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POVZETEK

Tiopurini so pomembna skupina protitumornih in imunosupresivnih zdravilnih u¢inkovin,
Ki se uporabljajo v klini¢ni praksi ze preko 50 let. Zaradi ozkega terapevtskega indeksa in
inter-individualnih razlik med pacient, so nezeleni ucinki ali neodzivnost na terapijo
pogosti. Najpomembnejsi farmakogenomski bioloski oznaevalec pri zdravljenju s
tiopurini, na osnovi katerega v klini¢ni praksi najpogosteje prilagodijo odmerek
posamezniku, je tiopurin-S-metiltransferaza (TPMT). Kljub dobri korelaciji genskih
polimorfizmov in posledi¢no aktivnosti encima na izid zdravljenja, vseh primerov odziva

na terapijo s tiopurini ne moremo pojasniti samo s poznavanjem statusa TPMT.

V sklopu magistrske naloge smo na modelu 26 limfoblastoidnih celi¢nih linij (LCL),
pridobljenih iz limfocitov zdravih krvodajalcev, proucevali dejavnike, ki bi izboljsali
napoved odziva na tiopurine. V prvem delu smo z merjenjem metabolne aktivnosti
ugotovili, da celice izkazujejo moc¢no inter-individualno raznolikost v ob¢utljivosti na 6-
merkaptopurin (6-MP) in 6- tiogvanin (6-TG). Variabilnost v odgovoru smo potrdili se z
analizo celi¢nega cikla na izbranih LCL-ih: zelo ob¢utljivem, normalno obcutljivem in
neodzivnem. Pri celicah LCL, ki so bile odzivne oziroma obcutljive na 6-MP, smo opazili
sicer vecji delez celic v fazah celi¢ne smrti kot pri neodzivnih celicah, nismo pa opazili

pomembnega zastoja celic v nobeni od faz celi¢nega cikla.

V nadaljevanju smo Zeleli ugotoviti, kako vpliva TPMT na odziv celic po izpostavitvi
tiopurinom. Lizatom celic smo dodali 6-MP ter z analizo HPLC dolo¢ili koli¢ino nastalega
6-metilmerkaptopurina (6-MMP) in izracunali aktivnost TPMT. Prisotnost polimorfizmov
je statisti€no znacilno znizala aktivnost TPMT. Ugotovili smo, da niZja aktivnost TPMT

pomeni vecjo obéutljivost celic na 6-TG, ne pa tudi na 6-MP.

V iskanju dejavnika obcutljivosti na 6-MP smo v naslednjem koraku izpostavili celice
LCL-ov 10 uM 6-MP za obdobje 24-72 h in z analizo HPLC dolo¢ili koli¢ino nastalih
metabolitov: 6-MMP in 6-tiogvaninskih nukleotidov (6-TGN). Koli¢ina nastalega 6-MMP
je pozitivno korelirala z aktivnostjo TPMT, medtem ko je koli¢ina 6-TGN po 48 in 72 urah
pozitivno korelirala s toksi¢nostjo 6-MP. Prav tako je visja hitrost nastajanja 6-TGN

pomenila vecjo toksicnost 6-MP.
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Ker mnoge farmakokineti¢ne in farmakodinami¢ne lastnosti tiopurinov Se vedno ostajajo
neznane, smo preverili dejavnike obcutljivosti na 6-MP tudi na nivoju izrazanja sekretornih
prenasalcev. Z analizo qPCR smo dolo¢ili izrazanje genov ABCB1, ABCC4 in ABCC5 v 38
LCL-ih in ugotovili, da vi$je izrazanje ABCB1 pomeni manj$o toksi¢nost 6-MP za celice
LCL.

Nasi rezultati potrjujejo pomen aktivnosti TPMT pri obcutljivosti na 6-TG ter hkrati
izpostavljajo pretvorbo 6-MP do njegovih aktivnih metabolitov in izrazanje transporterja
ABCB1 kot pomembna dejavnika obcutljivosti na 6-MP. S tem naslavljajo nadaljnje
raziskave h klini¢ni validaciji ABCB1 kot farmakogenetskega bioloskega oznacevalca, Ki

bi izboljsal napoved zdravljenja s tiopurini.

Kljuéne besede: tiopurin-S-metiltransferaza (TPMT), 6-merkaptopurin, 6-tiogvanin, metaboliti 6-MP,
ABCBL1.

Vi
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ABSTRACT

Thiopurines represent important group of anti-neoplastic and immunosuppressive drugs in
the treatment of acute lymphoblastic leukemia and autoimmune diseases for over 50 years.
Due to narrow therapeutic index and inter-individual differences, side effects or thiopurine
resistance are frequent. In clinical practice thiopurine dose is adjusted according to TPMT
activity or TPMT genotype. However, not all responses to thiopurines can be explained

only on the basis of TPMT activity or genotype.

We studied genetic and metabolic factors, influencing the response to thiopurines on
lymphoblastoid cell line (LCL) model. Wide intra-individual differences in metabolic
activities of LCLs were observed, when the cells were treated with 6-mercaptopurine (6-
MP) or 6-thioguanine (6-TG). Additionally, cell cycle analysis of LCLs with extreme
metabolic activities corroborated higher amount of cells in Sub-G1 phase in sensitive LCL
compared to resistant LCL after treatment with 5 uM 6-MP. Based on results from cell
cycle analysis, we conclude that 6-MP did not induce arrest in any of the phases of cell

cycle.

To analyse the involvement of TPMT in response to 6-MP, we next measured TPMT
activity in LCLs. 6-methylmercaptopurine (6-MMP) concentration was determined using
HPLC method in cell lysates after incubation with 6-MP, and TPMT activity was
calculated. Lower TPMT activity was associated with higher sensitivity of LCLs to 6-TG
but not to 6-MP.

Since TPMT was not primary factor of susceptibility to 6-MP, we pursued the research
towards investigation of its metabolites after the exposure of 18 LCLs to 10 uM 6-MP for
24-72 h. 6-thioguanine nucleotides (6-TGN) and 6-MMP in cell lysates and culture
medium were measured by HPLC method. Amount of 6-MMP positively correlated with
TPMT activity, while amount of 6-TGN after 48 and 72 hours significantly correlated with
cytotoxicity of 10 uM 6-MP. The rate of 6-TGN formation also negatively correlated with
metabolic activity.

Lastly, we evaluated the gene expression of efflux transporters, which have been
previously reported to be involved in secretion of thiopurines or other anti-neoplastic
drugs. Expression of ABCB1, ABCC4 and ABCC5 was performed on cDNA samples from
38 LCLs by gPCR assay. ABCB1 expression positively correlated with metabolic activity
of LCLs after exposure to 2.5 and 5 uM 6-MP.

Vil
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Our findings highlight the importance of TPMT activity on susceptibility to 6-TG and
expose 6-MP transformation towards active 6-TGN metabolites and expression of ABCB1
transporter as markers for response of LCLs to 6-MP. Further studies should be performed

leading to clinical validation of ABCB as potential new pharmacogenetic biomarker.

Key words: thiopurine-S-methyltransferase (TPMT), 6-mercaptopurine (6-MP), 6-thioguanine (6-TGN),
ABCBL1.

VI
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SEZNAM OKRAJSAV

6-MMP 6-metilmerkaptopurin

6-MP 6-merkaptopurin

6-TG 6-tiogvanin

6-TGN 6-tiogvaninski nukleotidi

ABCB1 prenasalec z domeno za vezavo ATP, poddruzina B, ¢lan 1

ABCC4 prenaSalec z domeno za vezavo ATP, poddruzina C, ¢lan 4

ABCC5 prenasalec z domeno za vezavo ATP, poddruzina C, ¢lan 5

ALL akutna limfoblastna levkemija

AZA azatioprin

DNPS de novo sinteza purinov

dTGTP deoksi-6-tiogvanozin-5'-trifosfat

GMPS gvanozinmonofosfat-sintetaza

GTP gvanozin-5'-trifosfat

HPRT hipoksantin/gvanin-fosforiboziltransferaza

IMPDH inozinmonofosfat-dehidrogenaza

ITPA inozintrifosfat-pirofosfataza

LCL limfoblastoidna celi¢na linija

MDR odpornost proti ve¢ snovem ( angl. multiple drug resistance)

MeTIDP 6-metiltioinozin-5'-difosfat

MeTIMP 6-metiltioinozin-5'-monofosfat

MeTITP 6-metiltioinozin-5'-trifosfat

MMR popravljalni mehanizem DNA (angl. mismatch repair)

MTHFR metilentetrahidrofolat-reduktaza

MTS [3-(4,5-dimetill_tiazol-2-iI)-5-(3-karboksimetoksifeniI)-2-(4-su|fofeni|)-2H-
tetrazol, notranja sol]

PPAT fosforibozilpirofosfat-amidotransferaza

PRPP fosforibozilpirofosfat

gPCR kvantitativna verizna reakcija s polimerazo v realnem ¢asu

Racl signalni protein G (ang. Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1)

RBC eritrociti (angl. red blood cells)

SAM S-adenozilmetionin

SNP polimorfize:m posameznega nukleotida (angl. single  nucleotide
polymorphism)

TGDP 6-tiogvanozin-5'-difosfat

TGMP 6-tiogvanozin-5'-monofosfat

TGTP 6-tiogvanozin-5'-trifosfat

TIMP 6-tioinozin-5'-monofosfat

TITP 6-tioinozin-trifosfat

TPMT tiopurin-S-metiltransferaza

VNTR spremenljivo $tevilo tandemskih ponovitev

X0 ksantin-oksidaza
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1. UVOD

Genetska raznolikost lahko vodi v nepredvidljiv in spremenljiv odziv na zdravljenje z
zdravili. Na podlagi poznavanja genetskih znacilnosti lahko terapijo prilagodimo
posamezniku in s tem izboljsamo ucinkovitost zdravila, zmanjSamo neZelene ucinke in
izboljsamo stroSkovno u¢inkovitost zdravljenja. Veja genetike, ki proucuje vpliv genetskih
variant pri odgovoru na zdravilo, je farmakogenomika. Tiopurini so u¢inkovine, na katere
se bolniki odzovejo zelo variabilno, saj je njihova presnova zapletena in pogojena z
mnogimi genetskimi in metabolnimi dejavniki. Med najpomembnej$imi je encim tiopurin-
S-metiltransferaza (TPMT), katerega genetski polimorfizmi predstavljajo enega
najuspesnej$ih primerov prenosa farmakogenomike v klinicno prakso. V zadnjem
desetletju so novejsi visokozmogljivi genetski pristopi omogo¢ili odkritje Stevilnih novih
genetskih polimorfizmov, ki so povezani z odzivom na tiopurine. Spoznanje, da odziv na
zdravljenje s tiopurini ni odvisen samo od enega genetskega dejavnika, je spodbudilo
iskanje in validacijo farmakogenetskih oznaéevalcev, s katerimi bi lahko natanéneje
opredelili bolnike, ki so nagnjeni k neodzivnosti na zdravljenje ali imajo ve¢jo verjetnost

za nastanek nezelenih ucinkov (1,2).

1.1 Tiopurini

Leta 1951 so sintetizirali in in vitro preizkusili preko 100 purinov. lzkazalo se je, da
zamenjava kisika z zveplom na mestu C6 gvanina in hipoksantina zavira vgradnjo
endogenih purinov (3). Danes v klini¢ni praksi uporabljajo 6-merkaptopurin (6-MP), 6-
tiogvanin (6-TG) in azatioprin (AZA) (Slika 1), ki jih po anatomsko terapevtski
klasifikaciji uvrSs¢amo v skupino zdravil z delovanjem na novotvorbe in imunomudolatorje

(4).
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Slika 1: Strukturne formule endogenih purinskih baz in tiopurinov.
Prirejeno po (3).



Tina Sneljer Magistrska naloga

1.1.1 Vloga tiopurinov pri zdravljenju levkemij in avtoimunskih bolezni

Uvedba tiopurinov v terapijo je pomenila velik napredek v zdravljenju mnogih bolezni.
Tiopurine $e danes uporabljajo v terapiji rakavih bolezni za zdravljenje akutne
limfoblastne levkemije (ALL), kot imunosupresive pri presaditvi organov, pri zdravljenju
avtoimunskih bolezni, kot so vnetna ¢revesna bolezen (ulcerozni kolitis in Crohnova
bolezen), revmatoidni artritis, sistemski eritematozni lupus, dermatopolimiozitis, multipla

skleroza in miastenija gravis (6).

Uporaba tiopurinov skupaj z ostalimi zdravili za zdravljenje ALL je prezivetje povecala iz
zacetnih 5 % (7) na danasnjih 90 % (8,9). Kompleksna shema zdravljenja ALL zajema 4
faze (Slika 2) (10). Prva je indukcija remisije, v kateri zelimo doseci remisijo bolezni in
traja 4-6 tednov (11). Vse sprejete smernice zdravljenja ALL vkljucujejo fazo zdravljenja
oziroma preprecevanja levkemije centralnega Zivéevja, ki poteka so€asno s prvo fazo ali
ves Cas trajanja terapije (11,12). V stanju remisije bolezni je lahko $e vedno prisoten
ostanek levkemicnih celic (10), zato indukciji remisije sledi utrditev remisije, ki traja 6-9
meseceV (11). Zadnja in hkrati najdaljSa je vzdrzevalna terapija, ki traja najmanj 2 leti. Z
njo zelimo prepreéiti ponovitev bolezni (11). Tiopurini se prav tako uporabljajo pri
vzdrzevalni terapiji vnetne ¢revesne bolezni in ostalih avtoimunskih bolezni (13), a daljsi
¢as (14) in hkrati v manj$em odmerku kot pri ALL (15,16).

V primerjavi z ostalimi zdravilnimi u¢inkovinami, ki se uporabljajo v prvih treh fazah
zdravljenja ALL, so tiopurini delezni ve¢je pozornosti, saj je terapija z njimi dolgotrajna
(17). Kot vecina drugih citotoksi¢nih zdravilnih ucinkovin imajo tudi tiopurini ozek
terapevtski indeks in lahko izzovejo nekatere neZelene ucinke (1,5). Najpogosteje se
pojavijo izpusCaji, hepatitis, mialgija, artralgija, gastrointestinalne tezave, vrocina,
infekcije in pankreatitis (18,19). Najresnejsi nezeleni ucinek je mielosupresija, ki je lahko
smrtno nevarna (5). Omenjeni nezeleni ucinki so eden glavnih razlogov za prekinitev
terapije s tiopurini (14). V zadnjem casu je na voljo vse ve¢ bioloskih zdravilnih u¢inkovin
(npr. infliksimab, adalimumab in efalizumab) (20), ki so zacele nadomes¢ati tiopurine ali
se socCasno uporabljati z njimi (21). Kljub temu ostajajo tiopurini zaradi svoje u¢inkovitosti

Se vedno temelj vzdrzevalnega zdravljenja (2).
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Slika 2: Shema zdravljenja akutne limfoblastne levkemije.

Zdravljenje ALL s protitumornimi udinkovinami poteka v S§tirih fazah. Tiopurine (oznaeni rdece)
uporabljamo v fazi utrditve remisije in vzdrzevalni fazi zdravljenja, ki traja ve¢ let. CZS: centralni Zivéni
sistem. Povzeto po (11).

1.1.2 Presnova tiopurinov

Tiopurini so predzdravila in za svoje delovanje potrebujejo znotrajceli¢éno pretvorbo do
aktivnih 6-tiogvaninskih nukleotidov (6-TGN) (5). Azatioprin (AZA) se v delno encimski
reakciji v jetrih pod vplivom glutation-S-transferaze pretvori v 6-MP. Nadalje se 6-MP
presnavlja preko treh kompetitivnih encimov: ksantin-oksidaze (XO), TPMT in
hipoksantin/gvanin-fosforiboziltransferaze (HPRT) (18) (Slika 3). Prva dva predstavljata
deaktivacijski poti tiopurinov, medtem ko slednji za¢ne aktivacijo proti 6-TGN.

Encim XO presnavlja 6-MP v farmakolosko neaktivno 6-tiose¢no kislino, medtem ko
TPMT pretvori 6-MP v 6-metilmerkaptopurin (6-MMP), pri ¢emer je donor metilne
skupine S-adenozilmetionin (SAM). HPRT presnavlja 6-MP v 6-tioinozin-5'-monofosfat
(TIMP), od koder gre njegova presnova naprej po dveh poteh. Z encimom TPMT se

pretvori do 6-metiltioinozin-5'-monofosfata (MeTIMP) ali pa se z inozinmonofosfat-

-3-
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dehidrogenazo (IMPDH) pretvori v 6-tioksantozin-5'-monofosfat (TXMP). Ta se nadalje
presnavlja z gvanozinmonofosfat-sintetazo (GMPS) v 6-tiogvanozin-5'-monofosfat
(TGMP) (18). Kon¢na pretvorba TGMP vodi preko 6-tiogvanozin-5'-difosfata (TGDP) in
dveh kinaz do 6-tiogvanozin-5'-trifosfata (TGTP) ali pa se TGDP reducira in s kinazo
pretvori do deoksi-6-tiogvanozin-5'-trifosfata (dTGTP) (5,18).
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Slika 3: Shema presnove tiopurinov

6-MMP: 6-metilmerkaptopurin; dTGDP: deoksi-6-tiogvanozin-5'-difosfat; dTGTP: deoksi-6-tiogvanozin-5'-
trifosfat; GMPS: gvanozinmonofosfat-sintetaza; HPRT: hipoksantin/gvanin-fosforibosiltransferaza; IMPDH:
inozinmonofosfat-dehidrogenaza; ITPA: inozintrifosfat-pirofosfataza, MeTGMP: 6-metiltiogvanozin-5';
MeTIMP: 6-metiltioinozin-5'-monofosfat; MeTITP: 6-metiltioinozin-5'-trifosfat; PPAT:
fosforibozilpirofosfat-amidotransferaza; PRA: fosforibozilamin; PRPP: fosforibozilpirofosfat; TGDP: 6-
tiogvanozin-5'-difosfat; TGMP: 6-tiogvanozin-5-monofosfat; TGTP: 6-tiogvanozin-5'-trifosfat; TIDP: 6-
tioinozin-5'-difosfat; TIMP: 6-tioinozin-5'-monofosfat; TITP: 6-tioinozin-5'-trifosfat; TPMT: tiopurin-S-
metilstransferaza; 6-TU: 6-tiose¢na kislina; TXMP: 6-tioksantozin-5-monofosfat; XO: ksantin-oksidaza.
Prirejeno po (7,22).

