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1. BEVEZETES

1.1 ABC-transzporterek — irodalmi attekintés

Az ABC-transzporterek (ATP-binding cassette transporters) egy nagy fehérjecsaladot
alkotnak, melyek tagjai minden fajban megtalalhatéak, a protozodktdl kezdve a halakon 4t
egészen az eml6sokig (Sarkadi et al., 2006). A human genomban dsszesen negyvennyolc ilyen
fehérjét kodolo gén talalhato (egyes adatbazisok szerint negyvenkilenc). Ezeket szekvenciajuk
hasonlosaga és felépitésiik alapjan hét alcsoportba soroltak be ABCA-tol ABCG-ig, majd
ezeken beliil szamokkal jelolték a kiilonbozé transzportereket. Kozos szerkezeti tulajdonsaguk
elsésorban az ATP-ko6t6 vagy mas néven nukleotid-k6té domén, melynek segitségével képesek
az adenozin-trifoszfatot megkotni és hidrolizalni, majd ennek segitségével a fehérjét
milkodtetni. A masik két jellegzetességiik a transzmembrdn domén, mely 4ltalaban hat
membranon atérd hélixbdl all, illetve a katalitikus centrummal ezt 6sszekoto és a koztik 1évo
kommunikaciot biztosito intracellularis domén (Reyes & Chang, 2005). A miikodéképes ABC-
transzporterek altalaban két homoldg félbdl allnak, melyekben megtalalhatdo egy-egy a fent
emlitett szerkezeti egységekbdl. Vannak olyan transzporterek azonban, mint az ABCG?2 is,
hogy a génen csak egy transzmembran, egy ATP-koto és egy intracellularis domén kodoloédik,
ezeket nevezzik féltranszportereknek. Funkcid képes formajukat homo- vagy
heterodimerizacioval hozzak 1étre (Sarkadi et al., 2004). A heterodimerizacid folyamatat az
ABCGS és ABCGS esetében figyelték meg, melyek obligat médon képeznek heterodimert. A
membranban mar ilyen formdban talalhatdak meg és a ndvényi szterolok transzportjara igy
képesek (Graf et al., 2003).

A csalad tagjai kozott talalhatunk transzport fehérjéket (pl.: ABCBI1, ABCG2),
ioncsatornakat (pl.. ABCC7) és regulator fehérjéket (pl.: ABCF1) (Sarkadi et al., 2006). A
transzport fehérjék fofeladata, hogy szubsztratjaikat be vagy éppenséggel ki juttassak a sejtbol
ATP hidrolizis segitségével. Az egészséges sejtekben megkonnyitik kiillonb6z6 anyagok
szallitasat. A fiziologias szubsztratok pumpalasa mellett részt vehetnek kiilonb6z6 gyogyszerek
felszivodasaban  (adszorpcid), szervezetben  torténd  eloszldsaban  (disztribucid),
metabolizmuséaban, kivalasztasaban (exkrécio), ezaltal befolyasoljak a szubsztrat gyogyszerek
hatasat, mellékhatasat és toxicitasat (ADME-Tox) (Sarkadi et al., 2006). Az ABC-
transzporterek megjelennek a rakos sejtek felszinén is, ahol képesek egyszerre tobb, a daganatos
betegségek kezelésében hasznalt kemoterapids gyogyszerek kipumpalasara, ezért felelések a
kemoterapia soran fellépé multidrog rezisztencia kialakitasaért (Gottesman et al., 2002). A

multidrog transzporterek harom {6 csoportjat ismerjiik: az ABCB1 [mas néven P-glycoprotein



(P-gp), multidrug resistance protein 1 (MDR1)], az ABCC1-10 [multidrug resistance-
associated protein (MRP)] és az ABCG2 [breast cancer resistance protein (BCRP),
mitoxantrone resistance-associated protein (MXR)]. Ezek koziil az ABCB1 ¢és az ABCG2
génekkel foglalkoztunk a dolgozat keretein beliil.

Az ABCBL transzporter a sejtbdl nagy hidrofob molekulak kipumpalasara képes, mint
példaul egyes kemoterapias szerek, HIV (Human Immunodeficiency Virus) proteaz-
inhibitorok, antibiotikumok, antidepresszansok és altatok (Sarkadi et al., 2006) (1. tablazat).

Szubsztratok

Legfontosabb példak

Kemoterapias gyogyszerek

etopozid, daunorubicin, vinblasztin

Fluoreszcens festékek

calcein-AM

HIV proteaz-inhibitorok

indinavir, nelfinavir

Antibiotikumok

eritromicin, sparfloxacin

Egyéb gybdgyszerek

cimetidin, morfin, loperamid

1. tablazat Az ABCB1-transzporter szubsztratjai (leiri, 2012; Sharom, 2008).

Az ABCBI fehérje a testben a f6 hatarvonalak mentén expresszalodik: a vesében, a
majban, a vér-agy gatban, a herében, a placentdban és az Ossejteken. A toxikus anyagok
kipumpalasan kiviil képes a rakos sejtek kaszpaz-fliggd apoptdzisanak gatlasara is (Johnstone
et al., 2000). A két leggyakoribb SNP-je (single nucleotid polymorphism) a fehérjének a
G2677T/A (c.2677G>T/A), mely egy alanin-szerin vagy treonin aminosav cserét eredményez
a fehérjén a 893. kodonban; ¢s az aminosav cserével nem jaro C3435T (c.3435C>T, lle1145lle).
A G2677T/A TT genotipusa gyakori a kaukazusi populacidban és magasabb kockazatot
mutattak ki akut limfoid leukémia (ALL) kialakulasara a TT homozigota egyedeknél (Ho et al.,
2008; Wang et al., 2013). Az aminosav cserét nem eredményez6 C3435T polimorfizmus
funkcionalis hatasaval kapcsolatban egymasnak ellentmondo6 informaciok olvashatoak. Egyes
vizsgalatok soran nem talaltak kiilonbséget a fehérje expresszidoban és aktivitasban (Jamroziak
et al., 2006). Az egyik tanulmanyban azonban a TT genotipusnak magasabb volt a fehérje
expresszidja és az aktivitasa, mint a CC genotipusnak (Hoffmeyer et al., 2000), egy masikban
pedig pont ennek ellenkez6jét sikeriilt kimutatni (Kim et al., 2006). Kimchi-Sarfaty és
munkatarsai (2008) megvaltozott fehérje funkciot és szubsztratokkal valé interakciot mutattak
ki, alland6 mRNS és fehérje expressziot mellett. A vizsgalat soran kideriilt, hogy hogyan
lehetséges, hogy egy aminosav cserével nem jar6 polimorfizmus képes befolydsolni a fehérje

aktivitasat. A citozin-timin bazis csere egy ritka kodon hasznalatot eredményezett, mely



kovetkeztében a fehérje transzlaciodja lelassult, igy megvaltozott a harmadlagos szerkezete és a
membranba torténd beékelddése is (Kimchi-Sarfaty et al., 2007).

Az ABCG2 egy féltranszporter, igy csak homodimer formaban képes aktivva valni. Az
aktivacid utan olyan szubsztratokat pumpal ki a sejtb6l, mint a kemoterapids szerek,
fluoreszcens festékek, antiviralis szerek, antibiotikumok, koleszterin, cimetidin, folsav és az
urat (Sarkadi et al., 2006) (2. tablazat).

Szubsztratok Legfontosabb példak
Fizioldgias szubsztratok koleszterin, urat, 6sztrogén
Kemoterapias gyogyszerek daunorubicin, mitoxantron, etopozid
Fluoreszcens festékek Hoechst 33342, BODIPY -prazosin
Antiviralis szerek zidovudin, lamivudin
Antibiotikumok ciprofloxacin, norfloxacin
Egyéb gyogyszerek cimetidin, pravastatin

2. tablazat Az ABCG2-transzporter szubsztratjai (leiri, 2012; Sharom, 2008).

