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POVZETEK

Akutna limfoblastna levkemija (ALL) je najpogostejsa rakava bolezen pri otrocih. V fazi
vzdrZzevalnega zdravljenja se uporablja purinski analog, predzdravilo 6-merkaptopurin (6-
MP), ki zaradi mo¢nega mielosupresivnega delovanja povzro¢a nevarne toksi¢ne ucinke
(TU). Metabolizem 6-MP je zelo kompleksen, saj je vpletenih veliko encimov. Njihova
aktivnost pa vpliva na pojavljanje nezelenih TU in s tem povzro¢i zaplete pri terapiji.
Encim inozintrifosfat-pirofosfataza (ITPA) pretvarja 6-tioinozintrifosfat (6-TITP), v 6-
tioinozinmonofosfat (TIMP). Polimorfizma v genu za ITPA (94C>A in IVS2+21A>C)
zmanjSata aktivnost encima, kar povzro¢i kopicenje toksi¢nega 6-TITP, ki potencialno
povzroc¢a TU terapije. Drug encim, glicin-N-metiltransferaza (GNMT) je najpomembne;jsi
encim za uravnavanje koncentracije S-adenozil metionina (SAM-a) v celici. SAM s
stabilizacijo encima tiopurin S-metiltransferaze (TPMT) ohranja njegovo aktivnost.
Znizana aktivnosti encima TPMT povzroc¢i prekomeren nastanek aktivnih metabolitov 6-
MP, kar lahko vodi v hudo mielosupresijo, ¢e odmerek ni prilagojen na genotip TPMT.
Ker polimorfizem v genu za GNMT (1289C>T) povzro€i znizano aktivnost encima in
hipoteti¢no zvisa koncentracijo SAM-a, smo sklepali, da bi polimorfizem lahko vplival na

zmanj$ano pojavnost TU, zaradi povecane aktivnosti encima TPMT.

V diplomski nalogi smo zeleli preveriti, ali polimorfizmi v genih za ITPA in GNMT
vplivajo na izid zdravljenja s 6-MP. V ta namen smo z metodo TagMan alelne
diskriminacije genotipizirali 303 vzorce pediatri¢nih bolnikov z ALL. S statisti¢no analizo
smo preverili vplive genotipov ITPA in GNMT na TU zdravljenja in vpliv ITPA na
petletno prezivetje brez relapsa. V analizo smo vkljucili arhivske podatke iz faze
vzdrzevalnega zdravljenja ter polimorfizme TPMT*3A, TPMT*3C in 5,10-
metilentetrahidrofolat-reduktaza (MTHFR) (677C>T in 1298A>C). Polimorfizem
IVS2+21A>C je statisticno pomembno vplival na povecano pojavnost febrilne
nevtropenije. Nasprotno je prisotnost divjega tipa ITPA vplivala na vecjo verjetnost za
relaps bolezni. Hkrati so imeli ti bolniki tudi manjse petletno prezivetje. Polimorfizem
GNMT (1289C>T) ni imel statisticno pomembnega vpliva na zmanjSanje pojavljanja
nezelenih ucinkov pri bolnikih s polimorfizmom TPMT. Je pa prisotnost 1289C>T
vplivala na zmanj$ano pojavnost supresije kostnega mozga, pri bolnikih z divjim tipom
TPMT. Iz dobljenih rezultatov predvidevamo, da bi bil polimorfizem v genu za ITPA

potencialen bioloski oznacevalec za pojav febrilne nevtropenije.



ABSTRACT

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common childhood malignancy. In the
maintenance therapy of ALL treatment, an analogue of purine nucleoside, 6-
mercaptopurine (6-MP), a widely metabolised prodrug, is included and due to its strong
mielosupression it can induce dangerous toxic effects. The metabolism is complex and
includes multiple enzymes. It may lead to life-threatening drug induced toxicity if the
enzymes, due to its gene polymorphism, have insufficient activity. The inosine
triphosphate pyrophosphatase (ITPA) is responsible for converting toxic 6-thioinosine
triphosphate (6-TITP) to 6-thioinosine monophosphate (6-TIMP). Polymorphisms in ITPA
gene, 94C>A and IVS2+21A>C, result in decreased enzyme activity, therefore increasing
the possibility of 6-MP related toxic effects. Glycine N-methyltransferase is responsible for
balancing S-methyl adenosine (SAM) concentration in the cells. SAM stabilizes TPMT
enzyme and is therefore maintaining its activity especially the less active forms of the
enzyme. Polymorphisms in TPMT gene reduces enzyme activity and if the dose of 6-MP is
not reduced, the patient is at risk of toxicity. GNMT polymorphism 1289C>T reduces
GNMT enzyme activity and thus, hypotheticaly, increases SAM. Due to the increased
TPMT activity, GNMT polymorphism could influence on TPMT related toxic effects.

Our aim in the thesis was to test if ITPA in GNMT polymorphisms are associated with the
outcome of 6-MP therapy. Using TagMan allelic discrimination method we genotyped 303
samples of paediatric patients with ALL. The data were statistically analysed in correlation
with TPMT*3A, TPMT*3C, 5,10-methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR)
(677C>T and 1298A>C) and patient therapy data, obtained from patients’ observation
charts. We found that patients with ITPA IVS2+21A>C variant alleles suffered more
febrile neutropenia than wild type ITPA, whereas wild type ITPA was associated with
increased relapse and worse five-year survival. There were no statistically significant
associations between GNMT 1289C>T variant alleles and TPMT*3A and/or 3*C.
However, GNMT variant alleles were associated with decreased bone marrow suppression
in wild type TPMT patients. In conclusion, genetic variation in ITPA could be a potential

biological marker for febrile neutropenia.
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1 UVOD

1.1 AKUTNA LIMFOBLASTNA LEVKEMIJA

Akutna limfoblastna levkemija (ALL) je vrsta levkemij, rakastih novotvorb krvotvornega
tkiva, katerih znacilnost je kopicenje enega klona nenormalnih in nefunkcionalnih krvnih
celic v kostnem mozgu in v krvi (slika 1) (1). Levkemija je najpogostej$a rakava bolezen
otrok in predstavlja 25 do 30 % vseh novo odkritih rakavih bolezni pri otrocih, mlajsih od
15 let (2). Delimo jih glede na razvojno stopnjo levkemiénih celic in hitrost poteka, na
akutno in kroni¢no ter glede na izvor levkemiéne celice, na limfaticne (B ali T) ali
mieloi¢ne (3). @
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Slika 1: Shematski prikaz delitve in razvoja krvnih celic.

(Prirejeno po (4)).
ALL je posledica spremenjene limfocitne celice, usmerjene v limfocitno celi¢no vrsto B ali
T. Posledica je razra$¢anje in kopicenje nezrelih limfocitov (limfoblastov) v kostnem
mozgu (1), limfnem sistemu in ekstramedularnih obmogjih. Infiltracija limfoblastov v
kostnem mozgu moti oziroma zavira preostalo hematopoezo s posledi¢no anemijo,
trombocitopenijo in nevtropenijo. Temu sledi razvoj razli¢nih simptomov in znakov,
najpogostejsi med njimi so okuzbe in vro€ina, utrujenost, bledica, znizanje telesne mase ter
bolecine v kosteh. Infiltracija v limfni sistem lahko povzro¢i limfadenopatijo in
hepatosplenomegalijo (5). Ce se bolezen razsiri v CZS, kar se pojavlja v manj kot 5% (6),
se pojavijo glavobol, bruhanje, papiloedem in paraliza Sestega zivca (5). Nezdravljena
bolezen vodi v hitro smrt (1). ALL se najpogosteje pojavlja v otrostvu, medtem ko druge
levkemije najdemo predvsem pri odraslih (akutna mieloi¢na levkemija - AML, kroni¢ne
levkemije). Tveganje za nastanek levkemije pri otrocih predstavlja medsebojna
prepletenost podedovane predispozicije, zunanjih vplivov z levkemogeneznim potencialom

in moznost nastanka nekega dogodka (7). Natan¢ni dejavniki, ki bi vodili v razvoj in



nastanek ALL, Se niso znani. Verjetno pa ti vplivajo na gene, ki nadzorujejo celi¢no
homeostazo limfocitov, s kon¢nim udinkom nereguliranega klonskega razmnoZevanja
nezrelih progenitornih celic (8). V nastanek bolezni bi bili lahko vpleteni razli¢ni etioloski
faktorji (9). Majhen, do 5%, a vseeno pomemben deleZ predstavljajo genetski vzroki, kot
sta trisomija enaindvajsetega kromosoma 0z. Downov sindrom in Ataxia-telangiectasia
(10). Za vzroc¢ne faktorje je bilo predlaganih mnogo okoljskih dejavnikov, med njimi so
bolj verjetni ionizirajoce sevanje, nekatere kemikalije (2), zmanj$ana sposobnost fetusnega
ali materinega metabolizma pri detoksifikaciji ali razstrupljanju ksenobiotikov zaradi
polimorfizmov v genih za encime, ki pri tem procesu sodelujejo (11). Tveganje, da bo
¢lovek v Casu svojega otroStva zbolel za eno od oblik levkemije je 1:2000, pri cemer bo
okoli 80 % primerov odpadlo na ALL. V Sloveniji je v zadnjih 20 letih za to obliko
levkemije zbolelo povpreéno 13 bolnikov letno (12), vendar na osnovi podatkov Registra
raka Republike Slovenije, o Stevilu za levkemijo zbolelih otrok (0-14 let) v obdobju 1998
do 2008, ne moremo sklepati na znacilnost podatkovnega niza. Stevilo novih primerov se
je sicer v istem obdobju gibalo med 9 do 15, vendar velja ob tem opozoriti, da gre za zelo
majhno Stevilo primerov, zaradi ¢esar moramo biti pri interpretaciji podatkov previdni

(13).