Presnova 6-tiogvanina (6-TG) je manj kompleksna kot presnova 6-MP (Slika 3). 6-TG se s
HPRT pretvori v TGMP, ki se nadalje s kinazami ali/in reduktazami presnovi v TGTP ali
dTGTP. 6-TG se deaktivira z istima encimoma kot 6-MP, in sicer se s TPMT pretvori v 6-
metiltiogvanin in s XO do tiose¢ne kisline (5,18).
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1.1.3 Mehanizem delovanja tiopurinov

Citotoksi¢no in imunosupresivno delovanje tiopurinov je usmerjeno v programirano
celicno smrt (t.i. apoptozo) in inaktivacijo limfocitov (2,5,18) preko treh razli¢nih
mehanizmov, ki jih vodijo 6-TGN in metiliran produkt MeTIMP (Slika 4).

Citotoksicno in imunosupresiviio delovanje

] e 2] I

Varadnja dTGTP w Zaviratje de aove Zaviratje
DMA sinteze purinov Faclsistema
a-MFE, 6-TG, AFA AZs A-MP 6-MIF, 6-TG, AZA
vV

Artispoptotiéni |
signal

| Apoptoza (gMI'u']R l \\h__.:ie Moo sinteza purinoy ’j' k /

Slika 4: Shema treh mehanizmov delovanja tiopurinov.

A: Vsi tiopurini se presnovijo do dTGTP, ki se vgradi v DNA. Med podvojevanjem DNA pride do vgradnje
napacéne baze, kar prepozna popravljalni mehanizem DNA in sprozi apoptozo limfocitov. B: Pri presnovi
AZA in 6-MP nastane metiliran produkt MeTIMP, ki je inhibitor de novo sinteze purinov. C: Konéni produkt
presnove vseh tiopurinov je TGTP, ki se veZze na Racl in zavre njegovo delovanje.

6-MP: 6-merkaptopurin; 6-TG: 6-tiogvanin; AZA: azatioprin; dTGTP: deoksi-6-tiogvanozin-5'-trifosfat;
MMR:  popravljalni  mehanizem  DNA; MeTIMP:  6-metiltioinozin-5-monofosfat;  PPAT:
fosforibozilpirofosfat-amidotransferaza; PRA: fosforibozilamin; PRPP: fosforibozilpirofosfat; Racl -
signalni protein G (ang. Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1), TGTP: 6-tiogvanozin-5'-trifosfat. Slika
povzeta po (23-25).

DNA polimeraza prepozna dTGTP in ga vgradi v DNA na mesto gvanina (Slika 4A).
Tiolna skupina tiopurinov je mnogo bolj reaktivna kot kisik v gvaninu in je dovzetna za
neencimsko metilacijo s SAM. Metiliran produkt (me6-TG) vgrajen v matricno DNA nosi
nejasen zapis za vgraditev komplementarne baze, zato se med podvojevanjem namesto

citozina (C) vgradi timin (T) (5,6). Bazni par me6-TG:T prepozna mehanizem popravljanja

-5-
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neujemanja v DNA (MMR — angl. mismatch repair) (26), katerega cilj je izrezati napac¢no
vgrajen nukleotid v hcerinski DNA. V matricno DNA vgrajenemu me6-TG popravljalni
mehanizem ne najde komplementarne baze, zato nepopravljena DNA vstopa v naslednjo S
fazo celicnega cikla. Tu pride do nastanka nepravilnih struktur DNA in zastoja celi¢nega
cikla v fazi G2. Ucinek tiopurinov nastopi s ¢asovnim zamikom, Saj morajo te preiti skozi

dve S fazi celi¢nega cikla (6).

Metiliran produkt presnove 6-MP, MeTIMP, je mocan inhibitor de novo sinteze purinov
(DNPS) (Slika 4B). Zavira namre¢ encim fosforibozilpirofosfat-amidotransferazo (PPAT),
kar privede do kopicenja fosforibozilpirofosfata (PRPP), koencima HPRT pri pretvorbi 6-
MP do TIMP (5,6). Ob povec¢anem nastajanju meTIMP se zmanj$ajo tudi endogene zaloge
ATP in GTP, ki so nujne za sintezo DNA in RNA, za celi¢no presnovo in signaliziranje,
kar povzro¢i upocasnitev rasti limfocitov (5,6). Ostali metilirani produkti ne veljajo za

inhibitorja de novo sinteze purinov (27).

Tretji mehanizem delovanja vkljuéuje neposredno apoptozo preko sistema Racl (Slika
4C), GTP-aze, katere naloga je regulacija Stevilnih celi¢nih funkcij, med drugim tudi
celiéne rasti. TGTP se namesto gvanozin-5-trifosfata veze na Racl, zavre njegovo

delovanje in aktivira apoptozo (2,18,28).

1.1.4 Genetski dejavniki odziva na terapijo s tiopurini

Genetska raznolikost med posamezniki je vzrok spremenljivega odziva na terapijo (29).
Poznavanje genetskih dejavnikov je Se posebej pomembno pri zdravilnih u¢inkovinah kot
so tiopurini, saj imajo te ozek terapevtski indeks (22). Prvi farmakogenetski dejavnik, ki je
pojasnil odziv na tiopurine, je bil encim TPMT (30). Trenutno je to najpomembne;jsi in
edini farmakogenetski oznacevalec, na podlagi katerega smernice zdravljenja priporocajo

prilagoditev odmerka tiopurinov (22).

Poleg encima TPMT lahko na variabilnost odziva vplivajo tudi polimorfizmi v drugih
encimih, ki so vklju€eni v presnovo tiopurinov. Prvi encim pri znotrajcelicni presnovi 6-
MP in 6-TG je HPRT. Polimorfizmi posameznega nukleotida (SNP) v HPRT povzrocijo
popolno ali delno odsotnost aktivnosti encima (31). Posamezniki s popolno odsotnostjo
aktivnosti encima HPRT (Lesch-Nyhanov sindrom) niso sposobni pretvorbe tiopurinov do

aktivnih metabolitov in so zato neodzivni nanje, kar je dokazano tako in vivo (32) kot in
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vitro (33). Neodzivnost na tiopurine so na modelu misjih levkemicnih celic L1210 ze
pripisali zmanjSani aktivnosti encima HPRT (34,35). Nadalje je bil polimorfizem
€.495 496insA, ki povzro¢i signifikantno znizanje aktivnosti HPRT, odgovoren za

nezmoznost humanih levkemi¢nih celic, da pretvorijo tiopurine do aktivnih 6-TGN (36).

Najnovejsa Studija na bolnikih z ALL kaze, da so polimorfizmi v intronih IMPDH
povezani s slab$im preZivetjem in poveCanim tveganjem za ponovitev bolezni (37). Med
ostalimi genetskimi variantami, ki vplivajo na zdravljenje s tiopurini, so polimorfizmi v
genih za Racl, ITPA, NUDT15 in membranske prenaSalce. Genetske variante v Racl so
napovedovale slabs$i klini¢ni odziv na tiopurine pri odraslih bolnikih z vnetno ¢revesno
boleznijo (38). Povecano toksi¢nost tiopurinov lahko pripis§emo polimorfizmom v encimu
inozin-trifosfat-pirofosfataza (ITPA), ki pretvarja 6-tioinozin-trifosfat (TITP) v TIMP
(Slika 3). Na vzorcu bolnikov z vnetno ¢revesno boleznijo so zaznali povezavo med
polimorfizmi v ITPA in neZelenimi ucinki, kot so infekcije, pankreatitis in levkopenija
(39). Tako in vivo kot in vitro so dokazali vpliv polimorfizma v NUDT15 na toksi¢nost
tiopurinov (40). Dobro pojasnjen dejavnik variabilnega odziva na terapijo so tudi
membranski prenasalci za privzem in izmet skozi membrano celice, ki so podrobneje

opisani v poglavju 1.4.1.

1.2 Tiopurin-S-metiltransferaza

Tiopurin-S-metiltransferaza (TPMT; EC 2.1.1.67) je citosolni encim z molekulsko maso
26kDa, ki ga sestavlja sestavlja 245 aminokislin (5,7,41). TPMT lezi na kromosomu 6 na
mestu p22.3 (Slika 5), obsega 10 eksonov in 9 intronov (41).
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Slika 5: Shema kromosoma 6 in lokacija gena za TPMT.

Z rumeno puscico je oznaceno mesto, na katerem lezi TPMT. Prirejeno po (42).

TPMT je prisoten v mozganskih strukturah, §¢itnici, ledvicah, kozi in mnogih drugih tkivih

(43,44). Katalizira S-metiliranje aromatskih in heterocikli¢énih spojin, med katerimi so
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farmakolosko najpomembne;jsi tiopurini (5). Predvideva se, da je fizioloska vloga TPMT
pretvorba zveplovih in selenovih organskih in anorganskih spojin v manj toksi¢ne

metilirane produkte (7).

1.2.1 Vpliv genetskih polimorfizmov na aktivhost TPMT

Genetski  polimorfizmi encima TPMT so eden najbolje raziskanih primerov v
farmakogenetiki. Dokazanih je bilo ze 52 polimorfizmov TPMT znotraj kodirajoce regije
(45). Vecina teh je SNP-jev, ki spremenijo zapis za aminokislino (46). Posledica
polimorfizmov je pogosto zmanjSana aktivnost TPMT (45). Ve¢ kot 95 % primerov nizke
aktivnosti TPMT je posledica treh variantnih alelov TPMT*2, TPMT*3A in TPMT*3C
(Slika 6). Med Kavkazijci je najpogostejsi variantni alel TPMT*3A, v Afriki in Aziji pa
TPMT*3C (2,46). Nevariantni oziroma divji tip (angl. wild-type) alela je definiran kot
TPMT*1. Posamezniki, ki imajo visoko aktivnost TPMT, so obi¢ajno homozigoti za divji
tip alela, tisti s srednjo aktivnostjo so heterozigoti z enim variantnim alelom, nizko

aktivnost pa imajo homozigoti za varianten alel (47).

Alel TPMT*2 je posledica polimorfizma ¢.238G>C, ki v TPMT povzro¢i zamenjavo
alanina s prolinom na mestu 80 (p.Ala80Pro) (41,45). V ekspresijskem sistemu kvasovk
izkazuje ta polimorfizem 100-krat nizjo aktivnost TPMT v primerjavi z divjim tipom

TPMT, kar je posledica spremembe terciarne TPMT in povecanja njene nestabilnosti (48).

I | m v v Vi v vl IX X
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Slika 6: Shema najpogostejsih alelov humanega TPMT gena.
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Pravokotniki prikazujejo eksone v humanem TPMT genu in so oznaceni z rimskimi Stevilkami od I-X, Crte
prikazujejo introne. Crni pravokotniki so eksoni, ki so del odprtega bralnega okvirja in se prepisejo v
funkcionalen encim. Beli pravokotniki so neprevedljive regije. S sivimi pravokotniki in pu$¢icami so
oznadeni eksoni, ki vsebujejo polimorfizme posameznega nukleotida. Prirejeno po (5,11,13).

Alel TPMT*3B nastane zaradi polimorfizma ¢.460G>A. Ta polimorfizem privede do
zamenjave alanina na mestu 154 s treoninom (p.Alal54Thr) (41,45), kar vodi v izgubo f
vija¢nice proteina TPMT (50). Alel TPMT*3C je posledica polimorfizma c.719A>G in

povzro¢i zamenjavo tirozina s cisteinom na mestu 240 (p.Tyr240Cys) (41,45).

Alela TPMT*3B in TPMT*3C skupaj tvorita haplotip TMPT*3A (41,45). Prisotnost dveh
variantnih alelov TMPT*3A ima najvecji vpliv na terciarno strukturo TPMT. Protein, ki ga
kodira alel TPMT*3A, se razgradi mnogo hitreje kot divji tip TPMT in hitreje kot encimi z
variantnimi aleli TPMT*3C, TPMT*3B in TPMT*2 (50).

Protein, ki ga kodirata alela divjega tipa, se v normalnih pogojih pravilno zvije (46).
Prisotnost variantnih alelov TPMT*2, TPMT*3A, TPMT*3C in TPMT*3B pa povzroci
nepravilno zvitje proteina in povecano razgradnjo TPMT (7,46). Nepravilno zvit protein
zapade procesu ubikvitinacije. Nanj se veze ve¢ molekul ubikvitina, kar je signal za
razgradnjo v proteasomu (46). V primerjavi s proteinom divjega tipa je najbolj nestabilen
TPMT*3A, Kkar je posledica prisotnosti dveh polimorfizmov. Sledijo mu e zelo nestabilen
TPMT*3B in nekoliko bolj stabilna TPMT*3C in TPMT*2 (51).

Na aktivnost TPMT wvplivajo tudi polimorfizmi v nekodirajo¢ih regijah. Eden od
proucevanih polimorfizmov v promotorski regiji je obmo¢je z variabilnim Stevilom
tandemskih ponovitev (VNTR). Najpogostejsa sta alela s Stirimi (VNTR*V4) in petimi
(VNTR*V5) ponovitvami. Na vzorcu 191 posameznikov so dokazali negativno korelacijo
med Stevilom ponovitev na obeh alelih in aktivnostjo TPMT (52). V primerjavi s
polimorfizmi v kodirajo¢i regiji imajo VNTR najverjetneje majhen vpliv na aktivnost
TPMT (39).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/37126/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/37126/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/12725/
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1.2.2 TPMT kot farmakogenetski oznacevalec

Dolocanje genotipa TPMT je Siroko uporabljeno in stroskovno ucinkovito
farmakogenetsko testiranje (2), ki ga priporo¢a FDA (Food and Drug Administration;
ameriSka vladna ustanova za nadzorovanje hrane in zdravil) (53) ter mnoge smernice
zdravljenja s tiopurini (54). V Veliki Britaniji je testiranje TPMT obvezno pri otrocih in
mladostnikih pred uvedbo zdravljenja ALL s tiopurini (55). Namen testiranja TPMT je
predvsem opredelitev bolnikov z nizko aktivnostjo TPMT (54). Nizka aktivnost TPMT
pomeni zmanj$an obseg deaktivacijske poti tiopurinov in kopicenje vecjih koli¢in aktivnih
metabolitov, kar poveca tveganje za toksicne uinke tiopurinov. Homozigoti za variantna
alela imajo skoraj 100 % verjetnost za nastanek mielosupresije znotraj nekaj tednov po
zacetku terapije s standardnim odmerkom (56), zato smernice priporo¢ajo, da prejmejo le
10 % standardnega odmerka tiopurinov (47). Povecano tveganje za mielosupresijo imajo
tudi heterozigoti zdravljeni s standardnimi odmerki tiopurinov (56). Pri njih je odmerjanje
odvisno od wvrste tiopurina. Smernice Clinical Pharmacogenetics Implementation
Consortium (CPIC) pri zdravljenju z AZA in 6-MP priporo¢ajo 30-70 % standardnega
odmerka in pri 6-TG 30-50 % standardnega odmerka (47). Nekateri heterozigoti lahko
prenesejo standardni odmerek, zato se priporoca viSanje zacetnega prilagojenega odmerka
tekom terapije glede na odziv posameznika (55). Na drugi strani je visoka aktivnost TPMT
povezana s slabo odzivnostjo na terapijo. V teh primerih je potrebno povecati standardni
odmerek za doseg terapevtskega ucinka (47). Predvsem pri vnetni ¢revesni bolezni se v
zadnjem obdobju pacientom z zmanjSanim odzivom na tiopurine pogosto socasno

predpisuje alopurinol, ki zmanjsa deaktivacijo tiopurinov (57).

Status TPMT dolocajo z genotipizacijo TPMT v DNA izolirani iz levkocitov (47) ali z
merjenjem aktivnosti TPMT v eritrocitih (46,47). Metodi imata svoje prednosti in slabosti.
Genotipizacija za tri najpogostejse variantne alele TPMT*2, TPMT*3A in TPMT*3C
predstavlja diagnosticno metodo, ki se v ve¢ kot 95 % ujema z aktivnostjo TPMT (7).
Slabost genotipizacije je ta, da z njo ne opazimo redkih polimorfizmov v TPMT (47). Z
genotipizacijo tudi ne prepoznamo posameznikov z zelo visoko aktivnostjo TPMT, ki bi

potrebovali vecji odmerek zdravila za zadosten klini¢ni odziv (55).

Na drugi strani merjenje aktivnosti TPMT manj zanesljivo napove odziv na tiopurine v
primeru nedavno prejete transfuzije krvi, regeneracije krvi po pancitopeniji in kemoterapije

pri bolnikih z ALL. Nasteti dejavniki lahko privedejo do povisanja aktivnosti TPMT (2).
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Pri dolocanju aktivnosti obstaja vecja verjetnost, da posameznika z nizko aktivnostjo
TPMT uvrstimo v populacijo s srednjo aktivnostjo v primerjavi z genotipizacijo (55).
Novejse studije kot bolj zanesljivo metodo za opredelitev bolnikov, ki imajo vecje tveganje
za nastanek mielosupresije, zato predlagajo genotipizacijo in jo priporo¢ajo kot metodo

izbora za dolo¢anje statusa TPMT pred uvedbo terapije (2,47,58).

1.2.3 Ujemanje med genotipom in fenotipom TPMT

V kavkaski populaciji se aktivnost TPMT porazdeljuje trimodalno (2). Priblizno 89-94 %
populacije ima normalno aktivnost TPMT, 6-11 % ima srednjo aktivnost TPMT in 0,3-
0,5 % nizko aktivnost TPMT (2). Ve¢ studij poroca tudi o manjSem delezu populacije z
zelo visoko aktivnostjo TPMT (58,59). Zmanjsana aktivnost je pogosto posledica prisotnih
polimorfizmov v genu, ki zapisuje TPMT. Kljub temu se porazdelitev encimskih aktivnosti

ne ujema vedno s prisotnostjo najpogostejsih polimorfizmov v TPMT (47).

