic leukemia pathogenesis in the Italian population. Haematologica,
89: 139-44.

Thirumaran RK, Gast A, Flohr T, Burwinkel B, Bartram C, Hemminki
K,Kumar R, MTHFR genetic polymorphisms and susceptibility to childhood

120



54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

DOI:10.14753/SE.2014.1915

acute lymphoblastic leukemia, in Blood. 2005: United States. p. 2590-1; author
reply 2591-2.

Zanrosso CW, Hatagima A, Emerenciano M, Ramos F, Figueiredo A, Felix
TM, Segal SL, Giugliani R, Muniz MT,Pombo-de-Oliveira MS. (2006) The
role of methylenetetrahydrofolate reductase in acute lymphoblastic leukemia
in a Brazilian mixed population. Leuk Res, 30: 477-81.

Oh D, Kim NK, Jang MJ, Kim HC, Lee JH, Lee JA, Ahn MJ, Kim CS, Kim
HS, Park S, Chio HS,Min YH. (2007) Association of the 5,10-
methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR C677T and A1298C)
polymorphisms in Korean patients with adult acute lymphoblastic leukemia.
Anticancer Res, 27: 3419-24.

Nakai K, Itoh C, Habano W,Gurwitz D. (2001) Correlation between C677T
MTHFR gene polymorphism, plasma homocysteine levels and the incidence
of CAD. Am J Cardiovasc Drugs, 1: 353-61.

Cortese C,Motti C. (2001) MTHFR gene polymorphism, homocysteine and
cardiovascular disease. Public Health Nutr, 4: 493-7.

Metayer C, Scélo G, Chokkalingam A, Barcellos L, Aldrich M, Chang J, Guha
N, Urayama K, Hansen H, Block G, Kiley V, Wiencke J, Wiemels J,Buffler P.
(2011) Genetic variants in the folate pathway and risk of childhood acute
lymphoblastic leukemia. Cancer Causes & Control, 22: 1243-1258.
Krajinovic M. (2008) MTHFD1 gene: role in disease susceptibility and
pharmacogenetics. Pharmacogenomics, 9: 829-832.

Krajinovic M, Lemieux-Blanchard E, Chiasson S, Primeau M, Costea
I,Moghrabi A. (2004) Role of polymorphism in MTHFR and MTHFD1 genes
in the outcome of childhood acute Iymphoblastic leukemia.
Pharmacogenomics Journal, 4: 66-72.

Cascorbi I, Brockmoller J,Roots I. (1996) A C4887A polymorphism in exon 7
of human CYP1AL: population frequency, mutation linkages, and impact on
lung cancer susceptibility. Cancer Res, 56: 4965-9.

Cosma G, Crofts F, Currie D, Wirgin |, Toniolo P,Garte SJ. (1993) Racial
differences in restriction fragment length polymorphisms and messenger RNA

121



63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

DOI:10.14753/SE.2014.1915

inducibility of the human CYP1A1 gene. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev,
2:53-7.

Blumer JL, Dunn R, Esterhay MD, Yamashita TS,Gross S. (1981) Lymphocyte
aromatic hydrocarbon responsiveness in acute leukemia of childhood. Blood,
58: 1081-8.

Kawajiri K, Nakachi K, Imai K, Yoshii A, Shinoda N,Watanabe J. (1990)
Identification of genetically high risk individuals to lung cancer by DNA
polymorphisms of the cytochrome P4501A1 gene. FEBS Lett, 263: 131-3.
Sesardic D, Pasanen M, Pelkonen O,Boobis AR. (1990) Differential expression
and regulation of members of the cytochrome P450IA gene subfamily in
human tissues. Carcinogenesis, 11: 1183-8.

Manchester DK,Jacoby EH. (1981) Sensitivity of human placental
monooxygenase activity to maternal smoking. Clin Pharmacol Ther, 30: 687-
92.

Whyatt RM, Garte SJ, Cosma G, Bell DA, Jedrychowski W, Wahrendorf J,
Randall MC, Cooper TB, Ottman R, Tang D,et al. (1995) CYP1A1 messenger
RNA levels in placental tissue as a biomarker of environmental exposure.
Cancer Epidemiol Biomarkers Prev, 4: 147-53.

Sinnett D, Krajinovic M,Labuda D. (2000) Genetic susceptibility to childhood
acute lymphoblastic leukemia. Leukemia and Lymphoma, 38: 447-462.
Rossini A, Rapozo DC, Amorim LM, Macedo JM, Medina R, Neto JF, Gallo
CV,Pinto LF. (2002) Frequencies of GSTM1, GSTT1, and GSTP1
polymorphisms in a Brazilian population. Genet Mol Res, 1: 233-40.
Pongstaporn W, Pakakasama S, Sanguansin S, Hongeng S,Petmitr S. (2009)
Polymorphism of glutathione S-transferase Omega gene: association with risk
of childhood acute lymphoblastic leukemia. Journal of Cancer Research and
Clinical Oncology, 135: 673-678.

Krajinovic M, Labuda D,Sinnett D. (2001) Childhood acute lymphoblastic
leukemia: Genetic determinants of susceptibility and disease outcome.

Reviews on Environmental Health, 16: 263-279.

122



72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

DOI:10.14753/SE.2014.1915

Alves S, Amorim A, Ferreira F, Norton L,Prata MJ. (2002) The GSTM1 and
GSTT1 genetic polymorphisms and susceptibility to acute lymphoblastic
leukemia in children from north Portugal [3]. Leukemia, 16: 1565-1567.
Krajinovic M, Labuda D, Richer C, Karimi S,Sinnett D. (1999) Susceptibility
to childhood acute lymphoblastic leukemia: influence of CYP1Al, CYP2D6,
GSTM1, and GSTT1 genetic polymorphisms. Blood, 93: 1496-1501.

Chen CL, Liu Q, Pui CH, Rivera GK, Sandlund JT, Ribeiro R, Evans
WE,Relling MV. (1997) Higher frequency of glutathione S-transferase
deletions in black children with acute lymphoblastic leukemia. Blood, 89:
1701-1707.

Lemos MC, Cabrita FJ, Silva HA, Vivan M, Placido F,Regateiro FJ. (1999)
Genetic polymorphism of CYP2D6, GSTM1 and NAT2 and susceptibility to
haematological neoplasias. Carcinogenesis, 20: 1225-9.

Vijayakrishnan J,Houlston RS. (2010) Candidate gene association studies and
risk of childhood acute lymphoblastic leukemia: a systematic review and meta-
analysis. Haematologica, 95: 1405-1414.

Papaemmanuil E, Hosking FJ, Vijayakrishnan J, Price A, Olver B, Sheridan E,
Kinsey SE, Lightfoot T, Roman E, Irving JAE, Allan JM, Tomlinson IP, Taylor
M, Greaves M,Houlston RS. (2009) Loci on 7p12.2, 10921.2 and 14g11.2 are
associated with risk of childhood acute lymphoblastic leukemia. Nature
Genetics, 41: 1006-1010.

Sherborne AL, Hosking FJ, Prasad RB, Kumar R, Koehler R, Vijayakrishnan
J, Papaemmanuil E, Bartram CR, Stanulla M, Schrappe M, Gast A, Dobbins
SE, Ma Y, Sheridan E, Taylor M, Kinsey SE, Lightfoot T, Roman E, Irving
JA, Allan JM, Moorman AV, Harrison CJ, Tomlinson IP, Richards S,
Zimmermann M, Szalai C, Semsei AF, Erdelyi DJ, Krajinovic M, Sinnett D,
Healy J, Gonzalez Neira A, Kawamata N, Ogawa S, Koeffler HP, Hemminki
K, Greaves M,Houlston RS. (2010) Variation in CDKN2A at 9p21.3
influences childhood acute lymphoblastic leukemia risk. Nat Genet, 42: 492-
494,

Trevifio LR, Yang W, French D, Hunger SP, Carroll WL, Devidas M, Willman
C, Neale G, Downing J, Raimondi SC, Pui CH, Evans WE,Relling MV. (2009)

123



80.

81.

82.

83.

84.

85.
86.

87.

88.

DOI:10.14753/SE.2014.1915

Germline genomic variants associated with childhood acute lymphoblastic
leukemia. Nat Genet, 41: 1001-1005.

Inaba H, Greaves M,Mullighan CG. (2013) Acute lymphoblastic leukaemia.
Lancet, 381: 1943-1955.

Yang JJ, Cheng C, Yang W, Pei D, Cao X, Fan Y, Pounds SB, Neale G,
Trevino LR, French D, Campana D, Downing JR, Evans WE, Pui CH, Devidas
M, Bowman WP, Camitta BM, Willman CL, Davies SM, Borowitz MJ, Carroll
WL, Hunger SP,Relling MV. (2009) Genome-wide interrogation of germline
genetic variation associated with treatment response in childhood acute
lymphoblastic leukemia. Jama, 301: 393-403.

Miller C, Mullighan C,Su Xea. (2008) Pax5 haploinsufficiency cooperates
with BCR-ABL1 to induce acute lymphoblastic leukemia Blood, 112: 293.
Virely C, Moulin S, Cobaleda C, Lasgi C, Alberdi A, Soulier J, Sigaux F, Chan
S, Kastner P,Ghysdael J. (2010) Haploinsufficiency of the IKZF1 (IKAROS)
tumor suppressor gene cooperates with BCR-ABL in a transgenic model of
acute lymphoblastic leukemia. Leukemia. 2010: 1200-1204.

Coppede F, Colognato R, Bonelli A, Astrea G, Bargagna S, Siciliano
G,Migliore L. (2007) Polymorphisms in folate and homocysteine metabolizing
genes and chromosome damage in mothers of Down syndrome children. Am J
Med Genet A, 143a: 2006-2015.

Robison LL. (1992) Down syndrome and leukemia. Leukemia, 6 Suppl 1: 5-7.
Armstrong SA,Look AT. (2005) Molecular genetics of acute lymphoblastic
leukemia. J Clin Oncol, 23: 6306-6315.