1.1.1 Klasifikacija

ALL je heterogena bolezen z individualnimi, genetsko razli¢nimi levkemi¢nimi podtipi, ki
se med seboj razlikujejo v odgovoru na zdravljenje s citotoksi¢nimi zdravili (14). Podtipi
so definirani na podlagi kromosomskih translokacij, nastanku novih fuzijskih genov,
delecij kromosomskih segmentov individualnih genov in podvajanj dolo¢enih segmentov
ali celotnega kromosoma (10). Pravilna podtipska razdelitev bolezni pri diagnostiki je
primarnega pomena, saj se protokoli zdravljenja med razlicnimi podtipi razlikujejo(15).
Svetovna zdravstvena organizacija (WHO) razdeljuje ALL na B-celi¢no limfoblastno
levkemijo (B-ALL) ali T-celi¢no limfoblastno levkemijo (T-ALL), pri ¢emer se B-ALL Se

naprej deli glede na prisotnost ali odsotnost specifi¢nih genetskih abnormalnosti (16):



Preglednica I: WHO 2008 Klasifikacija ALL

Pre-celicne limfati¢ne neoplazme

B-celicna akutna limfoblastna levkemija/limfom

B-celi¢na limfoblastna levkemija/limfom z genetskimi nepravilnostmi
B-celi¢na limfoblastna levkemija/limfom s t(9;22)(q34;q11.2) BCR-ABL1
B-celi¢na limfoblastna levkemija/limfom s t(v;11g23) preureditve v MLL genu
B-celi¢na limfoblastna levkemija/limfom s t(12;21)(p13;q22) TEL-AML1 (ETV6-
RUNX1)
B-celi¢na limfoblastna levkemija/limfom s hiperploidnostjo
B-celi¢na limfoblastna levkemija/limfom s hipoploidnostjo (hipoploidna ALL)
B-celi¢na limfoblastna levkemija/limfom s t(5;14)(q31;q32); IL3-IGH

T-celi¢na limfoblastna levkemija/limfom

Klasi¢ni primer ene od genetske abnormalnosti je skrajSanje dolge rocice kromosoma 22, z
recipro¢no translokacijo kromosoma 9, pri ¢emer nastane hibridni gen, ki je kariotipsko
prepoznan kot Philadelphia kromosom (17). Ta oblika se pojavlja pri 2,5% bolnikov z
ALL in je, tako kot oblika s prerazporeditvijo MLL, izredno odporna na konvencionalno
terapijo. Izboljsan izid bolezni pa se kaze pri transplantaciji alogenskih hematopoetskih
mati¢nih celic, katerih donor je HLA (humani levkocitni antigen) ujemajoci se brat ali
sestra. Podobno je izrazanje E2A-PBX fuzijskega proteina povezano s Sibkim odzivom pri
konvencionalnem antimetabolitnem zdravljenju, vendar je stopnja ozdravljivosti pri bolj
intenzivni terapiji kar 80% (14). Te genetske lezije so pomembne pri nastanku levkemije
(18), saj naj bi sodelovale pri regulatornih poteh, ki nadzorujejo celi¢no rast in razvoj (19).
Poznavanje le teh pa je nezadostno za dolocitev polnega levkemic¢nega fenotipa, saj na to

vplivajo $e ostale onkogene lezije (18).

1.1.2 Zdravljenje

Izbiro zdravljenja za posameznega bolnika dolo¢ajo Stevilni prognosti¢ni faktorji, ki jih
ocenijo ob diagnozi in tekom zacetne faze zdravljenja. Ti faktorji sluzijo tudi za napoved
tveganja ponovitve bolezni. To je Se posebej pomembno zaradi izbire intenzitete
zdravljenja, saj otroci, ki imajo boljSo napoved zdravljenja, prejmejo manj intenzivne
rezime, medtem ko tisti z veéjim tveganjem za relaps, prejmejo bolj intenzivno terapijo
(20). Za diagnozo je pomembna dolocitev klini¢nih (spol, starost, ekstramedularna
bolezen) in bioloskih parametrov (Stevilo levkocitov, imunofenotipizacija s pretocno
citometrijo in citogenetske preiskave za analizo alteracij genetske abnormalnosti) (21, 22).
Tudi odgovor zdravljenja in prezivetje sta v vecini primerov dolo¢ena s klini¢nimi in

laboratorijskimi lastnostmi. Kazalci slabe prognoze so visja starost ob diagnozi, St.




levkocitov > 30000 x 10°, imunofenotip B ALL, citogenetski odklon t(9:22)(q34:911.2),

daljsi ¢as do odziva na terapijo in visoke vrednosti minimalne rezidualne bolezni (23).

Otroci, diagnosticirani z ALL, so zdravljeni po standardnem protokolu zdravljenja (24).

Razli¢ne drzave in zdravstveni centri uporabljajo razli¢ne protokole zdravljenja, ki se z leti

spreminjajo in dopolnjujejo, s ciljem izboljsati izid zdravljenja. Pri dojenckih, mlajs$ih od

12 mesecev, se ALL biolosko razlikuje ter ima slabsi izid zdravljenja, kot pri starejSih

otrocih. Limfoblasti so bolj odporni na kemoterapijo, zato zanje veljajo drugaéni, prirejeni
protokoli (npr. Interfant-99) (25).

Osnovni principi zdravljenja, vklju¢no z izbiro zdravil (slika 2), so med protokoli zelo

podobni. V terapijo so vklju¢ena zdravila z razli¢cnimi mehanizmi delovanja, saj je bolezen

zelo heterogena.
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Slika 2: Zdravilne u¢inkovine in njihovo delovanje pri terapiji ALL, ki se
uporabljajo v protokolih ALL-BFM.

(Prirejeno po (26)).



Zdravljenje je razdeljeno na tri faze (27):
e faza indukcije oziroma remisijsko — indukcijska faza
e konsolidacijska faza
e vzdrzevalna faza

Cilj indukcijske (remisijsko-indukcijske) faze je uniciti kar najveéje mozno Stevilo
levkemi¢nih celic v kostnem mozgu, vzpostaviti normalno hematopoezo in izzvati remisijo
(27). Remisija je stanje brez dokazov obstoja levkemije, odsotnost testikularne bolezni ali
bolezni CZS, pri éemer mora kostni mozeg izkazovati normalno celularnost z manj kot 5%
limfoblastov (28). Terapija temelji na kombinaciji treh ali $tirih zdravil, in sicer; vinkristin,
kortikosteroidi (prednizon, prednizolon, deksametazon) in L-asparaginaza. Obicajno se
Cetrto ali peto zdravilo (antraciklin in/ali ciklofosfamid) doda otrokom z ALL z visokim ali

zelo visokim tveganjem (11). Ta faza obicajno traja od 4 do 6 tednov (20).

Faza konsolidacije je sestavljena iz dveh faz; post-remisijska intenzifikacijska in pozna

intenzifikacijska ali re-indukcijska (21). Cilj te faze je uniCiti Se levkemic¢ne celice, ki
ostanejo po terapiji indukcije. V tej fazi so vkljuéene podobne kombinacije zdravil kot v
prvi, vendar v bolj intenzivni obliki. Najbolj pogosto so v rezim zdravljenja dodani Se
metotreksat in L-asparaginaza v visokih odmerkih ter dnevna terapija S 6-
merkaptopurinom (29). V fazi re-indukcije ali pozne intenzifikacije se ponovi terapija
zacetne remisijsko-indukcijske faze, ki nastopi priblizno 3 mesece po zacetku zdravljenja

(21).

Sledi Se vzdrZevalna faza, s ciljem preprecitve relapsa bolezni. Terapija temelji na
dnevnem peroralnem jemanju 6-merkaptopurina in tedenskem peroralnem jemanju
metotreksata v visokih odmerkih, ki sezejo do mej tolerance in kompliance (21). V
nekaterih protokolih sta periodicno dodana $e vinkristin in kortikosteroidi. Ta faza
zdravljenja je najdaljsa, s skupnim trajanjem terapije do dveh ali treh let. Zdravljenje je, za
bolnike s povedanim tveganjem za relaps, usmerjeno tudi v CZS, saj obiajna sistemska
kemoterapija ne prehaja krvno-mozganske bariere. Terapija poteka v obliki kranialnega
obsevanja, intratekalne kemoterapije z metotreksatom, citarabinom ali kortikosteroidom ali
visoko odmerne sistemske kemoterapije, da bi uni¢ili $e levkemicne celice v CZS (29).

Pacienti, pri katerih pride do relapsa bolezni, Se posebno tisti z zgodnjim relapsom v



kostnem mozgu po treh letih diagnoze, imajo slabo prognozo (30). Pri teh pacientih vsi ze
doloc¢eni prognosti¢ni faktorji izgubijo vrednost, saj relaps obravnavajo kot novo stanje in
jih je zato potrebno dolociti na novo. V teh primerih so pomembni drugi faktorji; ¢as do
relapsa, mesto relapsa in imunofenotip levkemi¢nih celic (20). Zdravljenje bolnikov s
poznim relapsom je najveckrat vkljucevalo nadaljnjo, bolj intenzivno kemoterapijo in
presaditev hematopoeti¢nih zarodnih celic (HSCT) po drugi remisiji (30). Indikacija za
HSCT kljub temu Se ni doreCena a ostaja glavna, ko vse ostale moznosti odpovejo. Za te

bolnike je potreba po novih, alternativnih zdravilih (20).