V $tudiji na zdravih prostovoljcih so ugotovili 98,4 % skupno ujemanje med genotipom in
fenotipom. 86 % ujemanje med srednjo aktivnostjo TPMT in heterozigotnim genotipom se
je z odkritjem novih polimorfizmov povecalo na 89 %, a nesignifikantno (58). Nedavna
retrospektivna $tudija je pokazala 93,4 % skupno ujemanje med genotipom in fenotipom
TPMT in le 73,3 % znotraj heterozigotov (59). Omenjeni $tudiji sta pokazali razli¢no
skupno ujemanje med genotipom in fenotipom, kar je lahko posledica izbire razli¢nih
tiopurinov za merjenje koli¢ine nastalih metiliranih produktov. Nepopolno ujemanje med
genotipom in fenotipom TPMT kaze na to, da na aktivnost TPMT poleg genotipa TPMT
lahko wvplivajo polimorfizmi, ki jih pri genotipizaciji ne dolo¢amo, $e neodkriti
polimorfizmi in tudi negenetski dejavniki (59). Testiranje za redke polimorfizme v TPMT
bistveno ne izbolj$a ujemanja med genotipom in fenotipom, kar kaze na vpliv dodatnih
dejavnikov na aktivnost TPMT (55).

Manjsi prispevek k aktivnosti TPMT bi lahko imeli polimorfizmi VNTR znotraj
promotorske regije (55). Na aktivnost TPMT vpliva tudi SAM, ki stabilizira strukturo
TPMT in sodeluje kot metilni donor pri presnovi tiopurinov (60). Posredno vplivajo na
aktivnost TPMT encimi, ki sodelujejo pri sintezi SAM. Eden najpomembnejsih encimov
pri prenosu metilne skupine v folatnem in metioninskem ciklu na SAM je

metilentetrahidrofolat-reduktaza (MTHFR). Dva najpogostejsa genska polimorfizma v
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MTHFR 677C>T in 1298A>C sta povezana z nizko aktivnostjo MTHFR (61), kar lahko

vodi v znizanje koncentracije SAM in zmanjs$ano stabilnost TPMT (62).

Med negenetskimi dejavniki, ki vplivajo na aktivnost TPMT, so so¢asno jemanje drugih
zdravilnih u¢inkovin, transfuzija krvi ter starost (57). Aktivnhost TPMT je visja pri otrocih
kot pri odraslih (63). Zdravila, ki inhibirajo TPMT, so derivati acetilsalicilne kisline,

sulfasalazin in mesalazin, ki se uporabljata za zdravljenje vnetne ¢revesne bolezni (55).

Na podlagi testiranja TPMT lahko tako sklepamo, kaj se bo med terapijo dogajalo, ne
moremo pa pojasniti vseh klini¢nih odzivov na terapijo (55). Dodatno informacijo nam
poda merjenje ravni metabolitov tiopurinov, ki odraza kombinacijo kompleksnih genetskih

in drugih dejavnikov, ki so vpleteni v presnovo tiopurinov (2,55).

1.3 Metaboliti tiopurinov

Spremljanje koncentracije zdravil (TDM - angl. therapeutic drug monitoring) je na
podrocju uporabe tiopurinov relativno novo podrocje (64). Kljub temu je v klini¢ni praksi
doloc¢anje nivoja celokupnih metiliranih metabolitov in 6-tiogvaninskih metabolitov (Slika
7) v eritrocitih (RBC - angl. red blood cells) relativno pogosto, predvsem pri avtoimunskih
boleznih (2,65). Spremljanje ravni metabolitov se priporo¢a po uvajanju terapije, pred
prilagoditvijo odmerka, v Casu remisije bolezni, pri pojavu neZelenih ucinkov, pri
soCasnem jemanju drugih zdravil, ki vplivajo na tiopurine, pri sumu na nesodelovanje
pacienta, pri pacientih z nizko aktivnostjo TPMT ter za nadzor, ali je prislo tekom terapije
do spremembe aktivnosti TPMT (66).

Terapevtsko obmogje za 6-TGN je interval vrednosti med 235 in 450 pmol/8x10° RBC
(2,64). Nad zgornjo mejo tega intervala se poveca verjetnost za nastaneck mielosupresije
(59). Koncentracije metiliranih metabolitov 6-MMP nad 5700 pmol/8x10® RBC povecajo
tveganje za hepatotoksi¢nost (67) in neodzivnost na tiopurine (68). Ce zaznamo
koncentraciji 6-TGN in 6-MMP, ki sta drasti¢no nizji od 230 pmol/8x108 RBC, lahko
posumimo na nesodelovanje pacienta pri zdravljenju. Nivo metabolitov poda tudi
informacijo o aktivnosti TPMT. Ob visokih koncentracijah 6-TGN nad 450 pmol/8x108
RBC in hkrati zelo nizkih koncentracijah 6-MMP je verjetno aktivnost TPMT zelo nizka.
Zelo visoko razmerje 6-MMP/6-TGN nasprotno nakazuje na visoko aktivnost TPMT (66).
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Slika 7: Shema nastanka 6-metilmerkaptopurinskih in 6-tiogvaninskih nukleotidov tekom presnove 6-MP.

Sivo obarvani kvadrati predstavljajo 6-metilmerkaptopurine (6-MMP), zeleno obarvani pa 6-tiogvaninske
nukleotide (6-TGN). 6-MP: 6-metilmerkaptopurin; 6-MMP: 6-metilmerkaptopurin; 6-TG: 6-tiogvanin;
MeTIDP: 6-metiltioinozin-5'-difosfat; MeTIMP: 6-metiltioinozin-5'-monofosfat; MeTITP: 6-metiltioinozin-
5'-trifosfat; TGDP: 6-tiogvanozin-5'-difosfat; TGMP: 6-tiogvanin-5'-monofosfat; TGTP: 6-tiogvanozin-5'-
trifosfat, TIMP: 6-tioinozin-5'-monofosfat; TXMP: 6-tioksantozin-5'-monofosfat. Prirejeno po (64).

1.3.1 Vpliv metabolitov na klini¢ni odziv

Tiopurini izkazujejo svoje ucinke predvsem preko 6-TGN. Ucinkovitost tiopurinov je
povezana s koli¢ino 6-TGN tako pri odmerjanju glede na telesno tezo (69), kot tudi pri
odmerjanju, ki je prilagojeno koli¢ini izmerjenih 6-TGN (70). Hkrati Koli¢ina 6-TGN
korelira z nezelenimi ucinki, predvsem levkopenijo (67). Na drugi strani raven 6-MMP ne
korelira z odzivom na tiopurine, povezana pa je s hepatotoksi¢nostjo (67). Priblizno 20 %
pacientov zdravljenih s tiopurini izkazuje nezadosten odziv na terapijo s tiopurini (14).
Velik delez posameznikov te skupine v ve¢ji meri tvori 6-MMP in ima obicajno nizke
koncentracije 6-TGN (68). S povecanjem odmerka pri teh posameznikih velikokrat ne
dosezemo terapevtskega obmocja 6-TGN, Se dodatno pa se povisajo koncentracije 6-MMP
(56,71). Resitev za tovrstne primere je lahko razdelitev dnevnega odmerka tiopurinov na

ve¢ odmerkov ali so¢asno jemanje nizkega odmerka tiopurinov z alopurinolom (2).

Vec $tudij je proucevalo vpliv koli¢ine 6-TGN na remisijo bolezni, vendar Studije niso
enotne. Na eni strani so Studije pri bolnikih z vnetno ¢revesno boleznijo pokazale, da imajo
tisti z remisijo bolezni signifikantno visje koncentracije 6-TGN v primerjavi s tistimi z
aktivno obliko bolezni (72). Nasprotno je imelo 58 % pacientov z remisijo bolezni
koncentracije 6-TGN nizje od 235 pmol/8x10® RKC, ki predstavlja spodnjo mejo

terapevtskega obmocja (65). V takSne Studije je lahko vkljucenih veliko pacientov, ki so v
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stanju remisije neodvisno od terapije s tiopurini, kar bi lahko bil vzrok, da je tezko najti

povezavo med koncentracijo 6-TGN in remisijo bolezni (73).

1.4 Membranski prenasalci tiopurinov

Uspesnost zdravljenja temelji na doseganju zadostne koncentracije zdravilne u¢inkovine na
mestu delovanja. Eden od dejavnikov, ki vpliva na koncentracijo tiopurinov znotraj celice,

so prenasalci za privzem in izmet preko membrane celice (74).

6-TG in 6-MP sta strukturna analoga gvanina oziroma hipoksantina, zato se prenasata z
istimi prenasalci kot endogeni nukleotidi (5). Privzem v celico poteka z olajsano difuzijo
preko prenasalcev iz druzine SLC29 in z aktivnim prenosom preko prenasalcev iz druzine
SLC28. Med prenasalci za pasivni prenos sta najpomembnejsa SLC29A1 in SLC29A2, ki
prenasata purinske in pirimidinske nukleozide, SLC29A2 pa tudi nukleotidne baze (5).
Aktivni privzem tiopurinov poteka preko dveh prenasalcev SLC28A2 in SLC28A3, ki

prenasata purinske nukleozide (5,74).

Izmet zdravilnih uc¢inkovin poteka z aktivnim prenosom preko sekretornih prenasalcev iz
druzine ABC z domeno za vezavo ATP (angl. ATP binding cassette transporters).
Prenasalca ABCC4 in ABCC5, ki ju imenujemo tudi MDR4 in MDRS, prenasata
metabolite tiopurinov v monofosfatni obliki. Substrata za prenasalca ABCC4 in ABCC5
sta TIMP in TGMP, medtem ko je substrat za ABCC5 tudi TXMP (75). Polimorfizmi v
prenasalcih iz druzine ABC lahko povzrocijo izgubo funkcije prenaSalca ali pa se prenos

preko prenasalca poveca (Slika 8) (74).

2 Nukleozid

. P Nukleozid

maonofosfat

x Polimorfizem

Izguba funkcije ABC Povecan prenos
preko ABC

Slika 8: Shema normalnega in okvarjenega delovanja prenasalcev ABC.
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A: Prenaalec z normalno funkcijo prenese substrat iz celice. B: 1zguba funkcije prenasalca povzro¢i, da se v
celici kopicijo zdravilne u¢inkovine in/ali njihovi metaboliti. C: Povecan prenos preko prenaSalca zniza
koncentracijo zdravilne u¢inkovine in/ali njihovih metabolitov v celici. Prirejeno po (74).

PoviSano izrazanje ABCC4 in ABCC5 bi lahko bilo vzrok za nekatere nepojasnjene primere
neodzivnosti na zdravljenje s tiopurini (74). V $tudiji na mi§jem modelu so razlozili
povezavo med izrazanjem ABCC4 in toksi¢nostjo tiopurinov. Misi z odsotnim ABCC4 so
izkazovale vecjo obcutljivost na 6-MP in hujSo mielosupresijo kot misi z divjim tipom
ABCC4, kar je posledica vi§je znotrajceli¢ne koncentracije 6-TGN. Predpostavili so, da bi
lahko polimorfizmi v ABCC4 povzrocili povecano toksi¢nost tiopurinov pri pacientih, kjer

mielosupresije ni mogoc¢e pojasniti z nizko aktivnostjo TPMT (76).

Spoznanja o vplivu izraZzanja ABCC4 na toksi¢nost tiopurinov so bila povod za nadaljnje
klini¢ne Studije. V japonski populaciji so polimorfizmi v TPMT redki in se mielosupresija
pojavlja pogosto pri homozigotih za divji tip alela TPMT. Na tej populaciji so ugotovili
ve¢jo pojavnost polimorfizmov v ABCC4, ki zmanjs$ajo funkcijo transporterja, kot v

kavkaski populaciji (77).

Najnovejse Studije potrjujejo vpliv sekretornih prenasalcev na klini¢ni odziv zdravljenja s
tiopurini. Pri otrocih z ALL so testirali prisotnost polimorfizmov v genih, ki bi lahko bili
povezani z odzivom na terapijo. Ugotovili so mo¢no povezavo med klini¢nim odzivom in
SNP-ji v ABCC4 in ABCC5. Njihovo povisano izrazanje bi lahko pojasnilo neodzivnost na

terapijo in povecano tveganje za ponovitev bolezni (37).

Pomemben in eden prvih odkritih prenasalcev iz druzine ABC je ABCBL, ki ga imenujemo
tudi P-glikoprotein ali MDR1. ABCBL1 ima visoko afiniteto do mnogih ksenobiotikov, med
katerimi je veliko zdravilnih ucinkovin za zdravljenje raka (29,74). Njegovo visoko
izrazanje povzro€i pospesen izmet ucinkovine iz celice in vodi v pojav odpornosti proti veé¢
snovem (MDR — angl. multiple drug resistance) (29). ABCBL je odgovoren za neodzivnost
na mnoge citotoksi¢ne zdravilne ucinkovine. Obstaja malo Studij, ki bi dokazovale vpliv
ABCBL1 na prenos tiopurinov, saj je bila sprva uveljavljena teorija, da tiopurini niso
substrati za ABCB1 (78). Posamezniki s prisotnima polimorfzimoma G2677T/A in
C3435T, ki povisata aktivnost prenasalca ABCBI, imajo vecjo verjetnost za neodzivnost
na zdravljenje z AZA (79). V novejsi Studiji so proucevali omenjena polimorfizma in
ugotovili prav nasprotno, da se osebe s polimorfnim genotipom bolje odzivajo na terapijo z
AZA (80).
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2. Namen dela

Pomemben vpliv pri odzivu posameznika na zdravljenje s tiopurini imajo genetski
dejavniki, med katerimi igra najvecjo farmakogenetsko vlogo encim TPMT. V klini¢no
prakso je dobro vpeljano doloc¢anje genskih polimorfizmov in aktivnosti encima TPMT, a
Kljub temu ostajajo mnogi primeri neodzivnosti na tiopurine ali njihove povecane
toksi¢nosti nepojasnjeni. V ta hamen bomo na in vitro modelu limfoblastoidnih celi¢nih

linij (LCL) skusSali najti dejavnike, ki pojasnijo variabilen odziv na tiopurine.
Pri nasem delu smo si postavili naslednje hipoteze:

e Celice razli¢nih posameznikov se med seboj razlikujejo v obcutljivosti na 6-MP in
6-TG

e Genski polimorfizmi v TPMT vplivajo na aktivnost encima in na obc¢utljivost celic
izpostavljenih tiopurinom

e Aktivnost TPMT vpliva na obcutljivost celic izpostavljenih tiopurinom in na profil
metabolitov 6-MP

e Izrazanje genov ABCB1, ABCC4 in ABCC5 za sekretorne prenasSalce vpliva na

toksi¢nost tiopurinov

Celice LCL bomo izpostavili 6-MP in 6-TG ter dolo¢ili odziv na tiopurine z merjenjem
metabolne aktivnosti in z analizo celi¢nega cikla. V lizatih celic bomo po izpostavitvi le-
teh 6-MP z ustaljeno metodo HPLC merili koli¢ino nastalega 6-MMP in iz nje preracunali
aktivnost TPMT ter preverili vpliv genskih polimorfizmov v TPMT na aktivnost TPMT.
Statistiéno bomo ovrednotili povezavo med aktivnostjo TPMT in odzivom celic po
izpostavitvi 6-MP in 6-TG. Nadalje bomo z analizo HPLC dolo¢ili koli¢ino nastalega 6-
MMP in 6-TGN v celicah in v mediju po izpostavitvi celic 6-MP. Statisticno bomo
ovrednotili korelacijo med metabolnim profilom, aktivnostjo TPMT in ob¢utljivostjo celic
na tiopurine. Z metodo gPCR bomo dolo¢ili izrazanje genov ABCB1, ABCC4 in ABCC5
ter statisticno ovrednotili povezavo med njihovim izraZzanjem in obcutljivostjo celic na

tiopurine.
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3. Materiali in metode

3.1 Shema dela

1. Test MTS

Preverjanje obcutljivosti celic na tiopurine

2. Preto¢na citometrija

Preverjanje ob¢utljivosti celic na tiopurine
Preverjanje zastoja celic v celi¢nem ciklu

3. HPLC

o Merjenje 6-MMP v celi¢nih lizatih po tretiranju le-teh s
6-MP in preracun aktivnosti TPMT

Merjenje 6-MMP in 6-TGN v celicah in mediju po
tretmaju celic s 6-MP

4.gPCR

Dolocanje izrazanja genov ABCB1, ABCC4 in ABCC5
za sekretorne prenaSalce

Slika 9: Shema metod dela in njihov namen.
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3.2 Kemikalije in reagenti

Preglednica I: Uporabljene kemikalije in reagenti

Reagent

Proizvajalec

Gojisce RPMI 1640

Sigma-Aldrich; St. Louis, ZDA

Fetalni goveji serum (FBS)

Invitrogen, ZDA

L-glutamin

Sigma-Aldrich; St. Louis, ZDA

Antibiotik / antimikotik
(20000 U/ml penicilin; 10 mg/ml streptomicin,
25 pg/ml amfotericin B)

Sigma-Aldrich; St. Louis, ZDA

CellTiter 96® AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay (reagent MTS)

Promega, ZDA

Natrijev hidrogenfosfatv dodekahidrat
Na,HPO,x12H,0 (&istota > 99,0 %)

Sigma-Aldrich; St. Louis, ZDA

Kalijev dihidrogenfosfat, KH,PO,4
(¢istota > 99,0 %)

Fluka Chemie, Buchs, Svica

Kalijev Kklorid, KCI (¢istota > 99,0 %)

Sigma-Aldrich; St. Louis, ZDA

Kalijev hidrogenfosfat, K,HPO,
(¢istota > 99,0 %)

Riedel-de Héen AG, Nemcija

Natrijev klorid, NaCl (¢istota: 99,5 %)

Sigma-Aldrich; St. Louis, ZDA

6-merkaptopurin  monohidrat, CsH;N4SxH,0
(¢istota > 98 %)

Sigma-Aldrich; St. Louis, ZDA

6-metilmerkaptopurin, CsHgN4S
(istota > 98 %)

