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Roviditések jegyzéke

ABC adenosine triphosphate binding cassette
ABCBI ATP-binding cassette, sub-family B, member 1
ABCCl1 ATP-binding cassette, sub-family C, member 1
ABCC2 ATP-binding cassette, sub-family C, member 2
ABCC3 ATP-binding cassette, sub-family C, member 3
ABCG2 ATP-binding cassette, sub-family G, member 2
ACE angiotensin I converting enzyme 1

ACO1 aconitase 1

AKRI1A1 aldo-keto reductase family 1, member Al
AKRIC2 aldo-keto reductase family 1, member C2
ALL akut limfoid leukémia

ARID5SB AT-rich interactive domain 5B

ATM ataxia telangiectasia mutated

ATP2A2 ATPase, Cat++ transporting, cardiac muscle, slow twitch 2

ATPSJ ATP synthetase, H+ transporting, mitochondrial Fo complex, subunit F6
BCRP breast cancer resistance protein

BFM Berlin-Frankfurt-Miinster munkacsoport

CAT catalase

CBR1 carbonyl reductase 1

CBR3 carbonyl reductase 3

CD28 CD28 molecule

CDKN2A cyclin-dependent kinase inhibitor 2A

CEBPE CCAAT/enhancer binding protein, epsilon
CHEK2 CHK?2 checkpoint homolog

CI 95% 95%-o0s konfidencia intervallum

CNV copy number variation

CTCAE Common Terminology Criteria for Adverse Events
CYBA cytochrome b-245, alpha polypeptide

CYp cytochrome P450

CYPI1Al cytochrome P450, family 1, subfamily A, polypeptide 1



CYP2E1
DNMTI1
dNTP
DOX
DOXol
EDTA
EKG
ERCC2
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cytochrome P450, family 2, subfamily E, polypeptide 1
DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 1
dezoxi-nukleotid-trifoszfat

doxorubicin

doxorubicinol

etilén-diamin-tetraecetsav

elektrokardiografia

excision repair cross-complementing rodent repair deficiency,

complementation group 2

ERCCS5

excision repair cross-complementing rodent repair deficiency,

complementation group 5

ETT TUKEB Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs Tudomanyos ¢és Kutatasetikai

Bizottsag
FAM
FCGR2A
FRET
GATA3
GLM
GSH
GSTM1
GSTP1
GSTTI1
GWA
GWAS
HR
HWE
IALLGC
Consortium
IKZF1
IL12A
IL2RA

L

6-karboxi-fluoreszcein

Fc fragment of IgG, low affinity Ila, receptor
fluoreszcencia rezonancia energia transzfer
GATA binding protein 3

generalized linear model

glutation

glutathione S-transferase mu 1

glutathione S-transferase pi1 1

glutathione S-transferase theta 1
genome-wide association

genome-wide association study

magas rizikdcsoport

Hardy-Weinberg egyenldség

International childhood Acute Lymphoblastic Leukaemia Genetics

IKAROS family zinc finger 1
interleukin 12A
interleukin 2 receptor, alpha

linker régid
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LCF Light-Cycler Forward

LCR Light-Cycler Reverse

IinEF linearis ejekciods frakciod

LR alacsony rizikocsoport

MDRI1 multidrug resistance 1

miR mikroRNS

MLL mixed lineage leukemia

MR kozepes rizikocsoport

MRP1 multidrug resistance-associated protein 1

MTHFR methylenetetrahydrofolate reductase

MTRR 5-methyltetrahydrofolate-homocysteine methyltransferase reductase
MUTYH mutY homolog (E. coli)

NBD nukleotidk6té domén

NCF4 neutrophil cytosolic factor 4

NDUFS NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 1
NHL non-Hodgkin-limféma

NOS2 nitric oxide synthase 2, inducible

NQOI1 NAD(P)H dehydrogenase, quinone 1

NRI112 nuclear receptor subfamily 1, group I, member 2
0GG1 8-oxoguanine DNA glycosylase

OR odds ratio

PCR polimerase chain reaction

PKU fenilketontria

PXR pregnane X-receptor

RAC2 ras-related C3 botulinum toxin substrate 2

RFC1 reduced folate carrier 1

ROS reaktiv oxigén gyokok

rs# polimorfizmusok azonositdja az NCBI honlapon (reference SNP)
RYR2 ryanodine receptor 2

SAP shrimp alkaline phosphatase

SBE single base extension

SD szoras



SHMT1
SLC19A1
SNP
SODI1
STAT4
STAT6
TAMRA
T™D
TYMS
UTR
VDA
VIC
VSzA
XDH
XRCC1
XRCC3
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serine hydroxymethyltransferase 1

solute carrier family 19 member 1

single nucleotid polymorphism

superoxide dismutase 1

signal transducer and activator of transcription 4

signal transducer and activator of transcription 6, interleukin-4 induced
6-karboxi-tetrametil-rodamin

transzmembran domén

thymidylate synthetase

nem atir6do régio

végdiasztolés atmérot
2-kloro-7-fenil-1,4-dikloro-6-karboxi-fluoreszcein

végszisztolés atmérd

xanthine dehydrogenase

X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 1

X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 3

Megjegyzés 1.: az angol nyelvii roviditések feloldasanal akkor hasznaltam a magyar

nyelvi kifejezést, ha az létezik ismert magyar nyelvii megteleldje.

Megjegyzés 2.: A dolgozatban szerepld Gsszes abra sajat készitésti.
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1. Bevezetés

A gyermekkori akut limfoid leukémia (ALL) a ritka betegségek kozé tartozik, de
ez a leggyakoribb gyermekkori hematologiai betegség Magyarorszagon [1]. A
gyermekkori daganatos betegségek koriilbeliil 30%-a leukémia, a leukémiak 80%-a akut
limfoid leukémia [2,3]. Incidencidja a magyar populacidoban 3:100000-hez, ez koriilbeliil
¢évi 60-70 1j megbetegedést jelent [4].

Az akut limfoid leukémidban a B- ¢és T-limfocita sejtek megvaltozott genetikai
informacidja fokozott sejtosztédast eredményez, a koros genetikai allomanyu
limfoblasztok klonalis felszaporodasa jellemzi. A betegség kialakuldsaban az 6roklott
genetikai ¢és kornyezeti tényezOk Osszessége, egymasra hatasa jatszik szerepet [5,6]. A
szervezet szamos exogén vagy endogén karcinogén hatdsanak kitett, ezért az ezek elleni
megfeleld védelem kiemelkeddéen fontos. Az ABC-transzporterek (ABC: adenosine
triphosphate binding cassette, azaz ATP-koté kazetta) ebben a védelemben jatszanak
szerepet, hidnyos miikodésiik tehdt a xenobiotikumoknak valé nagyobb kitettséget
eredményez [7,8]. Az ALL rizikdjanak jobb megértéséhez fontos vizsgalni ezeknek a
géneknek a megfeleld miikodését, ill. olyan genetikai valtozatokat, amelyek mddositjak
az ABC-transzporterek funkciojat.

A betegség kialakuldsaban kozrejatszhatnak olyan genomrégiok, amelyeknek az
ALL kialakuladsaban betoltott szerepét még nem ismerjiilk. Ennek feltérképezésében
hasznaljdk a genom szintli asszocidcids vizsgalatokat (GWAS: genome-wide
association study) [9]. Az itt kapott eredményeket tobb fiiggetlen populacion meg kell
ismételni az eredmény bizonyitasdhoz. Egy ilyen nemzetk6zi munkdhoz mi is
csatlakoztunk.

Napjainkban a gyermekkori akut limfoid leukémidban megbetegedett gyermekek
tulnyomo tobbsége meggyogyul, az 5 éves talélés 80-90% [10]. A gyogyulasi arany
legalabb 10 évig kovetve a betegeket szintén 80% [6]. Ezért ma mar nem a talélési arany
novelése az elsddleges cél, hanem a kemoterdpia toxikus mellékhatasainak csokkentése
¢s a felndttkori életmindség javitasa, a kemoterapia késoi hatasainak felismerése. Ennek
érdekében mar tobb protokollban doziscsokkentést vezettek be bizonyos esetekben [10].

A gyermekkori rdk taléléi gyakrabban szenvednek fizikalis egészségiigyi
problémaktol, mint tarsaik. Egy széles korli tanulmany eredményei szerint a

kardiomiopatiaval diagnosztizalt betegek 15%-a kemoterapids kezelést kapott korabban.



DOI:10.14753/SE.2012.1712

Mivel a rakos betegségek hosszii tavu tuléldinek szama novekszik, fontos a kezelés
kés61 mellékhatasainak vizsgalata. Az eredeti betegségiik miatt egyre kevesebben
halnak meg, sokkal inkabb a kés6i szovodmények, késé1 mellékhatdsok, tobbek kozott
szivproblémak miatt. A kdrosodas megeldzése kiilondsen fontos a gyermekekben, mert
0k a kezelés utdn még évtizedekig ¢lhetnek. A koros eltérések minél hamarabbi
felismerése sziikséges a kdarositd terapia felfiiggesztés¢hez és a korai kezelés
elkezdéséhez. Ezért fontos a betegek allandd monitorozasa a szubklinikus, azaz
diagnosztikus eljarassal kimutathato, de klinikai tlineteket nem mutat6d elvaltozasok
felismerése érdekében [11,12,13].

A farmakogenetikai kutatasok célja a terapia tovabbi személyre szabdsa annak
érdekében, hogy a terdpia hatékonysagat és biztonsdgossagat noveljek. Ezt a
gyogyszerek vagy a gyogyszeradagok egyéni megvalasztasaval lehet elérni [14].

A fenti folyamatokban kozremiikodd genetikai eltérések lehetnek példaul
inszerciok, deléciok, kopiaszam eltérések (CNV: copy number variation), az egypontos
nukleotid polimorfizmusok (SNP: single nucleotid polymorphism). Az SNP olyan egy
bazist érintd genetikai eltérés, amelynek az allélfrekvencidja nagyobb, mint 1%.

Az SNP-k és egyes fenotipusok megjelenése kozotti asszocidciot tobben leirtak,
viszont a legtobb SNP funkciondlis hatisa a mai napig nem teljesen tisztdzott. Az
egypontos nukleotid polimorfizmusok lehetséges hatdsat a génbeli lokalizaciojuk
alapjan kozelitik meg altaldban. Az exonban levd és aminosav-cserét okoz6 mutaciod a
fehérje aminosav sorrendjét valtoztatja meg, ami kihatassal lehet a protein
térszerkezetére, mikodésére, fel¢letidejére. Az exonban levd, de aminosav cserét nem
okozd SNP esetén pl: az mRNS ritka kodont tartalmazhat, aminek jelentéte
befolydsolhatja az atirds sebességét és igy a fehérje foldingjat. Az intronban és nem
atirodo régidkban levé SNP-k esetén leggyakrabban szabalyozd vagy transzkripcios
faktor kotOhely-megvaltozast keresnek, pl.: a 3’UTR régioba kotédd mikroRNS-ek
kotéhelyének megvaltozott szekvencidjat. Az intergénikus régioban levé SNP-k szintén
szabalyozo régiot érinthetnek.

A polimorfizmusok el6forduldsa a xenobiotikus-metabolizalo enzimekben,
xenobiotikum-transzporterekben vagy gyogyszer-célpontokban befolyasolhatja a

betegség kialakulasat, a kezelés hatékonysagat vagy mellékhatasok eléfordulasat [15].
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Munkdm célja az akut limfoid leukémia kialakuldsdnak genetikai, genomikai
hatterének  vizsgalata mellett a terapia optimalizalasa érdekében végzett

farmakogenetikai kovetkeztetések megfogalmazasa volt.
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2. Irodalmi 6sszefoglalo
2.1. A gyermekkori akut limfoid leukémia

A gyermekkori akut limfoid leukémia egy rosszindulati hematologiai betegség,
amit a limfoid progenitor sejtek fejlodésének koros formaja jellemez. Leggyakrabban 2-
5 éves kor kozott jelenik meg [16]. A leukémiasejtek egyetlen transzformalt progenitor
sejtbdl szarmaznak, amelynek szomatikus mutacidk miatt megvaltozott a proliferacids
¢s differencidlodasi programja. Ezen sejtek kozott megkiilonbdztetiink leukémia
Ossejteket (limfoblaszt), amelyek osztodasra ¢€s érésre is képesek, €s lednysejteket,
amelyek az dssejtekbdl keletkeznek, csak korlatozott osztodasra képesek, s a terminalis
mitozist kovetden elpusztulnak. A sejtek immunfenotipusat annak a sejtnek a
differencialodési antigénjei jellemzik, amelynek szintjén a transzformdacid
bekovetkezett. Az éretlen limfoblasztok a csontveldben €s a vérben felhalmozodva
kiszoritjdk a normalis vérképzd elemeket, ami vérszegénységhez, infekcidkhoz,
vérzésekhez vezethet. Emellett mas parenchymalis szerveket is infiltralhat, ami a szerv
karosodasahoz vezet.

Az akut limfoid leukémidnak kiilonboz6 altipusait lehet elkiiloniteni a leukémids
blasztok genetikai allomdnya alapjan. Ezek koziil a legfontosabbak: 50 folotti
kromoszomaval rendelkezd hiperdiploid kariotipus; a t(12;21) transzlokacid, ami miatt
a TEL-AMLI1 fuzios fehérje jon létre; az MLL (mixed lineage leukemia) fzios protein
keletkezése €és a t(9,22) transzlokacid, ami a BCR-ABL fuzios fehérjét hozza létre
(ismert nevén Philadelphia-kromoszoma).

Hiperdiploidia esetén a pontos patomechanizmus nehezen ismerheté meg. A TEL-
AMLI1 funkcidja nem pontosan ismert, de az eredeti géneknek fontos szerepiik van a

normalis hematopoezisben. Az MLL fuziés protein az MLL gén (11g23) és tobb

crcr

crcr

a tulélését kontrollalo jelatviteli tvonalat [6,14,17].

A betegség lefolyasa nagyon gyors, sok sulyos tiinet megjelenik napok, egy-két
hét alatt, mieldtt diagnosztizaljak. A beteg altalaban egy-két hete tartdé fajdalmakra (pl.
sokiziileti fajdalom), altalanos gyengeségre panaszkodik. Gyakori a maj, a Iép és a
nyaki nyirokcsomok megnagyobboddsa, sapadtsdg, borvérzések. A diagnozis

felallitaisahoz altalanos vérkép ¢€s vérkenet vizsgalatot, majd csontvel@biopsziat

11
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végeznek. A csontveldi sejteket immunfenotipizalasnak €s citogenetikai vizsgalatoknak
vetik ala [18].

Az ALL diagnosztikajaban alapvetden a leukémias sejtklon eredetét hatarozzak
meg, a kiindulasi sejttipustdl fiiggéen. Ez alapjan megkiilonboztetiink B- €s T-sejtes
leukémiat, ami B-, ill. T-limfocita prekurzorokbol alakult ki. A B-sejtes ALL a
gyermekkori akut limfoid leukémia leggyakoribb fajtdja, igy a leggyakoribb
hematologiai betegség gyermekkorban. Prognozisa jo, az eseménymentes talélés 80%
[17].

A leukémia kezelése a normal és leukémias progenitor sejtek sejtciklusa kozotti
kiilonbségeken alapszik, ami a leukémiasejtek gyorsabb osztédasabol adodik. A
kemoterapia kezdetén a lehetséges maximalis szamu citosztatikumot kell maximalis
dozisban beadni. Hazankban a betegeket a Berlin-Frankfurt-Miinster (BFM)
munkacsoport altal kifejlesztett terapias protokollok szerint kezelik. Ez egy 6-8 honapos
ugynevezett intenziv vagy intravénas kezelési szakaszbol, majd tovabbi masfél vagy két
¢s fél éves fenntartd ordlis kezelési szakaszbol all. A kezeléshez a betegeket
rizikocsoportba osztjak a kezelésre adott kezdeti valasz alapjan, ezek: alacsony, kdzepes
¢€s magas rizikocsoport. A kemoterapia soran a betegek tobbszor kapnak intavénasan
vinkrisztint, aszparaginazt, daunorubicint, doxorubicint, metotrexatot, ciklofoszfamidot,
citozin-arabinozidot. Ezen kiviil szdjon 4t prednizolont, dexametazont, merkaptopurint,
tioguanint; intratekdlisan metotrexatot, prednizolont és ifoszfamidot (csak a magas
rizikdjaak).

A kezelés célja a remisszio elérése, amikor a beteg tlinetmentes €s periférids
vérében mar nem taldlhatok limfoblasztsejtek. Ekkor azonban még maradhat
leukémiasejt a paciensben, amibdl a betegség ujra kialakulhat, az eredeti sejtpopuldcio
megjelenhet, ez a relapszus. Ha 6t évig megmarad a remisszi6 allapota, a beteg
gyogyultnak tekinthetd, mert ezutdn mar csak ritkan kovetkezik be relapszus. Relapszus
esetén az ismételten megjelend sejtklon lehet azonos a diagnodziskorival, vagy ebbdl
alakulhat ki. Kopiaszam eltérések alapjan torténd Osszehasonlitassal kimutattak, hogy a
legtobb esetben a relapszuskor megjelend sejtklon a diagndziskori domindns
limfoblasztoknal kordbbi sejtbdl alakult ki vagy a diagnoéziskor kis mennyiségben mar
meglevé alpopulaciobdl szarmazik [19]. Az akut limfoid leukémia altipusainak

elkiilonitése kezdetben a kromoszoma szintli valtozasok feltérképezésével tortént és

12
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ezeknek a citogenetikai eltéréseknek a feltdrasa ma is fontos része a diagndzis és a
prognozis megallapitasdnak. Napjainkban a molekularis genetikai modszerekkel
lehetové valt a limfoblasztok érettségi stddiumanak elkiilonitése ¢és a leukémias
transzformacidohoz vezetd mutaciok pontosabb meghatirozasa, ill. az egyes altipusok
génexpresszios mintazatanak feltarasa, ami kozelebb visz a patomechanizmus és a
kezelés hatékonysaganak megértéséhez [20,21,22]. A kromoszomalis transzlokaciok
sokszor olyan gén kialakulasahoz vezetnek, ami miatt kialakul a leukémia és amik a
betegség progndzisat is meghatarozzak [17].

A genetikai hattér a betegség kimenetelét is befolyasolhatja, az egyes
altipusoknak eltéré a prognozisa, mert eltérden reagalnak a kemoterapids szerekre. Az
altipusok mas-mas kemoterapias szerre érzékenyek. Példaul a hiperdiploid kariotipusu
limfoblasztok esetén az ALL prognodzisa nagyon jo (az 5 éves Ossztulélés 90% folotti),
mert ezek a sejtek nagyon érzékenyek a haszndlt antimetabolit alapti kemoterdpiara,
viszont a hipodiploid kariotipus (45-nél kevesebb kromoszéma) vagy a BCR-ABL, ill.
MLL transzlokacios ALL kezelési eredményei rosszabbak [14,17]. Az ALL kimenetelét
ezen kiviil befolyasolja a beteg életkora is, az egy év alatti gyermekek prognozisa
sokkal rosszabb [6,23].

Az ALL kezelése az elmult 50 évben nagyon sokat fejlodott. A rizikdcsoportok
pontos meghatdrozasa, a kombinalt terapia alkalmazasa, jobb technikai felszereltség a
betegség tulélését jelentésen megnovelte. A gyermekeknél az 5 éves tulélés ezek
hatasara 30%-rol 80%-ra nétt az elmult 50 évben. A terdpia javuldsahoz hozzatartozik,
hogy egyes, korabban rossz prognézisi rizikdcsoportokba tartozok 70-80%-a tulél,
ilyenek pl.: T-sejtes ALL, éretlen B-sejtes ALL ¢€s a fekete rassz. Az életkor és a
diagnoziskori leukocitaszam tovabbra is fontos prognosztikus faktor, féleg a B-sejtes
ALL-nél, de a a betegség kimenetelét leginkdbb a (kezdeti) terapiara adott valasz
hatarozza meg [10,12,24].

Sajnalatos médon azonban a hossza tavu tulélés ALL utan nem jelenti azt, hogy
az egykori beteg teljesen egészséges. A tulélok koriilbeliill 40%-anal jelentkezik
valamilyen egészségiigyi probléma a diagndzis utan 30 éven beliil [25]. A gyermekkori
rék kezelésével Osszefliggésbe hozhaté a hossza tavli morbiditas €s mortalitas, aminek
incidencidja a talélési 1d6 novekedésével aranyos. Egy gyermekkori rak tuléloket kovetd

tanulmanyban 20483 tal¢lot vizsgaltak. A terapia késdi hatdsaként masodlagos tumorok,
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szivproblémak, légzdrendszeri problémak miatt bekovetkezd elhaldlozast talaltak. A
szivet ért sugarterhelés és a nagy dozisi antraciklin kezelés asszocialt a késoi

szivproblémak miatti halallal [12].

2.2. A gyermekkori akut limfoid leukémiara valo hajlam
2.2.1. Az akut limfoid leukémia kialakulasanak kornyezeti okai

A gyermekkori akut limfoid leukémia kialakuldsanak okai még nem teljesen
ismertek, de az biztos, hogy kornyezeti és genetikai tényezdk egyarant hozzajarulnak a
betegség kialakuldsdhoz. A kornyezeti hatasok leukemogén voltat nehéz meghatarozni,
a legtobb esetben ellentmondd eredmények sziilettek. Fontos vizsgélni nem csak a
gyermek, hanem a sziilok (anya, ill. apa kiilon), a magzat, ill. Ujsziilott kitettségét is a
kornyezeti artalmaknak.

A karcinogenitas szempontjabol vizsgalt kdrnyezeti tényezok egyike az ionizalod
sugarzas (ide tartozik a radioaktiv és a Rontgen-sugdrzas is) és a nem ionizald sugarzas
(pl.: UV-sugarzas). A sugarzasrdl Osszességében elmondhatd, hogy noveli az ALL
kialakulasanak esélyét [26]. Bar a csernobili katasztrofa el6tt, ill. utan
megbetegedetteket vizsgalva, nem taladltak jelentdés kiilonbséget a két csoport
létszamaban [4].

Kemikalidk koziil a szénhidrogéneket, pl.: benzin, triklor-etilén, benzol és a
rovarirtd szereket vizsgaltdk. A szénhidrogének a haztartasi festékekben, higitokban,
oldoszerekben is vannak, ill. a sziild munkahelyi kdrnyezetben szennyezddhet veliik. A
benzol egyértelmiien rakkeltd, az ALL rizikojat is fokozza. A rovarirtd szerekkel
kapcsolatban is mutattak ki ALL-re valdé hajlamositast. A terhesség alatti alkohol, ill.
marihuédna fogyasztas is leukemogénnek bizonyult [26,27].

Az ALL kialakulasdban meghatarozd szerepet jatszanak egyéb kornyezeti
hatasok, pl.: taplalkozasi szokasok, ill. az, hogy hdnyadik gyermek valaki. Az ALL-rd1
azt is feltételezik, hogy kialakulasanak hatterében virdlis vagy bakterialis fert6zés, ill. az
immunrendszer koros miikodése all [26,28]. Az immunrendszer megfeleld tanulasanak
hidnya a gyermekkorban abnormalis immunvalasz kialakulasahoz vezethez a késObbi
életkorban bekdvetkezd mikrobidlis fertdzés esetén. Gyakrabban alakul ki ALL azoknal
a gyermekeknél, akik csecsemd ¢€s kisgyermek korukban keveset tartozkodtak a tobbi

gyerek tarsasagaban, igy kevésbé voltak kitéve mikrobialis fertdzéseknek. Ezt egy
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tanulmanyban Chang és munkatarsai a bdlcsddében toltott napok szamaval €s azzal
jellemezték, hogy van-e idésebb testvére, azaz hanyadik gyermek az illetd. Kaukdzusi
populacidban az iddsebb testvéreknél tobb esetben fordult eld6 ALL, mint a kisebb
testvéreknél, €s azok a gyermekek is védettebbek, akik tobb i1dot toltottek bolesddében.
De ez utobbi Osszefliggést nem lehetett megfigyelni észak-amerikai spanyolajka
gyermekeknél, aminek oka valosziniileg az, hogy 6k mar otthon is tobb gyermekkel
vannak egyiitt és késobb mennek bolcsddébe [28].

Leukémids egypetéjii ikrek vizsgalata alapjan valoszinii tovabba, hogy a betegség
kifejlddése mar a magzati életkorban megkezdddhet. Ez alatt a fejlodési szakasz alatt is
jelentds a mutagének hatasa a betegség kialakuldsara. Az MLL génfuzi6 a csecsemdkori
limfoid leukémias esetekben gyakori, €és olyan masodlagos leukémia esetén, amikor
topoizomeraz II gatlot adtak a betegnek kordbban. Tehat a természetes, ill. mesterséges
topoizomeraz Il-re hato szerek, pl.: flavonoidok, katekinek, benzol metabolitok,
Osztrogének leukemogénné lehetnek a magzatban. De a Baygon nevili szinyogriasztd

szerr6l is leirtak leukémiat okozo hatast [6].

2.2.2. Az akut limfoid leukémia kialakulasanak genetikai okai

A kornyezeti artalmak mellett a betegség kifejlodésében a genetikai hattér is
kozrejatszik, és tobb genetikai valtozas is sziikséges hozzd. Az ALL megjelenését az
etnikum is befolyasolja, ami egyszerre a kornyezeti €s genetikai hattér befolyasold
szerepére is utal.

A nem ¢&s a sziiletési suly is befolyasolja a beteg sejtklon megjelenését. A fitkban
25%-kal gyakoribb, mint lanyokban, ez kiilondsen igaz a T-sejtes ALL esetén, €s a
nagyobb sziiletési sulyt gyermekek kozott is gyakrabban alakul ki a betegség. Bar
kérdéses, hogy valdjaban a nagyobb sziiletési suly vagy a nem hajlamosit ALL-re, mert
a nem nemcsak a gyermekkori rdk rizikdjaval, hanem a sziiletési sullyal asszocial (a
fiak atlagban 150 grammal nagyobb sulytiak a lanyoknal). Tovabbi kérdés, hogy maga a
sziiletési suly a rizikdfaktor, vagy van valami egyéb tényezd a hattérben, ami a sziiletési
stlyt és a rizikot is befolyasolja [26,29].

A gyermekek érzékenyebbek lehetnek a kornyezeti toxinokra, mint a felndttek, a
nagyobb mértéki relativ expozicio, sejtosztodas és a keveésbé €rett anyagceseréjlik miatt.

A folsavhiany miatt a DNS-be timin helyett uracil épiil be. Ennek javitdsa kozben kettds
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szalu torések keletkeznek a DNS-ben, ami a transzlokaciok, inverziok, deléciok
kialakulasanak esélyét novelik. A fentiek és a DNS hibajavitd enzimek, transzkripcios
faktorok hibas mitkodése valoban gyanithatdéan kozrejatszik leukémia vagy mas raktipus
kialakulasaban [30]. Ilyen modon, ill. kéros sejtosztodas utjan 1étrejové genetikai
tényez6k a kromoszomakat érintd szambeli és szerkezetbeli eltérések, példaul
kromoszoma-transzlokaciok miatt keletkezd fuzids gének, amelyek aktiv kinazokat
vagy megvaltozott transzkripcids faktorokat kodolnak, ill. hiperdiploidia vagy proto-
onkogének aberrans expresszoja. Az ALL citogenetikai osztalyozdsa ezek alapjan
torténik, prognosztikai jelentdségiik is van (lasd 2.1 fejezet). Ezek miatt a sejt korlatlan
osztodoképességili lesz, a normalis kontroll alol kikeriil [6,15,31,32]. A beteg sejtklon
eredete tobbféle lehet. Kimutattak mar a limfoblasztokra jellemzd genetikai
elvaltozasokat leukémidsokbdl szarmaz6 hematopoetikus Jssejteken, endotelidlis
sejteken és mezenhimalis Gssejteken is [31].