A szervezetben fontos barrierek mentén expresszalodik: a majban, a placentaban, a vér-
agy gatban és kiilonféle Ossejteken. A hematopoietikus Ossejteken is megtalalhatod, ahol
feltételezhetden a sejtek védelmében jatszik szerepet a toxikus anyagok kipumpaldsaval,
valamint olyan fiziologias szubsztratok transzportjaval, mint a szteroidok részt vesz a sejtciklus
szabalyozasaban is (Sarkadi et al., 2004). Alacsony oxigén tartalmu kornyezetben megné az
ABCGQG2 expresszid, hogy megovja a sejteket a protoporfirin akkumulacidjatol. Transzporter
alulmiikodés/miikodésképtelenség esetén porfirin  toxicitas kovetkezhet be hipoxids
kornyezetben (Krishnamurthy et al., 2006). Az ABCG2 kdodolo régidjaban talalhato két gyakran
vizsgalt SNP megvaltoztatja egy-egy aminosavjat a fehérjének. A G34A (c.34G>A) a 12. kodon
valin-metionin, a C421A (c.421C>A) pedig a 141. kodon glutamin-lizin cseréjét eredményezi.
Korédbbi kutatdsok soran a G34A csokkent transzport kapacitast eredményezett a fehérje
normalistol eltérd membran elhelyezkedésével, valamint mas kutatdsban a fehérje csokkent
expressziojat mutattak ki (Imai et al., 2002; Mizuarai et al., 2004). A C421A esetében csokkent
ATPaz aktivitast, a fehérje csokkent expresszidjat és transzport aktivitdsat mutattak ki in vitro
(Morisaki et al., 2005). Egyes kemoterapias szerek esetén a fehérje alacsonyabb transzport
kapacitasat figyelték meg (Sparreboom et al., 2004), illetve csokkent sejtfelszini expressziot in
vivo (vOrosvérsejt membranon) (Kasza et al., 2012).

Mivel a transzporterek megjelennek az Ossejteken, beleértve a haematopoietikus

Ossejteken is, ahol a feltételezett fizioldgiai szerepiik a védelem kiilonbozd exogén



xenobiotikumokkal szemben az élet soran, ezért felmeriilt, hogy polimorfizmusaik szerepet
jatszhatnak eltér6 rakos megbetegedésekre (igy a leukémiara) valo hajlam 6roklédésében is. Az
ABCBI ¢és ABCG2 fehérjék polimorfizmusait kapcsolatba hoztdk mar kiilonb6z6 rakos
megbetegedések magasabb kialakuldsdnak kockazataval, mint példaul a mellrdk, veserdk vagy
leukémia (Chen et al., 2012; Qian et al., 2012; Wang et al., 2012). A leukémia ¢és a
transzporterek kapcsolatat tobben vizsgaltdk, ezek eredményeit metaanalizisek szerzoi
probaltak Osszegezni. Az ABCBI 3435T hordozok esetében magasabb kronikus limfoid
leukémia (CLL) (Qianetal., 2012), a 2677T/A allélt hordozokkal kapcsolatban pedig magasabb
akut limfoid leukémia (ALL) kockazatot irtak le (Wang et al., 2013). Az ABCG2 esetében azt
talaltak, hogy a 421A allélt hordozok védettebbek voltak a rak kialakulasa ellen (Chen et al.,
2012). Akut myeloid leukémia esetében altalaban kétszaz alatti esetszammal dolgoztak és nem
talaltak kiilonbséget a beteg €s nem betegcsoportok kozott az ABCBI allél és haplotipus
frekvencidinak vizsgalatakor (Jamroziak et al., 2006; Monzo et al., 2006; Rund et al., 2005).
Egy nagyobb volumenti kutatasban azonban arra a kovetkeztetésre jutottak a szerzok, hogy a
2677TT és 3435TT genotipus novelheti az AML-re valo hajlamot (Illmer et al., 2002). Az
ABCG2 C421A varians nem befolyasolta a betegség kialakulasat (Miiller et al., 2008).

A daganatos megbetegedésekre vald hajlamositas mellett az ABC-transzporterek
befolyasolhatjdk a kezelések sordn alkalmazott kemoterapids szerek farmakokinetikajat
(ADME-Tox), igy attételesen hatassal lehetnek a kezelés kimenetelére. Az akut myeloid
leukémias sejtek emelkedett ABCB1 fehérje expresszidja vagy aktivitasa osszefiiggést mutatott
az AML csokkent gyodgyuldsi aranyaval, a rovidebb betegség-mentes ¢€s teljes tuléléssel
(Benderra et al., 2005; Damiani et al., 2006; Ho et al., 2008). Tobb vizsgalat nem talalt
Osszefliggést az ABCBI1 polimorfizmusai és a kezelés kimenetele kozott (Hur et al., 2008; van
der Holt et al., 2006). Mas tanulmanyokban azonban a 2677GG és 3435CC genotipusok
csokkentették a tulélés valoszintiségét (Gréen et al., 2012; Illmer et al., 2002). A magas ABCG2
fehérje vagy mRNS expresszid rossz prognosztikai faktornak bizonyult, ami befolyasolta a
gyogyulas és/vagy a visszaesési ratat, valamint a teljes talélést (Damiani et al., 2006, 2010,
2013; Steinbach et al., 2002). Miiller et al. az ABCG2 C421A varians esetében nem mutatott Ki
kapcsolatot a polimorfizmusok és a tulélés kozott, azonban egy 261 betegbdl allé tanulméany
soran jobb tul€lest és magasabb toxicitast mutattak ki a 34A allélt hordozo betegek csoportjdban

(Hampras et al., 2010; Miiller et al., 2008).



1.2 Akut myeloid leukémia — irodalmi attekintés

A leukémia, azaz fehérvériiség, a vérképzé rendszer olyan rosszindulati daganatos
megbetegedése, mely soran a hibas vérképzdsejtek kontrollalatlanul szaporodnak. A 1étrejévo
rakos sejtek kiszoritjdk az egészséges sejteket a csontveldben, igy gatoljak a normalis
vérképzést és a vérben koros fehérvérsejtszam emelkedést okozhatnak (innen ered a neve a
betegségnek). A leukémidk négy {6 csoportba oszthatdak a betegség lefolyasanak gyorsasadga
¢s a kiindulasi sejttipustodl fiiggden: akut vagy kronikus limfoid leukémia és akut vagy kronikus
myeloid leukémia. Az akut leukémidk hirtelen kezdddnek és gyors lefolyasuak. A periférias
vérben vagy a csontvelOben, éretlen vérképzosejtek (blasztok) szaporodnak fel, melyek aranya
a csontvelében meghaladja a 20%-ot. A kronikus leukémiak altalaban lassu lefolyasuak,
tiineteik lappangd kezdetliek, gyakran tiinetmentes allapotban laborvizsgalattal keriilnek
felismerésre. A kronikus leukémidk esetében az érett sejtek felszaporodasa figyelheté meg a
periférids vérben. A limfoid leukémiakra a limfocitak koros felszaporodasa, mig a myeloid
leukémidk esetében a neutrofil, bazofil, eozinofil leukocitdkat és monocitakat 1étrehozé sejtek
sokszorozodasa a jellemz6 (Beers & Fletcher, 2003).

Az akut myeloid leukémia a csontvel6i hematopoietikus dssejtek rosszindulati klonélis
megbetegedése. Kiilonbozé szerzett genetikai eltérések kovetkeztében a myeloid
hematopoietikus Ossejtek osztoddsa €s érése egyarant koros, emiatt az éretlen myeloid
eldalakok akut felszaporodésa a jellemzd. A leggyakoribb leukémia a felndttek korében, az
¢letkor novekedésével parhuzamosan né a gyakorisaga, de gyerekekben is megjelenhet.
Szazezer feln6ttbol nagyjabol 6t-hat embert érint ez a betegség. Gyorsan stlyosbodik és kezelés
nélkiil a beteg halalat okozhatja (Beers & Fletcher, 2003).

F§ tiinetei kozé tartoznak a visszatérd fertdzések, a vérszegénység, vérzékenység, az
étvagytalansag, és a faradékonysag. Egy teljes vérkép segitheti a betegség korai felismerését,
mivel a voOrdsvértestek és vérlemezkék alacsony szama konnyen detektalhatdo ezzel a
modszerrel. A vér mikroszkopos ellendrzésekor éretlen fehérvérsejtek lathatoak. A diagnozis
felallitasahoz sziikség van csontveld biopsziara, melybdl az orvosok az akut myeloid leukémiat
képesek elkiiloniteni a tobbi leukémiatol (Beers & Fletcher, 2003).