Sigma-Aldrich; St. Louis, ZDA

6-tiogvanin, CsHsNsS (Cistota > 98 %)

Sigma-Aldrich; St. Louis, ZDA

Barvilo tripan modro

Sigma-Aldrich; St. Louis, ZDA

DMSO: Chromasolv Dimethyl sulfoxide for
high-performance liquid chromatography,
C,HgOS, ¢istota min 99,7%

Sigma-Aldrich; St. Louis, ZDA

Acetonitril HPLC grade, Cistota > 99.93%

Sigma-Aldrich; St. Louis, ZDA

Metanol: LiChrosolv Methanol for liquid
chromatography, MeOH (¢istota > 99,8 %)

Merck KgaA, Darmstadt, Nemcija

Absolutni etanol

KEFO, Ljubljana, Slovenija

PI/RNase Staining Buffer

BD Pharmingen

NP-40 (Nonidet™ P 40 Substitute )

Sigma-Aldrich; St. Louis, ZDA

Propidijev jodid

Invitrogen, ZDA

RNase

Qiagen, Nemcija

DC Protein Assay

BIO-RAD, ZDA

Albumin govejega seruma-(BSA)

Sigma-Aldrich; St. Louis, ZDA

70 %

D,L-ditiotreitol (DTT), C4H100,S; cistota > | Sigma-Aldrich; St. Louis, ZDA
99 %
Klorova(VII) kislina 70 %, HCIO,, cistota > | Merck Chemicals, Darmstadt, Nemcija

S-adenozilmetionin, C15H2,NgO5S

Sigma-Aldrich; St. Louis, ZDA

SYBR Green Master Mix 2x

Applied Biosystems, ZDA

Zmes zacetnih oligonukleotidov ABCC4

Integrated DNA Technologies, ZDA
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5’-CCTCCATTTACAGTGACATTTAGC-3’
5’-GTGCTCACTGGATTGTCTTCA-3’

Zmes zacetnih oligonukleotidov ABCC5 Integrated DNA Technologies, ZDA
5’-CATCTTCTCTGAGTGGAGGTTC-3’
5’-CCGCTATAAAGGCTTGTTTTGC-3’
Zmes zacetnih oligonukleotidov ABCB1 Integrated DNA Technologies, ZDA
5’-TCATTTCTCCAAACACCAGCA-3’

5’-GGAAAAGAAACCAACTGTCAGTG-3’

3.3 Pripomocki in aparature

Preglednica I1: Uporabljeni pripomocki in aparature

Pripomocki / Aparature

Aparat za PCR v realnem &asu: Roche LightCycler 480, Roche, Svica

Centrifuga: Eppendorf, Nemcija

Centrifugirke (15 in 50 ml): Sarstedt, Niimbrecht, Nemcija

Hemocitometer: Brand Neubauer, Nemcija

Invertni svetlobni mikroskop: Olympus Optical Co. GmbH, Hamburg, Nem¢ija

Komora za delo z RNA in DNA: Biosan, Riga, Latvija

Mikrocentrifugirke (0,5 ml, 1,5 ml in 2 ml): Sarstedt, Niimbrecht, Nemcija

Mikrotitrski ¢italec: Tecan, Genios, Ziirich, Svica

Multikanalne pipete (100, 300 ul): Eppendorf, Nemcija

Naprava za ¢is¢enje vode: PureLab Flex; ELGA Labwater, VB

Nastavki za pipete (10-1000 pl): Sarstedt, Niimbrecht, Nemc¢ija

PCR plos¢ice in folije za zatesnitev: Roche, Svica

pH meter: Mettler Toledo SeavenEasy S20; Columbus, Ohio, ZDA

Pipete (2,5-1000 pl): Eppendorf, Nemdcija

Plos¢ice za gojenje celinih kultur z vdolbinami (velikost 6, 12, 24 in 96): TPP
Trasadingen, Svica

Preto¢ni citometer Attune NXT: Invitrogen, ZDA

Seroloske pipete (2, 5, 10, 25 ml): TPP, Trasadingen, Svica

Sistem HPLC Agilent 1100 Series: Agilent Technologies, CA, ZDA

Steklenicke za gojenje celi¢nih kultur (rastna povrSina 25, 75 in 150 cm®): TPP,
Trasadingen, Svica

Obratnofazna C18 kolona Agilent Zorbax ODS (4.6 x 250 mm, velikost delcev 5um);
Agilent tehnologies Inc., Palo Alto, CA, ZDA

Obratnofazna C18 predkolona Agilent Zorbax ODS Analytical Guard Column (4,6 x
12,5 mm, velikost delcev 5um); Agilent tehnologies Inc., Palo Alto, CA, ZDA
Obratnofazna C18 kolona ZORBAX Eclipse Plus (4.6 x 150 mm, velikost delcev 5um);
Agilent tehnologies Inc., Palo Alto, CA, ZDA
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3.4 Limfoblastoidne celi¢ne linije

Za proucevanje citotoksi¢nosti tiopurinov smo izbrali in vitro model LCL, ker ta
predstavlja alternativo izoliranim limfocitom, ki so in vivo tar¢a delovanja tiopurinov (33).
Celice LCL so pridobljene iz B-limfocitov periferne krvi prostovoljcev in transformirane z
Epstein Barr virusom. Tako pripravljene celice pridobijo sposobnost neomejene delitve in
skoraj popolnoma ohranijo znacilnosti starSevskih celic, zato so dober model za
farmakogenomske Studije (81). V zadnjem ¢asu na LCL-ih pogosto izvajajo asociacijske
studije na celotnem genomu (GWAS — angl. Genome Wide Association Studies), Kjer
iS¢ejo genske variante povezane z razlikami v inter-individualnem odzivu na terapijo.
Model LCL najveckrat sluZi za proucevanje citotoksi¢nih zdravilnih u¢inkovin in iskanje
potencialnih farmakogenetskih oznacevalcev. Kljub temu, da je model LCL Siroko
uporabljen in ucinkovit, ima nekatere pomanjkljivosti. Pomanjkljivost merjenja uéinka
citotoksi¢nih zdravilnih u¢inkovin na modelu LCL je ta, da limfoblastoidne celice niso
tumorske celice (82). Nadalje, v Studijah presnove zdravilnih uéinkovin ne dobimo
dejanske slike dogajanja v Cloveskem telesu, saj in vitro model LCL ne vkljucuje

predsistemske presnove (37,82).

Na§ vzorec je zajemal 26 LCL-ov, ki so imeli predhodno dolocen genotip TPMT
(Preglednica I11). LCL-e smo pridobili v sodelovanju z NLGIP (National Laboratory for
the Genetics of Israeli Populations, Univerza Tel-Aviv, lIzrael) in z Estonsko biobanko
(Estonian Genome Center, Univerza Tartu). Med 26 LCL-i je bilo 15 homozigotov za divji
tip alela (*1/*1), 9 heterozigotov (*1/*3) in 2 dvojno variantna LCL-a (*3/*3). Eden od
dvojno variantnih LCL-ov je homozigot za variantna alela (*3A/*3A), drugi pa variantni
heterozigot (*3C/*3A).
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Preglednica I11: Seznam 26 limfoblastoidnih celi¢nih linij.

LCL genotip TPMT LCL genotip TPMT LCL genotip TPMT
2 *1/*1 381 *1/*3A 383 *3C/*3A
3 *1/*1 384 *1/*3A 390 *3A/*3A
7 *1/*1 385 *1/*3A
9 *1/*1 386 *1/*3C
10 *1/*1 387 *1/*3A

380 *1/*1 388 *1/*3A

382 *1/*1 389 *1/*3A

1112 *1/*1 1516 *1/*3A

1515 *1/*1 5876 *1/*3A

1728 *1/*1

1754 *1/*1

1823 *1/*1

1976 *1/*1

6037 *1/*1

6417 *1/*1

3.5 Gojenje celic

Delo s celicami poteka v asepticnih pogojih v komori z laminarnim pretokom zraka. Celice
smo gojili v rastnem mediju RPMI 1640 z dodatkom fetusnega seruma goveda (10 %),
glutamina (4 mM) in antibiotika/antimikotika (100 U/ml penicilin; 100 pg/ml streptomicin,
0,25 pg/ml amfotericin B) v steklenickah za gojenje celic z razli¢nimi rastnimi povr§inami.
Med gojenjem smo jih shranjevali v inkubatorju pri konstantnih pogojih 37 °C, 100 %
relativni vlaznosti (RH) in 5 % CO2.

3.6 Stetje celic

Celice smo Steli pod invertnim svetlobnim mikroskopom. 1z steklenicke za gojenje celic
smo odvzeli 10 pl celi¢ne suspenzije in ji primesali 10 pl barvila tripan modro, ki omogoca
locevanje zivih in mrtvih celic. Barvilo vstopa skozi membrano poSkodovanih in mrtvih
celic in jih obarva temno modro. V zive celice barvilo ne vstopa, zato jih vidimo pod
mikroskopom obarvane belo. 10 pl mesanice suspenzije celic in barvila smo nanesli na
Neubauerjev hemocitometer (Slika 10), v stirih poljih presteli zive celice in izraCunali

povprecno Stevilo Zivih celic na mililiter (Enacba 1).
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Slika 10: Shema $tetja celic na Neubauerjevem hemocitometru.

Na Naubauerjevo ploscico s pipeto nanesemo suspenzijo celic in barvila ter v stirih poljih (A, B, C in D)
prestejemo zive celice, ki so obarvane belo.

A+B+C+D

St.celic / ml = x FR x 10*

A, B, C, D ... stevilo zivih celic v posameznem polju hemocitometra

FR ... faktor redCenja

Enacba 1: Enacba za izracun koncentracije celic.

3.7 Doloc¢anje obc¢utljivosti celic

3.7.1 Merjenje metabolne aktivnosti

Preko metabolne aktivnosti (MA) celic ugotavljamo zivost in proliferacijo celic. Test
merjenja MA s tetrazolijevo soljo spada med kolorimetri¢ne metode in omogoc¢a dolocanje
dovzetnosti celic na posamezne u¢inkovine. Osnovni sestavini reagenta sta MTS [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazol, notranja sol]
(CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay) in reagent za prenos
elektronov fenazin etosulfat (Slika 11). V metabolno aktivnih, obi¢ajno Zivih, celicah se
MTS reducira do obarvanega produkta formazana, ki ga izmerimo spektrofotometri¢no pri

490 nm na ¢italcu mikrotitrskih plosc¢ic (83).
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Slika 11: Shema dolo¢anja metabolne aktivnosti s testom MTS.

3-4 ure po dodatku reagenta MTS se pojavi rjavkasto obarvanje, ki je odvisno od MA oziroma zivosti celic.

Vec kot je zivih celic, vi§ja je MA in obarvanje je moc¢nejse.

Za izvedbo testa smo celice redéili z medijem na koncentracijo 3*10° celic/ml. Nato smo

na plosc¢ico s 24 vdolbinami prenesli 300 pl celi¢ne suspenzije in dodali 33,3 pl raztopine

reagenta 6-MP oziroma 6- TG raztopljenega v fosfatnem pufru z NaCl (PBS). Celice smo

izpostavili Sirokemu razponu koncentracij raztopin 6-MP (od 0,5 - 1000 uM) in 6-TG (od

0,05 - 50 uM). Na mikrotitrsko plos¢ico s 96 vdolbinami smo v dveh tehni¢nih ponovitvah

prenesli 100 ul tako pripravljene zmesi celic in reagenta. Kontrolni vzorec celic je

vseboval 10 % PBS. Slepi vzorec je predstavljalo gojisce brez celic. Plos¢ico smo postavili
v inkubator (37°C, 100 % RH, 5% CO,), po 72 urah smo dodali 10 ul reagenta MTS in

inkubirali Se 3-4 ure. Nato smo izmerili absorbanco s ¢italcem mikrotitrskih plos¢ic pri 490

nm in relativno na kontrolni vzorec izracunali MA (Enacba 2).

Avz — Amedij

MA =
Actrl — Aslepa

A,; ... absorbanca vzorca
Anmedij - .. absorbanca medija
Al ... absorbanca kontrole
Aslepa ... absorbanca slepe

Enacba 2: Enacba za izra¢un metabolne aktivnosti.
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3.7.2 Analiza celi¢nega cikla

Celi¢ni cikel predstavlja 5 faz skozi katere preide celica med delitvijo na dve hcerinski
celici (Slika 12). Prva je GO faza, v kateri celica miruje. Ko pride do signala za delitev
celice, celica vstopi v fazo G1, kjer tvori celi¢ne sestavine potrebne za podvojevanje. Sledi
faza S, v kateri celica podvoji svoj genetski material. V fazi M z delitvijo kromosomov,
jedra ter citoplazme nastaneta dve héerinski celici (84). Skozi razli¢ne faze celi¢nega cikla
se spreminja kolicina DNA. V prvi fazi celi¢nega cikla GO-G1 je koli¢ina DNA najmanjsa
(2n), priblizno dvakrat vecjo koli¢ino ima celica v fazi G2-M (4n), med obema fazama se

nahaja faza S s spremenljivo koli¢ino DNA (od 2n do 4n) (85).

. _/\\M
A

priprava na delitev celice
mitozo 3 P
b -.'\\

&)

podvojevanje rast celice
DNA

&)

)

Slika 12: Shema celi¢nega cikla.

V fazi GO je celica v mirovanju. V fazi G1 celica raste in v fazi S tvori celi¢ne sestavine potrebne za
podvojevanje DNA. Celica po podvojevanju nadalje raste v fazi G2 in se v fazi M deli v dve h¢erinski celici.
Prirejeno po (84).

V nasem primeru smo koli¢ino DNA dolo¢ili s propidijevim jodidom (PI), ki se veze na
DNA (86). Jakost fluorescence posamezne celice, ki jo oddaja ligand vezan na DNA, smo
merili s preto¢no citometrijo. Fluorescenéno oznacene celice se razporedijo v znacilen
distribucijski histogram (Slika 13), na katerem lo¢imo celice po vsebnosti DNA, zaznamo
torej celice v razli¢nih fazah delitve. Iz distribucijskega histograma nato dolo¢imo delez
celic/delcev v posamezni fazi celi¢nega cikla. Z analizo celi¢nega cikla dolo¢imo tudi
SubG1 fazo, ki predstavlja fragmentirane dele celic, med katerimi so tudi apoptoti¢ne

celice.
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Slika 13: Faze celi¢nega cikla dolo¢ene s preto¢no citometrijo.
Y os predstavlja Stevilo celic, x os pa fluorescenco PI, ki je sorazmerna koli¢ini DNA. Vir: lastne meritve.

Po Stetju celic smo iz celi¢ne suspenzije odvzeli ustrezen volumen celic, centrifugirali
(1300 rpm, 5 min, Tr ), odstranili celi¢ni medij ter dodali svezega, da smo dobili
koncentracijo celic 1*10° celic/ml. V plos&ico z 12 vdolbinami smo v dve vdolbini za
vsako celi¢no linijo prenesli po 1 ml celicne suspenzije. V eni vdolbini smo celice
izpostavili 5 uM koncentraciji 6-MP, druga vdolbina je bila kontrolni vzorec. Plos¢ico smo

inkubirali 72 ur in nato izvedli postopek za pripravo celic na analizo celi¢nega cikla:

= celice iz plos€ice smo prenesli v epruvete za pretocno citometrijo,

= centrifugirali (1800 rpm, 5 min, Tr) in odstranili medij,

= gprali celice z 1 ml PBS,

= centrifugirali (1800 rpm, 5 min, Tr) in odstranili PBS,

= resuspendirali celice v 200 pl PBS, dobro premesali,

= dodali 1 ml hladnega absolutnega etanola (T = 0°C), dobro vorteksirali,
= vzorce postavili na -20°C za 20 min,

= centrifugirali (2300 rpm, 5 min, Tr) in odstranili etanol,

= resuspendirali celice v 1 ml PBS in inkubirali na sobni temperaturi 15 min,
= centrifigurali (2300 rpm, 5 min, Tr) in odstranili PBS,

= celice resuspendirali v 500 pl vezavnega pufra s Pl in RNAzami,

= inkubirali 15 min pri sobni temperaturi zas¢iteno pred svetlobo,

analizirali na preto¢nem citometru.

Za pripravo celic na analizo celi¢nega cikla smo uporabili 1 x PBS in ostale reagente
navedene v preglednici IV. S PBS smo spirali celice, da odstranimo snovi, ki bi motile
fluorescenco propidijevega jodida. Z absolutnim etanolom smo celice fiksirali in

permeabilizirali membrano ter celice nato rehidrirali s PBS. Vezavni pufer ohranja pH za
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stabilnost propidijevega iodida. NP-40 je detergent in povzro¢i lizo zunanje membrane
celic, ohranja intaktno jedrno membrano in omogo¢a ponovno homogenizacijo pelete, ne
da bi poskodoval jedrno membrano. Propidijev jodid se veze tako na DNA kot na RNA,

zato moramo za selektivno vezavo na DNA dodati RNAze, ki razgradijo RNA.

Preglednica IV: Reagenti za pripravo celic na merjenje celi¢nega cikla.

Reagent Priprava
80 g NaCl,
2 g KCl,
36,3 g NagHPO4x12H,0,
10xPBS,pH=74 2,4 g KH,POy,,

raztopimo v 800 m ultraciste vode,
uravnamo pH s HCI oziroma NaOH,
dopolnimo z ultra¢isto vodo do 1 |

10 x PBS red¢imo 1 : 10 z ultracisto vodo,
uravnamo pH s HCI oziroma NaOH.
100 mM Tris, pH = 7,4, 150 mM NaCl,
Pufer za barvanje (Staining buffer) 1 mM CaCly, 0,5 mM MgCls,,
0,1 % Nonident P-40
45 ml ultradiste vode,
5 ml PI 10x pufra za barvanje (Staining
buffer),

500 pl 10 % NP-40.

5 ml vezavnega pufra,
Vezavni pufer s propidijevim jodidom | 3,3 pl PI,

(1500x) (P1) in RNAzami (100x) 50 ul RNAze,

Pripravljeno zasc¢itimo pred svetlobo.