A genetikai hatteret megerdsitik azok az ikervizsgalatok, amelyek alapjan, ha az
egypetéjii ikerpar egyik tagja 7 éves kora eldtt leukémias lett, akkor a masikukban a
betegség kétszer akkora valdszinliséggel alakult ki, mint a atlagpopulacidban [26]. A
kornyezeti és/vagy genetikai artalmak miatt a magzati élet soran létrejott genetikai
aberraci6 utan a betegség kialakuldsanak idOpontja valtoz6. A TEL-AMLI
transzlokacié jelenlétét kimutattdk a betegség kialakuldsa eldtt 5-10 évvel,
ujsziilottkorban eltett vércseppben is [17]. Az ekkor megjelent mutacié altalaban még
nem okoz leukémiat, hanem madasodlagos mutaciok sziikségesek a betegség
kialakulasahoz, ezért ezt a fuzids gént hordozo ikreknél nagyon eltért a leukémia
kialakulasanak id6pontja. A t(4;11)/MLL-AF4 génnel rendelkezd ikreknél par honap
alatt is kialakulhat a leukémia, ami arra utal, hogy ez a fizi6 6nmagaban leukemogén
[6,14,33].

A genetikai aberraciok mellett leukémiahoz vezethetnek epigenetikai, tehat olyan
oroklédd valtozasok, amelyeknél a DNS szekvencidjaban nem torténik modosulas.
Ennek két f6 tipusa a DNS metilacios allapotat érinté és a hiszton modositasok,
amelyek szintén vezethetnek a génexpresszid megvéltozasahoz. Altaldban is
elmondhat6, hogy a rédkos sejtekben a DNS egésze hipometilalt az egészséges sejtekhez
képest, és a CpG szigetek aberrans metilacidja figyelheté meg [34,35]. A

transzlokacioval keletkez6 fuzios gének epigenetikai szinten 1is okozhatnak
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valtozasokat. Példaul a t(8;21) transzlokéacioval keletkez06 AMLI-ETO gén tobbek
kozott a DNS-metiltranszferaz 1 (DNMT1: DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 1) gén
miikodeését felerdsiti, igy a DNS-metilacidjanak modositasaval is eldsegiti a leukémia
kifejlodését [34].

A mikroRNS-ek (miR-ek) miikodése is hozzdjarulhat a leukemogenezishez. A
miR-eknek fontos szabalyozd szerepe van a normalis élettani folyamatokban, a sejtek
fejloédésében,  apoptozisdban,  differencidcidjaban,  proliferdciojaban, igy a
hematopoetikus sejtekében is. Megvaltozott miR expressziot tobb kiilonbozo rak esetén
leirtak. Bizonyos microRNS-ek onkogének vagy tumor szupresszor gének lehetnek. A
mir-17-92 policisztron, ami 7 microRNS-t kddol, onkogénként mitkodhet. MLL fuziot
tartalmazo leukémias sejtekben a mir-17-92 overexpressziojat irtak le. Az itt kodolt
miR-ek a normalis hematopoezist gatoljak, tehat fokozott expresszidjuk leukémias
sejtek keletkezésének nyit utat. A miR-155 és a miR-196 overexpresszidjat is leirtdk
kiilonb6zd leukémidkban. Transzgénikus egérben a miR-155 megndvekedett szintje
esetén preleukémias pre-B-sejt proliferacid tortént, a miR-196 a hematopoetikus
mikroRNS csaldd tagjai tumor szupresszor gének, onkogének negativ regulatorai. Akut
leukémia esetén downregulalddott let-7b, let-7c szintet talaltak. A mikroRNS-ek
megvaltozott expresszidja a tulélést is befolyasolhatja és korrelal az altipusokkal is [34].

Az immunrendszer hibas miikddésének lehet genetikai hattere is, igy az ALL
kialakulasdhoz hozzdjarulhat az immunrendszer milkodésében fontos gének
megvaltozott miikodése is. Az adaptiv immunvalaszban, pontosabban a Thl, Th2,
regulatoros T sejtek, Th17 sejtek fejlédésében és mitkddésében kdzremiikodd gének
polimorfizmusainak szerepét is vizsgaltdk ALL-es gyermekeknél. Az IL124 (interleukin
12A) gén egyik polimorfizmusa és a CD28 (CD28 molecule), FCGR2A (Fc fragment of
IgG, low affinity Ila, receptor), GATA3 (GATA binding protein 3), /L2RA (interleukin 2
receptor, alpha), STAT4 (signal transducer and activator of transcription 4), és STAT6
(signal transducer and activator of transcription 6, interleukin-4 induced) gének
bizonyos haplotipusa kozrejatszik az ALL kialakulasdban a gyermekek kozott eltoltott
id6 mellett [28,34].

A leukémia kialakuldsaval foglalkozd szakemberek tobbféle hipotézist is

kidolgoztak a leukémia kialakuldsara. Az egyik a ,,populacios keveredés” hipotézis.
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Eszerint kiilonboz6é foldrajzi teriiletrdl szdrmazo6 populacidk keveredésekor megnd a
leukémia rizikoja, mert a fert6z0 és a fertdzésre fogékony (még at nem esett, nem
immunis) egyedek keverednek, és ha valamilyen, a leukémia kialakulasara hajlamositod
fertdzésrdl van sz6, akkor ez ndvelheti az 0j esetek eléfordulasat.

A ,késO1 fertdzés” hipotézis szerint a korai gyermekkorban kapott fertézések
hatdsara torténik az immunrendszer normalis fejlddése. Ha ebben valami hiba van,
akkor a késdbbi életkorban bekdvetkezd fertdzésre adott abnormalis immunologiai
valasz leukémia kialakulasahoz is vezethet [36].

A fentiekben sok hatadst bemutattam, ami kisebb vagy nagyobb mértékben
befolyédsolhatja a gének miikodését. Az irodalomban tobb olyan asszocidcios vizsgalat
talalhatd, ahol egy vagy tobb gén és az ALL rizik6ja kozotti kapesolatot vizsgaltak.

Szamos génrdl leirtdk mar, hogy befolyasolhatja a betegség megjelenését.
El6fordulnak kozottik gyogyszermetabolizadldo enzimeket kodold gének pl.: citokrom
p450 (CYP: cytochrome P450) csalad, NOOI (NAD(P)H dehydrogenase, quinone 1),
GSTTI (glutathione S-transferase theta 1), GSTMI (glutathione S-transferase mu 1),
GSTPI (glutathione S-transferase pi 1) [5,30,37,38,39]. A folsav metabolizmus enzimeit
kodold geéneket is tobben vizsgaltak, ezek pl.. MTHFR (methylenetetrahydrofolate
reductase), @ MTRR  (5-methyltetrahydrofolate-homocysteine  methyltransferase
reductase), SHMTI (serine hydroxymethyltransferase 1), 7YMS (thymidylate
synthetase). (Az MTHFR-t és az MTRR-t vel6cs6zarddasi rendellenességekkel is
kapcsolatba hoztak) [5,30,40,41,42,43,44]. DNS karosodast javitdo enzimek génjei, pl.:
ERCC2 ¢és ERCCS5 (excision repair cross-complementing rodent repair deficiency,
complementation group 2, ill. 5), XRCCI és XRCC3 (X-ray repair complementing
defective repair in Chinese hamster cells 1 és 3), CHEK2 (CHK2 checkpoint homolog;
emldrakkal kapcsolatban is vizsgaltdk), ATM (ataxia telangiectasia mutated), OGGI (8-
oxoguanine DNA glycosylase), MUTYH (mutY homolog (E. coli)) és jelatviteli
utvonalakban fontos, transzkripcids faktor és gydgyszer transzportban szerepld pl.:
SLCI19A41 (solute carrier family 19 member 1, masnéven RFCI: reduced folate carrier 1)
vagy ABC-transzporter gének [45].

Az asszociacidés vizsgalatok eredményeit Osszefoglalja, Osszegzi egy meta-
analizis, amit Vijayakrishnan és munkatarsai végeztek el [30]. Ebben 47 korabbi jelolt

gén asszociacids vizsgalat adatai alapjan végeztek meta-analizist 6sszesen 16 gén 25
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polimorfizmusaval. Az egyes polimorfizmusok esetén 2-17 tanulmanybol 244-2770
ALL-es és 508-4713 kontroll genotipus gyakorisagait hasonlitottak 0ssze. Az Gsszesitett
elemzés alapjan szignifikdnsan hozzédjarulnak az ALL kialakulasdhoz a kovetkezd
gének: CYPIAI (cytochrome P450, family 1, subfamily A, polypeptide 1), CYP2E]
(cytochrome P450, family 2, subfamily E, polypeptide 1), GSTM1, MTRR, SHMTI,
XRCC1, csak a B-sejtes csoportban: GSTM1 [30].

Egyéb szindromak, pl.: ataxia telangiectasia, Bloom-szindroma, Down-szindroma
esetén is lehet gyakoribb az ALL [6,26)].

Ma mér az ALL kialakulasdnak genetikai hatterét vizsgdlva genom szintli
asszociacios vizsgalatokat (GWA: genome-wide association) is végeznek. A genom
szintli asszociacios vizsgalat eldnye az, hogy kevésbé fligg az eldzetes tudasunktol a
kisérlettervezés, ezért valdsziniileg nem hagy ki a vizsgalatb6l fontos, de odaig nem
vizsgalt kromoszoma szakaszokat [30,46]. Az egyik ilyen vizsgalatban az IKZFI
(IKAROS family zinc finger 1) gén rs4132601 SNP-je jelentette a legerdsebb rizikot B-
sejtes ALL kialakuldsara. Ez a gén a limfocita differencialédas és érés fontos regulatora,
a CD4 vs. CD8 iranyba torténd elkotelezOdést iranyitja. ALL-re valé hajlamot okoz az
ARID5B  (AT-rich interactive domain 5B) gén 1s7089424 ¢és a CEBPE
(CCAAT/enhancer binding protein, epsilon) rs2239633 SNP-je is. Az ARIDBS az
embriogenezisben €s a novekedés reguldlasaban fontos transzkripcios faktor, a CEBPE
a mielopoezis regulatora [47]. Az ARIDBS egy masik kutatocsoport eredményei alapjan
is befolyasolja az ALL megjelenését [48]. Mivel a GWA tanulmanyokban kijott
eredményt meg kell erdsiteni fliggetlen beteg €s kontroll mintdkon, ezért ugyanez a
csoport dszesen 1384 betegbdl és 1877 kontrollbdl alld angliai és német populacion is
elvégezte az Osszehasonlitast. Az [KZF1 154132601 ¢és ARIDBS 157089424
polimorfizmusok szignifikdnsan hajlamositanak ALL-re mindkét populacion kiilon és
az Osszesitett populacion is. A CEBPE rs2239633 SNP csak a német €s Osszesitett

populacion hajlamositott ALL-re [49].
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2.3. Az ABC-transzporterek

Az ABC-transzporter csaladba tartozd proteinek a szervezet detoxifikalasdban
részt vevo transzmembran fehérjék [50]. Jelen vannak minden szévetben és sejttipusban,
¢s az endogén ¢€s xenobiotikus metabolitok széles skalajanak szallitasara képesek
[51,52]. Miikodésiik soran ATP-t kotnek, ezt hidrolizaljak, és a felszabaduld energia
felhasznalasaval szallitjdk at a szubsztratjaikat a sejtmembranon. Transzmembran
doménekbdl (TMD) - 4ltalaban 6 vagy 5 transzmembréan régioval - és nukleotidk6td
doménekbdl (NBD: nucleotide binding domain) allnak. Az egyes domének kozott
intracellularis linker régid (L) fordulhat eld. A legtobbjiilk a sejtmembranban vagy
sejtkompartmentumok membranjdban helyezkedik el. A TMD-k ¢és NBD-k
elhelyezkedése egymashoz képest tobbfele lehet; az altaldnos modell: TMDO-LO-
TMDI1-NBD1-L1-TMD2-NBD2 [7,53,54].

Az ABC-transzportereknek fontos funkcidjuk van az emlds szovetek
xenobiotikumok elleni védekezésében. A bél epitelidlis sejtjeiben levd ABC-
transzporterek szerepe annak kivédése, hogy a xenobiotikumok a szervezetbe
keriiljenek. A vesetubulusokban és a hepatocitak epekapillaris feldli membranjaban
levOk a drogok szervezetbdl valo kiiiritését végzik, az agyban, herében, méhlepényben
talalhatok ezeket a szerveket és a magzatot védik az idegen anyagoktol.

A klinikumban a tumorok kezelése kozben kialakuld multidrog rezisztens sejt
fenotipus ezen transzporterek révén valosul meg [50]. Mikddésiikkel nagyban
befolyasoljak a gyogyszerek felszivodasat, eloszlasat, metabolizmusat €s kiiiriilését. Az
ABC-transzportereknek nagy szerepe van a gyogyszer rossz felszivoddsaban ¢és
alacsony biologiai hozzaférhetdségében szajon at adagolt gyogyszereknél [55].

Tobb ABC-transzporter szubsztratjai koz¢é tartoznak az antraciklinek (ANT). A
kemoterapids kezelés soran a sejtek antraciklin rezisztenssé valhatnak. A rezisztencia
egyik lehetséges alapja az ABC-transzporterek expresszidjanak fokozddasa. Ilyenkor a
tumorsejtek olyan mértékben képesek a kemoterdpias szer kitranszportalasara, hogy az
intracellularis gyogyszerkoncentracio a toxikus szint ala csokken. Ez is bizonyitja, hogy
az ABC-transzporterek nagyon fontosak az antraciklinek kiszallitdsaban. Kéarosodasuk
esetén a sziv jobban kitett az antraciklinek karositd hatasanak [56]. Multidrog rezisztens

sejtekben, ha az ABC-transzporterek miitkodését az inhibitorukkal megakadalyozték,
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akkor a sejtben ismét akkumulaldédott az egyik antraciklin, a doxorubicin. Ezaltal a
sejtek ismét érzékenyek lettek a doxorubicinre [57].

A gének polimorfizmusai megvaltoztathatjdk a gének expresszidjat, szubsztrat
felismerését, a transzporter aktivitasat és mikodését [58]. Az altalunk vizsgalt ABC-
transzporterek hasonldoak szubsztratspektrumukban, funkcidjukban ezért a szervezet

kémiai védelmében egyiittes, kiegészitd szerepet téltenek be [55].

2.3.1. Az ABCBI1
Az ABCBI (ATP-binding cassette, sub-family B, member 1) az ABC-transzporter

géncsalad Bl-es génje, az elsé ABC-transzporter, amit megtalaltak, mint fehérjét, ami a
gyogyszerrezisztenciat okozta multidrog-rezisztens tumoros sejtvonalakban [53]. Ebb6l
szarmazik koradbbi neve 1is: multidrug resistance 1 (MDRI1). Génje a 7q21
kromoszomarégioban taldlhatd, a protein felépitése: TMDI-NBDI1-L1-TMD2-NBD2
(lasd 1. abra) [58].

TMD, NBD, TMD, NBD,
3UTR
exon12 3 4 5678 910-1718-20 21 22-25 26-28
1 | LT THTTr [ T11
t
rs1045642
rs1045642
exon21 oxon26
I exon TMD, TMD, S
[ | intron
N
NBD, NBD,

1. abra Az ABCBI1 protein felépitése €s az altalunk vizsgalt polimorfizmusok
elhelyezkedése a génben, ill. proteinben.

Roviditések: NBD: nukleotidk6tdé domén, TMD: transzmembran domén
Az ABCBI mindenhol expresszadlodik a szervezetben. A sejtek apikalis

membranjaban foglal helyet, a legnagyobb mértékben az intestinalis sejtekben,

vesekapillarisok epitelidlis sejtjeiben, a placenta epitelidlis sejtjeiben, a hepatocitak
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epekapilléris feldli membranjaban expresszalodik. Az egyes limfocita csoportokon és a
CD34+ hematopoetikus éssejteken is kifejezédik [59,60,61,62].

Szamos szubsztratja van, kiilonboz6 hidrofob és amfipatikus molekuldk, méretben
az ionoktol a kis peptidekig. Szallit protedz inhibitorokat, immunszupresszansokat,
szteroidokat, sztatinokat, antihisztamint, egyéb gyogyszereket. Ide tartoznak a
természetes eredetli xenobiotikumok, a sejt metabolitjai, tobb kemoterapias gyogyszer is
az ALL kezelési protokolljaban alkalmazottak koziil és rovarirtd szerek [59,63,64]. A
bélben, erekben a szubsztratjainak felszivodéasa ellen dolgozik, a széllitdsa a bél, erek
lumenébe torténik. A majsejtek, ill. vesetubulusok sejtjeiben szubsztraitjainak az epén,
ill. vizeleten keresztiili kivalasztasdban szerepel, a vér-szovet gatak kialakitasaban
fontos.

Fiziologias funkcioja sokrétii. Szallitja a mar emlitett toxinokat, igy a védelemben
fontos. A lipidek, koleszterin szallitasaban is részt vesz. Szerepe lehet az apoptdzis
regulalasban, mert sok apoptozis indukald szer ellen rezisztencidt biztosit, igy
megakadalyozva a sejt pusztulasat. Szallit citokineket, féleg interleukinokat (IL-2, IL-4)
¢s interferon-gammat, igy az immunvalasz kialakuldsaban is részt vesz. Az NK-sejtek
¢s citotoxikus T-sejtek funkcidjanak, ill. az antigén bemutatdsanak a szabalyozasaban is
részt vehet. A hematopoetikus dssejtekre kifejtett hatdsa lehet az 6nmegtjitas fokozéasa
és a differenciacio csokkentése [59,65].

Genetikai valtozasok az ABCBI génben a transzporter mikodésének
megvaltozasat okozhatjak, igy a szervezet toxinok elleni védekezése csokkenhet, a
tumorok keletkezésének esélye néhet [59,64]. Az ABCBI gén tobb genetikai
polimorfizmusat leirtak mar [58,66], ezek koziil a leggyakrabban vizsgalt az 3435C>T
(Ile1145Ile, rs1045642) szinonim, azaz aminosav cserét nem okozd SNP a 26-os
exonban. Err6l az SNP-rdl leirtdk, hogy az ABCBI megvaltozott duodenalis
expresszidjat, transzporter-aktivitasat és szubsztrat-specificitasat okozza [66,67]. Az
SNP kapcsolt mas SNP-kkel, példaul a 2677 G>T/A (rs2032582) polimorfizmussal, ami
az exon 21-ben van, és Ala893Ser cserét okoz [68,69,70]. Az SNP jelenléte esetén
csokkent transzporter-aktivitast itak le. Mar sokan vizsgaltak a polimorfizmusoknak a
hatdsat a protein expresszidjara, aktivitdsara, farmakokinetikai tulajdonsagaira ¢és
tumorgenezisben betoltott szerepére [59,64]. Bar ellentmondoak az eredmények, a

3435C>T allélcsere valosziniileg csokkenti az ABCB1 expressziot, megvaltozott
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szubsztratspecificitast és tumorokra vald fokozott hajlamot eredményez [71]. Az
ABCBI kapcsolt polimorfizmusainak és az ABCB1 mRNS szintnek az osszefliggését
vizsgaltdk Wang ¢€s csoportja. Az mRNS szint csokkenését irtdk le, de ezt nem a
transzkripciojanak megvaltozasa, hanem az mRNS stabilitdsanak csokkenése okozta.
Kiilonboz6 haplotipust plazmidokkal expresszalt fehérjékkel kimutattak, hogy a 3435T
allél felelds az mRNS stabilitdsanak csokkenéséért. Az kiilonbdzd haplotipusi mRNS-
ek foldingja eltérd volt, mas térszerkezetet eredményezett [72].

Ezt az eredményt kiegésziti a Kimchi-Sarfaty és csoportja altal leirt megfigyelés.
Ok megvaltozott szubsztatspektrumot irtak le a varians allél jelenlétekor olyan
haplotipusban, ami tartalmazta a 3435T all¢lt (C1236T-G2677T-C3435T). Ezt a fehérje
megvaltoztott atirddasi sebessége miatt kialakuld eltérd térszerkezetére vezetik vissza.
A 3435T allél esetén az eredeti ATC kod helyett ATT van a DNS-en. Mindkettd
izoleucint kdédol, de ha az mRNS ritka kodont tartalmaz, ez befolyasolja az atiras
sebességét és igy a fehérje foldingjat. Erre legnagyobb hatasa a kodon harmadik
nukleotidjdnak van. Nagy mennyiségii ABCBI1 szintézise esetén a ritka kodon
hasznalatanak lassitd hatasa még inkabb érvényesiilhet, féleg ha a megfeleld tRNS
tartalék kitiriilt. A 2677 pozicidban levd SNP GCT (Ala) - TCT (Ser) nukleotid, ill.
aminosavcserét okoz, ami szintén egy ritkdbb kodon (26% helyett 18%). A 3435
pozitidban levd SNP esetén a kodonhasznalat 47%-161 35%-ra csdkken [67].

A polimorfizmusok a gyogyszerek felszivodasat is befolyasolhatjak [73].

Az ABCBI tumorokra, hematologiai betegségekre hajlamositdé szerepét sok
tanulmany vizsgalta mar. Az ABCB1 3435C>T polimorfizmus fokozta a vesekarcindma,
vastagbélrak, colitis ulcerosa kialakulasanak esélyét [71,74]. Hematologia betegségekre
valé hajlammal kapcsolatban a végzett kevés tanulmany eredménye nem mutat
egyértelmil irdnyt. Tobb hematologiai betegség kimenetelét is befolyasoljak az ABCB1

gén polimorfizmusai [59].
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2.3.2. Az ABCG2

Az ABCG2 (ATP-binding cassette, sub-family G, member 2) az ABC-transzporter
géncsalad G2-es génje, masnéven BCRP (breast cancer resistance protein). Ezt az ABC-
transzportert elészor ugy irtdk le, mint egy transzporter, ami az ABCBI1-tdl fliggetlen
drogrezisztenciat okoz human emlérak sejteken [75]. Génje a  4q22
kromoszomarégidban talalhatd, a kddolt protein egy N-termindlisan elhelyezkedé NBD-
bol ¢s egy TMD-b6l all (lasd 2. abra). Ez egy ,,fél-transzporter”, ami miikodéséhez
homodimert képez [51,53,55]. Nagy hibrofob negativ, ill. pozitiv toltést, eltérd
szerkezetli molekulakat szallit, koztiik citosztatikumokat és a kdrnyezetben el6éfordulo
toxinokat is [55,76]. Az ABCG2 tulnyomo tobbségben a vékonybélben, a majban ¢és a
placentaban talalhato, de kimutattak jelenlétét a vesében, Ossejteken is, a hasnyalmirigy
Langerhans-szigeteiben, az izomban, a tiidében, a vér-agy gatban, szivben a
mellékvesében, a verejtékmirigyekben, az erek ¢és kapillarisok endotheliumaban.
Polarizalt sejtek esetében az apikdlis membranban taldlhat6. A majban a hepatocitak
epekapillaris fel6li membranjaban (apikalis rész), a bélben az epitelialis sejtek lumen
felé esd részén, placentdban a syncytiotrophoblast plazmamembranjaban helyezkedik el

[55].

NBD, TMD,

3'UTR

exon1 2 345 [ i 89 10 11 12 13-15 16
| il [ 1 11 I HEEIN

rs2231137 rs2231142

exon? exonb

N \/C
TMD,
NBD,

2. abra Az ABCG?2 protein felépitése €s az altalunk vizsgalt polimorfizmusok
elhelyezkedése a génben, ill. proteinben.

Roviditések: NBD: nukleotidk6té domén, TMD: transzmembran domén
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Az ABCQG?2 fiziologias funkcidja nem teljesen ismert, de valdsziniileg fontos az
dssejtek védelmében, szabalyozasadban, a hipoxids allapot elleni mechanizmusokban és
a toxinok intracellularis felhalmozdodasatol valdé védelemben is [55]. Korlatozza a
toxikus anyagok, ill. egy€b szubsztratjai felszivodasat a bélben, fokozza epébe torténd
exkrécidjat a majban, és igy csokkenti a bioldgiailag hozzaférheté drog mennyiségét és
részt vesz a vér-agy gat kialakitasaban, a magzat védelmében. Hozzajarulhat az endogén
szteroidok és/vagy glukuronidok hepatobiliaris exkrécidjahoz is [77].

Fontossaga abban is megnyilvanul, hogy az expresszidja a hematopoetikus
Ossejteken nagyobb, mint az ABCBI-¢, az elkotelezddott sejteken viszont mar
downreguldlodik. Ez arra utal, hogy fontos szerepe van az dssejtek védelmében. Egyes
¢rett sejteken jra expresszalodhat. Az Ossejtek érését is befolyasolhatja azaltal, hogy a
differenciacidhoz sziikséges anyagokat kiszallitja, igy a sejt nem indul el az
elkotelezodés iranyaba. A sejtek védelmében fontos az is, hogy alacsony oxigénszint
esetén a sejt normalis hem homeosztazisat fenntartja [75]. Az ABCG2 gén
polimorfizmusai koziil a két gyakrabban vizsgalt SNP a masodik exonban 1évd +34G>A
Vall2Met (rs2231137) aminosavcserét €és az 6todik exonban taldlhato +421C>A,
GInl141Lys (rs2231142) aminosavcserét okozo polimorfizmus [78,79].

A polimorizmusok funkcionalitasat vizsgalva kimutattak, hogy mindkét varians
esetében csokkent a protein expresszidja €s a gyogyszerrezisztencia [79]. Human
mintakban az ABCG2 intestinalis expresszidja nem fliggott az mRNS szintjét6l [80]. A
drogrezisztencia tizedére csokkent a vad tipust proteinhez képest, a drogakkumulacio 2-
3-szorosara fokozddott, és csokkent efflux volt mérhetd. Ennek hatterében az 4ll, hogy
az ABCG2 34G>A polimorfizmus esetén az transzporter apikalis membranba vald
beagyazodasa karosodott, az ABCG2 421C>A esetén a fehérje ATP-az aktivitasa
csokkent [81]. Az ABCG2 421C>A polimorfizmus csdkkent proteinfunkciot
eredményhez, ezért feltételezték ez SNP szerepét hematologiai betegségekben, koztiik
az ALL-re valo hajlamban [82]. A polimorfizmus befolyasolhatja gyogyszerek
farmakokinetikajat is [83].
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2.3.3.Az ABCC1

Az ABCCI (ATP-binding cassette, sub-family C, member 1) az ABC-transzporter
géncsalad Cl-es génje, masnéven MRPI (multidrug resistance-associated protein 1) egy
1531 aminosavbol allo fehérje, aminek génje a 16pl3.1-es kromoszdémarégidban
talalhato. Felépitésére jellemzd: TMDO-LO-TMD1-NBD1-TMD2-NBD2 (lasd 3. abra)
[51,84].