Seeger K, Adams HP, Buchwald D, Beyermann B, Kremens B, Niemeyer C,
Ritter J, Schwabe D, Harms D, Schrappe M,Henze G. (1998) TEL-AML1
fusion transcript in relapsed childhood acute lymphoblastic leukemia. The
Berlin-Frankfurt-Munster Study Group. Blood, 91: 1716-1722.

Wiemels JL, Pagnamenta A, Taylor GM, Eden OB, Alexander FE,Greaves
MF. (1999) A lack of a functional NAD(P)H:quinone oxidoreductase allele is
selectively associated with pediatric leukemias that have MLL fusions. Cancer
Research, 59: 4095-4099.

124



89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

DOI:10.14753/SE.2014.1915

Harrison CJ. (2009) Cytogenetics of paediatric and adolescent acute
lymphoblastic leukaemia. Br J Haematol, 144: 147-56.

Schafer ES,Hunger SP. (2011) Optimal therapy for acute lymphoblastic
leukemia in adolescents and young adults. Nat Rev Clin Oncol, 8: 417-24.
Russell LJ, Capasso M, Vater I, Akasaka T, Bernard OA, Calasanz MJ,
Chandrasekaran T, Chapiro E, Gesk S, Griffiths M, Guttery DS, Haferlach C,
Harder L, Heidenreich O, Irving J, Kearney L, Nguyen-Khac F, Machado L,
Minto L, Majid A, Moorman AV, Morrison H, Rand V, Strefford JC, Schwab
C, Tonnies H, Dyer MJ, Siebert R,Harrison CJ. (2009) Deregulated expression
of cytokine receptor gene, CRLF2, is involved in lymphoid transformation in
B-cell precursor acute lymphoblastic leukemia. Blood, 114: 2688-98.
Mullighan CG, Goorha S, Radtke I, Miller CB, Coustan-Smith E, Dalton JD,
Girtman K, Mathew S, Ma J, Pounds SB, Su X, Pui CH, Relling MV, Evans
WE, Shurtleff SA,Downing JR. (2007) Genome-wide analysis of genetic
alterations in acute lymphoblastic leukaemia. Nature, 446: 758-64.

Mullighan CG, Miller CB, Radtke I, Phillips LA, Dalton J, Ma J, White D,
Hughes TP, Le Beau MM, Pui CH, Relling MV, Shurtleff SA,Downing JR.
(2008) BCR-ABLL1 lymphoblastic leukaemia is characterized by the deletion
of Ikaros. Nature, 453: 110-4.

Mullighan CG, Collins-Underwood JR, Phillips LA, Loudin MG, Liu W,
Zhang J, Ma J, Coustan-Smith E, Harvey RC, Willman CL, Mikhail FM,
Meyer J, Carroll AJ, Williams RT, Cheng J, Heerema NA, Basso G, Pession
A, Pui CH, Raimondi SC, Hunger SP, Downing JR, Carroll WL,Rabin KR.
(2009) Rearrangement of CRLF2 in B-progenitor- and Down syndrome-
associated acute lymphoblastic leukemia. Nat Genet, 41: 1243-6.

Mullighan CG, Zhang J, Kasper LH, Lerach S, Payne-Turner D, Phillips LA,
Heatley SL, Holmfeldt L, Collins-Underwood JR, Ma J, Buetow KH, Pui CH,
Baker SD, Brindle PK,Downing JR. (2011) CREBBP mutations in relapsed
acute lymphoblastic leukaemia. Nature, 471: 235-9.

Mullighan CG, Zhang J, Harvey RC, Collins-Underwood JR, Schulman BA,
Phillips LA, Tasian SK, Loh ML, Su X, Liu W, Devidas M, Atlas SR, Chen
IM, Clifford RJ, Gerhard DS, Carroll WL, Reaman GH, Smith M, Downing

125



97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

DOI:10.14753/SE.2014.1915

JR, Hunger SP,Willman CL. (2009) JAK mutations in high-risk childhood
acute lymphoblastic leukemia. Proc Natl Acad Sci U S A, 106: 9414-8.
Kuiper RP, Schoenmakers EFPM, van Reijmersdal SV, Hehir-Kwa JY, van
Kessel AG, van Leeuwen FN,Hoogerbrugge PM. (2007) High-resolution
genomic profiling of childhood ALL reveals novel recurrent genetic lesions
affecting pathways involved in lymphocyte differentiation and cell cycle
progression. Leukemia, 21: 1258-1266.

Kawamata N, Ogawa S, Zimmermann M, Kato M, Sanada M, Hemminki K,
Yamatomo G, Nannya Y, Koehler R, Flohr T, Miller CW, Harbott J, Ludwig
WD, Stanulla M, Schrappe M, Bartram CR,Koeffler HP. (2008) Molecular
allelokaryotyping of pediatric acute lymphoblastic leukemias by high-
resolution single nucleotide polymorphism oligonucleotide genomic
microarray. Blood, 111: 776-784.

Strefford JC, Worley H, Barber K, Wright S, Stewart AR, Robinson HM,
Bettney G, van Delft FW, Atherton MG, Davies T, Griffiths M, Hing S, Ross
FM, Talley P, Saha V, Moorman AV,Harrison CJ. (2007) Genome complexity
in acute lymphoblastic leukemia is revealed by array-based comparative
genomic hybridization. Oncogene, 26: 4306-18.

van Vlierberghe P, Meijerink JP, Lee C, Ferrando AA, Look AT, van Wering
ER, Beverloo HB, Aster JC,Pieters R. (2006) A new recurrent 9g34 duplication
in pediatric T-cell acute lymphoblastic leukemia. Leukemia, 20: 1245-53.
Van Vlierberghe P, Homminga I, Zuurbier L, Gladdines-Buijs J, van Wering
ER, Horstmann M, Beverloo HB, Pieters R,Meijerink JP. (2008) Cooperative
genetic defects in TLX3 rearranged pediatric T-ALL. Leukemia, 22: 762-70.
Zhang J, Mullighan CG, Harvey RC, Wu G, Chen X, Edmonson M, Buetow
KH, Carroll WL, Chen IM, Devidas M, Gerhard DS, Loh ML, Reaman GH,
Relling MV, Camitta BM, Bowman WP, Smith MA, Willman CL, Downing
JR,Hunger SP. (2011) Key pathways are frequently mutated in high-risk
childhood acute lymphoblastic leukemia: a report from the Children's
Oncology Group. Blood, 118: 3080-7.

Zhang J, Ding L, Holmfeldt L, Wu G, Heatley SL, Payne-Turner D, Easton J,
Chen X, Wang J, Rusch M, Lu C, Chen SC, Wei L, Collins-Underwood JR,

126



104.

105.

106.

107.

108.

109.

DOI:10.14753/SE.2014.1915

Ma J, Roberts KG, Pounds SB, Ulyanov A, Becksfort J, Gupta P, Huether R,
Kriwacki RW, Parker M, McGoldrick DJ, Zhao D, Alford D, Espy S, Bobba
KC, Song G, Pei D, Cheng C, Roberts S, Barbato MI, Campana D, Coustan-
Smith E, Shurtleff SA, Raimondi SC, Kleppe M, Cools J, Shimano KA,
Hermiston ML, Doulatov S, Eppert K, Laurenti E, Notta F, Dick JE, Basso G,
Hunger SP, Loh ML, Devidas M, Wood B, Winter S, Dunsmore KP, Fulton
RS, Fulton LL, Hong X, Harris CC, Dooling DJ, Ochoa K, Johnson KJ,
Obenauer JC, Evans WE, Pui CH, Naeve CW, Ley TJ, Mardis ER, Wilson RK,
Downing JR,Mullighan CG. (2012) The genetic basis of early T-cell precursor
acute lymphoblastic leukaemia. Nature, 481: 157-63.

Roman-Gomez J, Jimenez-Velasco A, Agirre X, Castillejo JA, Navarro G,
Calasanz MJ, Garate L, San Jose-Eneriz E, Cordeu L, Prosper F, Heiniger
A, Torres A. (2006) CpG island methylator phenotype redefines the prognostic
effect of t(12;21) in childhood acute lymphoblastic leukemia. Clin Cancer Res,
12: 4845-50.

Gutierrez M, Siraj AK, Bhargava M, Ozbek U, Banavali S, Chaudhary MA,
El Solh H,Bhatia K. (2003) Concurrent methylation of multiple genes in
childhood ALL: Correlation with phenotype and molecular subgroup.
Leukemia, 17: 1845-50.

Davidsson J, Lilljebjorn H, Andersson A, Veerla S, Heldrup J, Behrendtz M,
Fioretos T,Johansson B. (2009) The DNA methylome of pediatric acute
lymphoblastic leukemia. Hum Mol Genet, 18: 4054-65.

Yang Y, Takeuchi S, Hofmann WK, Ikezoe T, van Dongen JJ, Szczepanski T,
Bartram CR, Yoshino N, Taguchi H,Koeffler HP. (2006) Aberrant methylation
in promoter-associated CpG islands of multiple genes in acute lymphoblastic
leukemia. Leuk Res, 30: 98-102.

Figueroa ME, Chen SC, Andersson AK, Phillips LA, Li Y, Sotzen J, Kundu
M, Downing JR, Melnick A,Mullighan CG. (2013) Integrated genetic and
epigenetic analysis of childhood acute lymphoblastic leukemia. J Clin Invest,
123: 3099-111.

Figueroa ME, Lugthart S, Li Y, Erpelinck-Verschueren C, Deng X, Christos
PJ, Schifano E, Booth J, van Putten W, Skrabanek L, Campagne F, Mazumdar

127



110.

111.

112.

113.

114.

DOI:10.14753/SE.2014.1915

M, Greally JM, Valk PJ, Lowenberg B, Delwel R,Melnick A. (2010) DNA
methylation signatures identify biologically distinct subtypes in acute myeloid
leukemia. Cancer Cell, 17: 13-27.

Bullinger L, Ehrich M, Dohner K, Schlenk RF, Dohner H, Nelson MR,van den
Boom D. (2010) Quantitative DNA methylation predicts survival in adult acute
myeloid leukemia. Blood, 115: 636-42.