1xPBS,pH=7,4

Vezavni pufer

3.8 Doloc¢anje aktivnosti TPMT

Aktivnost TPMT smo dolocili z analizo HPLC. Metoda temelji na izpostavitvi lizata celic

6-MP in merjenju koncentracije nastalega 6-MMP, ki je pokazatelj aktivnosti TPMT.

Za dolo¢anje aktivnosti TPMT smo pripravili peleto s 5*10° celicami in jo do analize
shranili v zamrzovalniku na -80 °C. Peleto smo vzeli iz zamrzovalnika, dodali 80 pl
150 mM kalijevega fosfatnega pufra (pH = 7,4), vsebino raztalili in suspendirali z
vibracijskim mesalnikom ter lizirali celice z ultrazvokom (najvi§ja jakost, 15 sekund)
(Slika 14A). 10 pl raztopine smo odvzeli in shranili na -80 °C za kasnejse dolocanje
proteinov. Preostalemu celicnemu lizatu smo dodali 75 pl predhodno pripravljene
raztopine (100 uM SAM in 500 uM ditiotreitol (DTT) v 150 mM kalijevem fosfatnem
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pufru) in 1,5 ul 225 mM raztopine 6-merkaptopurina. Tako pripravljen vzorec smo
inkubirali na vodni kopeli s 37 °C. Po dveh urah smo zaustavili reakcijo z dodatkom 5 pl
70 % HCIO,, premesali in za 10 minut polozili na led. Vsebino smo centrifugirali (14.000
g, 5 min, 4 °C), supernatant prenesli v novo epico in dodali 10 ul 4 M K;HPQO,. Vsebino
smo dobro premesali, epico postavili na led za 5 minut, zopet centrifugirali (14.000 g, 5
min, 4 °C) in vzorce prenesli na mikrotitrsko plos¢ico za analizo HPLC. Za umeritveno
krivuljo smo pripravili standardne raztopine 6-MMP v kalijevem fosfatnem pufru (pH =
7,4) s koncentracijami 4 uM, 2 uM, 1 uM, 0,5 uM, 0,25 uM in 0,125 puM.

Pri analizi HPLC smo uporabili obratnofazno kolono C18 Agilent Zorbax ODS (4.6 x 250
mm, 5Sum velikost delcev), ki je bila opremljena s predkolono Agilent Zorbax ODS
Analytical Guard Column. Kot mobilno fazo smo uporabili 50 mM Kkalijev fosfatni pufer v
25 % metanolu (pH = 7,4). Elucija je potekala izokratsko pri pretoku 1,5 ml/min,
temperaturi 30 °C in delovnem tlaku okoli 240 barov. Analiza posameznega vzorca je
trajala 13 minut, volumen vbrizganega vzorca je bil 100 ul. Detekcija je potekala pri
valovni dolzini 290 nm. Iz povrsin kromatografskih vrhov standardov pri 290 nm smo

dolo¢ili umeritveno premico in iz nje koncentracijo nastalega 6-MMP v vzorcih. Aktivnost

y . . . L . 1 6-MMP
TPMT smo preracunali na koli¢ino proteinov in jo izrazili v enoti e
h X mg.proteina

Preglednica V: Priprava pufrov za dolo¢anje aktivnosti TPMT.

Pufer Priprava

0,259 g KH,PO,,

2,26 g K;HPO,,

raztopimo v 100 ml ultraciste vode,
uravnamo pH z 2M H3PO,.

1,09 g KH,POq,,

7,30 g K2HP04,

50 mM kalijev fosfatni pufer v 25 % raztopimo v 700 ml destilirane vode,
metanolu (pH =7,4) dodamo 250 ml metanola,

uravnamo pH z 2M H3PO,

dopolnimo z destilirano vodo do 1 1.

150 mM Kalijev fosfatni pufer (pH = 7,4)
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3.8.1 Dolo¢anje mase proteinov

Koli¢ino proteinov smo dolo¢ili z diketonsko (DC) kolorimetricno metodo. Za analizo smo
uporabili komplet reagentov, ki je sestavljen iz reagenta A, reagenta S in reagenta B.
Reagent A vsebuje bazi¢no raztopino bakrovega tartrata, Ki tvori kompleks s proteini.
Reagent S vsebuje vodno raztopino SDS, ki lizira celice in tako omogo¢i dolocitev
celokupnih proteinov celice. Kompleks med bakrom in proteini nato reagira z reagentom
B. Ta vsebuje raztopino natrijevega naftokinonsulfonata (Folin reagent), ki se po reakciji

obarva modro.

Maso proteinov smo dolo¢ili v peleti za dolo¢anje aktivnosti TPMT (Slika 14B). Pripravili
smo standardne raztopine albumina govejega seruma (BSA) s koncentracijami 0,1, 0,2,
0,5, 0,8, 1,0 in 1,5 mg /ml v 150 mM kalijevem fosfatnem pufru (pH=7,4). Predhodno
odvzeti vzorec za dolocanje proteinov smo 5-krat red¢ili s 150 mM kalijevim fosfatnim
pufrom (pH=7,4). V 1 ml reagenta A smo dodali 20 pl reagenta S, da smo pripravili
reagent A', ki smo ga nanesli v koli¢ini 25 pl na mikrotitrsko plos¢ico z 96 vdolbinami. V
vdolbine smo dodali po 5 ul vzorcev in standardov v treh tehni¢nih ponovitvah in $e 200 pl
reagenta B. PloS¢ico smo rahlo pretresli, po¢akali 15 min in izmerili absorbanco pri 750
nm. Iz umeritvene krivulje smo dolocili koncentracijo proteinov v vzorcu in iz nje maso

proteinov v peleti.

A: Doloéanje aktivnosti TPMT % =
SAM, Dn& %ﬁ‘ . L]
,,.,f" 6 MP HCIO, 1 | | x.mro, i
; | E ‘\ / / \ | E ”
\ r‘r liziramo = \ J’l 37°C, 2 \ vorteksiramo, \/ \ y" 3 min na led, \‘ /
wultrazvokom v 10 min na led, v cennifugiramo v
(‘ cennifugiramo
o pufer ” Reagent A
B: Doloc¢anje S Reagent B Reagent S
mase proteinov | | - : \/
\ \uf o2 7> \ /
V) i \J
U Reagent A'
15 m:nl
Spektrofotometer

Slika 14: Shema dolo¢anja aktivnosti TPMT in mase proteinov.
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3.9 Dolo¢anje metabolitov 6-MP

3.9.1 Tretiranje celic za merjenje metabolitov

Da smo lahko vrednotili nastajanje metabolitov v celicah, smo celice najprej izpostavili 6-
MP. Po Stetju celic smo odvzeli ustrezen volumen celicne suspenzije, ga centrifugirali
(1300 rpm, Tr, 5 min), odstranili medij in ga zamenjali s svezim, da smo dobili
koncentracijo 1*10° celic/ml (Slika 15). Na plos¢ico s 6 vdolbinami smo v tri vdolbine
prenesli 5 ml tako pripravljene celi¢ne suspenzije, celice izpostavili 10 uM 6-MP in
plos¢ico inkubirali 72 ur (37 °C, 5 % CO,, 100 % RH). Po 24 urah, 48 urah in 72 urah smo
odvzeli celi¢no suspenzijo iz ustrezne vdolbine, v njej presteli celice in preostanek
centrifugirali (1300 rpm, Tr, 5 min). Odvzeli smo 200 pl medija in ga shranili na -80 °C za
kasnejSo analizo, preostanck medija smo odstranili. Celi¢no peleto smo resuspendirali v 10
ml PBS, centrifugirali (1300 rpm, Tr, 5 min), odstranili PBS, resuspendirali peleto v 1 ml
PBS, jo prestavili v 1,5 ml epruvetko ter ponovno centrifugirali (1300 rpm, Tr, 5 min).

Peleti smo odstranili PBS ter jo shranili na -80 °C do analize.

L D LEON)

-~ .’ &

> centrifugiramo, /‘ .& ’ \ ’ \ “‘7—
ifugiramo,

s..t/ s

odstranimo medij in /
M

g(l :;(VIIHC’H_]{IHIOS - - ™ R = \ /
svezim 24h 48h 72h \/

odvzamemo celiéno
SIlSp(.’H:ijO. cenmri IIP_."I'('IJ)JO

— \’/ﬁ memo i
shranimo odvzamemo medij za

— - - dolo¢anje metabolitov

do analize — :
metabolitoy \ | odstranimo PBS, je odstranimo ‘ \ )
'\\_ /' enkrat speremos preostanek medija, L v
PBS,prestavimo v \/ dodamo PBS, Y.
mikrocentrifugirko, centrifugiramo

cenn Ij‘!lg”'(lmO m
odstranimo PBS

Slika 15: Shema tretiranja celic za dolo¢anje metabolitov.

Celice smo izpostavili 10 uM 6-MP za 24 h, 48 h in 72 h. V ustrezni ¢asovni to¢ki smo odvzeli celi¢no
suspenzijo in jo centrifugirali. Del medija smo shranili za analizo metabolitov, preostanek zavrgli in peleto
dvakrat sprali s PBS ter jo shranili za analizo metabolitov.
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3.9.2 Dolo¢anje metabolitov z analizo HPLC

Z metodo HPLC smo dolocali celokupno nastajanje neriboziliranih in riboziliranih 6-MMP
in 6-TGN na vzorcu celic po izpostavitvi 6-MP. Peleto in medij smo vzeli iz
zamrzovalnika. Peleti smo dodali 200 pl demineralizirane vode, vsebino raztalili in
suspendirali z vibracijskim meSalnikom ter lizirali celice z ultrazvokom (najvisja jakost, 15
sekund) (Slika 16). Celi¢cnemu lizatu in mediju smo dodali 25 ul 0,5 M DTT in 20 ul 70 %
HCIO,4. DTT je reducent in preprecuje povezavo 6-TGN med seboj z disulfidno vezjo, z
dodatkom kisline HCIO,4 oborimo proteine. VVzorce smo postavili za 5 min na led in jih
nato centrifugirali (14.000 g, 10 min, 4 °C). Supernatant smo prenesli v novo epico in ga
segrevali na termobloku (100°C, 40 min), da je potekla kisla hidroliza, ki odstrani ribozo iz
riboziliranih 6-MMP in 6-TGN. Po konc¢ani inkubacijo smo vzorce centrifugirali (14.000 g,
10 min, 4 °C) in jih prenesli na mikrotitrsko plos¢ico za analizo HPLC. Za umeritveni
krivulji smo pripravili standardne raztopine 6-TG in 6-MMP v vodi s koncentracijami 6-
TG in 6-MP 800/6000, 400/3000, 200/1500, 50/400, 25/200, 12,5/100 pmol v 200 pl.

Pri analizi HPLC smo uporabili obratnofazno kolono C18 ZORBAX Eclipse Plus (4.6 x
150 mm, velikost delcev 5um), ki je bila zas¢itena s predkolono Eclipse plus. Kot mobilno
fazo smo uporabili 98 % 20 mM Kkalijev fosfatni pufer (pH = 2) in 2 % acetonitril. Elucija
je potekala izokratsko pri pretoku 1 ml/min, delovnem tlaku 60 barov in temperaturi 30 °C.
Analiza posameznega vzorca je trajala 20 minut, volumen vbrizganega vzorca je bil 30 pl.
Detekcija je potekala pri valovnih dolzinah 303 in 342 nm. Iz povrsin kromatografskih
vrhov standardov pri valovnih dolzinah 303 nm za 6-MMP in 342 nm za 6-TG smo
dolo¢ili umeritveni premici in iz njiju izracunali koli¢ino nastalega 6-MMP in 6-TGN v

vzorcih. Koli¢ino nastalih metabolitov Smo preracunali na Stevilo celic in izrazili v enoti

pmol metabolita
1x106 celic
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A: Doloc¢anje metabolitov v celicah
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Slika 16: Shema dolo¢anja metabolitov.

Doloc¢anje metabolitov v celicah se pri¢ne z liziranjem po dodatku vode. Z liziranjem sprostimo metabolite iz
celice. Ta korak pri dolo¢anju metabolitov v mediju ni potreben. Medij v naslednjih korakih pripravimo za
dolo¢anje metabolitov po enakem postopku kot celi¢ni lizat.

3.10 Dolo¢anje izrazanja genov za sekretorne prenasalce

Izrazanje genov ABCB1, ABCC4 in ABCC5 za prenasalce smo dolodili s kvantitativno
verizno reakcijo s polimerazo v realnem casu (QPCR — angl. quantitative real time
polymerase chain reaction). qPCR predstavlja nadgradnjo splosnega PCR, saj omogoca
merjenje koli¢ine produkta v vsakem ciklu med reakcijo, kar preko dolocanja praznega
cikla (Ct - ang. threshold cycle) omogoca natan¢no kvantifikacijo taréne cDNA. Za potek
reakcije je potreben vzorec DNA, ki sluzi kot matrica, dva zacetna oligonukleotida,
deoksinukleozid-trifosfati, Mg®* ioni, reakcijski pufer in termostabilna DNA polimeraza.
Detekcija produkta poteka soCasno s pomnozevanjem in temelji na merjenju fluorescence
(20).

Za doloc¢anje izrazanja genov smo uporabili predhodno izolirane vzorce cDNA iz LCL s
koncentracijo 20 ng/ul, ki smo jih nadalje red¢ili do koncentracije 0,625 ng/ul. Pripravili
smo raztopine standardov s koncentracijami 0,039 ng/ul, 0,078 ng/ul, 0,3125 ng/ul,
0,625 ng/ul, 1,25 ng/ul, 2,5 ng/ul, 5 ng/ul in 10 ng/ul. Na mikrotitrsko plos¢ico s 384
vdolbinami smo v vsako vdolbino prenesli 7 ul predhodno pripravljene osnovne zmesi

(Preglednica VI) ter 3 ul standarda oziroma red¢enega vzorca v dveh tehni¢nih ponovitvah.
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Preglednica VI: Priprava osnovne zmesi za qPCR reakcijo.

Reagent V (ul)
SYBR Green Master Mix 5
Zmes zacetnih oligonukleotidov (20 uM) 0,25
Dideionizirana voda 1,75

Plos¢ico smo za$¢itili s prozorno samolepljivo folijo in jo centrifugirali (2200 rpm, 2 min,
Tr), da smo odstranili mehurcke in posedli reagente na dno vdolbine. Nato smo plos¢ico
vstavili v cikli¢ni termostat (angl. - thermo cycler), nastavili ustrezen temperaturni
program in casovni interval (Preglednica VII). Po koncani reakciji smo izracunali
koncentracijo DNA in jo normalizirali na koncentracijo referen¢nih genov (angl. -

housekeeping gen) GAPDH in TBP, ki sta bila na teh vzorcih Ze predhodno dolo¢ena.

Preglednica VI1: Temperaturni program inkubacije v cikliénem termostatu.

T (°0) cas
50 2 min
95 2 min
95 15s
45 X
60 60s
Talilna krivulja
Ohlajanje

3.11 Statisticna obdelava podatkov

Podatke smo obdelali s pomoc¢jo racunalniSkega programa Microsoft Excel in GraphPad
Prism. Pri statisti¢ni obdelavi podatkov smo zajeli poskuse, kjer smo izvedli najmanj dve
neodvisni bioloski ponovitvi. Podatke razporejene v skupine smo predstavili v grafih z
mediano in interkvartilno razliko. Analizirali smo jih z neparametricnim testom Mann
Whitney ali s testom Kruskal-Wallis. Za analizo korelacij smo uporabili neparametri¢ni

Spearmanov test s faktorjem korelacije p.
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4. Rezultati in razprava

4.1 Ob¢utljivost celic na 6-MP in 6-TG

V presnovo tiopurinov do aktivnih metabolitov je vpletenih veliko encimov in kofaktorjev,
ki lahko vplivajo na odziv celic po izpostavitvi 6-MP in 6-TG, zato se posamezniki
zdravljeni s tiopurini razlicno odzovejo na terapijo. Preverili smo, ali se tudi celice
izolirane iz razli¢nih posameznikov med seboj razlikujejo v ob¢utljivosti na 6-MP in 6-TG
ter ali obstaja razlika v toksi¢nosti 6-MP in 6-TG. Obcutljivost celic smo dolo¢ili z
merjenjem MA glede na netretiran kontrolni vzorec 72 h po izpostavitvi 6-MP in 6-TG ter

z analizo celi¢nega cikla 72 h po izpostavitvi 6-MP.

4.1.1 Celice razli¢nih posameznikov se razli¢no odzovejo na tiopurine

MA smo dolo¢ili 25 LCL-om. Rezultate za vsak LCL smo prikazali v obliki grafa, ki
prikazuje odvisnost MA od koncentracije 6-MP in 6-TG (Priloga 1: Slika 33). Pri vseh
celi¢nih linijah opazimo padanje MA s koncentracijo 6-MP ter 6-TG, kar potrjuje toksi¢no
delovanje obeh tiopurinov na celice. Celice posameznikov so se razli¢tno odzvale na
izpostavitev tiopurinom. Za primerjavo obcutljivosti celic razliénih LCL-ov smo izbrali
MA pri koncentracijah 10 uM 6-MP in 1 uM 6-TG (Slika 17), ki sta pogosto uporabljeni v
Studijah (27,87,88). V naSem primeru so bile pri teh koncentracijah razlike v ob¢utljivosti
celic med LCL-i najve¢je. Povpreéne MA pri 10 uM 6-MP zavzemajo vrednosti od 31 % -
84 % (mediana = 48 %) in pri 1 uM 6-TG od 25 % - 72 % (mediana = 38 %). Z veliko
variabilnostjo MA v izbranih koncentracijskih tockah smo pokazali, da se celice razli¢nih
posameznikov razlikujejo v obcutljivosti na 6-MP in 6-TG. Visoka MA pomeni, da so
celice manj obcutljive na tiopurine, medtem ko nizka MA pomeni visoko obcutljivost
celic. Mediana vrednosti MA se pri koncentracijah 10 uM 6-MP in 1 uM 6-TG najbolj
pribliza vrednosti 50 % in predstavlja najboljsi priblizek povpre¢ne vrednosti ICsg,
Vrednosti 1Cso v naSem primeru ne bi bile zanesljive za ugotavljanje razlik v obcutljivosti
celic, ker je plato MA celic razlicnih LCL-ov zelo variabilen. Namesto vrednosti 1Csg SO
MA pri koncentraciji blizu 1Cs v Studijah ze predhodno veckrat uporabili (27,33,81,89).
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Slika 17: Razvrstitev metabolne aktivnosti po izpostavitvi celic LCL 10 pM 6-MP in 1 pM 6-TG.