A kezelés soran kemoterapias készitményeket alkalmaznak (daunorubicin, cytarabin).
A kezelés célja a teljes remisszid (complete remission, CR), azaz a teljes tiinetmentesség
elérése, ekkor a kezelést kovetd 28. nap utan a blaszt sejtek szama 5% alatt van a csontvelében
¢és normalis vérkép figyelhetd meg. A kezelést kovetd 28. napon, ha nem all fenn remisszio,
akkor lehetséges, hogy a beteg rezisztens a kezelésre, ekkor erdteljesebb indukcids kezelés

kovetkezik. Korai haldlozas is beallhat a kezelést kovetd 28. napon beliil. A teljes remissziot
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elért beteg esetében is tovabbi fenntartd kemoterapids kezelések (cytarabin) vagy hatvan éves
kor alatt hematopoietikus Ossejtek atiiltetése (régi nevén csontvel$-atiiltetés) sziikséges a teljes
gyogyulas eléréséhez. A remisszié utan a fenntartd kezelések ellenére elképzelhet6, hogy
relapszus kovetkezik be, azaz ismét visszatér az akut myeloid leukémia és felszaporodnak a
csontveldben a blaszt sejtek, ekkor az életkortol, az elsé remisszid hosszatol €s citogenetikai
kockazattol fliggden végeznek ismét kemoterdpias kezelést.

Az AML heterogén genetikai hatterii betegség. Eddig tobb mint 200 kiilonbozo,
ismétlédo citogenetikai eltérést, valamint szamos csak molekuldris genetikai modszerekkel
kimutathat6 mutaciot azonositottak AML-ben. Az azonositott citogenetikai vagy molekularis
genetikai eltérések nem fordulnak eld az egészséges testi sejtekben, igy a normal csontveldi
sejtekben sem. Az ¢let soran a hematopoietikus Ossejtekben kialakult genetikai eltérések
mutacidkat hordozo leukémids sejtklon fokozott proliferacioja révén tilnovi az egészséges
csontveldi sejtpopulaciot.

A leukémias blaszt sejtek citogenetikai eltérései nagymértékben befolyasoljak a kezelés
kimenetelét. A citogenetikai abnormalitasokat prognosztikai szempontbol hdrom csoportba
sorolhatjuk: kedvez6, kozepes, kedvezétlen. A kedvezd citogenetikai csoportba a t(15;17),
t(8;21) reciprok, kiegyensulyozott ismétlodo transzlokaciokat vagy az inv(16) inverziot
hordozo betegek tartoznak. Ezek a genetikai eltérések megkozelitéen a betegek 15%-aban
fordulnak eld. A kedvezétlen citogenetikai prognosztikai csoportba (betegek 25%-a) az 5, 5q,
7,7q, vagy 17q deléciodkat, valamint inv(3) inverziodt vagy t(3;3) transzlokaciot hordozo betegek
tartoznak. A csoporton beliil talalhat6 egy komplex kariotipust alcsoport, amelybe a tobb mint
harom citogenetikai eltérést hordozo betegek kerililnek. A kozepes kockdzat citogenetikai
csoportba azok tartoznak, akik nem keriiltek be a masik két csoportba (AML 60%-a).
Citogenetikai rendellenességgel nem rendelkezd betegek a normalis kariotipusi csoportba
tartoznak (betegek 50%-a), akik szintén besorolhatéak a kdzepes citogenetikai kockazatu
csoportba (Dohner et al., 2010). Normalis kariotipust AML (NK-AML) esetén molekularis,

genetikailag azonosithaté mutaciok feleldsek a leukémias Ossejtek fokozott sejtosztodasaért.



2. CELKITUZES

A dolgozat soran két ABC-transzporter polimorfizmusait (ABCB1 G2677T/A és
C3435T; ABCG2 G34A és C421A) vizsgaltuk akut myeloid leukémiaban szenvedo betegek és
egészséges kontroll emberek csoportjaban. Célunk az volt, hogy LightCycler olvadasi gorbe
analizis segitségével megallapitsuk a beteg és az egészséges emberek esetében, hogy a
transzporterek polimorf helyeire nézve vad tipusu, heterozigota vagy recessziv homozigdta
genotipustak.

A legutobbi kutatdsok soran bebizonyosodott, hogy az ABCBI1 ¢és ABCQG2-
transzporterek kifejezOdnek a csontveldi vérképzésért felelds Ossejteken. Feltehetd fiziologids
szerepiik az Ossejtek védelme kiilonbozd xenobiotikumokkal szemben. Az egészséges egyének
¢s AML betegcsoportban megfigyelt allél, genotipus €s becsiilt haplotipus gyakorisagok
Osszehasonlitasaval elemeztiik annak a lehetdségét, hogy ezek a funkcionalis polimorfizmusok
hajlamositanak-e az akut myeloid leukémia kialakul4sara emberben.

Az ABCBI1 ¢és az ABCG2-transzporterek a leukémids sejtekben a kemoterapids
gyogyszerek kipumpalasaval részt vehetnek a multidrog rezisztencia kialakitasaban.
Tanulmanyunk masodik célkitlizéseként elemeztiik, hogy a vizsgalt ABC-transzporterek

polimorfizmusai befolyasoljak-e az akut myeloid leukémia kezelésének kimenetelét.



3. ANYAG ES MODSZER

3.1 Vizsgalt egyének

Akut myeloid leukémias (AML) csoport: osszesen 389 akut myeloid leukémidval
diagnosztizalt beteget (183 férfi és 206 nd; atlagéletkor: 50 év; tartomany: 16-93 év)
vizsgaltunk. A betegeket 2001-2009 kozott a FOvarosi Egyesitett Szt. Istvan és Szt. Laszlo
Koérhaz Hematologiai és Ossejt-transzplantacids Osztalyan diagnosztizaltdk és kezelték. Az
AML pontos, Egészségiligyi Vilagszervezet altal eldirt besoroldsa céljabol a diagnoziskor
észlelt kariotipust rogzitettiik (369 esetben tortént sikeres kariotipus vizsgalat). A kedvezd
citogenetikai csoportba a t(15;17) (n=34), a t(8;21) (n=19) transzlokaciét és az inv(16) (n=13)
inverziot hordozé betegek (0sszesen 18%) tartoztak. A kozepes citogenetikai rizik6ja csoportba
214 (58%) beteg tartozott, akikbdl 153 normalis kariotipust volt. A kedvezdtlen csoportbol
(n=89, 24.%) 52 beteg komplex kariotipus eltérést hordozott. Haromszazhét, 65 évesnél
fiatalabb, kemoterapids protokollokkal, kurativ céllal kezelt AML beteg esetén (140 férfi és 167
no; atlagéletkor: 47 év; tartomany: 16-62 év), a vizsgalt polimorfizmusok prognosztikai
szerepét is megvizsgaltuk. A retrospektiv klinikai vizsgalatban a kovetkezd paraméterekre
vonatkoz6 informaciokat gyijtottiik: teljes remisszid (complete remission, CR), korai halal
(kevesebb, mint 28 nappal a kezelés kezdete utan), terdpia-rezisztencia, a betegségmentes
tulélés (disease-free survival, DFS) és osszesitett tulélés (overall survival, OS) a nemzetko6zi
ajanlasok szerint (Déhner et al., 2010). A DFS az az id6tartam, mely a teljes remisszid napjatol
a visszaes¢s napjaig telik el, az Osszesitett talélés pedig a diagnozistol a halalig vagy az utolsod
nyomon kovetés napjaig eltelt ido.

Kontroll csoport: 202 véletlenszerlien kivalasztott, egymassal rokoni kapcsolatban nem
allo, egészséges, magyar személybdl (intézeti dolgozokbol) allt.

A vizsgalatok az Egészségiigyi Tudomanyos Tandcs Human Reprodukcios Bizottsag

etikai engedélyével a részvevo személyek irasos beleegyezd nyilatkozataval torténtek.