Broske AM, Vockentanz L, Kharazi S, Huska MR, Mancini E, Scheller M,
Kuhl C, Enns A, Prinz M, Jaenisch R, Nerlov C, Leutz A, Andrade-Navarro
MA, Jacobsen SE,Rosenbauer F. (2009) DNA methylation protects
hematopoietic stem cell multipotency from myeloerythroid restriction. Nat
Genet, 41: 1207-15.

Yoda A, Yoda Y, Chiaretti S, Bar-Natan M, Mani K, Rodig SJ, West N, Xiao
Y, Brown JR, Mitsiades C, Sattler M, Kutok JL, DeAngelo DJ, Wadleigh M,
Piciocchi A, Dal Cin P, Bradner JE, Griffin JD, Anderson KC, Stone RM, Ritz
J, Foa R, Aster JC, Frank DA,Weinstock DM. (2010) Functional screening
identifies CRLF2 in precursor B-cell acute lymphoblastic leukemia. Proc Natl
Acad Sci U S A, 107: 252-7.

Hertzberg L, Vendramini E, Ganmore |, Cazzaniga G, Schmitz M, Chalker J,
Shiloh R, lacobucci I, Shochat C, Zeligson S, Cario G, Stanulla M, Strehl S,
Russell LJ, Harrison CJ, Bornhauser B, Yoda A, Rechavi G, Bercovich D,
Borkhardt A, Kempski H, te Kronnie G, Bourquin JP, Domany E,lzraeli S.
(2010) Down syndrome acute lymphoblastic leukemia, a highly heterogeneous
disease in which aberrant expression of CRLF2 is associated with mutated
JAK2: a report from the International BFM Study Group. Blood, 115: 1006-
17.

Harvey RC, Mullighan CG, Chen IM, Wharton W, Mikhail FM, Carroll AJ,
Kang H, Liu W, Dobbin KK, Smith MA, Carroll WL, Devidas M, Bowman
WP, Camitta BM, Reaman GH, Hunger SP, Downing JR,Willman CL. (2010)
Rearrangement of CRLF2 is associated with mutation of JAK Kkinases,
alteration of IKZF1, Hispanic/Latino ethnicity, and a poor outcome in pediatric
B-progenitor acute lymphoblastic leukemia. Blood, 115: 5312-21.

128



115.

116.

117.

118.

119.

DOI:10.14753/SE.2014.1915

Mullighan CG, Su X, Zhang J, Radtke I, Phillips LA, Miller CB, Ma J, Liu W,
Cheng C, Schulman BA, Harvey RC, Chen IM, Clifford RJ, Carroll WL,
Reaman G, Bowman WP, Devidas M, Gerhard DS, Yang W, Relling MV,
Shurtleff SA, Campana D, Borowitz MJ, Pui CH, Smith M, Hunger SP,
Willman CL,Downing JR. (2009) Deletion of IKZF1 and prognosis in acute
lymphoblastic leukemia. N Engl J Med, 360: 470-80.

Den Boer ML, van Slegtenhorst M, De Menezes RX, Cheok MH, Buijs-
Gladdines JG, Peters ST, Van Zutven LJ, Beverloo HB, Van der Spek PJ,
Escherich G, Horstmann MA, Janka-Schaub GE, Kamps WA, Evans
WE,Pieters R. (2009) A subtype of childhood acute lymphoblastic leukaemia
with poor treatment outcome: a genome-wide classification study. Lancet
Oncol, 10: 125-34.

Buitenkamp TD, Pieters R, Gallimore NE, van der Veer A, Meijerink JP,
Beverloo HB, Zimmermann M, de Haas V, Richards SM, Vora AJ, Mitchell
CD, Russell LJ, Schwab C, Harrison CJ, Moorman AV, van den Heuvel-
Eibrink MM, den Boer ML,Zwaan CM. (2012) Outcome in children with
Down's syndrome and acute lymphoblastic leukemia: role of IKZF1 deletions
and CRLF2 aberrations. Leukemia, 26: 2204-11.

Roberts KG, Morin RD, Zhang J, Hirst M, Zhao Y, Su X, Chen SC, Payne-
Turner D, Churchman ML, Harvey RC, Chen X, Kasap C, Yan C, Becksfort J,
Finney RP, Teachey DT, Maude SL, Tse K, Moore R, Jones S, Mungall K,
Birol I, Edmonson MN, Hu Y, Buetow KE, Chen IM, Carroll WL, Wei L, Ma
J, Kleppe M, Levine RL, Garcia-Manero G, Larsen E, Shah NP, Devidas M,
Reaman G, Smith M, Paugh SW, Evans WE, Grupp SA, Jeha S, Pui CH,
Gerhard DS, Downing JR, Willman CL, Loh M, Hunger SP, Marra
MA,Mullighan CG. (2012) Genetic alterations activating kinase and cytokine
receptor signaling in high-risk acute lymphoblastic leukemia. Cancer Cell, 22:
153-66.

Raimondi SC, Pui CH, Head DR, Rivera GK,Behm FG. (1993)
Cytogenetically different leukemic clones at relapse of childhood acute
lymphoblastic leukemia. Blood, 82: 576-80.

129



120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

DOI:10.14753/SE.2014.1915

Mullighan CG, Phillips LA, Su X, MaJ, Miller CB, Shurtleff SA,Downing JR.
(2008) Genomic analysis of the clonal origins of relapsed acute lymphoblastic
leukemia. Science, 322: 1377-1380.

Yang JJ, Bhojwani D, Yang W, Cai X, Stocco G, Crews K, Wang J, Morrison
D, Devidas M, Hunger SP, Willman CL, Raetz EA, Pui CH, Evans WE, Relling
MV,Carroll WL. (2008) Genome-wide copy number profiling reveals
molecular evolution from diagnosis to relapse in childhood acute
lymphoblastic leukemia. Blood, 112: 4178-4183.

Kawamata N, Ogawa S, Seeger K, Kirschner-Schwabe R, Huynh T, Chen J,
Megrabian N, Harbott J, Zimmermann M, Henze G, Schrappe M, Bartram
CR,Koeffler PH. (2009) Molecular allelokaryotyping of relapsed pediatric
acute lymphoblastic leukemia. International Journal of Oncology, 34: 1603-
1612.

Hof J, Krentz S, van Schewick C, Korner G, Shalapour S, Rhein P, Karawajew
L, Ludwig WD, Seeger K, Henze G, von Stackelberg A, Hagemeier C, Eckert
C,Kirschner-Schwabe R. (2011) Mutations and deletions of the TP53 gene
predict nonresponse to treatment and poor outcome in first relapse of childhood
acute lymphoblastic leukemia. J Clin Oncol, 29: 3185-93.

Inthal A, Zeitlhofer P, Zeginigg M, Morak M, Grausenburger R, Fronkova E,
Fahrner B, Mann G, Haas OA,Panzer-Grumayer R. (2012) CREBBP HAT
domain mutations prevail in relapse cases of high hyperdiploid childhood acute
lymphoblastic leukemia. Leukemia, 26: 1797-803.

Tzoneva G, Perez-Garcia A, Carpenter Z, Khiabanian H, Tosello V, Allegretta
M, Paietta E, Racevskis J, Rowe JM, Tallman MS, Paganin M, Basso G, Hof
J, Kirschner-Schwabe R, Palomero T, Rabadan R,Ferrando A. (2013)
Activating mutations in the NT5C2 nucleotidase gene drive chemotherapy
resistance in relapsed ALL. Nat Med, 19: 368-71.

Meyer JA, Wang J, Hogan LE, Yang JJ, Dandekar S, Patel JP, Tang Z, Zumbo
P, Li S, Zavadil J, Levine RL, Cardozo T, Hunger SP, Raetz EA, Evans WE,
Morrison DJ, Mason CE,Carroll WL. (2013) Relapse-specific mutations in
NT5C2 in childhood acute lymphoblastic leukemia. Nat Genet, 45: 290-4.

130



127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

DOI:10.14753/SE.2014.1915

Pritchard-Jones K, Pieters R, Reaman GH, Hjorth L, Downie P, Calaminus G,
Naafs-Wilstra MC,Steliarova-Foucher E. (2013) Sustaining innovation and
improvement in the treatment of childhood cancer: lessons from high-income
countries. Lancet Oncol, 14: €95-e103.

Magrath 1, Steliarova-Foucher E, Epelman S, Ribeiro RC, Harif M, Li CK,
Kebudi R, Macfarlane SD,Howard SC. (2013) Paediatric cancer in low-income
and middle-income countries. Lancet Oncol, 14: e104-16.

Sullivan R, Kowalczyk JR, Agarwal B, Ladenstein R, Fitzgerald E, Barr R,
Steliarova-Foucher E, Magrath I, Howard SC, Kruger M, Valsecchi MG,
Biondi A, Grundy P, Smith MA, Adamson P, Vassal G,Pritchard-Jones K.
(2013) New policies to address the global burden of childhood cancers. Lancet
Oncol, 14: e125-35.

Vassal G, Zwaan CM, Ashley D, Le Deley MC, Hargrave D, Blanc P,Adamson
PC. (2013) New drugs for children and adolescents with cancer: the need for
novel development pathways. Lancet Oncol, 14: e117-24.

Davidsen ML, Dalhoff K,Schmiegelow K. (2008) Pharmacogenetics influence
treatment efficacy in childhood acute lymphoblastic leukemia. J Pediatr
Hematol Oncol, 30: 831-49.

Weinshilboum R. (2003) Inheritance and drug response. N Engl J Med, 348:
529-37.

de Jonge R, Hooijberg JH, van Zelst BD, Jansen G, van Zantwijk CH, Kaspers
GJL, Peters FGJ, Ravindranath Y, Pieters R,Lindemans J. (2005) Effect of
polymorphisms in folate-related genes on in vitro methotrexate sensitivity in
pediatric acute lymphoblastic leukemia. Blood, 106: 717-720.

Costea I, Moghrabi A, Laverdiere C, Graziani A,Krajinovic M. (2006) Folate
cycle gene variants and chemotherapy toxicity in pediatric patients with acute
lymphoblastic leukemia. Haematologica, 91: 1113-6.