MA za posamezen LCL je podana glede na netretiran kontrolni vzorec kot povpre¢je vsaj dveh bioloskih
ponovitev s standardnim odklonom po 72-urni izpostavitvi 10 uM 6-MP (A) in 1 uM 6-TG (B). Povprecne
MA pri 10 uM 6-MP zavzemajo vrednosti od 31 % - 84 %(mediana = 48 %) in pri 1 pM 6-TG od 25 % - 72
% (mediana = 38 %).

Pri odzivu celic na 72-urno izpostavitev 6-MP in 6-TG smo opazili pojav platoja MA.

Plato se je ustvaril pri zelo razlicnih MA. Po izpostavitvi celic 6-MP je bil ta pri relativno

visokih MA (min. 30 %) v primerjavi s platojem po izpostavitvi celic 6-TG (max. 15 %).

Nadalje nas je zanimalo, kaj se zgodi s platojem pri poviSanju koncentracije 6-MP in po

daljSem cCasu izpostavitve 6-MP. Na podskupini 10 LCL-ov smo ugotovili, da se tudi pri

izpostavitvi vi§jim koncentracijam 6-MP (250 uM in 1000 uM) pri vecini celi¢nih linij

ohrani plato pri isti MA (Priloga 1: Slika 33). Prav tako se je pri podaljSanju casa
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izpostavitve celic iz 72 h na 96 h Se vedno ohranil plato MA, vendar pri nekoliko nizji MA
kot po 72 h (Priloga 2: Slika 34).

Nase ugotovitve o pojavu platoja se ujemajo s predhodnimi Studijami, kjer so proucevali
odziv celic po izpostavitvi naras¢ajo¢im koncentracijam tiopurinov. Na ovarijskih celicah
kitajskega hrcka (CHO) se z visanjem koncentracije 6-TG ustvari plato poskodb DNA
(90). Na cloveskih levkemicnih celiénih linijah so opazili celo narascanje MA pri
koncentracijah vi§jih od 100 uM 6-MP (91). Obstaja ve¢ moznih vzrokov za pojav platoja
ter za wupadanje toksi¢nosti z naras¢ajoCo koncentracijo tiopurinov. lz¢rpanje
znotrajceli¢nih zalog ATP, ki je potreben za pretvorbo TXMP v TGMP pri presnovi 6-MP
v aktivne metabolite, lahko vodi do zastoja toksi¢nega delovanja 6-MP (5). Nenazadnje,
pri visokih koncentracijah lahko pride do detoksifikacije tiopurinov z odstranitvijo Zvepla
iz strukture, kar povzro¢i pretvorbo tiopurinov v endogene purine (91). Upadanje
toksic¢nosti tiopurinov pri povisanju koncentracije in vitro ni kliniéno pomembno, saj do

njega pride pri koncentracijah, ki jih pri zdravljenju s tiopurini ne dosezemo (5).

4.1.2 Celice pod vplivom 6-MP ne zastanejo v nobeni od faz celi¢nega cikla

Obcutljivost celic smo Se dodatno preverili z analizo celi¢nega cikla. Merjenje MA v in
vitro sistemih ima namre¢ nekatere negativne lastnosti in lahko prikazuje lazno pozitivne
rezultate zaradi vpliva ve¢ dejavnikov. DoloCanje MA temelji na merjenju delovanja
oksidacijskih mehanizmov v mitohondriju, zato lahko na rezultat vplivajo nekateri dodatni
dejavniki (npr. neencimska redukcija reagenta MTS s kemi¢nimi reducenti, izpostavitev
reagenta MTS svetlobi, reakcija s spojinami ...) (96). Nadalje nas je pri analizi celi¢nega

cikla zanimalo tudi, ali 6-MP zaustavi celice v kateri od faz celi¢nega cikla.

Celi¢ni cikel smo analizirali pri LCL-ih 390, 380, 383 in 388, kjer smo po fiksaciji celic z
etanolom in barvanju le-teh s PI dolo¢ili delez celic v fazah SubG1, G0-G1, S in G2-M. Za
ovrednotenje obcutljivosti celic smo analizirali fazo SubG1 (Slika 18 A), ki med drugim
predstavlja apoptoti¢ne celice. Po izpostavitvi LCL-ov 5 uM 6-MP se v primerjavi s
kontrolo poveca delez delcev v SubG1 fazi pri vseh LCL-ih. Pri vsakem LCL-u opazimo
drugacen delez celic, ki zapadejo apoptozi, s ¢imer smo Se potrdili, da se celice razlicnih
posameznikov razlikujejo v obcutljivosti na 6-MP. LCL 390 izkazuje najvecjo neodzivnost
na 6-MP in hkrati najvecji delez celic v SubGl fazi (17,9 %), sledijo mu LCL 380
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(23,0 %), LCL 383 (23,4 %) in LCL 388 (36,9 %), ki je najbolj obcutljiv na 6-MP. Enako
zaporedje obcutljivosti celic na 6-MP smo dolo¢ili tudi z merjenjem MA pri 5 uM 6-MP
(390: 84 %, 380: 55 %, 383: 44%, 388: 36 %) (Slika 18 B). Z analizo celi¢nega cikla smo
potrdili rezultate merjenja MA, kar nakazuje na to, da pri testu MTS ni prislo do vecjega

vpliva nezelenih interferenc.
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Slika 18: Primerjava rezultatov analize celi¢nega cikla in merjenja MA.

A: Delez celic v fazi SubG1l 72 h po izpostavitvi 5 uM 6-MP in barvanju s Pl. B: MA celic 72 h po
izpostavitvi celic 5 uM 6-MP.

Z analizo faz G0-G1, S in G2-M (Slika 19) smo preverili, ¢e 6-MP povzroci zastoj v kateri
od faz celi¢nega cikla. Ugotovili smo, da se v fazi G2-M ohrani primerljiv delez celic kot
pri kontroli. V fazi S smo opazili rahel porast celic po izpostavitvi 6-MP. V G0-G1 fazi
opazimo manjsi padec Stevila celic po izpostavitvi 6-MP, kar je najverjetneje posledica
apoptoze celic. 1z rezultatov lahko tako sklepamo, da 6-MP ne izzove veéjega zastoja
celiénega podvojevanja v nobeni od faz celi¢nega cikla. V ve¢ Studijah so namre¢ po
izpostavitvi celi¢nih linij 6-MP ugotovili izrazitejsi zastoj v fazi S (89,92). Nase ugotovitve
se najbolj ujemajo z eno najnovejsih Studij, kjer so najvecji porast Stevila celic oziroma

njihovih fragmentov ugotovili v fazi SubG1 (93).
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Slika 19: Delez celic v posameznih fazah celi¢nega cikla.

Celiéni cikel smo analizirali 72 h po izpostavitvi 5 uM 6-MP in barvanju celic s Pl. Na grafih je prikazan
delez celic v fazi GO-G1 (A), fazi S (B) in fazi G2-M (C).

4.1.3 6-TG in 6-MP imata soroden mehanizem delovanja

6-MP in 6-TG imata skupen velik del presnove in delujeta na iste tarce, zato smo zeleli
preveriti, ali obstaja povezava med obcutljivostjo celic na 6-MP in 6-TG. LCL-i so dober
in vitro model za napovedovanje tar¢ u¢inkovine in njenega nacina delovanja. Na podlagi
korelacije med citotoksi¢nostjo dveh ucinkovin lahko napovemo, ali u¢inkovini delujeta po
enakem mehanizmu in na isto tar€o. Na modelu LCL so Ze predhodno dokazali moc¢no
korelacijo med citotoksi¢nim delovanjem ucinkovin s sorodnim delovanjem (81). V ta
namen smo tudi mi primerjali MA celic po izpostavitvi 6-MP in 6-TG (Slika 20). Ugotovili
smo statistiéno znacilno pozitivno korelacijo (p = 0,0004, p = 0,6531) med MA celic po
izpostavitvi 10 uM 6-MP in 1 uM 6-TG, kar potrjuje predhodne studije (33) in soroden
mehanizem delovanja 6-MP in 6-TG (Slika 3).
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Slika 20: Korelacija med ob¢utljivostjo celic na izpostavitev 10 pM 6-MP in 1 pM 6-TG.

MA celic je predstavljena kot povpreéje najmanj dveh neodvisnih bioloskih ponovitev po 72-urni izpostavitvi
10 uM 6-MP in 1 uM 6-TG.
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Znano je, da je presnova 6-TG do aktivnih metabolitov manj kompleksna kot presnova 6-
MP (Slika 3), zato smo zeleli v naslednjem koraku preveriti, ali je 6-TG bolj toksi¢en kot
6-MP pri isti koncentraciji in po enakem casu izpostavitve ucinkovini. Najprej smo
primerjali MA 72 h po izpostavitvi celic 6-MP in 6-TG pri koncentraciji 10 uM (Slika
21A). 6-TG je izkazoval signifikantno znacilno visjo toksi¢nost kot 6-MP (test Mann-
Whitney, p < 0.001). Nadalje smo primerjali krivulji odvisnosti MA od koncentracije obeh
tiopurinov na izbranem LCL-u po 72-urnem tretmaju (Slika 21B). Pomik krivulje v levo,
proti nizjim koncentracijam, in doseganje vecje inhibicije proliferacije s 6-TG pomeni tako

vecjo ucinkovitost (efficacy), kot tudi hitrejSe delovanje (potency) 6-TG.
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Slika 21: Primerjava toksi¢nosti 6-MP in 6-TG.

A Graf prikazuje povpre¢ne MA celic posameznih LCL-ov po 72-urni izpostavitvi 10 uM 6-MP in 6-TG.
Srednja vrednost je predstavljena z mediano in razprSenost z interkvartilnim razmikom. *** test Mann-
Whitney, p < 0.001. B: MA celic izbranega LCL-a 388 v odvisnosti od koncentracije 6-MP in 6- TG po 72-
urni izpostavitvi posameznemu tiopurinu.

Vecja toksi¢nost 6-TG v primerjavi s 6-MP je bila predhodno Ze veckrat dokazana na
celi¢nih linijah Jurkat (94), MOLT-4, CCRF-CEM ter Wilson (95). 6-TG izkazuje vecjo
citotoksic¢nost zaradi bolj neposredne in manj kompleksne presnove do 6-TGN (Slika 3) ter
zmoznosti tvorbe visjih koncentracij 6-TGN (66). Kljub ve¢ji citotoksicosti 6-TG in vitro,
klini¢ne $tudije ne dajejo prednosti 6-TG v primerjavi s 6-MP, saj ima 6-TG slabsi profil
nezelenih u¢inkov (96,97). Uporaba 6-TG je povezana s podaljSano mielosupresijo (97),
venookluzivno boleznijo jeter (96), portalno hipertenzijo in nodularno regenerativno
hiperplazijo (66). Zaradi vecjega nabora nezelenih uc¢inkov 6-TG ostaja 6-MP zdravilo
izbora pri vzdrZzevalni fazi vnetne Crevesne bolezni in ALL. 6-TG uporabijo v primeru

zdravljenja, Ce se pojavijo obc¢utljivostne reakcije ali neodzivnost na 6-MP (98-100).
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4.2 Vpliv encima TPMT na ob¢utljivost celic

4.2.1 Genski polimorfizmi v TPMT vplivajo na aktivnost encima

Eden najpomembnejSih in najbolje proucenih encimov v metabolni poti tiopurinov je
TPMT, ki sodeluje pri deaktivaciji 6-MP in 6-TG. Varianten TPMT obicajno nosi zapis za
zmanjSano aktivnost encima TPMT, kar je povezano z nastankom ve¢jih koli¢in aktivnih
metabolitov (101). Na nasem vzorcu 26 LCL-ov je bil genotip TPMT predhodno dolocen,
in sicer je imelo 15 LCL-ov genotip *1/*1, 9 LCL-ov *1/*3 in 2 LCL-a *3/*3 (Preglednica
I11). Ker je dejanska aktivnost TPMT lahko drugacna od tiste, ki jo predvidimo na podlagi
genotipa (58), smo LCL-om dologili aktivnosti TPMT (Slika 22A). Zeleli smo preveriti, ali
znani najpogostejsi in klinicno najpomembnejsi polimorfizmi v TPMT wvplivajo na

aktivnost encima.
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Slika 22: Aktivnost TPMT v celicah LCL glede na genotip TPMT.

A: Povprecne vrednosti najmanj dveh bioloskih ponovitev meritev aktivnosti TPMT s standardno deviacijo v
posameznem LCL-u. B: Razporeditev aktivnosti TPMT v LCL-ih glede na genotip TPMT. Srednja vrednost
je predstavljena z mediano in razprSenost z interkvartilnim razmikom. ** test Kruskal-Wallis, p < 0,01.

V celi¢nih lizatih LCL smo po 2-urni izpostavitvi le-teh 6-MP z metodo HPLC izmerili
nastanek 6-MMP in izracunali aktivnost TPMT. Po razvrstitvi LCL-ov v skupine glede na
genotip TPMT smo opazili padanje aktivnosti TPMT pri posameznikih, ki nosijo zapis za

TPMT z vsaj enim variantnim alelom. Mediana aktivnosti TPMT je bila v skupini z
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genotipom *1/*1 1224 pmol 6-MMP/h/mg prot. z razponom aktivnosti TPMT od 51,9 -
198,6 pmol 6-MMP/h/mg prot., v skupini *1/*3 je znasala 73,8 pmol 6-MMP/h/mg prot. z
razponom od 38,9- 113,0 pmol 6-MMP/h/mg prot in pri skupini*3/*3 5,7 pmol 6-
MMP/h/mg prot z razponom od 3,6 - 7,9 pmol 6-MMP/h/mg prot. Ugotovili smo, da
predhodno doloceni polimorfizmi v TPMT vplivajo na aktivnost encima, saj se aktivnost
TPMT med skupinami z razli¢énim genotipom TPMT signifikantno razlikuje (test Kruskal-
Wallis, p = 0,0045) (Slika 22B).

Opazimo, da v skupini z genotipom *1/*1 nekateri LCL-i izkazujejo aktivnost TPMT, ki je
v obmocju vrednosti za heterozigotno skupino *1/*3. To lahko pomeni, da so v TPMT
prisotni drugi polimorfizmi, ki jih pri genotipizaciji najpogostejsih variantnih alelov nismo
dolo¢ili, ali pa na aktivnost TPMT v njih vplivajo drugi (zunanji) dejavniki. Aktivnost
TPMT je pri skupini *3/*3 skoraj nezaznavna, saj LCL-a 390 in 383 nosita zapis za skoraj
popolnoma nefunkcionalen encim TPMT. LCL 390 ima nizjo aktivnost TPMT (3.6 pmol
6-MMP/h/mg prot.) v primerjavi z LCL 383 (7.9 pmol 6-MMP/h/mg prot.), kar se ujema z
njunim genotipom TPMT. LCL 390 nosi zapis za TPMT z dvema variantnima aleloma
TPMT*3A, medtem ko je LCL 383 heterozigot za variantna alela TPMT*3A in TPMT*3C.
Alel TPMT*3C vsebuje le en SNP in nima tako velikega vpliva na terciarno strukturo
TPMT kot alel TPMT*3A, ki je posledica dveh SNP-jev. Znano je, da alel TPMT*3A
povzro€i vecje spremembe v terciarni strukturi TPMT kot alel TPMT*3C in posledicno

vecje znizanje aktivnosti TPMT (51), kar posredno potrjujejo tudi nasi rezultati.

4.2.1 Genotip TPMT ne korelira z obcutljivostjo celic na tiopurine

V nadaljevanju smo na podlagi poznavanja genotipa TPMT in aktivnosti TPMT preverili
vpliv TPMT na obcutljivost celic izpostavljenih tiopurinom. Dokazano je namrec, da se
pacienti z nizjo aktivnostjo TPMT bolje odzovejo na terapijo s tiopurini (102), a imajo
hkrati tudi vecje tveganje za nastanek mielosupresije (103). Na nasem modelu LCL smo
najprej zeleli preveriti, ali polimorfizmi v TPMT vplivajo na obc¢utljivost celic na 6-MP in
6-TG. Predpostavili smo, da bodo homozigoti za divji tip alela (*1/*1) izkazovali najnizjo
obcutljivost na 6-MP in 6-TG, heterozigoti (*1/*3) srednjo in dvojno variantni (*3/*3)
najvecjo obcutljivost. MA celic smo razvrstili glede na genotip TPMT ter statisticno
ovrednotili, ali obstaja razlika v obcutljivosti celic na 6-MP in 6-TG glede na genotip

TPMT (Slika 23). Genotip TPMT na nasem vzorcu LCL-ov ne vpliva na ob¢utljivost celic
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izpostavljenih 6-MP in 6-TG, saj v skupinah z razli¢nim genotipom TPMT nismo dokazali
signifikantno znacilne razlike v MA (Slika 23). Nase ugotovitve se ujemajo s predhodno
Studijo, Kjer na 194 LCL-ih niso uspeli dokazati vpliva genotipa TPMT pri obcutljivosti na
6-MP in 6-TG (104).
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Slika 23: Obcutljivost celic LCL na 6-MP in 6-TG glede na genotip TPMT.

MA celic LCL po 72-urni izpostaviti 10 uM 6-MP (A) in 1 uM 6-TG (B) je razporejena glede na genotip
TPMT. Srednja vrednost je predstavljena z mediano in razprSenost z interkvartilnim razmikom. (test Kruskal-
Wallis, ns: ni signifikantno). Z modro barvo sta ozna¢ena LCL-a 1515 in 390, ki sta podrobneje opisna v

poglavju 4.5 Preucitev posameznih primerov.