3.2 DNS-kivonas

A DNS-t a frissen levett vagy a -20°C-on tarolt, alvadasgatolt periférids vérmintabol
izolaltuk. A modszer lényege, hogy a vordsvérsejtek hipozmotikus lizisét kdvetéen a
fehérvérsejteket is lizaltuk, fagyott kiinduldsi vérminta esetén proteinaz K-val is emésztettiik, a
fehérjéket sooldattal, majd ezt kovetéen a DNS-t etanollal csaptuk ki a gyari reagenskészlet
leirasa alapjan (Qiagen Gentra Blood Kit). A DNS-oldatot felhasznalasig 4°C-on, majd a
késobbiekben -20°C-on taroltuk.
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3.3 LightCycler olvadasi gorbe analizis

A transzporterek polimorfizmusainak vizsgalatdhoz sziikségiink volt egy olyan
modszerre, amellyel kimutathatunk egy nukleotidos eltéréseket, ebben volt segitségiinkre az
olvadasi gorbe analizis (melting curve analysis), amelyet a polimeraz lancreakciot kovetden
(PCR) LightCycler 480 (Roche) késziiléken végeztiink. A LightCycler 480 egy valos idejii
(real-time) PCR késziilék, amely mennyiségi PCR és olvadasi gorbe analizisre egyarant
alkalmas. Az olvadasi gorbe analizisre a PCR-t kovetdéen keriil sor. A PCR terméket
fluoreszcens DNS jeldlés (esetiinkben fluoreszcensen jeldlt hibridizacids probak) jelenlétében
,olvasztjuk”, azaz denaturaljuk.

A jeloletlen primerek mellett a PCR elegyben talalhato még két oligonukleotid
hibridizacios proba, melyek egymastol egy-harom bazisparnyira kotédnek az amplifikalt DNS-
en. Azért 1ényeges ez a tavolsag kozottiik, mert a probak egymas felé néz6 végiikon kovalensen
kotott fluorofort viselnek, és ha egymas kozelében vannak, akkor gerjesztés hatasara az egyik
fluoreszcens molekula energiat ad at a masiknak (fluoreszcencia rezonancia energia transzfer
jelenség, FRET), ami pedig egy jellemz6 hullamhosszusagh fényt bocsat ki, amit a LightCycler
késziilék észlelni és regisztralni képes. A probak egyike az altalunk valasztott SNP-t tartalmazé
szakaszhoz képes kotni (sensor proba), a masik pedig annak a kdzelébe (anchor proba). A PCR
reakcio végén olvadasi gorbe analizis végezhetd, mely soran a mintat 32 C°-ra lehiitjiik (probak
a DNS szalra hibridizalnak), majd 0,1-0,3 C°/masodperc sebességgel melegitjikk 85 C°-ig. A
probak levalnak a DNS szalr6l az adott bazissorrendre jellemzé hdmérsékletnél. A szenzor
oligonukleotid proba az egy nukleotid eltérést tartalmazé DNS-szalrol elébb olvad le, mint a
vele teljesen komplementer szalrol, hiszen ott hianyzik egy erds kotés a bazisparok kozott. A
probak denaturacidjakor a fluoreszcens jel csokken. A késziilék folyamatosan méri az olvadasi
gbrbe analizis soran a fluoreszcens jelet és meghatarozza egyes mintdkban a hibridizacios
probak olvadaspontjat. Ennek a médszernek a segitségével meg lehet hatarozni az adott minta
genotipusat, mivel az olvadaspont eltér a teljesen komplementer vagy az egy nukleotid eltérést
tartalmaz6 szekvenciaji mintak esetén.

Fontos megemliteni, hogy aszimmetrikus PCR-t végeztiink az olvadasi gorbe analizis
elétt. Ez annyit jelent, hogy a primereket nem egy-egy aranyban alkalmaztuk, hanem az egyik
primer mennyiségét csokkentettilk, mig a masik primert tobbszoros feleslegben adtuk a
reakcidhoz. A PCR soran mindkét szal exponencialisan sokszorozodik egy darabig, de miutan
a kisebb mennyiségii primer elfogyott, csak a masik primerrdl indulé szal amplifikalodik tovabb
linearis iitemben. A PCR beallitasakor azt a primert alkalmaztuk nagyobb mennyiségben,

amelyikrdl a probak kitapadasara szolgald lanc szintézise indult (Szilvasi és mtsai, 2005).
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A PCR elegyet kilencvenhatos platekbe mértiik 6ssze, az egy reakcidhoz sziikséges

anyagok mennyisége a 3. tablazatban lathato. A Promega Mastermix tartalmazza a polimeraz

lancreakcidohoz sziikséges Taq DNS polimerazt, puffert, dNTP-t és MgCl>-ot. A hasznalt
primerek (LCF és LCR) és probak (ANC és SENS) az ABCG2 esetében sajat tervezésiiek

voltak, mig az ABCBI génnél az irodalomban ismertetett primer- és probaszekvencidkat

alkalmaztuk (Arjomand-Nahad et al., 2004; Oselin et al., 2003). A nukleotid sorrendeket a 4.

tablazat tartalmazza.

ABCB1 ABCB1 ABCG2 ABCG2
PCR osszetevok
G2677T/A C3435T G34A C421A
Promega Mastermix (2x) S5ul Sul Sul S5ul
dH20 2,1 ul 2,6 ul 2,85 ul 2,85 ul
Forward primer (LCF)
1,25 ul 0,15 ul 0,5 ul 0,15 pul
(10 pmol/ul)
Reverse primer (LCR)
0,15 pul 0,75 ul 0,15 pul 0,5 ul
(10 pmol/ul)
Anchor proba (ANC)
0,25 pul 0,25 ul 0,25 ul 0,25 pul
(10 pmol/ul)
Sensor proba (SENS)
0,25 pul 0,25 ul 0,25 ul 0,25 pul
(10 pmol/ul)
DNS (50 ng/ul) 1 pl 1 ul 1l 1 ul

3. tablazat A polimeraz lancreakcio elegyek Osszetétele a kiilonb6z6 vizsgalt polimorfizmusok szerint.
A téablazatban az egy reakciora sziikséges mennyiségek keriiltek felsorolasra. A feltiintetett mennyiségek
mintaszamtol fiiggden sokszorozandodak. A vizsgalni kivant mintak mellett minden reakcid tartalmazott egy ismert
heterozigota genotipusi mintat (pozitiv kontroll) és egy DNS-templatot nem tartalmazé mintat (negativ,

vizkontroll)
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Gén Elnevezés Nukleotid sorrend
G2677T/IA-LCF | 5>-ATGGTTGGCAACTAACACTGT-3’
G2677T/A-LCR | 3’-AGAGCATAGTAAGCAGTAGGGAG-3’
ABCB1 5’-/LC640/TTCTTTCTTATCTTTCAGTGCTTGTCCAG-
G2677T/A-ANC
-/3’Phos/-3’
G2677T/A-SENS | 5°-TTCCCAG-T(LNA)-ACCTTCT-/3’Fluorescein/-3’
C3435T-LCF 5’-GTTCAGTGGCTCCGAGC-3’
C3435T-LCR 5’-GCAGTGACTCGATGAAGGC-3’

ABCBL C3435T-ANC 5’-GACAACAGCCGGGTGGTGTCA-/3’Fluorescein/-3’
C3435T-SENS 5’-ILC705/GGAAGAGATCGTGAGGGCAG-/3’Phos/-3’
G34A-LCF 5’-ATGTATTGTCACCTAGTGTTTGC-3’

G34A-LCR 5’-AGCTCCTTCAGTAAATGCC-3’

ABCE2 G34A-ANC 5’-GCGGGGAAGCCATTGGTGT-/36-FAM/-3°
G34A-SENS 5’ —Cy5-CCTTGTGACACTGGGAT-/3’Phos/-3’
C421A-LCF 5-CTTTACCTTAGTTATGTTATCTTTGTGG-3’
C421A-LCR 5’- GACCTAACTCTTGAATGACCC-3’

ABCG2 | C421A-ANC 5’- Cy5-TTCGGCTTGCAACAACTATGACGA-

-/3’Phos/-3’

C421A-SENS 5’-TTACAGTTCTCAGCAGC-6FAM 3’

4. tablazat Az ABCBI1 és ABCG?2 jeloletlen primer (LCF, LCR) és fluoreszcensen jelolt probak (ANC, SENS)
nukleotid sorrendje. A szenzor proba vastag betiitipussal kiemelt pozicidja jeloli a vizsgalt polimorfizmus helyét.