1.1.3 Protokoli

V diplomski nalogi smo analizirali vzorce bolnikov z ALL, ki so se zdravili po razli¢nih
protokolih na Pediatri¢ni kliniki v Ljubljani. Do leta 1983 je bilo zdravljenje povzeto po
protokolih ameriske skupine Pediatric Oncology Group (POG), od leta 1983 dalje pa po
razli¢nih protokolih nemske kooperativne skupine Berlin-Frankfurt-Minster (BFM): ALL-
BFM 83, ALL-BFM 86, ALL-BFM 90, ALL-BFM 95 in protokol interkontinentalne
studije (ALL IC BFM 2002). Slika 3 prikazuje primer protokola ALL-BFM 95, pri
katerem so podaljsali trajanje vzdrZevalne faze pri deckih. Izkazalo se je za neugodno, zato

so ga v kasnej$ih protokolih zopet skrajsali na 104 tedne (12).
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i N REINDUECIJA VEZDRZEVALNA FAZA

KONSOLIDACIIA OSREDNJIZS

I, I M I, Il
- \EE: x: EHF 28 4 B-MP 56 d DM 22 4 BTG 14 4 dnevno 6-MP
ST KR CFx2 VO-MT x4 VKR x4 CF x1
DNR x4 ARAC 4 x4 IT MT x4 DOK x4 ARAC 7 x4 tednsko MT
ASF xE ITMT x2 ASF x4 ITMT x4
IT WT x3
N aad o 284 ’ N S6d ’ N 28d . 14d N deklice: do 104 tedna od zabetka diagnozs "

delki: do 156 tedna od zabetka diagnoze

Slika 3: Protokol ALL-BFM 95 za skupino s standardnim tveganjem. (Prirejeno po
(31)) ST: standardno tveganje, PDN: prednizolon, VKR: vinkristin, DNR: daunorubicin, ASP:
asparaginaza, IT MT: intratekalni metotreksat, 6-MP: 6-merkaptopurin, CF: ciklofosfamid, ARA-
C:arabinozid citarabin, VO-MT: visoko odmerni metotreksat, DM: deksametazon, DOK:
doksorubicin, 6-TG: 6-tiogvanin, d: dan, I'a: indukcija, Ig: konsolidacija, M: del konsolidacijske
faze, terapija usmerjena v CZS, Il g. drug del konsolidacijske faze — bolj intenzivna terapija.

Protokoli se med seboj razlikujejo predvsem po intenzivnosti zdravljenja in trajanju faze
vzdrzevalnega zdravljenja. V vseh fazah zdravljenja je vkljuc¢en 6-MP, ki lahko povzroci
nevarne nezelene ucinke, vendar v kombinaciji vsaj Se treh razli¢nih citotoksi¢nih zdravil z

razli¢no paleto neZelenih stranskih ucinkov, ki se med seboj prekrivajo in seStevajo. To



otezuje preucevanje Vplivov na pojavljanje toksi¢nih ucinkov zdravila. Za preucevanje je
zato najbolj primerna faza vzdrzevalnega zdravljenja, saj sta v terapijo vkljucena samo dva
sistemska citostatika, poleg 6-MP $e metotreksat, hkrati pa so citostatiku izpostavljeni
najdaljsi ¢as. Priloga 1 prikazuje razlike med protokoli ALL-BFM 83/86/90/95. Razviden
je razvoj meril za stratifikacijo na skupine tveganja, z doloCitvijo faktorja tveganja (FT),

spremenjene dolzine posameznih faz ter dodatni elementi (protokoli) v zdravljenju.

1.1.4 Faza nadaljevalnega zdravljenja

Vsi bolniki so v fazi nadaljevalnega zdravljenja, v peroralni obliki, dnevno prejemali 6-MP
in tedensko metotreksat (MT). V protokolu ALL-BFM 83 so z randomizacijo bolnikov
primerjali 18 mesecno in 24 mesecno trajanje zdravljenja. Bolniki, na Pediatri¢ni kliniki
Ljubljana, v vseh teh protokolih niso bili randomizirani. Zdravljeni so bili po standardnih
protokolih kot kontrolna skupina (32), zato je faza nadaljevalnega zdravljenja v protokolu
ALL-BFM 83 potekala do 24 mesecev od zacetka diagnoze in v protokolu ALL-BFM 86
samo 18 mesecev. V protokolu ALL-BFM 90 so se vsi zdravili 24 mesecev, v protokolu
ALL-BFM 95 pa so se decki zdravili dodatnih 12 mesecev. Po protokolu ALL IC BFM

2002 dalje, se vsi bolniki zdravijo 24 mesecev po zacetku diagnoze.

1.2 TIOPURINI

Pomemben element zdravljenja ALL predstavljajo tiopurini (slika 4), ki se Siroko
uporabljajo tudi za zdravljenje ne-Hodgkinovega limfoma pri otrocih, Crohnove bolezni,
ulcerativnega kolitisa, sistemskega eritematoznega lupusa (33), revmatoloskih in
dermatoloskih bolezni (34) in pri transplantaciji organov (35). Tiopurini - azatioprin
(AZA), 6-merkaptopurin (6-MP) in 6-tiogvanin (6-TG) - so purinski analogi, ki delujejo
kot antagonisti endogenim purinom, esencialnim komponentam DNA, RNA in nekaterih

encimov (34). Pri zdravljenju ALL se najpogosteje uporablja 6-MP, analog hipoksantina.
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Slika 4: Kemijska struktura tiopurinov in hipoksantina.



6-MP je predzdravilo, ki mora biti za svoje delovanje podvrzen obseznemu metabolizmu v
celici (36). Odgovor na zdravljene je zato odvisen od koncentracije metabolitov (6-
tiogvaninski [6-TGN] in 6-metilmerkaptopurinski nukleotidi [6-MMPN]), ki jih merimo v
rdec¢ih krvnih celicah (37). Znotrajceli¢ni metaboliti 6-MP izkazujejo svoj citotoksiéni
ucinek preko nespecificnih mehanizmov, ki naj bi bili glavni mehanizem delovanja v
terapiji ALL. Z blokiranjem replikacije in transkripcije, preko vkljucevanja v DNA in
RNA (38), povzroc¢ijo celicno smrt, pri ¢emer je citotoksi¢nost specificna za S-fazo
celicnega cikla (34). S specificnim mehanizmom pa blokirajo Rac-1 usmerjeno signalno

transdukcijo (39) in s tem vodijo v apoptozo T-limfocitov (40).

Obicajni odmerek za odrasle in otroke je 2,5 mg/kg telesne mase na dan ali 50 do 75
mg/m? telesne povrsine na dan, vendar sta odmerek in trajanje zdravljenja odvisna tako od
vrste kot tudi od odmerka drugih citotoksi¢nih zdravil, ki se jih uporablja socasno s 6-MP.
Odmerek je potrebno skrbno prilagoditi vsakemu posameznemu bolniku (41).
Najpogostejsi rezimi prilagajanja odmerka temeljijo na periodi¢énem pregledu krvne slike,
vsaj na vsake 2 tedna (42), s ciljnim $tevilom levkocitov 2000-3000/uL (31). Nizji zacetni
standardni odmerki 6-MP so priporocljivi za bolnike z intenzivno kemoterapijo, pri katerih
je pri¢akovana zmanjSana toleranca kostnega mozga. Pri bolnikih s polimorfizmi v genu za
TPMT se standardni odmerek dodatno zniza, glede na genotip TPMT. Odmerek 6-MP se
povisuje, dokler t. levkocitov ne pade pod 3.0 x 10%/L. V primeru padca t. levkocitov pod
1.5 x 10%L, §t. nevtrofilcev na 0.3-0.5 x 10%L ali §t. trombocitov pod 50 x 10%L, se
odmerek zniza ali presko¢i. Odmerek se prav tako zniza ali prekine, ¢e vrednost bilirubina
naraste nad trikratno zgornjo referencno mejo ali ¢e se vrednosti jetrnih aminotransferaz

povisajo na ve¢ kot desetkratno zgornjo referenéno mejo, z nadaljnjim zvisevanjem (43).

1.2.1 Metabolizem 6-MP

6-MP se metabolizira po treh kompetitivnih encimskih poteh, kataliziranih z dvema
katabolnima encimoma, ksantin-oksidazo (XO) in tiopurin S-metiltransferazo (TPMT),
in anabolnim encimom hipoksantin-gvanin-fosforiboziltransferazo (HGPRT) (33). Po
katabolni poti se 6-MP pretvori do terapevtsko neaktivnih produktov. Po privzemu 6-MP v
celico, preko transportnih prenasalcev SLC28A2, SLC28A3, SLC29A1 in SLC29A2, ga
encim XO katabolizira do tiose¢ne kisline (40), ki se izlo¢i z urinom. Druga katabolna pot
potece z encimom TPMT do 6-metilmerkaptopurinskih nukleotidov (6-MMPN) (44). 6-

MMPN je v povisani koncentraciji edini neodvisen faktor za nastanek mielosupresije (40)



ter mozen vzrok za hepatotoksicnost (45). HGPRT Kkatalizira prvo anabolno reakcijo, pri

kateri nastane 6-tioinozin monofosfat (6-TIMP) (38), ki se naprej metabolizira po treh

razli¢nih poteh:

1. Kinaze ga v dveh stopnjah pretvorijo v 6-tioinozin trifostat (6-TITP), ki se s TPMT

katalizirano reakcijo pretvori v neaktiven 6-metiltioinozin trifosfat (6-meTITP)

oziroma z encimom inozintrifosfat-pirofosfataza (ITPA) katalizirano reakcijo
nazaj v 6-TIMP.

2. Preko TPMT (slika 5) se pretvori v 6-MeTIMP, pri cemer je S-adenozil metionin

(SAM) (slika 6), donor metilne skupine in se pri tem pretvori v S-adenozil

homocistein. 6-meTIMP je mocan inhibitor de-novo sinteze purinov (DNPS). Ce

je koncentracija tega metabolita previsoka, lahko povzro¢i pomanjkanje purinskih

nukleotidov s posledi¢nim citotoksiénim delovanjem (46). 6-meTIMP se nadalje s

kinazami pretvori v neaktivne metabolite 6-meTIDP in 6-meTITP. 6-meTIMP, 6-
meTIDP in 6-meTITP predstavljajo 6-MMPN (40).
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Slika 5: Metabolizem 6-MP. Prirejena po (40)
Rdece ¢rtkane ¢rte prikazujejo poti inhibicije, ABCC- P-glikoproteinska ¢rpalka.
Ostale kratice so razloZene v besedilu.
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Slika 6: Katabolna pot metabolizma 6-MP, z encimom TPMT.
SAM je pozitivni modulator TPMT in donor metilne skupine pri reakciji. Prikazano je, da
pride do pomanjkanja ATP zaradi DNPS, kar ima lahko Stevilne posledice zaradi manjse
znotrajceli¢ne razpolozljivosti SAM-a.
(Prirejeno po (46))
3. Po anabolni poti pa se 6-TIMP, z encimom inozin monofosfat-dehidrogenazo
(IMPDH), pretvori v 6-tioksantin monofosfat (6-TXMP), iz tega z gvanozin-

monofosfat-sintetazo (GMPS) nastane 6-tiogvanin monofosfat (6-TGMP).