4.2.2 Aktivnost TPMT Korelira z obcutljivostjo celic na 6-TG

V enem od prejs$njih odstavkov smo omenili, da je v skupini z divjim tipom TPMT (*1/*1)
nekaj LCL-ov z nizjo aktivnostjo, kot bi jo pricakovali glede na genotip TPMT. Ker hkrati
nismo zaznali povezave med genotipom TPMT in obcutljivostjo celic, smo nadalje
preverili, ali aktivnost encima TPMT vpliva na obcutljivost celic izpostavljenih 6-MP in 6-
TG. Ugotovili smo povezavo med aktivnostjo TPMT in obcutljivostjo na 6-TG. Aktivnost
TPMT je pozitivno korelirala z MA pri 1 uM 6-TG (p = 0,0355 p = 0,4223) (Slika 24).
Aktivnost TPMT ni korelirala z obcutljivostjo na 6-MP.
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Slika 24: Metabolna aktivnost celic LCL pri 1 pM 6-TG v odvisnosti od aktivnosti TPMT.

MA predstavlja povpreéje najmanj dveh neodvisnih bioloskih ponovitev po 72-urni izpostavitvi celic LCL
1 uM 6-TG. Za analizo korelacij smo uporabili neparametri¢ni Spearmanov test s faktorjem korelacije p.

Nase ugotovitve kazejo, da lahko na podlagi poznavanja aktivnosti TPMT na nasi skupini
LCL-ov delno napovemo obcutljivost celic na 6-TG, ne pa tudi na 6-MP. Povezava med
odzivom na 6-TG in aktivnostjo TPMT in vitro je bila predhodno ze veckrat dokazana na
modelu LCL (104), na celi¢ni liniji Jurkat (94) ter celi¢ni liniji MOLT4, kjer je zmanjSanje
aktivnosti TPMT vodilo v ve¢jo ob¢utljivost celic na 6-TG, medtem ko ni imelo velikega
vpliva na 6-MP (105). Encim TPMT predstavlja ve¢ji delez presnove pri 6-TG, zato je
povezava med njegovo aktivnostjo in obcutljivostjo celic lahko bolj izrazita. Presnovna pot
6-MP je daljsa in vkljucuje ve¢ genetsko pogojenih dejavnikov kot presnova 6-TG,
verjetno zato v nasem primeru ni bilo mogoce odziva celic na 6-MP pojasniti samo z

znacilnostmi enega encima.

4.3 Metaboliti 6-merkaptopurina

Ker nismo opazili korelacije med aktivnostjo TPMT in ob¢utljivostjo celic na 6-MP, smo
iskali druge dejavnike, ki bi napovedali odziv na 6-MP. 6-MP se presnavlja do dveh
poglavitnih skupin metabolitov: aktivnih 6-TGN in po vecini neaktivnih metiliranih 6-
MMP (Slika 3). Zanimalo nas je, ali obstajajo razlike v mnozini nastalih 6-TGN in 6-MMP
v skupinah z razliénim genotipom TPMT, in ali se profil metabolitov ujema z aktivnostjo
TPMT. V nadaljevanju smo Zeleli preveriti, ali je obcutljivost celic na 6-MP odvisna od
koli¢ine nastalega citotoksi¢nega 6-TGN. V ta namen smo pri osemnajstih celi¢nih linijah
dolo¢ili koli¢ino metabolitov po izpostavitvi celic 6-MP. Celicam, ki so bile izpostavljene

10 uM 6-MP od 24-72 h, smo dolocili celokupno koli¢ino riboziliranih in neriboziliranih
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6-TGN in 6-MMP v celicah in celicnem mediju s HPLC (Slika 25). Rezultate merjenja

koli¢ine nastalih metabolitov smo izrazili kot mnozino 6-TGN in 6-MMP na §tevilo celic.
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Slika 25: Celokupna koli¢ina 6-TGN in 6-MMP v posameznem LCL-u.

Metabolite smo merili 24, 48 in 72 ur po izpostavitvi LCL-ov 10 uM 6-MP in podali njihovo koli¢ino kot
povprecje meritev najmanj dveh neodvisnih bioloskih ponovitev s standardnim odklonom. A: Koli¢ina 6-
TGN predstavlja vsoto izmerjene koli¢ine 6-TGN v celicah in v mediju. B: Koli¢ina 6-MMP izmerjena v
celicah.

Pri vecini celi¢nih linij vidimo, da celokupna Koli¢ina 6-TGN in 6-MMP skozi 72-urno
¢asovno obdobje narasca (Slika 25). 6-MMP v mediju nismo zaznali, kar pomeni, da LCL-
i najverjetneje nimajo sekretornih prenasalcev za 6-MMP in njegov ribozid. Tako v celicah
kot v mediju pa smo zaznali 6-TGN. V celicah smo izmerili priblizno 5-krat niZjo
povprecno koli¢ino 6-TGN kot v mediju v vseh ¢asovnih tockah. Do vecje koli¢ine 6-TGN
v mediju bi lahko prislo zaradi hitrega izmeta citotoksi¢nih metabolitov preko sekretornih
prenasalcev ali lize celic. Koli¢ina 6-TGN v mediju narasca skozi celotno 72—-urno obdobje

(Slika 26A). Kolic¢ina 6-TGN v celici (Slika 26B) pa se veca do ¢asovne toc¢ke 48 ur, nakar
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se pri vecini celi¢nih linij ustali ali upade, kar je lahko posledica upocasnitve presnove 6-
MP kot posledica pomanjkanja ATP, lize celic zaradi toksi¢nega delovanja 6-MP ali
poveCanega izmeta 6-TGN, saj se ravno med Casovnima toCkama 48 in 72 ur najbolj

poveca koli¢ina 6-TGN v mediju.
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Slika 26: Koli¢ina 6-TGN v mediju in v celicah LCL v odvisnosti od ¢asa.

18 LCL-ov smo izpostavili 10 uM 6-MP. 6-TGN smo merili po 24, 48 in 72 urah v celi¢nem mediju (A) in v
celi¢nih lizatih (B). Koli¢ina metabolitov je predstavljena kot povpre¢je najmanj dveh neodvisnih bioloskih
ponovitev.

Upadanje koli¢ine 6-TGN v celici po 48 urah so zaznali ze v predhodni Studiji na
hepatocitih (106) ter na mi$jih levkemiénih celi¢nih linijah, kjer so ta pojav pripisali
izérpanju zalog kofaktorjev, ki sodelujejo pri aktivaciji 6-MP (npr. ATP) (107). To je
potrdila tudi najnovejSa Studija, v kateri so dokazali padanje koncentracije ATP, ki je
najveéje ravno po 48 h (93). V nasem primeru upadanje koli¢ine 6-TGN v celici po 48
urah ne moremo v celoti pripisati pomanjkanju ATP, saj koli¢ina celokupnega 6-TGN Se

vedno narasc¢a tudi po 48 urah.

4.3.1 Koli¢ina 6-MMP korelira z aktivnostjo TPMT

Nadalje smo preverjali vlogo TPMT pri presnovi 6-MP. Predpostavili smo, da vecja
aktivnost TPMT pomeni vecjo koli¢ino nastalega 6-MMP. Posledi¢no smo pric¢akovali, da
bomo pri LCL-ih z vsaj enim variantnim alelom v TPMT izmerili ve¢ 6-TGN ter manj 6-
MMP v primerjavi s skupino *1/*1 (Slika 7).

LCL-e smo razdelili v skupine glede na genotip TPMT. Koli¢ina nastalega 6-MMP je bila

signifikantno razlicna med skupinami z razliénim genotipom TPMT v vseh c¢asovnih
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tockah (Slika 27). LCL-i z divjim tipom TPMT (*1/*1) so imeli najvi§je izmerjene
vrednosti 6-MMP, heterozigoti TPMT (*1/*3) srednje visoke in dvojno variantna LCL-a
(*3/*3) najnizje koli¢ine izmerjenih 6-MMP. Nivo 6-MMP v celici je pozitivno koreliral
tudi z aktivnostjo TPMT (24 h: p = 0,0303, p =0,5108; 48 h: p = 0,1126, p = 0,3870, 72 h:
p = 0,0672, p= 0,4407). Nastanek 6-MMP je neposredno povezan z encimom TPMT, zato
so razlike med skupinami z razli¢énim genotipom TPMT in korelacije z aktivnostjo TPMT

pri¢akovane in v skladu s predhodnimi $tudijami (71).
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Slika 27: MnoZina 6-MMP glede na genotip TPMT.

Koli¢ina nastalega 6-MMP po izpostavitvi celic LCL 10 uM 6-MP za 24, 48 in 72 h po skupinah z razli¢nim
genotipom TPMT. Srednja vrednost je predstavljena z mediano in razprSenost z interkvartilnim razmikom.
Test Kruskal-Wallis, * p < 0,05.

Med skupinami z razli¢nim genotipom TPMT nismo opazili signifikantno znacilne razlike
v mnozini 6-TGN (Slika 28). Prav tako koli¢ina nastalega 6-TGN ne korelira z aktivnostjo
TPMT, kar pomeni, da imajo pri nastanku 6-TGN iz 6-MP vecjo ali dopolnilno vlogo k
encimu TPMT S$e drugi encimi, kofaktorji in prenasalci. Verjetno so ravno zaradi vpliva
mnogih dejavnikov rezultati $tudij nasprotujoci, saj so v nekaterih in vitro (27) in in vivo
(37,108) studijah dokazali negativno korelacijo med aktivnostjo TPMT in koli¢ino 6-TGN,
v drugih pa ne (71).
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Slika 28: MnozZina 6-TGN glede na genotip TPMT.

Razporeditev celokupne koli¢ine 6-TGN po skupinah LCL-ov z razli¢nim genotipom TPMT po inkubaciji z
10 uM 6MP po Casu 24, 48 in 72 h. *1/*1 - divji tip TPMT, *1/*3 — heterozigotni tip TPMT, *3/*3 - dvojno
variantni TPMT. Srednja vrednost je predstavljena z mediano in razprSenost z interkvartilnim razmikom. Test
Kruskal-Wallis, ns: ni signifikantno.

4.3.1 Obcutljivost celic je povezana s koli¢ino nastalih 6-TGN

Znano je, da 6-TGN deluje citotoksi¢no, zato smo zeleli preveriti, ali celice, ki proizvedejo
ve¢ 6-TGN, izkazujejo vecjo obcutljivost na 6-MP. Ugotovili smo signifikantno znacilno
negativno korelacijo med MA pri 10 uM 6-MP in celokupno koli¢ino 6-TGN (Slika 29).
Rezultati kazejo, da vecja kolicina nastalega 6-TGN pomeni visjo citotoksi¢nost po 48 in
72 urah, ne pa tudi po 24 urah. Ta ugotovitev nakazuje, da 6-MP izkazuje ucinek s
casovnim zamikom, saj se mora najprej aktivirati v znotrajcelicni presnovi preko vrste
encimov in nato preiti skozi S-fazo celi¢nega cikla, kjer se vgradi v DNA (6). Kot Ze
omenjeno v uvodu so v Studijah prisli do nasprotujocih si rezultatov o vplivu 6-TGN na
klini¢ni odziv. V nasem primeru je korelacija Sibka, kar lahko pripiSemo tudi majhnemu

vzorcu celi¢nih linij.
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Slika 29: Obcutljivost celic LCL v odvisnosti od koli¢ine celokupnega 6-TGN.

MA celic LCL je podana kot povpreéje najmanj dveh neodvisnih biolokih ponovitev 24 h (A), 48 h (B),
72 h (C) po izpostavitvi 10 uM 6-MP. Za analizo korelacij smo uporabili neparametri¢ni Spearmanov test s

faktorjem korelacije p. (ns: ni signifikantno)
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Ceprav 6-TGN deluje na tarée znotraj celice, nismo ugotovili signifikantno znagilne
korelacije med koli¢ino 6-TGN v celici in MA. Na podlagi dobljenih rezultatov sklepamo,
da smo celice izpostavili previsoki koncentraciji 6-MP. V celici je verjetno prislo do
preseznih koncentracij 6-TGN, ki so jih sekretorni prenaSalci prenesli iz celice. Ob
predpostavki, da smo celice izpostavili previsoki koncentraciji 6-MP, smo zeleli primerjati
obcutljivost celic s parametrom, ki je neodvisen od koncentracije 6-MP, zato smo v analizo
vpeljali hitrost nastajanja 6-TGN. Z linearno regresijo celokupne koli¢ine 6-TGN po ¢asu
smo izraCunali naklon, ki je predstavljal hitrost nastajanja 6-TGN. Ugotovili smo
signifikantno znacilno negativno korelacijo med MA po izpostavitvi 10 uM 6-MP in
hitrostjo nastajanja 6-TGN (p = 0,0290, p = -0,5142) (Slika 30), s ¢imer smo Se dodatno

potrdili citotoksi¢en vpliv 6-TGN na obcutljivost celic.
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Slika 30: Ob¢utljivost celic v odvisnosti od hitrosti nastajanja 6-TGN.

MA celic LCL je predstavljena kot povpre¢je najmanj dveh neodvisnih bioloskih ponovitev po 72-urni
izpostavitvi 10 uM 6-MP. Hitrost nastajanja 6-TGN je dolo¢ena kot naklon premice na grafu odvisnosti
celokupne mnozine 6-TGN od ¢asa v razponu od 0 do 72 ur. Za analizo korelacij smo uporabili

neparametri¢ni Spearmanov test s faktorjem korelacije p.

Pricakovali smo, da bodo celice, ki proizvedejo ve¢ 6-MMP bolj neodzivne na 6-MP. Pri
pacientih z vnetno ¢revesno boleznijo je namre¢ neodzivnost na tiopurine povezana z
vi§jimi koncentracijami 6-MMP oziroma visokim razmerjem 6-MMP/6-TGN (98). Na
nasem vzorcu LCL-ov nismo odkrili tovrstne povezave. Vzrok bi lahko iskali v tem, da pri
dolocanju 6-MMP zajamemo tako neaktivni metabolit 6-MMP, kot tudi citotoksicni
MeTIMP. Ta zavira de novo sintezo purinov, zato ima obraten prispevek k obcutljivosti

celic kot neaktiven neriboziliran 6-MMP.
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4.4 Izrazanje prenasalca ABCB1 korelira z ob¢utljivostjo celic na 6-MP

Ker pri obc¢utljivosti na 6-MP nismo opazili korelacije z aktivnostjo ali genotipom TPMT,
smo v naslednjem koraku Zeleli preveriti Se dodaten dejavnik, ki bi ga lahko povezali z
odzivom na terapijo. Izrazanje membranskih prenasalcev se je v preteklosti izkazalo za
pomembne dejavnike na izid zdravljenja (109). Povecano izrazanje membranskega
prenasalca ABCBL1 je odgovorno za neodzivhost na mnoge protitumorne zdravilne
u¢inkovine (74). Prenasalca ABCC4 in ABCC5 pa prenasata tiopurinske metabolite iz
celice (74). Zanimalo nas je, ali izrazanje sekretornih prenaSalcev vpliva na toksi¢nost
tiopurinov. Svojim LCL-om smo dodali se 13 LCL-ov, ki so imeli ze predhodno izmerjeno
obcutljivost na 6-MP. Na vzorcu 38 LCL-ov smo dolocili diferencialno izraZzanje genov
ABCB1, ABCC4 in ABCC5 na nivoju mRNA (Slika 31).
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Slika 31: Izrazanje genov ABCB1, ABCC4 in ABCC5.

Izrazanje genov je podano kot povpreéje vrednosti najmanj dveh neodvisnih bioloskih meritev s standardno
deviacijo za prenaSalce ABCBI1 (mediana = 0,9326), ABCC4 (mediana = 1,180), ABCC5 (mediana =
0,9441). Predstavljene so meritve 25 LCL-ov, ki smo jih Ze predhodno uporabljali pri eksperimentalnem
delu. Dodatno smo analizirali izrazanje Se 13 LCL-ov, ki so imeli predhodno doloc¢eno obcutljivost na 6-MP.

Izrazanje ABCB1 se na nasem vzorcu LCL-ov odraza z znatnimi inter-individualnimi
razlikami v vrednostih (od 0,2849 do 7,450, mediana = 0,9326). Ugotovili smo

signifikantno znacilno pozitivno korelacijo med izrazanjem ABCBL in MA pri nizjih
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koncentracijah 6-MP (2,5 uM: p = 0,0339, p = 0,3450, 5 uM: p = 0,0582, p = 0,3100)
(Slika 32), medtem ko korelacije s 6-TG nismo ugotovili. Vzrok za to je verjetno v tem, da
smo imeli pri 6-TG premajhen vzorec, saj smo imeli podatke o obcutljivosti celic le za 25
LCL-ov in ne dodatnih 13 kot pri 6-MP. Povezava med izrazanjem ABCBL1 in odzivom na
tiopurine je bila predhodno Ze pokazana in vitro na misjih levkemicnih celi¢nih linijah
(78). Obstaja tudi veliko in vivo §tudij, ki dokazujejo povezavo med polimorfizmi v
ABCB1, uc¢inkovitostjo terapije in nezelenimi ucinki pri zdravljenju ALL (110,111). V
Studijah so uporabljena poleg tiopurinov tudi druga zdravila skladno s protokoli
zdravljenja, zato iz njih ne moremo neposredno sklepati na povezavo med polimorfizmi v
ABCBL in tiopurini.
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Slika 32: Obcutljivost celic LCL v odvisnosti od izrazanja ABCBL.

MA celic LCL po 72-urni izpostavitvi 2,5 uM 6-MP in izrazanje ABCB1 sta predstavljena kot povprecje
najmanj dveh neodvisnih bioloskih ponovitev. Za analizo korelacij smo uporabili neparametri¢ni

Spearmanov test s faktorjem korelacije p.

Med izrazanjem ABCBI1 in koli¢ino metabolitov nismo ugotovili povezave. V eni izmed
Studiji na celicah s povecanim izrazanjem ABCB1 so ugotovili nizjo koncentracijo 6-MMP
v primerjavi s kontrolo (78), iz Cesar sledi, da ABCBL1 najverjetneje povzroca izmet 6-MP

ali njegovih metabolitov iz celice.

