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ANOTACIJA

Akita B limfoblastu priekstecu siinu leikoze (ALL) ir biezaka laundabiga saslim$ana
be&rnu vecuma. Lai gan Sobrid astondesmit procentos gadijumu bérni tiek sekmigi arstéti,
tomér joprojam loti maz ir zinams par akitas limfoblastu leikozes etiologiju. Sobrid tick
uzskatits, ka ta ir multifaktoriala patologija, kas attistas, mijiedarbojoties genétiskiem un
arvides faktoriem. P&tijumos arvien lielaka uzmaniba tiek pieversta genétisko faktoru analizei,
kas, péc literatiras datiem, nosaka no astoniem lidz divdesmit pieciem procentiem no leikozes
attistibas riska. Lidzas genoma plaSiem asociaciju pétijumiem, kuros tiek identific€ti géna
aleliskie varianti, kas paaugstina ALL attistibas risku b&rniem, joprojam tiek analiz&ti ari
aléliskie wvarianti, kas ietekm& proteinu aktivitati génos, kas ietekme& ksenobiotiku
metabolismu.

Promocijas darba ietvaros analizéti septindesmit septini individi, kuri slimojusi ar
akiitu B limfoblastu priekStecu Stnu leikozi laika posma no 2005. gada lidz 2014. gada
junijam un arstgjusies Beérnu kliniskas universitates slimnicas hematoonkologijas nodala.
Diagnozes uzstadiSanas bridi pacientu vecums bijis no vienpadsmit méneSiem Iidz
astonpadsmit gadiem. Petijjuma ieklauta pacientu grupa aptver 91,67% no dzivi esoSiem ALL
pacientiem, kas slimojusi minétaja laika perioda. Lai izvertétu genétisko markieru iesp&jamo
saistibu ar ALL, izveidoti divi dazadi p&tijuma modeli: gadijuma — kontroles un gimenu
petijuma modelis, kur$ ieklauj sevi pacientu un vina biologiskos vecakus, ka arT statistiska
speka palielinaSanai abi modeli analiz&ti vienlaicigi, izmantojot hibridmetodi.

Izmantojot polimerazes k&des reakciju un tai sekojosu restrikcijas fragmentu garuma
polimorfismu analizi vai sekveng&Sanas reakciju, petijuma ieklautajiem individiem analizeti
iepriek§ genoma plasos asociaciju petijumos identific€tie géna al€liskie varianti, kas lokaliz&ti
génos ARID5B, IKZF1, CEBPE un CDKN2A, ka ari individiem veikta alélisko variantu
analize géniem, kuri iesaistiti ksenobiotiku metabolisma — MTHFR, MDR1, GSTT1, GSTM1
un NOQL. Papildus tika analiz&ti aléliskie varianti géna IL15, kuru saistiba ar ALL ieprieks
aprakstita tikai pieaugu$o populacija, un viena mutacija géna PAXS5, kuras gadijuma ALL
parmantojas ka mendel&josa pazime ar nepilnigu penetranci. Darba novitate ir promocijas
darba ietvaros veikta géna IKZF1 sekvengSana un proteina Ikaros ekspresijas analize.

Veikta petijuma ietvaros konstatéts, ka visvairak bérnu ALL pacientu bija starp 2004.
gada dzimus$ajiem bérniem. Analiz&jot genotipus saistiba ar ALL augstu risku, konstatéts, ka
vienigais al€liskais variants, kuram ir saistiba ar augsta riska grupas leikozi, ir rs2032582,
kur§ atrodas géna MDRI1. Atrasta statistiski ticama asociacija ar visiem astoniem

analiz&tajiem géna ARID5 3. introna lokaliz&tajiem al€liskajiem variantiem un ALL, ka art
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identificéti potencialic riska haplotipi. Saja géna pirmo reizi analizéta rs10821937 un
rs7908445 saistiba ar akiitas leikozes attistibas risku. Apvienojot iegltos datus par
al€liskajiem variantiem rs3731217, rs2239633, rs4132601, rs10821936 un rs10994982, tika
identificétas iesp&jamas ALL risku palielino$as genotipu kombinacijas. Analizgjot
ksenobiotiku metabolisma iesaistitos génus, géna MDR1 lokalizétajiem polimorfismiem
identific@ti riska un protektivie haplotipi, ka arT mates genotipa ietekme uz leikozes attistibu
bérnam. Géna MTHFR lokalizétajiem al€liskajiem variantiem identificéta mates genotipa
ietekme uz ALL attistibas risku. Savukart, géna IL15 lokaliz€tajiem al€liskajiem variantiem
identificéti protektivie haplotipi.

Veicot géna IKZF1 pilnu sekvenéSanu, patogénas mutacijas netika atrastas, tika
identificéti pieci aléliskie varianti — rs199614380, rs7789106, rs72334180, rs61731355 un
rs61731356, kuriem iesp€jama iesaiste splaisingd. Tiem nebija bitiska saistiba ar proteina
ekspresijas Iimeni, nevienam no individiem netika konstatéts absoliits proteina Ikaros deficits

periferas asints, kas var&tu liecinat par iedzimtu proteina deficitu.



ANNOTATION

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common malignancy in childhood.
More than 80% of children diagnosed with ALL can be cured with current multiagent
regimens. Despite numerous studies very little is still known about etiology of ALL. It is
thought that initiation of leukemogenesis occurs during fetal life or in early infancy and is
likely caused by interactions between exogenous or endogenous exposures, genetic (inherited)
susceptibility. The heritable basis of susceptibility to ALL is further supported by recent
candidate gene and genome wide association studies (GWAS), suggesting that co-inheritance
of multiple germline variants may contribute to the risk of the disease. One potentially
important genetic pathway suspected in playing a role in childhood ALL is xenobiotic
metabolism.

Our cohort consisted of 77 patients with childhood B cell progenitor cells ALL in
complete remission, and 122 age and gender adjusted healthy controls. In addition, parental
DNA was available for 50 probands. Patients were diagnosed with ALL between 2005 and
2014, aged 0-18 years at that time. Our study covered 91.67% of all patients. To separate
study models case — control and case — parent study was used to analyse genetical factors
which might contribute risk of childhood leukaemia. To increase statistical power hybrid
model, was used to analyse results from both models at once.

To analyse previously described polymorphisms from GWAS and polymorphisms
which are involved in xenobiotic metabolism by decreasing enzyme activity polymerase chain
reaction with subsequent restriction fragment length polymorphism analysis was performed,
or polymorphisms were analysed by sequencing reaction. During this study in total twenty
two polymorphisms were analysed located in genes: ARID5B, IKZF1, CEBPE, CDKN2A,
MTHFR, MDR1, GSTT1, GSTM1, NOQ1, IL15 and PAX5. This is a first time when full
IKZF1 gene sequencing was performed to search germline mutations as well as lkaros
expression analysis.

As a result we found out that most frequently affected children are born in the 2004.
Between the analysed polymorphisms only polymorphism rs2032582 located in gene MDR1
might be associated with development of high risk leukaemia. Polymorphisms located in gene
ARID5B were strongly associated with increased leukaemia risk, so were their haplotypes.
This is the first study were possible association between polymorphisms rs10821937 and
rs7908445 and leukaemia was investigated. These results replicate results from previous
studies, but cannot explain mechanism how pathogenesis of leukaemia can be influenced by

these single nucleotide polymorphisms.



During this study we identified possible risk combinations of polymorphisms
rs3731217, rs2239633, rs4132601, rs10821936 and rs10994982 which might contribute
susceptibility of leukaemia. Analysis of polymorphisms in genes MDR1 and MTHFR showed
some risk and protective haplotypes, as well pointed out influence of mother genotype.
Analysis of IL15 showed some protective haplotypes.

We could not identify any pathogenic mutations in gene IKZF1 but we were able to
discover some genetical variants which might affect splicing activity, two of them were
polymorphisms rs199614380 and rs7789106, on was indel rs72334180, and two of them were
located in exon 8, they were synonyms variants rs61731355 and rs61731356. None of the
investigated polymorphisms show association with protein level and none of the children in
complete remission had total lack of this protein.
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1. IEVADS

1.1. Darba aktualitate

Akiita limfoblastu leikoze (ALL) ir biezaka laundabiga saslim$ana b&rnu vecuma
(El Ansary et al., 2015). Ikgadgja incidence ir apméram 9-10 jauni gadijumi uz 100 000
bérniem ar augstako saslimstibas biezumu vecuma starp diviem un pieciem gadiem (J Yan
et al., 2012). Vairak neka astondesmit procentos leikoze tiek sekmigi arstéta, tomer joprojam
dalai pacientu attistas recidivs un dala pacientu nomirst (Bhojwani et al., 2009).

Neskatoties uz plasajiem pétijumiem par ALL, tas etiologija joprojam nav pilniba
izpétita (Healy et al., 2010) un tiek uzskatits, ka ALL attistiba ir daudzpakapju process, kas
veidojas mijiedarbojoties arvides faktoriem, piem&ram, jonizgjosa starojuma vai kancerogénu
vielu iedarbibai un predispongjosiem genétiskiem faktoriem (Lopes et al., 2015). Identificét
nozimigus arvides faktorus un parmantotus génu aléliskos variantus un atSifrét ka un kad tie
iesaistas daudzpakapju procesa sakot ar ALL iniciaciju (parasti intrauterini) beidzot ar
slimibas evoliicijas procesu lidz leikozes attistibai ir liels izaicinajums. Uzdevumu sarezgitaku
padara tas, ka ALL ir relativi reta saslim$ana un tai izSkirami biologiski atskirigi subtipi,
kuriem iesp&jams nav vienota etiologiska mehanisma (Inaba et al., 2013).

Sobrid joprojam griiti izsvért apkartgjas vides un gendtisko faktoru ipatsvaru ALL
etiologija, literatiira atrodama viena publikacija, kura aprékinata genétisko faktoru ietekme uz
ALL attistibas risku ir astoni 1idz divdesmit pieci procenti (Enciso-Mora et al., 2012). Lai
identificétu genétiskos riska faktorus veikti vairaki genoma plasi asociaciju (GWAS) pétijumi,
kuros identificéti vairaki riska regioni — 7p12.2, 9p21.3, 10g21.2 un 14q11.2, kas modificé
ALL attistibas risku un saistas ar noteiktu fenotipu (Migliorini et al., 2013). Turpinot GWAS
pétijumus, tiek identificéti arvien jauni ALL attistibas risku ietekmg&josie regioni, pieméram,
10p12.31-12.2 (Deng et al., 2015), kas lauj domat, ka genétisko faktoru izpéte ALL etiologija
nav noslégusies.

Lidzas GWAS pétfjumiem, joprojam tiek veikti daudz pétijumu, kuros tiek analizeta
ksenobiotiku metabolisma iesaistito génu al€liskie varianti, kuru nozime ipasi varétu pieaugt
ar ALL attistibas vecumu, jo pieaug arvides faktoru ekspozicijas laiks, ka ar1 ksenobiotiku
metabolisma iesaistito enzimu aktivitates ITmenis b&rna mates organisma, kas ietekmé
intrauterino vidi un potenciali varétu ietekmét ALL attistibas risku (Nousome et al., 2013).

ALL etiopatogenézes izpéte nakotné lautu vél vairak uzlabot terapijas efektivitati, jo
jau tagad atseviskos gadijumos terapijas izvé€le ir atakriga no citogengtiskas atradnes, ka
pieméram Filadelfijas hromosomas pozitiviem individiem, lai uzlabotu paredzamo iznakumu

terapija japievieno tirozina kinazes inhibitori (Roberts et al., 2014). Perspektiva ALL
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etiologijas genétikas izpéte varétu veicinat riska aprékinus giemens locekliem. Sobrid pasaulé
arvien vairak attistas molekularas genétikas metodes un to izmaksas samazinas Iidz ar to ALL
genétisko faktoru izpéte kliist arvien akutalaka. Sis pétijums ir aktuals jo pirmo rezi Latvija
tiek veikta géna al€lisko variantu izpéte ALL pacientiem, kas varétu modificét saslimsans

risku.
1.2. Darba hipotéeze

Genétiskas variacijas génos, kas saistiti ar leikocitu diferenciaciju, taja skaita géna
IKZF1 un génos, kas saistiti ar ksenobiotiku metabolismu, ietekmé akiitas limfoblastu

leikozes attistibu un gaitu bérnu vecuma.
1.3. Darba zinatniska novitate

Promocijas darba apkopoti pacienti, kuriem diagnosticéta akuta B limfoblastu
priekstecu $tnu leikoze laika posma no 2005. gada janvara lidz 2014. gada janijam. Sis ir
pirmais pétijums Latvija, kura veikta pacientu ar akiitu B limfoblastu priekstec¢u Stnu leikozi
genédtisko markieru izpéte. Sis ir pirmais pétnieciskais darbs, kura veikta pilna géna IKZF1
sekvenésana ALL pacientiem, analizéta al€lisko variantu nozime ne-somatiskajas $§tnas un
iespgjama saistiba ar akiitas B limfoblastu priekSte¢u $inu leikozes attistibas risku, ka ari

veikta proteina ekspresijas analize kaulu smadzenu §Ginas un periférajas asinis.
1.4. Darba merkis

Noskaidrot géna al€liskos variantus un to nozimi akiitas limfoblastu leikozes attistiba
un norisg, izmantojot molekularas genétikas datu analizi, imtinhistokimiskos izmeklgjumus un

pacientu riska grupu analizi.
1.5. Darba uzdevumi

1. lzveidot pé&tijuma grupu un iegiit periféro asinu paraugu no individiem, kuriem
laika posma no 2005. gada janvara lidz 2014. gada julijam diagnosticéta akiita B
limfoblastu priekStecu Stnu leikoze, kuri diagnozes bridi bijusi jaunaki par
astonpadsmit gadiem, ka arT iegiit periféro asinu paraugu no So individu vecakiem.

2. Veikt pétijuma iesaistito individu genétisko riska faktoru analizi, lai izverteétu génu
alelisko variantu ietekmi uz akiitas limfoblastu leikozes gaitu.

3. Veikt genoma plaSos pétijumos ieglto datu replikaciju Latvijas populacija,
analiz&jot iepriek§ aprakstitos al€liskos variantus génos — IKZF1, ARIDS5B,
CDKN2A un CEBPE, ka ar1 iepriek$ neaprakstito alélisko variantu noteikSanu, kas

lokalizeti géna ARID5B treSaja introna, statistiskai analizei izmantojot gadijuma —
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kontroles asociacijas modeli, gimenu saistibas modeli un hibridmetodi, kura
apvieno abus iepriek$ minétos.

4. Noteikt iesp&jamo akiitas limfoblastu leikozes attistibas riska saistibu ar literattira
aprakstitajiem géna al€liskajiem variantiem ksenobiotiku metabolisma iesaistitajos
génos — MDR1, MTHFR, NQO1, GSTT1 un GSTM1, ka art génos — IL15 un
PAXS5.

5. Veikt géna IKZF1 pilnu sekvenésanu visiem individiem un vienigajam pacientam,
kur§ diagnozes bridi bija jaunaks par viena gada vecumu ari MLPA — deléciju
analizi. Visiem probandiem noteikt g€na kod&ta proteina ekspresiju kaulu
smadzenés leikozes uzliesmojuma bridi un analiz&t ekspresiju periféras asinis
remisijas bridi paraugiem ar zemu ekspresijas Itmeni kaulu smadzen@s un

paraugiem, kuriem kaulu smadzenu paraugi nebija pieejami.
1.6. Darba praktiska nozime

Promocijas darbs izstradats vairak ka fundamentals darbs, kura pamata ir veikta akiitas
B limfoblastu priekstecu Stnu leikozes etiologijas izp&te Latvijas populacija, kas saistita ar
genétisko faktoru ietekmi. Pilniba veicot genétisko faktoru izpéti un citu faktoru lomas
izveérteSanu ALL etiopatogenéze, iesp&jams, ta tiks pilniba izskaidrota, tadejadi uzlabojot
izpratni par patologiju.

Promocijas darba ietvaros identificéti al€liskie varianti, kuriem ir saistiba ar
paaugstinatu akitas limfoblastu leikozes attistibas risku bérnu vecuma, ka arf tie, kas saistiti

ar sliktaku prognozi vai ar protektivu lomu.

1.7. Promocijas darba apjoms un struktiira

Promocijas darbs ir uzrakstits latvieSu valoda uz 107 lappusém péc klasiskas darba
strukttiras. Darbs strukturéts desmit nodalas: ievads; literattiras apskats; materiali un metodes;
rezultati; diskusija; secinajumi; publikacijas; pateicibas; literatiiras saraksts un pielikumi.
Promocijas darbs satur 17 tabulas, 15 attélus un 5 pielikumus. Literatiras saraksta ir

233 autoru un autoru kolektivu darbi.
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2. LITERATURAS APSKATS

2.1. Normala B limfocitu attistiba un taja iesaistitie géni

Hematopog€ze ir daudzpakapju process, kura rezultata attistas asins un imtinas sist€mas
stinas, kas veidojas, diferencgjoties pluripotentam hematopoétiskam cilmes $tinam (HCS).

Dzives laika izskir primaro un definitivo hematopogzi. Primara hematopo€ze aizsakas
dzeltenuma maisa, definitiva hematopo€ze aizsakas aorta — gonadas — mezonefrosa (Pietila
et al., 2005), péc tam HCS migré uz placentu un augla aknam, vélak uz liesu. P&c dzimSanas
hematopoéze parvietojas uz kaulu smadzeném (LD Wang et al., 2011) un sekundariem
limfoidiem audiem (limfmezgliem un liesu), kur notiek limfocitu funkcionala nobrieSana
(LeBien et al., 2008).

HCS fiziologija svariga loma ir daudziem transkripcijas faktoriem, nozimigakie no
tiem ir: GATA saistoSais proteins 2 (GATA-2), cilmes Stnu leikémijas hematopoétiskais
transkripcijas faktors (SCL) un RUNXL (ar pundurismu saistitais transkripcijas faktors 1)
(Lim et al., 2013; Zhu et al., 2002). RUNXI1 ir definitivas hematopoézes galvenais regulators,
un tas ir nepiecieSams, lai rastos HCS no hemogéna endotélija (Knezevic et al., 2011).
Hemoggna endotglija Siinas ir retas, diferencgjusas vaskulara endotélija $tnas, kuru galvena
funkcija ir asinsrades $tinu radiSana (Antas et al., 2013). Nepietickams vai parmérigi liels
RUNX1 daudzums noteiktos attistibas posmos var traucét HCS attistibu un homeostazi.
RUNXI1 funkcijas zudums var bt ka “pirmais solis” leikozes attistibai, lai gan Sis notikums
viens pats nespgj izraisit leikozi (Knezevic et al., 2011).

Cilmes stnam daloties, veidojas divas §tnu linijas: mieloidas rindas progenitori
(MRP) un limfoidas rindas progenitori (LB John et al., 2011). Limfoidas rindas multipotentie
progenitori (MLRP) talak diferencgjas par kop&jiem limfoidas rindas progenitoriem (KLRP),
kas turpmak spés diferencéties par B un T limfocitiem, ka art naturalajiem killeriem (NK).

Lai limfoidas rindas multipotentie progenitori diferencétos par kop€jiem limfoidiem
progenitoriem, nepiecieSama transkripcijas faktoru — Ikaros saimes cinka pirksta 1 (Ikaros) un
Spi-1 protoonkogéna kodgéta proteina (PU.1) darbiba. PU.1 regulé sadali starp mieloidas un
limfoidas rindas attistibu (Ramirez et al., 2010).

Kopgjo limfoido progenitoru attistibai seko pro-B limfocitu stadija, kuru veidoSanas
prieksnosacTjums ir aktivéti transkripcijas faktori — E boksu sasitosais proteins 2A (E2A) un
agrino B §tnu faktors 1 (EBF1).

Petijumi pierada, ka pelém, kuram trukst Sie transkripcijas faktori, raksturiga
B limfocitu attistibas apstaSanas pro-B limfocitu stadija, ka ar imunglobulina génu

neparslegianas (Kwon et al., 2008; Zandi et al., 2008). Saja posma nozime ir arf transkripcijas
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faktoram — FOXO-1 (Forkhead box protein O1), kura delécijas gadijuma tiek blok&ta pro-B
limfocttu attistiba no pre-pro B limfocitiem, ka arT traucéta imtinglobulinu smago kézu V(D)J
parslégsanas, kas notiek pro-B limfocitu stadija (Trinh et al., 2013). Jaunakie p&tijumi norada
FOXO-1 neapstridami nozimigo lomu B limfocitu attistiba, nosakot to nakamo identitati
kopgjo limfoido progenitoru stadija, savstarp&ji mijiedarbojoties ar abiem iepriek§ minétajiem
transkripcijas faktoriem (Mansson et al., 2012).

Géena para boksa géns 5 (PAX5) kodgtais transkripcijas faktors PAX5 sak ekspreséties
pro-B limfocitu stadija, un ta aktivitate saglabajas lidz nobriedusu S$iinu Itmenim. E2A un
EBF1 kopigas darbibas rezultata aktivé PAXS. Proteinam ir loti liela nozime limfocitu
attistiba, tas pat tiek saukts par “B Stnu identitates sargu”. PAXS inducé B Siinam specifisku
transkripcijas programmu, kas saistas ar nepiemérotu génu no alternativam attistibas linijam
supresiju un transkripcijas faktoru, ka ari to proteinu aktivaciju, kas ir iesaistiti B §tnu
signalsisttma, adhézija, migracija, antigénu prezentacija un B Stunu forméSana, tadejadi
nodros$inot ta lomu B $tnas identitates uzturé$ana un diferenciacija (Barneda-Zahonero et al.,
2012). PAX5 darbiba nav ka terminéts notikums, bet tas darbojas visu B limfocita dzives
laiku. Interesanti, ka, ja nobrieduSos B limfocitos tiek inaktivéts PAXS5 géni, attistas
B limfoblastu priekstecu (pre-B) stnu leikoze. Tas tiek skaidrots ar limfocitu atdiferenciaciju.
PAXS aktive interferonu regul§joso faktoru 4 (IRF4) un interferonu regul&joso faktoru
8 (IRF8) (Holmes et al., 2008). IRF4 un IRFS8 ir nepieciesami, lai pre-B limfociti varétu
diferencéties nenobrieduSos B limfocitos, jo piedalas imingobulina vieglas ké&des
reorganizacijas regulacija un ekspresija, kas ir absoliiti nepiecieSams nenobriedusam
B limfocitam (Shukla et al., 2014). Siinas, kas ekspresé funkcionalu B §inu receptoru, kas
satur iminglobulinu smagas un vieglas kédes, migré uz liesu, kur pabeidz nobrieSanas
procesu (Sellars et al., 2011). Limfoidas rindas leikocitu attistiba un to ietekmgjosie faktori

atteloti 2.1. attéla.

lkaros tkaros
E2A E2A
GATA lkaros EBF1 PAXS
SCL tkaros E2A PAXS IRF4 tkaros
RUNX Ikaros PUI EBF1 FOXOI IRF8 PAXS
Hemog2nals KLRP
endotalijs > N

2.1. att. Limfoidas rindas leikocitu attistiba

HCS — hematopo¢étiskas cilmes Stinas; MRP — mieloidas rindas progenitori; MLRP — multipotentie limfoidas
rindas progenitori; KLRP — kopgjie limfoidas rindas progenitori; ProB — Pro-B limfocits; PreB — Pre-B limfocits;
nenobried. B Ly — nenobriedis B limfocits; nobr. B Ly — nobriedis B limfocits. Treknraksta noraditi
transkripcijas faktori, kuri iesaistas noteikta posma.
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Viena no galvenajam lomam limfocitu diferenciacija ir Ikaros proteinam, kurs$ tiks

apskatits atseviski.
2.2.  Ikaros proteins

Ikaros un lkaros saimes cinka pirkstu transkripcijas faktoriem ir izskiroSa nozime
hematopoéze, galvenokart, limfoidas rindas nodroSinot Stnu diferenciaciju, homeostazi un
funkciju (Payne et al., 2011). Ziditajiem pie Ikaros saimes pieder pieci dazadi proteini: Ikaros,
Helios, Aiolos, Eos un Pegasus.

Aiolos ir augsti konservativs un ekspresgjas liesa, ttma un periféro asinu limfocitos.
Helios ekspres€jas embrionalas hematopogzes norises vietas, vélak HCS, tomér ar tendenci
vairak ekspreséties T limfocitu priekstecos, ta funkcija ir saistita ar T limfocttu diferenciaciju.
Eos eckspresgjas ar1 skeleta muskulatiira, sirdi, aknas, ka armT hematopogtiskos audos, ta
funkcija v&l nav pilniba izpétita, tapat ka Pegasus funkcija, kas, atSkiriba no par&jiem Ikaros
saimes proteiniem, saistas pie citas dezoksiribonukleinskabes (DNS) secibas (LB John &
Ward, 2011; LB John et al., 2009; Rebollo et al., 2003).

Visplasak pétitais Ikaros saimes proteins ir Ikaros. Ikaros ir cinka pirkstu proteins,
kuru kode géns Ikaros saimes cinka pirksts 1 (IKZF1), kas sastav no astoniem eksoniem.
Alternativa splaisinga rezultata var veidoties vienpadsmit izoformas. Proteinam iz8kir amino
(N) terminalo galu, kura ir Cetri cinka pirksti, un kuram ir nozime secibas TGGGAA
specifiska piesaisteé pie DNS, un divi karboksil (C) gala lokalizétie cinka pirksti, kuru
funkcija ir mijiedarboties ar citiem Ikaros saimes proteiniem. Géna lokalizaciju un
shematiskais at€lojumu skatit 2.2. att€la. Normas varianta cilvékam ekspres€jas, galvenokart,
pirma un otra izoforma.

Proteini, kuriem N terminalaja gala ir mazak par tris cinka pirkstiem, darbojas ka
dominanti negativi (DN) faktori, kas inhib& pilna garuma proteina sp€jas saistities pie DNS.
veidoSana neiesaistas ceturtais, piektais, sestais un septitais eksons (Capece et al., 2013).
Eksperimentos ar pelém pieradits, ja génam IKZF1 nav neviena aktiva kopija, tad HCS
aktivitate samazinas trisdesmit Iidz Cetrdesmit reizes, savukart, ja viena kopija ir normala, bet
otra — DN, tad HCS aktivitate samazinas vairak neka simtkartigi (Georgopoulos, 2002).
P&tijumos ar pelém ir pieradits, ka pelém, kuram ekspres€jas DN izoformas, attistas smagakas
fenotipiskas izpausmes neka pelém, kuram §1 proteina darbiba ir pilniba izslégta. Pelem un
cilvékiem ir pieradits, ka DN Ikaros izoformas ir saistitas ar hematopo&tiskas sist€émas un

hipofizes laundabigiem audzgjiem (Z Li et al., 2011).
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N-terminalie cinka pirksti C-terminalie cinka pirksti
L 13 ™ ) '
5 —4—4——iHIHHE—l—
exl ex2 ex3 ex4 ex5 ex6 ex7 ex8

2.2. att. Gena IKZF1 lokalizacija 7. hromosoma un uzbiives shematiskais attélojums

Attels adaptéts pec (Martinelli et al., 2009)

Ikaros proteins ir augsti konservativs, 95% aminoskabes ir homologas pelém un
cilvékiem (Molnar et al., 1996). Dazadi pelu modeli tika izmantoti, lai pétitu Ikaros funkcijas.
Pétijumi ar pelém, kuram tika izslégts Ikaros kod&joSais géns (knockout), neattistijas B
limfociti un to prekursori, ka ari fetalie T limfociti, lai gan péc dzimsanas T limfociti attistijas
normali. Pieaugot pelu vecumam, knockout pelém un pelém, kuram ekspresgjas DN
izoformas, liesa samazinajas koloniju veidojos$as vienibas, kas liecina, ka Ikaros proteins
veicina progenitoru paSatjaunosanos. Divu lidz tris ned€lu vecuma §im pelém attistijas smaga
anémija, jo samazinajas eritroblastu normala augSana un diferenciacija. Cits pétjjums
pieradija, ka vinam paaugstinas megakariocitu un trombocitu skaits. Kopuma tas lava secinat,
ka Ikaros proteinam piemit izSkiroSa nozime sabalanséta un normala asins un imiino Stinu
attistiba (LB John & Ward, 2011).

Pelei, kurai ir heterozigotiska mutacija Ikaros proteinu kod&jo$a géna, B un T
limfocTtu skaits dzives pirmaja ménesT ir tads pats ka veselajiem sibiem, bet jau divu — tris
méneSu vecuma liesa izteikti pieaug T limfocitu skaits, ka ar1 B limfocitu skaits. Apmé&ram
tris ménesu vecuma simtprocentigi visam pelém veéro limfadenopatiju, ka art limfoido organu
obliteraciju, kuru izraisa limfoblastisku limfocitu populacijas akumulacija. Laika posma no
tris 11dz seSu ménesSu vecumam, heterozigotitates zuduma rezultata, visam pelém attistijas ar

dzivi nesavienojama leikémija un limfoma (Winandy et al., 1995).
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2.2.1. Ilkaros funkcijas

Geénu ekspresijas regulators. Ikaros var darboties gan ka transkripcijas aktivators,
gan ka nomacgjs. Lai regulétu génu transkripciju, lkaros piesaistas pie savu mérka génu
pastraumes (upstream) regulatorajiem regioniem. Ikaros atpazist un saistas pie specifiskas
DNS secibas: TGGGAA/T (Z Li et al., 2011).

Aktivgjot transkripciju, tas nodroSina hematopogtisko Stinu progenitorus ar limfoidas
rindas diferenciacijas potencialu, bet, nomacot transkripciju, Ikaros proteins ierobezo
multipotentas $iinas, kas potenciali var attistities par limfoidiem un mieloidiem progenitoriem,
nomacot Stnu linijai nepiemerotos génu programmas, taja skaita hematopoé€tisko cilmes Stnu
specifiskos génus (Georgopoulos, 2009; Yoshida et al., 2014). Transkripcijas aktivacija vai
nomaks$ana ir atkariga arT no proteina vai proteina kompleksa, ar kuru lkaros mijiedarbojas.
Mehanismi, ar kuru palidzibu Ikaros nodroSina represiju, ietilpst trijas plasas kategorijas:
hromatina modifikacija, papildus represoru rekrut€Sana un konkurence. Ikaros lokalizgjas
pericentromériska heterohromatina rajona un mijiedarbojas ar histona deacetilazes kompleksa
komponentiem, veidojot hromatinu remodel&josu kompleksu (Sellars et al., 2011). Mérka
geni tiek rekruteti no transkripciju atlaujosas vides uz transkripciju nomacosu vidi, respektivi,
tas saskaras ar pericentromérisko heterohromatinu (Brown et al., 1997).

Process var notikt arT otradi, kad hromatinu remodelgjosie kompleksi tiek rekruteti
pie mérkgéniem, tadejadi “uzspiezot” tiem neaktivo hromatinu. Paraléli lkaros protetnam
jakonkurg ar transkripcijas aktivatoriem (Sellars et al., 2011).

Ikaros proteins var nomakt génu darbibu, iedarbojoties tieSi, neatkarigi no histonu
deacetilazes kompleksa, pieméram, mijiedarbojoties ar génu inhibétgju — C teminalo
piesaistes proteinu (Koipally et al., 2000).