Minden szdvetben expresszalodik, a legnagyobb mértékben a tiidoben, herében,
vesében, szivben és placentdban. Ennél alacsonyabb az expresszid az intestinalis
sejtekben, vastagbélben, agyban ¢€s a fehérvérsejtekben. A majban nagyon alacsony az
expresszidja. A szovetekben nem egyenletesen expresszalddik, hanem elsGsorban a
kifejezetten barrier funkcioju, ill. osztdodo fazisban levd sejtekben fejezddik ki. A
sejtekben elsdsorban a plazmamembranban talalhato, de intracellularisan is eléfordul az
endocitotikus  vezikulakban, lizoszoméakban, transz-Golgi vezikuldkban. Ez a
plazmamembranon keresztiili kiszallitdson tal egy masik detoxifikdldo lehetdséget
biztosithat vagy intracellularis ABCC1 rezervoarként miikodhet, és innen gyorsan
kikeriilhet a sejtfelszinre a transzporter [51,84].

Ellentétben az ABCB1, ABCG2 proteinekkel, polarizalt sejtekben elsésorban a
bazolateralis membranban helyezkedik el, példaul a vér-agy gatban, a vér-
cerebrospinalis folyadék gétban, a placentdban, a vér-here gatban. Viszont az agyi
kapillarisok endotelidlis sejtjeiben az apikalis membranban talalhatd. A bazolaterdlis
elhelyezkedés arra utal, hogy az ABCC1 nem elsdsorban a karos anyagok szervezetbol
vald eltavolitasdban szerepel, hanem a sejteket védi a toxikus hatastol. A vér-szovet
gatakban pedig hozzajarul a barrier funkcié kialakitasahoz [84].

Az ABCC1 ABC-transzporter szubsztraspecificitdsa nagyon tdg, hidrofob
vegylileteket és glutation (GSH), glukuronat és szulfat konjugatumokat is szallit, tobbek
kozott a daunorubicint €s a doxorubicint is. Miikodéséhez sziikséges glutation jelenléte,
ettdl fligg a szallitas, ill. eldsegiti azt. Az egyike azon transzportereknek, amelyek
képesek a drog-glutation konjugatumokat kiszallitani a sejtbél [50,85]. Bizonyos
hidroféb vegyiiletek (pl.: vinkrisztin) és a glutation kdlcsondsen serkentik egymas
transzportjat. Mas vegyliletek effluxahoz sziikséges a glutation, de ezek nem hatnak a

GSH-transzportra, ilyen példaul a daunorubicin [50,84].
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3. abra Az ABCCI1 protein felépitése és az altalunk vizsgalt SNP-k elhelyezkedése a génben, ill. a proteinben.

Roviditések: L: linker régio, NBD: nukleotidk6té domén, TMD: transzmembran domén, UTR: nem &tir6do6 régio
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Az ABCCl-nek tobb funkcidja is van. Részt vesz a xenobiotikumok ¢€s toxikus
metabolitok elleni védekezésben, a leukotrién-medialta gyulladasos valaszban és az
oxidativ stressz elleni védekezésben. Az antraciklinek elleni védekezésben betdltott
szerepének fontossdgara utal az is, hogy eldszor egy doxorubicinnel szelektalt
multidrog-rezisztens sejtvonalban irtak le [S1,84]. Az oxidativ stressz elleni védelemben
is fontos szerepe van. Az oxidativ stresszben a sejt glutation segitségével redukalja a
reaktiv oxigéngyokoket, mikozben glutation-diszulfat (GSSG) keletkezik. A GSSG-t az
ABCCI szallitja ki a sejtbdl, amikor a GSSG szint tal magas lenne. Az oxidativ
stresszbeni szerepéhez hozzéjarul a glutation-konjugdtumok exportalasa a sejtbol. Tobb
xenobiotikum kijuttatasahoz sziikséges glutation, pl.: vinkrisztin, daunorubicin [84].

Doxorubicin kezelés hatdsdra az Abccl expresszid megndtt egér szivizom
szovetében [86] és az Abccl gént overexpresszald transzgénikus egérmodellben nem
alakult ki az antraciklinek hatasara kardiotoxicitas [87]. Az ABCCI1 transzporter
antraciklin rezisztenciat tud okozni [88].

Az ABCCI gén polimorfizmusainak szerepérdl kevés ismeret all rendelkezésre.
Egy vizsgalatban egészséges onkéntesekben a gént szekvenaltak, polimorfizmusokat
keresve, ¢s az ABCC1 mRNS szintet is meghataroztak. Az atlagos expresszios szinthez
képest adtdk meg az adott genotipusti egyének mRNS szintjét. Azonositottak az altalunk
1s vizsgalt rs2426221 (exon 8, 825C>T, V275V) és rs45511401 (exon 16, 2012G>T,
G671V) polimorfizmusokat, €és koriilbeliil felére csokkent mRNS szintet taldltak a
polimorfizmust hordozdkban [89].

Egy tanulmdnyban aminosavcserét okozd polimorfizmusok és az mRNS szint
kapcsolatat vizsgaltak, de egyik SNP sem befolyasolta a keletkez6 mRNS szintjét [90].
Masok szintén az ABCC1I 10 nem szinonim SNP-jének expresszidjat és funkcionalitasat
vizsgaltak egy sejtvonalon. Mi ezek koziil a Gly671Val aminosaveserét okozot
genotipizaltuk. Egyediil az Ala989Thr aminosavcsere okozott csokkenést az egyik
szubsztrat transzportjaban [91]. Az ABCCI gén szekvenalasaval dsszesen 71 polimorf
régiot talaltak. A funkcionalitasukat in silico modszerekkel josoltak. A funkcionalisnak
josolt eltérések alacsony allélfrekvencidjuak voltak, ami arra utal, hogy ezek valoban
megvaltoztathatjdk a transzporter miikodését, és ezért negativ szelekcids nyomas alatt

vannak [92]. Az ABCC1 gén expressziojatol figghet az ALL kimenetele is [93].
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A szakirodalomban egy tanulmany ismert, ami az ABCCI 1s3743527
polimorfizmus szerepét vizsgalta. Wang ¢és csoportja az ABCBI és ABCCI gének 5’ és
3> nem atirodo régiojaban (UTR: untranslated region) taldlhatdo polimorfizmusok
tiidorak kialakulasdban betoltott szerepét kereste kinai populacion. Mindkét gén egy-egy
SNP-je hajlamositott a betegség kialakuldsara, de 6k nem az ABCCI rs3743527 SNP-
vel, hanem az ett6l kb. 300 bazisparnyira levé rs212090-vel kaptak Gsszefiiggést [94].

2.3.4. Az ABC-transzporterek az akut limfoid leukémia kialakulasaban

Feltételezhetd, hogy az ABC-transzporter csaladba tartozd fehérjék genetikai
okokra visszavezethetd hibas mitkddése, megvaltozott szintje is hozzajarulhat az ALL
kialakulasahoz, mert fiziologas szerepiik a szervezet védelme a xenobiotikumoktol. A
transzporter gének genetikai kiilonbségei miatt csokkenhet a fehérje aktivitasa €s az igy
megndvekedett karcinogén-expozicid vezethet betegség kialakulasahoz [8,59].

Az ABCBI gén polimorfizmusainak szerepét a gyermekkori ALL kialakuldsdban
mar tobben vizsgaltak, de egymadsnak ellentmondé eredmények sziilettek. Néhany
tanulmany az ABCB1 3435TT genotipusu egyének ALL-re valo fokozott hajlamat irta le
pl: Jamroziak és munkatarsai, akik 113 kaukazusi beteget €s 175 egészséges kontrollt
vizsgalva mutattak ki ezt az 6sszefliggést [8].

Szintén az ABCBI gén ALL-rizikoban betoltott szerepét vizsgalta Hattori €s
csoportja [95]. A gén 5’UTR régidjaban 3 promoter polimorfizmust (-2352G>A, -
934A>G, -692T>C) és a kodolo régioban a 3435C>T polimorfizmust vizsgaltak. Az
ABCBI1 2352A allél és 3435TT genotipus hajlamositdé szerepét allapitotdk meg
japanokban 157 beteg €s 96 kontroll 6sszehasonlitasaval. Ebben a tanulmanyban a gén
egyik haplotipusaval is Osszefliggést irtak le, de ez nem tartalmazta a 3435 pozicidban
levé polimorfizmust, mert csak a promoter polimorfizmusok alapjan meghatarozott
haplotipusokat vizsgaltak [95].

Nem talaltak 0Osszefliggést az ABCBI gén polimorfizmusai (-129T>C
(rs3213619), 1236C>T (rs1128503), 2677G>T/A, 3435C>T)) és az ALL kialakulasa
kozott 294 Kalifornidban €16 észak-amerikai spanyolajkt, ill. 135 nem spanyol
szarmazasu betegben. A 3 kdodold régidoban levd polimorfizmus (C1236T-G2677T/A-
C3435T) éltal alkotott haplotipusok koziil egyik sem hajlamositott ALL-re. Viszont a

CGC haplotipusu gyermekek védettebbek voltak a rovarirté szerek leukemogén
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hatasaval szemben, mint az dsszes tobbi haplotipusi gyermek. A hiperdiploid ALL-
eseket kiilon elemezték és azt talaltdk, hogy az ABCB1 gén egyes genotipusai €s
haplotipusa erdsen asszocidl hiperdiploid ALL kialakulasaval. A 3435TT genotipus és a
1236T-2677T-3435T haplotipus asszocialt az ALL fokozott rizikbjaval [67].

Mexikoi ALL-es populdcid eredményei is azt erdsitik meg, hogy az ABCBI
polimorfizmus Onmagaban nem hajlamosit ALL-re [96]. Az ABCG2-transzporter

szerepét az ALL rizikojaban el6ttiink senki sem vizsgalta.

2.4. A farmakogenetika

Az 1950-es ¢években dokumentaltdk eldszor, hogy a gydgyszerek hatdsaban mutatkozo
kiilonbségek okaiért 6roklott tényezok is feleldsek, ezzel meginditva a farmakogenetikai
kutatasokat [97] Megfigyelték, hogy kiilonboz6 emberek eltéré médon reagalnak
ugyanarra a gyogyszeres kezelésre és ez az eltérés gyakran nagyobb a populacio egyes
tagjai kozott, mint egy egyénen beliil kiilonb6z6 idépontokban. A gyogyszeres kezelés
hatasat befolyasolja az életkor, szervfunkcio, kisérd terapia, droginterakciok, a betegség
természete, a nem, de a gyogyszerekre adott valasz kiilonbségének 20-95 -ban genetikai
oka van. A legtobb droghatast szdmos géntermék kolcsonhatasa hatarozza meg, ezek
befolydsoljak a gydgyszer farmakokinetikdjat és farmakodinamikajat. Kiilonbségek
lehetnek a targetmolekulakat, transzporter-molelulakat, metabolizalé enzimeket kodolo
génekben, és a variansok kozott eléfordulhat olyan, ami befolydsolja a gyogyszer
hatasat, a peptidkotést, felszivodast, disztribucidt, metabolizaciot, kivalasztast és igy
klinikailag szignifikans. A farmakogenetika és a farmakogenomika az Oroklodés
szerepét kutatja a gyogyszerekre adott reakcié interindividualis kiilonbségeiben [98]

A farmakogenetika egyes genetikai varidciokra fokuszal, mig a farmakogenomika
genom szintli megfigyeléseket végez. Sok esetben nem elég egyetlen genetikai
polimorfizmust vizsgélni, mert pl.: az anyagcsere-enzimek legtobb varians formaja csak
kis mértékben tér el a vad tipusutdl, de tobb polimorfizmus kombinacidja egy
anyagcsere-utvonalon beliil mar jelentds mértékben befolyasolhatja a terapias valaszt
[99]. Kapcsolt gének esetében haplotipus meghatarozasa is fontos, mert a haplotipus
struktiira gyakran jobban jelzi a lehetséges fenotipusos kovetkezményeket, mint az

egyes polimorfizmusok.
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A farmakogenetika az egyéni variaciokat felhasznalva lehetOséget ad a személyre
szabott gyodgyszerezésre: a megfeleld gyodgyszer, megfeleld dozis bedllitdsara, ezzel
novelve a kezelés hatékonysagat és csokkentve a toxicitast, mellékhatasokat [100]. Ez
azoknal a gyogyszereknél kiilonosen fontos, amelyeknek szilik a terdpias indexiik, azaz
viszonylag kicsi a kiilonbség a toxikus és a terapias dozis kozott, vagy amelyeknek
esetében nagy interindividualis kiilonbség van a hatdas vagy a mellékhatdsok
tekintetében €s ezeket nem lehetne egyénenként megfigyelni ill. nincs mas terapids
lehetdség. A fentiek igazak a kemoterapids szerekre és a daganatos megbetegedések

sulyos kimenetele miatt is fontos az onkoldgiaban a farmakogenetika alkalmazasa.
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2.5. Az antraciklinek okozta kardiotoxicitas farmakogenetikai vizsgalata

Az antraciklinek koziil a doxorubicin €s daunorubicin természetes vegyiiletek,
amelyeket elészor mint antibiotikumokat, a Streptomyces peuceticus var. caesius
aktinobaktérium torzsbdl izoldltak. A doxorubicin szerkezeti képletét a 4. abran
jelenitettem meg. A daunorubicin ettdl annyiban kiilonbozik, hogy a csillaggal jelolt
—OH csoport helyén egy —H van. A leghatékonyabb rakellenes szerek koz¢ tartoznak, a
gyogyszer hasznalatanak bevezetése hozzajarult a tulélés 80%-ra valdo novekedésehez.
A daunorubicint elsésorban hematoldgiai betegségek, pl.: leukémidk, limfomak, a
doxorubicint szolid tumorok, pl: karcindmak, szarkomdk kezeléséhez hasznaljak
[101,102]. Magyarorszagon a BMF protokollokkal kezelt ALL-es gyermekek mind a
kettot kaptak [103].

Alkalmazasukat korlatozza, hogy a szivizomsejteket nagymértékben karositjak.
Ennek patofiziologidja még nem teljesen ismert, de valdszinii, hogy az alapvegyiilet és a
metabolitjai is kardiotoxikusak [102]. A gyermekkori rak taléléi kozott 8-szoros

gyakorisagu a szivproblémak miatti halalozas [104].

O OH O
OH *
OH

|| I
O OH
\ o
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4. abra: A doxorubicin képlete.
Daunorubicin esetén a csillaggal jelolt —OH csoport helyén egy —H van.
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2.5.1. Az antraciklinek anyagcseréje

Az antraciklinek farmakokinetikdjat az adagolas modjatol fiiggden altalaban két-
vagy haromkompartmentes modellel irjak le. A gyogyszer kiliriilése nagy intra- €s
interindividudlis kiilonbségeket mutat. A szervezetben t6ltott idd fontos mind a toxicitas
kialakulasa, mind a hatas kifejtése szempontjabol [102]. Az antraciklinek lipofil
vegyitiletek, ezért a plazmamembranon vald atjutasuk passziv diffazidval torténik [105].

Anyagcseréjiiket a doxorubicin példdjan szeretném bemutatni (5. abra). Emberben
a szervezetbe keriilt doxorubicin 50%-a valtozatlan formaban kiiiriil. A fennmarad6
mennyiség harom uton metabolizalodhat [102].

Az antraciklinek anyagcseréjének f0 Gtja sordn az eredeti vegyiiletbdl két elektron
felvételével szekunder alkohol, doxorubicinol, ill. daunorubicinol keletkezik. Ezt a
reakciot a citoplazmatikus NADPH-fligg6 oxidoreduktdzok katalizaljak: karbonil-
reduktaz 1 (CBRI1: carbonyl reductase 1) és karbonil-reduktdz 3 (CBR3: carbonyl
reductase 3), az aldo-keto reduktaz csalad 1 Al-es génje (AKR1AT1: aldo-keto reductase
family 1, member Al) €s az aldo-keto reduktaz csalad 1 C2-es génje (AKR1C2: aldo-
keto reductase family 1, member C2). Az antraciklin-alkohol metabolitok a plazmaban
cirkulalnak, az eredeti gyogyszermolekuldhoz hasonl6 a féléletidejiik, de tumorellenes
aktivitasuk nincsen [102,106].

A masik anyagcsere Ut soran az antraciklinek C gyliriijének kinon csoportja egy
elektron felvételével redukalodik, igy szemikinon keletkezik beldle, szamos
oxidoreduktaz segitségével. Ezek kozott vannak citoszolikus enzimek, pl: NQOI,
xantin-dehidrogenaz (XDH: xanthine dehydrogenase), indukalhaté nitrogén-monoxid
szintetdz (NOS2: nitric oxide synthase 2, inducible) és mitokondrialis enzimek, pl.: a
NAD(P)H oxidoreduktdz multienzim komplex, a NDUFS (NADH dehydrogenase
(ubiquinone) Fe-S protein 1). A szemikinon gyok rogton egy elektront atad az
oxigénnek, igy gyorsan visszaalakul kinonna, mikdzben az oxigénbdl reaktiv oxigén
gyokok keletkeznek [101,102,107,108,109].

A harmadik modon az antraciklinek 1-2%-a deglikozilacid soran hidroxiaglikonna
vagy dezoxi-aglikonna alakul. A reakci6 a NADPH-fiiggd hidroldz és reduktaz tipusu
glikoziddzok milkodésével megy végbe. Keletkezik doxorubicin-hidroxiaglikon,
doxorubicinol-hidroxiaglikon, illetve 7-dezoxi-doxorubicin-aglikon vagy 7-dezoxi-

doxorubicinol-aglikon [101,102].
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Eliminacidéjuk az ABC-transzporterek segitségével torténik. Ezért a sejten beliili

antraciklin szint f6 meghatarozoja a transzporterek mitkodése [110].

/ INAD(P)H-oxidoreduktéz |

~,

NQO1
CBR1| |CBR3

DOX ‘XDH‘ ‘NOS2HNDUFS‘ . ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ doxorubicinol

szemikinon \ AKRIAl AKRIC2

NADPH-fiiggd NADPH-fiiggd
reduktaz hidrolaz glikozidazok
glikozidazok

7-deoxi-DOX-deoxiaglikon DOX hidroxiaglikon

\ 7-deoxi-DOXol-deoxiaglikon DOXol hidroxiaglikon /
IABCB1, ABCC1, ABCC2, ABCG2 |

5. abra: Az antraciklinek anyagcseréje

Roviditések: ABCB1: ATP-binding
ATP-binding cassette, sub-family C

cassette, sub-family B, member 1, ABCCI:

, member 1, ABCC2: ATP-binding cassette,

sub-family C, member 2, ABCG2: ATP-binding cassette, sub-family G, member
2, AKR1A1: aldo-keto reductase family 1, member Al, AKR1C2: aldo-keto
reductase family 1, member C2, CBR1: carbonyl reductase 1, CBR3: carbonyl

reductase 3, DOX: doxorubicin,

DOXol: doxorubicinol, NDUFS: NADH

dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 1, NOS2: nitric oxide synthase 2,
inducible, NQO1: NAD(P)H dehydrogenase, quinone 1, ROS: reaktiv oxigén
gyokok, XDH: xanthine dehydrogenase
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2.5.2. Az antraciklinek hatasmechanizmusa

A kiemelkedd klinikai felhasznalds mellett még ma sem lehet pontosan tudni,
hogy hogyan fejtik ki az antraciklinek a tumorellenes hatasukat. Az antraciklin-indukalt
kardiotoxicitds patofiziologiaja sem teljesen ismert, de tobb mechanizmusrol
feltételezik, hogy kozrejatszik a karosité hatasban. A kardiotoxicitast okozd hatasok a
tumorellenes hatasok is valoszinlileg. A folyamatok feltehetdleg egymast erdsitik, és a
korai toxicitas hozzajarul a betegség kés6bbi kialakulasahoz [111].

Az antraciklinek egyik hatdsmechanizusa a reaktiv oxigén gyokok képzése, ami
tobbféle uton lehetséges. Az enzimatikus uton keletkezd szemikinon spontan
visszaalakuldsa soran el8szor szuperoxid-anion, majd ebbdl hidrogén-peroxid keletkezik

(6. dbra) [101,102].

NO + 0, —» ONOO

I

NOS2 upregulalasa

N\

/
DOX
szemikinon \ -—. -

/ doxorubicinol — ACOI]

doxorubicin - aglikonok

DOX-Fe(III) komplex

6. abra: Az antraciklinek hatasmechanizmusa

Roviditések: ACO1: aconitase 1, ATP2A2: ATPase, Cat++ transporting, cardiac
muscle, slow twitch 2, ATP5J: ATP synthetase NOS2: nitric oxide synthase 2,
inducible, ROS: reaktiv oxigén gyokok, RYR2: ryanodine receptor 2
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Antraciklin-vas komplexek keletkezésekor az antraciklinek vas ionokkal
reagalnak, és ez katalizalja a reaktiv oxigén gyokok keletkezését. A fent emlitett médon
keletkezd szuperoxid-anion feltételezések szerint a ferritinbél felszabaditja a Fe*"-iont,
mikozben Fe’ -ionnd alakitja. Az igy jelen levé Fe’*-ionokkal az antraciklin komplexet
képez, amiben a vas oxidacios allapota oxigén jelenlétében allanddéan valtozik,
mikdzben szuperoxid-anion, ill. hidrogén-peroxid képzddik [11,101,102,112,113].

Az antraciklinekrdl feltételezik tovabba, hogy a mitokondriumba bejutva
hozzakapcsolddnak a mitokondrium belsd6 membranjaban talalhaté kardiolipinhez, igy a
légzési lancot gatoljadk. Az antraciklin-aglikonok nagyobb lipofilicitdisuk miatt a
mitokondridlis membranhoz jobban kotédnek, mint az eredeti vegyiilet, és itt
keletkeznek a hatdsukra a reaktiv oxigén gyokok. A szivizomsejtek ATP-szintézisét is
gatolhatjak a génexpresszi6 gatlasaval [11,102].

A doxorubicin a nitrogén-oxid termelést is fokozhatja az indukalhatd nitrogén-
monoxid szintetdz (NOS2) up-regulalasa révén. Az egyidejii szuperoxid és nitrogén-
oxid tultermelés reaktiv nitrogén gyokok, pl.: peroxi-nitrit (ONOO") képzddéséhez
vezethet [102].

A doxorubicinol akkumuldlédik a szivizomban és egy antraciklin rezervoart
alakithat ki, ami a szivet hosszu tavon karosithatja. Ezért az alkohol metabolitok a késdi
kardiotoxicitas kialakulasdban jatszhatnak szerepet. Ezek a szekunder alkoholok az
eredeti vegyltiletnél hatékonyabban gatoljak a mitokondrialis ATP szintézist végzé ATP
szintazt (ATP5J: ATP synthetase, H+ transporting, mitochondrial Fo complex, subunit
F6), a szarkoplazmatikus retikulum Ca-pumpajat: Ca*-ATP-az (ATP2A2: ATPase,
Ca++ transporting, cardiac muscle, slow twitch 2) és Ca*"- csatornajat (RYR2:
ryanodine receptor 2). Ezzel a doxoribicin a mitokondriumok Ca-raktarozasat is gatolja.
A doxorubicinol gatolja az akonitazt (ACO1: aconitase 1) is, egy vas-homeosztdzisban
fontos fehérjét is [101,102].

Mindezek a folyamatok hozzdjarulnak az antraciklinek okozta DNS, foszfolipid,
tiol-tartalmti fehérjék karositdsahoz, lipid-peroxidacidhoz és a tiol-tartalmu fehérjék
szintjének a csokkenéséhez [11].

Emellett feltételezik, hogy az antraciklinek a DNS kettds spiraljaba
interkalalodnak, igy meggatolva a DNS-szintézist. Gatoljak a topoizomeraz II-t, €s igy

apoptozist indukdlnak. Ez a két utobbi hatds a legismertebb nézet a tumorellenes
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hatasban. A nagy kardiotoxicitasuk ellenére az antraciklin-alkohol vegyiiletek nem
ennyire hatékonyak a tumorsejtek elleni védelemben. A topoizomerdzt kevésbé
gatoljak, és a sejthalalt kevésbé indukaljak [111,112].

Az antraciklinek altal 1étrehozott toxicitas valosziniileg minden sejtet érint, de a
gyorsan 0sztddo sejtek az artalmas hatést valoszinlileg konnyebben ki tudjak védeni. A
szivizomsejtek lassan vagy egyaltalan nem osztdédnak, a sziv normalis szerkezetét
inkabb hipertrofiaval tartjak fenn [11].

Az antraciklinek oxidativ karositd hatasa ellen fontos védelmi rendszer a glutation
redox ciklusa. A glutation a {0 intracellularis antioxidans, f6 védekezd mechanizmus az
oxidativ stresszel szemben. A kardiomiocitdkban mind a glutation-peroxidaz, mind a
szuperoxid-dizmutdz, mind a kataldz szint alacsony. Az antraciklinek szivkarositd
hatashoz hozzajarul még az is, hogy a beaddsuk utan a glutation-peroxidaz szint
jelentésen lecsokken az enzim inaktivalodasa miatt [11,57]. A szivizomsejtek
fogékonyabbak az antraciklinek karositd hatasdra a kardiolipin magas szintje €s a
fokozott metabolikus aktivitdsuk miatt is. A szivizomszovetben a magas ATP-
sziikséglet miatt nagyon sok mitokondrium van, ezek funkciovesztése hozzajarulhat az

antraciklinek szivspecifikus karositasahoz [102].

2.5.3. Az antraciklinek okozta kardiotoxicitas klinikai vonatkozasai

Az antraciklin terapia utani szivkarosodas korai és késd1 szakaszra oszthato fel. A
korai akut kardiotoxicitas a kezelés kozben vagy a kezelés utani egy évben alakul ki.
Ebbe az atmeneti rendellenességek is beletartoznak, amiket altalaban gyogyulds kovet.
El6fordulhat atmeneti szivritmuszavar (tachycardia), atrioventrikularis €s szar-blokk,
nem specifikus elektrokardiografias (EKG) valtozasok [104,114,115].

Késo61 vagy kronikus kardiotoxicitasrol akkor beszéliink, ha a tiinetek egy évvel a
kezelés utan jelentkeznek. A f6 tiinetek: folyamatos miokardiocita vesztés, miokardialis
fibrozis, szivizom-ndvekedés hianya. A bal kamra miikodését gyengiti az, hogy a fala
elvékonyodik, a végszisztolés nyomas megndvekszik ¢€s kitagulhat. Szivultrahangos
mérés soran csokkent bal kamrai linearis ejekcios frakcio, csokkent végdiasztolés hatsod
fal vastagsag, kisebb tomeg €s kontraktilitas, illetve megndvekedett bal kamrai afterload
figyelheté meg. A kardiotoxicitas pangasos szivelégtelenséghez vezethet [11,115,116].

Tobb tanulméany is igazolja, hogy az antraciklinnel kezelt betegek kozott gyakran
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eléfordul szubklinikus szivmikodés sok évvel a kezelés befejezése utan is.
Feltételezhetd, hogy az antraciklin kezeléshez kapcsolodd nagyon kicsi rendellenesség
1s maradandé szivizom-kdrosodashoz vezet. Az antraciklin okozta kardiotoxicitas lehet
aszimptomatikus, amikor csak szivultrahangon kdvethetd valtozasokat figyelhetiink
meg, példaul a bal kamra tomegének csokkenését vagy linearis ejekcids frakcio
csokkenést, de klinikai tiinetek nincsenek. Még nem ismert, hogy a sziv melyik mérési
modszere tud 0sszefligést kimutatni a korai és kés6i karosodas kozott [102,115,117].