Kishi S, Cheng C, French D, Pei D, Das S, Cook EH, Hijiya N, Rizzari C,
Rosner GL, Frudakis T, Pui CH, Evans WE,Relling MV. (2007) Ancestry and
pharmacogenetics of antileukemic drug toxicity. Blood, 109: 4151-7.

Rocha JC, Cheng C, Liu W, Kishi S, Das S, Cook EH, Sandlund JT, Rubnitz
J, Ribeiro R, Campana D, Pui CH, Evans WE,Relling MV. (2005)

131



137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

DOI:10.14753/SE.2014.1915

Pharmacogenetics of outcome in children with acute lymphoblastic leukemia.
Blood, 105: 4752-8.

Chen ZS, Lee K, Walther S, Raftogianis RB, Kuwano M, Zeng H,Kruh GD.
(2002) Analysis of methotrexate and folate transport by multidrug resistance
protein 4 (ABCC4): MRP4 is a component of the methotrexate efflux system.
Cancer Res, 62: 3144-50.

Zeng H, Chen ZS, Belinsky MG, Rea PA,Kruh GD. (2001) Transport of
methotrexate (MTX) and folates by multidrug resistance protein (MRP) 3 and
MRP1: effect of polyglutamylation on MTX transport. Cancer Res, 61: 7225-
32.

McGuire JJ, Hsieh P, Coward JK,Bertino JR. (1980) Enzymatic synthesis of
folylpolyglutamates. Characterization of the reaction and its products. J Biol
Chem, 255: 5776-88.

Whitehead VM, Rosenblatt DS, Vuchich MJ, Shuster JJ, Witte A,Beaulieu D.
(1990) Accumulation of methotrexate and methotrexate polyglutamates in
lymphoblasts at diagnosis of childhood acute lymphoblastic leukemia: a pilot
prognostic factor analysis. Blood, 76: 44-9.

Masson E, Relling MV, Synold TW, Liu Q, Schuetz JD, Sandlund JT, Pui
CH,Evans WE. (1996) Accumulation of methotrexate polyglutamates in
lymphoblasts is a determinant of antileukemic effects in vivo. A rationale for
high-dose methotrexate. J Clin Invest, 97: 73-80.

Kager L, Cheok M, Yang W, Zaza G, Cheng Q, Panetta JC, Pui CH, Downing
JR, Relling MV,Evans WE. (2005) Folate pathway gene expression differs in
subtypes of acute lymphoblastic leukemia and influences methotrexate
pharmacodynamics. J Clin Invest, 115: 110-7.

Sorich MJ, Pottier N, Pei D, Yang W, Kager L, Stocco G, Cheng C, Panetta
JC, Pui CH, Relling MV, Cheok MH,Evans WE. (2008) In vivo response to
methotrexate forecasts outcome of acute lymphoblastic leukemia and has a
distinct gene expression profile. PLoS Med, 5: e83.

Barredo JC, Synold TW, Laver J, Relling MV, Pui CH, Priest DG,Evans WE.
(1994) Differences in constitutive and post-methotrexate folylpolyglutamate

synthetase activity in B-lineage and T-lineage leukemia. Blood, 84: 564-9.

132



145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

DOI:10.14753/SE.2014.1915

Chabner BA, Allegra CJ, Curt GA, Clendeninn NJ, Baram J, Koizumi S, Drake
JCJolivet J. (1985) Polyglutamation of methotrexate. Is methotrexate a
prodrug? J Clin Invest, 76: 907-12.

Cheng Q, Wu B, Kager L, Panetta JC, Zheng J, Pui CH, Relling MV,Evans
WE. (2004) A substrate specific functional polymorphism of human gamma-
glutamyl hydrolase alters catalytic activity and methotrexate polyglutamate
accumulation in acute lymphoblastic leukaemia cells. Pharmacogenetics, 14:
557-67.

Mishra PJ, Humeniuk R, Longo-Sorbello GS, Banerjee D,Bertino JR. (2007)
A miR-24 microRNA binding-site polymorphism in dihydrofolate reductase
gene leads to methotrexate resistance. Proc Natl Acad Sci U S A, 104: 13513-
8.

Dulucq S, St-Onge G, Gagné V, Ansari M, Sinnett D, Labuda D, Moghrabi
A Krajinovic M. (2008) DNA variants in the dihydrofolate reductase gene and
outcome in childhood ALL. Blood, 111: 3692-3700.

Stanulla M,Schrappe M. (2009) Treatment of childhood acute lymphoblastic
leukemia. Semin Hematol, 46: 52-63.

Cheok MH, Pottier N, Kager L,Evans WE. (2009) Pharmacogenetics in acute
lymphoblastic leukemia. Seminars in Hematology, 46: 39-51.

Relling MV, Hancock ML, Boyett JM, Pui CH,Evans WE. (1999) Prognostic
importance of 6-mercaptopurine dose intensity in acute lymphoblastic
leukemia. Blood, 93: 2817-23.

Relling MV, Gardner EE, Sandborn WJ, Schmiegelow K, Pui CH, Yee SW,
Stein CM, Carrillo M, Evans WE,Klein TE. (2011) Clinical Pharmacogenetics
Implementation Consortium guidelines for thiopurine methyltransferase
genotype and thiopurine dosing. Clin Pharmacol Ther, 89: 387-91.
Schmiegelow K, Forestier E, Kristinsson J, Soderhéll S, Vettenranta K,
Weinshilboum R,Wesenberg F. (2009) Thiopurine methyltransferase activity
is related to the risk of relapse of childhood acute lymphoblastic leukemia:
Results from the NOPHO ALL-92 study. Leukemia, 23: 557-564.

Wojnowski L, Kulle B, Schirmer M, Schluter G, Schmidt A, Rosenberger A,
Vonhof S, Bickeboller H, Toliat MR, Suk EK, Tzvetkov M, Kruger A, Seifert

133



155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

DOI:10.14753/SE.2014.1915

S, Kloess M, Hahn H, Loeffler M, Nurnberg P, Pfreundschuh M, Trumper L,
Brockmoller J,Hasenfuss G. (2005) NAD(P)H oxidase and multidrug
resistance protein genetic polymorphisms are associated with doxorubicin-
induced cardiotoxicity. Circulation, 112: 3754-62.

Visscher H, Ross CJ, Rassekh SR, Barhdadi A, Dube MP, Al-Saloos H, Sandor
GS, Caron HN, van Dalen EC, Kremer LC, van der Pal HJ, Brown AM, Rogers
PC, Phillips MS, Rieder MJ, Carleton BC,Hayden MR. (2012)
Pharmacogenomic prediction of anthracycline-induced cardiotoxicity in
children. J Clin Oncol, 30: 1422-8.

Bernt KM, Zhu N, Sinha AU, Vempati S, Faber J, Krivtsov AV, Feng Z, Punt
N, Daigle A, Bullinger L, Pollock RM, Richon VM, Kung AL,Armstrong SA.
(2011) MLL-rearranged leukemia is dependent on aberrant H3K79
methylation by DOT1L. Cancer Cell, 20: 66-78.

Stumpel DJ, Schneider P, van Roon EH, Boer JM, de Lorenzo P, Valsecchi
MG, de Menezes RX, Pieters R,Stam RW. (2009) Specific promoter
methylation identifies different subgroups of MLL-rearranged infant acute
lymphoblastic leukemia, influences clinical outcome, and provides therapeutic
options. Blood, 114: 5490-8.

Hoelzer D. (2011) Novel antibody-based therapies for acute lymphoblastic
leukemia. Hematology Am Soc Hematol Educ Program, 2011: 243-9.
Millinghoffer A, Hullam G,Antal P. (2005) Statisztikai adat- és szovegelemzés
Bayes-halokkal: a  valdsziniiségektol a  fliggetlenségi és  oksagi
viszonyokig Hiradastechnika, LX: 40-49.

Lautner-Csorba O, Gezsi A, Semsei A, Antal P, Edelyi D, Schermann G,
Kutszegi N, Csordas K, Hegyi M, Kovacs G, Falus A,Szalai C. (2012)
Candidate gene association study in pediatric acute lymphoblastic leukemia
evaluated by Bayesian network based Bayesian multilevel analysis of
relevance. BMC Medical Genomics, 5: 42. do0i:10.1186/1755-8794-5-42.
Ungvari [, Hulldm G, Antal P, Kiszel P, Gézsi A, Hadadi E, Virdg V, Hajos G,
Millinghoffer A, Nagy A,et a. (2012) Evaluation of a partial genome screening
of two asthma susceptibility regions using Bayesian network based Bayesian

134



162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

DOI:10.14753/SE.2014.1915

multilevel  analysis of relevance. PLoS ONE, 7: e33573.
doi:10.1371/journal.pone.0033573.

Antal P, Millinghoffer A, Hullam G, Szalai C,Falus A. (2008) A Bayesian view
of challenges in feature selection: feature aggregation, multiple targets,
redundancy and interaction, In JMLR Workshop and Conference
Proceedings: New challenges for feature selection in data mining and
knowledge discovery. 2008: 74-89.

Antal P, Millinghoffer A, Hullam G, Hajés G, Szalai C,Falus A. A
bioinformatic platform for a Bayesian, multiphased, multilevel analysis in
Immunogenomics, in Bioinformatics for Immunomics, Immunomics reviews.
Springer-Verlag, New York, 2010: 157-185.

Hullam G,Antal P. (2012) Estimation of effect size posterior using model
averaging over Bayesian network structures and parameters. In Proceedings of
the Sixth European Workshop on Probabilistic Graphical Models. 2012: 147-
154,

Hullam G, Antal P, Szalai C,Falus A. (2010) Evaluation of a Bayesian model-
based approach in GA studies. Journal of Machine Learning in Systems
Biology, Workshop and Conference Proceedings, 8: 30-43.

Antal P, Hullam G, Gezsi A Millinghoffer A. (2006) Learning complex
bayesian network features for classification. Proceeding of third European
Workshop on Probabilistic Graphical Models: 9-16.