Mazaka Ikaros proteina frakcija (apméram piecas reizes mazaka) iesaistas SWI/SNF
(SWItch/Sucrose NonFermentable) hromatina remodel&josa kompleksa. Sis komplekss satur
Brahma vai Brahma saistita géna 1 ATFazes, kas nodrosina energiju nukleosomu slidésanai
(sliding) gar DNS, atbrivojot piesaistes vietu transkripcijas faktoriem, kas aktivé transkripciju
(KL Davis, 2011).

Darbojas ka tumorsupresors. Nefunkciongjoss Ikaros proteins ir saistits ar akiitu
limfoblastu leikozi gan bérnu, gan pieauguSo vecuma, kas norada, ka viena no Ikaros
funkcijam ir tumorsupresija. Joprojam nav zinams precizs mehanisms, ka Ikaros regulé stnu
proliferaciju cilvékiem. Pétijumi par lkaros tumorsupresora aktivitati, galvenokart, tiek veikti
ar pelém. P&tot Ikaros aktivitati cilveka $iinas, tika konstatéts, ka Siinas sintézes (S) faz€ tas ar
augstu afinitati piesaistas pie pericentromériska heterohromatina, bet, salidzinajuma ar

postmitotisko (G1) fazi, ar zemu afinitati piesaistas pie savu mérkgénu regulatorajiem
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regioniem, kas liecina par $tnas ciklam specifiskam funkcijam. P&tijuma autori piesaisti
pericentromériskam heterohromtinam S fazgé skaidro ar iesp&jamibu, ka tas nepiecieSams
pareizai hromatina organizacijai DNS replikacijas laika. Kazeina kinaze 2 (CK2) fosforile
Ikaros proteinu, tadejadi Stnas S fazé lkaros proteins nesp€j saistities pie mérka géna pa
straumes regul&josiem regioniem (Z Li et al., 2012). Ja proteinu hiperfosforilizg, ta limenis
samazinas, jo notiek ubikvitina mediSta proteina degradacija. Parmérigas CK2 ekspresijas
gadijuma Ikaros var zaud€t savas audz€ja supresora ipasibas ar tam sekojosu leikozes
attistibu, pat bez struktiiras izmainam. Defosforilizaciju nodroSina proteina fosfataze 1 (PP1),
kas palielina stabilitati un atjauno Ikaros sp&ju saistities pie DNS (Song et al., 2011).

P&tot retrovirusu inserciju pelu genoma starp piecdesmit pieciem analiz€tajiem
géniem, visbiezak insercijas tika atrastas tieSi Ikaros kodgjosa géna. Veicot statistiskus
aprékinus, kuros tika izmantots intragéno inserciju bieZzumu, autori secina, ka Ikaros piemit
augsta tumorsupresora aktivitate (Uren et al., 2008).

Ikaros regulé ekspresiju tadam molekulam, kas kontrolé Stnas dzives ciklu, Stnas
izdzivosanu, kas norada uz audz&ja nomacgja aktivitati (Francis et al., 2011). Piem&ram,
Ikaros palielina folikulina (Flcn) un ar proteina 1, kas mijiedarbojas ar folikulinu (Fnipl),
ekspresiju, $o proteinu darbiba ir nozimiga $iinas energijas homeostazes nodrosinasana, bet tie
ir arT butiski B limfocttu priekstec¢u Stnu dzives cikla kontrolpunktu, kura tiek kontroléts, vai
pre-B stinam pietick metabola kapacitate, lai turpinatu dalisanos (Heizmann et al., 2013).

Nozime imiinglobulinu smagas kédes rekombinacija. Viens no bitiskiem soliem
B limfocitu attistiba ir imiinglobulinu smago un vieglo k&zu parkartoSanas, lai nodro$inatu
antivielu daudzveidibu. Imiinglobulina smagaja kédé DNS starp dazadibas (diversity — D) un
savienoSanas (joining — J) segmentu tiek izdzests. Jaunizveidotais komplekss pievienojas
vienam no mainigajiem (variable — V), tie segmenti, kas vairs nav nepiecieSami, tiek izdzgsti,
rezultata smaga kéde satur V-D-J segmentus un divus konstantos segmentus C — mu un delta
(Cp un Cs). VDJ rekombinacija tiek reguléta divos Iimenos. Pirmaja Iimeni tiek reguléta
rekombinaciju aktivéjoso génu 1 un 2 (Ragl un Rag2) ekspresija. Ikaros proteins piesaistas
pie Rag génu regulatorajiem regioniem, iznemot Rag2 promoteru, tadejadi nodrosinot histonu
acetiléSanu un transkripcijas aktivaciju. Otraja ltmeni VDI regulacija tiek kontroléta
pieejamiba imiinglobulina segmentiem, kuri tiks paklauti rekombinacijai. Pétijumi pierada,
ka, lai RAG proteini sasniegtu smagas kédes mainigos segmentus, ir nepieciesama Ikaros
proteina klatbiitne. Tadejadi Ikaros ir obligats komponents, kas regulé imiinglobulinu smago
kézu parslégsanos (Reynaud et al., 2008).

Iesaistas apoptoze. Pelem ar neaktivu Ikaros proteinu kaulu smadzenu eritroidas

Stinas péc oksidativa stresa novéroja samazinatu apoptozi salidzinadjuma ar veselam pelém.
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Savukart, leikemoidas $iinas, kuras ekspres€jas pilna garuma Ikaros proteins, novéro augstaku
apoptozes aktivitati neka Stnas ar defektivu Ikaros proteinu, bet, ekspresgjoties DN
izoformam, leikemoidas $tinas netiek paklautas apoptozei (Capece et al., 2013).

Regule B Stinu receptoru signalsistemu molekulara limeni. Pre-B Siinu signal-
sist€ma ir biitiska, lai Stina var€tu turpinat Stinas ciklu, ta defekta gadijuma Siinas ciklu
turpinat nevar. lkaros olbaltumviela kopa ar Ikaros saimes parstavi Aiolos ir nozimigas, lai
terminétu B limfocttu prieksteCu signalsisttmu un limfociti varétu turpinat diferenciaciju.
Ikaros proteins iesaistas B §inu receptoru aktivacija (Merkenschlager, 2010). Sanas, kuras
nav aktiva Ikaros proteina, fosfolipaze Cy2 ir hipofosforiléta, ka rezultata samazinas tas
aktivitate, kuras pilnvertiga darbiba ir nepiecieSama kalcija mobilizacijas kaskade, tadejadi
novedot pie B Siinu signalsistémas defekta. Ikaros proteins nepiecieSams gan pre-B Stnu
receptora signalsisteémas terminéSanai, gan sekmigai B Siinu receptoru signalsisteémas darbibas
uzsaks$anai (Nera et al., 2006).

Geéna IKZF1 delécija ir viena no biezak sastopamajam submikroskopiskajam
izmainam leikemoidas $iinas, to sastopamibas biezuma literatiira atrodamas plasas variacijas
sakot no apméram 7% gadijumu (Volejnikova et al., 2013) Iidz 16 — 27% (Vitanza et al.,
2014). Analizgjot citogenétiskas izmainas, augstas riska grupas pacientiem del&cijas vai
punktveida mutacijas biezums sasniedz pat 28,6% (Mullighan et al., 2009). Analiz&jot géna
IKZF1 mutaciju spektru, B limfoblastu priekste¢u Stnu leikozes gadijuma identificgja, ka
15% gadijumu sastop lielas septitas hromosomas delécijas: 15% gadijumos véro deléciju no
otra lidz septitajam eksonam, 30% gadijumu del&ciju no ceturta lidz septitajam eksonam, bet
punktveida mutacijas tikai 10% gadijumu (Dupuis et al., 2013).

Analiz€jot génu ekspresijas limeni géna IKZF1 delécijas vai mutacijas gadijuma,
pétnieki pieradija, ka leikemoidas Stinas augsta limeni ekspres€jas hematopoétisko cilmes
Sinam un B Stnu priekSteCiem raksturigie géni, bet géni, kas raksturigi nobriedusiem
limfocitiem, netiek ekspreséti pietickama daudzuma, kas, péc autoru domam, ir saskana ar
iepriek$ publicétajiem datiem, ka Ikaros ir nepiecieSams limfocttu attistibai, un DN izoformas
traucé limfocttu diferenciaciju (Mullighan et al., 2009).

Individiem, kuriem véro deléciju $aja géna, ir sliktaka prognoze neka tiem, kuriem
delécijas nav. Analizgjot notikumiem brivo periodu un dzivildzi, pétijumi pierada, ka
individiem ar IKZF1 deléciju ir lielaks risks recidivam, piecu gadu notikumiem brivais
periods samazinas no 88,8% uz 62,7% , ka ar1 samazinas piecu gadu izdzivosanas izredzes no
90,2% uz 71,8% (Asai et al., 2013). Meta analize, kura ieklauti 15 pétijumi, izvertgjot riska
izredzes (hazard ratio — HR), arT pierada statistiski ticamas at$kiribas notikumiem briva

perioda samazinasanas HR=2,32 95%CI 1,97-2,74 un izdzivosanas iesp&jas samazinasanas
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HR=2,56 95%CI 1,75-3,74 (Jia et al., 2014). ST géna delecijas tiek sauktas par Filadelfijas
(Ph) hromosomai lidzigo, jo saistamas ar tikpat sliktu prognozi. Cetrdesmit lidz septindesmit
procentos gadijumu individiem ar Filadelfijas hromosomu tiek atrastas del€cijas géna IKZF1.
Kombingjoties abam genétiskajam izmainam, tirozinkinazes inhibitora terapija, ko parasti
izmanto pie Ph pozitivas leikozes, var but nesekmiga (Woo et al., 2014) (van der Veer et al.,
2014).

Kopuma literatiras dati liecina, ka lkaros darbojas ka kliniski nozimigs tumor-
supresors B §tnu limfoblastu leikoz€, 1paSi augsta riska limfoblastu leikozes gadijuma.
Parmantoti IKZF1 varianti ir saistiti ar ALL attistibas risku un sliktu prognozi. Pat neliela
proteina aktivitates limena samazinasanas ir sp&jiga sekmét leikemogenézi (Payne & Dovat,

2011).

2.3.  Vesturiski fakti

1960. gada tiek veikti pirmie citogenétiskie ALL pétijumi. Jau divus gadus vélak tiek
veikti precizi pétijumi, kuros tiek konstatets, ka leikemoidas Stinas var saturét 48 hromosomas
(Ford, 1960). 1970. gada pirmo reizi aprakstija Filadelfijas hromosomas pozitivu akitu
limfoblastu leikozi (Propp et al., 1970). 1978. gada publicja pétijumu par hiperploidiju
akiitas limfoblastu leikozes gadijuma, kas saistita ar ilgaku remisijas periodu (Secker-Walker
et al., 1978). Kops 1981. gada ir iesp&jams imunologiski monitorét minimalo rezidualo
slimibu. 1984. gada petnieki identific€ja translokacijas (starp pirmo un devinpadsmito
hromosomu) saistibu ar imanfenotipu B limfoblastu priekste¢u sunu leikozes gadijuma (CH
Pui et al., 2013). 1991. gada divas grupas neatkarigi viena no otras atklaja, ka géns IKZF1
kodé Ikaros proteinu (Payne & Dovat, 2011). 2007. gada veica genoma plasa DNS kopiju
skaita izmainu analizi, kura identificgja, ka somatiskas mutacijas visbiezak skar PAX5 génu
(31,7% gadijumu), ka ari pirmo reizi identificgja deléciju IKZF1 géna (Mullighan et al.,
2007). 2009. gada pirmo reizi tika veikti genoma plaSi asociaciju pétijumi, lai noteiktu
iespgjamo genétisko predispoziciju akitai limfoblastu leikozei, kas attistas bérnu vecuma

(Trevino et al., 2009).

2.4. Epidemiologija

Akiita limfoblastu leikoze (ALL) ir visbieZzak sastopama laundabiga slimiba bérnu
vecuma. P&c statistikas datiem ta sastada 25% no laundabigiem audz€jiem, kas izpauzas lidz
15 gadu vecumam un 19% no audzgjiem, kas manifest&jas lidz 20 gadu vecumam (Hunger
et al., 2013). ALL raksturojas ar laundabigu B vai T limfocitu priekste¢u uzkrasanos kaulu

smadzen€s un/vai periferajas asinis. Lai gan periférija var notikt dal€ja §tinu maturacija, kaulu
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smadzenés prolifergjosas Stunas tiek apstadinatas agrinas attistibas stadijas (Runge et al.,
2006). Pre-B stnu jeb B limfocttu priekste¢u akiita limfoblastu leikoze ir biezakais akiitas
limfoblastu leikozes apakstips un attistitajas valstis sastada apméram 80% no visiem ALL
gadijumiem (Urayama et al., 2013). Saslimsanas piki parasti véro bérniem vecuma no diviem
lidz pieciem gadiem (Seghatoleslam et al., 2012). Ikgadéja ALL incidence ir 1 — 4,75
saslim$anas gadijumiem uz 100 000 bérnu vecuma lidz 15 gadiem (Redaelli et al., 2005).
Nezinamu iemeslu dél leikozes incidence ped&jo paris dekazu laika ir pieaugsi par 50%
(Runge & Patterson, 2006).

Zidainu leikozes gadijuma (leikoze, kas attistas lidz viena gada vecumam)
konkordance starp dvipiem ir gandriz 100% — tas nozimé, ka leikemogenéze ir gandriz
pabeigta un diagnoze ir nenoversama. Vélaka vecuma, starp diviem un pieciem gadiem, ALL
konkordance starp monozigotiskiem dvipiem ir 10 — 15%, tacu konkordances limenis
Samazinas, pieaugot bérna vecumam, ja leikoze nav attistijusies 1idz septinu gadu vecumam,
tad leikozes risks dvinim ir tads pats ka populacija. Starp dizigotiskiem dviniem loti reti
novérojami konkordanti pari, un nav veikti pietieckami plasi pé&tijumi konkordances
izvertesanai (MF Greaves et al., 2003; Orkin). Akatu limfoblastu leikozi biezak sastop
z&niem, aprékinata sastopamibas biezuma attieciba starp z€niem un meiteném Amerikas
Savienotajas valstis ir 1,35 : 1 (Siegel et al., 2014). Bé&rnu vecuma piecu gadu izdzivo$anas
iesp€ja ir palielingjusies no desmit procentiem, pagajusa gadsimta seSdesmitajos gados, lidz
devindesmit preocentiem miisdienas, piecu gadu notikumiem brivais periods sasniedz
apméram astondesmit procentus pacientu. Pieauguso vecuma piecu gadu izdzivoSanas iespéja
joprojam saglabajas tikai piecdesmit procenti (Du et al., 2013; JJ Yang et al., 2012).
Salidzinot sava starpa z&nus un meitenes, zéniem ir nedaudz sliktaka prognoze (CH Pui et al.,
1999), jo apméram 2,8% gadijumu z&niem verojams leikozes recidivs s€kliniekos (Kulkarni

etal., 2010).

2.5.  Kliniskie simptomi un raksturigas laboratoras izmainas ALL gadijuma

Akitai limfoblastu leikozei raksturiga prodromala stadija, kas var ilgt vairakas nedé€las
vai pat ménesus. Biezi sakotn&jie simptomi ir nespecifiski, ka drudzis (apraksta no 17% lidz
70% gadijumu), nogurums (apraksta 12 — 39% gadijumu), apetites zudums, sviSsana naktis,
viegla nobrazumu veidoSanas, asinosana — deguna, smaganu, gastro-intestinala, balums.
Apméram vienai treSdalai pacientu ir stidzibas par sapém ekstremitate€s vai locitavas
(AS Davis et al., 2014; Zombori et al., 2013). P&c literatiiras datiem, bérniem ar stidzibam par
muskuloskeletalam sapem laundabigas neoplazijas atrod 0, 3 — 1% gadijumu, biezaka no tam

ir akiita limfoblastu leikoze (Goncalves et al., 2005). Bérniem ar ALL 67% — 75% gadijumu
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atrod hepato- vai splenomegaliju, bet 60% — 75% gadijumu — limfadenopatiju (Robazzi et al.,
2008; Yasmeen et al., 2009).

Centralas nervu sistémas (CNS) iesaiste vérojama pieciem lidz septiniem procentiem
no visiem pacientiem (Ma et al., 1997). CNS iesaistei izskir seSas kliniskas grupas:

1. apméram 90% gadijumu no visam CNS iesaistes formam vérojami simptomi, kas
liecina par paaugstinatu intrakranialo spiedienu (pieméram, galvassapes no ritiem,
vemsana, sesta kraniala nerva paréze vai optiska diska tiiska;

2. simptomatika, kas liecina par III, IV, VI, VIII kranialo nervu inervacijas
trauc&jumiem, Un meningisms;

3. simptomi, kas liecina par smadzenu vielas iesaisti (piem&ram, hemiparéze,
krampji, ataksija, hipotonija, hiperrefleksija);

4. hipotalamiski sindromi (piemé&ram, polifagija, hirsutisms, uzvedibas traucgjumi);

5. hipofizes iesaiste — diabetes insipidus;

6. loti retos gadijumos — muguras smadzenu simptomatika, pieme&ram, transversala
mielopatija vai CNS hemoragija (Cortes et al., 1995; Lanzkowsky, 1995; Yavuz
etal., 2001).

Akiita limfoblastu leikoze apm@ram viena tresdala gadijumu var manifestties ar
oftalmologiskiem simptomiem, visbiezak ta ir tiklenes hemoragija, blastu infiltracija —
optiskaja nerva, orbita, varaviksneng, tikleng, konjunktiva. Specifisks simptoms ir hipopion,
kad leikoctti uzkrajas acs priek$€ja kambari, kas kliniski raksturojas ar sap€ém un fotofobiju.
Vésturiski bérniem ar recidivu apméram 10% diagnosticgja oftalmologiskus simptomus,
Sobrid, uzlabojoties terapijai, to biezums ir samazinajies (C-H Pui, 2012). Gadijumos, kad
oftalmologiskie simptomi prevaleé no CNS puses, kliniski tie manifestéjas ar redzes
miglosanos, diplopiju, ekstraokularo muskulu parézém (kranialo nervu iesaistes dél), ka ari
tiklenes tiska (paaugstinata intrakraniala spiediena dél) (Reddy et al., 1998).

Apméram 50% no pacientiem diagnozes bridi ir paaugstinats leikocttu skaits (CH Pui
et al., 2004). Hiperleikocitozes, kad leikocitu skaits ir lielaks par 50 000 mm?, sastopamibas
biezums diagnozes bridi bérmu vecuma, péc literatiiras datiem, vari€é no seSiem lidz
devinpadsmit procentiem (Kong et al., 2014). Savukart, hiperleikocitoze, kad leikocttu skaits
ir lielaks par 200 000 mm?3, sastop piecos lidz astonos procentos gadijumu (Kong et al.,
2014). Pacientiem ar loti augstu leikocitu skaitu, kurs$ lielaks par 400 000 mm?, ir augsts risks
diseminétas intravazalas koagulopatijas attistibai, audz€ja lizes sindromam, -elektrolitu
vielmainas traucgjumiem, nieru mazspgjai, krampjiem un CNS hemoragijai (Voiite, 2005).

Bieza atradne ir neitropénija, kas ir saistama ar augstu infekcijas risku. Apmeéram 80%

pacientu diagnozes bridi vérojama ané€mija, kad hemoglobina Iimenis ir zemaks par 10 g/dl,
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parasti ta ir normohroma, normocitara ar zemu retikulocitu skaitu. Trombocitopéniju, kad

trombocitu skaits mazaks par 100 000 mm?3

, Veéro apméram tris ceturtdalam no visiem
pacientiem. Tom@r izol&ta trombocitopénija ir reta atradne (Pizzo et al., 2006).

ALL diagnostiku médz apgritinat reta simptomatika, pieméram, leikozes prezentacija
ar periodisku drudzi (Koffeman et al., 2005) vai ciklisku neitropéniju (Goraya et al., 2002).

Viens no retiem ALL prezentacijas veidiem var but hiperkalciémija, kas potenciali ir
dzivibu apdraudosa metabola patologija, kas biezi asoci€jas ar nespecifiskiem simptomiem,
ka gastrointestinaliem, sliktu disu, vemsanu, anoreksiju, aizciet€jumiem vai svara zudumu.
Bérnu vecuma hiperkalciémija diagnozes bridi ir salidzinos$i reti sastopama (0,4 — 1,3%),
picauguso populacija biezak (pat lidz 30% gadijumu). Interesanti, ka b&rni parasti ir
salidzinos$i vecaki un periférajas asinis viniem nav blastu. Viena no lielakajiem publicétajiem
pétijumiem, kas veikts St Jude b&rnu kliniskaja slimnica, ALL inducéta hiperkalciémija
manifestacijas bridi bija tikai 7 no 2816 pacientiem (0,25%) (CH Pui & Evans, 2013).

ALL var manifisteties arT ar hipereozinofiliju, kas parasti asoci€jas ar subfebrilu
temperatiiru, nogurumu un purpurai lidzigiem izsitumiem. Biezi hipereozinofilija saistas ar
citogenétisko formu, kur tranlokacija notikusi starp piekto un Cetrpadsmito hromosomu.
Hipereozinofiliju diagnosticé mazak neka vienam procentam pacientu, biezak tie ir z&ni ar
vid&jo vecumu 14 gadi diagnozes bridi. Viena no hipotézém, kas skaidro hipereozinofilijas
patogenézi, ir, ka leikemoidas Stinas stimulé eozinofilos faktorus — interleikinu 3 un inter-
leikinu 5. Hipereozinofilija diagnozes bridi saistama ar sliktu prognozi (Parasole et al., 2014).

Starp B limfoblastu priekstecu Stnu leikozes prezent&josiem simptomiem jaizcel
leikoze, kuras simptomi attistas lidz viena gada vecumam. Apméram 3 — 5% no akiitas
leikozes pacientiem ir bérni vecuma lidz vienam gadam. Parasti manifestacijas bridi be&rniem
ir augsts leikocttu skaits, hepatosplenomegalija, un, salidzinot ar vecakiem bérniem, biezak
veérojama CNS iesaiste. ALL, kas manifestgjas 1idz viena gada vecumam, ir saistama ar

sliktaku prognozi (Arceci et al., 2006).
2.6. Diagnostika

Jebkuram pacientam ar aizdomam par ALL javeic pilna asins aina. Lidz pat
20% pacientu iniciali var bt tikai pancitopénija, un blasti periférajas asinis var nepara-
dities (Ganesan et al., 2009). Papildus nozimé: elektrolitu Iimeni, aknu, nieru proves,
urinskabes Itmeni, laktatdehidrogenazes Iimeni, koagulogrammu (protrombinu, fibrinogénu),
D — dimérus, asinsgrupu, antivielas. Asins analiz€s var but hiperkalicieémija, hipokalciémija,
hiperkalémija, hiperfosfatemija, paaugstinats urinskabes Iimenis, ka ar1 koagulacijas

trauc&jumi (Murakami et al., 2013). Ja laboratora atradne norada uz iesp&jamu leikozes
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diagnozi, papildus javeic rentgenizmekl&jums, lai vizualiz&tu timusu un izveértétu videni, jo
apméram 8% ALL gadijumu ir mediastinala iesaiste (Redaelli et al., 2005).

Lai pieraditu akiitas limfoblastu leikozes diagnozi, nepiecieSsama kaulu smadzenu
aspiracija un biopsija, ar tai sekojoSu imiinfenotipé€Sanu, preciz&jot attistibas pakapi ar
plismas citometriju (Inaba et al., 2013), ka ari nepiecieSams veikt mielogrammu un
citogenétisko analizi, kura sniedz biitisku informaciju vairak neka 90% gadijumu.

Par iespgjamu leikozes diagnozi jadoma, ja kaulu smadzenés ir vairak neka 5% blastu
(Lanzkowsky, 1995). Galigas diagnozes noteikSanai nepiccieSams, lai biopsijas materiala
vismaz 20% no $tinam bitu blasti (Jabbour et al., 2005).

CNS iesaistes izvert€Sanai nepiecieSams veikt lumbalpunkciju, lai izvertétu Stnu
klatbiitni cerebrospinalaja skidruma. Par CNS iesaisti liecina vairak neka pieci leikociti uz
kubikmilimetru. CNS iesaistes izvértésanai tiek izmantota $ada klasifikacija: CNS1 — mazak
par pieciem leikocitiem kubikmilimetra, starp tiem nav blasti, CNS2 — mazak par pieciem
leikocitiem kubikmilimetra, bet starp tiem ir blasti, un CNS3 — vairak par pieciem leikocitiem
kubikmilimetra un starp tiem ir blasti. CNS1 un CNS2 prognoze ir vienada (Burger et al.,
2003). Gadijumos, kad ir simptomatika no CNS puses, ir indicéta kompjiitertomografija vai
magnétiska rezonanse galvas smadzeném (Voiite, 2005).

Papildus Siem izmekl€jumiem nepiecieSama ari virusu serologiska izmekl&Sana:
Epsteina Barra virusa (EBV), citomegalovirusa (CMV), varicella zoster, masalu, virusa
hepatitu (B un C) un cilvéka imindeficita virusa (HIV). Javeic elektrokardiografija un
ehokardioskopija, lai izvértétu sirds funkciju, ka ari ultrasonografija védera dobuma
organiem. P&c diagnozes apstiprinaSanas nepiecieSams noteikt Filadelfijas hromosomas jeb

translokacijas 1(9;22)(g23;p13) klatbutni (Arceci et al., 2006).

2.7.  Diferencialdiagnoze

Iniciali akiita limfoblastu leikoze var biit jadiferencé gan no labdabigam, gan no
laundabigam saslimSanam. Starp labdabigam jamin: juvenils idiopatisks artrits, infekcioza
mononukleoze (Epsteina-Barra viruss, citomegaloviruss), idiopatiska trombocitopéniska
purpura, garais klepus, aplastiska anémija, akiita infekcioza limfocitoze.

Starp laundabigam saslim$anam ALL jadiferencé no neiroblastomas, retinoblastomas,
rabdomiosarkomas, ne-Hodzkina limfomas.

Netipiskos prezentacijas gadijumos ALL var biit loti griiti diagnostic€jama, sakotngji

to var nakties diferencét pat no hipereozinofilijas sindroma (Pizzo & Poplack, 2006)
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2.8. Arstésana

Parasti terapijas ilgums ir no diviem lidz diviem ar pusi gadiem, kas sastav no tris
fazém: remisijas indukcija, intesifikacija (jeb konsolidacija) un uzturosa terapija. Lielaka dala
no terapija izmantotajiem medikamentiem tika sintezeti pirms 1970. gada. Tacu medikamentu
devas un noziméSanas shéma tiek piemérota atkariba no leikemoido $iinu biologiskajam
ipatnibam, atbildes reakcijas uz terapiju (minimala reziduala slimiba), ka ari pacienta
indvidualajam farmakodinamiskajam un farmakogenomiskajam ipatnibam. Kaulu smadzenu
transplantacija tiek apsvérta tikai pacientiem ar loti augstu risku (Inaba et al., 2013).

Sobrid Latvija visplasak pielietotais protokols ALL arsté$anai ir Berlines — Frank-
furtes — Minsteres grupas 1995. gada izstradatais protokols — BFM — 95. Balstoties uz $o
protokolu, tiek izSkirtas standarta, vidéja un augsta riska pacientu grupas. BFM — 95 tika
izstradats uz ieprieksgja 1990. gada protokola bazes, ta merkis bija uzlabot terapijas iznakumu
un riska grupu stratifikacijai tika pievienota nelabvéliga citogenétiska atradne t (9,22) un
t (4;11) (Moricke et al., 2008).

Riska grupas izvértésanai galvena nozime ir pacienta atbildes reakcijai uz indukcijas
terapiju ar predinoziolonu. Atbildes reakcija tick izveértta terapijas astotaja diena, izvertgjot
blastu skaitu periferajas asinis, ka arT piecpadsmitaja un trisdesmit treSaja diena, izvertgjot
atliecku jeb minimalo rezidualo slimibu (MRD) kaulu smadzenés (Lauten et al., 2012).
Ja minimala reziduala slimiba jeb blastu ipatsvars terapijas 33. diena ir lielaks par 5% vai
pacientam identificéta Filadelfijas hromosoma vai translokacija starp ceturto un vienpadsmito
hromosomu, pacients pieder augsta riska grupai.

Standarta un vidgja riska grupai BFM- 95 protokols biitiski neatskiras. Medikamenti,
kuri tiek ievaditi intratekali, turpmak teksta aiz medikamenta nosaukuma tiek atziméti ar
abreviatiiru iekavas — (IT). Indukcijas terapijas A fazé pacients sanem $adus medikamentus:
prednizolonu, vinkristinu, daunorubicinu, L — asparginazi un metotreksatu (IT), p&c §is
terapijas 33. diena tiek izverteta riska grupa.

Standarta riska gadijuma divdesmit astonas dienas tiek turpinata B faze, kura pacients
sanem: ciklofosfamidu, citarabinu, 6-merkaptopurinu un metotreksatu. Papildus pacienti
sanem M protokolu, kas ilgst 56 dienas, kura sastava ir 6-merkaptopurins un metotreksats
(IT). Talak seko reindukcijas faze, kurai ir divas dalas (A un B), pirma dala ilgst 28 dienas,
kad bérns sanem deksametazonu, vinkristinu, doksirubicinu un L-asparginazi, B dala ilgst
14 dienas, kuras laika pacientam tiek noziméta terapija ar ciklofofamidu, citarabinu,
6-tioguaninu un metotreksatu (IT).

P&c tam tiek uzsakta uzturosa terapija ar 6-merkaptopurinu, kuru pacients sanem katru

dienu un metotreksatu, kas tieck noziméts vienu reizi nedéla. Uzturo$a terapija meiteném ilgst
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104 nedglas, sakot no diagnozes briza, zéniem 156 ned€las no diagnozes uzstadiSanas briza
(Moricke et al., 2008). Zéniem uzturosas terapijas ilgums ir garaks, jo apméram 1-2,8% zénu
izveidojas recidivs s€kliniekos, kura sakotngjais simptoms ir nesapigs pietikums. Recidivu
pierada ar s€klinieku biopsiju, izdzivosanas raditaji arT pec testikulara recidiva saglabajas labi
(Kliegman et al., 2007; Kulkarni et al., 2010).

Augsta riska grupas pacienti indukcijas terapija B bloka vieta sanem tris terapijas
blokus, kuri terapijas laika secigi tiek atkartoti tris reizes, no kuriem katrs ilgst piecas dienas;
1. bloka ietvaros pacients sanem terapiju ar: deksametazonu, vinkristinu, metotreksatu,
ciklofosfamidu, citarabinu, L-asparginazi un vienreiz€ju metotreksata/citarabina/prednizolona
(IT) ievadi; 2. bloka ietvaros pacientam tiek noziméts deksametazons, vindezins, meto-
treksats, ifofosfamids, daunorubicins, L-asparginaze, vienreiz&ja metotreksata /citarabina/
prednizolona (IT) ievade. TreSais bloks sastav no: deksametazona, citarabina, etopsida,
L-asparginazes un vienreizgjas metotreksata/citarabina/prenizolona (IT) ievades.

Otra atskiriba, kas minama starp augsta un standarta riska pacientiem, ir staru terapija.
Pacientiem ar augstu risku pirms uzturosas terapijas sakuma tiek rekomendg€ta staru terapija.
Uzturosas terapijas ilgums neatskiras, uzturo$as terapijas devas tiek korig€tas atkariba no
pacienta kopgja leikocitu skaita, mérka leikocitu skaits ir 2000 (Moricke et al., 2008).
Terapijas shému skatit 1. pielikuma.