A szivfunkci6d vizsgalatira tobbféle modszer 1étezik. Az egyik széles korben
hasznalt technika a szivultrahang. Ez egy gyors, gazdasagos, biztonsagos modszer. A
mérés eredményei alapjan hatdrozzdk meg tobbek kozott a linedris ejekcios frakcio
értékét. Ezt a Magyarorszagon kezelt ALL-s gyermekek esetében a kezelés megkezdése
elott és minden kovetkezd antraciklin ddézis utdn elvégzik. A szivfunkcid jelentds
karosodasarol akkor beszéliink, ha a linearis ejekcios frakcid értéke 10 percentilis

értékkel csokken az el6z6 vizsgalathoz képest vagy 29% alatt van [115].

2.5.4. Az antraciklinek okozta kardiotoxicitas kialakulasanak rizikofaktorai

Az antraciklinek 4altal kivaltott toxicitas mértéke nagy interindividualis
kiilonbségeket mutat, ami genetikai hattérre és egyéb kockazati tényezdk jelenlétére
utal.

A kialakulas fo rizikofaktora az antraciklin kumulativ dbzisa, azaz az Osszes
gyogyszermennyiség, amit a beteg a kezelése soran kapott. Tobb tanulmany igazolta,
hogy 500 mg/m’® antraciklin 6sszdozis folott szignifikinsan megnd a kardiotoxicitas
kialakulasanak gyakorisaga. Ezért a legtobb kezelési protokoll ennél az értéknél
limitalja a beadott gyogyszer mennyiségét. Bar tlinetmentes rendellenességek akar 45
mg/m” dozis utdn is megjelenhetnek, ami arra utal, hogy az antraciklineknek nincs
biztonsagos dozisa [11,118].

A tobbi rizikofaktor: fiatal vagy idds életkor (18 évnél fiatalabb vagy 65 évnél
idésebb), a ndéi nem, fekete rassz, genetikai faktorok, korabbi kardiovaszkuléris
problémak, cukorbetegség, 21-es kromoszoéma triszomidja, egyidejii sugarkezelés vagy
kombinalt kemoterapia. Sugarterapiat gyakran a kezelési protokoll részeként kapnak a
betegek, ami erdsitheti az antraciklinek kardiotoxicitasat, de még kérdéses, hogy additiv

vagy szinergista moédon. A kovetési 1d6 ndvekedésével egyre tobb betegben alakul ki
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szivprobléma, ezért nagyon fontos az antraciklinnel kezelt betegek hosszu tava kovetése

[11,102].

2.5.5. A kardiotoxicitas megelozése, kezelése

Az antraciklinnel kezelt betegeknél a kardiotoxicitas megeldzéséhez a szivfunkcid
folyamatos ellendrzése sziikséges. Ennek lehetséges modjai a rendszeres szivultrahang
vizsgalat és laboratoriumi vizsgalatok, pl.: szérum troponin szint mérése [11,104,114].

A kardiotoxicitds megelézéséhez probaltak a miokardidlis antraciklin, ill.
antraciklin-metabolit-szint  csOkkentését dodzisredukcioval, illetve az adagolas
modositasaval. Az antraciklin csucskoncentracid csokkentése lehetséges elhuzodo
infuzio, ill. gyakrabban beadott kisebb adagok alkalmazéasaval. Ezekrdl feltételezték,
hogy csokkenti a kardiotoxicitast, de a megfigyelés ezt nem bizonyitotta [11,115].

Kevésbé toxikus szintetikus analogok eldallitdsanal az epirubicin és idarubicin
keriilt kiprobalasra. Mindkettonél elmondhatd, hogy az azonos hatas elérés¢hez
sziikséges gyogyszeradag kardiotoxikus hatdsa is azonos volt a korabban hasznalt
vegytiletekével [115].

Egyik 0j ranyvonal a liposzomalis antraciklinek hasznélata. Ezekkel lehetové
valhat a szervspecifikus adagolas, amivel a szisztémas ¢€s kardiotoxicitas mérsékelhetd
lenne, de még tobb vizsgalat sziikséges ennek bizonyitasara [115].

A gyakorlatban leginkabb alkalmazhato védekezési mod a kardioprotektiv szerek
egyideji adasa annak érdekében, hogy az antracikliek szivkarositd hatasat
kikiiszoboljek. Az egyik nagyon hatékony szivvédd gydgyszer a dexrazoxan, ami egy
vas-kelator. Megkoti a szabad és a transzferrin-, ill. ferritin-kotott vasat is, igy
megakadalyozza az antraciklin-vas komplexek kialakuldsat és ezaltal a reaktiv oxigén
gyokok keletkezését. Rovidtava védelmet biztosit a betegek tobbségében még a
legintenzivebb antraciklin d6zis mellett is. A hosszutavu hatdsai még nem bizonyitottak,
¢s még nincs elég klinikai adat ahhoz sem, hogy kotelezéen eldirjak a hasznalatat
gyermekeknél [11,115,119,120,121].

A kialakult betegség kezelésére tobbféle kezelést probalnak. Angiotenzin 1
konvertal6 enzim (ACE: angiotensin I converting enzyme 1) inhibitorok eléidéznek

javulast a bal kamra szerkezetében €s funkciojaban, de ez atmeneti. Novekedési hormon
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adasaval szintén atmeneti javulast lehet elérni. Béta-adrenoceptor antagonistak (béta-

blokkolok) adasa eredményesnek tiinik; sulyos esetben szivatiiltetés sziikséges [11,115].

2.5.6. Genetikai polimorfizmusok az antraciklin okozta kardiotoxicitasban

Az antraciklinek hasznilata soran a betegek kozott jelentds kiilonbségek
figyelhetok meg a szivproblémak kialakuldsdban, ami genetikai hattér jelenlétére utal. A
gyogyszer metabolizmusaban, a mellékhatas kialakulasaban szerepet jatszo gének
polimorfizmusai okozhatnak ilyen eltérést. Kutatasi eredmények bizonyitjak, hogy a
szabadgyok-képzésben részt vevd gének (NQOI), az antraciklin-transzportjat végzo
ABC-transzporterek (ABCCI, ABCC2, azaz ATP-binding cassette, sub-family C,
member 2) ¢és az antraciklin metabolizdlo gének (CBRI, CBR3, AKRIAI)
kozremiikddnek a kardiotoxicitas egyéni kiilonbségeiben [87,102,109].

A human karbonil-reduktaz 1 (CBR1) egy citoszolikus fazis I enzim. Széles
szubsztratspektruma van, NADPH felhasznalasaval a vegyiiletek kételektronos
redukalasat végzi. A génnek két sokat vizsgalt polimorfizmusa a Val88lle és a
Pro131Ser. Az eldbbi (rs1143663) miatt a fehérje 88. aminosava valin helyett izoleucin
lesz, az utobbi (rs41557318) egy prolin-szerin cserét okoz. A CBR1 Val88 és 11e88
eltérd katalitikus és termodinamikai tulajdonsadgokkal rendelkezik. A Val88 magasabb
Vmax érteket képes elérni, ezért hatdsara tobb doxorubicinol és daunorubicinol
keletkezik. Az eltérés oka az, hogy a 88. pozicidban izoleucint tartalmazo fehérje
kevésbé koti a NADPH-t, mint a valin tartalma. A Prol31Ser polimorfizmus esetén a
szerin tartalmt fehérjének sokkal nagyobb az affinitasa az antraciklinhez, bar a Vmax
értékben nincs eltérés a vad tipusu fehérjéhez képest. Az [1e88 és Ser131 aminosavakat
tartalmazo CBRI1 fehérjével rendelkezd betegekben kevesebb alkohol-metabolit
keletkezik, de emiatt az eredeti vegyiilet halmozodik fel, €s tobb szabad gyok képzddhet
[106,122].

A CBR3 gén Val244Met (rs1056892) aminosavcserét okozd polimorfizmusa
befolydsolja a protein katalitikus aktivitasat, a valin tartalmi fehérje tobb alkohol-
metabolitot képez. A homozigdta Val244 betegek esetében a sulyos szivprobléma
kialakulasanak esélye 8-szoros volt a tobbiekhez képest [109]. A CBRI gén befolyasolta
a doxorubicin clearance-ét [123]. Az AKRIAI gén két aminosavcserét okozo

polimorfizmusa az Asn52Ser ¢és a Glu55Asp. Az aszparaginsav, ill. szerin tartalmu
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fehérjéknek kb. 50%-kal kisebb a katalitikus hatékonysaga, mint a vad-tipusu
fehérjeknek. A kisebb aktivitdsu fehérjék csak akkor védenek az antraciklinek karosito
hatasaval szemben, ha az elsddlegesen toxikus metabolit az alkohol-vegyiilet [124].

A kataldz (CAT: catalase), szuperoxid-dizmutdz 1 (SODI1: superoxide dismutase
1) overexpresszioja egérben védelmet nyUjt az antraciklin indukalta szivkérosito
hatassal szemben. A glutation S transzferdz gének overexpresszioja sejtvonalakban véd
az antraciklin hatasaival szemben. Ezért ezen gének polimorfizmusait is érdemes lenne
vizsgalni [87].

A szivben tobb ABC-transzporter is expresszalodik, pl.: ABCBI, ABCCI,
ABCC3 (ATP-binding cassette, sub-family C, member 3), ABCG2 [56,125]. ABC-
transzporter génkilitott egerek szdveteiben, koztiik a sziv szdveteiben is, a proteinek
altal szallitott xenobiotikumok szintje megemelkedett. Gyakoribb volt a kardiotoxicitas
olyan esetekben, amikor egyszerre adtak ABC-transzporter gatlot €s antraciklineket
[126]. Kardiomiopatias szivbdl szarmazé szovetben az ABCG2 mRNS-ének magasabb
szintjét talaltdk [127]. Az ABC-transzporterek csékkent expresszidja hozzajarulhat a
gyogyszerek szivben levé megvaltozott eloszlasahoz [128].

Az antraciklinek sejtbdl torténd elimindciojaban részt vevé ABCBI és ABCG2
ABC-transzporter gének polimorfizmusait 62 4zsiai betegen vizsgaltdk Lal és mtsai
[129]. Az elemzett ABCBI polimorfizmusok a kovetkezOk: 1236C>T, 2677G>A/T,
3435C>T és az ABCG2 421C>A. A doxorubicin szint emelkedett volt azokban a
betegekben, akik legalabb egy ABCBI 1236T allélt hordoztak. Az ABCB1 1236-2677-
3435 pozicidkban homozigdta, CC-GG-CC genotipusit betegekben szignifikdnsan
alacsonyabb volt a doxorubicin szint, mint a CT-GT-CT, ill. TT-TT-TT genotipusokat
hordozd betegekben. Az elsd genotipuscsoportban a doxorubicin clearance is
fokozottabb volt a tobbiekhez képest. A doxorubicinol csliicskoncentracidja is
alacsonyabb volt a CC-GG-CC haromszoros homozigota paciensekben, mint a TT-TT-
TT csoportban. Az ABCG2 421C>A polimorfizmus és doxorubicin szint k6zott nem
talaltak osszefiiggést a betegeknél [129].

Az irodalomban idaig egy olyan tanulmany talalhatd, ami az ABCCI gén szerepét
vizsgalta az antraciklin okozta kardiotoxicitasban. Itt non-Hodgkin-limfomas (NHL)
kaukazusi betegeknél 82 gén 206 SNP-jét genotipizaltak. A betegpopulacidban 87 olyan
NHL-es egyén volt, akinek szivproblémai jelentkeztek. Az 6 adataikat hasonlitottak
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0ssze 363 olyan NHL-s beteggel, akiknek nem romlott a szivfunkcioja. Azt talaltak,
hogy az NAD(P)H oxiddz multienzim komplex p40phox alegységét kodoldé NCF4
(neutrophil cytosolic factor 4) ugyanennek az enzimkomplexnek a p22phox alegységét
koédoldé CYBA (cytochrome b-245, alpha polypeptide) és RAC2 (ras-related C3
botulinum toxin substrate 2) gének egy-egy polimorfizmusa a krdonikus antraciklin-
indukalta szivkarosodas megjelenésével fliggtek dssze. Az ABCCI és az ABCC2 gének
polimorfizmusai szignifikansan asszocialtak a csokkent szivfunkcioval. Az akut
kardiotoxicitast az ABCCI Gly671Val SNP (rs45511401) és az ABCC2 gén V1188Q-
C1515Y haplotipusa befolyasolta [107].

A doxorubicin clearance-t kozvetetten is befolyasolhatja egy gén. A NRII2
(nuclear receptor subfamily 1, group I, member 2, masnéven PXR: pregnane X-
receptor) indukalja a tobbi enzim €s transzporter, koztiik a CYP3A4, CYP3AS és az
ABCBI1 expressziojat. A PXR egyik haplotipusarol leirtak, hogy befolyasolja a

doxorubicin clearance-t [130].

2.5.7.Egyéb, az ALL Kkemoterapiajaban alkalmazott karditoxikus hatasa
gyogyszerek

A rékos betegek gyogyitasara hasznalt kemoterapids kezelések ma mar magas
talélési ardnyt biztositanak, de a talélok kozil sokan szenvednek a terapia
mellékhatasaitol. Az egyik mellékhatas a kardiotoxicitds, ami jelentkezhet akut vagy
kronikus formaban. Az antraciklinek kardiotoxikus hatdsa jol ismert, de tobb egyéb
szerr6l is leirtdk, hogy karos a szivnek. Ilyenek az alkildloszerek, példaul a
ciklofoszfamid, ifoszfamid, ciszplatin, busulfan és mitomycin. De artalmas hatéssal
vannak a szivre a vinka alkaloidok, a fluorouracil, a citarabin, az aszparaginaz és az
ujabb szerek koziil a paklitaxel, trastuzumab, etopozid és tenipozid. Ezek a kombinalt
kemoterapia részeként hozzajarulhatnak a kardiotoxicitas kialakulasahoz [131].

A kemoterapias szerek kombinalt alkalmazésa soran a kiilonboz6 kardiotoxikus
szerek egymas hatasat felerdsithetik. A felsorolt kardiotoxikus szerek koziil azokat
ismertetem részletesebben, amelyeket az akut limfoid leukémias gyermekek kaptak a
kezelésiik alatt.

A ciklofoszfamid nagyon hatékony daganatgatldé ¢s immunszupresszans

gyogyszer, amit szolid tumorok, leukémiak, limfomak kezelésére hasznalnak. Standard
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dozisnal csak kevéssé kardiotoxikus, de nagy dozisnal, 150mg/kg {616tt, sulyos kardidlis
mellékhatasokat okozhat. Az ALL kezelésre hasznalt ALL-BFM 90-95-6s protokollban
1-2 x 1g/m’-t kaptak a gyermekek, ami kevesebb a toxikus dozisnal.

A ciklofoszfamid indukélta kardiotoxicitas eléforduldsa gyermekekben
alacsonyabb, mint felndttekben, aminek az oka az életkorfliggd rezisztencia és a
gyermekeknél alkalmazott alacsonyabb dozis lehet. A kialakulds feltételezett
rizikofaktorai az 0Ossz-ciklofoszfamid dozis és a korabbi antraciklin kezelés, ill.
sugarterapia. A lehetséges artd mechanizmus a toxikus metabolit extravazacioja és az
ezt kovetd szivizomszovet-karosodas az intersticidlis vérzés €s az 6déma miatt. A
ciklofoszfamiddal kezelt betegeknél EKG ¢€s szivultrahangos eltérések figyelhetok meg,
€s pangasos szivelégtelenség vagy szivizomgyulladas alakul ki, specifikus kezelése nem
ismert [131,132].

A citarabin vagy citozin arabinozid egy nukleotid-anal6g, amit elsdsorban
kombinalt terapia részeként az akut limfoid leukémids gyermekeknél alkalmaznak. A
kardialis komplikacioi ritkdk és 4ltaldban csak nagy dozisu infuzid addsa utan
jelentkeznek. A kialakulds mechanizmusa ismeretlen, de azt feltételezik rola, hogy

immun-medialt vagy hiperszenzitivitasi reakcio tjan karosit [131].
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3. Célkitiizés

Munkdm soran az aldbbi céljaim voltak:

» A szervezet xenobiotikumok elleni védekezésében szerepet jatszo ABCBI1 és
ABCG2 ABC-transzporter gének funkcionalis polimorfizmusait vizsgalni az akut
limfoid leukémia kialakuldsiban. Osszehasonlitani az ABCB1 génben a 3435C>T,
2677G>T,A ¢és az ABCG2 génben a 34G>A ¢és 421C>A polimorfizmusok allél-,
haplotipus frekvencidit és genotipus kombinacidoit a beteg és egészséges kontroll
populacidkban. Vizsgalni a polimorfizmusok hatasat a betegség jellemzdire ¢&s

kimenetelére.

* Egy nemzetkdzi egyiittmiikodés (JALLGC: International childhood Acute
Lymphoblastic Leukaemia Genetics Consortium) keretében vizsgélni ALL rizikdjat. A
gyermekkori ALL-t megfeleld méretli mintapopulacion tanulmanyozni és egy korabbi
GWAS eredményét ellendrizni. Elvégezni a betegpopulacionkon az CDKN2A (ciklin-
dependens kindz inhibitor 2A) gén rs3731217 polimorfizmusanak genotipizalasat €s

hozz4jarulni az eredmény hitelességének megerdsitéséhez.

« Az ALL gyogyitdsdban nagyon hatékonyan alkalmazott antraciklinek
mellékhatasként fellépd kardiotoxicitas kialakulasdnak genetikai hatterét vizsgalni. A
szivfunkciot a linearis ejekcios frakcioval jellemezni, amit a kezelés soran rendszeresen
végzett szivultrahangos mérésbol szamoltunk. A szivfunkcié és az antraciklineket a
kardiomiocitakbol kiszallit6 ABCC1 ABC-transzporter polimorfizmusai kozotti
Osszefliggést keresni. A linedris ejekcids frakcid csokkenése és az ABCCI gén 9 db

egypontos nukleotid polimorfizmuséanak eldforduldsa kdzotti osszefliggést vizsgalni.
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4. Modszerek
4.1. A biobank ismertetése: betegek és kontrollok

Intézetiinkben rendelkezésre all egy akut limfoid leukémias betegektdl és
egészséges veéradoktdl szdrmazd mintagylijtemény és adatbank. A gyljtés
megszervezése ¢€s lebonyolitasa foleg Dr. Erdélyi Daniel munkdja volt, doktori
értekezésében errdl részletesen beszamol. FO célja az ALL Berlin-Frankfurt-Miinster
(BFM) 90 ¢és 95-0s protokollokkal kezelt teljes magyarorszdgi ALL-es
betegpopulaciotdl csiravonal genetikai vizsgalatokra alkalmas DNS minta gytijtése volt.
A korlapokbol szarmazo klinikai adatokat nagyon részletesen, alaposan €s pontosan
szamitogépes tablazatba rendezte. Ezzel Iétrehozott egy olyan adatbazist a
gyermekekrdl, ami szamos klinikai kérdés elemzésére ad lehetdséget. Az 6sszegylijtott
betegcsoport akut limfoid leukémids gyermekekbdl allt, akiket 1990 és 2002 kozott
diagnosztizaltak a tiz magyarorszagi gyermekhematoldgiai kozpont valamelyikében.

Az alabbiakban az altalam vizsgalt kérdések megértéséhez fontos adatokat
részletezem.

Az ALL kialakuldsara valé hajlamot a 2006-ig 0Osszegyljtott populacion
vizsgaltuk. Ez 396 beteget ¢és 192 egészséges véradd kontrollt jelentett 2008-ban az
ABCBI ¢és ABCG?2 gének vizsgalatakor. A betegek diagndziskori atlagéletkora 6,1+£3,9
év volt, 0,2-18 éves korukban diagnosztizaltak naluk a betegséget. A Magyar
Gyermektumor Regiszter adatai szerint az adott periddusban 776 ALL-es gyermeket
diagnosztizaltak az orszagban, igy a mi kohortunk a betegek 51%-at tartalmazza. Az 1.
tablazatban talalhatok a populdciok adatai. Nincs szignifikéns kiilonbség a teljes és az
altalunk vizsgalt populacio kozott az ¢€letkor, nem, immunfenotipus megoszlasaban, ill.
a visszaesett betegek szamaban. A meghalt betegek szama szignifikdnsan alacsonyabb
az altalunk vizsgalt populacioban (p<0,001), mert a mintagyljtési periddusunk
megkezdése el6tt meghalt betegek koziil nem mindenkitél tudtunk mintahoz jutni. Ok
azok, akik nem reagaltak a kezelésre vagy a terdpia kozben kapott fertdzés vagy
toxicitas miatt haltak meg.

Ehhez a tanulmdnyhoz kontroll populacidként 192 egészséges véradonak (95 ferfi
¢s 97 no, altagéletkor: 36,8+10,5 év) a laboratoriumi vizsgalatokbdl fennmaradt EDTA-
s (etilén-diamin-tetraecetsav) csOben eltett vérét dolgoztuk fel. Az Orszagos Vérellato

Szolgélattol a véradok nemét és €letkorat kértiik és kaptuk meg kiséré adatokként.
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A véradok személyes és orvosi, kortorténeti adataival nem rendelkeziink. A
kontroll populacid €és a betegek etnikai megoszlasa megegyezik. Egyik kontroll
egyénnek sem volt gyermekkori ALL-je vagy mas rakos megbetegedése korabban.

A vizsgalatba bevont emberek a magyar (kaukazusi) populaciohoz tartoznak,
viszont a populdcionk 5%-a roma szarmazasu lehet a magyarorszagi statisztika alapjan
becsiilt adatok szerint. A vizsgélathoz irasos beleegyezésiiket adtdk a kontrollok, ill.
kiskorti személyek esetén a betegek sziilei. A tanulmanyt a Magyar Etikai Bizottsag
(Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs Tudomanyos ¢s Kutatasetikai Bizottsag, azaz ETT

TUKEB) hagyta jova.

1. tablazat: Az ALL-re val6 hajlam vizsgalatdba bevont populaciok adatai

Betegek [Kontrollok |Osszes ALL-es ! )
n (%) [n(%)  |n(%) p ereek
Esetszdm 396 192 776
: stlag + & + 6,6+4,3
Nem férfi 216 (55) | 95 (49) 442 (57) 0.47
nd 180 (45) | 97 (51) 334 (43)
LR 98 (25) |- 185 (23)
Rizikécsoport MR 252 (64) | - 458 (59) 0,11
HR 46 (12) | - 124 (16)
Relapszus Tlem 334 (85) | - 622 (80) 0.06
igen 60 (15) |- 154 (19)
nem 331 (84) | - 539 (69)
Meghalt - <0,0001
igen 65 (16) | - 237 (31)
B-sejtes | 291 (74) | - 530 (68)
Immunfenotipus|T-sejtes | 53 (13) | - 113 (15) 0,14
ismeretlen| 52 (13) | - 133 (17)

" A Magyar Gyermektumor Regiszter adatai szerint az sszes gyermek, akiket
1990 ¢s 2002 kozott diagnosztizaltak akut limfoid leukémiaval.

? Altalunk vizsgalt betegek vs. 5sszes ALL-es

Roviditések: HR: magas rizikocsoporta (high risk), LR: alacsony rizikdcsoport
(low risk), MR: kozepes rizikocsoport (medium risk), n: esetszam, SD: szoras
(standard deviation)
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A nemzetkdzi egylittmitkodés idején, 2010-ben mar 550 beteg és 450 kontroll
egyén genotipizalasat tudtuk elvégezni. Ebbe a vizsgéalatba 1990 ¢és 2002 kozott
diagnosztizalt, 15 év alatti ALL-es gyermekeket vontunk be a 10 hematologiai kozpont
betegei koziil. Kontrollként a betegekkel azonos etnikumu és azonos foldrajzi teriileten
¢lo 450 felnott egészséges véradotdl gylijtottiink DNS-t. A két populacid adatait a 2.

tablazatban tuntettem fel.

2. tablazat: A nemzetkdzi egylittmiikodésbe bevont beteg- €s kontrollcsoport adatai.

Betegek n (%) |Kontrollok n (%)

Esetszdm 550 450
ﬁfrgle‘gzl(earﬂi‘g 5D, &v) 6,043, (0,2-15) | 38+14 (17-80)

férfi 304 (55) 174 (39)
Nem

né 246 (45) 276 (61)

B-sejtes 424 (77) -
Immunfenotipus |T-sejtes 73 (13) -

ismeretlen 53(10) -

Roviditések: n: esetszam, SD: szoras

A farmakogenetikai vizsgalatokba egy 445 fOs sziikebb, viszonylag homogén
betegpopulacidt vontunk be. Kizartuk a teljes populaciobol azokat a betegeket, akiknél
valami miatt jelentdsen eltértek a megadott protokolltol vagy nem fejezték be a kezelést,
korai elhaldlozas miatt. Kizartuk azokat, akik korabban mas betegség miatt mar kaptak
kemoterapiat és akiknek valamilyen tarsbetegsége volt, ami kihathat a gyogyszerek
farmakokinetikdjara, pl.: velesziiletett egyoldali vesehidny vagy Down-szindroma. A
445 160l tortént a klinikai adatok retrospektiv gytijtése. A mellékhatasok vizsgalatanal
az elemezhetd betegszamot tovabb csokkentette a klinikai adatok hidnya. Retrospektiv
vizsgalatrol 1évén szo, csak a korlapokon megtalalhatd adatokat lehetett Osszegylijteni,
ami sok esetben nem bizonyult teljesnek. Nem minden kérhazban monitorizaltak
minden mellékhatast, a korlapok gyakran hidnyosak voltak. Ezért az antraciklinek
kardiotoxikus hatasat 6 korhazbol Osszegyljtott 235 beteg adatai alapjan tudtuk

vizsgalni. A betegek adatait a 3. tablazatban foglaltam Ossze.
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betegcsoport adatai. Tovabbi informdaciokat 1d. a szovegben.

Osszes

kezeltek dodzisaival

A betegek jellemzéi |Kategoridk ;:f:gi‘:zpo d |beves D
A betegek szama 235 337
Nem n (%) férfi 126 (54) 190 (56)
nd 109 (46) 147 (44) 10,6
Eletkor (4tlag £ SD, 57+38 6,241 |
¢v) (terjedelem) (1,2-18,0) (1,0-18,0) |
LR 61 (26) 69 (20)
Rizikocsoport n (%) |MR 155 (66) 231 (69)
HR 19 (8) 37(11) 0,2
Kemoterapias 1995 eldtt (ALL-BFM 90) |83 (35) 146 (44)
protokoll n (%) 1995 utan (ALL-BFM 95) |152 (65) 189 (56) 10,06
Dexrazoxan hasznalat |nem 164 (70) 179 (70)
n (%) igen 69 (30) 76 (30) 10,9
zardvizsgalatkorig kapott [120-360 120-360
Ossz antraciklin dozis |zarovizsgélatkorig kapott,
(terjedelem, mg/m?) egylitt a relapszussal 120-840 120-840

Linearis ejekcids
frakcio (atlag = SD, %)

diagnoziskor

39,8 + 6,0 (n=133)

zarovizsgalatkor

39,0 + 6,0 (n=173)

utolsod kovetési idopont

38,6+ 5,2 (n=168)

Szivultrang idépontja
(medidn, év);
(terjedelem)

zarovizsgalat

2,0 (0,7-3,4)

utolsé szivultrahang

6,3 (2,4-13,7)

" Altalunk vizsgalt betegek vs. az 6sszes ALL-es
Roviditések: ALL-BFM: ALL Berlin-Frankfurt-Miinster protokoll, HR: magas
rizikocsoportu, LR: alacsony rizikocsoport, MR: kdzepes rizikocsoport, SD:

szoras

Az

antraciklinek okozta kardiotoxicitas

vizsgalatahoz a korlapokbdl

a

szivultrahangos mérések adatait elemeztiik. A kemoterapia ismert rovid €s hosszatavi

szivkdrositd hatdsa miatt a betegek szivfunkcidjat rutinszerien -ellendrzik. A

szivultrahanggal mért adatok koziil mi a bal kamrai végdiasztolés atmérét (VDA) és a

bal kamrai végszisztolés atmérét (VSzA) elemeztiik. Az adatokbol a bal kamrai linearis

ejekcios frakciot (linEF) szamoltunk ki: linEF (%) = (VDA - VSzA)/ VDA *100%.