6-TGMP se pod vplivom kinaz in reduktaz s fosforilacijo pretvori v 6-tiogvanin difosfat
(6-TGDP) in 6-tiogvanin trifosfat (6-TGTP). 6-TGMP, 6-TGDP in 6-TGTP ali 6-
tiogvanini (6-TGN) predstavljajo farmakolosko aktivne citotoksi¢ne metabolite, lazne
baze, ki se vgradijo v RNA. Z encimsko redukcijo 6-TGN-jev nastane deoksi-tiogvanozin
trifosfat (dTGTP), lazen substrat za DNA polimerazo, ki ga vgradi v DNA. Vgradnja teh
metabolitov v. RNA in DNA povzroci zaustavitev celicnega cikla in apoptozo
(programirano celicno smrt), preko procesa imenovanega »mismatch repair« (MMR)
oziroma popravljanje neujemanja nukleotidov (47), z vlogo odstraniti napake DNA

polimeraze (48).

1.3 NEZELENI UCINKI 6-MP IN FAKTORJI, KI VPLIVAJO NA
TERAPIJO

Variabilnost terapevtske citotoksi¢nosti 6-MP je pri standardnem odmerku zelo velika in
hkrati multifaktorska, zato jo je tezko nadzorovati (49). Genetika levkemicnih celic,
intenzivnost metabolizma in sistemski oc¢istek 6-MP se med pacienti razlikujejo (8), zato
koncentracija aktivnih toksi¢nih metabolitov ni enaka. To vpliva na odziv zdravljenja,
celicno funkcijo in ne nazadnje na toksi¢ne neZelene ucinke (v nadaljevanju toksi¢ne

ucinke (TU)). Dodatno je za variabilnost odgovoren Se kompleksen metabolizem z
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vpletenostjo razli¢nih encimov s fiziolosko razli¢no stopnjo aktivnosti. Za to S0 odgovorni
genetski polimorfizmi, ki vplivajo na izrazanje ali funkcijo gena v normalnih zdravih in
rakavih celicah. Ti polimorfizmi spremenijo aktivnost encimov, ki sodelujejo pri
metabolizmu zdravil, njihovih transporterjev ali tar¢. Te spremembe lahko vplivajo na
ucinkovitost ter toksi¢nost antilevkemicnih zdravil, kot so tiopurini (50), oziroma na samo
terapijo zdravljenja.

Uspesnost zdravljenja ALL je kar 80% (51), vendar ima zdravljenje v primeru 6-MP,
zaradi ozkega terapeviskega okna zdravila in dolgotrajne izpostavljenosti, lahko tudi
smrtonosne ucinke. 20% pojavnost relapsa bolezni, kljub visokemu uspehu zdravljenja,
predstavlja velik problem (52). Zivljenjsko ogrozajo¢i ucinki zahtevajo tudi (zaGasno)
prekinitev terapije. Najpogosteje opisani so slabost, supresija kostnega mozga,

oportunisti¢ne okuzbe, hepatitis in pankreatitis (53).
Nezelene ucinke 6-MP lahko razdelimo v:

e od odmerka odvisne:
najresnejSi  so mielosupresija z levkopenijo, trombocitopenijo in vcasih
pancitopenijo ter hepatotoksi¢nost,

e idiosinkrati¢ne ali od odmerka neodvisne:
slabost, vrocCina, srbecica, gripi podobni simptomi, izpuscaji, akutni pankreatitis,

alergi¢ne reakcije (34).

Povisana stopnja tvorbe farmakolosko neaktivnih metabolitov, njihova eliminacija,
nastajanje in akumulacija toksi¢nih stranskih metabolitov ter previsoka ali prenizka
koncentracija farmakolosko aktivnih metabolitov, vplivajo na izid zdravljenja. Na vse te
procese vplivajo encimi metabolizma 6-MP, zato v njih iS¢emo vzroke za TU, relaps

bolezni in optimizacijo terapije.

S farmakogenetskimi Studijami so raziskovalci odkrili Ze veliko genetskih variacij, ki bi
lahko vplivale na razli¢ne odgovore zdravljenja ALL. Do danes so vplivi izmed raziskanih
polimorfizmov dokon¢no potrjeni le pri genu za TPMT, pri katerem so v klini¢ni uporabi
tudi ze farmakogenetski testi, za lazje prilagajanje odmerkov 6-MP za posameznega
bolnika. V fazi intenzivnih raziskav so Se polimorfizmi v genu za ITPA, 5,10-

metilentetrahidrofolat-reduktaza (MTHFR) ter drugi faktorji. Raziskani so bili proteini, Ki
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transportirajo razli¢ne bioloSke substrate in delujejo kot crpalke za izloCanje zdravil iz
celice — ABCC (ATP-binding cassette sub-family C) ali MRP (multidrug resistance related
proteins). Ugotovili so, da ABCC4 §¢iti celice pred toksi¢nostjo 6-MP z aktivnim ¢rpanjem
6-TG iz celice, povecana ekspresija pa kaze na povec¢ano odpornost do 6-MP (54). In-vitro
Studije kazejo, da bi bilo zmanjsano delovanje influx transporterjev SLC28A3 lahko razlog
za neuspeh terapije (55). Studij o vplivu XO je malo, vendar je znano, da obstaja veliko
polimorfnih razli¢ic tega encima, ki vplivajo na njegovo aktivnost. Ceprav aktivnost XO
lahko enostavno ocenimo s koli¢ino nastale 6-tiose¢ne Kisline v urinu, ucinka variacij v
genu za XO na ucinkovitost 6-MP Se ne poznamo dovolj, zato danes Se nima klini¢nih
uporabnosti (56). Individualne variabilnosti encima HGRPT bi tudi lahko bile potencialen
razlog za razli¢ne koncentracije metabolitov 6-MP in izidov terapije. Visoka aktivnost
HGPRT se je v nedavni Studiji, neodvisno od TPMT aktivnosti, izkazala kot potencialen
napovedovalec nevarnih koncentracij 6-TGN in pojava levkopenije (57). Poleg teh in
mnogih drugih $e ne raziskanih faktorjev, je za vpliv TU potrebno pri vzdrzevalnem
zdravljenju upostevati tudi vplive metotreksata, inhibitorja folne kisline, ki ga morajo
bolniki z ALL, prav tako kot 6-MP, jemati skozi daljSe obdobje. Tudi polimorfizem
encima MTHFR, ki je pomemben za homeostazo folne kisline, potencialno vpliva na
nezelene izide zdravljenja (58). MTHFR Katalizira 5,10-metilentetrahidrofolat (5,10-
metilenTHF), iz katerega nastaja 5-metiltetrahidrofolat (5-metilTHF), ko-substrat za
nastanek metionina, ki se nato pretvori v SAM, molekulo ki pomaga ohranjati aktivnost
encima TPMT. Polimorfizmi v genu za MTHFR, ki zmanjsajo aktivnost encima, bi lahko
imeli pomembno vlogo pri dolocitvi fenotipa TPMT, saj bi znizana znotrajceli¢na

koncentracija SAM-a vplivala na stabilnost in aktivnost encima TPMT (59).

V diplomskem delu se bomo posvetili le vplivom polimorfizmov v genu za ITPA in glicin-
N-metiltransferazo (GNMT), s posrednim vplivom na TPMT preko SAM-a.

1.3.1 Tiopurin S-metiltransferaza (TPMT)

Encim tiopurin S-metiltransferaza (TPMT; EC 2.1.1.67) ima pomembno vlogo v
metabolizmu 6-MP in hkrati predvideva njegovo mielotoksi¢nost (51). Aktivnost encima
mocno vpliva na razmerje 6-TGN in 6-MMPN (37). Genetski polimorfizmi TPMT
predstavljajo enega najbolj razvitih farmakogenetskin primerov (50). Posamezniki, ki
podedujejo gen, ki vodi do nastanka encima z zmanjSano aktivnostjo, izkazujejo