Lautner-Csorba O, Gezsi A, Erdelyi DJ, Hullam G, Antal P, Semsei AF,
Kutszegi N, Kovacs G, Falus A,Szalai C. (2013) Roles of genetic
polymorphisms in the folate pathway in childhood acute lymphoblastic
leukemia evaluated by bayesian relevance and effect size analysis. PL0oS One,
8: €69843.

Cooper GF,Herskovits E. (1992) A Bayesian method for the induction of
probabilistic networks from data. Mach. Learn., 9: 309-347.

Altekar G, Dwarkadas S, Huelsenbeck JP,Ronquist F. (2004) Parallel
Metropolis coupled Markov chain Monte Carlo for Bayesian phylogenetic
inference. Bioinformatics, 20: 407-415.

135



170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

DOI:10.14753/SE.2014.1915

Gelman A, Carlin JB, Stern HS, Rubin DB,Dunson DB. Bayesian Data
Analysis. Chapman & Hall, London, 1995.

Gamerman D. Markov Chain Monte Carlo. Chapman and Hall, London, 1997.
Reich D, Cargil IM, Bolk S, Ireland J, Sabeti P, Richter D, Lavery T,
Kouyoumjian R, Farhadian S, Ward R,Lander E. (2001) Linkage
disequilibrium in the human genome. Nature, 411: 199-204.

Benjamini Y,Hochberg Y. (1995) Controlling the false discovery rate: a
practical and powerful approach to multiple testing. Journal of the Royal
Statistical Society. Series B (Methodological), 57: 289-300.

Storey JD. (2002) A direct approach to false discovery rates. Journal of the
Royal Statistical Society: Series B (Statistical Methodology), 64: 479-498.
Purcell S, Cherny SS,Sham PC. (2003) Genetic Power Calculator: design of
linkage and association genetic mapping studies of complex traits.
Bioinformatics, 19: 149-150.

Franca R, Rebora P, Basso G, Biondi A, Cazzaniga G, Crovella S, Decorti G,
Fagioli F, Giarin E, Locatelli F, Poggi V, Valsecchi MG,Rabusin M. (2012)
Glutathione S-transferase homozygous deletions and relapse in childhood
acute lymphoblastic leukemia: a novel study design in a large Italian AIEOP
cohort. Pharmacogenomics, 13: 1905-16.

Sobti RC, Al-Badran Al, Sharma S, Sharma SK, Krishan A,Mohan H. (2005)
Genetic polymorphisms of CYP2D6, GSTML1, and GSTT1 genes and bladder
cancer risk in North India. Cancer Genet Cytogenet, 156: 68-73.

He Y, Hoskins JM,McLeod HL. (2011) Copy number variants in
pharmacogenetic genes. Trends Mol Med, 17: 244-51.

Dunna NR, Vure S, Sailaja K, Surekha D, Raghunadharao D, Rajappa
S,Vishnupriya S. (2013) Deletion of GSTM1 and T1 genes as a risk factor for
development of acute leukemia. Asian Pac J Cancer Prev, 14: 2221-4.

Okkels H, Sigsgaard T, Wolf H,Autrup H. (1996) Glutathione S-transferase
mu as a risk factor in bladder tumours. Pharmacogenetics, 6: 251-6.

Hayes JD, Flanagan JU,Jowsey IR. (2005) Glutathione transferases. Annu Rev
Pharmacol Toxicol, 45: 51-88.

136



182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

DOI:10.14753/SE.2014.1915

Seidegard J, Vorachek WR, Pero RW,Pearson WR. (1988) Hereditary
differences in the expression of the human glutathione transferase active on
trans-stilbene oxide are due to a gene deletion. Proc Natl Acad Sci U S A, 85:
7293-7.

Pemble S, Schroeder KR, Spencer SR, Meyer DJ, Hallier E, Bolt HM, Ketterer
B,Taylor JB. (1994) Human glutathione S-transferase theta (GSTT1): cDNA
cloning and the characterization of a genetic polymorphism. Biochem J, 300:
271-276.

Garte S, Gaspari L, Alexandrie AK, Ambrosone C, Autrup H, Autrup JL,
Baranova H, Bathum L, Benhamou S, Boffetta P, Bouchardy C, Breskvar K,
Brockmoller J, Cascorbi I, Clapper ML, Coutelle C, Daly A, DelllOmo M,
Dolzan V, Dresler CM, Fryer A, Haugen A, Hein DW, Hildesheim A,
Hirvonen A, Hsieh LL, Ingelman-Sundberg M, Kalina I, Kang D, Kihara M,
Kiyohara C, Kremers P, Lazarus P, Le Marchand L, Lechner MC, van Lieshout
EM, London S, Manni JJ, Maugard CM, Morita S, Nazar-Stewart V, Noda K,
Oda Y, Parl FF, Pastorelli R, Persson I, Peters WH, Rannug A, Rebbeck T,
Risch A, Roelandt L, Romkes M, Ryberg D, Salagovic J, Schoket B, Seidegard
J, Shields PG, Sim E, Sinnet D, Strange RC, Stucker I, Sugimura H, To-
Figueras J, Vineis P, Yu MC,Taioli E. (2001) Metabolic gene polymorphism
frequencies in control populations. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev, 10:
1239-48.

Piacentini S, Polimanti R, Porreca F, Martinez-Labarga C, De Stefano
GF,Fuciarelli M. (2011) GSTT1 and GSTM1 gene polymorphisms in
European and African populations. Mol Biol Rep, 38: 1225-30.
Economopoulos KP,Sergentanis TN. (2010) GSTM1, GSTT1, GSTP1,
GSTA1 and colorectal cancer risk: a comprehensive meta-analysis. Eur J
Cancer, 46: 1617-31.

Das P, Shaik AP,Bammidi VK. (2009) Meta-analysis study of glutathione-S-
transferases (GSTML1, GSTP1, and GSTT1) gene polymorphisms and risk of
acute myeloid leukemia. Leuk Lymphoma, 50: 1345-51.

Bell DA, Taylor JA, Paulson DF, Robertson CN, Mohler JL,Lucier GW.

(1993) Genetic risk and carcinogen exposure: a common inherited defect of the

137



189.

190.

191.

192.

193.

194.

195.

196.

197.

DOI:10.14753/SE.2014.1915

carcinogen-metabolism gene glutathione S-transferase M1 (GSTM1) that
increases susceptibility to bladder cancer. J Natl Cancer Inst, 85: 1159-64.
Ambrosone CB, Freudenheim JL, Graham S, Marshall JR, Vena JE, Brasure
JR, Laughlin R, Nemoto T, Michalek AM, Harrington A.et al. (1995)
Cytochrome P4501A1 and glutathione S-transferase (M1) genetic
polymorphisms and postmenopausal breast cancer risk. Cancer Res, 55: 3483-
5.

Kelsey KT, Hankinson SE, Colditz GA, Springer K, Garcia-Closas M,
Spiegelman D, Manson JE, Garland M, Stampfer MJ, Willett WC, Speizer
FE,Hunter DJ. (1997) Glutathione S-transferase class mu deletion
polymorphism and breast cancer: results from prevalent versus incident cases.
Cancer Epidemiol Biomarkers Prev, 6: 511-5.

Brockmoller J, Cascorbi I, Kerb R,Roots I. (1996) Combined analysis of
inherited polymorphisms in arylamine N-acetyltransferase 2, glutathione S-
transferases M1 and T1, microsomal epoxide hydrolase, and cytochrome P450
enzymes as modulators of bladder cancer risk. Cancer Res, 56: 3915-25.
Brockmoller J, Kerb R, Drakoulis N, Staffeldt B,Roots I. (1994) Glutathione
S-transferase M1 and its variants A and B as host factors of bladder cancer
susceptibility: a case-control study. Cancer Res, 54: 4103-11.

Anwar WA, Abdel-Rahman SZ, El-Zein RA, Mostafa HM,Au WW. (1996)
Genetic polymorphism of GSTM1, CYP2E1 and CYP2D6 in Egyptian bladder
cancer patients. Carcinogenesis, 17: 1923-9.

Voso MT, D'Alo F, Putzulu R, Mele L, Scardocci A, Chiusolo P, Latagliata R,
Lo-Coco F, Rutella S, Pagano L, Hohaus S,Leone G. (2002) Negative
prognostic value of glutathione S-transferase (GSTM1 and GSTT1) deletions
in adult acute myeloid leukemia. Blood, 100: 2703-7.

Murphy PM. (2001) Chemokines and the molecular basis of cancer metastasis.
N Engl J Med, 345: 833-5.

Balkwill F,Mantovani A. (2001) Inflammation and cancer: back to Virchow?
Lancet, 357: 539-45.

Homey B, Muller AZlotnik A. (2002) Chemokines: agents for the

immunotherapy of cancer? Nat Rev Immunol, 2: 175-84.

138



198.

199.

200.

201.

202.

203.

204.

205.

DOI:10.14753/SE.2014.1915

Mashino K, Sadanaga N, Yamaguchi H, Tanaka F, Ohta M, Shibuta K, Inoue
H,Mori M. (2002) Expression of chemokine receptor CCR7 is associated with
lymph node metastasis of gastric carcinoma. Cancer Res, 62: 2937-41.

Muller A, Homey B, Soto H, Ge N, Catron D, Buchanan ME, McClanahan T,
Murphy E, Yuan W, Wagner SN, Barrera JL, Mohar A, Verastegui E,Zlotnik
A. (2001) Involvement of chemokine receptors in breast cancer metastasis.
Nature, 410: 50-6.

Taichman RS, Cooper C, Keller ET, Pienta KJ, Taichman NS,McCauley LK.
(2002) Use of the stromal cell-derived factor-1/CXCR4 pathway in prostate
cancer metastasis to bone. Cancer Res, 62: 1832-7.

Manes S, Mira E, Colomer R, Montero S, Real LM, Gomez-Mouton C,
Jimenez-Baranda S, Garzon A, Lacalle RA, Harshman K, Ruiz A,Martinez
AC. (2003) CCRS expression influences the progression of human breast
cancer in a p53-dependent manner. J Exp Med, 198: 1381-9.