Hérom idépontban végzett szivultrahang adataival szdmoltunk. Ezek a diagnozis

ideje, a zarovizsgalat ideje, ami atlagosan 2,1 évvel a diagnozis utan tortént, és az utolsod
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kovetési idOpont, atlagban 6,6 évvel a diagndzis utan, mert a gyodgyulds utan is
visszahivjak évenkénti kontrollra az egykori betegeket.

A szivultrahangot nem mindig végezték el minden betegnél, azért nem minden
esetben tudtunk linedris ejekcios frakciot szdmolni. Hét olyan betegtdl gytijtottiink
adatokat, akiknél relapszus tortént, naluk az utols6 kdvetési idopont két adattal szerepel,
mert a relapszus kezelésében még tobb antraciklint kaptak. Az egyik idépont a relapszus
elotti utolsé szivultrahang, a masik a relapszus utani legutolso.

Az antraciklines vizsgalati populacié reprezentativ voltat ellendriztiik azzal, hogy
Osszehasonlitottuk a teljes populacioval. Teljes populacidnak itt azokat a betegeket
tekintettiik, akiket ugyanebben a 6 korhdzban kezeltek és megéltek a kezelés végét.
Nincs kiilonbség a vizsgalt populacio €s az 6sszes beteg klinikai paraméterei kozott (3.
tablazat).

Az ALL Berlin-Frankfurt-Miinster (BFM) 90 ¢és 95-6s protokollokban a teljes
kezelés soran kapott egyéb gyogyszerek: intravénasan tobb dozis vinkrisztin, L-
aszparagindz, daunorubicin, doxorubicin, metotrexat, ciklofoszfamid, -citozin-
arabinozid, szajon at prednizolon, dexametazon, merkaptopurin, tioguanin,
intratekalisan metotrexat, és csak magas rizikoja betegek intratekalisan prednizolon és
ifoszfamid. Az antraciklinek tekintetében a protokollok alacsony (LR: low risk) és
kozepes rizikoji (MR: medium risk) aga csak az antraciklin ddézisok szadmaban
kiilonbozott, a betegek Osszesen 180-300 mg/m” antraciklin dozist kaptak. A magas

rizikdesoportu (HR: high risk) kezelési 4g tobb mindenben eltér.

4.2. DNS-kivonas

A DNS-t teljes elsdsorban remisszid idején EDTA-s csObe vett periférias vérbdl
szeparaltadk korabban, QIAamp DNA Blood Maxi és QIlAamp DNA Blood Midi
kitekkel (Qiagen), a gyarto leirdsa szerint. A mintagyljtés megkezdése elott meghalt
betegeknél a DNS-t mononuklearis sejtszuszpenzidobol, diagnoziskor vagy remisszioban
készitett csontveldi1 kenetekbdl vontuk ki. Néhany beteg esetében az 1jsziilottkori PKU
(fenilketonuria)-szliréshez hasznalt szlirépapirba szaritott vércseppbdl izolaltunk DNS-t.
A sejtszuszpenziobol és kenetekbdl torténd izolalashoz a High Pure PCR Template
Preparation Kitet (Roche) hasznaltuk. Sejtszuszpenziobol a gyartd altal megadott 2.3

protokoll szerint dolgoztunk, mig a csontveldi kenetekbdl torténd izolaldsnal kisebb
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valtoztatasokra volt sziikség a 2.7 protokollban. Ezek a kovetkezdk: kezdetként 200ul
PBS-ben felvettiik a kenetrdl lekapart sejteket, ehhez 40ul Proteinase K-t adtunk, és 2
oran keresztiil 55°C-on inkubaltuk. Ezutan a protokoll 6. 1épésétdl (200ul Binding
puffer hozzdadasaval) a leiras szerint folytattuk az izolalast.

Szlirépapirbdl Chelex-100 reagens (Bio-Rad) hasznéalataval vontunk ki DNS-t. A
szlirbpapirba szaritott vércseppbdl az alabbi mdédon nyertiik ki a DNS-t: a sziir6papir
2x2 mm-es darabjat 200ul 5%-0s Chelex-100 oldatottal inkubaljuk 56°C-on 90 percig,
majd 99°C-on 10 percig. Lehiitést kovetéen erdsen vortexeltiik, majd 10000 rpm-n 2

percig centrifugaltuk. A feliilisz6 fazist 6vatosan leszivtuk, ez tartalmazta a DNS-t.

4.3. A vizsgalt polimorfizmusok kivalasztasa

Az asszociacios vizsgalatunkban (ALL hajlam) a szakirodalom alapjan
valasztottuk ki a vizsgalandé polimorfizmusokat.

A kiilfoldi egytittmiikodés keretében az angol konzorciumi partner altal korabbi
genomszintli asszociacios vizsgalat elemzésével eredményiil kapott, ALL-re vald
hajlamot befolyasold polimorfizmust genotipizaltuk.

Az antraciklinek kardiotoxicitasdnak tanulméanyozéasanal célunk a kivalasztott gén
(ABCC1) polimorfizmusokkal torténd teljes lefedése volt a kapcsoltsagi adatok alapjan.
A munka kezdetén a ,4.4.1. Genotipizalas menete a GenomelLab SNPstream
genotipizald rendszerrel” fejezetben ,Kisérlettervezés” cimszo alatt leirt 1épéseket
végeztem el az ABCCI gén eldtti és utani 3000bp-nyi szakaszt is belevéve. Ez az NCBI
Genome Build 36.3 16. kromoszéma: 15934000-16152000 régioja volt. Ezutan a

vizsgalt kromoszomaszakasz kapcsoltsagi adatait, haplotipus blokkjait a HapMap

(http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/) adatbézisa alapjan dolgozoé Haploview 4.1 program

(http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview/) segitségével hataroztam meg. A genetikai

kapcsoltsag miatt egy Osszefiiggés kimutatasahoz nem sziikséges az Osszes genetikai
eltérés vizsgalata. A kapcsoltan 6rokloddé polimorfizmusok koziil elég egy vagy kettd
genotipizaldsa egy-egy  haplotipus  blokkbdol.  Haplotipusnak nevezzik a
polimorfizmusok alléljainak egy kromoszéman egyiitt 6roklédo kombinaciojat. Sokszor
nem egyes variaciok, hanem ezek kombinacidja okoz valamilyen fenotipust, ezért is
hasznos lehet a haplotipusok vizsgalata. A technikai sziirés utdn a megmaradt SNP-k

koziil feltételezett funkcionalis sorrend alapjan valasztottam ki minden haplotipus
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blokkbol egyet vagy kettdt. A sorrend a kovetkezd: nem-szinonim (azaz aminosavcserét
okoz0) SNP, promoter vagy 3’ UTR régioban levé SNP, szinonim (azaz aminosavcserét
nem okozo) és intronban levd SNP. A 4. tdblazatban foglaltam Ossze a harom
tanulmanyban vizsgalt SNP-k adatait. Az ABCBI1, ABCG2 és ABCCI génben vizsgalt
SNP-k elhelyezkedése az 1-3. abran lathato.

4. tablazat: A dolgozatban vizsgalt polimorfizmusok adatai.

Allélok | Kromo- , er 2 .. | Egyéb név az
(1/2)' | széma Pozicié Funkcio irodalomban

ABCBI1 rs2032582 | G>T/A 7 86998554 | A893S 2677G>T/A
ABCBI1 rs1045642 | C/T 7 86976581 | 111451 3435C>T
ABCG2 rs2231137 | G>A 4 89280138 | VI2M 34G>A

ABCG2 rs2231142 | C>A 4 89271347 | Ql41K | 421C>A
CDKN24 |1s3731217 | T>G 9 21974661 | intron 9477T>G

Gén SNP

ABCCI rs215060 A>G 16 15984788 | intron

ABCCI rs246219 C>T 16 15993136 | intron

ABCCI rs246221 T>C 16 16045823 | V275V | 825T>C
ABCCI rs45511401 | G>T 16 16080733 | G671V | 2012G>T
ABCCI rs4148358 | C>T 16 16094676 | intron

ABCCI rs11864374 | G>A 16 16109386 | intron

ABCCI rs6416666 | A>G 16 16121463 | intron

ABCCI rs3743527 | C>T 16 16143182 |3'UTR

ABCCI1 rs212097 A>G 16 16151630 |3'UTR

" Allélok a forward szalon; 1, gyakori allél; 2, ritka allél
? Pozicié a NCBI Genome Build 36.3-en.

4.4. Genotipizalasi moédszerek

Az egyes technikdk kivalasztasandl az adott kutatasi idoszakban rendelkezésre
allo technikai lehetdségek ¢€s a koltséghatékonysag jelentették a dontd szempontot. Az
alabbi tablazatban (5. tablazat) Osszefoglalom a mddszerek eldnyeit €s hatranyait,

amiknek mérlegelésével valasztottunk.
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5. tablazat A hasznalt genotipizalasi modszerek elonyei és hatranyai.

Technika |Vizsgalt SNP elony hatrany
ABI ABCBI 151045642, |multiplexelhetd, multiplex PCR bedllitasa
SnaPShot  [rs2032582 ezaltal 1d6- €s nehéz

ABCCI rs45511401 |koltséghatékony
LightCycler |[ABCG2 1s2231137, |gyors PCR, azonnal |kapillarisok érzékenysége, 32

PCR rs2231142 értékelhetd eredmény [minta mérhetd egyszerre
KasPar'™  |CDKN2A 1s3731217 [nagyon olcso egyszerre kevés SNP
reagensek mérésére alkalmas
GenomeLab [ABCC1 SNP-k, multiplex PCR, az SNP-k nagy %-a nem
SNPstream |kivéve rs45511401 |alacsony SNP-re mérhetd, egyszerre csak sok
rendszer vetitett koltség mintat és SNP-t tud

koltséghatékonyan mérni

4.4.1. Genotipizalas ABI SnaPShot modszerrel (ABCBI és ABCCI rs45511401
SNP-Kk)

Az ABCBI polimorfizmusok genotipizdlasa multiplex polimeraz lancreakciot
(PCR: polimerase chain reaction) kovetd multiplex miniszekvenalassal ABI PRISM 310
Genetic Analyzer (Applied Biosystems) késziilékkel tortént. A genotipizalas Dr. Erdélyi
Daniel munkdja volt, harom ABCBI polimorfizmus (rs1045642, rs2032582, rs1128503)
multiplex elemzését allitotta be. Az ALL hajlammal kapcsolatos elemzéseinkbe ebbdl 2
SNP-t (rs1045642, rs2032582) vettiink bele, de a reprodukalhatésag miatt a teljes
multiplex genotipizalast bemutatom roviden.

A mddszer lényege egy multiplex PCR, majd azt kdvetd primer extenzid négy
kiilonboz6 fluoreszcens festékkel jelolt nukleotiddal. A primer extenziohoz hasznalt
primerek 5’ vége eltérd hosszusagu, ezért hosszusaguk alapjan kapillaris elektroforézis
késziiléken elvalaszthatok egymastol.

Az ABCBI 3435T>C (rs1045642), 2677G>T/A (rs2032582) ¢és 1236C>T
(rs1128503) polimorfizmusokat tartalmazoé kromoszomarégié amplifikdlasa az alabbi
reakciokoriilmények kozott tortént. A 20ul végtérfogatban lezajlott PCR reakcid a
kovetkezdket tartalmazta: 20ng genomi DNS, SmM MgCl, (Applied Biosystems),
200uM minden dNTP-b6l (dezoxi-nukleotid-trifoszfat, Promega), 0,15 pmol/ul, 0,075
pmol/ul és 0,3 pmol/ul a forward és reverz primerekbdl, 1,5 unit AmpliTaq Gold DNS
polimeraz (Applied Biosystems) és 1x PCR puffer (Applied Biosystems). A
reakciokoriilmények: 95 °C 10 perc, 40 ciklus 95 °C 30 sec, 58 °C 30 sec, 72 °C 60 sec,
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€s 72 °C 5 perc voltak. A primerek szekvenciai az 6. tablazatban lathatok. A PCR
terméket Agilent lab-on-chip késziiléken torténd elektroforézissel ellendriztiik.

A PCR termé¢k 3 pl-ét Sul végtérfogatban megtisztitottuk a be nem épiilt
primerektdl €s dANTP-t6l 1 unit SAP (shrimp alkaline phosphatase, azaz garnéla
alkalikus foszfatdz, USB) ¢és 0,5 unit exonukledz (USB) hasznalatdval. A reakciot 37
°C-on 1 o¢ran keresztiill inkubaltuk, majd az enzimeket 75 °C-on 15 perc alatt

inaktivaltuk.

6. tablazat: Az ABCBI, ABCCI és az ABCC2 gének alabbi polimorfizmusainak
genotipizaldsadhoz hasznalt primerek szekvencidi.

SNP Primer Szekvencia
Forward primer TCTCACCATCCCCTCTGT

rs1128503 |Reverz primer TCTTTGTCACTTATCCAGC
Miniszekvenald primer|CT(C)2GACTCTGCATCTTCAGGTTCAG
Forward primer TAGGGAGTAACAAAATAACAC

rs2032582  |Reverz primer TGCAGGCTATAGGTTCCAGG
Miniszekvenal6 primer|(TGAC)sTTAGTTTGACTCACCTTCCCAG
Forward primer CTTACATTAGGCAGTGAC

rs1045642 |Reverz primer CTCACAGTAACTTGGCAG
Miniszekvenalo primer|(TGAC);,CTCCTTTGCTGCCCTCAC
Forward primer GGAATGTTGAGGCCTTCAGT

rs45511401 |Reverz primer GCTTTTCCTCAGACCACCAG
Miniszekvenalo primer|(GACT)yCCACCACGGCCACCAAAGCA
Forward primer GCTTTGTCCATGGGTCCTAA

1s2273697 |Reverz primer AGGGCTCCAACTCTCTCCAT
Miniszekvenal6 primer|(GACT);;GACCAGGTTCACTGTTTCTCCAA
Forward primer GGAGCCTCTCATCATTCTGC

rs17222723 |Reverz primer CCTCCCACCGCTAATATCAA
Miniszekvenalo primer|(C)0)TCTGGTTGGTGTCAATCCTC

A multiplex miniszekvenald6 PCR-t 5 pl végtérfogatban végeztiikk, aminek
tartalma: az el6z6 reakcio termekébol 1ul, a miniszekvenald primerbdl 0,4 pmol/ul, 0,1
pmol/ul, ill. 0,2 pmol/ul és 2,5u1 SNaPshot Multiplex Ready Reaction Mix (Applied
Biosystems). A reakciokoriilmények: 25 ciklus 96 °C 10 sec, 54 °C 5 sec és 60 °C 30

sec. A be nem ¢épiilt didezoxi-nukleotidokat a fent ismertetett médon emésztettiik.
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Ezutén a termék 0,7 pl-¢hez 9 pl formamidot €és 0,5 pl GeneScan-120 LIZ méret
standardot adtunk (Applied Biosystems). Az elekroforézist ABI PRISM 310 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems) késziiléken 17 percig végeztiik, a futtatast a Genotyper

szoftverrel elemeztiik (Applied Biosystems).

Az ABCCI 145511401 (2012G>T, Gly671Val) polimorfizmus genotipizalasa szintén a
fent ismertetett modszerrel tortént, kisebb eltérésekkel. Harom polimorfizmus: az
ABCCI 2012G>T (Gly671Val), ABCC2 1s2273697 (1249G>A, Val417lle) és ABCC2
rs17222723 (3563T>A, Valll88Glu) multiplex elemzését allitottuk be. Az
elemzésiinkbe ebbdl az rs45511401 SNP-t vettiink bele, de a reprodukélhatosag miatt a
teljes multiplex genotipizaldst bemutatom réviden.

Multiplex PCR-t végeztiink a polimorfizmusokat 6vezd régidk amplifikalasa
céljabol. A 20ul végtérfogatban lezajlott PCR reakcid a kovetkezdket tartalmazta: 20ng
genomi DNS, 2,5mM MgCl, (Applied Biosystems), 250uM minden dNTP-bd1 (dezoxi-
nukleotid-trifoszfat, Promega). ABCC1 2012-F, ABCC1 2012-R primerekb6l 0,25
pmol/ul, ABCC2 1249-F, ABCC2 1249-R primerekbdl 0,125 pmol/ul és az ABCC2
3563-F, ABCC2 3563-R primerekbdl 0,1 pmol/ul, 0,1 unit AmpliTaq Gold DNS
polimeraz (Applied Biosystems) és 1x PCR puffer (Applied Biosystems). A
reakciokoriilmények: 95 °C 10 perc, 35 ciklus 94 °C 30 sec, 56 °C 30 sec, 72 °C 60 sec,
€s 72 °C 5 perc voltak. A primerek szekvencidi az 6. tablazatban lathatok. A PCR
terméket Agilent lab-on-chip késziiléken torténd elektroforézissel ellendriztiik.

Emeésztés SAP és Exol enzimekkel az ABCB1 polimorfizmusoknal leirt protokoll
szerint.

A multiplex miniszekvendld (SBE: single base extension) PCR-t 5 pl
végtérfogatban végeztiikk, aminek tartalma: az el6z0 reakcid termékébdl 1,5ul, a
miniszekvenald primerekbdl ABCC1-2012 0,1 pmol/ul, ABCC2-1249 0,4 pmol/ul
ABCC2-3563 0,05 pmol/ul, ill. 2,5ul SNaPshot Multiplex Ready Reaction Mix
(Applied Biosystems). A reakciokoriilmények: 25 ciklus 96 °C 10 sec, 50 °C 5 sec és 72
°C 10 sec. A be nem épiilt didezoxi-nukleotidokat a fent ismertetett médon emésztettiik.

Az SBE reakci6 termékének kapillaris elektroforézise az ABCBI

polimorfizmusoknal leirt protokoll szerint tortént.
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4.4.2. Genotipizalas LightCycler PCR médszerrel (4BCG?2 polimorfizmusok)

Az ABCG2 gén két polimorfizmusanak vizsgéalatdhoz LightCycler PCR modszert
hasznaltunk. A moddszer beallitasa Dr. Andrikovics Hajnalka munkaja [133], a
genotipizalds egy részét magam, mas részét Dr. Kadmory Enikd végezte. A régid
amplifikalasat célz6 PCR reakciot kovetden olvadaspont-analizissel hataroztuk meg a
mintdk genotipusat. A reakcidelegyhez a PCR primerek mellett az amplifikatumra
specifikusan bekotddd, fluoreszcens festékkel jelolt két oligonukleotidot, Un.
hibridizacios szondat is adtunk. Az egyik szonda, a sensor, az altalunk vizsgélni kivant
mutaciéra komplementer, az 5° végétdl két bp-nyi tavolsagra kotddik a masik szonda, az
anchor. A sensor 5’ vége Bodipy 630/650 csoporttal jelolt, a 3 végén fosztatcsoport
van, ami megakadalyozza, hogy errdl az oligonukleotidrél is kiindulhasson szintézis. Az
anchor 3’ vége 6-karboxi-fluoreszcein (6-FAM) jeldlésti. Az olvadéspont-analizis soran
a donor-fluorofort (6-FAM) a LightCycler késziilék (Roche) fényforrasa folyamatosan
gerjeszti (530 nm). A gerjesztési energia egy része atadodik az akceptor fluoroforjanak
(Bodipy 630/650), melybdl az emittalt fluoreszcencia megfeleld hullamhosszon (640
nm) mérhetd. A reakcio elején, alacsony homérsékleten, a két szonda a targethez
hibridizalodva olyan kozel keriil egymashoz, hogy fluoroforjaik kozott 1étrejon a FRET
(fluoreszcencia rezonancia energia transzfer) folyamata. A LightCycler késziilék a
homérséklet fokonkénti emelése kozben folyamatosan monitorozza a keletkezd
fluoreszcencias jelet. Amikor a kapillarisban a hdmérséklet eléri a vizsgalt fragmens T,
értékét (T, az a homérséklet, melyen az adott DNS-fragmens 50%-a egyszala), a
fluoreszcencia emisszid hirtelen csokkenni kezd, mert a hibridizdcios probak az
amplikonrdl leolvadva mar nincsenek tobbé energiadtadasra alkalmas kozelségben.
Minden DNS fragmentumra jellemz6 az olvadaspontja, amit leginkabb a fragmens G+C
tartalma ¢€s a hossza befolyasol. A hibridizacids szondak €s a target kozotti mismatch a
T csOkkenését okozza, ezért genotipizalasra alkalmas a modszer.

A fluoreszcens jelet a hdmérséklet fiiggvényében vizsgaljuk, pontosabban a gorbe
masodik derivaltjat. igy a kapott csucsok a reakcidra jellemzé olvadaspontot adjak meg,
a gorbe alatti teriilet aranyos a jel nagysagaval.

A genotipizalas tivegkapillarisban tortént, mindkét polimorfizmus esetén a PCR
reakcid 10 pl-ben zajlott, az elegy Osszetétele: 50 ng genomi DNS, 5 ul 2x PCR Master
Mix (Promega), 0,7 unit 7ag DNA polimeraz (Finnzyme), 1,5 mM MgCh, 2,5 - 2.5
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pmol a szondakbol. Ehhez jott a 34G>A esetén az 5 pmol forward, 1,5 pmol reverz

primer; a 421C>A esetén 2 pmol forward és 20 pmol reverz primer. A primerek

szekvenciai a 7. tablazatban lathatok.

A PCR reakci6 koriilményei: 94 °C 2 perc, 70 ciklus 94 °C 0 sec, 50 °C 10 sec, 72

°C 15 sec. A reakci6o utan a mintakat 38 °C-ra hiitottiik, hogy a szondak a megfeleld

helyre hibridizaljanak. Ezutdn a hdmérsékletet 85 °C-ig emeltiik 0,1 °C/sec sebességgel,

kozben folyamatosan monitoroztuk a fluoreszcencids jelet.

7. tablazat: Az ABCG?2 gén polimorfizmusainak genotipizaldsahoz hasznalt primerek

szekvenciai.
SNP Primer Szekvencia
V12M-LCF 5’ATGTATTGTCACCTAGTGTTTGC3’
V12M-LCR 5’AGCTCCTTCAGTAAATGCC3’
rs2231137

V12M-anchor

5’GCGGGGAAGCCATTGGTGTS’

V12M-sensor

5’CCTTGTGACACTGGGAT?’

rs2231142

Q141K-LCF

S’TATGTATACTAAACAGTCATGGTCTTAGA3’

QI141K-LCR

S’TGGAGTCTGCCACTTTATCCA3’

QIl41K-anchor

5S’GATGATGTTGTGATGGGCACTCTGACGGTGAGA3’

QIl41K-sensor

5’AAACTTACAGTTCTCAGCAGCTCTTCGG3’

Roviditések: LCF: Light-Cycler Forward, LCR: Light-Cycler Reverse

4.4.3. Genotipizalas KasPar™ technikaval (CDKN2A polimorfizmusa)

A KasPar™ technikat a KBiosciences cég fejlesztette ki. Az allélspecifikus PCR

reakciohoz harom jeloletlen primert kell haszndlni, két forward és egy reverz primert. A

forward primerek a polimorf nukleotidnal végzddnek, a 3” végiik erre illeszkedik, a két

forward primer 3’ vége csak ebben a nukleotidban tér el egymastol. Az egyik az egyik

allélra, a masik a masik allélra specifikus. A reakcid specificitasat az adja, hogy a

hasznalt Taqg-polimeraz az amplifikaciot csak a 3’ vég illeszkedésekor tudja elkezdeni.

A primerek 5° végén egy 18 bp hosszu egyedi szekvencia van, ez nem hibridizalodik az

amplifikalni kivant kromoszémarégidhoz, viszont a masodik ciklus utdn ez is beépiil a

PCR-termékbe. A kovetkezd ciklustol az eltérd szekvenciaji 18bp hosszl szakaszokhoz

kotnek a riporter oligonukleotidok. Ezek végén VIC (2-kloro-7-fenil-1,4-dikloro-6-

karboxi-fluoreszcein), ill. FAM (6-karboxi-fluoreszcein) fluoreszcens festek talalhato. A
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reakcid végeén lézerfénnyel gerjesztjiik a festéket. Ha a riporter oligonukleotid nem épiilt
be, akkor hajtli szerkezetet képez, €s egy kozel 1évé quencher molekula és festék kozott
FRET torténik, ezért nincs detektalhato jel. Ha beépiilt a riporter, akkor a keletkezett
termék aranydban detektalunk emissziot.

A genotipizalast 384 lyuku plate-ben végeztem, a reakcio Sul térfogatban zajlott,
ennek az Osszetétele 30ng DNS, KasPar 2x Reaction Mix 1x koncentracidban
(KBiosciences, ez tartalmazza a riporter oligonukleotidokat, Tag-polimerazt és 1,8mM
MgCl,-t), forward primerek (12-12 pM) és reverz primer (30 uM). A PCR reakcio
koriilményei: 94 °C 15 perc, 34 ciklus 94 °C 10 sec, 57 °C 60 sec volt. A primerek
szekvenciait a 8. tdblazatban tiintettem fel. A reakciot 7900HT Fast Real-Time PCR
System (Applied Biosystems, Life Technologies) késziilékben végeztem. A

genotipizalas eredményét a 10. abran illusztralom.

8. tablazat: A CDKN2A gén rs3731217 polimorfizmusanak genotipizalasdhoz hasznalt
rimerek szekvenciai.

Primer [Szekvencia

forward 1 |5’GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGAATATTAAACCTCCACTCCCAGG3’
forward 2 |S’GAAGGTCGGAGTCAACGGATTATGAATATTAAACCTCCACTCCCAGT?’
reverz 5S’GTTCTGAGATAATGTTGAAAGTCACAGATA3Z’

4.4.4. Genotipizalas GenomeLab SNPstream rendszerrel (4BCCI SNP-k)

A GenomelLab SNPstream (Beckman Coulter) genotipizaldé rendszer
mitkddésének lényege egy multiplex PCR-t kdvetd, egy bazisparnyi primer extenzio,
jelolt nukleotidokkal. El8szor az egypontos nukleotid polimorfizmust tartalmazé
génszakaszt polimerdz lancreakcidoval amplifikaltuk, majd a terméket megtisztitottuk a
maradék nukleotidoktol, primerektdl. A kovetkez6 PCR reakcid egy harmadik, Un.
extenzios primerrel tortént. Ez a primer pontosan a vizsgadlni kivant SNP el6tti
nukleotidig illeszkedik az els6 PCR-ben keletkezett termékre. A reakcid soran
fluoreszcens  festekkel (TAMRA: 6-karboxi-tetrametil-rodamin, ill. Bodipy-
fluoreszcein) jelolt didezoxi-nukleotidok épiilnek be a primer 3° végére a polimorf
helyen levd allélnak megfelelden. Mivel egyszerre csak két festék alkalmazhato, csak
egyféle nukleotidcsere és ennek komplementere vizsgalhatdo egyidében. Egy mintan

egyszerre 48 SNP lemérését végezziik, tehat 48-plex PCR beallitasa sziikséges. A jelolt
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nukleotidokkal amlifikdlt extenzids primerek 5° vége komplementer egy eléregyartott
oligonukleotidokat tartalmaz6 384 lyuku plate megfeleld helyével. A hibridizaciot
kovetd mosas €s 1ézeres leolvasds utan a két festek aranya alapjan allapitottuk meg a
genotipusokat.

