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Bevezetés
Az akut limfoid leukémia (ALL) a leggyakoribb gyermekkori hematologiai
betegség Magyarorszagon. Kialakulasanak okai még nem teljesen ismertek, de az
biztos, hogy kdrnyezeti és genetika tényezOk egyarant hozzajarulnak a betegség
kialakuldsdhoz. Tobb génrdl leirtdk mar, hogy befolyasolhatja a betegség
megjelenését. Az ABC-transzportereknek (ABC: adenosine triphosphate binding
cassette, azaz ATP kotd kazetta) fontos funkciojuk van az emlds szdvetek
xenobiotikumok elleni védekezésében, ezért feltételezhetd, hogy genetikai okokra
visszavezethetd hibas miikddésiik, megvaltozott expressziojuk hozzajarulhat az
ALL kialakulasahoz. Az ALL rizikdjanak jobb megértéséhez olyan genetikai
valtozatokat tanulmanyoztunk, amelyek modositjak az ABCB1 és ABCG2 ABC-
transzporterek miikodését. Ezek az ABCBI génben a 3435C>T (rs1045642,
szinonim) és 2677 G>T/A (rs2032582, Ala893Ser), ill. az ABCG2 génben a
34G>A (rs2231137, Vall2Met) és 421C>A (152231142, GInl41Lys) egypontos
nukleotid polimorfizmusok, azaz SNP-k (single nucleotid polymorphism). Az
ABCBI 3435C>T egy ritka kodont hataroz meg, ami miatt az mRNS-ek foldingja
eltérd és csokken a fehérje szintje. A 2677 G>T/A SNP-nél csokkent transzporter-
aktivitast irtak le. Az ABCG2 34G>A polimorfizmus esetén az transzporter apikalis
membranba valé bedgyazodasa karosodott, az ABCG2 421C>A SNP miatt a
fehérje ATP-az aktivitasa csokkent.
Az ALL kialakulasaban kozrejatszhatnak olyan genomrégiok, melyeknek a
betegség megjelenésében betdltdtt szerepét még nem ismerjik. Ennek
feltérképezésében hasznaljak a genom szintli asszociacids vizsgalatokat (GWAS:
genome-wide association study). Az itt kapott eredményeket tobb fiiggetlen
populacion meg kell ismételni a megerdsitéséhez. Egy angliai munkacsoport altal
végzett GWAS alapjan a CDKN2A (ciklin-dependens kinaz inhibitor 2A) gén els6
intronjaban talalhatd rs3731217 befolyasolja az ALL kialakulasat. Az eredmény
megerdsitéséhez nagyobb populacion is vizsgaltak ezt az Osszefiiggést, amiben a
magyar ALL-es betegcsoport is szerepelt.
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Napjainkban az akut limfoid leukémiaban megbetegedett gyermekek talnyomo
tobbsége, 80-90%-a meggyodgyul, azonban a hosszi tava talélés ALL utdn nem
jelenti azt, hogy az egykori beteg teljesen egészséges. A tulélék koriilbeliil 40%-
anal jelentkezik valamilyen egészségiigyi probléma a diagndzis utan 30 éven beliil.
A betegek gyakran a késdi szovodmények, tobbek kozott szivproblémak miatt
halnak meg. A gyermekkori rak tuléléi kozott 8-szoros gyakorisagu a
szivproblémak miatti halalozas. A karosodas megelézése kiilonosen fontos a
gyermekekben, mert 6k a kezelés utdn még évtizedekig élhetnek. Az eltérd
szivmiikddés minél kordbbi felismerése sziikséges a karositd terapia
felfiiggesztéséhez és a korai kezelés elkezdéséhez. Ezért fontos a betegek allando
monitorozasa a subklinikus, azaz diagnosztikus eljarassal kimutathat6, de klinikai
tiineteket nem mutatd elvaltozasok felismerése érdekében. Genetikai eltérések,
példaul SNP-k megvaltoztathatjdk a xenobiotikum-metabolizald enzimek,
xenobiotikum-transzporterek vagy gyogyszercélpontok expressziojat, miikodését.
A farmakogenetikai kutatdsok célja a terapia személyre szabasa a gyodgyszerek
vagy a gyogyszeradagok genetikai hattér alapjan torténd egyéni megvalasztasaval
annak érdekében, hogy a kezelés hatékonysagat és biztonsagossagat noveljek. A
gyermekkori ALL kezelésében hasznalt egyik gyogyszercsoport az antraciklinek.
Ezek a leghatékonyabb rak ellenes szerek kozé tartoznak, viszont alkalmazasukat
korlatozza, hogy a szivizomsejteket nagymértékben karositjak vélhetéen reaktiv
oxigén gyokok képzése révén. A plazmamembranon vald atjutdsuk passziv
diffuzioval, eliminaciojuk az ABC-transzporterek segitségével torténik, ezért a
sejten beliili antraciklin szint {6 meghatarozdja az ABC-transzporterek miikodése.
Az ABCCI transzporter részt vesz az antraciklinek transzportjaban és oxidativ
stressz esetén is fontos védelmi feladatot t6lt be. A genetikai polimorfizmusai miatt
megvaltoztott fehérjemiikddés befolyasolhatja az antraciklinek hatasara kialakulo