Az 5. tabldzatban lathaté program alapjan ment végbe az ABCG2 polimorfizmusait
kimutaté PCR reakci6, majd az olvadasi gorbe analizis. Az ABCBI1 esetében ettdl eltérd az
olvadasi gorbe analizis, nem 40 °C-rél, hanem 32°C-r6l indul és 85 °C-ig tart. Az ABCB1
G2677T/A szenzor probajan talalhatdo zart nukleinsav (locked nucleid acid, LNA) miatt
sziikséges az alacsonyabb homérsékletrdl vald kezdés. Az LNA alkalmazésaval rovidebb a
proba, nagyobb olvadaspont kiilonbséget eredményez alkalmazasakor az egy nukleotid
kiilonbség (mismatch), de emiatt alacsonyabb volt az olvadaspontja.

Kiemelendd, hogy mind a négy SNP vizsgalatakor az aszimmetrikus PCR miatt a
ciklusszam az 4altalanos 35 helyett 70. A PCR-ben miutdn a kismennyiségli primer
elhasznalodott, az amplifikacid linedris ilitemben folytatodik a feleslegben adott masik
primerrdl, ezért sokkal tobb ciklusra van sziikségiink, hogy megfeleld mennyiségli PCR-

terméket kapjunk
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HoOmérséklet Id6 Fltési sebesség | Detektalas
Ciklusnév | Ciklusszam
(°C) (mésodperc) | (°C/mésodperc) tipusa
Denaturacio 1x 95 180 4.4 -
85 20 4.4 -
Amplifikacio 70x 50 30 2,2 Egyszeri
72 45 4.4 -
95 10 4.4 -
Olvadasi
1x 40 40 2,2 -
gorbe
80 0 0,11 Folyamatos
Hités 1x 40 30 2,2 -

5. tablazat Az ABCG2 variansait kimutatdé PCR program.

3.4 Statisztikai analizis

A statisztikai analizist a Statistical Package for the Social Science (SPSS) 13.0-as
verzidjaval végeztik. Az allélfrekvencidk esetében megadtuk a hozzdjuk tartozé 95%-0s
konfidencia-intervallumot is (AF £+ 95% CI). A diszkrét valosziniiségi valtozok (pl.
allélfrekvenciak, genotipus gyakorisagok) esetében Fisher-féle egzakt tesztet vagy Khi-négyzet
probat hasznaltunk a valtozok szamatol fiiggden. Hardy Weinberg ekvilibrium (HWE) meglétét
Khi-négyzet probaval és SNPStats programmal is ellendriztiik. A beteg és az egészséges
csoportban mért genotipusokat tobbféle elemzés szerint is Osszevetettiik. Az allélikus
modellben a vad tipusu €s a varians allé¢lok aranyat vetettiik 0ssze Fisher-féle egzakt teszttel. A
genotipus gyakorisdgokat Khi-négyzet probaval hasonlitottuk 0ssze a beteg €s a kontroll,
valamint az egyes beteg alcsoportok kozott. A dominans modell szerinti elemzésekkor a vad
tipusu egyének gyakorisagat vetettiik 6ssze a heterozigota és homozigdta varians hordozokkal,
mig a recessziv modell szerinti elemzésekkor a vad tipusu és heterozigdta egyének keriilnek
egy csoportba a homozigota variansokkal szemben. A haplotipus frekvencidk becslését az
SNPStats nevii, web feliilettel rendelkezd programmal végeztiikk (Solé et al., 2006). Az
SNPStats program az egyes csoportok 0sszehasonlitdsakor a csoportok nem- €s koreloszlasat
is figyelembe veszi az esélyhanyados és 95%-0s Cl Kiszamitasakor. Az Gsszesitett tulélést log

rank teszttel hasonlitottuk dssze.
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4. EREDMENYEK

Osszesen 389 AML-ben szenvedd beteg és 202 egészséges kontroll ember vérét
izolaltuk és végeztiink rajtuk olvadasi gorbe analizist. A mddszer segitségével megallapithat6
volt, hogy az adott minta, az adott polimorfizmusra nézve milyen genotipusu. Az 1. dbran egy
olvadasi gorbe lathato, mely a hdmérséklet fliggvényében abrazolja a LightCycler késziilék altal
detektalt fluoreszcens jelet (32-85°C kozott). Jol megfigyelhetd, hogy alacsony hdmérsékleten
(32-50°C) maximalis a fluoreszcens jel, mivel a szondak annellalodtak a cél szekvenciaikhoz.
A homérséklet tovabbi emelésével a szondék denaturalédnak és a fluoreszcens jel csdkken. 70-
85°C kozott mar teljes a denaturacio. Az 1. abran 50-70°C kozott kovetkezik be a denaturacio,
itt kiiloniilnek el egymastol a hibridizacids szondara komplementer €és 1 nukleotid eltérést
hordoz6 mintdk. A 2-5. abrakon lathatéak az olvadasi ,.csucsok”, amelyek alapjan
megallapithatéak az ABCB1 és ABCG2 polimorf helyein a kiilonb6z6 genotipusok. A 2-5
abrakon az olvadéasi gorbék fluoreszcencia valtozasi sebessége abrazolodik, ahol az
olvadaspontok (Tm) leolvashatoak.

Az ABCBI1 G2677T/A esetében a hibridizacids szenzor proba a 2677AA genotipust
szekvenciaval komplementer, ezért a 2677AA genotipusnak legmagasabb az olvadéaspontja 49
°C. A 2677GG genotipus olvadaspontja 45 °C, és a 2677TT genotipusé pedig 38 °C (2. abra).
Heterozigdta genotipus esetén mindig két olvadaspont észlelhetd a tovabbi dbrak esetében is.
A 3435CC genotipus olvadaspontja 65 °C, a 3435TT genotipusé 56 °C (3. abra). Az ABCG2
transzporter esetében a 34GG genotipus olvadaspontja 58 °C, a 34AA genotipusé 47 °C (4.
abra). A 421CC genotipus olvadaspontja 55 °C, a 421 AA genotipusé pedig 48 °C (5. abra).

Melting Curves

g 3983 . :
& 3483 | e
G 2983 sy 3R
© 2483 e 3
<
£ 1.983
3 1.483
S 0.983]
i 0.483] i

5 40 45 50 55 &0 65 70 75 &0 g5

Temperature (*C)

1. abra ABCB1 C3435T variansanak olvadasi gorbéi
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Az ABCBI ¢és az ABCG2 genetikai variansainak allélfrekvenciait (AF + 95% CI) és a

genotipusainak eloszlasat az 6. tablazatban foglaltuk Ossze, a beteg és a kontroll csoportra

nézve.
Genotipusok
Kontroll/betegcsoport n AF £ 95%CI (%) . HWE | p*
szama
ABCBL1 G2677T/A (genotipusok: GG/GT/TT/GA/TA)
T: 44,8449,
Kontroll 202 58/88/43/6/7 0,89 -
A:32+1,8
Akut myeloid leukémia . .
g 3gg | 1429535 112/196/67/10/4|0,60 |0,15
(AML) A: 1,8+1,0
ABCB1 C3435T (genotipusok: CC/CT/TT)
Kontroll 202 |T:50,0+5,0 51/100/51 0,89 -
Akut myeloid leukémia (AML) | 389 | T: 50,343,6 95/197/97 0,80 1,00
ABCG?2 G34A (genotipusok: GG/GA/AA)
Kontroll 202 | A:4,0£1,9 186/16/0 0,55 -
Akut myeloid leukémia (AML) | 389 |A:4,2+1,4 358/29/2 0,10 |1,00
ABCG2 C421A (genotipusok: CC/CA/AA)
Kontroll 202 |A:10,1+3,0 161/41/0 0,23 -
Akut myeloid leukémia (AML) [ 389 | A: 8,14+2,0 330/55/4 0,32 10,13

6. tablazat Az ABCBI és ABCG2 allélfrekvenciai és a genotipusaiknak eloszlasai. A p* érték az allélikus modell
szerinti dsszehasonlitas eredménye.