Az ABCCI génben taldlhatdo rs215060, rs246219, rs246221, rs45511401,
154148358, 1511864374, rs6416666, rs3743527, rs212097 SNP-ket a SNPstream
rendszer hasznalataval genotipizaltuk. A munka sordn dsszesen 48 SNP genotipizalasat
végeztem el, de a dolgozatomba ezek koziil csak az ABCCI gén 9 SNP-jével
kapcsolatos elemzést vettem be. A mérés pontosan ugyanigy tortént volna, ha egyszerre

csak 9 SNP-t genotipizalok, menetét a kdvetkezékben mutatom be.

Kisérlettervezés:

A mérendd polimorfizmusok kivalasztdsanal koriltekintden kell eljarni, tobb
szempontot is figyelembe kell venni. Eloszor a vizsgdlni kivadnt gén mar leirt

polimorfizmusait toltdttem le a HapMap adatbazisbol (http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/)

¢és innen valasztottam ki a gyakoribb SNP-ket. A minor allél frekvencia legals6 hatarat
10%-ndl hataroztam meg. Ennek oka az, hogy a ndlunk rendelkezésre 4&llo
betegpopulacion ilyen gyakorisdgminimum az, amivel varhatdéan lesz annyi ritka
homozigdta ¢és heterozigdta egyén, amennyivel a statisztikai elemzést még el lehet
végezni.

A multiplex PCR miatt az amplifikalni kivant DNS szakasz GC aranyanak
(guanin €s citozin nukleotidok aranya) minden mérendé SNP esetén 40-65% kozottinek
kell lennie. Az ismétlodé régiok esetleges eléfordulasdt a RepeatMasker on-line

programmal ellendriztiik (http://www.repeatmasker.org/), a szekvencidban jelen levd

repeatet jelolni kellett. A primerek tervezéséhez az Autoprimer szoftvert
(http://www.autoprimer.com) (Beckman Coulter) hasznaltuk a gyart6 utasitasai szerint.

Ebben a fazisban az SNP-k 70-80%-a kiesik, nem bizonyul lemérhetdnek. A

genotipizalashoz Osszesen két PCR primer és egy extenzids primer szikséges. A
primerek szekvencidi a 9. tablazatban lathatok. A mérést a gyartd utasitisai szerint

végeztik.
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PCR reakcid, tisztitas, primer extenzid

A PCR reakciot Sul végtérfogatban végeztiik, amiben 20ng genomi DNS, SmM
MgCl, (Applied Biosystems), 90-90uM a négyféle dNTP-bd1 (Invitrogen), 50-50nM a
két PCR primerbdl, 0,5 unit AmpliTaq Gold polimerdz (Applied Biosystems) és 1x
koncentracioban PCR puffer 1I (Applied Biosystems) volt. A kovetkezd reakcio-
koriilményeket hasznaltuk: kezdeti denaturacid 94 °C 1 perc, majd 40 ciklus 94 °C 30
sec, 55 °C 30 sec és 72 °C 1 perc.

Ezt kovetden megtisztitottuk a kapott terméket a be nem ¢épiilt dezoxi-
nukleotidoktdl és primerektdl 3ul of SBE Cleanup Reagent (USB) hozzaadasaval, ami
exonukleaz I-et és garnéla alkalikus foszfatdzt tartalmazott. A reakciot 37 °C-on 30
percig inkubaltuk, majd inaktivaltuk az enzimeket (96 °C 10 perc).

Az egy bazisparnyi primer extenzid elvégzésehez 7ul extenzids reakcidelegyet
adtunk minden mintahoz. Ez tartalmaz 3,76ul SNPware extenzios puffert (Beckman
Coulter), 0,2 ul SNPware extenzids mixet (ebben vannak a jelolt didezoxi-nukleotidok)
(SNPware Extension Mix, Beckman Coulter), 2,97ul Ultrapure DN4z/RNaz mentes
desztillalt vizet (Invitrogen), 0,02ul SNPware DNS polimerazt (Beckman Coulter) és az
extenzios primereket (5-5uM). A PCR kortilmények: 96 °C 3 perc, majd 46 ciklus 94 °C
20 sec, 40 °C 11 sec.

A felsorolt PCR reakciokat 384-es plate-ben (Bio-Rad) a PKGD PTC 0220 DNA
Engine Dyad (Bio-Rad) PCR késziilékben végeztiik.

Hibridizacio és plate leolvasas

Az extenzios primerek (48 db) 5’ végével komplementer oligonukleotidokat
tartalmazd 384-lyuki  SNPware plate-et (Beckman Coulter) aktivaltuk 1x
koncentracidban SNPware moso puffer 1-gyel (Beckman Coulter) torténd elémoséssal.

A primer extenzid utdn keletkezett termékhez 8ul hibridizdcidos mixet adtunk,
amiben 7,56l hibridizacios oldat (SNPware Hybridization Solution, Beckman Coulter)
¢és 0,44 pl SNPware Hybridization Additive, Beckman Coulter) volt. A PCR-termék és
hibridizacios mix keverékébdl 20ul-t vittlink at az SNPware plate-re. Ezt lezart
kamréban 100%-os paratartalom mellett inkubaltuk 42 °C-on 2 6raig (£15 perc). A jelolt
extenzios  primerek  ekkor hibridizdlnak a plateen levd komplementer
oligonukleotidokhoz. Ezutan a nem ko6tddott primereket lemostuk 1x koncentracidban

SNPware mos6 puffer 2-vel (Beckman Coulter).
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A plate-et GenomeLab SNPStream Imager (Beckman Coulter) késziilékkel

olvastuk le, ami egy két lézerrel miikodd fluoreszcens leolvasd. A plate-rdl késziilt

képet a rendszerhez kapott megfeleld szoftverrel értékeltiik ki.

9. tablazat: Az ABCCI polimorfizmusainak genotipizadlasdhoz hasznalt primerek

szekvenciai.

SNP

Primer

Szekvencia

1s215060

PCR primer 1

AGTGTGAAGGGACTGGGG

PCR primer 2

ACSTAATAAATCTTATCTGCATGACC

extenzios
primer

ACAACTACCGACGACAAGACTGTTTTGAAGATAT
CCCCTGTCTGC

rs246219

PCR primer 1

ATTGTCAAGGCAACGAAAG

PCR primer 2

TTCCTTCACCTTGCTGGTC

extenzids
primer

AAGTACCACGTCAACGTCACGAGAAGCATGGTTC
AAGGCCACTGC

rs246221

PCR primer 1

CTTGGAACTCTCTTTCGGC

PCR primer 2

ACAACGGCTTCACCTCCT

extenzids
primer

CAGAATAGCCACGCCTAGATGGGCAGGATCCTTG
GAGGAGTACAC

rs45511401

PCR primer 1

GGAATGTTGAGGCCTTCAGT

PCR primer 2

GCTTTTCCTCAGACCACCAG

extenzios
primer

GACTGACTGACTGACTGACTGACTGACTGACTGA
CTGACTGACTGACCAGGTTCACTGTTTCTCCAA

rs4148358

PCR primer 1

AACCTATCTGGGGCCAAG

PCR primer 2

AGGCTACTTTTAGGTGACAATACC

extenzids
primer

CAAGACCGCAACTAGATACAATTTTTTGCTCACCT
GGACGGAAGG

rs11864374

PCR primer 1

TGTCTGTTCCTGGCTTCTTC

PCR primer 2

TAACTTCTCTGGCTTCCTGG

extenzios
primer

CTAACTAAGCTACGCCGACATTAACTTGTCATCA
GAGTCAGGACC

16416666

PCR primer 1

AGAAGACTCTCCATCTGTGGG

PCR primer 2

AACAAAAAGCATCAATAGCAGC

extenzids
primer

CACCGCTATCAACAGACTTGAATTAACGCCCGTG
CCGCCACCCAG

1s3743527

PCR primer 1

TTCATTTCCTTGGGGCTG

PCR primer 2

AAGACCAGATGTTGGTAAGAGG

extenzios
primer

ACGTAAGACCACTCAAGACCTCCAGGGCCCTGGG
ACACTGCCAAG

rs212097

PCR primer 1

RCACACTGGGCTCTCACA

PCR primer 2

CATGACCAGAACCCTGTGG

extenzids
primer

CAGTCAACAATCCAGATCAATGCCGAGAGCCTGG
GCTGGTGTCCA
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4.5. Statisztikai analizis

Az allélfrekvenciat allélszamoldssal hataroztuk meg. A Hardy-Weinberg

egyenldség (HWE) meglétét az on-line elérhetd http://ihg2.helmholtz-muenchen.de/cgi-

bin/hw/hwal.pl szoftverrel szdmoltuk ki, a HWE-t6l valo szignifikans eltérés p<0,01

érték esetén allapitottunk meg.

A kategorikus klinikai adat, az ALL-re vald hajlam genetikai hatterének
elemzésénél az allél és genotipus frekvencidk kiilonbozéségének ellendrzéséhez ¥’
tesztet hasznaltunk. A haplotipus- és genotipus-kombinacidk elemzéséhez logisztikus
regressziot hasznaltunk az ¢letkor és a nem figyelembevételével, itt 95%-os konfidencia
intervallumot (CI 95%) hatdroztunk meg. A haplotipusra vonatkozd odds ratio (OR)
értéket feltételes logisztikus regresszids modellel hataroztuk meg. A haplotipusokat €s

ezek frekvencidjat a Haploview 4.1 (http:/www.broad.mit.edu/mpg/haploview/)

programmal becsiiltiik meg.

A linedris ejekcids frakcioval, mint folytonos valtozoval meghatarozott
szivfunkcid genetikai hatterének meghatdrozasahoz tobbszordsen illesztett GLM-t
(generalized linear model) haszndltunk. Ebbe a tobbvaltozos modellbe a kovetkezd
kofaktorokat vettilk be: nem, diagndziskori életkor, kezeld koérhaz, Ossz-antraciklin
dozis, dexrazoxan-hasznalat és kemoterdpias protokoll. A diagnoziskori adatok
elemzésekor csak a nem, diagndziskori életkor, kezeld korhdz és a kemoterdpias
protokoll szerepelt a modellben. A harom genotipust kiilon elemeztiikk, amikor
megfeleld szdmu beteg volt minden csoportban. A tobbszords dsszehasonlitds miatt a p
értéket az SNP-k szamaval korrigaltuk, igy a p<0,0055 értekeket vettiik szignifikansnak.

Az elemzést SPSS 15.1 (SPSS Inc.), ill. MedCalc 10.0.2 (MedCalc Software)

szoftverekkel végeztiik.
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5. Eredmények
5.1. Az ABCBI és ABCG?2 gének szerepe a gyermekkori ALL kialakulasaban

Az ABCBI ¢és ABCG2 gének polimorfizmusainak szerepét vizsgaltuk a
gyermekkori ALL kialakuldsdban. Az ABCBI 2677G>T/A, 3435C>T és ABCG2
34G>A, 421C>A polimorfizmusok gyakorisagdt az ALL-es beteg és egészséges
kontroll populacidban a 10. tdblazatban tiintettem fel. A két csoport kozott nem volt
szignifikdns kiilonbség az allélgyakorisagban ¢és a genotipus megoszlasdban. A

genotipus csoportok megoszlasa mindenhol Hardy-Weinberg egyensulyban volt.

10. tablazat: Az ABCBI és ABCG2 gének polimorfizmusainak allél- €s genotipus-

frekvenciai a vizsgalt populacion

Genot.,Genot. Genot. a P
. . .| N p |HWEAIlél|, ~,
Gén | SNP |Populacio N11 | N12 | N22 értéld | o) | 2° erﬁek

0ssz (%)1 (%)1 (%)1

96 182 97
bete 375 0,6 | 50,1
Ancp| 2677 8 (256)|(48.9)| 259)| o
G>T/A 48 | 82 | 59 | ’

kontroll | 189 25.4| @3.4)|312) 0,08 | 52,9

86 177 | 115

bete 378 0,3 | 53,8
3435 8 (22.8)| (46.8)| (30.4)
ABCBI 0,3 0.2
1 kontroll | 189| 2% | 84 | 31 0.1 |492
Ontro (28,6)| (44,4)| (27,0) ’ ’
358 | 25
bete 383 0(0 1,0 | 3,3
34 e 93,5 (6,5 | °©
ABCG2 0.6 0,7
oA kontroll | 149| 137 | 12 0 (0) 1.0 | 4.0
ontro 91,9)| (8,1) ’ ’
204 | 72
beteg | 369 3(0,8 0.8 10,6
01 g (79,7)] (19,5) > ©®
ABCG2 0.5 0.6
C>A 121 28
kontroll 149 0 (0 0.4 9.4

(81,2) (18,8)

"' 11: gyakori allélra homozigota, 12: heterozigdta; 22: ritka allélra homozigota;
kivéve a 2677 G>T/A polimorfizmus esetében, ahol: 11: GG, 12: GA+GT, 22:
TT+AT+AA; ? A beteg- és kontrollcsoportok genotipus csoportjai kozott a
statisztikai elemzés p értéke; ° A masodik allél frekvencidja; * A beteg- és
kontrollcsoportok allélfrekvenciaja kozotti a statisztikai elemzés p értéke;
Roviditések: Genot.: genotipus, HWE: eltérés a Hardy-Weinberg egyenldségtol,
y*-proba, N: mintaszam (%)
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A polimorfizmusok altal alkotott, becsiilt haplotipusokat is meghataroztuk a beteg
¢s kontroll populacioban és a becsiilt haplotipus frekvencidkat 6sszehasonlitottuk (lasd
11. tablazat). Nincs szignifikans kiillonbség az ABCBI gén két gyakori haplotipusanak
(TT és GC) frekvencidjdban, viszont a ritka haplotipusokat nézve jelentds kiilonbség
adodik. A GT haplotipus gyakoribb a betegekben a kontrollokhoz képest: 9,4% vs.
3,9%, p=0,002; OR=2,5 (CI 95%: 1,4-4,4), ami arra utal, hogy a GT haplotipus
eléfordulasa hajlamosit ALL kialakuldsara. A TC haplotipus viszont a kontrollokban
gyakoribb (6,7%), mint a betegekben (3,0%), p=0,006; OR=0,4 (CI 95%: 0,2—-0,8), tehat
valoszinlisithetden véd az ALL kialakulasatol (1asd 11. tablazat). Az ABCG2 gén altal

alkotott haplotipusok megoszlasa megegyezett a két csoportban.

11. tablazat: A vizsgalt polimorfizmusok altal alkotott haplotipusok a populaciéban.

polimorfizmusok |Haplotipus ?)/eot)egN ziz;ltl‘OllN grték OR ((;IS%)
TT 444 453 08| 1| 08-12
2A6B7§2iT/A és ac 43,2 4411 08 1| 0,8-1,2
3435C>T GT 9,4 3,9 0,002] 2,5| 1,444
TC 3,0 6,7 0,006| 04| 0,2-0,8
ABCG2 GC 86,1 866] 1| 1] 0615
34G>A és 21C5A | 9A 10,6 94| 08 11| 06-19
AC 3.3 40/ 09 07 03-18

Roviditések: CI (95%): 95%-o0s konfidencia intervallum, OR: odds ratio, N:
mintaszam (%)

Az allélok kozotti kapcesoltsagot is meghataroztuk: az ABCBI 2677T és 3435T
polimorfizmusok kozott ez az érték: 0,6; a 2677A ¢€s 3435 allélok kozott: 0,04; ABCG2
34A és 421A allelok kozott ez 0,004-nek adddott. Az eredményeink alapjan a 2677T és
3435T allélok kozott volt kapesoltsag, mig a tobbi allél kozott nem.

A két polimorfizmus altal alkotott genotipus-kombinaciokat is 6sszehasonlitottuk
a beteg- ¢és kontrollcsoportban (lasd 12. tablazat). Az ABCBI gén két, a 2667 és 3435
pozicidk altal meghatarozott genotipus-kombinacioja gyakrabban fordult eld az ALL-
esek kozott. A 2677GT/3435TT gyakorisdga betegekben 8,7% volt, ezzel szemben a
kontrollokban 3,2% (p=0,02; OR=2,9 (1,2-7,1)); a 2677GG/3435CT genotipus-
kombinacié 7,4% a betegekben, 2,7% a kontrollokban (p=0,04; OR=2,9 (1,1-7,7)). A

63



DOI:10.14753/SE.2012.1712

2677TT/3435CT genotipus-kombinacié gyakoribb volt a kontrollokban (7,9%), mint a
betegekben (2,1%) (p=0,002; OR=0,3 (0,1-0,6).
Az ABCG2 gén alléljai altal meghatarozott genotipus-kombinaciok gyakorisaga

nem tért el a beteg- €s a kontrollcsoportban.

12. tablazat: Az ABCBI ¢és ABCG2 gének polimorfizmusai altal meghatarozott
genotipus-kombinaciok

I;:;C;léi,r /A és 3435CST Beteg N (%) | Kontroll N (%) |p érték |OR | CI (95%)
GT/CT 126 (33,3) 59 (31,2) 0,7/1,1 |0,8-1,6
TT/TT 76 (20,1) 42 (22,2) 0,6/0,9 |0,6-1,3
GG/CC 66 (17,5) 42 (22,2) 0,210,7 [0,5-1,1
GT/TT 33(8,7) 63,2 0,02(2,9]1,2-7,1
GG/CT 28 (7,4) 52,7 0,04/29 |1,1-7,7
GT/CC 9124 9 (4,8) 0,210,5 |0,2-1,3
TT/CT 8 (2,1) 15(7,9)| 0,002(0,3 (0,1-0,6
AG/CC 8(2,1) 3 (1,6) 0,911,3 [1,4-5,1
AG/CT 7(1,9) 52,7 0,810,7 10,2-2,2
AT/CT 6 (1,6) 0(0) 0,216,6 |0,3-118

;f(ff:és A21CoA beteg (%) |kontroll (%) |p érték|OR|CI (95%)
GG/CC 269 (73,5) 109 (73,2) 1{1,0 [0,7-1,6
GG/AC 69 (18,9) 28 (18,8) 1| 1[0,6-1,6
AG/CC 22 (6,0) 12 (8,0) 0,510,7 |0,4-1,5
AG/AC 3(0,8) 00,00 0,07|2,9|0,1-56
GG/AA 3(0,8) 00,00 0,07|2,9|0,1-56

Roviditések: CI (95%): 95%-o0s konfidencia intervallum, OR: odds ratio, N:
mintaszam (%)

Vizsgaltuk tovabba, hogy az SNP-k befolydsoljak-e az ALL klinikai jellemzdit és
hajlamositanak-e hiperdiploid ALL-re. A betegeket nemiik szerint felosztva (fia vs.
lany) a polimorfizmusok eloszlasa nem kdlonbozott a két csoportban. Az SNP-k szintén
nem befolyasoltdk a betegek diagndziskori €letkorat (10 év alatt vs. 10 év folott), a
beteg rizikocsoportjat (LR, MR, HR), immunfenotipusat (T-sejtes vs. B-sejtes), a
relapszust (rel. igen vs. rel. nem) vagy a leukémia miatti haldlt (exit igen vs. exit nem).

Egyik SNP sem hajlamositott hiperdiploid ALL-re (lasd 13. tablazat).
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¢s az ABCBI ¢és ABCG2 gének
polimorfizmusainak all¢l- és genotipus-frekvenciai.

N N11I_ N12 N1z |p CI o
SNP csoport o 2l(%)' (%) (%) |ertek?|OR |05%) [MAYF gt
2677 fi 208| 51 (25)[102 (49)| 55 (26) 5%
G>T/A  |lany 170 45 (26)| 82 (48) 43 (25y] 7| DI O8-LAT g0 07
fi 208| 46 (22)| 97 (47)| 65 (31) 5%
MISCT oy 170 40 (24)] 80 (47) 5029y 7| LY O8LAS 07
fid 210198 (94)] 12(6)] 0 (0) ] 3%
MGA iy 173160 (92)| 13 (8) 00y 3| 130821 05
fit 202155 (77)] 47 23)]  0(0) T 12%
BLCA iy 167139 (83) 25 (15) 32| 1| 7| 0A-LImg 03
2677 1-10 év | 308] 78 (25)|147 (48)| 83 (27) 5%
G>T/A |10 folote | 68] 18(26) 35 (5| 15(22)| 0O &9 06-134go, 0
1-10 év | 308] 69 (22)|138 (45)[101 (33) 5%
MISCT ot | 68 17(25)] 38 (56) 1319y 1| &7 0-LI5e0 0,08
1-10 év | 306]285(93)] 21(7)| 0(0) ] 3%
MG>A et | 72 68094 46) 00y 07| 080324 ]
1-10 év | 298]236 (79)] 60 20)]  2(1) 11%
BLCA et | 67 5532) 1136) 1] 8 12062400, 7
2677 LR 95| 30 (32)| 44 (46)| 21 (22) 45%
T 243 54(22)[122 (50)| 67 (28)] 0,7| 1,210,4-33] 53%| 0.2
HR 40| 12 (30)| 18 (45) 10 (25) 48%
LR 95| 21 (22)| 46 (48)| 28 (29) 54%
3435 C>T |MR 243 53 (22)[115 (47)| 75 (31) 0,6 0,7/0,3-2,0[ 55% 0.8
HR 40 12 (30)| 16 (40) 12 (30) 50%
LR 93 8591 89 0(0) 4%
34G>A |MR 246/232 (94)| 14(6)] 0(0) 0,7 080231 3% 0.6
HR 44| 41(93)  3(7)| 0(0) 3%
LR 93 73 (78) 1920) 1(1) 11%
421C>A MR 240[190 (79)] 48 (20)] 2(1)| 03| 0,6/02-1,7] 11%| 0.6
HR 36| 31(86) 5(14) 0(0) 7%
2677 B-sejtes | 280 72 (26)|134 (48)| 74 (26) 0%
G>T/A  |Tsejtes | 51| 13(25) 23 (d5) 15(20) 7| 9 06-14 5501 07
B-sejtes | 280 61 (22)[131 (47)| 88 (31) L 55%
MISCT I ites | 51| 13(25)] 23 (@5)] 1529y 06| DI OT- L7550 0.6
B-sejtes | 282|263 (93)] 19(7)| 0 (0) ] 3%
MG>A I ites | 52 49994 3(6) 00y 8 DAOFHITl ]
B-sejtes | 272|216 (79)] 54 20)] 2 (1) 0%
BLCA I ites | 51| 39(76)| 1224 00y 26 08 041701 07

A tablazat folytatasat 1d. a kovetkezd oldalon.
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A 13. tablazat folytatasa az el6z6 oldalrdl.

SNP CSOPOIt s 1(\(I'/:)11 1(\‘1'/:)2‘ 1(\‘1'/:)2‘ brtéic|OR (C915%) MAF'E
G et 13190 80 05135 (90 84 0oy ©7| 90614 Siey 09
35 T | 10l 0 0o 151 9 G| °2 80512 s 02
MG Gy B oo 7 0802265 !
1 Cea s (0 i o 3 O 0904201y 07
Gt lrel mem T30 B Go 15 a3 00 °% MO Smy 09
335 C1 T T o T2 sy 97 6oy 7] 0906143 0
MG s B oo 7 0802275 !
e R P OGO 0 R e m v
A kentrol 180T 4503 sz @ 9G] "% 050311530y 04
T R T s gy
R T R RO T T s T R v
1 ca o 1 D 2509 o %3 10729 gy 09

" 11: gyakori allélra homozigota, 12: heterozigdta; 22: ritka allélra homozigéta;
kivéve a 2677 G>T/A polimorfizmus esetében, ahol: 11: GG, 12: GA+GT, 22:
TT+AT+AA,;
% A beteg kategoriak genotipus csoportjai kozott a statisztikai elemzés p értéke
3 A masodik allél frekvenciaja
* A beteg kategoridk allélfrekvenciaja kozotti statisztikai elemzés p értéke
A 421 C>A polimorfizmus esetében a ritka homozigdta és a heterozigota

csoportot 6sszevonva elemeztiik.

Roviditések: hiperdipl: hiperdiploid HR: magas rizikdcsoport, HWE: eltérés a
Hardy-Weinberg egyenldségtél y>-proba, LR: alacsony rizikocsoport, MAF:
minor allél frekvencia, MR: kozepes rizikocsoport, N: mintaszam (%), rel.:
relapszus
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5.2. Az ALL-ra val6 hajlam vizsgalata nemzetkozi egyiittmiikodés keretében

Nemzetkozi egyiittmitkodés keretében csatlakoztunk az IALLGC (International
childhood Acute Lymphoblastic Leukaemia Genetics Consortium) elnevezési
nemzetkdzi konzorciumhoz, amely a gyermekkori ALL genetikai hatterének kutatasara
jott létre. A konzorcium elsé feladata az wvolt, hogy az angliai kutatdocsoport
genomszintli  asszociacios vizsgalataval [47], kaukazusi populaciokon kapott
eredményét validaljuk.

A konzorcium egy kordbbi, 907 betegen és 2398 kontrollon 291371 tag-SNP
(olyan SNP, ami kapcsoltsagban van madasik SNP-kkel) genotipizaldsaval elvégzett
GWA tanulmany [47] genotipizalasi adatait elemezte. A korabbi eredményeik mellett
egyeb polimorfizmusokat kerestek, amik az ALL rizikojat fokozzak. Kivalasztottak 34
SNP-t, amelyek statisztikailag szignifikdnsak voltak (p<0,0001), a minor
allélfrekvencidjuk nagyobb volt, mint 0,05 ¢és a Hardy-Weinberg egyenléség a
kontrollokban teljesiilt. Emellett a kozelében olyan gének voltak, amik potencidlisan
hajlamosithatnak ALL-re, pl.: a B-limfocitdkban vagy a rik keletkezésében van
szerepiik. Ennek a 34 SNP-nek a genotipizalasat végezték el egy 1428 ALL-es betegbdl
¢s 1516 kontrollbdl allo fiiggetlen német populacion, ahol egy SNP (rs3731217) maradt
szignifikans (p=1,15x10"). Ez a polimorfizmus a 9p21.3 kromoszémarégioban
talalhato, a ciklin-dependens kindz inhibitor 2A (CDKN2A4) gén elsd intronjaban.

A kapott eredményt megerdsitették egy nagyobb populacion is, amibe az eddigiek
mellett eurdpai spanyol (148 beteg €s 187 kontroll), magyar (550 beteg €s 450 kontroll)
¢s kanadai (260 beteg €és 266 kontroll) populaci6 is beletartozott. A magyar populacié a
minta- €s adatbankunk része, a genotipizalast én végeztem, ezért dolgozatomban ezt az
eredményt is ismertetem.