oxidativ stressz elleni hatékony valaszt és kardiomiocitak megfeleld védelmét.



Célkitiizés

Munkam soran az alabbi céljaim voltak:

A szervezet xenobiotikumok elleni védekezésében szerepet jatszo ABCBI
és ABCG2 ABC-transzporter gének funkcionalis polimorfizmusait
vizsgalni az akut limfoid leukémia kialakuldsiban. Osszehasonlitani az
ABCBI génben a 3435C>T, 2677G>T,A és az ABCG2 génben a 34G>A
és 421C>A polimorfizmusok allél-, haplotipus frekvenciait és genotipus
kombinacioit a beteg és egészséges kontroll populaciokban. Vizsgalni a

polimorfizmusok hatasat a betegség jellemzdire és kimenetelére.

Egy nemzetkdzi egylittmiikddés (IALLGC: International childhood Acute
Lymphoblastic Leukaemia Genetics Consortium) keretében vizsgalni
ALL rizikojat. A gyermekkori ALL-t megfelel6 méretli mintapopulécion
tanulmanyozni és egy korabbi GWAS eredményét ellendrizni. Elvégezni
a betegpopulacionkon az CDKN2A (ciklin-dependens kindz inhibitor 2A)
gén 13731217 polimorfizmusanak genotipizalasat és hozzajarulni az

eredmény hitelességének megerdsitéséhez.

Az ALL gydgyitasiban nagyon hatékonyan alkalmazott antraciklinek
mellékhatasként fellépd kardiotoxicitas kialakuldsanak genetikai hatterét
vizsgélni. A szivfunkcidt a linedris ejekcios frakcioval jellemezni, amit a
kezelés soran rendszeresen végzett szivultrahangos mérésbol szamoltunk.
A szivfunkci6 és az antraciklineket a kardiomiocitakbol kiszallito ABCC1
ABC-transzporter polimorfizmusai kozotti Osszefiiggést keresni. A
linearis ejekcids frakcid csokkenése és az ABCCI gén 9 db egypontos

nukleotid polimorfizmusanak eldfordulasa kozotti 6sszefliggést vizsgalni.



Moddszerek

Betegpopulacionk a 1990 és 2002 kozott diagnosztizalt magyarorszagi akut limfoid
leukémias gyermekekbdl allt, akiket az ALL Berlin-Frankfurt-Miinster (BFM) 90
és 95-0s protokollokkal kezeltek. A rendelkezére alld6 DNS minta és klinikai
adatbankbdl az Osszes meglevd adatot elemeztik az egyes vizsgalatok soran.

Kontrollként a egészséges véradoktol nyert DNS mintat hasznaltunk.