Samson M, Libert F, Doranz BJ, Rucker J, Liesnard C, Farber CM, Saragosti
S, Lapoumeroulie C, Cognaux J, Forceille C, Muyldermans G, Verhofstede C,
Burtonboy G, Georges M, Imai T, Rana S, Yi Y, Smyth RJ, Collman RG,
Doms RW, Vassart G,Parmentier M. (1996) Resistance to HIV-1 infection in
caucasian individuals bearing mutant alleles of the CCR-5 chemokine receptor
gene. Nature, 382: 722-5.

Karaali ZE, Sozen S, Yurdum M, Cacina C, Toptas B, Gok O,Agachan B.
(2010) Effect of genetic variants of chemokine receptors on the development
of myocardial infarction in Turkish population. Mol Biol Rep, 37: 3615-9.
Kucukgergin C, Isman FK, Dasdemir S, Cakmakoglu B, Sanli O, Gokkusu
C,Seckin S. (2012) The role of chemokine and chemokine receptor gene
variants on the susceptibility and clinicopathological characteristics of bladder
cancer. Gene, 511: 7-11.

Glass WG, McDermott DH, Lim JK, Lekhong S, Yu SF, Frank WA, Pape J,
Cheshier RC,Murphy PM. (2006) CCRS5 deficiency increases risk of
symptomatic West Nile virus infection. J Exp Med, 203: 35-40.

139



206.

207.

208.

209.

210.

211.

212.

213.

214.

DOI:10.14753/SE.2014.1915

Srivastava A, Pandey SN, Choudhuri G,Mittal B. (2008) CCR5 Delta32
polymorphism: associated with gallbladder cancer susceptibility. Scand J
Immunol, 67: 516-22.

Bracci PM, Skibola CF, Conde L, Halperin E, Lightfoot T, Smith A, Paynter
RA, Skibola DR, Agana L, Roman E, Kane E,Wiencke JK. (2010) Chemokine
polymorphisms and lymphoma: a pooled analysis. Leuk Lymphoma, 51: 497-
506.

Healy J, Richer C, Bourgey M, Kritikou EA,Sinnett D. (2010) Replication
analysis confirms the association of ARID5B with childhood B-cell acute
lymphoblastic leukemia. Haematologica, 95: 1608-11.

Lahoud MH, Ristevski S, Venter DJ, Jermiin LS, Bertoncello I, Zavarsek S,
Hasthorpe S, Drago J, de Kretser D, Hertzog PJ,Kola I. (2001) Gene targeting
of Desrt, a novel ARID class DNA-binding protein, causes growth retardation
and abnormal development of reproductive organs. Genome Res, 11: 1327-34.
Han S, Lee KM, Park SK, Lee JE, Ahn HS, Shin HY, Kang HJ, Koo HH, Seo
JJ, Choi JE, Ahn YO,Kang D. (2010) Genome-wide association study of
childhood acute lymphoblastic leukemia in Korea. Leuk Res, 34: 1271-4.
Molnar A, Wu P, Largespada DA, Vortkamp A, Scherer S, Copeland NG,
Jenkins NA, Bruns G,Georgopoulos K. (1996) The lkaros gene encodes a
family of lymphocyte-restricted zinc finger DNA binding proteins, highly
conserved in human and mouse. J Immunol, 156: 585-92.

Otero DC, Poli V, David M,Rickert RC. (2006) Cutting edge: inherent and
acquired resistance to radiation-induced apoptosis in B cells: a pivotal role for
STATS3. J Immunol, 177: 6593-7.

Haga S, Terui K, Zhang HQ, Enosawa S, Ogawa W, Inoue H, Okuyama T,
Takeda K, Akira S, Ogino T, Irani K,Ozaki M. (2003) Stat3 protects against
Fas-induced liver injury by redox-dependent and -independent mechanisms. J
Clin Invest, 112: 989-98.

Grandis JR, Drenning SD, Zeng Q, Watkins SC, Melhem MF, Endo S, Johnson
DE, Huang L, He Y,Kim JD. (2000) Constitutive activation of Stat3 signaling
abrogates apoptosis in squamous cell carcinogenesis in vivo. Proc Natl Acad
Sci U S A, 97: 4227-32.

140



215.

216.

217.

218.

219.

220.

221.

222.

223.

DOI:10.14753/SE.2014.1915

Uckun FM, Qazi S, MaH, Tuel-Ahlgren L,Ozer Z. (2010) STAT3 is a substrate
of SYK tyrosine kinase in B-lineage leukemia/lymphoma cells exposed to
oxidative stress. Proc Natl Acad Sci U S A, 107: 2902-7.

Butterbach K, Beckmann L, de Sanjose S, Benavente Y, Becker N, Foretova
L, Maynadie M, Cocco P, Staines A, Boffetta P, Brennan P,Nieters A. (2011)
Association of JAK-STAT pathway related genes with lymphoma risk: results
of a European case-control study (EpiLymph). Br J Haematol, 153: 318-33.
Ito N, Eto M, Nakamura E, Takahashi A, Tsukamoto T, Toma H, Nakazawa
H, Hirao Y, Uemura H, Kagawa S, Kanayama H, Nose Y, Kinukawa N,
Nakamura T, Jinnai N, Seki T, Takamatsu M, Masui Y, Naito S,0gawa O.
(2007) STAT3 polymorphism predicts interferon-alfa response in patients with
metastatic renal cell carcinoma. J Clin Oncol, 25: 2785-91.

Winger JA, Hantschel O, Superti-Furga G,Kuriyan J. (2009) The structure of
the leukemia drug imatinib bound to human quinone reductase 2 (NQO?2).
BMC Struct Biol, 9: 7.

Prasad RB, Hosking FJ, Vijayakrishnan J, Papaemmanuil E, Koehler R,
Greaves M, Sheridan E, Gast A, Kinsey SE, Lightfoot T, Roman E, Taylor M,
Pritchard-Jones K, Stanulla M, Schrappe M, Bartram CR, Houlston RS, Kumar
R,Hemminki K. (2010) Verification of the susceptibility loci on 7p12.2,
10g21.2, and 14q11.2 in precursor B-cell acute lymphoblastic leukemia of
childhood. Blood, 115: 1765-7.

GuF, MaY, Zhang Z, Zhao J, Kobayashi H, Zhang L,Fu L. (2010) Expression
of Stat3 and Notchl is associated with cisplatin resistance in head and neck
squamous cell carcinoma. Oncol Rep, 23: 671-6.

Kamakura S, Oishi K, Yoshimatsu T, Nakafuku M, Masuyama N,Gotoh Y.
(2004) Hes binding to STAT3 mediates crosstalk between Notch and JAK-
STAT signalling. Nat Cell Biol, 6: 547-54.

Chen J, Jette C, Kanki JP, Aster JC, Look AT,Griffin JD. (2007) NOTCH1-
induced T-cell leukemia in transgenic zebrafish. Leukemia, 21: 462-71.
Shane B. (1989) Folylpolyglutamate synthesis and role in the regulation of
one-carbon metabolism. Vitam Horm, 45: 263-335.

141



224.

225.

226.

227.

228.

229.

230.

231.

232.

DOI:10.14753/SE.2014.1915

Assaraf Y. (2007) Molecular basis of antifolate resistance. Cancer and
Metastasis Reviews, 26: 153-181.

Carroll N, Pangilinan F, Molloy A, Troendle J, Mills J, Kirke P, Brody L, Scott
J,Parle-McDermott A. (2009) Analysis of the MTHFD1 promoter and risk of
neural tube defects. Human Genetics, 125: 247-256.

Han D, Shen C, Meng X, Bai J, Chen F, Yu Y, Jin Y,Fu S. (2012) Methionine
synthase reductase A66G polymorphism contributes to tumor susceptibility:
evidence from 35 case—control studies. Molecular Biology Reports, 39: 805-
816.

Yang L, Liu L, Wang J, Qiu L, Mi Y, Ma X,Xiao Z. (2011) Polymorphisms in
folate-related genes: impact on risk of adult acute lymphoblastic leukemia
rather than pediatric in Han Chinese. Leukemia & Lymphoma, 52: 1770-1776.
Chan JY-S, Ugrasena DG, Lum DW-K, Lu Y,Yeoh AE-J. (2011) Xenobiotic
and folate pathway gene polymorphisms and risk of childhood acute
lymphoblastic leukaemia in Javanese children. Hematological Oncology, 29:
116-123.

Olteanu H, Munson T,Banerjee R. (2002) Differences in the Efficiency of
Reductive Activation of Methionine Synthase and Exogenous Electron
Acceptors between the Common Polymorphic Variants of Human Methionine
Synthase Reductaset. Biochemistry, 41: 13378-13385.

Gaughan DJ, Kluijtmans LAJ, Barbaux S, McMaster D, Young IS, Yarnell
JWG, Evans A Whitehead AS. (2001) The methionine synthase reductase
(MTRR) A66G polymorphism is a novel genetic determinant of plasma
homocysteine concentrations. Atherosclerosis, 157: 451-456.

Geisel J, Zimbelmann I, Schorr H, Knapp J, Bodis M, Hubner U,Herrmann W.
(2001) Genetic  defects as important factors for  moderate
hyperhomocysteinemia. Clin Chem Lab Med, 39: 698-704.

O'Leary VB, Parle-McDermott A, Molloy AM, Kirke PN, Johnson Z, Conley
M, Scott JM,Mills JL. (2002) MTRR and MTHFR polymorphism: Link to
Down syndrome? American Journal of Medical Genetics, 107: 151-155.

142



233.

234.

235.

236.

237.

238.

239.

240.

DOI:10.14753/SE.2014.1915

Shaw G, Lu W, Zhu H, Yang W, Briggs F, Carmichael S, Barcellos L, Lammer
E,Finnell R. (2009) 118 SNPs of folate-related genes and risks of spina bifida
and conotruncal heart defects. BMC Medical Genetics, 10: 49.