zmanjSano toleranco za zdravljenje s tiopurini. Mehanizem je odsotna ali zmanjSana
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inaktivacijska pot, s TPMT Kkatalizirano metilacijo 6-MP in 6-TGN, v hematopoetskem
tkivu, kar vodi v preveliko izpostavljenost metabolitom 6-MP. Ce ti bolniki ne prejmejo
zmanjSanega odmerka teh zdravil, bo priSlo do hude mielosupresije, ki vpliva na
zdravljenje z ostalimi kemoterapevtiki, lahko pa vodi tudi v smrt (60). Obratno je, za
bolnike s prenizkim odmerkom in normalno aktivnim encimom, poveCana verjetnost za
relaps (36). Do sedaj je znanih vsaj 33 polimorfizmov (61), vendar so zaradi najvecje
frekvence pojavljanja klinicno najpomembnejsi TPMT*3A (460G>A in 719A>G),
TPMT*3B (G460A), TPMT*3C (719A>G) in TPMT*2 (238G>C) (60). Genotip
TPMT*1/*1 je divji tip, z normalno aktivnostjo in je prisoten pri 86-97% pacientov.
Priblizno 3-14% pacientov ima heterozigotni genotip z eno od TPMT alelnih razli¢ic, le
0,03-0,6% ima homozigotni genotip TPMT z dvema nefunkcionalnima aleloma z nizko ali
brez encimske aktivnosti (62). Sedaj smernice NCCN (National Comprehensive Cancer
Network) in povzetek glavnih znacilnosti zdravila (SmPc) za 6-MP priporocajo testiranje
genotipa TPMT pri pacientih, ki imajo v vzdrzevalnem zdravljenju vkljucene 6-MP, Se
posebno pri pacientih, ki so ze doziveli hudo mielotoksi¢nost. TPMT je sedaj znana
farmakogenomska determinanta toksi¢nosti 6-MP, ki ima hkrati velik vpliv ha minimalno
rezidualno bolezen (63). Relling in sod.(62) predlagajo polni odmerek za paciente z divjim
tipom TPMT, zmanjSan odmerek za 30-70% pri heterozigotih in vsaj desetkrat zmanjSan
odmerek za homozigotni tip TPMT. Kljub temu se kaze, da so na odziv terapije vpleteni $e
drugi farmakogenetski in nefarmakogenetski faktorji, saj lahko z genotipom TPMT
razlozimo le okrog 10% skupne toksi¢nosti 6-MP in morda okrog ene tretjine
mielotoksi¢nosti (64), da je 15 — 28% pojavnost stranskih ucinkov bolj pogosta kot
prevalenca polimorfizmov TPMT (36) in ne nazadnje, kot Ze omenjeno, je v metabolizmu
tiopurinov vkljucenih veliko encimov. Nefarmakogenetski vpliv se kaze v primeru SAM-a,
saj se poleg glavne vloge metilnega donorja veze tudi na protein TPMT in s tem stabilizira
njegovo 3-D strukturo (46). Ker genetski polimorfizmi v proteinski sekvenci TPMT
pospesijo znotrajceli¢no razgradnjo encima (65), mu SAM s stabilizacijo ohranja encimsko

aktivnost, zato bi posledi¢no lahko vplival na zmanj$ano toksi¢nost 6-MP (46).
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1.3.2 Glicin-N-metiltransferaza (GNMT) in S-adenozil metionin (SAM)

Glicin-N-metiltransferaza (GNMT; EC 2.1.20) je tetrameren protein, Ki je tesno povezan z
metabolizmom folata in metionina (66) ter kljuéni encim pri vzdrZevanju ravnotezja
metilacije v celici, z uravnavanjem koncentracije SAM-a in ravnotezja SAM:SAH
(52). Encim prenasa metilno skupino iz SAM-a na glicin, pri ¢emer nastane SAH (67) in
biolo§ko neaktiven produkt sarkozin (68), ki se pretvori nazaj v glicin (69) (slika 7). SAM
je zelo pomembna molekula, ki jo najdemo v vseh zivih organizmih. Je glavni bioloski
donor metilne skupine, prekurzor za biosintezo poliaminov in glutationa v jetrih (70) ter
pomemben regulator replikacije, transkripcije in translacije. Pomembno vlogo ima tudi pri
celi¢ni rasti in apoptozi (71). SAM se sintetizira iz metionina in ATP s pomocjo encima

S-adenozilmetionin-sintetaze (MAT) (72) v ciklu metionina, kot ga prikazuje slika 7.

proteini iz hrane

" transaminacijski | 4—————— poliamini
produkti i
folat iz prehrane
i alkceptoriji
-...!n.!..-

PP glicin
> dimetilglicin 5 MTHE

Q]libira_'l
sarkozin

4— THF ¢

5,10-Metilen-THF  SAM
1]

inhibira
. { akceptorji M skiipine:
.\{} 5-MTHF betain 4+—4— holin : DNK., RNK, proteini, :
| nevrotransmiterji,
fosfatidilholin ; fosfatidiletanolamin, }
I f"‘”_,:.; i  granidinoacetat, mio-
fosfatidiletanol*veuss LAnozitol i

amin

homocistein adenozin
SAM

stimulira
cistation

cistein + a-ketobutirat —= CO; + propionilCoA
Slika 7: Shemati¢ni prikaz vloge GNMT in sintezne poti SAM-a ter njegova regulacija.
Rdece ¢rte prikazujejo inhibicijo.
(Prirejeno po (73))
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V normalnih pogojih se veliko SAM-a porabi za transmetilacijske reakcije, z GNMT
katalizirano pretvorbo v SAH (74). SAH se odstrani s pretvorbo v homocistein in
adenozin, homocistein pa se z MTHFR katalizirano reakcijo, pri normalni koncentraciji
SAM-a, pretvori nazaj v metionin. 5-metil THF je pri reakciji donor metilne skupine. Ce je
koncentracija SAM-a previsoka, SAM alosteri¢no inhibira MTHFR in usmeri pretvorbo
homocisteina v cistein z indukcijo cistation-p-sintaze (CBS) in tako uravna razmerje SAM
: SAH (75). Koncentracija SAM-a je v celici pod vplivom mnogih dejavnikov, kot so:
vsebnost metionina, folata, ATP, porabe SAM-a za sintezo drugih molekul, izraZanja
encimov, ki vplivajo na biosintezo SAM-a (70) (MAT, MTHFR, TYMS) ter nenazadnje
encima GNMT, ki med metil transferazami najpomembneje vpliva na pretvorbo SAM-a v
SAH (76).

GNMT je v regulacijo SAM-a in razmerje SAM:SAH vpleten v treh alosteri¢nih
povezavah (66) (slika 7):

e SAM alosteri¢no inhibira MTHFR, ki katalizira nastanek 5-metilTHF iz 5,10-
metilenTHF,

e 5-metilTHF, primarni donor metilne skupine za remetilacijo homocisteina, inhibira
GNMT,

e GNMT ima vi§jo Ki vrednost za SAH od ostalih metiltransferaz, zato ga SAH le
sibko inhibira.

Torej, SAM pri vi§ji koncentraciji inhibira MTHFR, zato se zmanjsa koncentracija 5-
metilTHF in njegova inhibicija GNMT. GNMT ni ve¢ inhibiran, zato lahko pospeseno
zmanjSuje koncentracijo SAM-a in ga pretvarja v SAH. Variranje v aktivnosti GNMT zato

vpliva na aktivnosti drugih metiltransferaz (77).

Gen za GNMT lezi na kromosomu 6p12 (68), velik je okoli 10 kb, vsebuje 6 eksonov in 5
intronov (slika 8). Aktiven je v obliki homotetramera in kaze sigmoidno kataliti¢no

aktivnost (77).

[ SNP1(1289)
[ ATGE/DIT
. : B L 6] w

1 5001

Slika 8: Humani gen GNMT.
Sestavljen je iz 6 eksonov, z ozna¢enim polimorfizmom 1289 C>T, ki lezi na 5'-
koncu promotorkse regije. (Prirejeno po (78))
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Encim GNMT se izraza v periportalni regiji jeter, kjer predstavlja 1-3% vseh citosolnih
proteinov, eksokrinem tkivu trebuSne slinavke, proksimalnem zvitem tubulu v ledvicah in
prostati (68). Globularno strukturo tetramernega proteina GNMT vezejo hidrofobne
interakcije med podenotami. Medsebojne interakcije vseh podenot so zato pomembne za
aktivnost encima (79). SNP-ji v genu zmanjSajo encimsko aktivnost in vplivajo na
ravnotezje SAM:SAH ter tako zmotijo delovanje mnogih encimov, ki so vpleteni v cikel

metionina (80).

1.3.2.1 Polimorfizmi v genu za GNMT

Prvo znizano aktivnost encima GNMT so pri ljudeh odkrili $ele leta 2001. Pri treh otrocih
so zaznali poviSane serumske transaminaze s hipermetioninemijo, zviSano koncentracijo
SAM-a in normalno ali rahlo znizano koncentracijo SAH-a. Odkrili so jim razli¢ne SNP-je
na genu za GNMT, s posledi¢no znizano aktivnostjo encima GNMT. Polimorfizem 1487
T>C ima 10% aktivnost, 3715 C>A 75% aktivnost ter 3415 A>G z le 0,5% preostale
aktivnosti encima v primerjavi z divjim tipom (67, 76, 81). Tseng in sod. (82) so nasli nove
tri pogoste SNP-je, na mestih 1289 C>T na 5'UTR regiji, 1586 T>G na intronu 1 in 2666
G>A na intronu 2, ki prav tako zmanjsajo aktivnost encima GNMT. Vzro¢no so jih
povezali z nastankom hepatokarcinoma. Beagle in sod. (66) so polimorfizem 1289 C>T
sam in v kombinaciji z MTHFR 677 C>T in MTHFR 1298 A>C povezali z zviSano
koncentracijo plazemskega celokupnega homocisteina pri mladih Zenskah, s kontrolirano

omejitvijo vnosa folata.

Informacij o vplivu polimorfizmov na strukturo, funkcionalnost in dinamiko encima ni
dovolj, kar otezuje validacijo simulacije molekularne dinamike (52). Znano je, da je
kvarterna, terciarna in sekundarna oblika polimorfnih oblik encima skoraj identi¢na
strukturi divjega tipa, zato lahko trdimo, da je zmanjSana stabilnost funkcija stabilnosti
vsake posamezne podenote (79) in da medsebojne interakcije aminokislin v strukturi

proteina vplivajo na zmanjSano aktivnost mutiranih oblik (83).