Az ABCBI és ABCG2 gének ALL kialakulasara valé hajlamositd szerepét 396
beteg €s 192 kontroll f&bdl allo populacion vizsgaltuk. A szakirodalom alapjan
valasztottuk ki a vizsgaland6 polimorfizmusokat. Az ABCBI 3435C>T és 2677
G>T/A polimorfizmusok genotipizalasa multiplex miniszekvenalassal tortént
SNaPShot modszerrel. Az ABCG2 gén 34G>A ¢és 421C>A polimorfizmusait
LightCycler PCR mddszerrel genotipizaltuk. A haplotipusokat és ezek
frekvencidjat a Haploview 4.1 szoftverrel becsiiltiik meg. Az adatok statisztikai

kiértékelését x*-teszttel ill. logisztikus regresszioval végeztiik.

A nemzetkdzi egyiittmiikodéshez 550 beteg és 450 kontroll egyén genotipizalasat
végeztiik el KasPar™ technikaval. Az IALLGC konzorciumban egy korabbi
genom szintil asszociacios vizsgalat adatait elemezték jra. Az eredményiil kapott
ALL-re val6é hajlamot befolyasold6 CDKN2A rs3731217 SNP-t genotipizaltuk a

munka soran. Az adatokat y’-teszttel és logisztikus regresszioval elemeztiik.

Az antraciklinek kardiotoxikus hatdsanak vizsgalatdhoz a betegek korlapjaibol
retrospektiven gytijtott adatokat elemeztilk. A szivultrahangos mérésekbdl linearis
ejekcios frakciot szamoltunk. Osszesen 235 beteg linedris ejekcids frakcid adata
allt rendelkezésre. Az ABCCI! gén minden haplotipus blokkjabol 1-2
polimorfizmust valasztottunk. A kivalasztott 9 ABCCI SNP-t SNPstream
mddszerrel genotipizaluk. A adatok statisztikai kiértékeléséhez tobbszordsen

illesztett GLM-t (general linear model) hasznaltunk.
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Eredmények

Az ABCBI 3435C>T és 2677 G>T/A és az ABCG2 34G>A és 421C>A
polimorfizmusok szerepét vizsgaltuk a gyermekkori ALL kialakuldsaban. A beteg
és kontroll csoport k6zott nem volt szignifikans kiilonbség az allélgyakorisagban és
a genotipus megoszlasaban. A becsiilt haplotipus frekvenciakat dsszehasonlitva azt
kaptuk, hogy nincs szignifikans kiilonbség a két gyakori ABCBI haplotipus (TT és
GC) frekvencidjaban, viszont a ritka GT haplotipus gyakoribb a betegekben a
kontrollokhoz képest: 9,4% vs. 3,9%, p=0,002; OR=2,5 (CI 95%: 1,44,4). A TC
haplotipus a kontrollokban gyakoribb (6,7%), mint a betegekben (3,0%), p=0,000;
OR=0,4 (CI 95%: 0,2-0,8). Az ABCG2 gén altal alkotott haplotipusok megoszlasa
megegyezett a két csoportban.

Az ABCBI gén 2667 és 3435 pozicidk altal meghatarozott 2677GT/3435TT ¢és
2677GG/3435CT genotipus kombinacidja gyakrabban fordult elé az ALL-esek
kozott. A gyakorisagok betegekben 8,7%, a kontrollokban 3,2% (p=0,02; OR=2,88
(1,19-7,11)) ill. 7,4% a betegekben €s 2,7% a kontrollokban (p=0,04; OR=2,97
(1,12-7,77)). A 2677TT/3435CT genotipuskombinacié a kontrollokban volt
gyakoribb (7,9%), mint a betegekben (2,1%) (p=0,002; OR=0,26 (0,11-0,61)). Az
ABCG?2 gén altal meghatarozott genotipuskombinaciok gyakorisdga nem tért el a
beteg €s a kontroll csoportban.

Vizsgaltuk tovabba, hogy az allélok, haplotipusok és a genotipus kombindciok
befolyasoljak-e az ALL klinikai jellemzo6it. Egyik genetikai varians sem
befolyasolta a betegek diagnoziskori életkorat, nemét, immunfenotipusat, a
hiperdiplioditast, a beteg rizikdcsoportjat, a relapszust vagy a leukémia miatti

halalt.