A CDKN2A 1s3731217 genotipizalas eredményét a magyar populacion a 14.
tablazatban tiintettem fel. Eredményeink alapjan csak a magyar populacion elemezve a
CDKN2A 1s3731217G allél nem véd az ALL-lel szemben: OR=0,83 (95% CI: 0,6-1,2,
p=0,1). Az ALL B- és T-sejtes csoportjat kiilon elemezve, a B-sejtes ALL-esetében a
magyar populacio eredményei nem bizonyultak szignifikdnsnak: OR=0,9 (95% CI: 0,7—
1,2, p=0,5). T-sejtes ALL esetében csak a magyar populacidt elemezve, a G allél
szignifikansan befolyéasolta az ALL rizikojat: OR=0,6 (95% CI: 0,4-0,9, p=0,046) (lasd
15. tablazat).
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A konzorcium a validdlashoz vizsgalt négy populacido (német, kanadai, europai
spanyol, magyar) €és a kordbbi genotipizalds eredményeivel egyiitt hat populacio
(anglidbol kettd €s a mar emlitett négy) genotipus adatait egyiitt elemezve azt kapta,
hogy a G allél szignifikansan befolyasolja az ALL kialakulasanak kockézatat (OR=0,7,
95% CI: 0,6-0,7, p=3,1x10"") [134].

14. tablazat: A CDKN2A 1s3731217 polimorfizmus altal adott genotipus ¢és
allélfrekvencidk a beteg €s kontroll populacion, a HWE ellendrzése.

Betegek N |Kontrollok N HWE| p
- R | CI (95°
(Nﬁssz=550) (Nﬁssz=450) (XZ) ertek O C (95 A))
T allél | 959 (90 766 (88 -
allélfrekvencial—— O0) (88) 02 08| 06-1,1
Gallél| 111 (10) 108 (12) -
) TT 433 (77) 336 (77)
genotipus -
frekvencia TG 93 (17) 94 (22) 0,8 | 0,2 |08]| 0,6-1,2
GG 9(2) 7(2)

: genotipus csoportjai kozott a

A beteg- és kontrollcsoportok allél-, ill.
statisztikai elemzés p értéke
Roviditések: CI (95%): 95%-os konfidencia intervallum, HWE: eltérés a Hardy-

Weinberg egyenldségtdl, OR: odds ratio, N: mintaszam (%)

15. tablazat: A CDKN2A 1s3731217 polimorfizmus altal adott genotipus ¢és
allélfrekvencidk a B- és T-sejtes ALL-es beteg ¢s kontroll populaciokon.
B-sejtes | p érték cp | T-seites |p érték CI
ALL N |B-sejtes|OR (©5%) | ALLN |T-sejtes OR' 95%) !
(Nies=424) | ALL *’ |(Nsss=73)| ALL" °
" agél 733 (89) 133 (92)
ater 0,5 |0,9]0,7-1,2 0.1 |06 03-1,1
frekvencia| G 93 (11 11(8
allél (D (8)
) TT | 327 (79) 63 (88)
geNOtIPUS Fr2™29°19) | 0,5 |0,9]0,7-1,2 9(10) | 0,046 | 0,6 | 0,4-0,9
frekvencia
GG 7(2) 2(3)

"' A T-sejtes csoportban a genotipus frekvencia elemzésnél a TG és a GG

genotipust egyéneket sszevonva elemeztiik.

T-sejtes ALL esetén a ritka homozigdta €s a heterozigdta csoportot 6sszevonva
elemeztiik. Roviditések: CI (95%): 95%-o0s konfidencia intervallum, OR: odds
ratio, N: mintaszam (%)
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A B-sejtes ALL-eseknél a 6 populacié adatai alapjan kapott 6sszesitett eredmény
szintén az allél riziko-befolyasold hatasat mutatja: OR=0,7, CI (95%) = 0,6-0,8,
p=5,3x10""". Ugyanez elmondhat6, amikor csak a T-sejtes ALL-eseket nézték: OR=0,7,
CI (95%) = 0,6-0,8, p=1,9x10".

Vizsgaltak tovabba annak a lehetdségét, hogy nem ez az SNP, hanem egy
esetleges kapcsoltan 6roklodé SNP az ALL kockazatot valdjaban befolyasold varians.
Az eredmények az mutatjak, hogy valdban ez az SNP van 6szefliggésben az ALL-lel. A
polimorfizmus funkcionalitdsat nem tudtak meghatarozni. Ezeket nem részletezem, mert

ez mar nem a mi munkank része.
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5.3. ABCCI polimorfizmusok szerepe az antraciklinek okozta

kardiotoxicitasban

Az antraciklinek kardiotoxicitasdnak genetikai hatterének jobb megértéséhez az
ABCCI gén és a szivtunkcio romlasa kozotti 6sszefiiggést vizsgaltuk.

A vizsgalt populaci6 adatait a 3. tdblazatban tiintettem fel. Az ABCCI gén
polimorfizmusainak génen beliili helyét az 3. dbran dbrazoltam. A kapott genotipus- és
allélfrekvencidkat a 16. tablazatban tiintettem fel. A polimorfizmusok Hardy-Weinberg
egyensulyban voltak.

16. tablazat: Az ABCC1 gén polimorfizmusai, genotipus- €s allélfrekvenciai.

MAF [HWE
(%) 34
ABCC1| 1215060 | A/G| 168(73) | 54(24) | 6(3)  [22897)| 14 |o0.51
ABCC1|rs246219 | C/T| 167(74) | 5524) | 42)  [226 96)| 14 | 0.02
ABCCl|rs246221 | T/C | 91(39) | 119(51) | 23 (10) [233(99)| 35 |0.08
ABCCI1 | rs45511401 | G/T| 200 90) | 23 (10) | 0(0)  [223(95)|5 |o0.41
ABCCl1 | 1s4148358 | C/T| 146(64) | 72(32) | 104) [22897)|20 |0.76
ABCCI1 | 1s11864374 | A/G| 131(58) | 80(35) | 15(7) [226 (96)| 24 |0.56
ABCCl1| 16416666 | A/G| 202(87) | 31(13) | 0(0)  [233(99)| 7 |0.28
ABCC1|1s3743527 | /1| 14061) | 75(33) | 13(6) [228(97)| 22 |0.49

Allél |Genotipus (Genotipus |Genotipus

Gén Polimorfimus 1/2) [N 11 (%) 1IN 12 (%) 11N 22 (%) 1

N (%) *

ABCCI1| 15212097 | A/G| 63(27) | 122(52) | 48 (21) [233(99)[ 47 |0.43

"11: az els6 allélra homozigdta, 12: heterozigdta; 22: a masodik allélra
homozigdta

% N: sikeresen genotipizalt betegek szama (%)

> MAF: Minor allélfrekvencia (%)

* HWE: a Hardy-Weinberg egyenstlytol valo eltérés (y* -proba)

Vizsgaltuk, hogy az ALL-es gyermekekben az antraciklinekkel torténd kezelés
utani szivfunkcid 6sszefligg-e az ABCCI1 gén kilenc polimorfizmuséaval. A bal kamrai
linearis ejekciods frakcioval (IinEF) jellemeztiik a sziv mitkodését.

A diagndzis idOpontjaban mért szivultrahangos adatok alapjan szamolt linEF
értékek nem tértek el a harom genotipus-csoportban egyik polimorfizmus esetén sem
(lasd 17. tablazat, linEF dg.). Ennek mérése azért fontos, hogy ellendrizni tudjuk, hogy
az SNP-k a kezelés elott nem okoznak-e valamilyen eltérést a vizsgalt klinikai

paraméterben.
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17. tablazat: A linearis ejekcios frakcio értékek az egyes polimorfizmusok szerint a harom idépontban.

Gén |Polimorfizmus | Allélok (1/2)' | mérés |N éssz|linEF 11*| SD |N 11° |linEF 12%| SD |N 12° [linEF 22%| SD |N 22°| p érték
linEF dg. | 130 39,1 (57| 93 41,5(6,7| 37 - - 0,1
ABCCI | 1s215060 A/G linEF za. | 168 38,8 | 6,0| 118 39,6 59| 50 - - 0,8
linEF ut. | 163 38,4 | 48| 126 39,7 54| 37 - - 0,2
linEF dg. | 128 3921 60| 91 409 (62| 37 - - 0,1
ABCC1 | rs246219 C/T linEF za. | 166 38,71 6,0 119 398163 | 47 - - 1
linEF ut. | 161 383 (51| 123 39,1151 38 - - 0,6
linEF dg. | 132 40,0 | 6,0 57 393161 | 65 42,5(50| 10| 0,1
ABCC1 | rs246221 T/C linEF za. | 171 3941 65| 69 38,4 |56| 84 40,0 (6,4 | 18| 02
linEF ut. | 164 384 | 48| 62 385|52| 86 40,7 (56| 16| 0,027
linEF dg. | 129 3971 62| 114 413152 15 - - 0,3
ABCC1 | rs45511401 G/T linEF za. | 164 39,0 | 6,1 | 147 392153 17 - - 1
linEF ut. | 155 38,7 | 5,0 | 140 38,1158 15 - - 0,3
linEF dg. | 130 39,6 | 6,1 80 402160 | 50 - - 0,8
ABCC1 | rs4148358 C/T linEF za. | 168 393 | 6,4 | 103 38,7155| 65 - - 0,3
linEF ut. | 162 38,5( 53| 112 38,5145] 50 - - 0,9
linEF dg. | 129 39,0 61| 72 41,1 (57| 49 39,3 16,8 8| 0,1
ABCC1 | rs11864374 A/G linEF za. | 165 39,0 57| 95 39,0165| 57 394166 | 13| 05
linEF ut. | 162 38,5| 46| 97 383 (52| 53 41516,1| 12| 02

A téblazat folytatasat 1d. a kovetkezd oldalon.
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A 17. tablazat folytatasa az el6z6 oldalrol.

Gén P"'iml:’srﬁzm Allélok (1/2)" | Mérés |N bssz|inEF 112 SD | N 11° [linEF 12?| SD | N 12° |linEF 22%| SD |N 22%| p érték
linEF dg. | 131 39,7 62| 112 39,9(53] 19 -] - 0,7
ABCCI | rs6416666 A/G  |linEFza. | 170 39,1 6,0 144 38,5] 64| 26 -] - 0,9
linEF ut. | 166 38,7 5,1 | 148 374 (57| 18 -] - 0,3
linEF dg. | 131 39,7 56| 79 40,1 7,1 43 38,5045 9| 05
ABCCI | rs3743527 C/T  |linEFza. | 168 39,5 | 58| 103 393 64| 54 34,0 44| 11] 0,001
linEF ut. | 161 38,7 49| 108 38,9 (5,1| 47 353036 6| 0.2
linEF dg. | 131 39,9 60| 38 39,6 62| 69 40,0 (59| 24| 09
ABCCI | 15212097 A/G  |linEFza. | 170 38,0 63| 45 394 60| 87 39,5057 38| 0.2
linEF ut. | 166 37,8 | 58| 40 38,8]49| 88 38,8052 | 38| 08

" Allélok a forward szalon. 1: gyakori allél, 2: ritka allél

% A linedris ejekciods frakei6 értékek atlaga az adott genotipust betegeknél. 11: a gyakori allélra homozigota, 12: heterozigbta; 22: a
ritka allélra homozigéta. Ha nem volt elég az esetszdm a 22 genotipus csoportban, akkor az 12 és 22 genotipusu egyéneket egy
csoportban elemeztiik.

3 Esetszam az 11, 12, 22 genotipus csoportokban.

A linEF érték a csoport atlagat jeloli (%).

Roviditések: linEF: linearis ejekcids frakcid, linEF dg.: a diagnoziskor meghatarozott linEF; linEF za.: a zardvizsgalatkor
meghatarozott linEF; linEF ut.: az utolsé szivultranhangos mérés alapjan szamolt linEF, N: mintaszam, SD: sz6rés
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A kemoterapia utan, amikor mar az antraciklinekkel tortént kezelésen is atestek a
betegek, a szivfunkci6 genotipusfliiggd eltérését figyeltiik meg. Az rs246221 és a
rs3743527 jelentdsen befolyasolta a linEF-t. Az rs3743527TT genotipust betegeknél a
zardvizsgalatkor mért szivparaméter szignifikansan alacsonyabb volt (34,0%), mint a
CC (39,5%) ¢s CT (39,3 %) genotipust betegeknél (p=0,001) (lasd 17. tablazat, linEF
za és 7. abra).

Hasonl6 tendenciat figyeltiink meg az utolsé szivultrahang mérés alapjan szamolt
IinEF értékeknél. Az rs3743527TT genotipust betegek utolsd szivultrahangos értéke
35,3%, a heterozigdtaké 38,9% a CC homozigotaké 38,7% volt. Ez a kiilonbség nem
tért el szignifikansan, amit az alacsonyabb esetszam is okozhat.

Osszefliggott az ABCCI rs246221 T allél jelenléte és a diagndzis utan atlagban
6,6 £ 2,7 évvel végezett utolsd szivultrahangos mérés eredménye is. A TC és TT
genotipust betegeknek alacsonyabb volt a inEF értéke (38,4% and 38,5%), mint a CC
genotipustiaknak (40,7%, p=0,027) (lasd 17. tablazat, linEF ut és 7. abra). Ez azonban a
tobbszords elemzeés miatt végzett korrekeid miatt csak névlegesen szignifikéns.

A két, szignifikdnsnak kapott SNP altal meghatdrozott genotipusok
kombinacidinak a hatdsat is vizsgaltuk. Osszehasonlitottuk az rs3743527TT és
1s246221TC vagy rs246221TT genotipusit egyének (TT-TC/TT, 2. csoport) linEF
értékét az Osszes tobbi genotipus-kombinacidéji betegével (1. csoport). A diagndzis
idején meghatarozott linEF azonos volt a két csoportban. A zarovizsgalatkor azonban a
TT-TC/TT genotipus-kombinacioju gyermekeknek sokkal alacsonyabb volt a linEF
értéke (34,0%), mint a tobbi betegnek (39,4%) (p=0,001) (lasd 18. tablazat és 8. dbra).

A tobbvaltozos elemzésbe kofaktorként bevett klinikai valtozok kozil a
diagnoziskori életkor, a kezel6 korhdz és a kemoterapias protokoll szignifikans
kofaktornak bizonyult. Ezzel szemben a nem, az dssz-antraciklin dozis €s a dexrazoxan
haszndlat nem volt szignifikans. A két leirt 6sszefliggés esetében a polimorfizmusok

hatasanal nem volt nagyobb a szignifikans kofaktorok hatasa.
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7. abra: A harom idépontban meghatarozott linearis ejekcios frakcio az ABCCI rs3743527 és rs246221 genotipus-csoportokban.

A linEF értékét box-plot abran jelenitettem meg, ahol a box: atlag + 95%CI, whisker: atlag + SD; Az ABCC1 rs3743527 TT
genotipustl egyének utolsd idopontban mért linEF értékénél atlag + SD egyenld az atlag £ 95%CI-val; * statisztikailag
szignifikans kiilonbség; Roviditések: linEF: linearis ejekcids frakcid;
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| 18. tablazat: Az rs3743527TT ¢és rs246221TC / rs246221TT genotipus-kombinacié és a

IinEF értékek.
. - N | linEF 1. N1. linEF 2. N 2. -y
Gén meres 0SSz csoport1 SD csoport csoport2 SD csoport p értek
ABCCI |IinEF dg.| 131 39,8 6,2 122 38,5 4,5 9 0,4
ABCCI |linEF za.| 169 39.4 6,0] 158 34,0 4,4 11 0,001
ABCCI |IinEF ut. | 163 38,7 4,9 158 35,6 4,0 5 0,1

1

Roviditések:

1. csoport: azok a betegek, akiknek a genotipusa nem rs3743527TT ¢és
rs246221TC / rs246221TT
22, csoport: az rs3743527TT és rs246221TC / 1s246221TT genotipust betegek
A linEF érték a csoport atlagat jeloli (%).

linEF:

linearis ejekcids frakcio, IinEF dg.: a diagndziskor

meghatarozott linEF; linEF za.: a zarovizsgalatkor meghatarozott linEF; linEF
ut.: az utols6 szivultranhangos mérés alapjan szamolt linEF, N: mintaszadm, SD:
szoras
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| 8. abra: Az rs3743527TT ¢és rs246221TC/rs246221TT genotipus-kombinaci6 és a
harom idépontban meghatarozott linEF értékek.

1.

csoport: azok a betegek, akiknek a genotipusa nem rs3743527TT ¢és
rs246221TC / rs246221TT
2. csoport: az rs3743527TT és rs246221TC / rs246221TT genotipusu betegek

A linEF értékét box-plot dbran jelenitettem meg, ahol a box az atlag + 95%CI,
whisker az atlag = SD; A 2. csoportba tartoz6 egyének utols6é idépontban mért
IinEF értékénél az atlag + SD egyenld az atlag + 95%CI-val; * statisztikailag
szignifikans kiilonbség

Roviditések: linEF: linedris ejekcios frakcio
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6. Megbeszélés

Munkank célja az intézetben Iétrehozott gyermek akut limfoid leukémids
hematolégiai mintabank vizsgalata volt, a rendelkezésre all6 klinikai adatok
kiértékelésével. Eloszor az akut limfoid leukémidra vald hajlam genetikai hatterét
tanulmanyoztuk. Vizsgaltuk ABC-transzporter gének funkcionalis polimorfizmusainak
szerepét a betegség kialakulasdban. Részt vettliink a nemzetkézi IALLGC konzorcium
létrehozasaban, €s egy genom szintii asszocidcios vizsgalattal szignifikdnsnak bizonyuld
génvarians, a CDKN2A4 rs3731217 ALL-re valo hajlamositd hatasat a mi populacidnkon
is validaltuk.

A Dbetegpopulaci6 farmakogenetikai vizsgadlatahoz az antraciklinek okozta
kardiotoxicitas kialakulasdnak genetikai hatterét kerestem. Ehhez az ABC-transzporter

ABCCI gén haplotipus blokkjait lefedve 9 SNP-t elemeztem a klinikai adatokkal.

6.1. Az ABCBI és ABCG?2 gének szerepe a gyermekkori ALL kialakulasaban

Az akut limfoid leukémia egy multifaktoridlis betegség, amelynek kialakulasat
kornyezeti és genetikai tényezOk egyiittesen okozzdk. A szervezet xenobiotikumok,
karcinogének elleni védekezd rendszerének fontos tagjai az ABC-transzporterek,
amelyek miikddése befolydsolhatja az ALL kialakuldsat, a betegség jelemzdit,
kimenetelét. Munkankban az ABCB1 ¢s ABCG2 gének polimorfizmusait vizsgalva azt
az eredményt kaptuk, hogy az egyes SNP-k nem befolyasoljdk a fent felsorolt
tényezOket, mig egyes haplotipusok ¢€s genotipus-kombindciok frekvenciai eltértek a
beteg- €s kontrollcsoport kdzott.

Az ABCBI gén polimorfizmusainak szerepét az ALL-rizikoban mar tobben
vizsgaltak, de egymasnak ellentmond6 eredmények sziilettek. A mi vizsgéalatunkban
volt a legnagyobb az esetszam (n=396), de eredményeink nem igazoltdk a korabbi
tanulmanyokban leirt 3435TT genotipus hajlamositd szerepét. Viszont adataink alapjan
felvetédik a lehetdség, hogy az ABCBI gén bizonyos genotipus és haplotipus
kombinacioi befolyasolhatjak az ALL-re valo rizikot a vizsgalt betegpopulacion.

Az ABCBI 3435TT genotipus ALL-re valé hajlamositd hatasat irta le Jamroziak
[8], kaukazusi populacion. Ezt a mi eredményeink nem tamasztottak ala, de nincs
feltétlentil sz6 ellentmondasr6l. Ugyanis a pozitiv eredményt viszonylag kis I€tszamu

populacion kaptak (113 beteg és 157 kontroll), hatareset szignifikanciaval (p=0,037). A

76



DOI:10.14753/SE.2012.1712

Bonferroni-korrekciot alkalmazva, ha csak a legels6 szamolasukhoz elvégzett 3
Osszehasonlitassal osztunk (0,05/3=0,016) maris nem szignifikans az eredményiik.

Az ABCBI 3435TT genotipus hajlamosito szerepét kimutatd masik tanulmanyban
[23] er6s szignifikancia értéket kaptak (p=0,006), de ez eredmény szintén nem vethetd
Ossze a mi adatunkkal, a populaciok kiilonbozdsége miatt, mert 6k japan populacion
jutottak erre az eredményre [95]. Indiai populacion szintén az ABCB1 3435TT genotipus
hajlamosito szerepét talaltak [135].

Az ABCBI 3435TT polimorfizmus Onmagaban semleges szerepét az ALL
kialakuldsaban megerdsiti a 107 ALL-es és 111 kontroll mexik61 gyermeken végzett
Osszehasonlitas, miszerint ez az SNP nem fligg 6ssze az ALL-el [96]. Az eredmény nem
meglepd, mert tobb tanulmany igazolja, hogy kis hatdsu polimorfizmusok énmagukban
nem, hanem csak egyéb polimorfizmusokkal, ill. kornyezeti tényezdkkel kozdsen
alakitanak ki beteg fenotipust.

Egy masik munkaban nem taldltak 0sszefliggést az ABCBI gén polimorfizmusai
¢s az ALL kialakuldsa kozott észak-amerikai spanyolajki és nem-spanyol
betegpopulacidban, tovabba kddold régidban levd polimorfizmusok altal alkotott
haplotipusok (C1236T-G2677T/A-C3435T) koziil egyik sem hajlamositott ALL-re. A
polimorfizmusokkal kapott eredmény a mi eredményiinket tdmasztja ald. A haplotipus
analizis eredményei kozotti kiilonbség oka lehet az, hogy mig 6k harom SNP altal
létrehozott haplotipusokat vizsgéltak, mi csak a 3435 ¢és 2677 poziciok altal
meghatarozott haplotipus-gyakorisdgokat hasonlitottuk 6ssze. A csoport hiperdiploid
ALL szubpopulacion kapott eredményeit szintén nem erdsitettiik meg. Viszont a mi
betegcsoportunk joval nagyobb volt, mint az 6vék (78 szemben a 27-tel), ami noveli az
elvégzett statisztikai proba erejét [63].

Az eredmények kozotti kiillonbozdség oka lehet az, hogy viszonylag alacsony a
tanulmanyokban vizsgalt betegpopulaci6é szadma ahhoz, hogy a polimorfizmusok szerény
hatasat ki lehessen mutatni, és emiatt alacsony a vizsgalat ereje. A multifaktorialis
betegségek kialakuldsaban sok kis hatast allél jatszik szerepet, ezért vizsgalatukhoz
nagy, homogén €s homogén kornyezetbdl szarmazd populacid sziikséges. Azonban
nagyon nehéz azonos kornyezeti hattérrel és etnikummal rendelkezd betegbdl elegenddt
0sszegylijteni ahhoz, hogy egy gyenge genetikai hatdst megfeleld statisztikai erdvel ki
tudjunk mutatni [136].

77



DOI:10.14753/SE.2012.1712

Az ALL kialakulasdban kozrejatszik a kornyezeti hattér, ill. a gén-kornyezet
interakcid 1is, ami a kiilonb6z6 etnikumu, kiilonb6zé helyen, kultardkban €16
populaciokndl biztosan eltérd. A miénkkel egylitt az 6sszesen 5 tanulmany, amelyben az
ABCBI szerepét vizsgaltak, kiilonbozé populacidkat elemzett. Nagyon valoszinti, hogy
az észak-amerikai spanyolajku [63], lengyel [8], japan [95] és mexikoi [96] betegeket
mas kornyezeti hatdsok érték, mint a magyarorszagiakat. A kornyezeti tényezOk fontos
szerepére utal Urayama eredménye is, miszerint az egyik haplotipus akkor nyujt
védelmet ALL-lel szemben, ha a kdrnyezetben rovaritoszert haszndlnak. Nem ezt a
haplotipust hordozé személyek rizikdja az ALL-re 3-szor nagyobb volt [63]. A
populaciok genetikai hattere is kiilonb6zd, ami okozhatja az eredmények eltéréseit.

A mi, ABCBI gén polimorfizmusaival kapcsolatos eredményiinket tamasztotta ala
az Ot tanulmdny adatai alapjan végzett meta-analizis eredménye, miszerint a gén
polimorfizmusai onmagukban nem hajlamositanak ALL-re. Ebben a tanulmanyban
haplotipus elemzést nem végeztek [30]. A meta-analizis eredményének értelmezéséhez
fontos emliteni a nem publikdlt, de valosziniileg elvégzett negativ eredményt ado
asszociacids vizsgalatokat és az etnikum meghatarozasanak hianyat sok esetben. Egy-
egy polimorfizmus lehet, hogy csak egy adott populacidban hajlamosit, a meta-analizis
viszont Osszemossa ezeket a kiilonbségeket. Fontos szempont még a megfeleld
kontrollok gylijtése €s ennek leirasa a cikkben. Lehetdleg ne koérhazban, hanem az
egeészséges populaciobol gyljtott kontrollokkal késziiljon az Gsszehasonlitds, mert a
polimorfizmus hozzajarulhat mas betegség kialakulasahoz, amit esetleg nem tekintettek
kizard tényezonek a kontrollok gytijtésekor [30].

Az tanulmanyainkat limitdlo tényezok egyike az, hogy a betegpopulacioban
alulreprezentalt a mintagy(jtési periodusunk elott meghalt betegek szdma. Az
eredményeinket modosithatnd, ha az 0Osszes betegtdl tudtunk volna DNS mintat
gyljteni. A masik limitalo tényezd az, hogy a beteg- és kontrollcsoportunkat csak nem
¢s etnikum szerint illesztettiik, de az ¢életkoruk szignifikansan eltér. Szerintiink ez
azonban nem befolyasolja jelentdsen az eredményeinket, mert a beteg- ¢&s
kontrollcsoportban kapott allél- és genotipus-frekvencidk megegyeznek a kaukazusi
populacioban leirtakkal. Nem valoszinii, hogy azonos etnikumt €s azonos kornyezetbdl
szarmaz6 csoport genetikailag eltérne csupan az életkori kiilonbozdség miatt. Tovabba a

korabban semmilyen rdkos megbetegedésben nem szenvedd egészséges véradok felndtt
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kora miatt biztosan nem fog naluk gyermekkori ALL kialakulni késobb. Ezért
szerintiink 6k megfeleld kontrollcsoport a betegeinkhez, az ¢életkoruk nem befolyasolja
az eredményeket.

Az ABCBI transzporter fiziologids szerepe még ma sem pontosan ismert.
Szubsztratjai koz¢ tartozik sok toxin, ami alapjan nagyon valoszinii, hogy fontos
feladata van a szervezet xenobiotikumok elleni védelmében. Ez alapjan feltételezhetd,
hogy ha az ABCBI protein funkcidja genetikai vagy szerzett okok miatt megvaltozik,
ez vezethet ahhoz, hogy nagyobb lesz a szervezetet érd toxinterhel€s, ami miatt a tumor
keletkezésének rizikdja megnd. Ezen kiviil az ABCBI1 apoptdzis, immunvalasz €és
Ossejtek reguldlasaban betoltott szerepe is jatszhat szerepet a karcinogenezisben
[62,137,138]. A protein védelmi funkcidja a leukémia, ill. mas betegség ellen
feltételezhetden nem csak abban nyilvanulhat meg, hogy kipumpalja a karcinogéneket a
sejtbol. Lehetséges egy drog-efflux fliggetlen mechanizmus is. Az ABCB1-nek alapvetd
szerepe van a sejtdifferenciacio, proliferacio és tulélés regulalasaban [139].