Visiem zinamajiem pretleikémijas medikamentiem ir zinami akati toksiski blakus
efekti un daudzas nopietnas ilgtermina komplikacijas, kas uzsver lielo nepiecieSamibu, lai
sinteztu efektivakus un mazak toksiskus medikamentus. Attieciba uz staru terapijas —
jonizgjosa starojuma pielietojumu, neskatoties uz to, ka radiacijas kaitigas blaknes ir labi
izpétitas, ieskaitot sekundaru audzgju attistibu, neirokognitivus trauc€umus un multiplu
endokrinopatiju, profilaktiska staru terapija joprojam tiek pielietota lidz pat 20% pacientu,
kuriem ir augsts CNS recidiva risks.

Turpmakaja dekadé, samazinoties izcenojumam un pieaugot genétisko analizu
iespgjam, kopuma izvert€jot parmantotas genétiskas izmainas, izmainas audz€ja S$tinas un
epigenétiku, bls iesp&jams veidot jaunas, uz pacientu vérstas, specifiskas terapijas shémas
(CH Pui & Evans, 2013).

2.9. Komplikacijas

Agrina komplikacija var but tumora lizes sindroms (attistas, parak atri sabriikot
audzgja Sunam), kas raksturojas ar hiperurikémiju, hiperkalémiju, hiperfosfatémiju un
hipokalciemiju. Kalija Itmenis paaugstinas, jo tas atbrivojas no liz€tiem limfocitiem, ka

rezultata samazinas nieru funkcija. Tumora lizes sindroms var bt dzivibai bistams
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(Rajendran et al., 2013). Vel pie agrinajam komplikacijam var bt blastu veidota obstrukcija,
kuras dgl attistisies mikrocirkulacijas traucgumi, piem&ram, venozas trombozes (ipasi
pacientiem, kas arstéti ar asparginazi); ka ari terapijas laika var attistities séniSu, virusu un
bakterialas infekcijas (Arceci et al., 2006).

Neraugoties uz sekmigu arstéSanu, b&rni péc terapijas nonak arstu uzraudziba ar
studzibam, kas ir pasas leikozes vai tas terapijas izraisitas sekas. Terapijas rezultata var rasties
trauc€jumi centralaja nervu sist€éma, kas var izpausties arT ka neiropsihologiski traucgjumi, kas
biezak izpauzas meiteném. Bérniem var rasties endokrini trauc€jumi, piemeéram, aptaukosanas
un hipotireoze; pacientiem, kas parslimojusi ALL, ir raksturigs mazs augums, ta¢u nav
pietiekami daudz datu par augsanas hormona terapijas dros§ibu attieciba uz recidiva risku.
lespgjama avaskularas nerozes attistiba. Alkaliz€joso agentu d€l pacientiem var but
samazinata augliba. Starp komplikacijam vél japiemin péc terapijas kardiomiopatijas risks,
osteoporoze, galvas smadzenu audzgji péc apstaro$anas, mielodisplastiksais sindroms (Voiite,

2005).

2.10. Prognoze

Atbildes reakcija uz terapiju dazadiem individiem pat ar vienadu genétisku subtipu var
bt atSkiriga, dal&ji tas ir saistits ar meérksiinu, kura notiek laundabiga transformacija, un dalgji
tas ir saistits ar dazadu “driver” jeb palaidéjmutaciju esamibu (CH Pui & Evans, 2013).

Pacientu dzivildze un recidiva risks ir atkarigs no daudziem faktoriem. Vairakas
pétnieku grupas ir izstradajuSas augsta riska leiké€mijas krit€rijus. Kopuma literatiira ir
atrodami vienpadsmit riska grupu stratifikacijas kriteriji.

Berlines-Frankfurtes-Minsteres BFM -95 grupa augsta riska stratifikaciju balstas uz
tris kritérijiem: MRD 33. diena, Filadelfijas hromosomu jeb t(9;22)(q23;p13) un translokaciju
starp 4. un 11. hromosomu t(4;11)(q21;g23). Sadiem augsta riska pacientiem péc literatiiras
datiem 6 gadu notikumiem brivais periods ir tikai 49,2% =+ 3,2%, kas ir viens no
aprakstitajiem, salidzinot ar citam grupam, kas riska stratifikacijai izmanto citus parametrus.

Vienu no jaunakajiem augsta riska grupas stratifikacijas krit€rijiem 2008. gada ir
izstradajusi Bérnu onkologijas grupa (COG), kur augsta riska kritériji ir: vecums diagnozes
bridi > 10 gadiem, leikocTtu skaits > 50 000, bez papildus citogenétiskam izmainam ar sliktu
prognozi. COG loti augsta riska grupas kritériji ir: nesekmiga indukcijas terapija, Filadelfijas
hromosomas klatbiitne, izteikta hipodiploidija (< 44 hromosomam), MLL un/vai MDR > 0,1%
p&c indukcijas (Bhojwani et al., 2009).
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Hromosomalas izmainas ir neatkarigs indikators prognozes noteikSanai un recidiva
riska noverteSanai. Riska stratifikacijai tiek izmantots hromosomu kopéjais skaits leikemoidas
Stinas (Inaba et al., 2013).

Meiteném ir nedaudz labaka prognoze neka zéniem (CH Pui et al., 1999). Baltas rases
parstavjiem ir labaka prognoze, salidzinot ar melnas rases parstavjiem un spanu izcelsmes
individiem, bet sliktakas salidzinajuma ar aziatiem (Kadan-Lottick et al., 2003). Kopuma pé&c
jaunakajiem literatiiras datiem, izdzivoSanas varbiitiba pacientiem ar ALL ir 90% (Inaba

etal., 2013).

2.11. Recidivs

Neskatoties uz intensivo terapiju, 25-30% bérnu piedzivo kaulu smadzenu recidivu,
kas var but izoléts (tikai kaulu smadzenés) vai kombinéties arT ar citam stidzibam (Celkan
et al., 2005). Bérniem, kuriem recidivs attistas seSu ménesu laika p&c terapija pabeigSanas, ir
loti slikta prognoze, un $adiem pacientiem jadoma par kaulu smadzenu transplantaciju. Ja
recidivs attistas seSus ménesus pec terapijas beigam, prognoze ir labaka, tomér nepiecieSams
terapija izmantot citu protokolu.

Ka atseviskas grupas izcelamas CNS un se€klinieku recidivs (Celkan et al., 2005).

P&tijuma, kuru veica Mullighan ar kolégiem, kura vini analiz€ja genétiskas izmainas
leikozes recidiva Stnas, tika identificétas 52 somatiskas mutacijas 32 dazados génos, nO
kuram lielaka dala iepriek§ nebija diagnosticétas leikemoidas Stinas — 18,3% recidivu
gadijumos bija mutacijas géna CREBBP (CAMP-response element-binding protein), kas
autoriem lauj domat, ka, iesp&jamas ari citas genétiskas izmainas, kas saistamas ar terapijas
neizdosanos. P&tijums norada, ka mutativa mainiba un epigenétiska mainiba recidiva
gadijuma var€tu bt plass pétijumu lauks nakotng, pareizai terapijas pieejai (Mullighan,

Zhang, et al., 2011).

2.12. Etiopatogeneze

Precizi patogenétiski mehanismi, kas noved pie ALL attistibas, nav zinami. Mazak
neka 5% gadijumu ALL saistas ar genétiskiem sindromiem, ka Dauna sindroms, Blima
sindroms, ataksija — teleangiektazija vai Nimegenas hromosomu trausluma sindroms (CH Pui
et al., 2008). Bérniem ar Dauna sindromu ir desmit lidz divdesmit reizu lielaks risks saslimt
ar aktitu limfoblastu leikozi, salidzinot ar populaciju (Seif, 2011). Bé&rniem ar Dauna sindromu
ir sliktaki terapijas rezultati, jo vérojama biezaka rezistence pret noziméto terapiju, ka art

augstaka ar terapiju saistita mirstiba (Buitenkamp et al., 2014).
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Uzskata, ka akiitas limfoblastu leikozes attistiba ir saistita ar genétiskiem bojajumiem,
kas rodas T vai B leikocttu prekursoru $tinas, kas noved pie to neierobezotas pasatjaunosanas
un/vai tadam genétiskam izmainam, kas noved pie talakas diferenciacijas apstasanas
(Mullighan, 2012). B limfocitu priekste¢i spéj dalities ar atrumu — 10! jaunas §iinas vienas
dienas laika. Nemot véra So Tipatnibu, tiek uzskatits, ka, lai attistitos leikémija, ir
nepiecieSamas skaitliski mazak gené&tiskas izmainas, salidzinot, piemé&ram, ar solidiem
tumoriem, kuru attistibai nepiecieSams So metastatisko daliSanas veidu nodroSinat caur

genétiskam mutacijam (Wiemels, 2012).

2.12.1. Citogenétiskas izmainas lekemoidas Suinas

Apméram 75% no visiem akiitas limfoblastu leikozes gadijumiem ir sastopamas
citogenétiskas izmainas, kas ir nosakamas, izmantojot kariotipa analizi, flouriscento in situ
hibridizaciju (FISH) vai molekularas metodes.

Hiperdiploidija ir hromosomu skaits, kas ir lielaks par 50, kas parasti saistams ar labu
prognozi, ipasi, ja kombingjas ar 4., 10., 17., vai 18. hromosomas trisomiju (Nachman et al.,
2007). Hiperdiploidiju sastop apméram 33% B limfocitu priekStecu ALL gadijumos, ar
biezaku sastopamibu starp z&€niem, gados jaunakiem b&rniem un ar zemu leikocttu skaitu
prezentacijas bridi. Dastugue ar kolégiem pierada, ka prognoze uzlabojas, pieaugot
hromosomu skaitam — ja kariotipa tika atrastas 58 — 66 hromosomas, seSu gadu dzivildze bija
100% (Dastugue et al., 2013).

Hipodiploidija ir hromosomu skaits, kas ir mazaks par 46 hromosomam.
Hipodiploidija ir saistita ar augstu terapijas risku un sliktu prognozi, jo mazak hromosomu
Stna, jo sliktaka prognoze. P&c literatiras datiem hipodiploidija sastopama apméram 5%
pacientu, neatkarigi no vecuma, kas tiek sikak iedalita: augsta diploidija (42 — 45 hromo-
somas), zema diploidija (33 — 39 hromosomas) un gandriz haploidija (23 — 29 hromosomas),
kas ir sastopama gandriz tikai bérnu vecuma (Nachman et al., 2007).

Salidzinot kliniskos iznakumus, ir aprakstits, ka, mazak samazinoties hromosomu
skaitam leikemoidas $iinas, pasliktinas prognoze, pieméram, be&rniem, kuriem bija 25-39
hromosomas, tris gadu notikumiem brivais periods bija tikai 29%, bet bérniem ar hromosomu
skaitu 42 — 45 hromosomas, tas jau bija 66% (Harrison et al., 2004).

Visbiezakas hromosomalas izmainas akiitas leikémijas gadijjuma ir translokacijas un
delécijas. Gadijumos, ja delécija skar audzgja supresora génu, tiek zaudéta kontrole par Stinas
ciklu, un notiek nekontroléta $tiinu augSana. Translokacijas, kuru rezultata rodas saliktie géni
jeb himérgéni, nosaciti iedala divas grupas: pirma, kad géni zaudé normalo transkripcijas

kontroli un tiek translocéti uz lokusu, kur promoteri nepieméroti aktivé to transkripciju; otra,
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kad translokacijas rezultata izveidotais himérgéns kodé jaunu produktu, kas kavé normalu
Stinu izdzivosanu, proliferaciju un diferenciaciju, respektivi, no proonkogéna veidojas
onkogéns (Runge & Patterson, 2006).

Visbiezak sastopama translokacija, kas atrodama leikemoidas Stnas b&rniem Iidz
10 gadu vecumam, ir t(12;21)(p13;922): TEL-AML1 (ETV6 — RUNX1) (K. M. Walsh et al.,
2014). Kopuma $T translokacija sastopama apméram 25% no visiem saslim$anas gadijumiem
un tiek saistita ar labu prognozi (Martineau et al., 2005). ETV6-RUNX1 him@rgéna attistiba
tiek aprakstita jau intrauterini, ka iesp&jamais iemesls preleikémisku klonu produkcijai, ka
rezultata var attistities leikoze, ja papildus tiek uzkratas pietickami daudz genétiskas izmainas
(Kantner et al., 2013).

Monozigotisko dvinu leikemoidas $tinas konstatgja, ka ALL konkordantajam parim
translokacijai ir pilnigi identisks lizuma punkts (tada atradne bija ari MLL géna gadijuma).
Lai gan monozigotiskie dvini ir genétiski identiski, himérgénu lizuma punkti nav mantoti, jo
citogenétiskas izmainas izztd remisijas gadijuma. Vienigais ticamais izskaidrojums, kapéc
dviniem konstaté vienadus lizuma punktus génos, ir, ka himérgéns ir veidojies vienam no
dviniem viena cilmes $iina jau intrauterini, talak §is §linas meit§tina ir nonakusi otra dvina
asinsrite, visticamak caur anastomoz€m, kas eksisté monohoriona gadijuma. P&tnieki izsaka
hipotézi, ka §is kliniski nenozimigais preleikémiskais klons var but iesaistits leikozes attistiba
jebkura postnatalas attistibas vecuma, laika posma no divu ménesu lidz pat cetrpadsmit gadu
vecumam. Bérniem, kuriem attistas leikoze, leikemoido §Gnu linija lazuma punkta vieta ir
tada pati ka asins parauga, kas analizéts pirms leikozes attistibas. ST atradne norada uz
prenatalo notikumu nozimigumu (M Greaves, 2002). Mutacijas vai MLL him@rgéns var bt
pietickams, lai izraisitu malignitati, kam nav nepiecieSami papildus notikumi, tas izskaidro
augsto konkordanzi starp monozigotiskiem dviniem. Tom&r mehanisms nav pilniba skaidrs,
pastav idavs hipotézes pirma, ka tiek trauceta dubultspiralu parravuma atpazisana, otra, tiek
traucéta Stinas kontrolpunktu darbiba (Moricke et al., 2008).

Vairakas pétnieku grupas analiz&jusas himérgéna (ETV6 — RUNX1) sastopamibas
biezumu jaundzimus$o asinis, bet petijumu rezultati ir neviennozimigi. Viena no p&tjjumiem
ETV6 — RUNXL atrod 2% veselu jaundzimu$o (Zuna et al., 2011), bet, palielinot p&tamo
grupu, hromosomalas aberacijas biezums ir tikai 0,64% (Lausten-Thomsen et al., 2011).

Vairakas publikacijas ETV6 — RUNX1 tiek uzskatits par iesp&jamo “pirmo soli”
leikemogenéze, kas attistas intrauterini (Morak et al., 2013). Pre-B stinu limfoblastu leikozes
Stinas biezi atrodama ar1 otras ETV6 aléles delécija vai himérgéna veidoSanas, kas liecina par

iesp&jamu §1 lokusa nozimigumu arT talaka leikemogenézes norisé (Harrison et al., 2010).

30



Filadelfijas hromosomu jeb translokaciju t(9;22)(q23;p13), kuras rezultata veidojas
himérgéns BCR-ABL1, sastop apméram 25% gadijumos ALL pieauguso vecuma, bet bérnu
vecuma tas sastopamibas biezums ir tikai 3 — 4%. Sastopamibas biezums pieaug, pieaugot
bérna vecumam. Filadelfijas hromosoma ir saistama ar sliktu prognozi. Prognoze ir uzlabo-
jusies, kop$ Filadelfijas hromosomas pozitivas leikozes terapija pievieno tirozinkinazes
inhibitorus (piemé&ram, imatinibu). Sobrid hematopogtisko cilmes $tinu transplantacija vairs
nav nepiecieSama visiem bérniem ar Filadelfijas hromosomu. Kopuma prognoze ir sliktaka,
salidzinot ar individiem, kuriem ir citas citogenétiskas izmainas (Bernt et al., 2014). Parasti
Filadelfijas hromosomas pozitiviem pacientiem diagnozes bridi ir lielaks leikocTtu skaits un
biezaka CNS iesaiste (Mullighan, 2012).

P&ttjuma, kura bija ieklauti 735 bérni ar akiitu limfoblastu leikozi, kuru veica St. Jude
slimnica, analiz€jot translokacijas (1;19)(q23;p13) TCF3-PBX1 sastopamibas biezumus to
(Jeha et al., 2009). Pétijuma rezultati pierada, ka t(1;19) ir saistama ar labu prognozi,
bet biezak sastopamu CNS iesaisti (Felice et al., 2011), ka ari CNS recidivu (Jeha et al.,
2009). Precizi dati par translokacijas izplatibu baltas rases vidi nav zinami, bet Austrija
veikta pétijuma, kura iesaistiti 859 bérni, hromsomalas aberacijas biezums bija 3,6% (Kager
et al., 2007).

Translokacija t(4;11)(q21;q23) rezultgjas himeérgéna MLL-AF4 jeb MLL, ko sastop,
galvenokart, bérniem lidz viena gada vecumam, un ta ir saistita ar labu prognozi. Bérniem
l1dz seSu méneSu vecumam ar ALL MLL-AF4 atrod 50% gadijumu. P&c viena gada vecuma §1
translokacija ir sastopama tikai 2% gadijumu un saistita ar sliktu prognozi (Mann et al.,
2007).

Intrahromosomala 21. hromosomas amplifikacija, kad tiek amplificéts regions 5,1 Mb
(mega bazu) garuma, ir sastopama apmeéram 2% gadijumu, ka rezultata genoma ir tris vai
vairak géna RNUX1 kopijas. Tipiski pacienti ar $o citogenétisko izmainu ir vidéji devinus
gadus veci, un manifestacijas bridi sastop zemaku leikocitu skaitu. Pacientiem ar
21. hromosomas intrahromosomalu amplifikaciju ir slikta atbildes reakcija uz standarta
terapiju, bet, arstgjot péc augsta riska protokola, recidiva risks samazinas (Harrison et al.,
2014; Moorman et al., 2007).

2.12.2. Submikroskopiskas genétiskas izmainas

Pétijumi parada, ka bez hromosomalam izmainam, kuras ir Joti nozimigas precizai
diagnostikai un riska izvértéSanai, nozimiga loma ir ari genétiskam izmainam, kas nav

identificgjamas citogenétiski. ALL gadijuma, salidzinajuma ar solidiem audzg&jiem, genoma
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nestabilitate ir salidzinosi reta, videji seSas lidz astonas DNS kopiju skaita izmainas (kopiju
skaita samazinaSanas vai palielinasanas) vienam individam (Mullighan & Willman, 2011).
P&ttjumi pierada, ka del&cijas ir biezak sastopamas, tas parasti ir neliela izméra (< 1 Mb) un
biezi atrodas viena géna robezas (JJ Yang et al., 2008).

Submikroskopisko genétisko izmainu skaits ir saistits ar ALL subtipu, MLL gadijuma
atrod tikai atseviskas izmainas, bet, pieméram, ETV6-RUNX1 un BCR-ABL1 leikémijas
gadijuma, sastop pat vairak neka astonas submikroskopiskas izmainas (Mullighan & Willman,
2011; Schwab et al., 2013).

Pé&tnieki ir identificjusi vairak neka 50 regionus, kuros var rasties DNS kopiju skaita
izmainas. Pre-B Sinu ALL gadijuma, nozimigakas un biezak sastopamas ir génos — PAXS,
IKZF1, CRLF2, JAK1/JAK2 un CREBBP (Inaba et al., 2013). Vairakiem géniem, kas ir
iesaistiti Sajas submikroskopiskajas izmainas, ir zinama nozime leikemogen&zeé. Apméram
60% gadijumu pre-B Stinu ALL konstatéto izmainu skar génus — PAX5, IKZF1, EBF1 un
LEF1, kuri ir iesaistiti normala B limfocitu attistiba. Visbiezakas sekvences variacijas ir
funkcijas zuduma mutacijas ar dominanti negativas al€les veidoSanos, kas bloké normalu
limfocttu attistibu (Mullighan et al., 2007).

Géna PAX5 mutacijas atrod 32% ALL gadijumu (Woo et al., 2014). Mutacija
Gly183Ser heterozigotiska stavokli predisponé leikozes attistibu, kas pieradits p&tijuma ar
divam, sava starpa neradnieciskam gimeném, ar puertorikanu un Amerikas — afrikanu
izcelsmi, kas varétu noradit uz géna PAX5 lomu iedzimta ALL predizpozicija (Shah et al.,
2013).

Apméram 7% gadijumu pre-B Stinu ALL gadijuma un 50% gadijumu pre-B ALL
kombinacija ar Dauna sindromu, izmainas citokina receptoram lidziga faktora 2 (CRLF2)
ekspresija. Parmeériga géna CRLF2 ekspresija saistas ar sliktu prognozi un augstaku recidiva
risku (Cario et al., 2010). Apméram pus€ gadijumu, kad ir citokina receptoram lidziga faktora
2 izmainas, atrod arT izmainas Janus kinazi kodgjoSos génos JAKL un JAK2, visbiezak tas
ir nukleotidu nomainas, kas izraisa aminoskabes nomainu polipeptida, kas ar1 saistamas ar
sliktaku prognozi (Mullighan, 2013).

Apméram 4% pre-B Stinu ALL gadijuma pacientiem konstaté géna ERG intragénu
del&ciju, ka rezultata tiek sintezéts defektivs proteins (biezak sastopama salidzinosi vecakiem
bérniem). 40% gadijumu to sastop kopa ar deléciju géna IKZF1. ERG intragénu delécija
asocigjas ar labu prognozi, pat gadijumos, ja novéro art deléciju géna IKZF1 (Zaliova et al.,
2014).

2.3. attela attelota apla diagramma, kura apvienotas B un T $tinu leikozes biezakas

genétiskas izmainas péc literatiiras datiem.
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2.3. att. Biezakas genétiskas izmainas B un T $iinu akitas limfoblastu leikozes gadijuma

2.12.3. Genoma plaSos asociaciju petijumos identificetie aleliskie varianti

Pirmaja genoma plasaja asociaciju pétjjuma, kuru veica Trevino ar kolégiem, tika
analizéti 307 944 alliskie varianti 317 bérniem, kuri bija slimojus$i ar akiitu limfoblastu
leikozi un 17 958 veseliem individiem. P&étijuma tika identificéti 18 géna aléliski varianti,
kuru alglu sastopamibas biezums p&tijuma un kontroles grupai atikiras ar ticamibu p< 1x10°.
Petijuma tika identificéta al€lisko variantu rs10821936 — NM_032199.2:¢.502+23410C>T
retak sastopama aléle (MAF) C = 0,36, (p = 1,4 x 10 OR = 1,91 95% CI 1,6-2,2) un
rs10994982 — NM_032199.2:¢.502+9937A>G MAF G = 0,43 (p = 5,7 x 10° OR = 1,61
95%CI 1,3—1,9) saistiba ar paaugstinatu risku saslimt ar ALL. Identificétie aléliskie varianti
savstarpgji atrodas nelidzsvarota saistiba (LD — linkage disequilibrium) (r> = 0,42,
P<1x10719),

Abi iepriek$ minétie aléliskie varianti ir lokalizeti géna ARID5B (AT rich interactive
domain 5B) tresaja introna (Trevino et al., 2009). AT — bagatais interaktivais doméns 5B
pieder pie ARID génu gimenes, kas péc funkcijas ir transkripcijas faktori, kuriem ir nozimiga
Lai gan preciza ARID5B loma ALL patogenézeé ir neskaidra, zinams, ka pelei, kurai
nefunkcioné Sis géns (knockout), ir B limfocttu attistibas anomalijas (kaulu smadzengs véro
samazinatu pro B $tinu skaitu (Lahoud et al., 2001).

Sobrid ir skaidrs, ka izmainas, kas ietekmé géna funkciju, varétu ietekmét ALL

attistibas risku (Gutierrez-Camino et al., 2013). Trevino un kolégu atradne ir replicéta
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vairakos pétijumos. GUO un kolégi sava meta analizes pétijuma, kura analizéti trispadsmit
gadijuma — kontroles pétijumi, pierada géna al€liska varianta rs10821936 statistiski nozimigo
saistibu ar ALL attistibas risku (p < 0,0001; OR=1,27; 95%CI, 1,17-1,37) (Guo et al.,
2014). Savukart Zeng un kolégu veiktaja meta analizes pétijuma, kura ieklauti 16 gadi-
juma kontroles pétijumi, tiek pieradita divu citu treSaja introna lokalizétu alElisko
variantu saistiba ar ALL attistibas risku: rs10994982 (p < 0,00001), rs7089424 -
NM_032199.2:¢.503-7691T>G MAF G = 0,37 (p < 0,00001) (Zeng et al., 2014).

Viens no aléliskiem variantiem, kuram ir pieradita cieSa saistiba ar ALL attistibas
risku, ir rs4132601 NM_001220765.2:c.*2279T>G, MAF G = 0,22, kur§ lokalizéts géna
IKZF1 3’ netranslgjama regiona. 2009. gada pirmoreiz publicéti dati no GWAS, kuros
analiz&ti 907 pacientu un 2 398 kontroles individu paraugi, kad pétnieki identificé al€liska
varianta saistibu ar leikozes attistibas risku (OR=1,69, C195% 1,58-1,81, p = 1,20 X 10'19).
Petijuma autori izsaka hipotézi, ka al€liskais variants, lai gan tieSi neietekm& Ikaros
funkcionalitati, var bt saistits ar ta izmainitu ekspresiju. Lai pieraditu, ka al€liskais variants
ietekmé IKZF1 ekspresiju, pétnieki analizéja mRNS ekspresijas ItTmeni EBV tranformétos
limfocitos un secindja, ka ekspresijas limenis statistiski ticami (p = 0,005) ir saistits ar
genotipu. Ekspresijas limenis at$kiras heterozigotiem un homozigotiem (dose dependent).
(Papaemmanuil et al., 2009).

Petijuma, kur§ publicéts 2014. gada nogalg, ieklauts 21 pétijums, kura analiz&ts
rs4132601 biezums 5823 ALL pacientiem un 11 393 kontroles individiem. Minétaja petijuma,
analiz&ot péc visiem statistikas modeliem, variants saglabaja statistisko ticamibu ka
iespgjama ALL riska al€le (p < 0,001 OR 1,44 95%CI (1,31-1,59) (Dai et al., 2014).

leprieks aprakstitaja GWAS pétnieki pieradija leikozes attistibas riska saistibu arT ar
14. hromosomas gara pleca lokusa 11 lokalizéta géna CEBPE (CCAAT/enhancer binding
protein (C/EBP), epsilon) alélisko variantu rs2239633 NM_001805.3:c.-757C>T MAF
A=0,35(p=2,88x10"0OR = 1,34, 95% CI 1,22-1.45) (Papaemmanuil et al., 2009).

Geéna CEBPE algliska varianta rs2239633 saistiba ar leikozes attistibas risku replicéta
vairakos pétijumos. Meta analizes pétijuma, kura analizeti vienpadsmit gadijuma — kontroles
petijumi (kopuma ieklauti - 5 639 leikozes pacienti un 10 036 kontroles individi), aléliskajam
variantam ir statistiski ticama saistiba ar leikozes attistibas risku (p < 0,01 OR = 1,29, 95 %
Cl 1,15-1,44) (C Wang et al., 2014).

Geéns péc savas bitibas ir cinka pirkstu hematopo@tiskais un apoptozes regulators, kurs§
ekspres€jas mieloidas rindas $tnas (Kyle M. Walsh et al., 2014). Defektiva proteina gadijuma

tiek blokéta granulocitu nobrieSana un mielodisplazija, kas norada uz ta batisko lomu
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mielopoéze€. Noteikts proteina Iimenis ir biitisks pietickama citokinu (pieméram, IL 4, ILG6,
IL12, audzgja nekrozes faktora a (TNF o)) Iimena nodrosinasana (Yamanaka et al., 1997).

Algeliskais variants rs2239635, kas lokalizéts géna CEBPE, sagrauj kanonisko
transkripcijas faktora piesaistes vietu, kur piesaistas Ikaros (Kyle M. Walsh et al., 2014). Cita
pétijuma tiek pieradits, ka promotera lokaliz€tais al€liskais variants varétu regulét géna
CEBPE ekspresiju, savukart G al€les gadijuma palielinatos géna produkta apjoms, kas varétu
veicinat leikemogenézi (Ryoo et al., 2013).

Sherborne un kolégi analizéja BFM grupas pé&tijumus, kuros tika analiz&ti trisdesmit
Cetri viena nukleotida al€liskie varianti 1 428 ALL gadijumiem un 1 516 kontroles
pacientiem. Trisdesmit ftrijiem no tiem nebija statistiski ticamas nozimibas, iznemot
rs3731217, kas lokalizéts géna CDKN2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) 1. introna.
Analizgjot apvienotos Spanijas (148 gadijumi un 187 kontroles), Ungarijas (550 gadijumi un
450 kontroles) un Kanadas (260 gadijumi un 266 kontroles) pétijumus, tika pieradita géna
algliska varianta saistiba ar ALL risku, kombinétais p = 3,01 x 10!, OR = 0,71, 95% CI
0,64 — 0,78 (Sherborne et al., 2010). Géni CDKN2A un CDKNZ2B ir lokaliz&ti 9p21 un tiek
raksturoti ka audzgjsupresorgéni (Sherborne et al., 2010). Ciklina atkarigie kinazes inhibitori,
taja skaita art CDKN2A, ir vieni no galvenajiem regulatoriem Siinas kontrolpunkta, kur $iinas
cikls no postmitotiska pariet sintézes faz€, to galvena darbiba ir, lai Stina neskeérsotu
kontrolpunktu ar DNS bojajumu vai atbildétu uz onkogéna signalu. P&tjjumi pierada, ka
aleliskie varianti, kas lokalizéti geénu CDKN2A un CDKN2B promoteros, sp€ negativi
ietekmét géna ekspresiju, tadejadi ietekmgjot Stinas cikla kontroli (Healy et al., 2007).

Géna CDKN2A mutacijam somatiskajas $tinas (tapat ka géna IKZF1) ir nozime ALL
patogenézé. Géna CDKN2A delécija homozigotiska vai heterozigotiska stavokli ir sastopama

lidz pat 33% no visiem pre-B siinu ALL gadijumiem (Sulong et al., 2009).

2.12.4. Aleliskie varianti génos, kas iesaistiti ksenobiotiku metabolisma
Géna MTHFR iespéjama iesaiste ALL etiopatogenéze

Viens no metabolisma celiem, kuram var€tu biit loma akiitas limfoblastu leikozes
attistiba, ir folata metabolisms, jo tam ir nozime DNS sintézg, laboSana un metilésana (Lupo
et al.,, 2012). Viens no bitiskakajiem enzimiem folata metabolisma cela ir metiléna
tetrahidrofolata reduktaze (MTHFR), kas kataliz€ 5,10-metiléna tetrahidrofolata neatgrie-
zenisku reduc€Sanos par 5-metiltetrahidrofolatu, tadejadi kontrol€jot lidzsvaru starp DNS

metiléSanu un sintézi (Lightfoot et al., 2010).
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Geéns, kas kode MTHFR, ir lokalizéts 1. hromosomas 1saja pleca (1p36.3).
Divi  nozimigaki  al€liskie varianti Saja géna ir:  NM_005957.4:c.665C>T
(NP_005948.3:p.Ala222Vval) MAF A = 0,25 (rs1801133), ka rezultata 222. aminoskabg
alanins tiek aizvietots ar valinu un NM_005957.4:¢.1286A>C (NP_005948.3:p.Glu429Ala)
MAF G = 0,25 (rs1801131), ka rezultata 429. aminoskabé glutaminskabe tiek aizvietota ar
alaninu (Zintzaras et al., 2012). Ja individam al€liskais variants rs1801133 ir heterozigotiska
stavokli, enzimam piemit 70% no normalas aktivitates, bet homozigotiskiem individiem
enzima aktivitate ir tikai 30% (Jain et al., 2012). Savukart, ja individam al€liskais variants
rs1801131 ir homozigotiska stavokli, saglabajas apméram 60% no sakotn€jas enzima
aktivitates (Yousefian et al., 2014). Literatira ir aprakstits, ka géna alélisko variantu
rs1801133 un rs1801131 gadijuma statistiski ticami samazinas folata Itmenis seruma
(Zappacosta et al., 2014).