Lightfoot TJ, Johnston WT, Painter D, Simpson J, Roman E, Skibola CF,
Smith MT, Allan JM,Taylor GM. (2010) Genetic variation in the folate
metabolic pathway and risk of childhood leukemia. Blood, 115: 3923-3929.
Pereira TV, Rudnicki M, Pereira AC, Pombo-De-Oliveira MS,Franco RF.
(2006) 5,10-Methylenetetrahydrofolate reductase polymorphisms and acute
lymphoblastic leukemia risk: A meta-analysis. Cancer Epidemiology
Biomarkers and Prevention, 15: 1956-1963.

Wiemels JL, Smith RN, Taylor GM, Eden OB, Alexander FE, Greaves
MF,United  Kingdom  Childhood  Cancer  Study I (2001)
Methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) polymorphisms and risk of
molecularly defined subtypes of childhood acute leukemia. Proceedings of the
National Academy of Sciences, 98: 4004-4009.

de Deus DMV, de Lima ELS, Seabra Silva RM, Leite EP,Cartaxo Muniz MT.
(2012) Influence of Methylenetetrahydrofolate Reductase C677T, A1298C,
and G80A Polymorphisms on the Survival of Pediatric Patients with Acute
Lymphoblastic Leukemia. Leukemia Research and Treatment, 2012: 6.
Semsei AF, Erdelyi DJ, Ungvari I, Kamory E, Csokay B, Andrikovics H,
Tordai A, Csagoly E, Falus A, Kovacs GT,Szalai C. (2008) Association of
some rare haplotypes and genotype combinations in the MDR1 gene with
childhood acute lymphoblastic leukaemia. Leukemia Research, 32: 1214-1220.
Ongaro A, De Mattei M, Della Porta MG, Rigolin G, Ambrosio C, Di
Raimondo F, Pellati A, Masieri FF, Caruso A, Catozzi L,Gemmati D. (2009)
Gene polymorphisms in folate metabolizing enzymes in adult acute
lymphoblastic leukemia: effects on methotrexate-related toxicity and survival.
Haematologica, 94: 1391-1398.

Erdélyi DJ, Kamory E, Csokay B, Andrikovics H, Tordai A, Kiss C, Filni-
Semsei A, Janszky I, Zalka A, Fekete G, Falus A, Kovacs GT,Szalai C. (2008)
Synergistic interaction of ABCB1 and ABCG2 polymorphisms predicts the

143



241.

242.

243.

244,

245.

246.

247.

248.

DOI:10.14753/SE.2014.1915

prevalence of toxic encephalopathy during anticancer chemotherapy.
Pharmacogenomics Journal, 8: 321-327.

Sherborne AL, Hemminki K, Kumar R, Bartram CR, Stanulla M, Schrappe M,
Petridou E, Semsei AF, Szalai C, Sinnett D, Krajinovic M, Healy J, Lanciotti
M, Dufour C, Indaco S, EI-Ghouroury EA, Sawangpanich R, Hongeng S,
Pakakasama S, Gonzalez-Neira A, Ugarte EL, Leal VP, Espinoza JP, Kamel
AM, Ebid GT, Radwan ER, Yalin S, Yalin E, Berkoz M, Simpson J, Roman
E, Lightfoot T, Hosking FJ, Vijayakrishnan J, Greaves M,Houlston RS. (2011)
Rationale for an international consortium to study inherited genetic
susceptibility to childhood acute lymphoblastic leukemia. Haematologica, 96:
1049-54.

Zhang G, Candelaria P, Mikeld JM, Khoo S-K, Hayden MC, von Hertzen L,
Laatikainen T, Vartiainen E, Goldblatt J, Haahtela T,LeSouéf NP. (2011)
Disparity of innate immunity—related gene effects on asthma and allergy on
Karelia. Pediatric Allergy and Immunology, 22: 621-630.

Semsei AF, Antal P,Szalai C. (2010) Strengths and weaknesses of gene
association studies in childhood acute lymphoblastic leukemia. Leukemia
Research, 34: 269-271.

Bakos E,Homolya L. (2007) Portrait of multifaceted transporter, the multidrug
resistance-associated protein 1 (MRP1/ABCC1). Pflugers Arch, 453: 621-41.
Borst P, Evers R, Kool M,Wijnholds J. (2000) A family of drug transporters:
the multidrug resistance-associated proteins. J Natl Cancer Inst, 92: 1295-302.
Andreadis C, Gimotty PA, Wahl P, Hammond R, Houldsworth J, Schuster
SJ,Rebbeck TR. (2007) Members of the glutathione and ABC-transporter
families are associated with clinical outcome in patients with diffuse large B-
cell lymphoma. Blood, 109: 3409-16.

Kruh GD,Belinsky MG. (2003) The MRP family of drug efflux pumps.
Oncogene, 22: 7537-52.

Wojtacki J, Lewicka-Nowak E,Lesniewski-Kmak K. (2000) Anthracycline-
induced cardiotoxicity: clinical course, risk factors, pathogenesis, detection
and prevention--review of the literature. Med Sci Monit, 6: 411-20.

144



249.

250.

DOI:10.14753/SE.2014.1915

Wang H, Jin G, Liu G, Qian J, Jin L, Wei Q, Shen H, Huang W,Lu D. (2009)
Genetic susceptibility of lung cancer associated with common variants in the
3" untranslated regions of the adenosine triphosphate-binding cassette B1
(ABCB1) and ABCCL1 candidate transporter genes for carcinogen export.
Cancer, 115: 595-607.

Birney E, Stamatoyannopoulos JA, Dutta A, Guigo R, Gingeras TR, Margulies
EH, Weng Z, Snyder M, Dermitzakis ET, Thurman RE, Kuehn MS, Taylor
CM, Neph S, Koch CM, Asthana S, Malhotra A, Adzhubei I, Greenbaum JA,
Andrews RM, Flicek P, Boyle PJ, Cao H, Carter NP, Clelland GK, Davis S,
Day N, Dhami P, Dillon SC, Dorschner MO, Fiegler H, Giresi PG, Goldy J,
Hawrylycz M, Haydock A, Humbert R, James KD, Johnson BE, Johnson EM,
Frum TT, Rosenzweig ER, Karnani N, Lee K, Lefebvre GC, Navas PA, Neri
F, Parker SC, Sabo PJ, Sandstrom R, Shafer A, Vetrie D, Weaver M, Wilcox
S, Yu M, Collins FS, Dekker J, Lieb JD, Tullius TD, Crawford GE, Sunyaev
S, Noble WS, Dunham I, Denoeud F, Reymond A, Kapranov P, Rozowsky J,
Zheng D, Castelo R, Frankish A, Harrow J, Ghosh S, Sandelin A, Hofacker IL,
Baertsch R, Keefe D, Dike S, Cheng J, Hirsch HA, Sekinger EA, Lagarde J,
Abril JF, Shahab A, Flamm C, Fried C, Hackermuller J, Hertel J, Lindemeyer
M, Missal K, Tanzer A, Washietl S, Korbel J, Emanuelsson O, Pedersen JS,
Holroyd N, Taylor R, Swarbreck D, Matthews N, Dickson MC, Thomas DJ,
Weirauch MT, Gilbert J, Drenkow J, Bell I, Zhao X, Srinivasan KG, Sung WK,
Ooi HS, Chiu KP, Foissac S, Alioto T, Brent M, Pachter L, Tress ML, Valencia
A, Choo SW, Choo CY, Ucla C, Manzano C, Wyss C, Cheung E, Clark TG,
Brown JB, Ganesh M, Patel S, Tammana H, Chrast J, Henrichsen CN, Kai C,
Kawai J, Nagalakshmi U, Wu J, Lian Z, Lian J, Newburger P, Zhang X, Bickel
P, Mattick JS, Carninci P, Hayashizaki Y, Weissman S, Hubbard T, Myers RM,
Rogers J, Stadler PF, Lowe TM, Wei CL, Ruan Y, Struhl K, Gerstein M,
Antonarakis SE, Fu Y, Green ED, Karaoz U, Siepel A, Taylor J, Liefer LA,
Wetterstrand KA, Good PJ, Feingold EA, Guyer MS, Cooper GM, Asimenos
G, Dewey CN, Hou M, Nikolaev S, Montoya-Burgos JI, Loytynoja A, Whelan
S, Pardi F, Massingham T, Huang H, Zhang NR, Holmes I, Mullikin JC, Ureta-
Vidal A, Paten B, Seringhaus M, Church D, Rosenbloom K, Kent WJ, Stone

145



251.

252.

253.

DOI:10.14753/SE.2014.1915

EA, Batzoglou S, Goldman N, Hardison RC, Haussler D, Miller W, Sidow A,
Trinklein ND, Zhang ZD, Barrera L, Stuart R, King DC, Ameur A, Enroth S,
Bieda MC, Kim J, Bhinge AA, Jiang N, Liu J, Yao F, Vega VB, Lee CW, Ng
P, Yang A, Moqtaderi Z, Zhu Z, Xu X, Squazzo S, Oberley MJ, Inman D,
Singer MA, Richmond TA, Munn KJ, Rada-lglesias A, Wallerman O,
Komorowski J, Fowler JC, Couttet P, Bruce AW, Dovey OM, Ellis PD,
Langford CF, Nix DA, Euskirchen G, Hartman S, Urban AE, Kraus P, Van
Calcar S, Heintzman N, Kim TH, Wang K, Qu C, Hon G, Luna R, Glass CK,
Rosenfeld MG, Aldred SF, Cooper SJ, Halees A, Lin JM, Shulha HP, Xu M,
Haidar JN, Yu Y, lyer VR, Green RD, Wadelius C, Farnham PJ, Ren B, Harte
RA, Hinrichs AS, Trumbower H, Clawson H, Hillman-Jackson J, Zweig AS,
Smith K, Thakkapallayil A, Barber G, Kuhn RM, Karolchik D, Armengol L,
Bird CP, de Bakker PI, Kern AD, Lopez-Bigas N, Martin JD, Stranger BE,
Woodroffe A, Davydov E, Dimas A, Eyras E, Hallgrimsdottir IB, Huppert J,
Zody MC, Abecasis GR, Estivill X, Bouffard GG, Guan X, Hansen NF, Idol
JR, Maduro VV, Maskeri B, McDowell JC, Park M, Thomas PJ, Young AC,
Blakesley RW, Muzny DM, Sodergren E, Wheeler DA, Worley KC, Jiang H,
Weinstock GM, Gibbs RA, Graves T, Fulton R, Mardis ER, Wilson RK, Clamp
M, Cuff J, Gnerre S, Jaffe DB, Chang JL, Lindblad-Toh K, Lander ES,
Koriabine M, Nefedov M, Osoegawa K, Yoshinaga Y, Zhu B,de Jong PJ.
(2007) ldentification and analysis of functional elements in 1% of the human
genome by the ENCODE pilot project. Nature, 447: 799-816.