Med izrazanjem prenasalcev  ABCC4, ABCC5 ter obcutljivostjo celic ali koli¢ino
metabolitov nismo ugotovili povezave, Ceprav je bila ta ze veckrat dokazana (37,77). In
vitro povzro¢i odsotnost ABCC4 kopicenje 6-TGN in vecjo obcutljivost na 6-MP (76). Pri
pacientih so polimorfizmi v ABCC4 in ABCC5 povezani z neodzivnostjo na terapijo in
povecanim tveganjem za ponovitev bolezni (37). Na nasi skupini LCL-ov opazimo zelo
ozek raztros vrednosti izrazanja ABCC4 (od 0,8736 do 2,182) in ABCC5 (0,6050 do

2,503), kar onemogoca zaznavo razlik med celi¢nimi linijami na tako majhnem vzorcu.
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4.5 Preucitev posameznih primerov

Tekom proucevanja LCL-ov smo se srecali z nekaterimi izstopajo¢imi primeri LCL-ov. V
nadaljevanju jih bomo predstavili in sku$ali najti dejavnike, ki bi pojasnili njihov odziv na
terapijo. Pri statisti¢ni analizi nismo izlo¢ili izstopajoc¢ih LCL-ov kot osamelce, saj je
bistvo ravno v tem, da pois¢emo dejavnik, ki bi zajel odziv vseh LCL-ov na izpostavitev
tiopurinom. Primeri, ki odstopajo od pri¢akovanega odziva, lahko predstavljajo pomemben

model pri nadaljnjem iskanju dejavnikov odziva na terapijo s tiopurini.

4.5.1 Pric¢akovan odziv na tiopurine glede na aktivnost in genotip TPMT

LCL 1515
Med LCL-i z genotipom *1/*1 je izstopal zelo neodziven LCL 1515, ki ima priblizno
enkrat ve¢jo MA kot je povprecje te skupine po izpostavitvi tako 6-MP kot tudi 6-TG
(Slika 17). Vzrok za neodzivnost na tiopurine bi v tem primeru lahko bil v dejavniku, ki je
skupen v presnovni poti 6-MP in 6-TG. Prvi dejavnik, ki pojasni veliko neodzivnost LCL-a
1515 na 6-MP in 6-TG, je najvi$ja aktivnost TPMT med vsemi LCL-i (Slika 22A). Nizke
koli¢ine izmerjenega 6-TGN (Slika 25A) se ujemajo z visoko aktivnostjo TPMT. Na drugi
strani vidimo, da hkrati proizvede koli¢ine 6-MMP (Slika 25B), ki so primerljive z
nekaterimi LCL-i z nizjo aktivnostjo TPMT. Omenjena dejstva nakazujejo, da tudi pri
LCL-u 1515 poleg TPMT obstaja dodaten dejavnik, ki uravnava koli¢ino 6-MMP in vpliva

na obcutljivost.

Na podlagi podatkov o izrazanju sekretornih prenasalcev smo prisli do dodatnega razloga
za visoko neodzivnost LCL-a 1515. Ta ima 8-krat vi§je izrazanje ABCBL1 kot je mediana
izrazanja ABCB1 vseh LCL-ov (Slika 31). ABCBL1 bi lahko prenesel 6-MP iz celice in tako
zmanjsal obseg njihove aktivacije do citotoksicnega 6-TGN, ki ga je ta LCL proizvedel
zelo malo. Prav tako je LCL 1515 proizvedel manj 6-MMP kot bi pricakovali glede na
njegovo visoko aktivnost TPMT, kar bi lahko bila posledica izmeta 6-MP z ABCBL1.

LCL 388
Na drugi strani je najbolj obcutljiv tako na 6-MP, kot tudi na 6-TG LCL 388. Ta je
heterozigot (*1/*3) in izkazuje eno najniZjih aktivnosti TPMT znotraj skupine
heterozigotov (Slika 22A), kar lahko pojasni njegovo veliko obcutljivost. Pri njem ne

opazimo velikega izstopanja katerega od drugih analiziranih dejavnikov, zato predstavlja
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enega od primerov, Kjer bi se posameznik najverjetneje ustrezno odzval na terapijo le na

podlagi poznavanja genotipa ali aktivnosti TPMT.

4.5.1 Nepri¢akovan odziv na 6-MP glede na genotip in aktivhost TPMT

LCL 390

LCL 390 je dvojno varianten homozigot (*3A/*3A), kar pomeni, da nosi zapis za najnizjo
aktivnost TPMT med vsemi LCL-i (Slika 22A). Glede na genotip TPMT in aktivnost
TPMT smo pri¢akovali, da bo LCL 390 najbolj obcutljiv na izpostavitev tiopurinom,
vendar smo ugotovili prav nasprotno. LCL 390 je bila najbolj neodzivna celi¢na linija na
6-MP. V koncentracijskem obmoc¢ju od 0,5-50 uM 6-MP so izkazovale celice LCL-a 390
skoraj popolno neodzivnost z vrednostmi MA nad 85 % (Priloga: Slika 33). LCL 390 je
nekoliko bolj obéutljiv na 6-TG (MA = 50,6 %) kot na 6-MP, kar kaZe na to, da na njegov
odziv vpliva eden od dejavnikov, ki je vpleten v aktivacijsko pot 6-MP in ni skupen
farmakokinetiki 6-TG.

Na podlagi zbranih podatkov o neodzivnosti celic LCL-a 390 in nizki aktivnosti TPMT,
nas je Se posebej zanimalo, kaksno koli¢ino metabolitov proizvede LCL 390. Pricakovano
je komaj zaznavna koli¢ina 6-MMP (Slika 25B) odrazala aktivnost in genotip TPMT tega
LCL-a. Glede na nizko aktivnost TPMT bi pri LCL-u 390 pric¢akovali zelo visok nivo 6-
TGN, a rezultati kazejo, da je proizvedena koli¢ina 6-TGN (Slika 25A) podobno nizka kot
koli¢ina teh metabolitov v LCL-ih, ki imajo mnogo vis§jo aktivnost TPMT. To zopet
nakazuje, da je lahko pri LCL-u 390 okvarjen kateri od encimov, ki sodelujejo pri nastanku
6-TGN iz 6-MP. V nadaljevanju smo pri tem LCL-u dolocili $e relativno nizko izrazanje
prenaSalca ABCBI, kar pomeni, da zniZzana obcutljivost na 6-MP ni povezana s povecanim
izmetom 6-MP iz celice. LCL390 je torej odziven na citotoksi¢no delovanje 6-TG, ne pa 6-
MP. V prihodnje bi bilo pri LCL-u 390 smiselno preveriti aktivnosti encimov IMPDH in
GMPS, ki sodelujeta pri presnovi 6-MP, ne pa tudi 6-TG (Slika 3). Polimorfizme v
intronih gena za encim IMPDH so v genomski asociacijski $tudiji Ze povezali s slabsim
prezivetjem in povecanim tveganjem za ponovitev bolezni (37). Polimorfizme v GMPS pa
so pri bolnikih z vnetno ¢revesno boleznijo povezali z boljSim prenaSanjem terapije s
tiopurini (112). Omenjena encima sodelujeta pri aktivaciji 6-MP do 6-TGN, ne pa tudi pri
aktivaciji 6-TG, zato bi lahko njihova aktivnost vplivala na odziv celic LCL-a 390. Glede

na to, da se je LCL 390 odzval na citotoksi¢no delovanje 6-TG, pri njem najverjetneje ne
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gre za okvaro sistema MMR, kar je ze bilo dokazano kot vzrok za neodzivnost na tiopurine

(113).

V klini¢ni praksi bi posamezniku, ki mu pripada LCL 390, z genotipizacijo ali z merjenjem
aktivnosti TPMT pripisali ustrezno nizko aktivnost TPMT, ¢emur bi sledila prilagoditev
odmerka. Ta posameznik ima na podlagi nizke aktivnosti TPMT teoretino vecjo
sposobnost tvorbe aktivnin metabolitov, zato bi prejel le okrog 10 % standardnega
odmerka tiopurinov, saj bi se s tem zeleli izogniti pojavu toksi¢nih ucinkov. S
prouc¢evanjem njegovega LCL-a smo ugotovili ze predhodno omenjeno veliko neodzivnost
na 6-MP. 1z tega sklepamo, da pri pacientu, ki mu pripada LCL 390, ne bi prislo do odziva
na terapijo niti pri standardnem odmerku 6-MP.

LCL 6037
LCL 6037 nosi zapis za divji tip TPMT (*1/*1), kar se ujema z njegovo visoko aktivnostjo
TPMT (Slika 22A). Glede na genotip TPMT in aktivnost TPMT smo pric¢akovali, da bo
LCL 6037 med bolj neodzivnimi LCL-i, vendar smo ugotovili, da izkazuje skoraj najvisjo
obcutljivost tako na 6-MP (MA = 33 %), kot tudi na 6-TG (MA = 28 %) (Slika 17). Glede
na visoko obcutljivost celic LCL-a 6037, nas je nadalje zanimala koli¢ina metabolitov, ki
jih proizvedejo celice po izpostavitvi 6-MP. LCL 6037 ne izstopa v koli¢ini 6-TGN,
proizvede pa zelo malo 6-MMP (Slika 25), kar se ne ujema z njegovo visoko aktivnostjo
TPMT. Verjetno obstaja dodaten dejavnik, ki uravnava koli¢ino 6-MMP in obcutljivost
celic na tiopurine, saj v nadaljevanju tudi z izrazanjem genov za sekretorne prenasalce

nismo uspeli pojasniti velike obcutljivosti LCL-a 6037.

Potrebno je poudariti, da ima lahko model LCL, kljub svoji Siroki uporabnosti za
proucevanje citotoksi¢nosti spojin, nekatere negativne lastnosti. Transformacija celic z
Epstein-Barr virusom omogo¢i neomejeno delitev celice, a lahko posledi¢no vpliva na rast
celic in celicno smrt (114), kar se lahko odraza v nepricakovanem odzivu celic na

zdravilno uéinkovino.

Na podlagi nepopolnega ujemanja med TPMT in odzivom na tiopurine se nam postavi
vprasanje, ali bi bilo bolj kot merjenje aktivnosti TPMT ali doloc¢anje genotipa TPMT,
smiselno pred terapijo preveriti obcutljivost celic (npr. PBMC; enojedrne celice
pridobljene iz periferne krvi) posameznika in vitro. To bi nam lahko podalo celovitejso

napoved dogajanja med terapijo, saj bi zajeli vse encime, kofaktorje in prenasalce, ki
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sodelujejo pri presnovi in ne le encima TPMT. S Studijami bi bilo potrebno dokazati, ali se

o0dziv celic in vitro ujema z odzivom in vivo.
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4.6 Prihodnost napovedi odziva na terapijo s tiopurini

Tiopurini imajo svoje mesto predvsem pri vzdrzevalni terapiji ALL in vnetne ¢revesne
bolezni. Terapija s tiopurini obi¢ajno traja veC let, zato je pomembno, da zagotovimo
njihovo varno uporabo s ¢im manj nezelenimi ucinki (17). Do sedaj je bil encim TPMT
najbolj proucevan dejavnik odziva na terapijo s tiopurini. Posamezniki z odsotno ali
srednjo aktivnostjo encima TPMT imajo veéjo verjetnost za nastanck mielosupresije (103).
Vendar zmanjSana aktivnosti encima TPMT povzroci le Cetrtino primerov mielosupresije.
Ostalih nezelenih ucinkov, kot so na primer alergi¢ne reakcije, hepatotoksi¢nost in

pankreatitis, ne moremo predvideti z dolo¢anjem aktivnosti ali genotipa TPMT (103).

Trenutno je v terapijo tiopurinov vpeljano le dolocanje genotipa ali aktivnosti TPMT.
Genski polimorfizmi v ITPA, NUDT15, IMPDH, ABCC5, ABCC4, ABCBL1 in merjenje
koli¢ine SAM so le nekateri od moznih farmakogenetskih in metabolomskih oznacevalcev,
Ki bi lahko bili v prihodnosti vpeljani v klini¢no prakso. Glede na Stevilénost genov, ki
vplivajo na odziv zdravljenja s tiopurini, bo v prihodnje najvecja tezava, na kateri gen se
osredotogiti in kako prilagoditi terapijo. Studije celotnega genoma so omogodile hitrejso
dolocitev genetskih variant, ki so povezane z odzivom na terapijo, vseeno pa ostaja uvedba
klini¢nega testiranja za nov farmakogenetski oznacevalec zahteven in dolgotrajen
postopek. Ko je farmakogenetska povezava med kandidatnim genom in odzivom na
terapijo potrjena, je potrebno genetski test analitsko in klini¢no validirati ter dokazati
njegovo Kkorist na izid zdravljenja. Za posameznike z genotipom, ki predstavlja tveganje pri
zdravljenju, je potrebno predlagati alternativne moznosti terapije. Pomembno je, da
pripravimo smernice predpisovanja zdravila in zdravstvenim delavcem omogocimo
uporabo sistema za podporo pri klini¢cnem odlo¢anju (115). Najboljsa resitev bi bila razviti
algoritem ve¢ dejavnikov, ki bi omogocili napoved odziva na terapijo (2). Nasa Studija

kaze na moZnost nadaljnjih raziskav na podrocju sekretornega prenaSalca ABCBI.
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5. Sklep

Na podlagi rezultatov smo prisli do naslednjih zakljuc¢kov (Priloga 3: Preglednica VIII):

- Tako z analizo celi¢nega cikla kot z merjenjem MA smo pokazali, da se celice
razli¢nih posameznikov razlikujejo v obcutljivosti na 6-MP in 6-TG. Primerjava
obcutljivosti celic na 6-MP in 6-TG je pokazala vecjo citotoksi¢nost 6-TG in
sorodno farmakolosko pot obeh uc¢inkovin.

- Rezultati kazejo, da genski polimorfizmi v TPMT vplivajo na aktivnost encima.
LCL-i z divjim tipom TPMT imajo visjo aktivnost encima kot heterozigoti in ti
vi§jo aktivnost kot tisti z dvojno variantnim genotipom. Potrdili smo, da genotip
*3A/*3A povzroci vecje znizanje aktivnosti TPMT kot genotip *3C/*3A.

- Ugotovili smo, da lahko na podlagi poznavanja aktivnosti TPMT naSega vzorca
celi¢nih linij delno pojasnimo obcutljivost celic na 6-TG, ne pa tudi na 6-MP.

- Koli¢ina nastalega metabolita 6-MMP pozitivno korelira z aktivnostjo TPMT. Na
koli¢ino nastalega 6-TGN aktivnost TPMT nima vpliva.

- Ugotovili smo, da obc¢utljivost celic na 6-MP po 72 h korelira s koli¢ino nastalega
6-TGN po 48 in 72 urah oziroma s hitrostjo nastajanja 6-TGN.

- Vigje izrazanje ABCB1 pomeni manjSo citotoksicnost 6-MP, kar kaze na to, da bi

ABCBI lahko prenasal 6-MP iz celice.

Na podlagi poznavanja aktivnosti TPMT na naSem vzorcu celiénih linij ne moremo
predvideti obcutljivosti celic na 6-MP. Bol;jsi vpogled v odziv celic na izpostavitev 6-MP
nam poda merjenje koli¢ine nastalih 6-TGN. Dolocanje aktivnosti TPMT bo ostalo Se
naprej pomembno orodje za prepreCevanje izpostavitve pacientov z nizko aktivnostjo
TPMT prevelikemu odmerku tiopurinov. Prav tako je merjenje metabolitov uporabna
metoda za prilagoditev odmerka na podlagi koli¢ine 6-TGN. Raziskave ves Cas tezijo k
iskanju novega farmakogenetskega dejavnika, ki bi poleg encima TPMT pomagal pri
prilagoditvi odmerka posamezniku in napovedi odziva na terapijo. Tiopurini so trenutno
slabo raziskani kot potencialni substrati za ABCB1. NaSe ugotovitve kazejo na to, da bi
bilo smiselno nadaljevati v smeri proucevanja vpliva ABCB1 na odziv zdravljenja s
tiopurini. V nadaljnjih in vitro studijah bi bilo potrebno povecati vzorec celinih linij in
prenesti prouc¢evanje na nivo klini¢nih Studij, saj bi tako prisli do mocnejsih ali novih

korelacij.
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Slika 33: Grafi odvisnosti metabolne aktivnosti od koncentracije 6-MP in 6-TG.

MA smo izmerili 72 h po izpostavitvi 6-MP (0,5-50 uM) in 6-TG (0,05-50 uM). 11 LCL-ov je bilo
izpostavljenih tudi visokim koncentracijam 6-MP (250 in 1000 puM). Tocke so podane kot povprecje
bioloskih meritev s standardno napako aritmeti¢ne sredine (SEM - angl. standard error of the mean). Rdeca
krivulja se prilega tockam MA po dodatku 6-MP, zelena pa tockam MA po dodatku 6-TG.
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7.2 Priloga 2
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Slika 34: Metabolna aktivnost 72 h in 96 h po izpostavitvi 6-MP.

Primerjava MA celic LCL 72 h in 96 h po izpostavitvi 1 uM, 10 pM, 50 uM, 250 pM in 1000 uM 6-MP.
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7.3 Priloga 3
Preglednica VIII: Preglednica korelacij.
Parameter 1 Parameter 2 Faktor korelacije p | Vrednost p \\/Zgl:g;t
Metabolna 6-TGNceokupni 48 h -0,4822 0,0427 18
aktivnost (10 uM 6-TGNcetokupni 72 h -0,4812 0,0432 18
6-MP) Hitrost nastajanja 6-TGN -0,5142 0,0290 18
Metabolna
aktivnost (1 uM Aktivnost TPMT 0,4223 0,0355 22
6-TG)
Metabolna aktivnost 0,3450 0,0339 38
.. (2,5 uM 6-MP)
Izrazanje ABCB1 -
Metabolna aktivnost 03100 0.0582 38
(5 uM 6-MP) ' '
. 6-MMP 24 h 0,5108 0,0303 18
Aktivnost TPMT 6-MMP 72 h 0,4407 0,0672 18

Preglednica prikazuje signifikantno znacilne (p < 0,05) in mejno signifikantne korelacije (0,05<p<0,1), ki
smo jih pokazali pri nasem raziskovalnem delu. Za analizo korelacij smo uporabili neparametriéni
Spearmanov test s faktorjem korelacije p
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