Folata deficits var izraisit deoksiuridina monofosfata piesaisti DNS kédei DNS
replikacijas laika, kas var novest pie DNS kédes parravumiem, hromosomalam translokacijam
un delécijam. MTHFR deficits veicina genoma hipometilaciju un genomisko nestabilitati
(Cadieux et al., 2006). Savukart, DNS hipometilacija var rezultéties proonkogénu
paaugstinata ekspresija un aktivizacija, tadejadi palielinot audzgja risku. Lidz ar to augstak
minétie aléliskie varianti, kas lokalizéti MTHFR géna, varétu modificét ALL risku (J Yan

etal., 2012).

Geéna MDR1 iespéjama iesaiste ALL etiopatogenéze

Géns MDR1 (multi drug resistance gene) kodé P glikoproteinu, kuram viena no
funkcijam ir aizsargat organismu pret ksenobiotikiem, kuriem var but mutagéna aktivitate
(Semsei et al., 2008). Lai gan joprojam nav patogenétiski izskaidrots, ka tieSi P glikoproteina
aktiviate ietekmé kancerogenézi, pétijumi ir pieradijusi, ka samazinata enzima aktivitate
predisponé vairakiem audz&ju veidiem, tadiem ka hepatokarcinoma, kolorektali audzg&ji un
aktita limfoblastu leikoze. (LH Wang et al., 2013). P&tijumi ar pelém, kuram ir neaktivs
enzims (knockout), ir pieradijusi, ka vinam simtkartigi palielinas jitigums uz neirotoksiku
pesticidu (ivermecitinu) un triskartigi — uz kancerostatisku medikamentu (vinblastinu). Stm
pelém noveroja ari paléninatu medikamentu eliminaciju, ka arm kumulativu pesticidu
toksicitati (Schinkel et al., 1994).

Geéna MDR1 ir aprakstiti vairak neka 50 al€liskie varianti (Ren et al., 2012),
visvairak  pétitie ir  NM_000927.4.c.2677T>A  (NP_000918.2:p.Ser893Ala)  un
NM_000927.4:¢.2677T>G (NP_000918.2:p.Ser893Thr ), aléliskais variants — rs2032582, ka
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rezultata alanins tiek nomainits ar serinu vai treoninu un klus€joSa mutacija
NM_000927.4:¢.3435T>C (NP_000918.2:p.lle1145=; rs1045642) (LH Wang et al., 2013).

Minétie aleliskie varianti ietekme& P glikoproteina aktivitati, piemeram, al€liskais
variants rs1045642 homozigotiska stavokli samazina enzima aktivitati par 10% (Sterjev et al.,
2012). Salidzinot matrices ribonukleinskabes (MRNS) un proteina Iimeni individiem ar un bez
polimorfisma, pétnieki atklaja, ka tas ir Iidzigs, bet proteinam bija izmainita konformacija.
P&tnieki izteica domu, ka reti izmantojama kodona klatbuitne ietekmé translacijas laiku un
P-glikoproteina inserciju membrana, tadejadi mainot substrata un inhibitora mijiedarbibas
vietas struktaru (Kimchi-Sarfaty et al., 2007).

Géna MDR1 alcliska varianta rs2032582 T aléle homozigotiska stavokli enzima
aktivitati samazina par apméram 34% (Llaudo et al., 2013). Samazinoties enzima aktivitatei,
samazinas P glikoproteina sp&ja izvadit toksiskos ksenobiotikus un apkartgjas vides

kancerogénus no $tinas (H Wang et al., 2012).

Génu GSTT1 un GSTML1 iespéjama iesaiste ALL etiopatogeneze

Arvides prokarcinogénus aktivé pirmas fazes enzimi, parvérSot tos starpproduktos,
talak tos atindé otras fazes enzimi, ieskaitot glutationa S transferazi (GST) (Chauhan et al.,
2012). Divi galvenie enzimi, kas pieder glutationa S transferazes klasei, ir GST mu-1
(GSTM1) un GST teta -1 (GSTTL1), kuri aizsarga DNS no bojajumiem, atind&jot daudzus
elektrofilus savienojumus, tos pievienojot glutationam, taja skaita ari aktivétus kancerogénus,
tapéc, lai pasargatu organismu no kancerogéniem, ir nepiecieSams pietickami augsts GST
enzimu limenis (Alves et al., 2002; D Liu et al., 2013). Apméram 20 — 50% individu ir
delécija génos GSTT1 un GSTML1, lidz ar to viniem nav aktiva viena vai abu enzimu (Dunna
et al., 2013), kas nosaka to, ka tie nespgj pietickami efektivi izvadit kancerogénus (LY Xu et
al., 2014). Individiem ar enzimu nulles alélém biezak veidojas somatiskas mutacijas un DNS

fragmenti, kas kovalenti saistiti ar kimisku vielu (DNA-adduct) (Q Tang et al., 2013).

Géna NQOL iespéjama iesaiste ALL etiopatogenéze

Géns NQO1 (NAD(P)H dehydrogenase, quinone 1) kode NAD(P)H dehidrogenazes
kvinonu 1. Kopuma ir aprakstiti vairak neka 93 al€liskie varianti, no kuriem viens no
visplasak pétitajiem ir NM_000903.2:c.559C>T (NP_001020604.1:p.Pro153Ser) jeb
rs1800566. Homozigotiskiem individiem péc T al€les tick zaudéta enzima aktivitate, jo pats
proteins klist nestabils (Ouerhani et al., 2013). Homozigotiskiem individiem enzima

aktivitate ir divi lidz Cetri procenti no normalas enzima aktivitates (Misra et al., 2000),
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heterozigotiskiem individiem enzima aktivitate ir tris reizes zemaka, neka homozigotiskiem
individiem péc C al€les (Zheng et al., 2014). NQO1 funkcija ir reducét un detoksificét
kvininus un to derivatus, lai aizsargatu Stinas no oksidativa stresa un kancerogenézes.
Algliskie varianti, kuri ictekmé enzima aktivitati, var predisponét audz&ju attistibu (S Yang
etal., 2015).

Meta-analizes pétijuma, kura tika analizti septinpadsmit pé&tjjumi, kuros kopuma
ieklauti 2264 leikozes pacienti un 3798 kontroles individi, tika pieradits, ka aléliskais variants
rs1800566 ir akiitas leikozes riska faktors. Analizgjot atseviski pediatrisko populaciju, T aléle
homozigotiska stabokli statistiski ticami bija saistita ar paaugstinatu leikozes risku (OR = 1,35

95%CI 1,05-17) (C Li et al., 2014).

Géna IL 15 iespéjama iesaiste ALL etiopatogenézé

Literatiira ir aprakstits, ka géna IL15 kod&tais produkts ir interleikins 15 (IL15). IL 15
ir pleijotrops citokins, kur§ pec struktiiras un receptoru komponentiem ir loti lidzigs IL 2.
Abiem Siem citokiniem ir butiska loma imiinas sisteémas regulacija (Williams et al., 2014).

IL 15 ietekm& normalu T un B limfocitu, neitrofilu un NK proliferaciju, augsanu un
diferenciaciju (Agostini et al., 1997; Fehniger et al., 2001). Mijiedarbojoties ar interleikina
divi receptoru (IL-2R), IL 15 regul€ neoplastisko proliferaciju (Trentin et al., 1996).

Petfjumi pierada, ka ALL Siinas liela daudzuma tiek ekspreséts IL 15 receptors alfa.
Arvien vairak pieradijumu liecina, ka ar membranu saistitais IL 15 tiek prezentéts blakus
esosam Stnam, kuras eksprese IL 15 receptoru alfa, tad€jadi izmantojot Slinas — Silinas
kontaktu, proliferaciju un signalsistému. IL 15 proteins, kur§ ir saistits pie membranas,
piedalas génu darbibas regulacija. Tadejadi IL 15 var€tu biit saistits ar ALL progreséSanu,
ietekméjot leikemoido S$iinu izvietoSanos, augSanu un izdzivoSanu, ka ari infiltraciju
(Wu et al., 2010)

IL 15 inducé ERK1/2 un STATS (Signal Transducer and Activator of Transcription 5)
fosforilaciju, abi So proteinu signalceli ir iesaistiti ALL patogenézé. Konstitutiva
Raf/Ras/MEK/ERK cela aktivacija ir raksturiga tieSi beérnu vecuma leikozei. STATS
aktivacija biezi ir saistita ar augsta riska leikozi — Filadelfijas hromosomas pozitivu vai
Filadelfijas hromosomai lidzigo, kas saistitas ar augstu recidiva risku un MRD.

Divos, savstarpgji nesaistitos GWAS pétijumos géna IL15 aléliskie varianti tika
identificéti ka markieri leikozes attistibai un nesekmigai indukcijas terapijai (Williams
etal., 2014).

Analizgjot IL15 alélisko variantu saisttbu ar ALL attistibas risku pieauguSajiem,

petnieki identific€ja divus al€liskos variantus, kas statistiski ticami bija saistiti ar paaugstinatu
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leikozes attistibas risku (rezultati att€loti tabula 2.1). Lin un kolégi sava pétijuma analizgjot
piecus gena aléliskos variantus (rs10519612, rs10519613, rs35964658, rs17007695 un
rs17015014), kas lokalizeti IL15 kod&josa géna, atklaja, ka al€liskie varianti rs10519612 un
rs17007695 ir statistiski ticami saistiti ar palielinatu leikozes attistibas risku pieaugusajiem
(D Lin et al., 2010). Otraja p&tijuma pé&tnieki pierada interleikina alélisko variantu saistibu ar
minimalo rezidualo slimibu. Analiz€jot piecu géna alélisko variantu saistibu ar minimalo
rezidualo slimibu (rezultati att€loti 2.1. tabula), p&tnieki konstatja, ka Sie SNP atrodas

nelidzsvarota saistiba (r? 0,48 — 0,97) (JJ Yang et al., 2009).

2.1. tabula
Literatiira aprakstitie |1 15 alélisko variantu saistiba ar akiitu limfoblastu leikozi
Alsliskais HGVS MRD sails:)tiba ar ILISQ - ALL saistiba aréII;ZIS
variants nosaukums MAF vértiba 95% ClI P vértiba 95% ClI
rs10519612 NM_000585.4:c.3 | C0,13 1,03 x 2,42 4,2 x 1,37 (1,01-1,87)
79-190A>C 1073 (1,41, 4,15) 10-2
rs10519613 NM_000585.4.c.* | A0,13 8,62 x 2,18 1,5 x 1,26 (0,92-1,72)
83C>A 10 (1,3,368) |10t
rs17007695 - C0,10 1,31 x 2,67 4,1 % 1,38 (101-1,88)
10 (1,53, 4.68) | 102
rs35964658 - G012 1,27 x 2,38 1,9 x 1,23 (0,91-1,68)
10 (1,38,41) | 10t
rs17015014 - C0,19 1,11 x 2,2 7,3 % 1,06 (0,78-1,43)
104 (1,42,341) |10%

IL 15 tiek uzskatits par specigu iekaisuma citokinu, kas sp&j destabiliz&t hromosomas
un inducét kancerogenézi ka ari kontrol&t laundabigu $tinu proliferaciju, ietekmgjot audzgja
vidi un im@ino sistému (Zarogoulidis et al., 2014).

Joprojam nav precizi zinams vai IL 15 al€lisko variantu asociacija ar ALL ir saistita ar
ta tieSo biologisko funkciju, tada gadijuma IL 15 tiesi iedarbotos uz leikemoidiem blastiem.
Vai IL 15 iedarbiba ir netieSa — modulgjot imiino sist€ma, tomér iesp&jama ir abu So celu

kombinacija (Williams et al., 2014).

2.12.5. Citi faktori, kas potenciali ietekmé akiitas limfoblastu leikozes attistibas risku

Ir aprakstiti vairak neka 20 iesp&jamie ar&jas vides riska faktori, kas varétu ietekmét
leikozes attistibas risku, tacu tikai daZi no Siem petijumu rezultatiem ir replicéti vai ari tiem ir
biologiska ticamiba. Ka viens no ticamakajiem agentiem tiek minéta infekcija (Inaba et al.,
2013). Greaves ar kolégiem izvirza ta saukto “aizkavétas infekcijas” hipotézi: ja infekciozie
agenti iedarbojas bérna dzives loti agrinaja posma, tad leikozes attistibas risks ir samazinats,
jo tas modulé imiinas sistémas nobriesanu. Veélina infekcijas ekspozicija potencé leikozes
attistibu, netiesi veicinot leikemogenézi. No otras puses eksisté Smith hipotéze, kas apgalvo,

ka onkogenie virusi, ar kuriem infic€jas intra uterini vai dzives pirmaja gada, sp€j inficet
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nenobriedusos limfocitus un veicinat leikemogenézi, tieSi ietekmé&jot transformacijas
mehanismu (Morales-Sanchez et al., 2014). Meta-analizes pétijums, kura tika analizéts ALL
sastopamibas biezums bérniem, kas apmekl& pirmskolas vecuma b&rnu iestadi agrina vecuma
(Iidz divu gadu vecumam), salidzinajuma ar bérniem, kuri neapmeklg, tika atrasta statistiski
ticama at8kiriba, ka agrina infekcijas ekspozicija samazina ALL risku; kopuma pétijuma tika
analiz&ti 6 108 ALL pacienti (Urayama et al., 2010).

Epidemiologiskie p&tijumi ir pieradijusi, ka pastav saistiba starp joniz&joso starojumu
un akiitas limfoblastu leikozes attistibas risku, pieméram, Hirosima un Nagasaki saslimSanas
limenis ar leikozi bija divdesmit reizu augstaks ka populacija. Visparliecinosakie pieradijumi
ir tiesi par postnatalu jonizgjosa starojuma ekspoziciju un ALL risku (Belson et al., 2007).

Starp akiitas limfoblastu leikozes attistibas riska faktoriem tiek minéts ari liels
dzimsanas svars, bet jaunakos pétijumos vairak véra tiek nemts — liels gestacijas vecumam.
Meta — analizes pétijuma par asociaciju starp ALL attistibas risku un dzimsanas svaru, kas ir
liels gestacijas vecumam, pétijuma ieklauti 7 348 ALL pacienti un 12 489 veseli kontroles
individi no 12 pétijumiem, un atrasta statistiski ticami rezultati leikozes attistibas riskam
bérniem, kuri ir lieli gestacijas vecumam, salidzinajuma ar bérniem, kas ir atbilstosi gestacijas
vecumam OR 1,24 ( 95% CI 1,13 — 1,36). Interesanti, ka statistiski ticami rezultati ir grupa,
kura ALL attistas péc viena gada vecuma, bet, atseviski izdalot B Stinu ALL, statistiska
ticamiba saglabajas OR 1,2 (95 % CI 1,09 — 1,33). P&ttjuma autori izsaka empirisku viedokli,
ka leikozes attistibas risks ir saistits ar insulinam lidzigo augSanas faktoru 1 (IGF-1), kas ir
iesaistits Stinu proliferacija un apoptozes novérSana. IGF1 limenis bérniem, kas ir mazi
gestacijas vecumam, ir zemaks, salidzinot ar bérniem, kas ir lieli gestacijas vecumam. Vel
citos pétijumos pieradita IGF iesaiste normala un laundabiga hematopoéze — jo augstaki IGF
Iimeni, jo mazaka iesp&amiba, ka mutaciju saturoSie B limfocitu prieksteci ies boja apoptozes
cela, Iidz ar to ir lielaks ALL attistibas risks (Milne et al., 2013).

ALL risks tiek saistits arT ar mates faktoru, piemeram, ar iepriek§ mirusu augli, kas
varétu bt saistits ar genétisku predispoziciju vai argjas vides ietekmi. Ka viens no
iesp&jamiem riska faktoriem tiek minéts ari liels mates vecums, iesp&jamais patogenétiskais
mehanisms ir hromosomala neatieSana mejozes laika, ka ari citu iemeslu izraisits DNS

bojajums (Mejia-Arangure et al., 2003).
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3. MATERIALS UN METODES

3.1. Materials

Petijuma ieklauti pacienti, kuriem laika posma no 2005. gada lidz 2014. gada julijam
diagnosticéta B limfoblastu priekStecu Stinu leikoze Bérnu kliniskas universitates slimnicas
(BKUS) hematoonkologijas nodala. P&tijjuma ieklauti tikai tadi individi, kuri slimibas
diagnosticéSanas bridi vél nebija sasniegusi 18 gadu vecumu. P&tfjuma pacienti tika ieklauti
gan prospektivi, gan retrospektivi, nemot veéra, ka pétijums tika uzsakts 2009. gada, tad
individi, kuri bija diagnosticéta ALL lidz 2009. gadam pétijuma tika ieklauti jau sasniegusi
pilnu remisju. Individi, kuriem ALL manifestgjas peéc 2009. gada tika ieklauti prospektivi,
sasniedzot remisiju.

Saja laika posma ALL diagnosticéta devindesmit astoniem individiem. Astoni no tiem
bija mirusi pétijuma uzsaks$anas bridi. Cetriem bija veikta kaulu smadzenu transplantacija, un
vini mira pétjjuma gaitd. Viens no pacientiem pétijjuma gaitd mira, nesasniedzot remisiju un
vel viens emigréja, nesasniedzot remisiju. Kopuma pétijuma laika astondesmit Cetri individi
bija dzivi un Latvija dzivojo$i. Pétijuma piekrita piedalities septindesmit septini individi.
Septini individi atteicas piedalities petijuma.

Pirms ieklauSanas pétijuma individs parakstija inform&tas personas piekrisanas formu.
Ja individs biologiska materiala savakSanas bridi bija nepilngadigs, viens vai abi no
biologiskajiem vecakiem parakstija informé&tas personas picekrisanas formu saskana ar Latvijas
Republikas Centralas medicinas &tikas komitejas atlauju (skatit 2. pielikuma). Kopuma
petijjuma ieklauti 91,67% no dzivi esoSajiem individiem, kuri Latvija slimojusi ar akitu
B limfoblastu priekstecu $tinu leikozi péd€jo devinu gadu un seSu ménesu perioda.

Asins paraugi DNS analizei nemti no periféram venozajam asinim pilnas remisijas
laika. Pacientiem, kuri tika ieklauti petijuma hospitalizacijas laika asins paraugi tika nemti
vienlaicigi ar rutinas analizém. Nemot véra, ka dala pacientu pétijuma tika ieklauti
retrospektivi sertificéta medicinas b&rnu masa asins paraugus ieguva mana klatbhtné
punktgjot periféro vénu pacienta dzives vieta vai konsultativaja poliklinika pacientam un vina
vecakiem izdeviga laika.

Piecdesmit gadijumos bija pieejami abi biologiskie vecaki, kuri piekrita piedalities
petijuma, pirms asins paraugu panemsanas parakstot informetas personas piekriSanas formu.

Septindesmit vienam individam bija pieejami parafina bloki ar kaulu smadzenu
paraugiem, savakti uzliesmojuma bridi, lai veiktu imtinhistokimisko analizi Ikaros protetnam.

Pacientu ieklauSanas kritérijus skatit 3.1. attéla.
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Laika posma no 2005. gada lidz 2014. gada junijam
diagnosticéti 98 pre-B sunu ALL gadijumi. Pétijuma
bridi dzivi un Latvija dzivojosi 84. ALL diagnoze
apstiprinata citologiski un/vai ar plismas citometriju

Petijuma piekrita piedalities 77 Petijuma atteicas
individi (gadijuma, ja sasniegusi 18 piedalities 7 individi
gadu vecumu pasi, ja né rakstisku
piekrisanu deva vecaki)

v v

50 gadijumos bija pieejami 68 pacientiem bija
abu biologisko vecaku asins pieejami kaulu smadzenu
paraugi paraugi

3.1. att. Pacientu ieklauSanas kriteriji

Kontroles grupa tika izveidota no péc vecuma un dzimuma piemeklétiem 122 individu
DNS paraugiem, kas glabajas Mediciniskas genétikas zinatniskaja laboratorija (MGZL) datu
kolekcija un kuru vecaki, asins nemsanas bridi, parakstijusi informétas personas piekrisanas
formu, kurd noradijusi, ka paraugi talak izmantojami bez ierobezojuma, p&c pétnieka
ieskatiem. Nevienam no petijuma ieklautajiem kontroles grupas individiem, kuri lidz 2014.
gada julija meénesim nebija sasniegusi 18 gadu vecumu, nebija diagnosticéta akiita B limfo-
blastu priekstecu Stnu leikoze. Dati par dzivi dzimu$o bérnu skaitu skaitu iegtiti no Centralas

statistikas parvaldes (www.csb.gov.Iv).

3.2.  Metodes

3.2.1. Gengtisko markieru atlase

Genétisko markieru atlase tika veikta balstoties uz literatiiras datiem, Saja pétijjuma
citu populaciju pétijumu datu replikacijai tika izveleti $adi génu aléliskie varianti: géna
ARID5B -rs10821936, rs10821938, rs7089424, rs10994982, rs7923074, rs7896246; IKZF1 —
rs4132601; CEBPE — rs2239633; CDKN2A — rs3731217. Papildus analizei tika izveleti divi
géna aléliskie varianti, kuri iepriek§ nebija analiz€ti, bet atradas géna ARID5B 3. introna —
rs10821937 un rs7908445.

Gena aléliskie varianti, kas lokaliz&ti génos, kuri iesaistiti ksenobiotiku metabolisma,
atlasiti, balstoties uz analizétajiem literatiiras avotiem, kuriem ar vislielako varbiitibu

iespejama saistiba ar paaugstinatu leikozes attistibas risku. Petijjumam izveleti biezak un
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vairak pétitie al€liskie varianti génos: MDR1 (rs1045642 un rs2032582) , MTHFR (rs1801131
un rs1801133) un NQO1 (rs1800566) analize ka ari génu GSTT1 un GSTM1 deléciju
noteikSana, neskatoties uz to, ka citu pétjjumu dati joprojam ir neviennozimigi.

Pirmo reizi pacientiem ar ALL bérnu vecuma analizei izvéléti aleliskie varianti géna
IL15 (rs10519612, rs10519613, rs17007695), kuriem ieprieks$ literatiira aprakstita saistiba ar
paaugstinatu ALL risku pieauguSo vecuma.

Géna PAX5 aleliskais variants NM_001280547.1:c.547G>A NP_057953.1:
p.Gly183Ser analizei izvéléta, jo literatiira aprakstits, ka mutacija, izoléta heterozigotiska
stavokli, sp€j predisponét leikozes attistibu.

P&c literatiras datiem géna IKZF1 pilna sekvences analize, b&rniem ar akitu
limfoblastu leikozi nav veikta. Nemot véra géna IKZF1 kod@ta proteina Ikaros funkcijas un

limfoblastu leikozes attistiba.

3.2.2. DNS izdaliSana no venozajam asinim

Venozas asinis, kas ir savaktas etilendiamintetraacetatu (EDTA) saturo$a stobrina,

sadala pa 1 ml stobrinos un sasaldg.

1) Sakot DNS izdaliSanu, iepriek$ sasaldéto venozo asinu paraugus atkausg,
ievietojot maisitaja, istabas temperatiira (30° — 1 h).

2)  Asinis parlej 15 ml stobrina, tad tam pievieno 10 ml eritrocitu lizes Al skidumu
(ktmisko sastavu skat 3. pielikuma) un stobrinu inverte 3 reizes.

3)  Samaisito paraugu ievieto ledusskapi pie temperatiiras 4° C uz 15 miniitém, tad
centrifigé 15 mindtes pie temperatiiras 4°C ar apgriezienu skaitu 4 440 rmp.

4)  P&c centrifugésanas iegiito supernatantu nolej $kidro atkritumu tvertng.

5)  Nogulsnes, kas atlikusas stobrina, $kidina ar 800 pl $tinu suspensijas Skidumu
(kimisko sastavu skat. 3. pielikuma), kad nogulsnes izskidusas, tas parnes uz 2ml
stobriniem.

6)  Stobrinus centrifugé 10 min mikrocentrifiga istabas temperattira ar 14 500 rpm

7)  Péc centrifugéSanas supernatantu nolej skidro atkritumu tvertng, bet nenolieto
skidumu atsfic uzmanigi ar pipeti, neaiztiekot nogulsnes.

8)  Nogulsnes skidina ar 700 pl $tinu suspensijas Skidumu.

9) Kad nogulsnes pilniba izSkidinatas, paraugam pievieno 80ul 10% natrija
duodecisulfata (SDS) (kimisko sastavu skat. 3. pielikuma) un 1pl proteinazi K
(ThermoScientific Waltham, ASV).

10) Paraugu samaisa vorteksgjot un nekavgjoties ievieto termostata pie +50°C uz 1h.
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11)

12)

13)

14)

15)

16)

17)

18)

19)

20)
21)

Inkubgtajam paraugam pievieno 800 pl fenola, samaisa 3x invert€jot (nedrikst
kratit vai vorteks€t) un ievieto maisitdja uz vismaz 15 min (var atstat arl uz
nakti).

Péc tam paraugu centrifugé 10 min mikrocentrifiga istabas temperatiira ar
apgriezienu skaitu 14 500 rpm.

Supernatantu ar 200 pl pipeti parnes jauna 2ml stobrina, cenSoties no starpslana
panemt p&c iespgjas vairak parauga, neaiztiekot fenola slani. Stobrinu ar fenolu
izmet kimisko atkritumu tvertné.

Supernatantam pievieno 800 pl hloroforma, samaisa vortekséjot un ievieto
maisitaja uz 5 minatém. Centrifugé 10 min mikrocentriftiga istabas temperatiira
ar apgriezienu skaitu 14 500 rpm.

Ieprieks aprakstito procediiru atkarto otrreiz.

Supernatantu ar 200 pl pipeti parnes jauna 1,5 ml stobrina un pievieno 800 pl
izopropanola, tad invert€ 10-20x, 1idz izveidojas nogulsnes (DNS).

Paraugu atkartoti vorteks€ 10 sekundes un centrifugé 10 min mikrocentrifliga
istabas temperatiira ar apgriezienu skaitu 14 500 rpm.

Supernatantu nolej Skidro atkritumu tvertn€, bet nenolieto Skidumu uzmanigi
atsiic, ar pipeti neaiztiekot nogulsnes (DNS).

Iegiitas DNS nogulsnes skalo, paraugam pievienojot 1,5 ml 70% metanola.
Paraugu vorteksé 10 sekundes un centrifugé 10 minates mikrocentrifiga istabas
temperatura ar 14 500 rpm.

Paraugu zaveé 15min termostata +50°C vai istabas temperattra atstajot uz nakti.
[zZuvusam paraugam pievieno 100 pl DNS Skidinasanas Skidumu (kimisko
sastavu skat. 3. pielikuma), samaisa vorteksgjot, viegli nocentrifugé un atstaj

skist ledusskapi pie +4° C 3 dienas.

Metode adaptéta MGZL p&c John un kol€gu aprakstitas DNS izdaliSanas metodes (SW
John et al., 1991).

3.2.3. Polimerazes kédes reakcija

Veicot amplifikacijas reakciju, tika sagatavots standarta amplifikacijas regentu

maisijums (vienam paraugam — 13,4 pl destiléts tidens, 2 pl 10 x PCR buferis (NH4)2SOs—
MgCl> ThermoScientific (Waltham, ASV), 2ul 25 mM MgCl> ThermoScientific (Waltham,
ASV), 0.5ul 10mM dNTP mix (ThermoScientific Waltham, ASV), 0.5ul 10pmol F (forward)
praimeris Sigma-Aldrich (ASV), 0.5ul 10 pmol R (reverse) praimeris Sigma-Aldrich (ASV),
0.1pl termostabila polimeraze (rekombinanta SU/pul) ThermoScientific (Waltham, ASV).

44



Péc polimerazes kédes maisijuma sagatavoSanas tam pievieno 1 pl 50 ng/pl
genomisko DNS.

Sintétisko oligonukleotidu secibas septiniem al€liskiem variantiem (rs4132601,
rs10821937, rs10821938, rs10994982, rs2239633, rs3731217 un rs1800566) un aléliskajam
variantam geéna PAXS5, tika piemeklCtas programma Praimer 3 (http://primer3.ut.ee/) un
septiniem al€liskie variantiem sint&tisko oligonukleotidu secibas tika izvéletas atbilstosi
literatiira aprakstitajam.

Amplifikacijas reakcijas tika veiktas péc shémas: iniciala denaturacija 94°C 4’°, kam
seko 30 atkartoti cikli 94°C 30°° — praimeru piesaistes temperatira 30 “—72°C 30,
amplifikacijas reakcija tiek pabeigta 72°C 10’ un nosleédzosais etaps 4°C 10°. P&c ampi-
fikacijas reakcijas veikSanas PCR produkts tika parbaudits 1,5% agarozes gela (kimisko

sastavu un pagatavosanu skatit 3. pielikuma)

3.2.4. Restrikcijas fragmenta garuma polimorfisma noteikSana

Lai noteiktu genotipus génu al€liskajiem variantiem, kuriem bija iesp&jams izveidot
restrikcijas saitu, p&c polimerazes k&des reakcijas veikSanas uz amplific€tajiem fragmentiem
iedarbojas ar restrikcijas endonukleazém. P&c inkubacijas termostatad rezultati tika analizeti
8% poliakrilamida gela (kimisko sastavu un pagatavoSanu skatit 3. pielikuma).

Praimeru secibas un to piesaistes temperatiiras, kas izmantotas polimerazes kedes

reakcijas veikSanai, lai analz&tu augstak minétos géna al€liskos variantus atainotas 3.1. tabula.