Nemzetkozi egyiittmiikodés keretében egy angliai kutatocsoport genomsziiréssel,
kaukézusi populacidkon kapott eredményét nagyobb populacion validalta, amiben
a magyar gyermekkori akut akut limfoid leukémias betegpopulacio is szerepelt.
Ujraelemezték egy kordbban 907 betegen és 2398 kontrollon 291371 SNP
genotipizalasaval elvégzett genom szintli asszociacids tanulmany genotipizalasi
adatait. Osszesen 34 statisztikailag szignifikans (p<0,0001) SNP-t genotipizaltak
nagyobb, 1428 ALL-es betegbdl és 1516 kontrollb6l allo fiiggetlen német
populacién, ahol egy SNP (rs3731217) maradt szignifikans (p=1,15x10"). Ez a
polimorfizmus a 9p21.3 kromoszémarégioban talalhaté, a CDKN2A (ciklin-
dependens kinaz inhibitor 2A) gén elsd intronjaban.

A kapott eredményt megerdsitették spanyol (148 beteg és 187 kontroll) magyar
(550 beteg és 450 kontroll) és kanadai (260 beteg és 266 kontroll) populacion is. A
magyar populacié a minta-, és adatbankunk része, a genotipizalast a csoportunk
végezte, ezért dolgozatomban ezt az eredményt is ismertetem.

Eredményeink alapjan a magyar populacion elemezve a CDKN2A4 rs373121G allél
nem védett ALL-lel szemben: OR=0,83 (95% CI: 0,58-1,17, p=0,1). Az ALL B-,
és T-sejtes csoportjat kiilon elemezve a B-sejtes ALL-esetében a magyar populécio
eredményei nem bizonyultak szignifikansnak: OR=0,91 (95% CI: 0,68-1,22,
p=0,5). T-sejtes ALL esetében csak a magyar populaciot elemezve a G allél
szignifikansan befolyasolta az ALL rizikojat: OR=0,60 (95% CI: 0,38-0,93,
p=0,046).

Az 0Osszes vizsgalt populacio genotipus adatainak egyiittes elemzésével kapott
eredmény alapjan a G allél szignifikansan befolyasolja az ALL kialakuldsanak
kockézatat (OR=0,71, 95% CI: 0,64-0,78, p=3,1x10""). A csak B-sejtes ill. T-
sejtes ALL-eseknél az 6sszes populacié adatai alapjan kapott eredmény szintén az
allél riziké befolyasolod hatasat mutatja: OR=0,72, 95% CI 0,64—0,80, p:5,29xlO’10
ill. OR=0,68, 95% CI 0,58-0,79, p=1,88x10~".



Az antraciklinek kardiotoxicitasanak genetikai hatterének jobb megértéséhez
vizsgaltuk, hogy az ALL-es gyermekekben az antraciklinekkel torténd kezelés utan
az ABCCI gén kilenc polimorfizmusa befolyasolta-e a sziv funkcigjat. A sziv
miikddését a bal kamrai linearis ejekcios frakcioval (linEF) jellemeztiik, amit a
diagnozis, a zardvizsgalat és az utolsd szivultrahangos mérés idépontjaban
elemeztiink.

A diagnézis iddpontjaban mért szivultrahangos adatok alapjan szamolt linEF
értékek nem tértek el a harom genotipus csoportban egyik polimorfizmus esetén
sem. A kemoterapia utan az rs3743527TT genotipusu betegek zarovizsgalatkor
mért linEF értéke szignifikdnsan alacsonyabb volt (34,0%), mint a CC (39,5%) és
CT (39,3 %) genotipust betegeké (p=0,001). Hasonl6 tendenciat figyeltiink meg az
utolsé szivultrahang mérés alapjan szamolt linEF értékeknél. Az rs3743527TT
genotipusu betegek utolsé linEF értéke 35,3%, a heterozigotaké 38,9% a CC
homozigétaké 38,7% volt. Osszefliggdtt az ABCCI rs246221 T allél jelenléte és a
diagnozis utani utolsé6 szivultrahangos mérés eredménye is. A TC és TT genotipusu
betegeknek alacsonyabb volt a linEF értéke (38,4% ill. 38,5%), mint a CC
genotipusuaknak (40,7%, p=0,027).