A genotipusok eloszlasa a Hardy-Weinberg egyensulytol nem tért el (p>0,05) sem a
beteg, sem a kontroll csoportban. A minor allélfrekvencidk (AF = 95% CI) nem mutattak
kiilonbséget a betegek és a kontrollok kozott.

Az ABCBL1 transzporter 2677G-3435C ¢és 2677T-3435T variansai (genotipusra nézve:
GG/CC, GT/CT, TT/TT) gyakran egyiitt fordultak eld, mig az ezzel ellentétes kombinacidok
(GG/TT,TT/CC genotipusok) ritkdk voltak, ami feltételezheten a két lokusz kozotti
kapcsoltsagi egyensulytol valo eltérés (Linkage Disequilibrium, LD) kovetkezménye. A ritka
2677A allélel rendelkezd egyéneket (n=591/27) kihagytuk a szamitasbol. Az egyensulytol vald
eltérés jelzoszama D= -0,19 lett, mely szignifikans eltérést jelentett a kapcsoltsagi egyensulytol
(p<0,001). Az ABCG2 G34A ¢és C421A varidnsok esetében nem taldltunk eltérést az

egyensulytol. A haplotipus becslés eredményeit a 7. tablazat mutatja.
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ABCB1 ABCG2
Kontroll/betegcsoport
G2677T/C3435T G34A/C421A
G/IC |T/T |GI/IT |T/IC |G/IC |[G/A |A/IC
Kontroll 48,3 1439 |6,1 1,7 85,9 (10,2 3,9
Akut myeloid leukémia (AML) 46,6 (40,3 |9,9' (3,2 |87,7 |81 |42
AML normalis kariotipussal 42,0 (44,2 |10,4% |31 |87,0 |71 |58
AML abnormalis citogenetikaval 484 1389 (94 3,2 875190 |35

7. tablazat Az ABCBI és az ABCG?2 becsiilt haplotipus frekvencidk a kontroll és az AML csoportban
IABCB1 GT haplotipus frekvencidja AML vs. kontroll (OR [95%ClI]: 2,04 [1,14-3,57]; p=0,017.
2ABCBL1 GT haplotipus frekvencidja AML normélis kariotipussal vs. kontroll (OR [95%ClI]: 2,44 [1,18-5,26];
p=0,02.

Az ABCBI1 egy ritka haplotipusa (2677G/3435T=GT haplotipus) szignifikansan
nagyobb aranyban fordult el6 az AML csoportban, mint a kontroll csoportban [9,9% vs 6,1%,
p=0,017; OR (95% CI) = 2,03 (1,14-3,62)]. A GT haplotipust tartalmazé genotipusok (GG/TT,
GG/CT, GT/TT) is gyakrabban fordultak el6 az AML betegek csoportjaban, mint az egészséges
kontroll csoportban [18% vs 11%(kontroll); p=0,043, OR (95% CI) = 1,71 (1,03-2,83)]. A
becsiilt haplotipusok az ABCG2 gén esetében nem mutattak kiilonbséget a két csoport kozott.
Osszehasonlitva az ABCB1 és ABCG2 allélfrekvenciait és a becsiilt haplotipus frekvencidit
nem talaltunk eltérést a fiatal és id6s betegek kozott, illetve a férfiak vagy a nék csoportjaban.

Az akut myeloid leukémia (AML) heterogén genetikai hatérrel rendelkezik, ezért a
kiilonboz6  genetikai  hatteri AML  alcsoportokban  kiilon-kiilon  végezhettiink
Osszehasonlitasokat. A leukémids sejtekben megfigyelhetd citogenetikai eltérések alapjan a 153
normal Kkariotipusti és 218 abnormalis kariotipusu beteg volt. A citogenetikai eltérések
befolyasoljak az AML kimenetelét, prognosztikai szempontbol harom nagy csoportba
sorolhatoak az eltérések: kedvezd (n=66), kozepes (n=214) és kedvezotlen (n=89). A kedvezd
citogenetikai prognosztikai csoportba tartoznak a t(15;17) (n=34), a t(8;21) (n=19) ismétl6dé
transzlokaciok vagy az inv(16) (n=13) inverzio. A koézepes citogenetikai csoporton beliil
vannak normal és abnormalis kariotipusok, a kedvezétlen csoporton beliil pedig egy komplex
kariotipusu alcsoport volt megkiilonboztetve (n=52), ahova azok tartoztak, akiknek t6bb, mint
harom kromoszéma valtozasa volt.

A komplex kariotipust, kedvezétlen citogenetikai csoport 2677T allélt hordozok (GT
¢és TT genotipusok egyiitt, dominans modell) szignifikansan kevesebben voltak, mint a kontroll
csoportban 1évok [56% vs. 69%, p=0,025, OR (95% C1)=0,40 (0,18-0,90)] és hasonl6 tendencia
volt megfigyelheté a 3435T hordozok esetében (dominans modell, 67% vs.74%, p=0,08). Az

abnormalis és a normalis kariotipusu betegeket Osszehasonlitva kiilonbség mutatkozott az
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ABCBI1 C3435T genotipus eloszlasdban: a TT és a CT genotipusok egyiitt (dominans modell)
gyakrabban fordultak elé a normalis kariotipusuakban, mint az abnormalisban [82,4% vs.
71,0%, p=0,025, OR (95% CI)= 0,55 (0,33-0,92)].

Az alcsoport elemzés kimutatta, hogy a t(8;21) transzlokaciot hordozo alcsoport a
kontrollhoz képes magasabb a 34A allélfrekvencidval rendelkezik [18,4+£12,6% vs. 4,0+1,9%,
p=0,002 allélikus modell szerint]. A domindns modellel valé szamitas esetében is gyakoribb
volt az allélt hordozok szama (GA és AA genotipusok egyiitt) a transzlokéacidt hordozokban
[31,6% vs. 7,9%, p=0,006, OR (95% Cl)= 5,37 (1,80-16,02)]. Osszehasonlitva az
alcsoportokat, az ABCG2 homozigota hordozok (34AA ¢és 421AA, recessziv modell)
gyakrabban fordultak el6 az abnormdlis kariotipusi AML csoportban, mint a normal
kariotipustiban (p=0,045). Az ABCBI ¢és az ABCG2 t6bbi alcsoportjai az allélfrekvencidkban
¢s a becsiilt haplotipus frekvenciakban nem kiilonboztek.

A kezelés kimenetelét 307 (167 n6 és 140 férfi), 60 évesnél fiatalabb, kemoterapiaval
kezelt beteg esetében elemeztilk. Az Osszesitett tulélésben (overall survival, OS) nem volt
kiilonbség az ABCBI1 ¢és ABCG2 genotipusaiban a betegek kozott, azonban egy tendencia volt
megfigyelhetd, talélési elonyt talaltunk az ABCG2 421A varianst hordozok korében (CA és
AA genotipusok egylitt, dominans modell). A klinikai jellemzdk és a kezelési lehetdségek nem
kiilonboztek a 421A hordozok és nem hordozok kozott. Ahhoz, hogy tovabb vizsgalhassuk a
lehetséges faktorokat, amelyek befolyasolhatjak ezt a tendenciat a tulélésben, alcsoport
elemzéseket végeztiik a homogén kezelési protokollokkal kezelt betegek csoportjaban. Eldszor
a legnagyobb homogénen kezelt alcsoportot vizsgaltuk, azokat akik daunorubicin és cytarabin
kemoterapias kezelést kaptak (n=212). Az ABCG2 421A hordozok (CA, AA genotipus, n=31)
esetében hosszabb volt az OS, mint a vad tipusu allélt hordozoké (CC genotipus, n=181) (48
honapos OS=46,7+9,3 vs. 26,9+3,4%, p=0,027).