3.1. tabula

Praimeru secibas PCR reakcijam un to piesaistes temperatiiras génu aléliskajiem variantiem,
kuri analizéti ar restrikcijas endonukleazeém

Geéna Géna aléliskais . _ Piesaistes
nosaukums variants Praimeru seciba temp. °C
IKZF1 rs4132601 F5 TCATGG ATT TCT CTG CTC ACA 3° 59
R5 TTCTGG TTT GAGCTITTGTTTG A 3’

ARID5B rs10821937 F5 AAA ACATTG CCA GGA TCT GC 3° 60
R 5" TAA ATA GCT GCT GCCCCATC 3’

ARID5B rs10821938 F5 TGG TGC TTT GGG GTA GTTTT 3’ 59
R 5 AAA AAT ACCCTGCCCCTTTG 3

ARID5B rs10994982 F5 CTCTTGAACTCCTGGCCTCA ¥ 60
R 5 GCG TCA CCAAACTCAGCT AA S

CEBPE rs2239633 F5 GGG CTG GAA ACGCACTAATA3 47
R 5 CCACTC TGA GCA ACCTCCTC3

CDKN2A rs3731217 F 5 CAT GTA GAT GGT GCC CCT GA 3’ 55
R 5 CCCCTCTCA AAT ATGCTGTCC 3’
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3.1. tabulas turpinajums

Géna Géna aléliskais . - Piesaistes
nosaukums variants Praimeru seciba temp. °C
MTHFR rs1801131 F 5 CTT CTA CCT GAA GAG CAA GTC 3’ 60

R 5> CAT GTC CAC AGC ATG GAG 3’
MTHFR rs1801133 F 5 TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA 3° 65
R 5" AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG 3’
MDR1 rs1045642 F5 TGT TTT CAG CTG CTT GAT GG 3’ 60
R 5> AAG GCA TGT ATGTTG GCC TC 3’
MDR1 rs2032582A F 5 TCA GAA AAT AGA AGC ATG AGT TG 3’ 59
R 5’AGC AGT AGG GAG TAA CAA AAT AAC 3’
MDR1 rs2032582T F5 TTT GCA GGC TAT AGG TTC CAG 3’ 58
R 5 TTT AGT TTG ACT CACCTT CCC G 3’
NQO1 rs1800566 F 5" TGA GAA GCCCAG ACCAACTT 3 60
R 5 TCT CCA GGC GTT TCT TCC AT 3’
IL15 rs10519612 F 5 CTC AAT GTC CTT AAC CCATTA TTC GA 55
3
R 5 CCT CAC ATT CTT TGC ATC CAG A 3
IL15 rs10519613 F 5 TAG ACA TAA CAA AAC ACT CGG CAT 60
TT 3’
R 5 CTC AAT GACATT TTT CTG CCT TCA 3°
IL15 rs17007695 F 5 TAG ACA TAA CAA AAC ACT CGG CAT 57
TT 3’
R 5°CTC AAT GAC ATT TTT CTG CCT TCA 3’
PAX5 NM_001280547 | F 5°GGC TCG GTC GTA CTC CAT CAG 3’ 60
1:c.547G>A
NP_057953.1:p.
Gly183Ser
R5CTCAGCCCTTTCCCGTGT T3’

Geéna alelisko variantu noteikSanai izmantotas restrikcijas endonukleazes, ka ari

restrikcijas fragmentu garumi bazu paros (bp) attéloti 3.2 tabula.

3.2. tabula

Géna alélisko variantu noteikSanai izmantotas restrikcijas endonukleazes un produktu garumi

atkariba no genotipa

Géna _Gé na PCR Restrikcijas Fragmentu
nosaukums aleh.SRa's produkta endonuklgﬁze garugmi (bp) Atsauce
variants garums (bp)
IKZF1 rs4132601 306 Mbol GG - 152, 97,57 | Izstradats St
TT - 209, 97 pétijuma ietvaros
ARID5B rs10821937 370 Eco81lI TT-370 Izstradats $1
CC-211,59 petijuma ietvaros
ARID5B rs10821938 479 BstxI AA - 479 Izstradats $1
CC-305,174 pétijuma ietvaros
ARID5B rs10994982 311 Satl AA-311 Izstradats $1
GG - 196, 114 petijuma ietvaros
CEBPE rs2239633 382 Bsh12361 TT 382 Izstradats $1
CC—-291,91 pétijuma ietvaros
CDKN2A | rs3731217 239 Mval TT-239 Izstradats $1
GG - 152, 87 pétijuma ietvaros
MTHFR rs1801131 256 Mboll CC-205, 29,23 | (Hanson et al.,
AA-177,29, 27, | 2001)
23
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3.2. tabulas turpinajums

Géna f;é na PCR Restrikcijas Fragmentu
nosaukums aleh.Skals produkta endonukleaze garumi (bp) Atsauce
variants garums (bp)

MTHFR rs1801133 198 Hinfl CC-198 (Safarinejad et al.,
TT - 176, 22 2012)

MDR1 rs1045642 197 Mbol CC-197 (Kimuraet al.,
TT — 158, 39 2005)

MDR1 rs2032582A 353 Bsrl KK —353 (Alpman et al., 2010;
AA - 270, 83 Kim et al., 2006)

MDR1 rs2032582T 226 Banl TT - 226 (Ayaz et al., 2013)
RR — 200, 26

NQO1 rs1800566 207 Hinfl CC - 207 Izstradats §1
TT - 123, 84 pétijjuma ietvaros

IL15 rs10519612 250 Bsp119I CC-250 (D Lin et al., 2010)
AA — 227,23

1115 rs10519613 122 Dral CC-122 (D Linetal., 2010)
AA - 96, 26

1115 rs17007695 126 Bsp119I CC-126 (D Lin et al., 2010)
TT -101, 25

PAX5 NM_001280 247 Taul AA - 247 Izstradats $1

547.1: GG -224,23 petijuma ietvaros
c.547G>A

Multipleksa polimerazes kédes reakcija

Lai noteiktu GSTT1 un GSTMI nulles genotipus homozigotiska stavokli, tika

izmantota multipleksa polimerazes k&des reakcija, kad vienlaicigi tiek noteikta delécija abos

geénos, ka ieks€ja kontrole tika izmantota dihidrofolata reduktazes (DHFR) géna amplifikacija,

lai novérstu iesp&jamibu, ka amplifikacija nav notikusi produkta degradacijas deél. PCR

maistjums tika sagatavots, ka ieprieks aprakstits, tacu, lai nemainitu reakcijas kop€jo tilpumu,

jo reakcija tiek izmantoti tris praimeru pari, tika samazinats tdens daudzums lidz 11,4 pl.

Multipleksas polimerazes kédes reakcijas veikSanai izmantoto praimeru secibas un PCR

produktu garumus skatit 3.3. tabula, reakcijai izmantota praimeru piesaistes temperatira ir

58°C. Talak paraugi tika analizeti 2% agarozes gela. Metode adaptéta MGZL péc Kondo un

kolégu izstradatas metodes (Kondo et al., 2009).

3.3. tabula

Praimeru secibas multipleksai PCR reakcijai un PCR produktu garumi génu GSTM1
un GSTM1 deléciju noteik§anai

Géns Praimeru seciba PCR produktu garums (bp)
GSTM1 F 5°GAA CTC CCT GAA AAGCTAAAGCZ¥® 480
R 5’GTT GGG CTC AAATAT ACGGTGG ¥
GSTT1 F5TTC CTT ACT GGT CCT CACATCTC 3’ 215
R 5’TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA 3’
DHFR F 5°CAT CGG CAA GAA CGG GGA CCT 3 280

R 5’ACC GAA GCC TCC ACC CAGTGG 3°
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3.2.5. Sekvenésanas reakcijas veikSana

Iniciali tiek veikta amplifikacijas reakcija, ka aprakstits ieprieks, péc amplifikacijas
reakcijas produkts tika parbaudits 2% agarozes gela. Talak veica produkta attiriSanu,
paraugam pievienojot 0,5 ul eksonukleazi (Exol) ThermoScientific (Waltham, ASV) un 1ul
garnelu sarmaino fosfatazi (SAP) ThermoScientific (Waltham, ASV), paraugu inkubgja
15 mindtes temperatira 37°C un péc tam 15 minates — 85°C, tad atdzes¢ lidz 4°C. Metode
adaptéta MGZL p&c Werle un kol€gu aprakstita protokola (Werle et al., 1994).

Péc PCR produkta attiriSanas veica sekvenéSanas PCR reakciju, kurai tika sagatavots
amplifikacijas reagentu maisijums, vienam paraugam — 5 pl destiléts tdens, 1 pl 5X
sekvenéSanas bufferis (Applied Biosystems Waltham, ASV), 1ul BigDye Terminator v3.1
(Applied Biosystems Waltham, ASV), 1 ul sintétiskais oligonukleotids, pievienojot 2 ul PCR
produktu.

Sekvenésanas PCR programma: atra denaturacija 94°C 1°°, kam seko 25 atkartoti
cikli: 96°C 10”’— praimeru piesaistes temperatira 5°’— 60°C 4’; péc tam seko reakcijas
pabeigsana 4°C 7°. Metode pielagota MGZL saskana ar razotaja rekomend€to protokolu.

Péc sekvenésanas reakcijas, pirms kapilara elektroforézes, tika veikta sekvené$anas
produkta attirisana no liekajiem oligonukleotidiem. Sakotng&ji veica etanola/ EDTA Sigma-
Aldrich (ASV) precipitaciju, paraugam pievienojot 2,5 pl EDTA un 25 pl 96% etanola,
15 minttes paraugu inkubg€ istabas temperatra.

Péc tam paraugus centrifugé pie +4 °C ar 4 400 rpm 45 minttes, supernatantu
uzmanigi atsfica ar pipeti, pievieno 30 pl auksta 70% etanola un inverté 5%, péc tam atkal
centrifugg pie +4°C ar 4 400 rpm 15 mintites. Supernatantu atsfica uzmanigi ar pipeti un zaveé
termostata pie +50°C, tad pievieno 12 pl formamida un inkub€é pie 95°C 5 miniites, beigas
ievieto paraugus sekvenatora sekvenéSanas reakcijas veikSanai (metode aprakstita raZotaja
izdotaja rokasgramata).

Sekvenésanas elektroferogrammas analiz&tas, izmantojot programmu “Chromas” 2.4
versiju. legtitas sekvences salidzinatas ar “BLAST” (Altschul et al., 1997) pieejamo references
sekvenci.

Geéna ARIDSB alelisko variantu sekveng&Sana, praimeru secibas un piesaistes tempe-

rattiru skatit 3.4. tabula.
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3.4. tabula

Praimeru secibas un piesaistes temperatiiras, kas izmantotas géna ARID5B alélisko variantu
sekvenésans reakcija

Géna ARID5B aleliskie varianti Paimera seciba Piesaist(is
temperatira

rs7908445 F 5’CAG TGA GAG CGA GACTGC AC ¥ 60°C

rs7923074 R5 TCCTGG CAATGTTTT TCA CA 3°

rs77918077

rs10821936

rs12246030

rs7896246 F 5°GAG GCC ATT CTA GTG CGT TC 3’ 60°C
R 5’ACT ACC CCA AAGCACCATTG 3

rs7089424 F 5 GGC CAT GAA GTCTCA CCT GT 3’ 60°C
R 5’TTT CAA ACC CAA AACCAAGG 3

e Gena IKZF1 pilna sekvengsana.

Pilna géna IKZF1 sekvengsana tika veikta visiem probandiem. Sesta un astota eksona

sekvenésana tika veikta kontroles grupai (septindesmit septiniem p&c vecuma un dzimuma

atbilstosiem individiem).

Géna sekvenéSanai tika izmantoti divi praimeru pari, kuri piemekléti, izmantojot

brivpieejas programmu ,,Primer 3” (http://primer3.ut.ee/). Pirmaja amplifikacijas reakcija tika

izmantoti divi praimeru pari — “argjie”, kas veido garako fragmentu, savukart, sekvenésanas

reakcijai tika izmantots viens no “iek$gjiem” praimeriem, kuri veido 1sako jeb ieksgjo

fragmentu, lai uzlabotu sekvences kvalitati. Astotais eksons sekvenéts ar diviem “iek$gjiem”

praimeriem, jo eksona garums ir 710 bp (praimeru secibas skatit 3.5. un 3.6. tabulas). Visam

amplifikacijas reakcijam ar “ar&jiem” praimeriem, to piesaistes temperatiira bija 60°C, sekve-

néSanas reakcijam ar “iek$§€jiem” praimeriem, praimeru piesaistes temperatiira bija 58°C.

3.5. tabula
Argjo praimeru secibas géna IKZF1 sekven&sanai
Est?na F praimeris R praimeris
2. 5’GGTCCTCCTGTGCTTGTAATG3’ 5S’TCTTGGAGGCTTTCTGTTCAG3’
3. 5’ TGTGTGGGGAGAAGTGACTT3’ 5’AACTTGGACATTTTGCGGGG3’
4. 5’CTATGGATGGAGAGGGCTGG3’ 5’AGGGTGGAATTGGTACGTGT3’
5. S’TAGCATCGTCCTCATGTCCC3’ 5S’GTGTGTGTATGTGCATGGGG3’
6. 5’GAGTCGCATGAGTTCTTGGT?3’ 5’CGATTGGAAGTGGGAAGGGT3’
7. 5S’TAATCCCAGTCCAGCCTCTG3’ 5S’ATGTCCACAGGCAGATCACA3’
8. S"TGTGTGTATGTGTGCAGGTG3’ 5’GGGGATTCTAGGAAGCGACAY’
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3.6. tabula

IekS€jo praimeru secibas, kas izmantoti géna IKZF1 sekvenéSanai

Ekli:?.na F praimeris R praimeris
2. 5’AAGGATCAAGGTCTGTGCCAZ’ 5’TGAAGGAAACACTCAGGCAA3’
3. 5’CCCAGGCACCTTGACCAT3’ 5’AGGTTTCACAGGCACAGAGG3’
4, 5’GCTGCTCTCCCCTTGGTATT3’ 5’CTCCTTCAAACCCCATGCAC3’
5. 5’TCTCACCAGCTCTCCTCTCT3’ 5’GTGTGTTATGTGCATGGGG3’
6. 5’CATTCCCCTTACACAGAAGGC3’ 5’ACGTGCTTCTGGTGAAACTG3’
1. 5’GACGCGACTGAACCCTTTAAZ’ 5’TCCCTTTCTTCCACCCTCAA3’
8. 5’CCCTCCCCGGTTGTAGATTT?3’ 5’GTCCTTGTGCTTTTCCTGG3’

5S’TGCTCTTCCTGGATCACGTC3’

Par references sekvenci tika izmantota pirmais transkripta variants (NM_006060.4),
kas sastav no 8 eksoniem. Kopgjais eksonu garums péc splaisinga ir 6189 nukleotidi.
Proteina izoforma 1 (NP_006051.1) sastav no 7 kod&joSiem eksoniem. Proteins veidots no

519 aminoskabéem.

3.2.6. Kaulu smadzenu imiinhistokimiska analize

P&éc trepanbiopsijas veikSanas kaulu smadzenu paraugu fikséja 10% formalina
Skiduma apméram 24 stundas. P&c fiksacijas paraugus skaloja ar krana tGdeni tris reizes pa
vienai stundai. Nakamaja soli dekalcingja trepana biopsiju — paraugu ievietoja ripnieciski
sagatavota dekalcinizacijas $kiduma — ,,Osteodec — bone marrow biopsy decalcifyng solution”
(Bio — Optica, Italija) uz ¢etram stundam. P&c tam preparatu skaloja ar TRIS (kimisko sastavu
skatit 3. pielikuma) buferi trTs reizes, katru reizi divdesmit minttes. Pedgjais solis preparatu
sagatavosana ir atideno$ana un attaukoSana, kad preparatus iegremdéja 70% spirta uz
24 stundam, visbeidzot sekoja apstrade ar ksilolu, lai preparatam varétu uzliet parafinu, kuram
sacietgjot izveidotos parafina bloks. Lai trepana biopsiju analiz€tu ar iminhistokimiskam
metodém, nepiecieSams apméram 3-4 mm biezs parauga gabalins. Histologisko griezumu
veica ar rotacijas mikrotomu, péc tam griezumus lika uz priekSmetstikliniem un zavéja
apméram divas stundas. (Parafina bloki un histologiskie griezumi tika sagatavoti Bérnu
kliniskas universitates slimnicas patologijas biroja histologijas laboratorija.)

Imunhistokimiska reakcija tika veikta péc zemak aprakstitas shémas. Vispirms veica
preparata deparfinizaciju. Lai atmazgatu parafinu, preparatu divas reizes pa piecam minttém
apstradaja ar ksilolu, savukart, lai attiritu preparatu no ksilola, preparatu mazgaja ar etilspirtu
tris reizes, katru reizi tris miniites. Otraja soli paraugu apstradaja ar modificétu citrata buferi —
»rarget Retrieval Solution” (Dako, ASV) 20 minttes 180 W mikrovilnu krasni, péc tam
preparatu atdzesgja Iidz 65°C.
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Talaka parauga apstrade notika speciala — noslégta kamera (razotajs — Bio-Optica,
Italija), kas tiek izmantota, lai paraugs atrastos adekvata mitruma un butu fikséts, vienlaicigi
nesaskaroties ar citam virsmam. TreSais solis bija divkartiga parauga skalosana ar TRIS
buferi, katru reizi piecas miniites, kam sekoja apstrade ar 3% tdenraza peroksidu — desmit
miniites.

Visbeidzot paraugs tika markéts ar poliklonalam trusa primaram antivielam anti —
Ikaros (Abcam, Lielbritanija) atSkaidijuma 1:500. Antivielu atSkaidija ar komerciali pieejamu
antivielu at$kaiditaju — ,,Dako Antibody diluent” (Dako, ASV), kur$ sastav no TRIS- HClI,
stabiliz&josa proteina un 0,015 mol/l natrija azida. Piecdesmit mikrolitru atSkaiditas primaras
antivielas uznesa uz parauga un atstaja iedarboties uz trisdesmit mintitém. P&c iedarbibas ar
primaro antivielu, paraugu atkal skaloja ar TRIS buferi, divas reizes, katru reizi piecas
miniites. Sestaja soli uz paraugu iedarbojas ar sekundaru antivielu piecdesmit mikrolitru
apjoma uz trisdesmit miniiteém, kura jau komerciali ir pieejama atSkaidijuma (Dako, ASV).

Septitaja soli preparatus atkartoti skaloja ar TRIS buferi vienu reizi piecas miniites,
kam sekoja DAB — diamina benzoata reakcija, maisijumu sagatavoja no 1 ml DAB bufera un
diviem pilieniem DAB hromogéna (Dako, ASV), reakcijas ilgums bija piecas mindtes.

Lai varétu preparata iz8kirt Siinu kodolus, nepiecieSams to nokrasot ar hematoksilinu,
uz tris minditém paraugam uznesa Vienu pilienu hemtoksilinu (Bio — optica, Italija). Lai
pabeigtu iminhistokimijas reakciju paraugu attidenoja, iedarbojoties divas reizes pa tris
mindtém ar spirtu, un tam sekojosu iedarbibu ar ksilolu — divas reizes pa piecam miniitém, tad
uz parauga uznesa Iimi (Bio — Optica, Italija), liek segstiklinu, laujot preparatam izZt.

Preparatu analiz€] nakamaja diena gaismas mikroskopa, izmantojot ¢etrdesmit kartigu
palielinajumu, analiz&jot desmit redzes laukus, pa simts leikocitiem katra. Metode adapteta

BKUS péc razotaja (Dako, ASV) protokola.

3.2.7. Asins paraugu iminhistokimiska analize

Pirmaja soli sagatavoja asins parauga iztriepi, uz priekSmetstiklina uznesot pusotru
mikrolitru venozo asinu parauga, kas panemtas pacientam pilnas remisijas laika. Paraugu
7aveja istabas temperatiira vienu diennakti. Preparatu fiksgja ar acetonu, iegremdgjot trauka ar
acetonu uz trisdesmit sekundém. Talaka reakcija ir analoga kaula smadzenu preparatu
iminhistokimiskai analizei.

Paraugus atmazgaja ar TRIS buferi desmit minttes, atmazgasanu atkartoja Cetras
reizes. Talaka reakcija tiek veikta noslégta kamera. Paraugu 10 mindtes inkub&ja ar 3%
tdenraza peroksidu, uznesot uz priekSmetstiklina 75 mikrolitrus. P&c tam paraugus atkartoti

atmazgaja ar TRIS buferi, inkubgjot pa desmit minttém cCetras reizes.
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Atmazgasanai sekoja inkubacija ar primaru antivielu — poliklonalam tru$a primaram
antivielam anti — lkaros (Abcam, Lielbritanija) atskaidijuma 1:500. Talak veica otrreiz&ju
atmazgasanu ar TRIS buferi, Cetras reizes pa desmit minttém. P&c atmazgaSanas paraugu
trisdesmit minttes inkub&ja ar sekundaro antivielu ,,Dako Envision”, kas jau komerciali
pieejama atSkaidijuma (Dako, ASV). Preparatu atmazgaja no antivielas ar TRIS buferi, ¢etras
reizes, katru reizi pa desmit mintitém. Antigéna vizualizacijai izmantoja DAB sistému (Dako,
ASV), inkubacija ilgst piecas mindites. Preparatu atmazgaja ar tideni.

P&éc tam trisdesmit sekundes krasoja ar hematoksilinu, lai varétu vizualizét kodolus.
Hematoksilinu atmazgaja ar tideni piecas miniites. P€dgja soli pielieto uz tidens bazes veidotu
Itmi un parklaja ar segstiklinu.

Paraugus analizéja gaismas mikroskopa (Cetrdesmitkartiga palielinajuma); kopuma
analizjot 100 SGnas un procentuali izsakot, Cik no tam ir pozitivas, respektivi, kuram

vizualiz€ briino krasojumu.

3.2.8. Asins parauga analize, lai noteiktu iesp&éjamas géna IKZF1 delécijas

Vienigajam probandam, kuram akiita B limfoblastu priekstecu $tnu leikoze attistijas
vecuma lidz vienam gadam, tika veikta multipleksa ligacijas atkariga zondes amplifikacija
(MLPA). MLPA tika veikta Griekijas laboratorija ,,BioAnalytica Genotypus”, izmantojot

komerciali pieejamu P202-B1 zondes maisijumu (razotajs MRC, Holande).

3.2.9. Datu statistiska apstrade

Petjuma iegutie dati analiz€ti, izmantojot aprakstoSas un analitiskas statistiskas

metodes.

Gadijuma — kontroles analizei izmantotas metodes

Statistiska analize gadijuma — kontroles grupa, lai analizétu génu alélisko variantu
iesp&jamo saistibu ar akatu limfoblastu leikozi, tika veikta, izmantojot programmatiiru PLINK
1.07 (Purcell et al., 2007). Visiem analizétajiem al€liskajiem variantiem tika noteikts, vai ir
novirze no Hardija Veinberga lidzsvara. Lai salidzinatu al€lu biezumu gadijuma un kontroles
grupa, izredzu attieciba ar ticamibas intervalu 95% tika noteikta, izmantojot Hi kvadrata (y?)
testu, par statistiski ticama asociaciju tika uzskatita p vértiba < 0,05. Genotipu analize tika
veikta, izmantojot Cochran-Armitage tendences testu un dominanti/recesivo parmantoSanas
modela testu ar ticamibas intervalu 95%, par statistiski ticama asociaciju tika uzskatita

p vertiba < 0,05.
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Haplotipu analize tika veikta, veidojot “logus”, ieklaujot tris Iidz astonus al€liskos
variantus, analizgjot géna ARID5B 3.introna lokaliz&tos al€liskos véliskos variantus un
veidojot “logus”, ieklaujot divus Iidz trTs al€liskos variantus, analiz&jot variantus, kas loka-
lizéti génos MTHFR, MDR1 un IL15. Visiem alcliskajiem variantiem atseviski tika noteikta
asocidcija, izmantojot standarta Hi kvadrata (?) testu, ka o nominals tika pienemts 0,05.

Linearas regresijas analizei ka kovariatus izmantoja ALL pacientu dzimumu un
hromosomu skaitu leikemotdas Stunas (tikai géna ARID5B analizei), vecumu, piederibu riska
grupai un recidivu (visiem paréjiem pétijuma analiz&tajiem al€liskie variantiem).

Nemot veéra, ka GSTT1 un GSTMI genotipéSanas metode nelauj identificét genotipu
heterozigotiska stavokli, HT kvadrata testa veikSanai tika izmantota brivpieejas programma

JavaStat (Rosner, 2006).

Gimenu pétijuma analize

Gimenu pétijuma model1 statistiska apstrade tika veikta, izmantojot programmatiru
PLINK 1.07 (Purcell et al., 2007), analizgjot riska alles parmantojamibu, tika izmantots
nelidzsvarotas parmantojamibas tests (transmission disequilibrium test — TDT), kur izredzu
attiecibai (odds ratio — OR) tika izmantots 95% ticamibas intervals. Haplotipu analize tikai
veikta, izmantojot haplotipos balstitu TDT testu. Par statistiski ticamu rezultatu tika uzskatits,
ja p vertiba bija mazaka par 0,05.

Gadijuma — kontroles un gimenu p&tijjuma modelu statistisko rezultatu apkoposanai un
rezultatu statistiskas uzticamibas palielinasanai tika izmantota hibridanalize, kur analize
veikta, izmantojot programmatiru R, spraudni Haplin, kas balstas uz log-linearo modeli un
nepiecieSamibas gadijuma izmanto sagaidamo maksimiz&amo — expectation—maximization
EM algoritmu haplotipu rekonstrukcijai (Jugessur et al., 2009).

Papildus ar So programmatiiru veikta géna MDR lokalizeéta aléliska varianta
rs2032582 analize ar pielagotu log-linearo modela palidzibu, jo al€liskais variants ir

trialélisks.

Ikaros ekspresijas analize

Analiz€jot pacientu saslimstibas vecumu, izmantota aprakstosa statistika, vidg€jais
aritmétiskais, standartnovirze. Analiz&jot proteina ekspresiju kaulu smadzen€s un to saistibu
ar genotipiem un slimibas gaitu, vispirms tika noteikta datu atbilstiba normalajam
sadalijumam, izmantojot Kolmogorova—Smirnova testu. Parametriskiem datiem kvantitativo
atSkiribu analizei starp divam grupam tika izmantots Stjudenta t—tests. Neparametriskajiem
datiem tika izmantots Manna—Vitnija tests (Mann-Whitney test) un Wilkoksona tests

(Wilkoxon test). Datu statistiskai apstradei tika izmantota programmatira SPSS 20 (IBM
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Corp. Released 2011. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 20.0. Armonk, NY: IBM
Corp.).

Atrasto genétisko variaciju parbaude

Lai analizétu identificéto alGlisko variantu géna IKZF1 iesp&jamo ietekmi uz
splaisingu, proceséS$anas iesp&jamie rajoni tika analizéti programma Human splicing finder —
HSF 3.0, kas ir bioinformatikas instruments, kura datu bazé ir visas pieejamas matrices
papildus sekvencu noteikSanai, ka arT jaunas matrices piesaistes vietu noteikSanai tiek
izmantota informacija no serina — arginina bagatajiem proteiniem — splaisinga enhancera
proteina 9G8; splaisinga regulatora — Tra2-p un splaisinga silencera faktora — hnRNP Al
ribonukloproteina, kas tiek izmantoti, lai automatiski kalkulétu potencialo splaisa saitu
consensus vértibas (CV), ka ari mekléti iesp&jamie zarojuma punkti, papildus rezultatu
izverteSanai tiek demonstréti iegltie rezultati no citem bioinformatikas instrumentos
izmantotajiem algoritmiem (Desmet et al., 2009). Splaisa saiti, kuriem CV ir lielaks par 80, ir
stipri splaisa saiti, mazak stipri ir splaisa saiti ar CV no 70 lidz 80, savukart, ja CV ir 65 lidz
70, Sie splaisa saiti uzskatami par vajiem, un tikai dala no tiem ir aktivi, tadejadi parasti tos
uzskata par nefunkcionaliem. Lai izvertétu genétiskas variacijas nozimigumu, bitiski ari
izvertet CV starpibu starp references secibu un secibu ar genétisko variaciju, ja samazinasanas
ir vismaz par 10% jebukra pozicija vai 7% +4 pozicija, tad genctiska variacija visticamak

ietekmé splaisingu (Skjorringe et al., 2011).

Nelidzsvarotas saistibas noteikSana

Lai analizétu al€lisko variantu savstarpgjo nelidzsvaroto saistibu (linkage
disequilibrium — LD), tika izmantota programmattra haploview. Ja korelacijas koeficients
(r?) = 0, tad apliikotie algliskie varianti ir pilna lidzsvarota saistiba un parmantojas neatkarigi
viens no otra, ja korelacijas koeficients = 1, aplukotie aléliskie varianti atrodas pilna

nelidzsvarota saistiba un tiek parmantoti kopa.
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4, REZULTATI

41. Petijjuma ieklauto akiitas limfoblastu leikozes pacientu raksturojums

Petijuma tika ieklautas trisdesmit seSas meitenes un Cetrdesmit viens z€ns ar akiitu
limfoblastu leikozi, zénu un meitenu attieciba bija 1,14 : 1.
Bérnu vecums ALL diagnosticgSanas bridi bija no 0 Iidz 17 gadiem, saslimSanas pikis

bija v€rojams vecuma no diviem lidz pieciem gadiem. Vidgjais vecums saslimsanas bridi bija

6,12 gadi, standarta deviacija 4,7. Pacientu sadalijumu péc vecuma skatit 4.1. attela.

Biefums

10

Vecums

4.1, att. Vecuma sadalijjuma Iikne pacientiem ar akiitu limfoblastu leikozi
diagnozes uzstadiSanas bridi

Vislielakais aktitas limfoblastu leikozes sastopamibas bieZzums bija starp 2004. gada
dzimuSajiem b&rniem. Kopuma 14,3% no pétijuma ieklautajiem pacientiem bija dzimusi

2004. gada. Pacientu skaitu atkariba no dzimSanas gada un dzivi dzimuSo b&rnu skaita
attiecigaja gada skatit 4.2. attéla.
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4.2. att. Akiitas B limfoblastu priekStecu $iinu leikozes pacientu skaita sadalijums
atkariba no dzimsanas gada

Sadalot pacientus riska grupas, kuras apvienoti BFM 95 un COG augsta riska kriteriji
(MRD 33. diena, Filadelfijas hromosomas klatbiitne (Ph*), bérnu vecums diagnozes bridi
lielaks vai vienads ar desmit gadiem, leikozes manifestacijas bridt leikocitu skaits > 50 000),
Cetrdesmit astoni pacienti atbilda standarta riska grupai, bet divdesmit septini — augsta riska
grupai. Cetrpadsmit individi no divdesmit septiniem tika ieklauti augsta riska grupa, jo
diagnozes bridi vinu vecums bija lielaks vai vienads ar desmit gadiem un nebija citi riska
faktori, vél diviem pacientiem vecums bija lielaks vai vienads ar desmit gadiem, trisdesmit
treSaja slimibas diena minimala reziduala slimiba bija > 5%, un v&l vienam individam,
papildus augsta riska vecumam un minimalai rezidualai slimibai, citogenétiski bija konstatéta
Filadelfijas hromosoma. Astoni pacienti augsta riska grupa tika ieklauti, jo diagnozes bridi

3. Divi pacienti augsta riska grupa tika ieklauti, jo

leikocttu skaits bija lielaks par 50 000 mm
tiem bija viens kritérijs — minimala reziduala slimiba > 5% 33. slimibas diena. Augsta riska
grupas pacientu sadalijumu péc risk faktoriem skatit 4.1. tabula.

Divi pacienti netika ieklauti riska grupas novértéSanai, jo viens pacients saslimSanas
bridi bija jaunaks par vienu gadu, bet otram pacientam terapija bija uzsakta Meksika, un

nebija zinams leikocTtu skaits diagnostic€Sanas bridr.

4.1. tabula
Akiitas limfoblastu leikozes augsta riska grupas pacientu iedalijums péc riska faktoriem
R Vecums >10 Vecums >10
Vecum_s 210 Ifelkocml MRD Ph* gadiem + gadiem + MRD
gadiem skaits > 50 000 MRD +Ph*
14 8 2 0 2 1
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Papildus prognozi pasliktinoSiem faktoriem tika analiz€ts ari prognozi uzlabojoSs
faktors — hiperpdiploidija. Citogenétiska analize bija pieejama seSdesmit Cetriem individiem,
divdesmit seSiem jeb 40% no tiem kariotipa bija hiperdiploidija.