A két szignifikdnsnak kapott SNP altal meghatarozott genotipusok kombinacidinak
a hatasat is vizsgaltuk. Osszehasonlitottuk az rs3743527TT és 1s246221TC vagy
rs246221TT genotipusu egyének (TT-TC/TT) linEF értékét az Osszes tdobbi
genotipuskombinacioju betegével. A diagnézis idején meghatarozott linEF azonos
volt a két csoportban. A zardvizsgalatkor azonban a TT-TC/TT genotipus
kombinaci6ju gyermekeknek sokkal alacsonyabb volt a linEF értéke (34,0%), mint
a tobbi betegnek (39,4%) (p=0,001).

A tobbvaltozos elemzésbe kofaktorként bevett klinikai valtozok kozil a
diagnoziskori életkor, a kezelé korhaz és a kemoterapids protokoll szignifikans
kofaktornak bizonyult. Ezzel szemben a nem, 0ssz antraciklin dézis és a
dexrazoxan hasznalat nem volt szignifikans. A két leirt Osszefiiggés esetében a

polimorfizmusok hatasanal nem volt nagyobb a szignifikans kofaktorok hatasa.
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Kovetkeztetések

Az ABCBI és ABCG2 gének vizsgalt polimorfizmusai és ezek leggyakoribb
haplotipusai nem befolyasoltak a gyermekkori akut limfoid leukémia kialakulasat a
vizsgalt populacion. Az ABCBI gén ritka GT haplotipusa megndvekedett, a TC
haplotipusa csokkent ALL rizikoval jart egyiitt. Az ABCBI génben talalhatd két
SNP genotipusai altal alkotott ritka genotipus kombinaciok koziil a GT/TT és
GG/CT (2677G>T/A-3435C>T) ALL-esekben, a TT/CT kontrollokban gyakoribb.
Ez alapjan valoszinisithet, hogy a xenobiotikumok elleni védekezésben fontos

ABCBI polimorfizmusai kombinacidoban befolyasoljak az ALL kialakulasat.

A nemzetkozi egyiittmiikodés keretében vizsgalt CDKN24 r1s3731217
polimorfizmus a mi populaciéonkon nem hajlamositott ALL-re, sem B-sejtes ALL-
re. Viszont a T-sejtes ALL kialakulasat az rs3731217 G allél statisztikailag
szignifikansan befolyasolta. Az vizsgalatba 6sszesen bevont hat populacié adatai
alapjan ez a polimorfizmus befolyasolja az ALL kialakuldsat mind egylitt nézve a
betegeket mind az alpopulaciokat (B- és T-sejtes ALL) kiilon elemezve is. Ez

alapjan a CDKN2A gén polimorfizmusa befolyasolhatja az ALL kialakulasat.

Az antraciklinek kardiotoxikus hatasat jellemz06 bal kamrai linedris ejekcios frakcio
(linEF) csokkenése és az ABCCI gén polimorfizmusai kozott Osszefiiggést
kaptunk. Az ABCCI 1s3743527TT genotipusu betegek zardvizsgalatkori
szivultrahang alapjan meghatarozott linedris ejekcios frakcioja szignifikansan
alacsonyabb volt, mint a CC és CT genotipusu betegeké. Az ABCCI rs246221 T
allél jelenléte esetén az utolso szivultrahangos mérés idOpontjaban a betegeknek
alacsonyabb volt a linEF értéke, mint a CC genotipustiaknak. Az rs3743527 és
rs246221 SNPk altal meghatarozott genotipus kombinaciok koziil az rs3743527TT
-15246221TC/TT-vel rendelkezé6 betegek linEF értéke alacsonyabb volt a
zardvizsgalatkor, mint a tobbi betegnek. Az ABCCI varidnsai befolyasolhatjak a

szervezet antraciklinek ellen védekezését és a szivfunkcid csokkenését okozhatjak.
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