Legtobbszor azt feltételezték, hogy nem maga a 3435C>T SNP, hanem a vele egy
haplotipusban levd, nem-szinonim SNP (azaz aminosavcserét okoz6) okozhatja a
megfigyelt eltérést. De kimutattdk, hogy nem masik, hanem ez az SNP felelds a
kiilonbségért [67,72]. Maskor a 3435C>T polimorfizmus nem Onmagaban okozta a
megfigyelt valtozast a génexpresszioban, protein funkcidban, szubsztratspecificitasban,
hanem adott haplotipus részeként [67].

Szerintlink a negativ szelekcid miatt kicsi annak a valdszintisége, hogy gyakori
allélok, genotipusok €s haplotipusok jelentOs szerepet jatszanak olyan sulyos, régebben
egyértelmiien haladlos betegségre vald hajlamban, mint az ALL. Az ilyen all¢lok a
populaciobol kiszelektalddnak, hacsak nincs az allélnak mas teriileteken eldnyds hatésa.
Ez kiilondsen igaz gyermekek esetében, mert még a reproduktiv €letkor eldtt halalos
volt a betegség, tehat nem tudta az all¢lt atadni az utddjanak. Viszont az ABCBI1
szamos kiilonb6zd fiziologias szerepe miatt nem is lehetséges csupan megvaltozott
szubsztrat-specificitdssal megmagyarazni a haplotipusok és genotipusok szerepét egy
ilyen Osszetett folyamatban. Az ABCBI kiilonboz6 alléljanak ¢€s haplotipusainak
szerepét a gyermekkori ALL-ben nagy populacion végzett prospektiv tanulmanyokkal
sziikséges ellendrizni, amelyek a gén-gén és gén-kornyezet interakciokat is figyelembe

veszik.
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6.2. Az ALL-re valo hajlam vizsgalata nemzetkozi egyiittmiikodés keretében

Az angliai munkacsoport a sajat populacidjukon végzett genomszintli asszociacios
vizsgalat eredményét megerdsitette fliggetlen német populdcion is. A szignifikansnak
kapott SNP, a CDKN2A4 rs3731217 genotipizalasit a mi mintdinkon is elvégeztiik.
Adataink alapjan ez az SNP nem hajlamosit ALL-re sem a teljes magyar populacion,
sem csak B-sejtes ALL-eseken nézve, viszont a T-sejtes ALL-re valdo hajlamot
befolyasolja. Az egyiittmiikodésben részt vevé 6 populacid adatait egyiitt elemezve az
SNP ALL-rizikot befolyasold hatasa elmondhatd mind a teljes ALL-es betegcsoporton,
mind a B-, ill. T-sejtes ALL-es betegeket kiilon elemezve.

A genom szintli asszociacids vizsgalatoknal eldszor kisebb populacion sok (tobb
szazezer) SNP genotipizalasat végzik el sokszor, majd a kapott eredményt nagyobb
populacion ellendrzik.

Ennek a kisérleti felépitésnek tobb oka van. Egyik az, hogy tobb tizezer mintan
nagyon koltséges lenne a sok SNP genotipizdldsa és technikailag is nehezebben
kivitelezhetd. Masik oka az, hogy az eredmények ellendrzése, a kisérlet megismétlése
elengedhetetlen. A validalas sziikségességét az is adja, hogy a nagy szamu SNP, azaz a
sok Osszehasonlitds miatt megnd az elsOfaji statisztikai hiba elkdvetésének
valoszinlisége. Azaz olyat is szignifikdnsnak mondhatnak, ami valojdban nem az. Ez
0,05-6s p értek mellett 100 6sszehasonlitasbol 5-szor fordul eld. Ennek kikiiszobo1ésére
hasznalt legegyszeriibb korrekcio a Bonferroni-korrekcid, amikor az 6sszehasonlitdsok
szamaval osztjak a p értéket. A szignifikdnsnak kijott SNP-t igy is sziikséges fliggetlen
populacidkon validalni.

A mi populdcionk nem mutatta pontosan ugyanazt az Osszefliggést, mint az
eredeti adatok, csak tendencia szinten, de a hat populdci6é adatai alapjan Osszességében
szigfinikansnak bizonyult az SNP hatésa.

A magyar populacié eredményeinek eltérése nem egyedi eset az elemzés soran.
Az eurdpai spanyol populdci6 adatai hasonld eredményt mutattak. Az angol populaciok
koziil az egyik nem volt szignifikdns csak a B-sejtes ALL-eseket elemezve, a masik
pedig csak a T-sejtes ALL-eseket elemezve. A kiilonbség oka lehet a populaciok
genetikai kiilonbozdsége és az eltérd kdrnyezeti hattér.

Az 153731217 polimorfizmus a 9p21.3 kromoszomateriileten van, egy 174 kbazis

hosszt kapcsolt régioban. A polimorfizmus a tumor-szupresszor CDKN2A4 gén elsd
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intronjaban van, ami két fehérjét kodol. Az egyik a pl6 (INK4A), ami a ciklinfliggd
kinazok negativ regulatora, a masik a p53 aktivator p14 (ARF) [140].

A polimorfizmussal kapcsolt teriileten van még a CDKN2B, ami szintén egy
tumor-szupresszor gén €s a nem kodold antiszenz RNS-t kddoldo CDKN2BAS régid. A
CDKN2A (régebbi neve pl6) €és a CDKN2B (pl5) gyakran inaktivalodik hematologiai
betegségekben [140,141]. A CDKN24 mono- vagy biallélikus delécidja az egyik
leggyakoribb, gyermekkori B- ¢és T-sejtes ALL-ben ¢és madasodlagosan megjelend
mutacioként is leirtak [33,134,142]. A karcinogenezis soran ez a gén altalaban
szomatikus mutacidk miatt veszik el, de a csoport angol, ill. német mintaiban levd
sejtklonokban nem volt kapcsolat a T allél jelenléte és a génre mono-, ill. biallélikus
forma eléfordulasa k6zott [134].

A csoport vizsgalta az rs3731217 SNP-vel kapcsoltsagban levd SNP-k és az ALL
kozotti asszociaciot, de ezzel az SNP-vel volt a legerdsebb a kapcsolat. Tovabba ez az
SNP nem kapcsolt nem-szinonim polimorfizmussal. A polimorfizmus funkciojat
keresve vizsgaltdk a gén expresszidja €és az egyes allélok jelenléte kozott az
Osszefiiggést, de nem volt kapcsolat. Transzkripcids faktor kotOhelyet sem taldltak itt
[134].

A genomszintli asszociacios vizsgalatok nagyon fontosak a betegségek hatterének,
patomechanizmusanak megértésében. Az elézetes tudastol, feltételezésektél nem fiiggd
vizsgalat kivaléan alkalmas eddig funkcionalitdsat tekintve feltérképezetlen vagy
kevésbé ismert genomteriiletek beazonositdsdhoz. Az ALL patomechanizmusa, a
kialakulasara hajlamositd genetikai tényezOk a mai napig nem teljesen ismertek. Ez a
vizsgalat hasznos informaciot nyujt a teljes kép megértéséhez, de még szamos tovabbi

vizsgalat sziikséges.
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6.3. ABCCI polimorfizmusok szerepe az antraciklinek okozta

kardiotoxicitasban

Napjainkban a gyermekkori akut limfoid leukémidban szenvedd betegek nagy
része meggyogyul és még évtizedekig €l a betegsége utan. A kemoterapia késodi
mellékhatasai viszont ekkora alakulnak ki és okoznak ujabb egészségiigyi problémat a
talelonek. Az egyik legfontosabb késé1 mellékhatas a sziv karosodasa, aminek
megjelenésében az antraciklinek nagy szerepet jatszanak. Az egyes betegek kozt
jelentdsen eltér a karosodas mértéke €s kialakuldsdnak ideje, ami a genetikai hattér
befolydsoldo szerepére utal. Munkankban az ABCCI gén egypontos nukleotid
polimorfizmusainak és a bal kamra funkcidjanak az Osszefiiggését vizsgaltuk a
kemoterapias kezelés utan.

A zéarovizsgalatkor az ABCCI 1s3743527TT genotipusu ¢és a TT-TC/TT
(rs3743527-rs246221) genotipus-kombinacioju betegeknél alacsonyabb szivfunkciod
értéket talaltunk. Az rs246221T alléllal rendelkezd betegek szivfunkcidja az utolsod
szivultrahangos mérés idején volt alacsonyabb.

Az irodalomban idéig két olyan kozlemény jelent meg, ami ABC-transzporterek
szerepét vizsgalja az antraciklinek mellékhatdsaként kialakuld szivpanaszokban
[107,143]. Wojnowski munkacsoportjaban non-Hodgkin limfomas felnétt betegekben
82 gén 206 polimorfizmusat genotipizaltdk. A betegek kaukazusi szarmazasuak voltak,
koziiliik 87 egyénnek lett valamilyen szivfunkcid-csokkenése. Oket hasonlitottak ossze
363 olyan beteggel, akiknek nem mutatkozott szivproblémajuk. Azt talaltdk, hogy
Osszefliggés van a NAD(P)H-oxiddz multienzim-komplex NFC4 alegységének egyik
polimorfizmusa (rs1883112) és a kronikus antraciklin-indukalta kardiotoxicitas
kialakulasa kozott. Az akut kardiotoxicitds ugyanennek az enzimnek két masik
alegységében talalhato SNP-k jelenlétével (CYBA rs4673 és RAC2 rs13058338) tovabba
az ABCCI1 Gly671Val (rs45511401) SNP-vel és az ABCC2 Vall188Glu-Cys1515Tyr
(rs8187694-rs8187710) haplotipusaval fliggott 6ssze [107].

Mi nem talaltunk asszociaciot az ABCCI rs45511401 SNP és a klinikai adataink
kozott. Ennek szamos oka lehet, tobbek kozott az, hogy az ALL-es és non-Hodgkin
limfomas betegeket mas protokollal kezelték, valamint a betegek életkora is eltért.
Emellett ez az SNP ritka, kicsi a minor all¢lfrekvenciaja, €s a vizsgalt betegcsoport sem

tul nagy egyik esetben sem. Ez a két tényezd egyiittesen azt eredményezi, hogy mindkét
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vizsgélatban alacsony a statisztikai proba ereje, a valodi Osszefiiggés kimutatasahoz
ilyen allélfrekvencia mellett nagyobb mintaszamra lenne sziikség. Tovabba a non-
Hodgkin limfémat vizsgdldo kutatdocsoport részben olyan adatokkal definidlta a
kardiotoxicitas kialakulasat, amelyekkel mi nem rendelkeztiink. Az akut kardiotoxicitas
esetén ezek a kovetkezOk voltak: aritmia, miokarditisz, perikarditisz és akut
szivelégtelenség. A kronikus kardiotoxicitas kritériumait az ejekcios frakcido 50% ala
vagy a linearis ejekcios frakcio 25% ala csokkenésével definialtak [107]. Az els6 harom
allapot rendkiviil ritka a gyermekkori ALL-esek kozott, nincs statisztikai szdmitdsokhoz
elegendo ilyen adat a mi anyagunkban, és Osszesen egy betegnek volt a linearis ejekcids
frakcidja 25% alatt.

Fontos tényez6 még, hogy Ok az ABCCI rs45511401 SNP ¢és az akut
kardiotoxicitas kozott talaltak Oszefliggést, viszont a kronikus kardiotoxicitassal nem.
Ez utobbi definialasa all kézelebb a mi munkdnkhoz, hiszen mi is linearis ejekcios
frakcid csokkenést vizsgaltunk. Osszességében a fontos hasonlosag a két tanulmany
kozott az, hogy mindketten taldltunk Osszefliggést szivkdrosodas megjelenése ¢€s
ABCCI gén varidnsa kozott. Pontos kovetkeztetés levonasahoz azonban mindkeét
vizsgalatot meg kell ismételni hasonléan tervezett, nagyobb, fliggetlen populacion is
tobb ABCC1 SNP elemzésével.

A masik tanulmanyban tobbféle, antraciklinekkel is kezelt gyermekkori tumoros
beteget vizsgaltak. Eredményeik kozott szerepelt egy altalunk nem vizsgalt ABCCI
polimorfizmus (rs4148350) és az antraciklin-indukalta cardiotoxicitds Osszefiiggése,
amit 6k is a linearis ejekcios frakcioval jellemeztek [143].

Az ABCCI transzporter fontos a sejtek védelmében. A legtobb sejten a
bazolateralis membranban helyezkedik el, szemben a tobbi detoxifikalast végzd ABC-
transzporterrel, amelyek elsdsorban az apikalis membranba agyazodnak. Ez alapjan
feltételezhetd, hogy ennek a transzporternek a feladata elsGsorban a sejtek védelme a
karosité hatasoktol, és nem a felszivodas gatlasa és kivalasztas serkentése [84]. A
doxorubicin sejtbe torténd bejutdsahoz nem sziikséges transzporter, ezért a kiszallitas
nagyon fontos a sejt védelme érdekében [50,110].

Az ABCCI transzporter oxidativ stressz esetén is fontos védelmi feladatot tolt be.
Részt vesz a sziikséges glutationszint fenntartdsdban, ami elengedhetetlen a reaktiv

oxigén gyokok elleni megfeleld védekezéshez. Az antraciklinek szallitdsadhoz is
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sziikséges glutation. Ez a két tényezd egyiittesen befolyasolhatja az antraciklinek
hatasara kialakulo oxidativ stressz elleni hatékony valaszt [50,54,84,114].

Mindezzel az ismerettel egy irdnyba mutat a mi eredményiink is, miszerint az
ABCCI fontos a kardiomiocitdk védelmében.

Idaig nincs sok adat az irodalomban az rs3743527 és rs246221 polimorfizmusok
funkcidjat illetéen. Az ABCCI gént tobb tanulmanyban vizsgaltdk, de altaldban nem
ezeket az SNP-ket [76,92]. Az rs246221 egy exonban talalhatd szinonim polimorfizmus
talalhat6. Egy vizsgalatban az rs2426221 SNP tekintetében polimorf alléllal rendelkezd
személyek atlagos mRNS szintje csokkent volt. Ebbdl az adatbol azonban nem lehet
messzemend kovetkeztetéseket levonni a polimorfizmus hatdsara vonatkozéan az
alacsony mintaszam miatt [89]. Az ABCCI gén szekvenalasakor megtalalt
polimorfizmusok kozott volt az altalunk szignifikansnak talalt rs242261, de ennek nem
josoltak funkcionalitast [92]. Az LO régid is kozremikodik a szubsztratok
megkdtésében. Tobb kiilonb6zd LO régioban eléforduldo aminosaveserét okozod mutacio
(W222L, K267M) esetén leirtak, hogy a glutation és glukuronid konjugatumokat nem
szallitja a mutans ABCCI1 [84].

Az 1s3743527 SNP az ABCCI gén 3’ nem atir6do régidjaban (3> UTR) van. Egy
olyan kozleményt talaltam, ami ezt az SNP-t is vizsgalja kinai populacion, tiidorak
hajlammal kapcsolatban [94]. Ok az ABCBI és ABCCI gének 5° és 3’ UTR régidjaban
levd SNP-ket genotipizaltak, ¢és eredményeik alapjan az ABCCI 1s3743527
polimorfizmus kinai populacion tiidorak kialakuldsdban nem jatszott szerepet. Viszont
ettdl kb. 300 bazisparnyira levé rs212090 fokozta a tiidorak rizikojat. Bar a rizikd csak
nagyon kismértékti (OR: 1,73, p=0,043, CI 95%: 1,07-2,80), de mégis érdekes ezzel az
ennyire kozel elhelyezkedd SNP-vel kapott eredmény. A két SNP szomszédos, de
nincsenek teljes kapcsoltsagban [144]. A két eredmény eltéré populacion, mas
kérdésfelvetéssel mutatta ki nagyon kozeli polimorfizmusok szerepét. Ez megerdsiti a
funkcionalitas lehetdségét a 3’UTR régioban talalhaté polimorfizmusok esetén és az
ABCCI1 transzporter funkciojanak fontos szerepét.

Az SNP-k funkcidjanak vizsgalatdhoz tovabbi tanulmanyok sziikségesek.
Haplotipus-elemzés hasznos lehet, mert eléfordulhat, hogy nem pontosan ezek az SNP-

k, hanem veliik kapcsoltsagban levé masik polimorfizmus valtoztatja meg az ABCCl1
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mitkodését. A 3> UTR régid szabalyozd szerepét is feltételezhetjik. A miRDB
mikroRNS adatbazis (http://mirdb.org/miRDB/) adatai alapjan feltételezett hsa-miR-
185, hsa-miR-5480 ¢s hsa-miR-1254 mikroRNS kotohelyek vannak 500bp tavolsdgon
beliil az rs3743527 SNP kornyékén, amiknek szabalyoz6 funkcidja lehet. A szabalyozé
faktorok kotddését is befolydsolja ezzel az SNP-vel egy haplotipusban levd mas
polimorfizmus. Az ENCODE projekt is azonositott be szabalyozo régidkat az SNP-k
koril [145]. A CTCF transzkripcios faktor az rs3743527-t61 1235bp-ra downstream
kotoédik, a BAF155 az rs246221-t61 893bp tavolsdgra. DNaz hiperszenzitivitas
mérésével szintén reguldtoros régiokat mutattak ki az SNP-k koril, 3000bp-nyi
tertileten beliil.

Eredményiink alapjan az antraciklin do6zis nem befolyasolja a linedris ejekcios
frakciot. Ennek oka az lehet, hogy a hasznalt antraciklin mennyiség viszonylag alacsony
(180-240mg/m?) a populacié kb. 80%-aban.

Meg kell jegyezniink, hogy a betegpopulacionkban alulreprezentalt azoknak a
betegeknek a szama, akik mintagyljtési periddusunk kezdete eldtt meghaltak. Ez
azonban nem feltétleniil torzit az eredményeinken, hiszen a vizsgalt mellékhatas inkabb
késObb jelenik meg. Tovabba a meghalt betegek a Magyar Gyerektumor Regiszter
adatai alapjan nem szivproblémak miatt haltak meg, hanem a kezelés hatastalansaga
vagy foként fertézések miatt. Ezért ez a hidnyossag valosziniileg nem kérddjelezi meg
az eredményeink hitelességét.

Fontos megjegyezni, hogy a polimorfizmusokkal asszocialé csdkkent linearis
ejekcios frakcid a normalis tartomanyban van. A National Cancer Institute (USA)
Common Terminology Criteria for Adverse Events (CTCAE) v3.0 megéallapitasa szerint
bal kamrai diszfunkciot jelent, ha a linearis ejekcios frakcid értéke 30% alatt van [146].
De tobb tanulmany szerint a még normalis tartomanyban levd, de alacsonyabb,
szubklinikus lIinEF csokkenés a betegben prognosztikus jelentdségli lehet, késdbbi
stilyosabb szivprobléma kialakulasa szempontjabol [11,117].

A kemoterapids kezelés részeként hasznalt egyéb gyogyszerek, pl.: vinka
alkaloidok vagy a metotrexdt is okozhatnak kardiotoxicitast. Ezek is ACCCI1
szubsztratok és hatasuk is befolyasolhatta az eredményeinket [131,147]. Azonban
altalanosan elfogadott, hogy az antraciklinek kardiotoxikus hatdsa meghaladja az

emlitett gyogyszerekét.
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7. Kovetkeztetések

» Az ABCBI ¢és ABCG?2 gének szerepét vizsgalva a gyermekkori akut limfoid
leukémia kialakulasdban a kovetkezd eredményekre jutottunk. A magyar ALL-es
gyermekekben az ABCBI ¢és ABCG2 gének vizsgalt polimorfizmusai ¢€s ezek
leggyakoribb haplotipusai nem befolyasoltdk a betegség kialakulasat. Viszont az
ABCBI gén 2677G-3435T allélokat tartalmazo, ritka haplotipusa megnovekedett, a
2677T-3435C haplotipus csokkent ALL-rizikoval jart egyiitt. Ezenkiviil az egy génben
talalhato, két SNP genotipusai altal alkotott ritka genotipus-kombinacidk koziil a GT/TT
¢s GG/CT (ABCB1 2677G>T/A - 3435C>T) az ALL-esekben, a TT/CT a kontrollokban
volt gyakoribb.

* A nemzetkozi egylittmiikodés keretében végzett vizsgalatunkban a CDKN2A
gén rs3731217 polimorfizmusanak ALL-re vald hajlamosit6 hatasat tanulmanyoztuk. A
polimorfizmus a mi populdcionkon nem hajlamositott ALL-re, sem B-sejtes ALL-re. A
T-sejtes ALL-esket kiilon elemezve az rs3731217 G allél statisztikailag szignifikdnsan
befolyédsolta az ALL-re val6 hajlamot. A vizsgalatba Osszesen bevont hat populacié
adatai alapjan ez a polimorfizmus befolydsolja az ALL kialakulasat, mind egyiitt nézve

a betegeket, mind az alpopulacidkat (B- és T-sejtes ALL) kiilon elemezve is.

» Az antraciklinek kardiotoxikus hatasadnak és az ABCC1 gén polimorfizmusainak
Osszefliggését vizsgalva az alabbi eredményeket kaptuk. Az rs3743527TT genotipusu
betegek zarovizsgalatkori szivultrahang alapjan meghatdrozott linedris ejekcios
frakcioja (linEF) szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint a CC és CT genotipusi
betegeké. Az ABCCI 15246221 T allél jelenléte esetén az utolséd szivultrahangos mérés
idOpontjaban a betegeknek alacsonyabb volt a lIinEF értéke, mint a CC
genotipustiaknak. Az rs3743527 ¢és rs246221 SNPk altal meghatarozott genotipus-
kombinaciok kozil az rs3743527TT - rs246221TC/TT-vel rendelkezd betegek linEF

értéke alacsonyabb volt a zarovizsgalatkor, mint a tobbi betegnek.
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8. Osszefoglalas

Napjainkban a gyermekkori akut limfoid leukémia (ALL) az esetek 80%-aban
gyogyithatd, de kevés ismeret all rendelkezésre a betegség kialakulasdnak genetikai
okair6l. Az elvégzett tanulmanyok eredményeit fiiggetlen, nagyobb betegpopulacion
meg kell ismételni. Az ALL-es betegek a diagnozis utan évtizedekig is élhetnek, viszont
sokuk a kezelés kés6i mellékhatasaitél szenved, példaul gyakoribb ¢€s korabban
jelentkezik naluk szivelégtelenség. A kemoterapids szerek koziil az antraciklinek
szivkarositd hatasa a legjelentdsebb. Munkdmban a xenobiotikumokat szallit6 ABC-
transzporterek genetikai variansai és az ALL kialakulasa, ill. a csokkent szivfunkcio
kozotti asszociaciot kerestem. Ezen kiviil részt vettlink egy nemzetkdzi konzorciumban,
egy korabbi genomszinti asszociacids vizsgalat eredményének a megerdsitésében.

Sajat populacionkon az ABCBI ¢és ABCGZ2 polimorfizmusok ALL-rizikbban
betoltott szerepét vizsgalva azt az eredményt kaptam, hogy az ABCBI ritka TC
haplotipus gyakoribb volt a kontrollokban, mig a ritka GT haplotipus a betegekben volt
gyakoribb. Az ABCB1 2677G>T/A és 3435C>T SNP-k GT/TT ¢és a GG/CT genotipus-
kombinacidja betegekben volt gyakoribb, a TT/CT kontrollokban.

Egy korabbi GWA tanulmény eredményét nagyobb populacion is ellendrizték. A
hat kaukazusi betegpopulacio osszesitett genotipus adatai alapjan a CDKN2A4 rs3731217
SNP befolyasolta a kockazatot ALL-re, mind ALL-re, mint B-, ill. T-sejtes ALL-re. Az
rs3731217 a magyar populacioban csak a T-sejtes ALL-re valé hajlamot befolyasolta.

Az ABCCI kardiotoxicitas kialakulasaban betoltott szerepét vizsgaldé munkdmban
azt talaltam, hogy az ABCCI rs3743527TT genotipust vagy TT-TC/TT (rs3743527-
rs246221)  genotipus-kombindcioji  betegek linearis  ejekcios  frakcidja a
zarovizsgalatkor alacsonyabb volt. Az rs246221T all¢lt hordozo betegek linearis
ejekcios frakcidja csokkent volt az utolso szivultrahangos mérés idépontjaban.

Eredményeink hozzajarulnak az ALL-kialakuldas genetikai hatterének jobb
megértéséhez. Az ABCBI gén ritka haplotipusai és genotipus-kombinacidi
befolyédsolhatjak az ALL rizikojat. A nagyobb populdcion tortént vizsgéalat eredménye
szerint a CDKN2A gén befolydsolhatja az ALL rizik6jat. Eredményeink alapjan az
ABCC1 megvaltozott miikddése kozrejatszhat az antraciklinek kardiotoxikus
mellékhatasdban, az ABCCI genetikai variansai Osszefliggtek a csokkent

szivfunkcioval.
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9. Summary

Nowadays the childhood acute lymphoblastic leukemia (ALL) is curable in 80%
of the cases, but there is little knowledge on the genetic background of the pathogenesis
of this disease. The results of the performed studies must be replicated in larger and
independent cohorts. ALL patients survive for decades after the diagnosis, but they may
suffer from late side effects of the treatment. The cardiotoxicity are more frequent
among them and develops earlier. The anthracyclines are the chemotherapeutic agents
with the strongest cardiotoxic effect. In our studies I searched for association of genetic
variants in the xenobioticum transporting ABC-transporters with ALL-susceptibility or
decreased cardiac function. As a member of an international consortium we also
participated in the validation of the result of a previous genome-wide association study.

In our population, studying the possible role of ABCBI and ABCG2
polimorphisms on ALL risk, I have found that the rare TC haplotype of ABCBI were
more prevalent in controls, and the rare GT haplotype was more frequent in cases. The
GT/TT and GG/CT genotype combination of 2677G>T/A, and 3435C>T ABCB1 SNPs
were more frequent in patients, while the TT/CT was more frequent in controls.

The result of a previous GWA study was validated using a larger cohort. The
pooled genotype data of six Caucasian patient populations showed the association of
CDKN2A rs3731217 with ALL, both B- and T-cell ALL. In the Hungarian patient
cohort on its own, rs3731217 only influenced the risk of T-ALL.

In our study examining the role of ABCCI in the development of cardiotoxicity |
have found that patients with ABCCI 1s3743527TT genotype or with genotype
combination TT-TC/TT (rs3743527-rs246221) had reduced left ventricular fractional
shortening (LVFS) at the end of treatment. Patients with rs246221T allele had reduced
LVES at the time of latest echocardiography.

Our results provide more understanding of the genetic background of the
pathogenesis of ALL as rare haplotypes and genotype combinations of ABCBI might
influence the ALL risk. The result of CDKN2A SNP study on larger population shows
that CDKN2A4 gene might influence the ALL risk. According to our results altered
function of ABCCI transporter might be involved in the development of anthracycline
induced cardiotoxicity, as ABCCI genetic variants were associated with reduced cardiac

function.
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