Pétijuma laika recidivs attistijas deviniem pacientiem jeb 11,68%, un pieci pacienti
nomira — kopuma 6,49% no pétijuma icklautajiem.

4.2. Géna ARIDAB 3. introna lokalizéto alélisko variantu analize

Petijuma kopuma tika analizeti astoni al€liskie varianti, kuri lokalizéti géna ARID5B 3.
introna, kuriem retak sastopama aléle (MAF) > 5%.

Papildus tika veikta analize diviem al€liskiem variantiem, kas atradas sekvenétaja
regiona, rs77918077 un rs12246030, kuri neatbilda pé&tijuma icklausanas krit€rijiem. Varianta
rs77918077 A aléle tika identific€ta seSiem probandiem. Visiem seSiem individiem S$is
al€liskais variants bija heterozigotiska stavokli, homozigotiska stavokli Sis al€liskais variants
probandiem netika identificéts. A al€les biezums probandiem bija 4,17%. Ari kontroles grupa
A al€le heterozigotiska stavokli identificéta 6 individiem. A al€les biezums kontroles
populacija bija 2,46 %. Aleles sastopamibas bieZums statistiski ticami neatSkiras pétijuma un
kontroles grupa (p = 0,374 OR = 1,73 95% CI1 0,48 — 6, 17).

Geéna ARID5B aleliska varianta rs12246030 G aléle netika identificéta nevienam
individam — ne pétifjuma grupa, ne gadijuma — kontroles grupa.

Veicot alélu asociaciju analizi Vvisu al€lisko variantu genotipu sadalijums atbilda
Hardija Veinberga lidzsvaram (rs10994982 p = 0,42, rs7908445 p = 0,55, rs7923074 p = 0,61,
rs10821936 p = 0,37, rs10821937 p = 0,55, rs7896246 p = 0,2, rs10821938 p = 0,12,
rs7089424 p = 0,55).

Sesiem no astoniem analizétajiem al€liskajiem variantiem gadijuma — kontroles
pétijuma tika identificeta statistiski nozimiga riska al€le, kas saistita ar paaugstinatu leikozes
attistibas risku. Koriggjot rezultatus péc dzimuma, tika novérots, ka retak sastopama aléle
statistiski biezak noveérojama zéniem neka meiteném. Gadijuma — kontroles al€lu asociaciju
analizes rezultati atainoti 4.2. tabula.

4.2. tabula

Géna ARIDS5B 3. introna lokalizéto géna alélisko variantu riska al€lu analize gadijuma —
kontroles pétijuma

Géena BieZums | BieZums p vertiba
aleliskais MAF | pacientu | kontroles | ORCI195% | p vérttba | OR CI 95% | korigéta péc
variants grupa grupa dzimuma

rs10994982 A 0,51 0,41 1,5 (0,99 — 0,054 0,67 (0,44- 0,059
2,26 1)

rs7908445 T 0,43 0,32 1,63 (1,07- | 0,022 0,61 (0,40- 0,03
2,47) 0,93)
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4.2. tabulas turpinajums

Biezums Biezums OR CI I;{Z:;gté?:
MAF | pacientu | kontroles | OR CI95% | p vértiba 95% _
= - péc
grupa grupa dzimuma
rs7923074 A 0,44 0,32 1,67 (1,1- 0,016 0,6 (0,39- 0,022
2,54 0,91)
rs10821936 C 0,34 0,24 1,65 (1,05- | 0,027 0,61 (0,39- 0,042
2,56) 0,95)
rs10821937 C 0,34 0,23 1,7 (1,09 — 0,018 0,58 (0,37- 0,03
2,68) 0,91)
rs7896246 A 0,34 0,23 1,7 (1,09 — 0,018 0,58 (0,37- 0,03
2,68) 0,91)
rs10821938 A 0,47 0,38 1,45 (0,96 — | 0,074 0,69 (0,46- 0,07
2,18) 1,04)
rs7089424 G 0,34 0,23 1,7 (1,09 — 0,018 0,58 (0,37- 0,03
2,68) 0,91

MAF — retak sastopama aléle; OR — izredZu attieciba; CI — ticamibas intervals

Analizgjot genotipu saistibu ar palielinatu akiitas limfoblastu leikozes attistibas risku
katram al€liskajam variantam atseviski, septiniem al€liskajiem variantiem statistiski ticami
rezultati identificeti recesivaja parmantoSanas modeli (analiz&jot genotipu DD salidzinajuma
ar genotipiem Dd + dd). Aléliskaja modeli, salidzinot sava starpa dominantas un recesivas
aleéles biezumu, statistiski ticami nozimigi rezultati bija seSiem al€liskajiem variantiem.

Rezultati atteloti 4.3. tabula. Genotipu relativais sastopamibas biezums att€lots 4. pielikuma.

4.3. tabula

Géena ARIDSB 3. introna lokalizeto géna alelisko variantu riska genotipu analize pec
parmantosanas modela gadijuma — kontroles asociaciju pétijjuma

Retak Zrecesivajam p vertiba vértiba
Aleliskais - X J recesivajam ¥’ aleliskajam p vertt
- sastopama paramantosanas - - . aleliskajam
variants - . parmantosanas modelim )
alele modelim . modelim
modelim
rs10994982 A 2,2 0,13 3,72 0,05
rs7908445 T 4,8 0,028 5,23 0,02
rs7923074 A 4.8 0,028 5,84 0,016
rs10821936 C 5,39 0,02 4,89 0,027
rs10821937 C 5,33 0,02 5,58 0,018
rs7896246 A 4,34 0,037 5,58 0,018
rs10821938 A 5,94 0,015 3,19 0,07
rs70894224 G 5,33 0,02 5,59 0,018

Izvertgjot géna al€lisko variantu saistibu ar ALL attistibas risku gimenu p&tijuma, visi
astoni analizétie al€liskie varianti statistiski ticami nozimigi bija saistiti ar ALL. Rezultati

paraditi 4.4. tabula.

58



4.4. tabula

Géna ARID5B 3. introna lokalizéto géna alélisko variantu analize gimenu saistibas pétijuma

Géna aléeliskais variants OR CI 95% p vértiba
rs7908445 2,53 (1,39-4,61) 0,002
rs7923074 2,79 (1,51-5,13) 0,6 x 10
rs10821936 2,62 (1,38 -4,96) 0,002
rs10821937 3,18 (1,62-6,27) 0,4x10°%
rs7896246 2,9 (1,41-5,95) 0,002
rs10821938 1,91 (1,12- 3,230 0,015
rs7089424 3 (1,56-5,77) 0,5x10°
rs10994982 1,88 (1,05-3,39) 0,032

Lai pastiprinatu rezultatu statistisko ticamibu, abi pé&tijuma modeli: gadijuma —

kontroles un pacienta — vecaku trio p&tijums tika apvienoti, izmantojot hibridmetodi (Jugessur
et al., 2009). Izmantojot hibridmetodi, visi astoni analizétie aléliskie varianti homozigotiska

stavokli bija statistiski ticami saistiti ar ALL attistibas risku bérnu vecuma. Rezultati paraditi

4.5. tabula.

4.5. tabula

Gena ARIDSB 3. introna lokalizéto alelisko variantu asociaciju hibridanalize

e r . . Genotipa viena riska alele Genotipa divas riska aleles
Aleliskais variants
RR CI 95% p vértiba RR CI 95% p vértiba
rs7908445 1,26 (0,72-2,21) 0,416 3,35 (1,58-7,01) 0,002
rs7923074 1,37 (0,78-2,4) 0,279 3,57 (1,67-7,55) 0,001
rs10821936 1,16 (0,66-2,04) 0,6 4,61 (2,07-10,1) 0,4x10°
rs10821937 1,35 (0,76-2,35) 0,312 5,29 (2,32-11,9) 0,2x10%
rs7896246 1,26 (0,72-2,18) | 0,43 3,96 (1,73-8,93) | 0,002
rs10821938 1,21 (0,69-2,13) | 0,503 2,33(1,08-4,8) | 0,031
rs7089424 1,32 (0,74-2,31) 0,338 5,11 (2,23-11,4) 0,2x10°
rs10994982 1,3 (0,71-2,33) 0,384 2,43 (1,14-5,13) 0,024

RR — relativais risks; CI — ticamibas intervals

lespgjamie riska haplotipi tika analiz€ti abos pétjjuma modelos — gan gadijuma —
kontroles, gan gimenu pé&tijuma. Haplotipi tika veidoti, sakot no tris al€liskajiem variantiem
haplotipa Iidz pat visiem analizétajiem astoniem vienlaicigi. Analiz€jot haplotipus gadijuma —
kontroles pétijuma modeli, nozimigakais rezultats ar maksimali lielako ieklauto variantu
skaitu bija haplotips — rs10821937/rs7896246/rs10821938/rs7089424 — CAAG (p vertiba =
0,02). Ieklaujot haplotipa astonus al€liskos variantus, abos p&tijuma dizainos statistiski ticami
ar ALL attistibas risku bija rs10994982/rs7908445/rs7923074/rs-
10821936/rs10821937/ rs7896246/rs10821938/rs7089424. Statistiski

saistits haplotips:
ticamie haplotipu

analizes rezultati att€loti gadijuma — kontroles pétijuma 4.6.tabula.
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4.6. tabula

Géena ARIDSB lokalizéto alelisko variantu haplotipu analize gadijuma — kontroles pétijjuma

Biezums

Ieklautie alélis}.d(i Haplotips Biezums ALL kontroles Hi_ p vértiba
varianti haplotipa pacientiem grupd kvadrats
Tris varianti haplotipa
1/2/3 ATA 0,29 0,4 5,2 0,022
1/2/3 GCC 0,56 0,46 3,97 0,046
2/3/4 TAC 0,23 0,33 4,72 0,03
2/3/4 CCT 0,68 0,56 5,87 0,015
3/4/5 ACC 0,23 0,33 4,53 0,033
3/4/5 CTT 0,68 0,57 4,89 0,02
4/5/6 CCA 0,18 0,3 8,74 0,003
5/6/7 CAA 0,17 0,3 9,95 0,002
6/7/8 AAG 0,17 0,3 9,52 0,002
Cetri varianti haplotipa
1/2/3/ 4 ATAC 0,22 0,32 4,83 0,028
2/3/4/'5 TACC 0,23 0,33 4,71 0,029
21314/ 5 CCTT 0,68 0,58 4,54 0,033
3/4/5/ 6 ACCA 0,18 0,3 8,26 0,004
4/5/6/ 7 CCAA 0,17 0,3 8,77 0,003
5/6/7/ 8 CAAG 0,17 0,3 9,28 0,002
Pieci varianti haplotipa
1/2/3/ 4/5 ATACC 0,24 0,31 4,68 0,031
2/3/41 5/ 6 TACCA 0,18 0,3 8,48 0,004
3/4/5/ 6/ 7 ACCAA 0,17 0,3 7,91 0,005
4/5/6/ 7/ 8 CCAAG 0,17 0,29 8,21 0,004
Sesi varianti haplotipa
1/2/3/ 4/5/ 6 ATACCA 0,17 0,29 7,29 0,007
2/3/41 5/ 6/7 TACCAA 0,17 0,3 8,13 0,004
3/4/5/ 6/7/ 8 ACCAAG 0,17 0,29 7,37 0,006
Septini varianti
haplotipa
1/2/3/ 4/5/6/ 7 ATACCAA 0,17 0,28 6,63 0,009
2/3/ 4/ 5/6/7/ 8 TACCAAG 0,17 0,29 7,32 0,007
Astoni varianti
haplotipa
1/2/3/ 4/5/6/ 7/ 8 ATACCAAG 0,17 0,29 6,69 0,009

Tabula lietotie al€lisko variantu apzim&jumi: 1 —rs10994982, 2 — rs7908445, 3 — rs7923074, 4 — rs10821936, 5 —
rs10821937, 6 — 57896246, 7 — rs10821938 un 8 — rs7089424

Savukart, gimenu pétijuma modeli statistiski nozimigakais bija haplotips no septiniem
aleliskie variantiem: rs7908445/rs7923074/ rs10821936/ rs10821937/rs7896246/rs10821938/
rs7089424 — TACCAAG (p vertiba = 0,0008). Gimenu pétijuma modela haplotipu analize

atainota 4.7. tabula.
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4.7. tabula

Géna ARID5B lokalizéto alélisko variantu haplotipu analize gimenu pétijuma

Ieklautie aleliskie varianti

Nenodota

haplotipa Haplotips Nodota algle aléle Hi kvadrats p vertiba
Tris varianti haplotipa
1/2/3 ATA 31 11 9,52 0,002
1/2/3 GCC 11 27 6,74 0,009
2/3/4 TAC 33,7 11 11,54 0,7x10°%
2/3/4 CCT 13 37 11,52 0,7x10°%
3/4/5 ACC 32,92 10 12,24 0,5x10°%
3/4/5 CTT 12 35 11,26 0,8x10°
4/5/6 CCA 32,88 9,99 12,23 05x10°
4/5/6 TG 12,12 30,08 7,65 0,006
5/6/7 CAA 35,88 10 14,6 0,1x10°%
6/7/8 AAG 33,95 10 13,05 0,3x10°%
Cetri varianti haplotipa
1/2/3/ 4 ATAC 27,99 9,99 8,53 0,003
1/2/3/ 4 GCCT 10,99 26,99 6,74 0,009
2/3/4/ 5 TACC 32,92 10 12,24 0,5x10°%
2/3/4/ 5 CCTT 12 34 10,52 0,001
3/4/5/ 6 ACCA 30,88 9 12,01 0,5x10°
3/4/5/ 6 CTTG 12,03 31,04 8,38 0,004
4/5/6/ 7 CCAA 32,88 10 12,21 0,5x10°%
5/6/7/ 8 CAAG 34,94 10 13,84 0,2x10°%
Pieci varianti haplotipa
1/2/3/ 4/5 ATACC 27,92 8,99 9,71 0,002
1/2/3/ 4/5 GCCTT 10 25,97 7,09 0,008
2/3/41 5/ 6 TACCA 30,88 9 12,01 0,5x10°%
2/3/41 5/ 6 CCTTG 12,03 30,04 7,7 0,006
3/4/5/ 6/ 7 ACCAA 30,88 9 12,01 0,5x10°
4/5/6/ 7/ 8 CCAAG 31,94 10 11,48 0,7x10°%
Sesi varianti haplotipa
1/2/3/ 4/5/ 6 ATACCA 26,9 8 10,24 0,01
1/2/3/ 4/5/ 6 GCCTTG 10,04 22,03 4,48 0,03
2/3/41 5/ 6/7 TACCAA 30,08 9 12,01 0,5x10°%
3/4/5/ 6/7/ 8 ACCAAG 29,94 9 11,26 0,8x10°
Septini varianti haplotipa
1/2/3/ 4/5/6/ 7 ATACCAA 26,9 8 10,24 0,001
2/3/ 4/ 5/6/7/ 8 TACCAAG 29,94 9 11,26 0,8x 10°
Astoni varianti haplotipa
1/2/3/ 4/5/6/ 71 8 ATACCAAG 26,96 8 10,29 0,001

Tabula lietotie al€lisko variantu apzimgjumi: 1 — rs10994982, 2 — rs7908445, 3 — rs7923074, 4 — rs10821936, 5 —
rs10821937, 6 — rs7896246, 7 — rs10821938 un 8 — rs7089424
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Izvertejot géna ARIDSB treSaja introna lokalizéto al€lisko variantu nelidzsvaroto
saistibu (linkage disequilibrium — LD) un veicot LD analizi, tika iegiti $adi rezultati, skatit
4.3. attela.

Black 1

4.3. att. Desmitas hromosomas géna ARID5B tresaja introna lokalizéto géna alélisko
variantu nelidzsvarotas saistibas analize

Algliskie varianti izvietoti $ada seciba: 1 — rs7908445; 2 — rs7923074; 3 — rs10821936; 4 — rs10821937,
5—1rs7896246; 6 — rs10821938; 7 - rs10994982; 8 — rs7089424

Algliskie varianti rs7908445 un rs7923074 atrodas pilniga saistiba jeb tiek parmantoti
kopa, tapéc, lai aprékinatu iesp&jamo riska haplogrupu ar hibridmetodi, matematiskajos
aprékinos tiks ieklauts tikai viens no tiem. Al€lisko variantu pari bija ar augstu korelaciju
sava starpa, tikai starp aléliskie variantiem rs7896246 un rs10821938, rs7896246 un
10994982, rs10821938 un 1510994982 bija novérojama vidgja korelacija, r? bija 0,71, 0,7
un 0,69, respektivi.

Apvienojot abus pétijuma modelus viena, statistiski nozimigi haplotipi bija tie, kur
alélisko variantu retak sastopama al€le bija homozigotiska stavokli. Statistiski ticamie

rezultati atainoti 4.8. tabula.
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4.8. tabula

ARIDS5B 3. introna lokalizéto alélisko variantu riska haplotipi, apvienojot
abus pétijuma modelus

Viena nukleotida aléliskie varianti Haplotips © SWol:fcl:gl¥gifsl;i;:(ei‘vﬁls) p vértiba

Tris aléliskie varianti haplotipa
3/4/5 aacccc 3,08 (1,05 -8,9) 0,04
3/ 4/6 aaccaa 6,04 (2,14 — 16,9) 0,8x10°%
3/ 4I7 aaccaa 4,43 (1,63 -11,7) 0,005
3/ 4/8 aaccgg 3,29 (1,23 -9,13) 0,004
3/5/6 aaccaa 6,06 (2,09 — 17,2) 0,6 x10°%
5/6/7 ccaaaa 7,31 (2,64 - 19,6) 0,2x10°
5/ 6/ 8 ccaagg 8,67 (2,43 -30,2) 0,001
5/ 6/1 ccaaaa 7,71 (2,84 - 20,2) 0,2x10°
6/7/8 aaaagg 7,36 (2,72 -19,4) 0,2x10°
3/6/7 aaaaaa 6,94 (2,61 - 18,6) <0,1x10°%
4/ 6/ 7 Ccaaaa 7,03 (2,64 — 18,5) <0,1x10°%
5/6/7 ccaaaa 7,32 (2,68 — 20) 0,2x10°%
7/ 8/1 aaggaa 5,77 (2,31 - 14,5) 0,6 x10°3
3/7/8 aaaagg 4,43 (1,7-11,5) 0,002
5/7/8 ccaagg 4,88 (1,82 -13,1) 0,001
6/7/8 aaaagg 7,26 (2,7 -19,4) <0,1x10%
3/ 8/1 aaggaa 4,79 (1,8-12,3) 0,001
4/ 8/1 ccggaa 5,2 (1,98 —-13,7) 0,002
5/ 8/1 ccggaa 4,67 (1,68 -12,7) 0,003
6/ 8/1 aaggaa 7,03 (2,65 — 18,6) <0,1x10°%
3/6/6 aaaagg 6,05 (2,17 — 16,7) 0,001
3/5/6 aaccgg 3,52 (1,23-10,1) 0,02

Cetri aléliskie varianti haplotipa
3/4/ 5/ 6 aaccccaa 51(1,7-14,8) 0,005
3/ 4/ 5/7 aaccccaa 4,21 (1,51-11,7) 0,006
3/ 4/5/8 aaccccgg 3,19 (1,06 - 9,6) 0,04
3/4/6/7 aaccaaaa 6,8 (2,45 - 18,6) 0,4x103
3/4/6/8 aaccaagg 5,04 (1,74 -14,2) 0,003
3/4/7/8 aaccaagg 4,25 (1,59 -11,2) 0,003
3/5/6/8 aaccaagg 4,49 (1,44 - 13,6) 0,009
4/ 5/ 6/ 8 ccccaagg 7,04 (1,88 — 25,5) 0,006
4/5/7/8 ccccaagg 4,22 (1,55-11,8) 0,004
4/ 5/ 8/1 cccecggaa 3,92 (1,37-11,1) 0,011
5/6/7/ 8 ccaaaagg 5,81 (1,95 - 16,6) 0,002

Pieci aleliskie varianti haplotipa
3/ 415/ 6/7 aaccccaaaa 5,81 (2,05-17,1) 0,6 x103
3/4/5/ 6/ 8 aaccccaagg 4,62 (1,49 -12,4) 0,006
3/4/5/7/8 aaccccaagg 4,29 (1,49 -12,4) 0,007
3/ 4/6/7/8 aaccaaaagg 5,87 (2,09 — 16,2) 0,001

Tabula lietotie alélisko variantu apzim&jumi: 1 — rs10994982, 2 — rs7908445, 3 — rs7923074, 4 — rs10821936, 5
—1s510821937, 6 — rs7896246, 7 —rs10821938 un 8 — rs7089424
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Haplotips, kas statistiski ticami bija saistits ar leikozes attistibas risku, ir
rs7923074/rs10821936/rs10821937/rs7896246/rs10821938/rs7089424
— AACCCCAAAAGG RR 5,43 (95%Cl 1,84 — 16,3 p vértiba = 0,002). Grafisko att€lojumu
skatit 4.4. attela

Bernu haplotipu relativais risks
s - viena kopija; d - divas kopijas
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4.4. att. Gena ARID5B lokalizéto alélisko variantu riska alélu haplogrupas no sesiem aléliskiem
variantiem, analizéjot ar hibridmetodi

Algliskie varianti attéla ateloti sada seciba: 1- rs7923074, 2 - rs10821936, 3 - rs10821937, 4 - rs7896246,
5-1s10821938 un 6 - rs7089424

Analizgjot géna ARID5B lokalizétos al€liskos variantus, tie nebija statistiski ticami
saistiti ar augstaka riska leikozes attistibu, ka arT nebija statistiski ticami saistiti ar vecumu
> 10 gadiem leikozes attistibas bridi, visos gadijumos p vertiba > 0,05.

Analizg€jot pacientu genotipus, kuriem bija hiperdiploidija (kam ir labaka prognoze),
salidzinajuma ar pacientiem, kuriem nebija hiperdiploidija, tika identific€ti haplotipi, kas ar

to saistas. Rezultatus skatit 4.9. tabula, tabula att€loti tikai statistiski ticamie rezultati.
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4.9. tabula

Haplotipu analize pacientiem ar hiperdiploidiju, salidzinajuma ar péréjiem pacientiem

Ieklautie aldliskie . Biezums Biezums -
varianti haplotipa Haplotips pamenﬁerp zir p.a0|en.t|err_1 t_)_ez Hi kvadrats p vertiba
hiperdiploidiju | hiperdiploidijas

3 varianti haplotipa

3/4//5 ATT 0,02 0,13 4,84 0,03
6/7/8 GAT 0,06 0,18 4,06 0,04
4 varianti haplotipa

2/3/4/5 TATT 0,02 0,12 4,19 0,04
3/4/5/6 ATTG 0,02 0,13 4,8 0,028
5/6/7/8 TGAT 0,06 0,18 411 0,04
5 varianti haplotipa

2/3/4/5/6 TATTG 0,02 0,12 4,15 0,04
3/4/5/617 ATTGA 0,02 0,14 4,89 0,026
6 varianti haplotipa

1/2/3/4/516 ATATTG 0,02 0,12 4,14 0,04
2/3/4/5/6/7 TATTGA 0,02 0,12 4,2 0,04
3/4/5/617/8 ATTGAT 0,02 0,14 4,95 0,02
7 varianti haplotipa

1/2/3/4/51617 ATATTGA 0,02 0,12 4,24 0,04
2/3/4/5/6/7/8 TATTGAT 0,02 0,12 4,3 0,038
8 varianti haplotipa

1/2/3/4/5/6/7/8 ATATTGAT 0,02 0,13 4,35 0,037

Tabula lietotie alelisko variantu apzZim&jumi: 1 — rs10994982, 2 — rs7908445, 3 — rs7923074, 4 — rs10821936,
5 1510821937, 6 — rs7896246, 7 —rs10821938 un 8 — rs7089424

4.3. Geénos CEBPE, IKZF1 un CDKN2A lokalizéto alelisko variantu analize

Katra no augstak minétajiem géniem tika analizéts pa vienam al€liskam variantam
katra, kuri jau iepriekS bija aprakstiti genoma plasos asociaciju petijumos un dati replicéti
dazadas populacijas. Géna CEBPE tika analizéts aléliskais variants rs2239633, géna
IKZF1 — rs4132601 un géna CDKN2A — rs3731217, visi tris analizétie aléliskie varianti
atbilda Hardija Veinberga lidzsvaram (1s2239633 p vértiba = 0,45; rs4132601 p = 0,61 un
rs3731217 p = 0,25). Statistiski ticama saistiba ar paaugstinatu akiitas limfoblastu leikozes
risku nevienam no aléliskajiem variantiem $aja p&tijjuma netika identificéta. Rezultatu tabulas
skatit 5. pielikuma. Ka ar1 netika atrasta statistiski ticama saistiba ar hiperdiploidiju.

Analiz€jot mates genotipa ietekmi uz leikozes attistibas risku, tika identificéts, ka, ja
matei al€liskais variants rs4132601 ir homozigotiska stavoklt — GG, bérnam ir lielaks
leikozes attistibas risks, RR 2,77 95%, CI 1,01 — 7,7, p veértiba = 0,046.

Apvienojot $aja pétijuma iegiitos datus par aléliskajiem variantiem rs3731217,
1s2239633, rs4132601, rs10821936 un rs10994982 (Sie aleliskie varianti ieprieks literatiira
aprakstiti un identificéti genoma plasos asociaciju pétijumos ka akiitas limfoblastu leikozes

attistibas risku palielinosi), tika identific€tas iesp&jamas ALL risku palielinoso genotipu
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kombinacijas: TTCCTTCCAA, RR 9,38 (95%Cl 1,56 — 58,7), p veértiba = 0,014 un
TTTTTTTTAA, RR 40,8 (95%CI 2,18 — 827), p vertiba = 0,011.

4.4. Gena PAX5S lokalizétas genétiskas variacijas noteikSana

Veicot variacijas NM_001280547.1:c.547G>A; NP_057953.1:p.Gly183Ser analizi

septindesmit septiniem petijuma ieklautajiem individiem, nevienam ta netika konstatéta.

45. Geéna IL15 lokalizeto alélisko variantu rs10519612, rs10519613 un rs17007695

analize

Analiz€taja populacija al€liskie varianti rs10519612, rs10519613 un rs17007695
atbilst Hardija Veinberga lidzsvaram, p vértibas bija 0,75, 0,79 un 0,89, respektivi. Analizgjot
katra al€liska varianta iesp&jamo saistibu ar akiitas limfoblastu leikozes attistibas risku,
statistiski nozimigi rezultati netika atrasti.

Pirms haplotipu analizes tika noteikta nelidzsvarota saistiba (LD) starp analizétajiem
aleliskajiem variantiem. Ka redzams 4.5. attéla, starp aléliskajiem variantiem rs10519612 un

rs10519613 ir gandriz pilna nelidzsvarota saistiba, jo r>= 0,97.

Block 1
1

4.5. att. Nelidzsvarotas saistibas analize starp analizétajiem aléliskajiem
variantiem, kas lokalizeti gena IL15

Aléliskie varianti att€loti §ada seciba: 1- rs10519612, 2 —rs10519613, 3 — rs17007695

Haplotipu analizes veik$anai tika apvienoti gadijuma — kontroles un gimenu pétijuma

modeli. Ar ALL attistibas risku statistiski ticami saistitie haplotipi att€loti 4.10. tabula.

4.10. tabula
Gena IL15 lokalizeto alelisko variantu haplotipu analize
H;g;;gjj:ﬁ:ﬁ:iie Haplotips RR 95% ClI vérFtJiba Iespéjama nozime
rs10519613/rs17007695 | AC 5,28 (1,06 — 26) 0,04 potenciali riska haplotips
rs10519613/rs17007695 | CT 0,21 (0,06 -0,8) | 0,02 potenciali protektivs haplotips
rs10519613/rs17007695 | CCTT 0,22 (0,06 —0,88) | 0,03 potenciali protekttvs haplotips
rs10519612/rs17007695 | AT 0,17 (0,05 -0,65) | 0,009 potenciali protektivs haplotips
rs10519612/rs17007695 | AATT 0,17 (0,04 - 0,65) | 0,009 potenciali protektivs haplotips
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Haplotipu analiz€ apvienojot visus tris analiz€tos aléliskos variantus
rs10519612/rs105196123/rs17007695, tika identificéti potencialie protektivi haplotipi:
haplotips ACT, RR 0,15 (95% CI 0,04 — 0,58), p vértiba = 0,006 un haplotips AATTCC
homozigotiska stavokli, RR 0,13 (95%CI 0,03 — 0,52), p vértiba = 0,005. Haplotipu analizes

grafisko at€lojumu skatit 4.6. attela.

Haplotipu relativais risks
5 - wiena riska aléle genotipa; d - divas aléles
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4.6. att. Géna IL 15 analizéto alélisko variantu haplogrupu grafiskais attélojums
Algliskie varianti att€loti $ada seciba: 1 —rs10519612, 2 —rs10519613, 3 — rs17007695

4.6. Alelisko variantu analizes rezultati, kas lokalizéti génos,

kuri saistiti ar ksenobiotiku metabolismu
4.6.1. Geéna MDR1 lokalizeto alélisko variantu rs1045642 un rs2032582 analize

Algliskie varianti rs1045642 (p = 0,84) un rs2032582 (p = 0,46) atbilda Hardija
Veinberga lidzsvaram. Analiz&jot rs2032582, G aléle heterozigotiska stavoklt bija saistita ar
samazinatu leikozes attistibas risku, bet statistiska ticamiba tika zaudéta homozigotiska
stavokli (gadijuma — kontroles p&tijuma modelt — RR 0,29; 95%CI 0,09 — 0,91; p = 0,03;
apvienotaja modelt — RR 0,3; 95% CI 0,1 — 0,95; p=0,04). Savukart homozigotiska stavoklt
G aléle bija saistita ar agraku leikozes sakSanas vecumu lidz desmit gadu vecumam, ka
saistas ar labaku prognozi (RR 0,13; 95%CI 0,02 — 0,18; p vértiba = 0,03).

Nevienam individam, kuri tika ieklauti pettjuma, rs2032582 A aléle netika identificta
homozigotiska forma. Heterozigotiska forma A al€le bija statistiski ticami saistita ar
paaugstinatu leikozes attistibas risku (gadijuma — kontroles pétijjuma modelt — RR 3,5;

95%Cl 1,26 — 9,51; p = 0,01; apvienotaja modeli — RR 3,61; 95%CI 1,32 — 9,43; p=0,01).
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Analizgjot mates haplotipu, rs2032582 protektiva nozime bija T al€lei homozigotiska
stavoklr, RR 0,05; 95%CI 0,003 - 0,77; p = 0,03.

Statistiski ticama saistiba starp al€liska varianta rs1045642 genotipu un akiitu ALL
attistibas risku probandiem netika atrasta. Bet, analiz€jot mates genotipu, C al€le bija
statistiski ticami saistita ar augstaku leikozes attistibas risku bérnam (heterozigotiska stavokli
RR 3,09; 95% CI 1,2 — 7,79; p = 0,02; homozigotiska stavoklt RR 4,49; 95%CI 1,24 — 15,6;
p = 0,02).

Analizgjot haplotipus, haplotips rs1045642/rs2032582 - TA bija statistiski ticami
saistits ar augstaku leikozes attistibas risku, RR 9,51 (95%CI 1,29 — 70,7), p vértiba = 0,03.
Protektivs efekts wuz leikozes attistibas risku bemam ir mates haplotipam
rs1045642/rs2032582 TT, ja abas aléles ir homozigotiska stavokli, RR 0,09 (95% CI 0,01 —
0,85), p vertiba =0,035.