V diplomski nalogi bomo preucevali polimorfizem 1289C>T, pri katerem se na mestu 429
aminokislina glutamat zamenja z alaninom (Glu429Ala), v povezavi s SAM-om in

njegovim potencialnim vplivom na TPMT.
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1.3.3 Inozintrifosfat-pirofosfataza (ITPA)

Inozintrifosfat-pirofosfataza (ITPA; EC 3.6.1.19) je encim, ki Kkatalizira
pirofosfohidrolizno reakcijo, pri kateri se (deoksi-) inozin trifosfat (dITP, ITP) in (deoksi-)
ksantozin trifosfat (dXTP, XTP) pretvorijo v ustrezne mono fosfatne oblike (IMP, dIMP,
XMP, dXMP) (36, 38). Do drugih nukleozidnih fosfatov kot so UTP, dCTP, TTP, (d)ATP
ima za katalizo zelo nizko aktivnost ter ni¢ aktivnosti do IDP in IMP, zato je specificen za
prej omenjene nukleozide (84). IMP je centralni intermediat v metabolizmu purinov, ki
se lahko pretvori do pomembnih celi¢nih molekul ITP, ATP in GTP (85). Funkcija encima
Se ni popolnoma jasna, vendar lahko re¢emo, da deluje kot »hisni Cistilec«, ki odstranjuje
potencialno nevarne endogene metabolite in uravnava akumulacijo intermediatov, ki
nastajajo v biokemijskih poteh. ITP, dITP, XTP in dXTP so analogi kanoni¢nih
nukleotidov, zato spadajo med ne-kanoni¢ne nukleozidne trifosfate (NTP). Nastajajo z
oksidacijo, deaminacijo in drugo modifikacijo kanoni¢nih nukleotidov in se z njimi lahko
parijo. Ce se te oblike vkljuéijo v DNA povzroéijo nepravilno parjenje baz, s posledi¢no
motnjo v sintezi DNA. S tem se dramaticno povea stopnja mutacij in genetska
nestabilnost (86, 87). ITPA jim s pretvorbo v mono in difosfatne oblike prepre¢i vgradnjo
v DNA ali RNA.

Gen, ki kodira encim ITPA, lezi na kratki ro¢ici kromosoma 20p13. Dolg je priblizno 13
kb in je sestavljen iz 8 eksonov (87). Encim se nahaja v citosolu mnogih tkiv (eritrociti,
levkociti, srce, jetra, endokrine zleze) (88) v homodimerni obliki. Za maksimalno
delovanje potrebuje Mg?* in Mn*" ione ter ditiotreitol (89). Aktivnost encima v populaciji
kaze bimodalno distribucijo (90), katere vzrok je obstoj normalnega (aktivnega) in
mutiranega (neaktivnega) alela. Aktivnost je prisotna le v obliki dimera z dvema
normalnima podenotama (89), ki sta pomembni za Kkataliticno delovanje preko

alosteri¢nega regulatornega mehanizma (91).

1.3.3.1 Polimorfizmi v genu za ITPA

Za zmanjSano ali odsotno aktivnost encima so odgovorni polimorfizmi v genu, ki ga
kodira. Odkritih je bilo ve¢ SNP-jev, med katerimi sta dva povezana z zmanjSano
aktivnostjo encima ITPA: 94C>A in IVS2+21A>C (34). Nedavno so odkrili Se en
polimorfizem, 97 T>C, ki lezi blizu mesta pogostega polimorfizma 94 C>A, s prav tako

podobno vrednostjo aktivnosti encima (92). Prva alelna razlic¢ica, 94C>A, se nahaja na
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eksonu 2 in povzroc¢i, da se na mestu 32 aminokislina prolin zamenja z aminokislino
treonin (Pro32Thr) (93) (slika 9), kar pri heterozigotih za ta polimorfizem zmanjsa
aktivnost encima na 22,5% aktivnosti divjega tipa, pri homozigotnih osebkih pa jo iznici
(84, 90). Druga razlicica, IVS2+21A>C, se nahaja blizu izrezovalnega mesta na intronu 2
(93). Pri heterozigotih za IVS2+21A>C ima nastali protein se 60% aktivnost divjega tipa
(94), homozigoti pa imajo aktivnost podobno heterozigotom za 94C>A (88). Kombinirani
heterozigoti (94 C>A / IVS2+21 A>C) imajo le Se 10% aktivnost encima v primerjavi z
divjim tipom (94).

kromosom 20p

3,150 3,175 3,200 3,225 3,250 3,275 3,300 3,325 (kb)

pa—
ITPA

rs1127354 94A>C
-

rs7270101 [VS2+21A>C

Slika 9: Mesto gena ITPA na kromosomu 20. (Prirejeno po (95))
Oznacena sta polimorfizma 94C>A in [VS2+21A>C.

Encimska aktivnost se pomembno razlikuje med spoloma, s 17-20 % vi§jo aktivnostjo
divjega tipa pri moskih (96) ter med razli¢nimi populacijami. Frekvenca skupine z nizko
aktivnostjo ITPA je v kavkazijski populaciji (heterozigot 94C>A ali 1VS2+21A>C)
priblizno 11-35% (90). Polimorfizem 94C>A se med populacijami redkeje pojavlja, pri
Cemer je najmanj$a zastopanost pri prebivalcih srednje in juzne Amerike (1-2 %) ter
najvisja v azijski populaciji (11-19 %), medtem ko je pojavnost v kavkazijski rasi 7% s
frekvenco od 0,038 — 0,098 (88, 97) ter 13% za genotip 1VS2+21 A>C s frekvenco 0,131-
0,177 (96). 1z rezultatov raziskav je znano tudi, da ima azijska populacija visjo frekvenco

polimorfizma ITPA v primerjavi s frekvenco polimorfizma za TPMT (88).

Razlicice ITPA ne vplivajo na vezavo substrata v kataliticno mesto. Le v primeru
kombinacije 94C>A / 1VS2+21A>C je afiniteta do naravnega substrata signifikantno
zmanjs$ana (92). Pro32 lezi oddaljen od aktivnega mesta encima, na zanki, ki povezuje
vijacnico al in B-strukturo 2 (91). Zamenjava aminokisline naj bi povzrocila konformacijo
proteina (motnjo v zvitju), ki je bolj podvrzen k razgradnji (33) in motnjo v alostericnem

mehanizmu med obema podenotama encima (91).
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Vpliv polimorfizmov ITPA na zdravljenje ALL

V primeru zmanj$ane aktivnosti ITPA se poveca koncentracija ITP, dITP, XTP in dXTP,
vendar za ta pojav ni znane patoloSke povezave, razen njihove abnormalne akumulacije v
eritrocitih (85). Kljub temu bi bila lahko visoka koncentracija teh produktov $kodljiva v
primerih celi¢nega stresa (33). Ker encim ITPA sodeluje tudi pri katabolizmu tiopurinov v
terapiji ALL, bi se v tem primeru poleg endogenih nekanoni¢nih nukleozidnih trifosfatov,
akumulirali tudi 6-MP metaboliti, 6-TITP-ji, ki se naprej pretvarjajo v 6-MMPN pod
vplivom TPMT. Zato pri zdravljenju s tiopurini obstaja moznost, da zmanj$ana aktivnost

tega encima vodi v toksi¢nost tiopurinov (90).

Vpliv ITPA na nastanek nezelenih ucinkov 6-MP $e ni povsem jasen. Polimorfizem
94C>A je pri terapiji s 6-MP povezan z od odmerka neodvisnimi neZelenimi uéinki, ki se
pojavljajo tudi pri heterozigotnem tipu TPMT encima (98). Razli¢ne $tudije navajajo, da
od 10 do 30 % pacientov ne prenasa tiopurinov zaradi nezelenih u¢inkov, ki niso povezani
z mielotoksi¢nostjo, kot na primer gripi podobni simptomi, slabost, bruhanje,
hepatotoksi¢nost, pankreatitis in srbecica (88). Gripi podobne simptome, hepatotoksi¢nost,
pankreatitis in srbecico povezujejo s polimorfizmom ITPA 94C>A (92). Pri pacientih z
zmanj$ano aktivnostjo encima ITPA 94C>A ugotavljajo, da je vecja tudi pojavnost febrilne
nevtropenije, predvsem pri tistih, ki imajo terapijo prilagojeno na genotip TPMT. Vzrok
visje frekvence febrilne nevtropenije bi bil lahko zaradi povisane koncentracije MMPN, ki
v primeru kumulacije v celici povzrocajo citotoksiéne ucinke (99). Polimorfizem
IVS2+21A>C naj bi imel, po nekaterih raziskavah, manjsi vpliv na ITPA aktivnost v
primerjavi s 94C>A. 60% aktivnost encima, v primerjavi z divjim tipom, naj bi bila pri
heterozigotih (87), dovolj za prepreéitev potencialnih toksi¢nih ucinkov TITP (35). Po
drugi strani pa ga druge raziskave povezujejo s pojavom trombopenije (92). Rezultati o
vplivu teh alelnih razli¢ic, so si med seboj nasprotujo¢i in do danes Se ni zakljuckov glede
njunega vpliva. ITPA in TPMT skupaj vplivata le na 27% hematoloskih toksi¢nih
nezelenih uc¢inkov, kar nakazuje, da je za zmanjSanje toksi¢nih u€inkov potrebno raziskati

Se druge faktorje.
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2 NAMEN DELA

Da bi lahko zmanjsali ali preprecili pojavnost toksi¢nih u¢inkov, povezanih s terapijo 6-
MP, moramo poiskati dejavnike, ki na te toksi¢ne ucinke vplivajo. Ko poznamo vplive,
lahko odmerek zdravila prilagodimo posameznemu bolniku in s tem zmanjSamo
moznost pojavljanja toksi¢nih ucinkov ter tako lazje poveCamo uspesnost terapije. Ti
vplivi, poleg polimorfizmov v genu za TPMT, do danes Se niso jasni in/ali znani. Vplive
polimorfizmov v genu za ITPA je preiskovalo ze veliko raziskovalnih skupin, vendar do
danes $e ni kon¢nih zaklju¢kov. V fazi raziskovanja je tudi vpliv SAM-a in faktorjev, ki bi
lahko vplivali na njegovo razpoloZljivost v celici. Z diplomsko nalogo bomo preverili vpliv
polimorfizmov v genu za ITPA in GNMT na pojavnost toksi¢nih ué¢inkov 6-MP v fazi

nadaljevalnega zdravljenja pri pediatri¢nih bolnikih z ALL.