Miutan kizartuk az AML betegek koziil a hematopoietikus ssejt-transzplantacioval
(hematopoietic stem cell transplantation, HSCT) is kezelt AML betegeket az elemzésbél, az
ABCG2 421A allélt hordozok (n=24) hosszabb tl¢élési trendet mutattak, mint a vad tipusu allélt
hordozok (n=152) a daunorubicint és cytarabint kapo csoportban (n=176). Csak az egyszeri
daunorubicin és cytarabin indukcios kezelési ciklusban részesiilé betegcsoportban az ABCG2
421A hordozdk (n=9) hosszabb talélést mutattak, mint a CC genotipustiak (n=63) (48 honapos
0S=50,0£18,6% vs. 12,444,8%, p=0,011). Ugyanez a tulélési elény mar nem volt
megfigyelheté a dupla daunorubicin és cytarabin indukcios kezelési ciklusban részesiild
betegeknél. Hasonlo alcsoport elemzéseket végeztiink el az ABCB1 G2677T/A, C3534T ¢és az
ABCG2 G34A esetekben is, de ezek a genetikai variansok nem befolyasoltak a tulélést.
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5. DISZKUSSZIO

A megfigyelt allélfrekvencidk megegyeztek a korabbi eurdpai populédcioval foglalkozo
tanulmanyokban leirtaknak. Az ABCBI1 esetében a 2677T allél frekvencigja 33,9-46,9%,
3435T-nél 46,8-62,5% koz¢é esik, mig az ABCQG2 transzporter génjénél a 34A 0-4,6% és a 421A
allél esetében pedig 4,5-11,7% (leiri, 2012). A minor allélfrekvenciak (AF + 95% CI, allélikus
modell) a beteg és a kontroll csoport kozott nem kiilonboztek. A genotipusok eloszlasa a Hardy-
Weinberg egyensulytol nem tért el sem a beteg, sem a kontroll csoportokban.

Az ABC-transzporterek fontos szerepet jatszanak a sejtek védelmében, mivel a toxikus
anyagokat nem hagyjak bejutni a sejtbe, kipumpaljak az extracellularis térbe. Mivel ezek a
fehérjek az Ossejtek membranjan is megjelennek €s megovjak Oket az endogén és exogén
karcinogén anyagoktol, ezért érdemes vizsgalni a funkcionalis polimorfizmusaikat, melyek
részt vehetnek az 06roklodd, rakbetegségek kialakulasara valdé hajlamban. Az ABC-
transzporterekkel az utobbi évek sordan nagyon sok kutatocsoport foglalkozott, Gjabb és jabb
metaanalizisek irodtak a transzporterek variansainak ¢és a rdk vagy leukémias
megbetegedésekre vald hajlamossag kapcsolatardl. Az ABCG2 esetében azt talaltdk, hogy a
421A allélt hordozok védettebbek a rak kialakulasa ellen (Chen etal., 2012). Az ABCB1 3435T
hordozoknal magasabb volt a kockéazata a kronikus limfoid leukémia kialakulasanak (Qian et
al., 2012), a 2677T/A allélt hordozokkal kapcsolatban pedig magasabb akut limfoid leukémia
és rak kockazatot irtak le (Wang et al., 2013). Az ABCBI1 és ABCG2 variansokat f6leg akut
limfoid leukémiaban elemezték, mig az akut myeloid leukémiaban ezeket kevésbé intenziven
tanulmanyoztak. Féleg kétszaz alatti esetszammal dolgoztak és azt talaltak, hogy az ABCBI
allél és haplotipus frekvenciai nem kiilonboztek a beteg és nem beteg csoportok kozott
(Jamroziak et al., 2006; Monzo et al., 2006; Rund et al., 2005). Egy négyszazot beteget
tartalmazé kutatdsban azonban pozitiv Osszefiiggést mutattak ki az ABCB1 homozigota
mutansok és az akut myeloid leukémia kozott (Illmer et al., 2002). A fiatalabb korban
diagnosztizalt, sok 2677TT vagy 3435TT genotipusu betegekbdl arra kovetkeztettek, hogy a
homozigdtasag novelheti az AML-re valdé hajlamot. A vizsgalat sordn nem talaltunk ilyen
Osszefliggést az ABCB1 genotipusok és a kozott, hogy hany éves volt a paciens a diagndziskor.
Az AML betegek kozott azonban a kutatas soran, az egyik ritka ABCB1 2677G/3435T
haplotipus gyakoribb volt, mint az egészséges kontrollok kozott. Az ABCG2 variansait AML-
ben egy 112 beteget tartalmazo tanulmany vizsgalta, ahol a C421A nem befolyasolta a
betegségre valo hajlamot (Miiller et al., 2008). Ezt az eredményt kaptuk mi is az ABCG2 G34A

¢s C421A esetében a beteg és az egészséges csoport sszehasonlitasakor, azonban az alcsoport
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elemzés kimutatta, hogy a 34A varians hajlamosithat egy ritka t(8;21)(922;922) transzlokaciot
hordozo6 AML kialakulasara (AML esetek 5-10%-a).

Az ABC-transzporterek azon polimorfizmusai, melyek csdkkent fehérje expressziot és
funkciot eredményeznek Osszefiiggésbe hozhatéak a megnovekedett gyogyulasi €s csokkent
visszaesési rataval, hiszen csokken a leukémias sejtek védelme a kemoterapids szerek ellen, a
csokkent efflux miatt. Ugyanakkor a szomatikus sejtekben megndhet a gydgyszerek toxikus
hatdsa a csokkent pumpalas miatt. A kiilonboz6 kezelési modok (pl.: anthracyclin az indukcids
terapiaban vagy kapott gyogyszerek a transzplantacio alatt) hatdsa mas és mas lehet az ABCBI1
vagy az ABCG2 genotipusoktol fiiggéen (Kimchi-Sarfaty et al., 2007).

Az AML sejtek emelkedett ABCB1 fehérje expresszioja vagy aktivitasa dsszefiiggést
mutatott az akut myeloid leukémia csokkent gydgyulési aranyaval, a rovidebb betegségmentes
(disease-free survival, DFS) és teljes tuléléssel (overall survival, OS) (Benderra et al., 2005;
Damiani et al., 2006; Ho et al., 2008). Masrészt az emelkedett ABCB1 expresszio egyéb
kedvezdtlen prognosztikai faktorokkal, mint az idésebb kor vagy citogenetikai abnormalitas
jelenlétével tarsult. A 3435TT csokkent fehérje expressziot eredményezett (Seedhouse et al.,
2007). A szerzok arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a szamos leukémia-specifikus tényez6
(pl.: fehérvérsejtszam a periférias vérben, citogenetika) meghatarozhatja az ABCBI1 fehérje
expresszigjat, a C3435T polimorfizmust pedig ezekhez képest kisebb modositd tényezének
javasoltak. Csak akkor kimutathaté a C3435T polimorfizmus csokkent expresszioval jard
hatdsa, ha az ABCBI expresszalodik a leukémias sejteken.

Szdmos tanulmany vizsgalta az ABCB1 genetikai variansainak hatasat, akut myeloid
leukémidban, a kezelés kimenetelére. A mi eredményeinkhez hasonléan sokan szintén nem
talaltak Osszefiiggést a fehérje polimorfizmusai és a kezelés kimenetele kozott (Hur et al., 2008;
van der Holt et al., 2006). Azonban mas tanulmanyok a vad tipusu homozigéta genotipusokat
(2677GG, 3435CC) rossz prognosztikai faktornak irtak le AML-ben, ami csokkentheti a talélés
valdszinliségét (Gréen et al., 2012; Illmer et al., 2002). In vitro toxicitds vizsgalatok azt
mutattak, hogy a 2677TT genotipusi ABCBI1-el rendelkezd leukémias sejtek érzékenyebbek a
mitoxantron, etopozid és daunorubicin szerekre, de a cytarabinra nem (Gréen et al., 2012). Egy
azsiai populacion pont ezzel ellentétes megallapitast tettek, ott a vad tipusi homozigotakra
hatottak jobban a drogok (Kim et al., 2006). A vizsgalatunkban nem volt kimutathat6 hatasa az
ABCBI polimorfizmusoknak a kezelés kimenetelére akut myeloid leukémidban.