4.6.2. Geéna MTHFR lokalizeto alélisko variantu rs1801131 un rs1801133 analize

Abi analizétie al€liskie varianti atbilda Hardija Veinberga lidzsvaram; rs1801133 p
vertiba = 0,81, rs1801131 p vertiba = 0,3.

Analizgjot géna MTHFR lokaliz&tos aléliskos variantus, ne gadijuma — kontroles, ne
gimenu pétijuma statiski ticami rezultati netika iegtti, gan analiz&jot variantus atseviski, gan
analizgjot iesp&jamos haplotipus, p vértiba > 0,05. Ka arf al€liskie varianti nebija statistiski
ticami saistiti ar augstaka riska leikozes attistibas risku, visos aprékinos p vértiba > 0,05.

Mates haplotipam rs1801131/rs1801133 AACC ir protektiva loma beérna leikozes
attistiba, RR 0,13 95%CIl (0,03-0,6) p vértiba= 0,9 x 1073,

4.6.3. Gena NQOL lokalizéta aleliska varianta rs1800566 analize

Analizgtais aléliskais variants rs1800566 atbilda Hardija Veinberga Iidzsvaram,
p =0,86.

Geéna NQOI lokalizetais al€liskais variants rs1800566 nebija statistiski ticami saistits
ar leikozes attistibas risku, analizgjot atseviski gadijuma — kontroles un gimenu pétijuma
modeli, ka ari veicot analizi ar hibridmetodi. Al€liskais variants nebija statistiski ticami

saistits ar augsta riska leikozes attistibu.

4.6.4. Delécijas genos GSTT1 un GSTM1

Geéna GSTT1 delécija homozigotiska forma tika identificéta 28,6% individiem ALL
grupa, savukart, kontroles grupa $1 delécija tika identificéta 18,2%, tomér rezultati nebija

statistiski ticami atskirigi, p vertiba > 0,05. Géna GSTM1 delécija homozigotiska forma tika
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identificéta 55,8% un 47,9% pétijuma un kontroles grupas individiem, respektivi, ari Sie
rezultati nebija statistiski ticami atskirigi, p vértiba > 0,05. Nemot véra, ka ar izmantoto
metodi nav iesp&ams diferencét deléciju heterozigotiska forma, gimenu pétijjuma modeli

analize netika izmantota, jo ta balstita uz heterozigotiskiem individiem.
4.7. IKZF1 gena secibas un Ikaros proteina ekspresijas analize

Analizgjot Ikaros proteina ekspresijas limeni kaulu smadzenu biopsijas preparatos,
imiinhistokimiskai analizei bija pieejami seSdesmit astoni paraugi. Stnas, kuras proteins
ekspresg€jas, bija vérojams briins kodola krasojums, bet Ikaros negativas $iinas kodola

krasojums bija zils. Kaulu smadzenu biopsijas paraugu analizes pieméru skatit 4.7.attela.
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4.7. att. Ikaros proteina ekspresijas analizes piemérs kaulu smadzenés

Gaismas mikroskopas 40 X palielinajms

Cetriem no se$desmit astoniem paraugiem (5,88%) proteins neekspresgjas jeb
ekspresijas Iimenis bija nulle. Proteina ekspresija, kas mazaka par piecdesmit procentiem
(intervala no nulles lidz cetrdesmit deviniem procentiem), bija v€rojama piecpadsmit
individiem, jeb 22% procentiem. Vidg&jais protetna ekspresijas ltmenis $tnas bija 67,65%
(standarta deviacija 30,7). Ekspresijas limena sadalfjumu skatit 4.8. attela.

Analizgjot Ikaros ekspresijas limeni atkariba no probanda vecuma, netika atrastas

statistiski ticamas atskiribas.
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4.8. att. Ikaros proteina limena ekspresija kaula smadzenu Sunas

Savstarp@ji izvertejot proteina ekspresijas limeni kaulu smadzenu Stnas un akiitas
leikozes recidiva vai exitus letalis risku pétijuma ieklautajiem pacientiem, netika atrasta
statistiski ticama saistiba, tomér, jaatzimeé, ka dala pacientu pétjjuma tika ieklauti
retrospektivi. Respektivi, asins paraugi tika atlasiti, sakot ar 2009. gadu, Iidz ar to dala
pacientu, kam akiita limfoblastu leikoze bija diagnosticéta laika posma no 2005. gada lidz
2009. gadam, bija mirusi, tadel, &tisku apsvérumu dél, vinu kaulu smadzenu paraugi netika
analiz&ti, jo vini vispar netika ieklauti pétijuma.

Papildus, izvertejot ekspresijas intensitati, paraugi tika iedaliti trs grupas: pirmaja tika
ieklauti seSi paraugi ar vaju segmentalu intensitati, videja lkaros ekspresija $aja grupa bija
32% (standarta deviacija (SD) — 17); otraja grupa tika ieklauti divdesmit devini paraugi ar
vidéju (mérenu) segmentalu intensitati, ar vidéjo proteina ekspresiju 64% (SD — 17) un
tresaja grupa tika ieklauti divdesmit devini paraugi, kuriem tika identific€ta totala ekspresija,
ar vidgjo proteina ekspresiju 91% (SD — 17).

Cetriem pacientiem proteina ekspresijas limenis bija nulle, lidz ar to vini netika
ieklauti grupu sadalijuma péc intensitates.

Salidzinot sava starpa visas tris grupas, statistiski ticama atSkiriba tika atklata starp
pirmo un treSo grupu individiem — ar vaju ekspresijas intensitati bija zemaks ekspresijas
[imenis salidzinajuma ar individiem, kuriem bija augsta ekspresija, p < 0,1 x 1073, Statistiskas

atSkiribas att€lotas 4.9. attela.
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4.9. att. Ikaros proteina ekspresijas intensitates salidzinajums ar ekspresijas limeni

Lai novertétu lkaros proteina deficitu arT ne somatiskajas $iinas, individiem, kuriem
tika noverots ekspresijas Itmenis, kur§ zemaks par trisdesmit procentiem kaulu smadzenu
paraugos un individiem, kuriem nebija pieejami kaulu smadzenu paraugi, tika veikta
imiinhistokimiska analize periféro asinu paraugos — visos gadijjumos bija v&rojams
ekspresijas pieaugums vismaz par 30%, bet viena gadijuma — pat par 98%. Paraugiem,
kuriem nebija pieejami kaulu smadzenu paraugi, ekspresijas limenis periféras asinis bija
lielaks par piecdesmit procentiem.

Lai gan nav zinama normalas proteina ekspresijas norma kaulu smadzen€s un
periferas asinis, jadoma, ka ekspresijas Iimena relativais pieaugums visos paraugos liecina, ka
ekspresiju ietekméjosas izmainas ir notikusas somatiskajas Stinas.

Salidzinot Ikaros proteina ekspresijas ITmeni kaulu smadzenés un al€liska varianta
rs4132601 genotipus pacientiem ar ALL, netika atrasta statistiski ticama atskiriba.

Veicot géna IKZF1 sekvenéSanu otraja eksona (pirmaja proteinu kod€josaja eksona)
un treSaja eksona, netika atrastas nekadas sekvences izmainas, Sie abi eksoni ir obligati visas
proteina izoformas. Analizgjot sekvences, tika izverteti ar1 apkart€jie simts lidz divsimt
introna nukleotidi, piegulo$as secibas gan 5’virziena , gan 3’ virziena. Analiz&jot pirmo un
otro eksonu, aléliskie varianti netika identificéti.

Sekvengjot ceturto, piekto, sesto un septito eksonu, genétiskas variacijas eksonos
netika identificetas. Analiz€jot tuvak esoSos introna nukleotidus, tika identificéti astoni
dazadi al@liskie varianti, kuru pamata ir viena nukleotida punktveida nomaina: rs74412507

(MAF A =5,6%), rs113125091 (MAF T = 6,7%), rs7789106 (MAF C = 3,9%), rs113962761
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(MAF T = 16,88), rs56278999 (MAF T = 27,27%), rs199614380 (MAF T = 2,6%),
rs150440917 (MAF A = 1,3%) un rs4132098 (MAF A = 5,6%) un viens al&liskais variants,
kur notikusi timina insercija — indels rs72334180.

Lai izvertetu al€lisko variantu iesp&jamo klinisko nozimi, tika analiz&ta to iesp&jama
iesaiste proceséSana, izmantojot programmu Human Splicing finder (Desmet et al., 2009),
kas secibas izmainas nozimiguma un interpret€Sana izmanto vairakus algoritmus, lai noteiktu,
kura tiesi procesa cela dala aléliskajam variantam varétu biit nozime. Diviem no al€liskajiem
variantiem tika konstatéta iesp&jama saistiba ar parveidotu proceséSanu. Pirmais no tiem ir
aleliskais variants rs7789106, kad C aléles gadijuma introna Silencera saits tick parrauts, $adu
rezultatu iegiist, analiz€ot p&c diviem noteikSanas algoritmiem: 1) intronu identitates
elementi, kas lauj atpazit intronus (Zhang et al., 2008); 2) eksonu splaisinga regulatoras
secibas (Goren et al., 2006). Otrs aléliskais variants, kur§ varétu bit iesaistits parveidota
procesésana, ir rs199614380, kad T al€les gadijuma rodas jauns donora saits, arT So atradni
apstiprina divi dazadi splaisa saitu analizes algoritmi — jauns donoru saits (Desmet et al.,
2009; Eng et al., 2004).

Analizgjot rs199614380 un rs7789106, retak sastopamas al€les biezums bija mazaks
par pieciem procentiem, un, saskana ar literatiiras datiem, reti sastopamiem géna al€liskajiem
variantiem statistiskais spéks (nozimigums) nav pietickams, Tpasi ja paraugu skaits ir
ierobezots (Gorlov et al., 2008). Tapéc nemot véra, ka aléliskajiem variantiem, kuriem
potenciali var€tu biit loma splaisinga ietekmé&Sana, sastopamibas biezums pétijuma grupa bija
mazaks par pieciem procentiem, to analize kontroles grupa un lidz ar to iesp&jama kliniska
nozimiba netika izverteta.

Timina insercija devindesmit tris nukleotidus pirms sesta eksona sakuma datu baze
Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html) atrodama ar references numuru rs72334180,
kurai nav zinams sastopamibas bieZums. Starptautiskaja brivpieejas datu baze informacija par
géna al€lisko variantu ar references numuru rs72334180 nav atrodama.

Petijuma grupa §1 insercija konstatéta 24,68% jeb 19 individiem no 77. Nemot véra,
ka saskana ar tieSsaisté piejamo potencialo splaisa saita identificétaju programmas Human
Splicing finder (Desmet et al., 2009) consensus varbitiba, ka S$aja vieta iesp&jams
proceséSanas saita zaro$anas (branch) punkts ir 52,82%, insercijas biezums tika parbaudits
kontroles grupa, kur ta sastopamibas biezums bija 16%, statistiski ticama atSkiriba starp
pétijuma un kontroles grupu netika atrasta (OR 1,72; 95%CI 0,77 — 3,86, p vértiba = 0,18).

Analizgjot géna IKZF1 astoto eksonu, tika identificéti divi sinontmi varianti. Pirmais
no tiem bija rs61731355 NM_006060.5:¢.1002C>A, NP_006051.1:p.Pro334=.
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Pacientiem ar ALL Sis variants tika identific€ts trisdesmit viena al€lé (seSiem
individiem homozigotiska stavokli, devinpadsmit individiem heterozigotiska stavokli),
A algles biezums bija 20,13%. Kontroles grupa tika analiz&ti septindesmit septini péc vecuma
un dzimuma atbilstos$i individi, kuriem A alle tika identificéta septinpadsmit al€lés (diviem
individiem homozigotiska stavoklt un trispadsmit individiem heterozigotiska stavoklr),
sastopamibas biezums — 11,04%. A al€les sastopamibas biezums pétijuma grupa bija statis-
tiski ticami atskirigs no kontroles grupas (OR 2,03; 95%CI 1,03 — 4,05, p vértiba = 0,04).

Péc datu bazé Human Splicing Finder (Desmet et al., 2009) pieejamas informacijas,
A al€les gadijuma potencialais eksona splaisinga enhancers (ESE) tick parrauts, ka rezultata
potenciali var tikt trauc@ta ped€ja introna “izgrieSana” vai arl veidojas jauns eksona
identitates elements (HX Liu et al., 2000; Zhang et al., 2008). ESE parravuma noteikSanai
tika izmantota Cartegni un kolégu izstradata matrice proteinam SF2/ASF, consensus veértiba

mainas no 76,41 uz 86,43, slieksnis 72,98. Splaisa saita grafiska analize attélota 4.10. attela.
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4.10. att. ESE saitu analize atkariba no DNS secibu izmainam

Sinontmajam variantam rs61731355 nebija statistiski ticamas saistibas ne ar proteina

ekspresijas [imeni kaulu smadzengs, ne ar slimibas recidivu un mirstibu.
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Otrs analizétais sinonimais variants bija rs61731356 NM 006060.5:c.1176C>T,
NP _006051.1:p.Asn392=. Petijuma grupa T al€le identificéta septinas alcles (4,54%), visos
gadijumos — heterozigotiska forma. Kontroles grupa, kura tika analiz&ti septindesmit septini
péc vecuma un dzimuma atbilstosi individi, variants identific€ts devinas aléleés (vienam
individam homozigotiska forma, septiniem individiem heterozigotiska forma). T al€les
sastopamibas biezums pétijuma un kontroles grupa nebija statistiski ticami atSkirigs, p vertiba
> 0,05.

Analiz€jot sinonima varianta iesp&jamo ietekmi uz procesésanu, tika konstatéts, ka, ja
citozins tieck nomainits ar timinu, izmainas potencialais akceptora saitS —
CCCGAGCAACAGCT ar CV 79,6 uz cccgagcaatagCT ar CV 71,92 ACV 9,65%, ja jaunais
akceptoru saits ir aktivs, tada gadijuma eksona var iztrukt 328 nukleotidi. Splaisa saita

analizes grafisko attélu skatit 4.11. attela.
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4.11. att. Iespeéjama géna aleliska varianta rs61731356 ietekme uz akceptora saitu

deléciju analize tika veikta vienam pacientam — vienigajam pétijuma ieklautajam pacientam,
kuram akiita B limfoblastu prieksSteCu Stinu leikoze attistijas pirms viena gada vecuma
sasniegSanas. Veicot eksonu deléciju diagnostiku ar MLPA metodi, delécijas eksonos netika

konstatétas.
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5. DISKUSIJA

Akiuita limfoblastu leikoze ir biezaka laundabigd saslimSana b&rnu vecuma
(Tharnprisan et al., 2013). Tas etiologija joprojam nav pilniba izpétita, ta tiek uzskatita ka
multifaktoriala slimiba, kuras attistiba loma ir genétiskai predispozicijai un vides faktoru
mijiedarbibai (Y Yan et al., 2014). Saja pétijuma pirmo reizi Latvijas populacija analizéti
génu aléliskie varianti, kuriem ieprieks aprakstita saistiba ar palielinatu akitas B limfoblastu
priekStecu Stnu leikozes attistibas risku.

Petijuma ieklautas divas génu alélisko variantu grupas; pirmaja no tadm analizéti
alcliskie varianti, kuri iepriekS aprakstiti genoma plaSos asociaciju pétijumos, papildus
ietverot géna ARID5B tresaja introna lokaliz&tos al€liskos variantus, jo tas raksturots, ka
“karstais punkts” saistiba ar ALL attistibas risku (Gutierrez-Camino et al., 2013). Otraja
grupa analizeti al€liskie varianti, kas saistiti ar ksenobiotiku metabolismu, $aja grupa ari
analiz€ta mates genotipa iesp&jama ietekme uz ALL attistibas risku, jo p&c literatiiras datiem,
nemot vera, ka saslimstibas pikis verojams vecuma no diviem lidz pieciem gadiem,
patologijas etiopatogenéz¢€ varétu biit loma vides faktoru iedarbibai jau intrauterini (Nousome
etal., 2013).

Pétijuma ieklauti tris géna IL15 lokalizétie al€liskie varianti, kuriem ieprieks
aprakstita saistiba ar leikozes attistibas risku pieauguso vecuma (D Lin et al., 2010). Papildus
tika analiz€ts viens al€liskais variants géna PAX5, kas potenciali saistits ar leikozes attistibas
risku gimenés (Shah et al., 2013).
un leikozes patogenéze (Heizmann et al., 2013), $aja pétijuma pirmo reizi meginats izvertet
géna IKZF1 al€lisko variantu nozimi ne somatiskajas §tinas, ka ari noteikt lkaros proteina
ekspresijas [imeni gan leikemoidas Siinas, gan leikocitos remisijas bridi.

Petijuma ieklauti pacienti sakot no 2005. gada, kad kluva iesp&jams diferencét B Stinu
leikozi no T Stnu leikozes, nemot véra, ka B un T limfocitiem ir nedaudz atskirigs
diferenciacijas cel$ un taja iesaistiti géni (Kalia et al., 2006), $aja pétijjuma ieklauti tikai
pacienti ar B limfocitu priekStecu Stnu leikozi. Tomér paraugu kolekcija tika uzsakta 2009.
gada, kad jau bija mirusi devini no iepriek§ diagnosticétiem pacientiem, kas samazinaja
ieklauto pacientu skaitu, ka arl vargja ietekmét rezultatu ticamibu gadijumos, kad tika
analizéta predispozicija akiitai limfoblastu leikozei, recidiva un mirstibas saistiba ar
aleliskajiem variantiem.

Petijuma lielakais ierobeZojums bija ierobeZotais pacientu skaits, lai gan pétjjuma

atteicas piedalities tikai septini pacienti (vai vinu vecaki), kas sastada 8,33% no visiem
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petijuma veikSanas laika dzivi esoSiem un bez kaulu smadzenu transplantacijas esoSiem
individiem, petijuma ieklauto individu skaits ir septindesmit septini.

Jaatzimg, ka pétijuma, galvenokart, atteicas piedalities pacienti (vai vinu vecaki), kam
leikoze diagnosticéta pirms vairakiem gadiem un atteikSanas iemesls galvenokart, bija
emocionala v€l€Sanas nebiit vairs saistitiem ar leikozes diagnozi. Neskatoties uz to, ka tie bija
tikai 8,33% no kopgjas populacijas, Siem pacientiem bija gar§ notikumiem brivais periods un
ari §is fakts varétu ietekmét rezultatu ticamibu, kas attiecas uz recidiva un mirstibas saistibu
ar géna al€liskajiem variantiem. Tomer pétijuma neieklauto pacientu proporcija, kura bija
miru$i un kuriem ilgstosi nebija recidivs bija lidzigs, varam izdarit pien€mumu, ka $is faktors
pétijuma rezultatus iespaidoja nenozimigi.

Petijuma ieklauti Latvijas iedzivotdji, tom&r pacienti nav daliti péc tautibas, jo
vairakos gadijumos bérniem nebija nosakama piederiba vienai tautibai, jo b&rni bija no
jauktam gimeném, vienam no pétijuma icklautiem b&rniem tévs bija meksikanis, bet vél
vienam &giptietis. Sis faktors varétu ietekmét rezultatus, ipasi analizSjot géna aléliskos
variantus, kuriem raksturigi at$kirigi sastopamibas biezumi starp populacijam.

VEl viens no faktoriem, kur§ apgriitina rezultatu izveérté$anu ir tas, ka nav pieejami
pétijumu dati par génu alélisko variantu sastopamibu un iesp&jamo saistibu ar ALL attistibas

risku Lietuva un Igaunija, kuras ir tuvakas kaiminvalstis.

5.1.  Aleliskie varianti, kas lokalizeti gena ARID5B 3.introna

Geéna ARID5B  funkcija joprojam nav pilniba skaidra, pec iepriek§ veiktiem
pétijumiem zinams, ka géns pieder transkripcijas faktoru saimei un tam ir nozimiga loma
embrija attistiba, Stnu tipam specifisko génu ekspresija un Stnu augSanas regulacija. Ka ari
zinams ka knock-out pelei izveidojas nepareiza timusa un liesas uzbtive, ka arT ir traucéta B
Sunu diferenciacija, tomér precizs darbibas mehanisms nav zinams. Genoma plasos asociaciju
pétijumos tika atklats, ka treSaja introna lokalizetie al€liskie varianti ir saistiti ar paaugstinatu
leikozes attistibas risku, 1pasi hiperdiploidas leikozes gadijumos, tacu, sekvengjot treSo un
ceturto eksonu $aja regiona, netika atrasts neviens kodgjoss genétiskais variants (Trevino et
al., 2009). Velak rezultati replicéti dazadas populacijas taja skaita arT misu petijuma Latvijas
bérnu populacija. Kopuma $aja petijuma pieradita akiitas limfoblastu leikozes attistibas risks
ar astoniem géna ARID5B treSaja introna lokalizetajiem géna al€liskajiem variantiem, seSiem
no tiem literatiira aprakstita saistiba ar ALL. Interesanti, ka diviem no al€liskajiem variantiem
rs10821938 un rs10994982 saja petijuma nebija statistiski ticama saistitba gadijuma —

kontroles pétijjuma modeli, bet gimenu pétijuma modeli un apvienojot hibridmodeli
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statistiska ticamiba apstiprinajas, jadoma, ka viens no iesp&jamiem skaidrojumiem ir maza
pétijuma grupa un relativi vaja atseviska aléliska varianta ietekme.

Visplasak ir analizeti géna al€liskie varianti rs10821936, rs10994982 un rs7089424,
kas identificéti genoma plaSos asociaciju pétijumos (Papaemmanuil et al., 2009; Trevino
et al., 2009). Literatura atrodami ari dati par variantu rs10821938 (Vijayakrishnan et al.,
2010), rs7896246 un rs7923074 (H Xu et al.,, 2012) saistibu ar ALL. P&c pasreizgjas
informacijas $is ir pirmais pétijjums, kura anliz€ta un pieradita variantu rs10821937 un
rs7908445 saistiba ar akiitas leikozes attistibas risku.

Saja pétijuma papildus astoniem géna aléliskajiem variantiem, kuri lokalizéti “karstaja
punkta” analiz&ti divi al€liskie varianti, kuru retak sastopamas al€les biezums < 5%, jo tie
atradas analiz€jamas sekvences ietvaros. Lai gan kopuma tika izanalizétas 598 algles,
analizgjot al€lisko variantu rs12246030 G al€le netika identificéta nevienam individam. P&c
literatiras datiem balstoties uz 1000 genomu projekta pirmaja fazé iegitajiem datiem,
aleliska varianta retak sastopama aléle ir G, kuru sastop 3% gadijumu (Abecasis et al., 2012).
Jadoma §1 ir ka pétijuma blakus atradne, kas liecina, ka bitu interesanti, ja Latvijas
iedzivotaju genétiska informacija tika ieklauta al€lisko variantu sastopamibas biezuma izp&tg.
Tomer §1 petijuma ietvaros $1 atradne nelauj izdarit nekadus biitiskus secinajumus.

Interesanti, ka Sie al€liskie varianti analiz&ti ar1 saistiba ar probandu dzimumu un
iegatie dati ir loti neviennozimigi. Divos p&tijumos tika konstatéts, ka géna al€liska varianta
riska al€le biezak saistita ar meitenu dzimumu (Gutierrez-Camino et al., 2013). Savukart,
citos publicétos petijumos netika noverotas riska al€les sastopamibas biezuma atskiribas starp
dzimumiem (Lautner-Csorba et al., 2013) un ir pétijumi, kuru rezultati sakrit ar masu
pétijuma rezultatiem, ka riska al€les biezums vairak saistits ar zénu dzimumu (Healy et al.,
2010). Sie nevienlidzigie pétijumu rezultati liecina par to, ka visticamakais dzimumam nav
liela loma ar géna ARID5B lokalizgto al€lisko variantu saistibai ar leikozes attistibas risku.

Salidzinosi maz tiek ar1 pétita géna ARID5B lokalizéto alélisko variantu saistiba ar
ALL attistibas vecumu, visticamakais tas saistits tieSi ar to, ka relativi maz ir zinams pa §1
géna darbibas mehanismu. Literatiira atrodams viens pétijums, kura noradits, ka riska aléle
biezak sastopama bérniem, kuriem leikoze attistas Iidz piecu gadu vecumam un retak
sastopama b&rniem, kuriem leikoze attistas péc desmit gadu vecuma (Evans et al., 2014).
Saja pétijuma tika analiz&ta tre$aja introna lokaliz&to alélisko variantu potenciala saistiba ar
velinu leikozes attistibas risku, tas ir pec desmit gadu vecuma, bet statistiski ticama saistiba
netika atrasta.

Literatara apraksta varianta rs10821936 C aléles saistibu ar hiperdiploidju (Trevino

et al., 2009). Mdsu pétijuma, analiz€jot izoléti tikai So al€lisko variantu, $ada saistiba netika
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atrasta. Veicot haplotipu analizi varéja noveérot, ka T alCle biezak sastopama individiem,
kuriem nav noverota hiperdiploidija, kas butiba sakrit ar pétijumos publicétajiem datiem.
Jaatzime, ka veicot statistiko analizi, kura tika salidzinata genotipa iesp&ama saistiba ar
hromosomu skaitu leikemoidas $tinas, analizé tika ieklauta informacija par 64 individiem,
citogenétiska analize nebija piecjama trispadsmit individiem, kas vél vairak samazinaja
analiz€jamo grupu, tadgjadi iegtita statistiska ticamiba javerte kritiski.

Analizgjot aléliskos variantus atseviski gadijuma — kontroles modeli un gimenu
petijuma rezultati butiski neatSkiras, tomer haplotipu analizé rezultatu ticamiba — izredzu
attieciba un p vértiba starp abiem pé&tjjuma modeliem at$kiras ar augstaku ticamibu gimenu
petijuma modeli. P&c literatiiras datiem gimenu pétijuma modelim ir lielaka statistiskais
speks retu slimibu gadijuma salidzinajuma ar gadijuma — kontroles modeli (De et al., 2013),
lai gan miisdienas arvien vairak literatliras avotu haplotipu analizei iesaka abu modelu
kombinaciju, lai palielinatu statistiko speku (Wen et al., 2014), kas arT veikts $aja p&tijuma.
Otrkart, katra no pétjjuma modeliem ieklauts atSkirigs individu skaits, jo analiz&jot gimenu
pétijumu modeli bija pieejamas tikai piecdesmit pilnas triades, savukart gadijuma — kontroles
modeli tika analizéti septindesmit septinu individu genotipi un simtu divdesmit divu
kontroles individu genotipi.

Analizgjot haplotipus tika noverots, ka haplotipos, kuriem bija visaugstaka statistiska
ticamiba saistiba ar ALL bija icklauts al€liskais variants rs10821936 un/vai al€liskais variants
rs7923074, kas attiecigi nozimé, ka balstoties uz relativo risku, salidzinajuma ar kontroles
grupu individiem ar al€lisko variantu rs7923074 leikozes attistibas risks pieaug par
1,37 reizém, bet individiem ar alélisko variantu rs10821936 1,16 reizes.

Petfjuma rezultati replic€ iepriekS public€tos rezultatus par géna ARID5B lokalizéto
alelisko variantu saistibu ar ALL risku, tomér nelauj izprast darbibas mehanismu ka Sie

aléliskie varianti var&tu biit saistiti ar ALL patogenézi.

5.2.  Geénos CEBPE, IKZF1 un CDKN2A lokalizétie aléliskie varianti

Viens no aprakstitajiem al€liskajiem variantiem, kur$ ir saistits ar paaugstinatu
leikozes attistibas risku bérniem ir géna CEBPE lokalizgtais al€liskais variants rs2239633,
lai gan GWAS pétijumos saistiba ar ALL risku bija vajaka salidzinajuma ar génos ARID5B
un IKZF1 lokalizétajiem aléliskajiem variantiem p = 2,88 x 107 (Papaemmanuil et al.,
2009). GWAS rezultati tika replicéti vairakos pétijumos un veicot meta-analizes pétijumu,
kura tika analizétas vienpadsmit publikacijas viscie$aka saistiba ar ALL risku bija spanu

izcelsmes rases individiem un eiropeidas rases parstavjiem statistiskie rezultati bija ticami,
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tomér izredzu attiecibas 95% CI bija 1,09 — 1,30. Saja pétijuma statistiski ticama sasitiba
starp géna CEBPE al€lisko variantu un ALL risku netika iegiita neviena no pétijjuma
modeliem, atskiribu iemesls varétu but al€liska varianta relativi vaja ietekme uz ALL
attistibas risku ka arT geografiskas atskiribas. Geografiski vistuvaka populacija, kura tika
analiz&ta $T aléliska varianta ietekme uz ALL attistibas risku bija polu. Neskatoties uz to, ka
polu kolégu veiktaja pétijuma ieklauto pacientu skaits bija daudz lielaks, salidzinajuma ar
misu, vini analiz€ja trissimt devindesmit astonu pacientu genotipus, tomer ar1 vinu p&tijuma
ALL risks nebija statistiski ticams ar variantu rs2239633 (Pan et al., 2014; Pastorczak et al.,
2011).

Interesanti rezultati tika iegtti analiz&jot géna IKZF1 lokaliz&to al€lisko variantu
rs4132601, lai G aléles, kura ir riska aléle biezums ir 29,4%, kas ir saskana ar literatiiras
datiem, balstoties uz 1000 genomu projekta pirmaja fazeé iegiitajiem datiem Eiropas
populacija MAF = 31% (Abecasis et al., 2012). Tomér, lai gan genoma plaSos asociaciju
pétijumos un visos veiktajos replikacijas pétijumos al€liskais variants bija statistiski ticami
saistits ar paaugstinatu ALL risku musu veiktaja p&tijuma saistiba neapstiprinajas. Tomer
jaatzimé, ka visos pétijumos pétita populacija bija lielaka. Tikai viena petijuma, kur§ veikts
Taivana, kur ieklauto pacientu skaits bija septindesmit devini, statistiski ticama saistiba
netika atrasta (CY Lin et al., 2014). Ar vislielako varbiitibu jadoma, ka maza pétijuma grupa
ir iemesls rezultatu nesakritibai. Tomér pastav neliela varbitiba, ka arT §1 aléliska varianta
saistiba ar ALL v@rojama etniska atSkiriba.

Miisu pétjjuma identifcéta al€liska varianta saistiba ar mates genotipu, kad aléliskais
variants homozigotiska stavokli mates genotipa palielina ALL attistibas risku b&rnam, $ada
saistiba ieprieks nav publicéta.

Analizgjot Ikaros proteina ekspresijas Itmeni kaulu smadzenu $tinas netika atrasta
saistiba ar ekspresijas Itmeni un géna al€liska varianta rs4132601 genotipu, Sis bija pirmais
mums zinamais pétijums par proteina ekspresijas Iimena saistibu ar genotipu.

Literatura atrodams vienigi pétijums, kura identificétas devas atkariga mRNS
ekspresijas [imena atSkiribas atkariba no genotipa, riska aléle bija saistita ar zemaku mRNS
ekspresiju (Papaemmanuil et al., 2009).