1. Preveriti zelimo hipotezo, da polimorfizma v genu za encim ITPA, 94C>A in
IVS2+21A>C, ki zmanjSata aktivnost encima, povecata verjetnost za pojav
toksicnih ucinkov 6-MP pri terapiji ALL v pediatricni populaciji. Potrditev
hipoteze bi lahko, glede na genotip ITPA in TPMT, prispevala k lazji prilagoditvi
terapije za posameznega pacienta z namenom zmanjsati verjetnost pojava toksi¢nih

ucinkov oziroma zapletov pri terapiji.

2. Nadalje bomo preverjali e hipotezo, da polimorfizem encima GNMT 1289 C>T
vpliva na pojavnost toksi¢nih wucinkov. To hipotezo bomo preverjali s
predpostavko, da ta polimorfizem spremeni ravnovesje SAM:SAH ter s tem poveca
znotrajceli¢no razpolozljivost SAM-a v tolik$ni meri, da bi SAM povecal stabilnost
in aktivnost encima TPMT, s posledi¢nim zmanjSanjem toksi¢nih ucinkov.
Potrditev te hipoteze bi lahko vplivala na spremenjen rezim prilagajanja odmerkov
6-MP pri bolnikih s polimorfizmom TPMT*3A ali *3C in GNMT 1289C>T.

Hipotezi bomo preverili z metodo TagMan® alelne diskriminacije, s katero bomo
detektirali polimorfizme v izbranih genih bolnikov z ALL. Pridobljene podatke bomo, v
povezavi z arhivskimi podatki zdravstvenih kartotek bolnikov o poteku terapije s 6-MP pri
otrocih z ALL, statisticno ovrednotili. V samem zacetku pa bomo najprej preverili in
primerjali frekvence pojavljanja preuc¢evanih polimorfizmov pri bolnikih z ALL in zdravih

kontrolah ter jih nato primerjali Se s frekvenco pojavljanja v svetovnih populacijah.
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3 MATERIALIIN METODE

3.1 PREISKOVANCI

V raziskavo smo vkljuc¢ili 303 pediatricnih bolnikov, ki so se zdravili za akutno

limfoblastno levkemijo in 183 zdravih prostovoljcev, ki predstavljajo kontrolno skupino.
Skupina bolnikov

Skupino bolnikov predstavljajo otroci in mladostniki stari do 17 let, ki so se v obdobju
1970 — 2005 zdravili za ALL na Pediatri¢ni kliniki v Ljubljani. Med njimi je 142 (46,9 %)
deckov in 161 (53,1 %) deklic. Otroci so bili ob diagnozi stari v povprecju 6 + 4,3 let, med
katerimi je najmlajSi bolnik star 2,4 meseca. Otroci so bili zdravljeni po razli¢nih
protokolih (preglednica Il), ki so opisani na strani 6. Za enega otroka protokol zdravljenja

ni znan.

Preglednica I1: Stevilo in odstotek bolnikov po protokolih.

Protokol Stevilo otrok | %

POG 88 29,0
ALL-BFM 83 34 11,2
ALL-BFM 86 54 17,8
ALL-BFM 90 59 19,5
ALL-BFM 95 55 18,2
ALL IC BFM 2002 | 12 4,3

V vseh protokolih, v fazi nadaljevalnega zdravljenja, bolniki v peroralni obliki dnevno
jemljejo 6-MP (50mg/m?) in tedensko metotreksat (20mg/m?), brez prilagoditve terapije 6-
MP na genotip TPMT. Odmerki 6-MP so bili preracunani glede na bolnikovo telesno
povrsino in tekom zdravljenja prilagojeni na Stevilo levkocitov z Zelenim Stevilom 2000 —

3000 levkocitov/pL.
Kontrolna skupina

Kontrolno skupino predstavljajo zdravi odrasli. Med njimi je 93 (50,8%) moskih in 87
(47,5 %) zensk, za 3 osebe (1,6 %) podatka 0 spolu nimamo. Povprecna starost skupine je
2345 let.
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3.2 VZORCI

Vzorci skupine bolnikov so izolati DNA, pridobljeni iz arhivskih vzorcev razmazov
kostnega mozga iz Pediatri¢ne klinike Ljubljana. Vzorci kontrolne skupine so izolati DNA
iz periferne venske krvi, preostale po rednih analizah sistematskih pregledov Studentov
Univerze v Ljubljani ter darovalcev, v biokemijskem laboratoriju ZD za studente Univerze
v Ljubljani. Od vsakega preiskovanca je bila pridobljena privolitev za sodelovanje v
raziskavi. Postopek izolacije DNA je potekal na Katedri za klini¢no biokemijo Fakultete za
farmacijo v Ljubljani. DNA kontrolnih vzorcev je bila izolirana po metodi z izsoljevanjem,
prirejeni po postopku, ki so ga opisali Miller in sod. (100). Vzorci so bili hranjeni v skrinji,

pri temperaturi -80°C oziroma pri temperaturi -20°C med raziskovalnim delom.

3.3 APARATURE, REAGENTI

e Centrifuga z vrtin¢astim mesalom Combi — Spin FVL-2400 N (Biosan),

e centrifuga Centric 322A (Tehtnica),

e PCR analizator Lightcycler® 480 I (Roche),

e pipete: avtomatska elektronska (Transferpette®), polavtomatske pipete: 0,1-2,5 pL;
0,5-10 uL; 2-20 pL, 20-200 pL; 100-1000 pL (Eppendorf),

e Plasti¢ne epruvete: 0,5 mL; 1,5 mL (SARSTEDT),

e nastavki za pipete,

e parni sterilizator avtoklav (Steriltechnik AG),

e nanodrop ND-1000 Spektrofotometer (NanoDrop technologies Inc.),

e PCR plos¢ice Lightcycler™ microwell 480 (Roche),

o folija Lightcycler® za zaigito,

e zaSCitne rokavice iz lateksa (Kimtech),

e PCR univerzalna zmes 5x HOT FIREPol® Probe gqPCR Mix Plus (Solis BioDyne),

e TagMan®“Universal PCR Master Mix,

e Analizna me$anica za genotipizacijo (TagMan® SNP Genotyping Assay mix):

o ITPA 94 C>A part number: 4351379, lot number: C_27465000 10
o ITPA IVS2+21 A>C part number: 4351379, lot number: C_29168507_10
o GNMT 1289 C>T lot number: C_11425842 10

e avtoklavirana ultra ¢ista voda
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3.4 MERJENJE KONCENTRACIJE DNA

Za izvedbo genotipizacije smo potrebovali 10 ng o¢is¢ene DNA, saj za homogene rezultate
TagMan® SNP Genotyping Assays protokol priporo¢a, da so na isti plod¢ici vzorci z enako
DNA (101).

spektrofotometri¢no na spektrofotometru NanoDrop izmerili koncentracijo DNA in jih

koncentracijo, ki vsebujejo 1-20 ng ocisCene Vzorcem smo

red¢ili na 4 pg/mL. Nekateri vzorci so imeli zelo nizko vsebnost DNA, kar je vplivalo na

kvaliteto rezultatov in pripravo zmesi za genotipizacijo.
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Slika 10: Shemati¢ni prikaz klasi¢ne PCR

razlicna fluorescentna barvila, vezana reakcije. (Prirejeno po (102))

na hidrolizirajoco sondo.

Sonda je oligonukleotid, ki se veze na tar¢no zaporedje znotraj odseka, ki ga
pomnozujemo, a je brez sposobnosti podaljSevanja. Na oligonukleotidu z barvilom, ki
oddaja fluorescenco (donorski fluorofor) je pripet Se akceptor, ki pri intaktni sondi dusi
(absorbira) fluorescenco donorskega barvila. V fazi prileganja se sonda veze na dolo¢eno
zaporedje (103). Dokler je sonda intaktna fluorescence ni, saj duSilec prestreza
fluorescenco reporterja s fluorescencnim resonancnim prenosom energije (FRET

tehnologija).
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V fazi podaljsevanja Taq polimeraza cepi sondo, zato donorsko barvilo fluorescira (104)
(slika 11).

Dusilec (Q) prestreza fluorescenco

Denaturacija \\x reporterja (R)
= e 7\
@ )
Zaletnk Sonda

Dusilec (Q) prestreza fluorescenco

Prileganje \l’; reporteria (R)

/FT\) e ®|
— O o

PodaljSevanje

Fluorescenco Reporterja

hv
\\ CD\,/: lahko detektiramo

Slika 11: Shemati¢ni prikaz metode TagMan®. (Prirejeno po (105)).

3.5.2 TagMan® alelna diskriminacija

Z alelno diskriminacijo detektiramo razli¢ne oblike istega gena, ki se razlikujejo v
nukleotidni zamenjavi, inserciji ali deleciji (106). Alelna diskriminacija je z uporabo
metode 5' Nukleazne aktivnosti s fluorogenimi sondami hitra in obcutljiva metoda za
detekcijo znanih mutacij in polimorfizmov. Metoda v enem koraku zdruZzuje reakcijo PCR
in detekcijo mutacije, z uporabo dveh specificnih TagMan sond, eno za vsak alel (107).
Sondi se med seboj razlikujeta v nukleotidnem zaporedju, tako da se ena prilega zaporedju
divjega tipa alela, druga pa zaporedju mutiranega alela. Pri nasem delu smo uporabili
sondo z barvilom FAM™ (6-karboksifluorescein), ki je kovalentno vezano na 5' koncu ene
sonde za detekcijo alela 1 in VIC® na drugi za detekcijo alela 2. Fluorescenco obeh
reporterjev na vsaki sondi dusi TAMRA (6-karboksi-tetrametilrodamin) (108) oziroma
NFQ - nefluorescentni dusilec (nonfluorescent quencher). Znaten porast samo FAM™ ali
VIC® fluorescence pomeni, da je osebek homozigoten za alel 1 oz. alel 2, porast obeh

barvil pa heterozigoten, saj vsebuje oba alela (106) (slika 12).
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Slika 12: Genotipizacija ITPA IVS2 + 21 A>C.
AA: divji tip (alel A), CC: mutiran homozigot (alel C), AC: heterozigot,?: ker fluorescenca ne

ustreza ostalim trem skupinam program vzorcev genotip ne zna dolociti.