Az ABCG2 SNP-k és a kezelés kimenetelének kapcsolatardl a tanulményok szintén
ellentmondoak. A magas ABCG2 fehérje vagy mRNS expresszio rossz prognosztikai faktor,

mely befolyasolta a gyogyulas és/vagy a visszaesési ratat, valamint a tulélést (Damiani et al.,
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2006, 2010, 2013; Steinbach et al., 2002). A legutobbi cikkek az ABCG2 polimorfizmusok és
a kezelési kimenetelek kozotti kapcsolatrol ellenmondasosak. Egy 112 betegbdl alld vizsgalat
nem mutatott ki kapcsolatot a polimorfizmusok és a tulélés kozott, azonban egy nagy részt
kaukazusi 261 betegbdl allo tanulmany soran jobb tulélést és magasabb toxicitast mutattak a
cytarabinnal és anthracinnal kezelt 34A allélt hordoz6 betegek csoportjaban (Hampras et al.,
2010; Miiller et al., 2008). Az altalunk vizsgalt betegek kozott a t(8;21) transzlokaciot
hordozokban gyakran fordult el6 a 34A varians. Az ABCG2 421AA homozigdta betegeknek
(n=3) magasabb volt a kockazatuk a halalra, mint a 421CC genotipustiaknak, bar ez ilyen kis
létszam mellett nem volt szignifikdnsan kimutathatd. Egy kinai betegekbdl 4116 tanulmanyban
(n=141) a 34A hordozok nem kedvezd tilélést mutattak az elobb emlitett vizsgalattal szemben,
ahol ennek pont az ellenkezdje volt a jellemz6 (Wang et al., 2011). Tiribelli et al. idarubicinnel
kezelt betegei esetében kedvezitlen prognodzissal jart az ABCG2 421A allél jelenléte (Tiribelli
et al., 2013). Az ABCG2 overexpresszidja daunorubicin rezisztenciat eredményezett, de az
idarubicinét nem, habar mind a kettd anthracyclin és szubsztratjai az ABCG2 fehérjének
(Abbott et al., 2002). A fehérje mRNS-ének expresszids szintjének emiatt prognosztikai
jelentésége volt a daunorubicinnel kezelt betegeknél, de az idarubicinnel kezeltek esetében
nem. Ugyan ebben a tanulmanyban nem volt kiilonbség a tilélésben a 421A allélt hordozok és
nem hordozok kozott, a genotipus adatokat az expresszid fliggvényében vizsgaltak.
Ellentmondasos, hogy a 421 A hordozok csokkent ABCG2 expressziot mutatnak, de hasonlé a
tulélésiik a magasabb fehérje expresszidt mutatd betegekkel. Az eredményeink arra utalnak,
hogy a nagyon elterjedt ABCG2 polimorfizmus, a C421A, befolyasolja az AML kezelés

kimenetelét a genetikai hattértdl és az alkalmazott kemoterapiatol fliggden.
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6. OSSZEFOGLALO

Az ABC (ATP-binding casette) transzporterek minden fajban megtalalhato, sejtek
védelmében és anyagcseréjében résztvevd pumpafehérjék. A {6 feladatuk szubsztratjaik
extracellularis térbe valo pumpalasa ATP-fiiggd modon. A hematopoietikus dssejteken is
kifejez6d6 ABCBI1 és ABCQG2 feltételezhetd bioldgiai szerepe az dssejtek védelme kiilonb6zo
toxikus anyagokkal szemben. Fiziologias szubsztratjaik (pl. szteroidok) transzportjaval
szerepet jatszhatnak az dssejtek sejtciklusdnak szabalyozasaban. Mindemellett részt vesznek
kiilonbozé  gyogyszerek  felszivodasdban,  szervezetben — torténd  eloszlasaban,
metabolizmuséban, kivalasztasaban, valamint a daganatos betegségek kezelése soran fellépd
multidrog rezisztencia kialakitdsaban.

Fo6 kérdésiink az volt, hogy a multidrog rezisztencia kialakuldsért leginkabb felelds
ABCBI ¢és az ABCG2 transzporterek gyakori, funkciondlis polimorfizmusai hajlamositanak-e
human akut myeloid leukémia (AML) kialakulasara, valamint befolyasoljadk-e a betegség
klinikai megjelenését és a kezelés kimenetelét.

Vizsgalatunkba 389 AML beteget ¢és 202 egészséges kontrollt vontunk be. A terapia
kimenetelét 307, 60 évesnél fiatalabb, kemoterapidval kezelt beteg esetében elemeztiik. Az
ABCB1 (c.2677G>T/A és ¢.3435C>T) ¢és az ABCG2 (c.34G>A ¢és c.421C>A)
polimorfizmusait Light Cycler késziiléken végzett olvadasi gorbe analizissel vizsgaltuk.

A kiilonboz6 allélfrekvenciak nem mutattak szignifikans eltérést a teljes AML csoport
¢s az egészséges kontrollok kozott, de érdemes megemliteni, hogy egy ritka ABCB1 haplotipus
(2677G/3435T) gyakoribb volt a beteg csoport esetében (9,9 vs. 6,1%; p=0,017). Az ABCG2
c.34G>A variansa egy ritka kromoszoma transzlokéciot [t(8;21)] hordozd6 AML kialakuléséara
hajlamositott (18,4% vs. 4,0%; p=0,002). Az ABCBI transzporter génjének polimorfizmusai
nem befolyédsoltdk a kezelés kimenetelét. Az ABCG2 421A-t hordozo, daunorubicint és
cytarabint kap6 betegek hosszabb tlélést mutattak, mint a nem hordozok (6sszesitett tulélés 48
hoénapnal: 47£9% vs. 27£3%; p=0,027).

Osszefoglalva, tehat az ABCBI transzporter ritka 2677G/3435T haplotipusa
hajlamosithat az akut myeloid leukémia kialakuldsara, mig az ABCG2 c.421C>A

polimorfizmusa befolyasolhatja a kezelés kimenetelét a kemoterapia fiiggvényében.
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7. SUMMARY

ATP-binding cassette (ABC) transporters, present in all living organisms, take part in
cell protection and metabolism. Their main task is to pump their substrates in the extracellular
space with an ATP-dependent manner. ABCB1 and ABCG2 transporters appear to be expressed
in hematopoietic stem cells, and presumed to play a protective role against a broad spectrum of
toxic substrates. They are also responsible for the efflux of physiological substrates, such as
steroids, and their expression may play a regulatory role in stem cells’ cell cycle. Both
transporters participate in the absorption, distribution, metabolism, excretion of drugs and in
the multidrug resistance during chemotherapy.

Our main question was that the common, functional polymorphisms of ABCB1 and
ABCG2 transporters may have an effect on susceptibility to acute myeloid leukemia (AML),
as well as influencing the clinical presentation and treatment outcome of the disease in humans.

We studied 389 AML patients and 202 healthy controls. The outcome of therapy were
analysed for 307 patients younger than 60 years and treated with curative intention. Single
nucleotide polymorphisms of ABCB1 (¢.2677G>T/A and ¢.3435C>T) and ABCG2 (c.34G>A
and ¢.421C>A) were analysed by Light Cycler melting curve technique.

Allele frequencies (AF) were not different in AML patients as a whole cohort compared
to controls, but it is worth pointing that a rare haplotype of ABCB1 (2677G/3435T) was more
frequent in the AML group (9.9 vs. 6.1%; p=0.017). AML subgroup analysis revealed that
t(8;21) translocation positive patients in ABCG2 c¢.34G>A variants showed higher AF
compared to control individuals (18.4% vs. 4.0%; p=0.002). ABCBL1 polymorphism tested in
this study did not alter disease predisposition or treatment outcome. Among AML patients
receiving daunorubicin and cytarabine treatment, ABCG2 ¢.421C>A carriers displayed longer
survival compared to individuals carrying the major allele (48 month overall survival: 47+9%
vs. 27£3%, p=0.027).

Our results suggest that a rare haplotype (2677G/3435T) of ABCBL transporter has an
effect on acute myeloid leukemia disease susceptibility and the c.421C>A variant of ABCG2

might influence treatment outcome depending on chemotherapy applied.
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Tételes szerzo6i hozzajarulas

Alulirott Papp Rita a dolgozatban leirt munkafolyamatok koziil a:

- DNS kivonast (részt vettem az eljarasban),
- LightCycler genotipizalast,
- statisztikai analizist (SPSS, SNPStats programok)

végeztem el.
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