Literatira ir atrodami pieradijjumi géna CDKNZ2A lokalizéta al€liska varianta
rs3731217 saistibai ar akutas leikozes attistibas risku, Sis al€liskais variants iniciali
identific€ts vacu populacija, petijuma, kura, lai noskaidrotu jaunus iesp&jamos riska variantus
trisdesmit Cetriem al€liskiem variantiem tika replicéti genoma plaSos pétijumos iegitie dati.
Velak aléliskais variants rs3731217 tika analiz€ts spanu, ungaru un kanadieSu populacija

(Sherborne et al., 2010).
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Misu pétijuma neizdevas replicet al€liska varianta saistibu ar paaugstinatu ALL risku.
Public&tajos pétijumos no Polijas un Taizemes, kur meginats replicét Sos datus saistibu ar
ALL risku neizdevas pieradit (Pastorczak et al., 2011; Vijayakrishnan et al., 2010). Jadoma,
ka, ja So géna alClisko variantu neizdevas identificét jau pirmajos GWAS pétijumos,

asociacija ar ALL risku nav loti cieSa.

5.3. Gena PAXS genéetiskais variants

Izolétos gadijumos akiita limfoblastu leikoze tiek aprakstita ari ka monogéna
patologija, pieméram, L1 Fraumeni sindroma gadijuma. B&rniem ar ALL tiek aprakstita
mutacija géna TP53 heterozigotiska stavokli ne — somatiskajas Stnas (Felix, Nau, et al.,
1992). Tomér literatara ir aprakstitas gimenes, kuras péc ciltskoka datiem jadoma par ALL
ka mendel&joSu pazimi TP53 mutacijas tiek atrastas tikai somatiskajas S$iinas, tatad ar
vislielako varbiitibu $ajas gimenés leikoze vai nu nav parmantota vai to izraisijusi mutacija
cita géna (Felix, D'Amico, et al., 1992).

Sobrid gimengs ar akiitu limfoblastu leikozi ir atrasta mutacija p.Glyl83Ser géna
PAXS, kura parmantojas autosomali dominati ar nepilnigu penetranci, lai attistitos akiita
leikoze nepiecieSams heterozigotitates zudums. Parsvara Siem individiem otra alélé veidojas
devitas hromosomas izohromosoma, kuras veidoSanas rezultatd tiek zaudéts devitas
hromosomas isais plecs (Shah et al., 2013).

Pacientiem, kam diagnoze uzstadita pirms ilgaka laika, citogenétikas izmekl&jumi
nebija tik detalizéti un, galvenokart, tika noteikta Filadelfijas hromosomas klatbttne.
Pacientiem, kuriem veikta detalizéti citognétiski izmekl&jumi tikai vienam pacientam
konstatéta devitas hromosomas 1sa pleca delécija, bet diemZel §1 pacienta vecaki atteicas
piedalities petijuma.

Neskatoties uz to un nemot véra géna izpausmes nepilnigo penetranci, tikai pienemts
parbaudit p.Gly183Ser klatbiitni visiem probandiem. Jo pacientu vecaku un p€tnieku galvena
interese ir vérsta tieSi uz iesp&amo monogéno ALL parmantoSanas risu, jo ne-somatisko
Stinu mutaciju gadijuma nepiecieSamibas gadijuma iesp&jams pielietot prenatalo diagnostiku.

Nevienam no parbauditajiem individiem §is genétiskais variants netika identificéts,
neskatoties uz to, ka gimenes anamné&z€ vairakam gimeném bija saslimSanas gadijumi ar
leikozi, tomér apakstips netika precizéts un vienam bérnam gimenes anamnéze bralis nomira
neiroblastomas d€] un v&l vienam individam matei bija agrins exitus letalis leikozes dél, tips
nav precizi zinams.

Nakotné biitu velams veikt PAXS géna pilnu sekvenéSanu bérniem ar ALL, lai varétu

izvertet ALL attistibas risku sibiem.
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5.4. Gena IL15 lokalizetie aleliskie varianti rs10519612, rs10519613 un rs17007695

Literattra atrodamas arvien vairak publikacijas saistiba ar aléliskajiem variantiem
rs10519612, rs10519613 un rs17007695 un ALL attistibas risku pieaugusajiem, viens no
jaunakajiem publicétajiem pétijumiem ir veikts Egipté, kur analizéjot §1s genétiskas
variacijas, tika pieradita statistiski ticama saistiba ar visiem trim al€liskajiem variantiem,
bet B Stnu leikozei tieSi ar géna al€lisko variantu rs17007695 genotipiem CT un CC
(Aly et al., 2015).

Bérnu populacija IL15 ir pétits saistitba ar MRD, kura identific€ta saistiba ar alélisko
variantu rs10519612, rs10519613 un rs17007695 genotipu un minimalo rezidualo slimibu.
Miisu petijuma 33. diena MRD bija tikai diviem pacientiem, tap€c statistiska apstrade netika
veikta, jo Siem datiem biitu tikai informativs raksturs.

P&tfjumos aléliskie varianti rs10519612 un rs10519613 tiek aplukoti atseviski, bet
miisu pétijuma $ie aléliskie varianti atradas gandriz pilniga saistiba r> = 0,97. Analizg&jot
haplotipus genétiskajam variacijam, haplotipiem no biezak sastopamam alélém ALL attistiba
bija protektiva loma, picauguSo populacija retak sastopama al€le bija riska al€le, lidz ar to
pétijumu rezultati nav pretrunigi ar iepriek$ veiktajiem (D Lin et al., 2010). Lai pilnigak
spriestu par iesp&jamo interleikina nozimi akiitas leikozes etiologija nepiecieSami plasaki

pétijumi, kuros analiz&ti genotipi bérniem.

5.5.  Aleliskie varianti génos, kas iesaistiti ksenobiotiku metabolisma
5.5.1. Gena MDR1 lokalizetie aleliskie varianti rs1045642 un rs2032582

Neskatoties uz genoma plaSajos pétijumos identificétajiem al€liskajiem variantiem
akttas leikozes etiologija joprojam nav pilnigi skaidra un joprojam tiek uzskatits, ka
ksenobiotiku metabolisma iesaistitajiem proteiniem vartu but loma akiitas limfoblastu
leikozes attistiba (Nousome et al., 2013). Literatiira atrodama hipotéze, ka P glikoproteina
genctiskas variacijas var saistities ar atSkirigu uzn@mibu pret arvides karcinog€niem un
samazinatas enzima aktivitates gadijuma novest pie paaugstinata audz€ju attistibas riska
(Semsei et al., 2008).

Analizgjot géna MDR1 lokaliz&to al€lisko variantu rs1045642 saja pétjjuma netika
identificéta varianta saistiba ar paaugstinatu leikozes risku, kas ir saskana ar jaunako meta-
analizes pétjjumu. Meta-analizes petijuma analizéti kopuma devini pétijumi, kuros kopuma
ieklauti 1462 akiitas leikozes pacienti un 1522 kontroles individi, un identificéts, ka aleliska
varianta rs1045642 T aléle homozigotiska stavokli saistita ar paaugstinatu leikozes attistibas

risku tikai aziatiem, bet ne eropeidas rases parstaviiem (Yue et al., 2015). Sie rezultati,
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savukart, varétu biit saistiba ar al€lu sastopamibas biezumu atSkiritbam starp populacijam
(Leal-Ugarte et al., 2008).

Analizgjot trialélisko ne-sinonimo genétisko variantu rs2032582 tika identificéta
G alele, ka potenciali protektiva aléle, bet nemot veéra, ka statistiska ticamiba tika zaudé&ta
homozigotiska stavokli, rezultati vért€jami kritiski. Rezultatu ticamibu atbalsta tas, ka G aléle
homozigotiska stavokl saistita ar agraku leikozes sakSanas vecumu, kas kopuma asocigjas ar
labaku prognozi. G al€le ka potenciali protektiva tika identific€ta arm meta-analizes pétijuma,
tomér kopuma Saja meta-analizes pétljuma tika analiz€ta gan akiitas mieloidas leikozes
pacienti, gan akatas limfoblastu leikozes pacienti, diferenc&jot subtipu un statistiska ticamiba
tika balstita, galvenokart, uz p veértibu un vairakos gadijumos izredzu attiecibas ticamibas
intervals nebija vert€jams, tapec $aja gadijuma kritiski vert&jami literatiiras dati (Y Yan et al.,
2014).

Misu pétijuma anliz€jot alélisko variantu rs2032582 nevienam individam A aléle
netika identificéta homozigotiska stavokli, bet heterozigotiska stavokli ta identificéta ka
potenciala riska al€le. Literatira A al€les nozimigums tiek analizéts tikai atseviskos
pétijumos, kuros nav atrasta statistiski ticama saistiba ar leikozes attistibas risku un A aléli,
ka arf nav identificéti iesp&jamie riska haplotipi (Semsei et al., 2008; Urayama et al., 2007).

Apvienojot identificétos genotipus al€liskajiem variantiem rs1045642 un rs2032582
Latvijas populacija bérniem, kuri slimojusi ar ALL variantam rs2032582 A aléle un T aléle
aléliskajam variantam rs1045642, veido riska haplotipu.

Statistiski analiz€jot gimenu pétjjuma modela datus identificéta mates genotipa
saistiba ar ALL attistibas risku, ka haplotipa TT gadijuma samazinas bérna risks saslimt ar
ALL Sis ir pirmais pétijums, kura analiz€ta mates genotipa saistiba ar bérna ALL attistibas
risku. Tomér nemot véra, ka leikozes attistibas pirmsakumi ir jau intrauterini, mates
ksenobiotiku metabolisma iesaistito proteinu aktivitatei var ietekmét leikozes attistibas

pirmos posmus jau intrauterini.

5.5.2. Géna MTHFR lokalizétie aleliskie varianti rs1801131 un rs1801133

Neskatoties uz to, ka peédeos gados ir veikti daudz pétijumi, kuros ir analizeti géna
MTHFR lokalizéto alélisko variantu rs1801131 un rs1801133 iesp&ama saistiba ar ALL
attistibas risku, rezultati joprojam ir pretrunigi. Lai gan vairums pétijumu kohorta ir vairakas
reizes lielaka salidzinajuma ar So pé€tjjumu, tomeér ir arl petijumi ar mazam kohortam,
individiem ar genotipu (AC+CC) aléliska varianta rs1801131 gadijuma ir 1,1 reizi lielaks

risks saslimt ar leikozi salidzinajuma ar individiem, kuru genotips ir AA (X Li et al., 2014).
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Atseviski pétijumi norada uz etniskajam atSkirtbam al€lisko variantu sastopamibas
biezuma, kas varétu ietekmét dazado pétijumu rezultatu pretrunigumu (Giovannetti et al.,
2008). Tomer jaatzimg, ka veiktie meta-analizes pétijumi vairak norada uz aléliska varianta
rs1801133 saistibu ar ALL attistibas risku baltas rases pastavjiem, bet ne aziatiem (Jiang
et al., 2013).

Diemzel, loti maz ir zinams par géna MTHFR lokaliz&to al€lisko variantu saistibu ar
ALL Austrumeiropa, pétijuma, kas veikts Slovénija, kura ir analizéta al€lisko variantu
saistiba ar recidiva risku, bet ne ar primaras leikozes attistibas risku (Karas Kuzelicki et al.,
2009).

Literatura atrodamie dati par mates genotipa nozimi génos, kas kodé enzimus folata
metabolisma cela, ar ir pretrunigi (Lupo et al., 2012) un publikacijas ir salidzino§i mazak
skaita zina. Tom&r miisu pétijums parada, ka, ja matei ir neizmainita géna MTHFR kodéta
enzima aktivitate, bérnam ir mazaks risks saslimt ar akiitu leikozi salidzinajuma ar matém,
kuram ir samazinata enzima aktivitate. Sieviettm gritniecibas pirmaja trimestr tiek
rekomend@ts uznemt papildus folskabi nervu caurulites defektu riska samazinasanai (Cordero
et al., 2015). Papildus folskabes lietoSana grutniecibas laika potenciali varétu samazinat
akiitas limfoblastu leikozes attistibas risku bérnam, tomeér §is hipotézes apstiprinaSanai biitu

nepiecieSami papildus p&tijumi.

5.5.3. Génu GSTT1 un GSTM1 delécijas

Saja pétijuma netika atrasta statistiski ticama saistiba ar akiitas limfoblastu leikozes
attistibas risku un delécijam glutationa S transferazes génos teta un mi. So deléciju analizes
pamata ir metode, kura nelauj izskirt deléciju heterozigotiska forma no normas varianta.
Diagnostikas metodes ierobezojumi nelava analizét al€lu nodoSanu/parmantosanu gimenu
pétijuma modeli, ka arT izvertet aléles sastopamibas biezumu, jadoma, ka tas vargja ietekmeét
kopgjos rezultatus attieciba uz GSTT1 un GSTM1 deléciju nozimi ALL attistiba.

Analizgjot literatliras datus meta-analizes pétfjumi attieciba uz abiem Siem ge€niem
norada uz etniskam atSkirtbam, ka delécijas ka nozimigakas vert€jamas aziatu starpa neka

baltas rases parstavju vida (Moulik et al., 2014; ZH Tang et al., 2014; LY Xu & Cao, 2014).

5.5.4. Géna NQO1 lokalizétais aléliskais variants rs1800566

Interesanti ir rezultati analizgjot al€lisko variantu rs1800566, kurs lokaliz&ts géna
NQO1, $§is ir ne-sinonims variants, kad TT genotipa gadijuma aminoskabe prolins
tiek nomainita ar serinu un saskana ar literatliras datiem enzims pilniba zaudé savu akti-

vitati. Ta sastopamibas biezums eiropeidas rases parstavju vidd ir Cetri lidz pieci procenti
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(Larson et al., 1999). P&tijuma grupa Sis variants homozigotiska stavokli tika identificéts
tikai vienam individam, kas atbilst 1,29%, bet kontroles grupa pieciem individiem, kas atbilst
Cetriem procentiem, rezultati nav statistiski ticami atSkirigi.

Meta-analizes pétijums parada, ka T al€le homozigotiska stavokli saistita ar
paaugstinatu leikozes attistibas risku bérniem (C Li & Zhou, 2014), tomér rezultatu
nesakritiba javerté kritiski, jo analiz&tas pacientu grupas ir geografiski talu lokaliz&tas no
Latvijas, tuvakas no tam Eiropa — Italija un Lielbritanija, ka arT p&tijjumos plasi analizgti
pacienti tie$i ar agrinu ALL attistibu MLL pozitivi, tatad lidz 18 méneSu vecumam (Infante-

Rivard et al., 2007), protams, janem véra arT nelielais pétijuma icklautais pacientu skaits.

5.6. Gena IKZF1 seciba un proteina ekspresijas [imenis

visos leikocTtu attistibas etapos. lkaros trikums B S$iinu priekstecu stadija apstadina
diferenciaciju (Yoshida & Georgopoulos, 2014). Pétijumos ar pelém ir pieradita Ikaros
proteina deficita saistiba ar leikozes attistibu (Masuda, 2011). Analiz§ot izmainas
somatiskajas leikemoidajas Siinas apméram 20 — 30% gadijumu atrod mutacijas IKZF1 géna
(Dupuis et al., 2013). Pieméram, génam PAX5, kura secibas izmainas ir raksturigas
leikemoidas $iinas novérotas ari mutacijas ne-somatiskajas $tinas (Shah et al., 2013).

Tapat ar ir pieradita 3’ nekod€josa regiona lokalizéta aléliska varianta rs4132601
saistiba ar ALL attistibas risku, tomé&r precizs mehanisms nav zinams (Gorniak et al., 2014).

P&c analogijas ar génu PAX5 $aja pétijuma ir analizéta géna IKZF1 pilna kod&joso
eksonu seciba septindesmit septiniem probandiem. Nevienam individam netika identificéta
nukleotidu nomaina, kas rezultgjas aminoskabes nomaina, kas var€tu but tieSi saistita ar
leikozes attistibas risku. Ka ar vienigajam pacientam, kuram leikoze tika diagnosticéta lidz
viena gada vecumam, netika identificétas delécijas géna IKZF1. Lidz $im, nebija pieejamas
publikacijas par géna IKZF1 mutaciju géna secibas izmainu nozimi bérnu vecuma. Petijuma
veikSanas laika tika publicets gadijuma apraksts par 33. gestacijas nedela dzimuSu bérnu ar
iedzimtu pancitopéniju, taja skaita dzilu B Siinu limfopéniju un NK deficitu un neizmainitu
T limfocitu skaitu. Bérns mira 87. dzives diena 40 dienas péc kaulu smadzenu trans-
plantacijas no multiorganu disfunkcijas. Bérnam tika diagnosticéta de novo punktveida
mutacija géna IKZF1 piektaja eksona (Goldman et al., 2012).

Protams, balstoties uz vienu publikaciju secinajumus izdarit nav iesp&jams, bet art
citu publikaciju neesamiba lauj izvirzit hipotézi, ka geéna IKZF1 kodgjoSaja dala
lokaliz€tajam mutacijam kliniska simptomatika ir tika agrina un smaga, ka bérni mirst lidz

leikozes attistiSanas bridim vai arT parmantotas IKZF1 mutacijas varétu biit beérniem, kuriem
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leikoze attista pirmaja dzives menest un ir ar loti sliktu prognozi. Par labu §ai hipotézi liecina
arT tas, ka nevienam b&rnam netika identific€ta mutacija Saja géna ka art analiz&jot proteina
ekspresiju, bérniem, kuriem kaulu smadzengs bija samazinats proteina ekspresijas ITmenis,
tas atjaunojas remisijas bridi periféras asinis.

Astotaja eksona tika identificéti divi sinonimi varianti. Analiz€ot to nozimi
bioinformatikas rika Human Splicing Finder, géna al€liskajam variantam rs61731355, kura
sastopamibas biezuma bija statistiski ticamas atSkiribas starp pétijjuma un kontroles grupu,
bija nozime ESE parrausana un jauna ESE veidosana. Otram aléliskajam variantam
rs61731356 nebija statistiski ticama atSkiriba sastopamibas biezuma starp pétijuma un
kontroles grupu un, analizgjot ta potencialo ietekmi bioinformatikas rika, vértibas, kas norada
uz potencialo akceptora saita ietekmi uz proceséSanu bija uz robezas, jo CV bija 79,6, bet
splaisa saits sakot no CV 80 tiek uzskatits par stipru splaisa saita variantu un ACV 9,65%, kas
savukart sakot no 10% skaitas nozimigs. Tomér, lai preciz€tu So pienémumu bitu
nepiecieSami mRNS peétijumi, kas $aja petijuma netika veikti tehnisku iemeslu del. Nakotn&
veicot mRNS pétijumus vargtu izvertét $o sinontmo variantu kltnisko nozimi.

Saja pétijuma tika aplikots ari viens indels, kuram Iidz &im nebija zinams
sastopamibas biezums, bet tas nebija statistiski nozimigi atskirigs starp p&tijuma un kontroles
grupu, kuram, jadoma nav kliniskas nozimes.

Literatura jau ieprieks aprakstits, ka géns IKZF1 ir augsti konservativs, tas, ka miisu
pétijuma neizdevas identificét mutacijas Saja géna, jadoma, ari ir pieradijums tam, ka géns ir

augsti konservativs.
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6. SECINAJUMI

Izveidota pétijuma grupa no septindesmit septiniem individiem un piecdesmit no
tiem jeb 64,94% bija pieejams abu biologisko vecaku genétiskais materials.
Konstatets, ka visvairak bernu ALL pacientu bija starp 2004. gada dzimusSajiem
bérniem.

Analizgjot pacientus p&c vecuma, leikocitu skaita diagnozes bridi, minimalas
rezidualas slimibas un Filadelfijas hromosomas klatbiitnes, konstatéts, ka augsta
riska grupai pieder divdesmit septini pacienti. Atrasts, ka analiz€tajam
aleéliskajam variantam, kas lokalizéts géna MDR1, rs2032582 G al€le ir saistita ar
leikozes attistiSanos Iidz desmit gadu vecumam, kas saistas ar labaku prognozi.
Atrasta statistiski ticama asociacija ar visiem astoniem analiz&tajiem géna ARIDS
3. introna lokalizétajiem al€liskajiem variantiem un ALL, ka ari identific&ti
potencialie riska haplotipi. Pirmo reizi analizéta rs10821937 un rs7908445
saistiba ar akiitas leikozes attistibas risku.

Ar génos CEBPE, CDKN2A un IKZF1 lokalizétajiem al€liskajiem variantiem
rs2239633, rs3731217 un rs4132601 statistiski ticama saistiba netika atrasta.
Apvienojot iegiitos datus par alEliskajiem variantiem rs3731217, rs2239633,
rs4132601, rs10821936 un rs10994982, tika identificétas iesp&jamas ALL risku
palielinosas genotipu kombinacijas.

Géna MDR1 lokalizétajiem al€liskajiem variantiem identificéti riska un
protektivie haplotipi, ka arT mates genotipa ietekme uz leikozes attistibu bérnam.
Géna MTHFR lokalizgtajiem al€liskajiem variantiem identificéta mates genotipa
iecteckme uz ALL attistibas risku. Géna IL15 lokaliz&tajiem al€liskajiem
variantiem identificéti protektivie haplotipi. Génos NQOL1 un PAX5 lokalize-
tajiem aléliskie variantiem, ka ari génu GSTT1 un GSTM1 delécijam nav
statistiski ticama saistiba ar leikozes attistibas risku.

Veicot géna IKZF1 pilnu sekven€Sanu, patogénas mutacijas nav atrastas, ir
identificeti divi aleliskie varianti — rs199614380 un rs7789106; viens indels —
rs72334180 un astotaja eksona lokalizeti divi sinonimi varianti — rs61731355 un
rs61731356, kuriem ir iesp&jama iesaiste splaisinga. Aleliskajiem variantiem nav
butiska saistiba ar proteina ekspresijas Iimeni, nevienam no individiem nav
konstat€ts absoliits proteina Ikaros deficits periféras asinis, kas var€tu liecinat par

iedzimtu proteina deficttu.
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ALL terapijas protokols BFM-95

1. pielikums

INDUCTION/ EXTRA-
CONSOLIDATION COMPARTMENT REINDUCTION MAINTENANGE:
s
I, Ig M I, Il MT
PDN28d 6-MP 28 d 6-MP 56 d DXmM22d 6-TG 14d 6-MP daily
VCR x4 CPM x2 HD-MTX x4 VCR x4 CPM x1 MTX weekly
DNR x2 ARA-C 4x4 IT MTX x4 DOX x4 ARA-C 2x4
ASP x8 IT MTX x2 ASP x4 IT MTX x2
IT MTX x3
33d 28d 56d 28d 14d girls: until 104 weeks from initial diagnosis
boys: until 156 weeks from initial diagnosis
T-ALL: pCRT
M mMT
| : MR-1| 6MP56d i i MR-A 6-MP daily
A B HD-MTX x4 A B MTX weekly
IT MTX x4
PDN28d 6-MP 28 d DXmM22d 6-TG 14d
VCR x4 CPM x2 R VCR x4 CPM x1 R
DNR x4 ARA-C 4x4 1 DOX x4 ARA-C 2x4 2
ASP x8 IT MTX x2 MCA ASP x4 IT MTX x2 MT + Pulses
IT MTX x3
6-MP daily
<€ % 6-MP 56 d B
33d 284 MR-2 HD-MTX x4 28d 144 MR-B MTX weekly
ID-ARA-C x4 DXM 7 d} SR O RS
IT MTX x4 VCR x2 el
>
56d until 104 weeks from initial diagnosis
INDUCTION INTENSIFIED CONSOLIDATION / EXTRA-COMPARTMENT REINDUCTION MAINTENANCE
! - SCT for selected indication - ! pCRT |
1 HR-1’ HR-2’ HR-3’ HR-1’ HR-2’ HR-3’ I, n, mMT
PDN22d DXM5d DXM5d DXM5d DXM5d DXM5d DXM5d DXm22d 6-TG14d 6-MP daily
VCR x4 HD-ARA-C x2 VDS x2 HD-ARA-C x4 VCR x2 VDS x2 HD-ARA-C x4 VCR x4 CPM x1 MTX weekly
m DNR x4 HD-MTX x1 DNR x1 VP-16 x5 HD-ARA-C x2 DNR x1 VP-16 x5 DOX x4 ARA-C 2x4
ASP x6 CPM x5 HD-MTX x1 ASP x1 HD-MTX x1 HD-MTX x1 ASP x1 ASP x4 IT MTX x2
IT MTX x3 ASP x1 IFO x5 TIT x1 CPM x5 IFO x5 TIT x1
TIT x1 ASPx1 ASP x1 ASPx1
[cosF] TTX1[GosF] [cosF] T x![GosF] T X1[GosF] [ccs]
29d 5d 5d 5d 5d 5d 28d 14d until 104 weeks from

Apzimgjumi: SR -

initial diagnosis

standarta risks, MR — vidgjs risks, HR- augsts risks, PDN — prednizolons,

VCR - vinkristins, DNR — daunorubicins, ASP — E.coli L-asparginaze, 6-MP — 6-merkaptopurins,
ARA-C — citarabins, CPM —ciklofofamids, DXM — deksametazons, DOX — doksorubicins, 6-TG —

6-tioguanins, HD — augsta deva, ID — vidgja deva, IT — intratekali, TIT — triskarSa intratekala terapija,

MT (maintenance) — uzturosa terapija, pCRT — presimptomatiska staru terapija.

Moricke A et al. Blood 2008;111:4477-4489
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2. pielikums

Centrala medicinas etikas komiteja

Brivibas jela 72, Riga, LV-1011 e Talr. 67876182 e Fakss 67876071 e E-pasts: vm@vm.gov.lv
Riga

09.03.2011. Nr.01-29.1/2

~ Rigas Stradina universitates
Molekularas genétikas zinatniskajai
laboratorijai

Atzinums Nr.01-29.1/2 par pieteikuma
projektu ,, Akiitas limfoblastu leikozes
attistibu un gaitu ietekmejosie genétiskie
faktori bernu vecuma”

Centrala medicinas étikas komiteja 2011.gada 9.marta izskatija
Rigas Stradina universitates Molekularas genétikas zinatniskas
laboratorijas iesniegto pieteikuma projektu ,,Akiitas limfoblastu leikozes
attistibu un gaitu ietekmégjosie genétiskie faktori bérnu vecuma”.

Pamatojoties uz Centrald medicinas &tikas komitejas 2011. gada
9.marta sédes protokola Nr.1 punktu 2, tiek izsniegts atzinums, ka Rigas
Sgradiga universitates Molekularas genétikas zinatniskas laboratorijas
iesniegtais pieteikuma projekts ,,Akutas limfoblastu leikozes attistibu un
gaitu ietekm@josie genétiskie faktori bé&rnu vecuma” nav pretruna ar
biogtikas normam.

Centralas medicinas &tikas-.
komitejas priek3sedétajs ;

Y. 7] ? !

J.Bundulis

A. Valdmane, 67876097
antra.valdmane@vm.gov.lv
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3. pielikums

Reagentu kimiskais sastavs

. Sarkano asins Stnu lizes A1 skiduma kimiskas sastavdalas:

Saharoze 109.5¢g
1M Tris—HCI pH 7.6 10 ml
1M MgCl> 5ml
ddH20 Lidz 100 ml
. Stinu suspensijas $kiduma kimiskas sastavdalas:
0.5M EDTA 50 mi
5M NaCl 40 ml
ddH20 Lidz 1000 ml

. SDS kimiskas sastavdalas:

SDS (natrija duodecisulfats) 50¢g

ddH20 Lidz 500 ml
. DNS 8kidinasanas Skiduma kimiskas sastavdalas:

1M Tris —HCI pH 7.6 5ml

0.5M EDTA 1 mi

ddH20 Lidz 500 ml
. 1,5% Agarozes gela pagatavoSana

Agarozes pulveris 159

TBE buferis 100 ml

Etidija bromids 5ul
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6. 8% Poliakrilamida gela sastavdalas

ddH20 4 ml

10x TBE buferis 600 pl
30% PAA 1,6 ml
3% APS 120 pl
TEMED 6 pul

7. 1M TRIS HCI bufera sastavdalas

TRIS 121,14 g
ddHz20 lidz 600 ml
HCl —pH Iidz 7,6 ~40 ml
ddH20 lidz 1000 ml
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Gena ARID5B lokalizeto alélisko variantu relativais biezums

4. pielikums

Aleliskais - BieZums BieZums
variants Genotips ALL kontroles OR CI 95% p vertiba
pacientiem grupa
rs10994982 | AA 0,27 0,18 1,68 (0,8-3,54) 0,156
AA+AG 0,75 0,64 1,69 (0,85-3,39) 0,115
rs7908445 | TT 0,22 0,11 2,38 (1,01-5,61) 0,041
TT+CT 0,64 0,52 1,59 (0,85-2,97) 0,142
rs7923074 | AA 0,22 0,11 2,38 (1,01-5,61) 0,041
AA+AC 0,65 0,52 1,68 (0,9-3,16) 0,105
rs10821936 | CC 0,18 0,07 2,8 (1,06-7,47) 0,024
CC+CT 0,51 0,41 1,48 (0,8-2,74) 0,19
rs10821937 | CC 0,17 0,07 2,9 (1,05-8,13) 0,031
CC+CT 0,51 0,39 1,59 (0,85-2,93) 0,14
rs7896246 | AA 0,17 0,07 2,55 (0,95-6,91) 0,061
AA+AG 0,51 0,39 1,64 (0,88-3,04) 0,107
rs10821938 | AA 0,25 0,11 2,53 (1,11-5,79) 0,019
AA+AC 0,69 0,64 1,25 (0,65-2,4) 0,54
rs7089424 | GG 0,17 0,07 2,9 (1,05-8,13) 0,031
GG+GT 0,51 0,39 1,59 (0,85-2,93) 0,14
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5. pielikums

Gimenu modela saistibas pétijums aléliskie variantiem rs4132601, rs3731217 un rs2239633

_ . . Retak _ _
Gena Alell.skals sastopama Algle Alcle OR 95% CI p vertiba
nosaukums variants alele nodota nenodota
IKZF1 rs4132601 G 22 27 0,69 (0,46 —1,08) | 0,475
CDKN2A rs3731217 G 8 9 0,89 (0,34 - 2,3) 0,8
CEBPE rs2239633 T 20 31 0,65 (0,37-1,13) | 0,12

Gadijuma — kontroles analize aléliskie variantiem rs4132601, rs3731217 un rs2239633

Retak l:etﬁk - sasl;el::ll;ﬁs
Géna Aleliskais te ax | sas ‘;Plamas aleles OR 95% C p
nosaukums variants sasiopama aees bieZums ° vértiba
alele bieZums Kontroles
ALL grupa grupd
IKZF1 rs4132601 G 0,25 0,32 0,81 (0,44 — 1,08) 0,1
CDKN2A rs3731217 G 0,11 0,08 1,4 (0,7-2,8) 0,33
CEBPE rs2239633 T 0,45 0,43 1,09 (0,73 -1,64) 0,67
Geéna alelisko variantu rs4132601, rs3731217 un rs2239633 nozimiguma analize ar
hibridmetodi, apvienojot abus pétijjuma modelus
Retak RR s : o
Géna Aléliskais sastopamas | heterozig. k?e;I::ct)lz?a Rtl? hlgl[ng SZ‘I,E E Ovr;l;)tzl?a
nosaukums variants aleles stavokli o kl? s aVOCIl ° 5 kl%
bieZums 95% ClI stavo stavo
IKZF1 rs4132601 0,29 1,22 (0,71 0,47 1,36 (0,55 - 0,51
—2,06 3,32)
CDKN2A rs3731217 0,1 0,83 (0,42 0,99 - 0,99
—1,69)
CEBPE rs2239633 0,47 1,05 (0,6 0,87 0,85 (0,38 — 0,7
- 1,86) 1,88)
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