Common Terminology Criteria for Adverse Events v3.0 C. (2006)
http://ctep.info.nih.gov/protocolDevelopment/electronic_applications/docs/ct
caev3.pdf.

Kremer LC, van der Pal HJ, Offringa M, van Dalen EC,Voute PA. (2002)
Frequency and risk factors of subclinical cardiotoxicity after anthracycline
therapy in children: a systematic review. Ann Oncol, 13: 819-29.

Lipshultz SE, Alvarez JA,Scully RE. (2008) Anthracycline associated

cardiotoxicity in survivors of childhood cancer. Heart, 94: 525-33.

146



254.

255.

256.

257.

258.

259.

260.

261.

262.

DOI:10.14753/SE.2014.1915

Simbre VC, Duffy SA, Dadlani GH, Miller TL,Lipshultz SE. (2005)
Cardiotoxicity of cancer chemotherapy: implications for children. Paediatr
Drugs, 7: 187-202.

Floyd JD, Nguyen DT, Lobins RL, Bashir Q, Doll DC,Perry MC. (2005)
Cardiotoxicity of cancer therapy. J Clin Oncol, 23: 7685-96.

Hogarth LA,Hall AG. (1999) Increased BAX expression is associated with an
increased risk of relapse in childhood acute lymphocytic leukemia. Blood, 93:
2671-8.

Prokop A, Wieder T, Sturm I, Essmann F, Seeger K, Wuchter C, Ludwig WD,
Henze G, Dorken B,Daniel PT. (2000) Relapse in childhood acute
lymphoblastic leukemia is associated with a decrease of the Bax/Bcl-2 ratio
and loss of spontaneous caspase-3 processing in vivo. Leukemia, 14: 1606-13.
Kaparou M, Choumerianou D, Perdikogianni C, Martimianaki G, Kalmanti
M,Stiakaki E. (2013) Enhanced levels of the apoptotic BAX/BCL-2 ratio in
children with acute lymphoblastic leukemia and high-risk features. Genet Mol
Biol, 36: 7-11.

Preudhomme C, Sagot C, Boissel N, Cayuela JM, Tigaud I, de Botton S,
Thomas X, Raffoux E, Lamandin C, Castaigne S, Fenaux P, Dombret H,Group
A. (2002) Favorable prognostic significance of CEBPA mutations in patients
with de novo acute myeloid leukemia: a study from the Acute Leukemia French
Association (ALFA). Blood, 100: 2717-23.

Tzifi F, Economopoulou C, Gourgiotis D, Ardavanis A, Papageorgiou
S,Scorilas A. (2012) The role of BCL2 family of apoptosis regulator proteins
in acute and chronic leukemias. Adv Hematol, 2012: 524308.

Findley HW, Gu L, Yeager AM,Zhou M. (1997) Expression and regulation of
Bcl-2, Bel-xl, and Bax correlate with p53 status and sensitivity to apoptosis in
childhood acute lymphoblastic leukemia. Blood, 89: 2986-93.

Mikhailov V, Mikhailova M, Degenhardt K, Venkatachalam MA, White
E,Saikumar P. (2003) Association of Bax and Bak homo-oligomers in
mitochondria. Bax requirement for Bak reorganization and cytochrome c
release. J Biol Chem, 278: 5367-76.

147



DOI:10.14753/SE.2014.1915

11 SAJAT PUBLIKACIOK JEGYZEKE

I. Az értekezésben Osszefoglalt eredeti kozlemények:

Lautner-Csorba O, Gézsi A, Erdélyi DJ, Hullam G, Antal P, Semsei AF, Kutszegi
N, Kovacs GT, Szalai Cs. (2013) Roles of genetic polymorphisms in the folate
pathway in childhood acute lymphoblastic leukemia evaluated by Bayesian relevance
and effect size analysis. PLoS One, 8: €69843. IF: 3,730

Lautner-Csorba O, Gézsi A, Semsei A, Antal P, Edélyi DJ, Schermann G, Kutszegi
N, Csordds K, Hegyi M, Kovacs G, Falus A, Szalai C. (2012) Candidate gene
association study in pediatric acute lymphoblastic leukemia evaluated by Bayesian
network based Bayesian multilevel analysis of relevance. BMC Med Genomics, 5:42.
IF: 3,466

Semsei AF, Erdelyi DJ, Ungvari I, Csagoly E, Hegyi MZ, Kiszel PS, Lautner-Csorba
O, Szabolcs J, Masat P, Fekete G, Falus A, Szalai C, Kovacs GT. (2012) ABCC1
polymorphisms in anthracycline-induced cardiotoxicity in childhood acute
lymphoblastic leukaemia. Cell Biol Int, 36: 79-86. IF: 1,640

Az értekezésben felhasznalt kozlemények kumulativ impakt faktora: 8,836

II. Egvéb — az értekezésben fel nem hasznalt — eredeti kézleménvyek:

Rausz E, Szilagyi A, Nedoszytko B, Lange M, Niedoszytko M, Lautner-Csorba O,
Falus A, Aladzsity I, Kokai M, Valent P, Marschalko M, Hidvegi B, Szakonyi J,
Csomor J, Varkonyi J. (2013) Comparative analysis of IL6 and IL6 receptor gene
polymorphisms in mastocytosis. Br J Haematol, 160: 216-219. IF: 4,942

Hegyi M, Gulacsi A, Csagoly E, Csordas K, Eipel OT, Erdélyi DJ, Miiller J, Nemes
K, Lautner-Csorba O, Kovacs GT. (2012) Clinical relations of methotrexate
pharmacokinetics in the treatment for pediatric osteosarcoma. J Cancer Res Clin
Oncol, 138: 1697-1702. IF: 2,914

148



DOI:10.14753/SE.2014.1915

Semsei A, Lautner-Csorba O, Kutszegi N, Schermann G, Eipel O, Falus A, Szalai
C, Kovacs GT, Erdélyi DJ. (2012) A gyermekkori akut limfoid leukémia
farmakogenetikaja egy gyogyszermellékhatas példdjan. Magy Tud, 173: 90-97.

Osszes publikacié kumulativ impakt faktora: 16,692

149



DOI:10.14753/SE.2014.1915

12 KOSZONETNYILVANITAS

Halas vagyok Dr. Szalai Csaba témavezetomnek, aki mindvégig segitette kutatdsaimat
az évek soran, ¢és biztositotta a munkam eldérehaladasahoz sziikséges feltételeket.
Szeretnék koOszonetet mondani Prof. Dr. Falus Andrasnak, aki lehetové tette
szdmomra, hogy elkezdhessem kutat6i munkamat a Semmelweis Egyetem, Genetikai,
Sejt-, és Immunbioldgiai Intézetében, tovabba az Intézet jelenlegi vezetdjének Prof.
Dr. Buzas Editnek, aki az elkezdett munkdmban tovabbra is timogatott.

Szeretném megkoszonni munkatarsamnak, Félné Dr. Semsei Agnesnek a szakmai
segitségét és a barati beszélgetéseket.

Tudomanyos munkdm nem lehetett volna kerek egész, a Budapesti Miszaki és
Gazdasagtudomanyi Egyetem, Méréstechnika és Informacids Rendszerek Tanszékén
dolgoz6d Dr. Antal Péter docens ur, valamint Gézsi Andras és Hullam Gabor,
kutatomérnokok segitsége nélkiil.

Vizsgalataim alapjat az évek ota boviild biobank adta, melynek alapitasa és
rendszerezése Dr. Erdélyi Daniel, a Semmelweis Egyetem I1.sz. Gyermekgydgyaszati
Klinikajan dolgozo és kutatd szakorvosanak nevéhez flizédik. Koszondm Dr. Kovacs
Gaébornak, a Semmelweis Egyetem I1.sz. Gyermekgyodgyaszati Klinika osztalyvezetd
féorvosanak, hogy biztositotta a klinikai kooperacio €s szakmaisag lehetdségét.
Ko6szonom Sandorné Vangor Ménikanak, Hadadi Evénak és Schermann Gézanak a
szakmai és emberi timogatasat és hogy veliik igazi kutatoi csapatban dolgozhattam.
Ko6szonom Dr. Hegyi Martanak, hogy hasonlé kutatdmunkét végzd orvosként sok
Klinikai kérdésben a segitségemre volt.

Halaval tartozom tovabba az Intézet Osszes munkatarsanak, akik a kedves, barati
1égkdr biztositasaval derfissé tették a mindennapokat. Kiilon is kdszéndm Dr. Szente-
Paszt6i Marianak, Dr. Eder Katalinnak, Dr. P4l Zsuzsannanak, Dr. Lajké Eszternek és
Paloczi Krisztinanak.

Tiszta szivbdl koszonom Férjemnek, Gerinek, hogy egész i1d6 alatt biztos tamaszom,
segitétarsam volt, és hogy értékes szakmai tandcsaival hozzajarult a kutatdoi munkam
egészéhez.

Végiil pedig szeretettel és nagy halaval mondok kdszonetet Sziileimnek,
Testvéremnek, Csaladtagjaimnak, hogy soha el nem lankadé hittel, a Gondviseld

szeretetével tamogattak munkamban ¢és eddigi életemben.

150



DOI:10.14753/SE.2014.1915

Koszondm a munka elvégzéséhez nyujtott tdimogatast az NKTH (Nemzeti Kutatasi és
Technologiai Hivatal) TECH_08-A1/2-2008-0120 altal tamogatott Genagrid

konzorciumnak és a Richter Gedeon Centenariumi Alapitvanynak.

151