3.6 POGOJI IN IZVEDBA DELA

Delo smo opravljali v sterilni komori, da smo zmanjSali moZnost kontaminacije vzorcev s
tujo DNA in s tem tveganje za napacne rezultate. Pred zaCetkom priprave vzorcev za
genotipizacijo, smo zato povrsino delovne komore ocistili s 6% H,0, ter s 3% raztopino
hipoklorita ves material (vsebniki z nastavki za pipete in plasti¢ne epruvete, pipete,
podstavki), ki smo ga med delom potrebovali. Material je bil predhodno avtoklaviran in
ocis¢en pred vnosom v komoro. Sledila je sterilizacija z UV lu¢jo za 30 min. Ko je bila
komora pripravljena za delo, smo vanjo prinesli e vzorce in reagente. Med delom smo
nosili za$¢itno haljo in rokavice iz lateksa, ki smo jih pred pri¢etkom dela ocistili s 70%
etanolom. Zmes za genotipizacijo smo pripravili iz PCR Master Mixa, TagMan analizne

meSanice in dvakrat destilirane avtoklavirane cCiste vode. Sestavo reagentov podaja

preglednica Il1.
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Preglednica I11: Sestava reagentov za genotipizacijo z metodo PCR v realnem ¢asu.

Reagent

Sestava

Master Mix Optimizirana meSanica za qPCR
(HOT FIREPoI® Probe gPCR Mix Plus)

- HOT FIREPol® DNA Polimeraza
reakcijski pufer (5x Probe qPCR buffer )

- 15 mM MgCl; (1 x PCR raztopina — 3
mM MgCl,)

- MesSanica dNTP, vklju¢no z dTTP za
izboljSano obcutljivost in ucinkovitost
reakcije v primerjavi z dUTP

- ROX barvilo (pasivho referenc¢no
barvilo, za normalizacijo fluorescentnega
signala reporterja)

Master Mix Optimizirana mesanica za qPCR
(TagMan®Universal PCR Master Mix)

- AmpliTaqg Gold® DNA polimeraza
- *AmpErase™ UNG,

- meSanica ANTP z dUTP

- pasivno referen¢no barvilo

- optimiziran reakcijski pufer

TagMan® analizna meSanica
(TagMan® SNP Genotyping Assay)

- Reportersko barvilo na 5' koncu vsake
sonde: VIC® in FAM™

- molekula MGB, ki se veze v mali jarek
DNA (minor groove binder) in NFQ -
nefluorescentni  dusilec (nonfluorescent
quencher) na 3' koncu vsake sonde

* AmpErase”uracil-N-glikozidaza (UNG) je encim, ki prepre¢i ponovno pomnoZitev kontaminiranih

»earryover« PCR produktov.

Uporabljali smo tri razliéne TaqMan® meSanice, za genotipizacijo treh razli¢nih

polimorfizmov. Te se razlikujejo v sestavi nukleotidnega zaporedja sond, specificni za

analizo dolo¢enih polimorfizmov. V preglednici IV so navedeni aleli vsakega

polimorfizma, ki ustrezajo barviloma za detekcijo.

Preglednica 1V: TagMan sondi, ki ustrezajo dolo¢enim alelom genov ITPA in GNMT.

Alel Barvilo rs
FAM | VIC
ITPA 94C>A AA | CC | 1127354
IVS2+21A>C | CC | AA | 7270101
GNMT 1289C>T TT CC | 10948059
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Volumska sestava kon¢ne zmesi za genotipizacijo je bila v osnovi kot kaze preglednica V,
vendar smo zaradi neenakih koncentracij DNA v vzorcih, spreminjali volumen vode ali
vode in vzorcev. Upostevali smo naslednja razmerja redgitev: 1:5 = HOT FIREPol® Probe
gPCR Mix Plus : konéni volumen reakcijske zmesi, 1:2 = TagMan®“Universal PCR Master
Mix : kon¢ni volumen reakcijske zmesi in 1 : 40 = TagMan analizna mesanica : konéni

volumen reakcijske zmesi. Kon¢ni volumen je bil 5 0z 6 pL.

Preglednica V: Tri razli¢ne volumske sestave reakcijske meSanice za genotipizacijo.

Komponente za reakcijo GNMT Volumen za n — vzorcev (uL)
Voda nx2,15

MasterMix HOT FIREPoI” nx1,20

TagMan®™ SNP Genotyping Assay | nx 0,15

Vzorec DNA 2,50

Kon¢éni volumen reakcijske zmesi 6,00

Komponente za reakcijo ITPA Volumen za n — vzorcev (uL)
Voda nx 1,875

MasterMix HOT FIREPol® n x 1,000

TagMan®™ SNP Genotyping Assay nx 0,125

Vzorec DNA 2,000

Konéni volumen reakcijske zmesi 5,000

Komponente za reakcijo ITPA Volumen za n — vzorcev (uL)
Voda nx0,35

TaqMan®UniversaI PCR Master Mix | n x 3,00

TagMan®™ SNP Genotyping Assay | nx 0,15

Vzorec DNA 2,50

Konéni volumen reakcijske zmesi 6,00

Reagente smo do uporabe hranili na ledu v temi, nato smo jih vrnili v skrinjo. Pred
zacetkom dela smo oba reagenta in vzorce centrifugirali ter reagenta dobro premesali na
vortex stresalniku. Analizno zmes smo pripravili v odvisnosti od Stevila vzorcev po
izracunu iz preglednice V. Upostevali smo izgube pri pipetiranju, zato smo dodali 10%
prebitek glede na Stevilo vzorcev. Po pripravi in veckrat med samim delom smo analizno
zmes premesSali. Zmes smo odpipetirali v luknjice PCR plos¢ice in nadaljevali s
pipetiranjem vzorcev. Pred pipetiranjem v luknjice plos¢ice smo vzorce premesali Se s
pipeto in v vsako luknjico odpipetirali 1; 2; 2,5 ali 3 pL posameznega vzorca, odvisno od
protokola po katerem smo delali. Za zagotavljanje to¢nosti analize, smo v vsako plos¢ico

vkljucili slepo kontrolo, za detekcijo morebitne kontaminacije ali lazno pozitivnih
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rezultatov. V namen negativne ali slepe kontrole smo namesto vzorca odpipetirali vodo, ki
smo jo uporabili za pripravo zmesi. Stevilo slepih kontrol smo prilagodili $tevilu vzorcev
in Stevilu razlicnih sond na eni ploscici. Pri genotipizaciji polimorfizma ITPA smo
genotipizirali oba polimorfizma na isti plos$¢ici na enakih vzorcih. Zaradi tezav z
dolocitvijo genotipa smo pri nekaterih vzorcih vkljucili Se pozitivne kontrole, in sicer
vzorce z znanim genotipom z visoko fluorescenco, enega za vsak genotip. Nekaterim
vzorcem nam kljub temu ni uspelo dolociti genotipa za oba polimorfizma. Razlog bi bil
lahko v izvedbi dela ali v nizki koncentraciji DNA in slabi kvaliteti vzorcev, zaradi njihove
dolgotrajne hrambe in veckratne uporabe. Po koncanem pipetiranju smo ploscico zatesnili
s samolepilno folijo, ki preprecuje kontaminacijo in izhlapevanje meSanice. Za tesnjenje
smo uporabili za to namenjeno plasticno kartico (Sealing Foil Applicator). Ko smo
reakcijsko zmes zas¢itili, smo ploséico centrifugirali 3 min pri 1900 vrtljajev na min (rpm),
da smo se znebili mote¢ih mehurckov. Vzorce smo genotipizirali z metodo TagMan® na
napravi Lightcycler® 480. V programu smo ustvarili predlogo za genotipizacijo, ki smo jo
uporabljali. Nastavili smo naslednje parametre: detekcijski format z izbiro (ekscitacijskega
in emisijskega) filtra: Dual Color Hydrolysis Probe / UPL Probe, reakcijski volumen in

velikost ploscice ter program, Ki je podan v preglednici VI.

Preglednica VI: Program genotipizacije

PROGRAM 1 TEMPERATURA (°C) | CAS | CIKEL

Zacetna denaturacija 95 15 min | 1 cikel — na zacetku
Podaljsevanje in 95 20s .
poIimJerizac;ja 60 1 min 45 ciklov
ohlajanje 40 10 min | 1 cikel — na koncu
PROGRAM 2

Inkubacija UNG 50 2min |/

Aktivacija AmpliTaq Gold | 95 10min |/

polimeraze

Zacetna denaturacija 95 15s 1 cikel — na zacetku
Poéalﬁe_vanle in 60 1 min 45 ciklov
polimerizacija

ohlajanje 40 10 min | 1 cikel — na koncu
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3.7 STATISTICNA ANALIZA

Podatke smo statisticno ovrednotili s Fisher eksaktnim dvostranskim testom in s
programom IBM SPSS Statistics 20, z uporabo binarne logisti¢ne regresije. Vrednost
verjetnosti p<0,05 smo upoStevali kot statisticno pomembno, pri 95% intervalu zaupanja
(0=0,05). Preverili smo tudi ali se polimorfizmi med skupinama bolnikov in kontrol
statistiéno razlikujejo in &e spadajo v Hardy-Weinbergovo ravnovesje (HWE). Ce
polimorfizmi ne bi bili v skladu s HWE, ugotovitev, v povezavi z zdravljenjem s 6-MP, ne

bi mogli uporabiti za sploSno populacijo.

3.7.1 Hardy-Weinbergovo nacelo

HWE je nacelo, ki pravi, da je v neskon¢no veliki populaciji, kjer so paritve povsem
nakljuéne, kjer ni mutacij, migracij in naravne selekcije, alelna frekvenca in frekvenca
genotipov v ravnotezju in se med generacijami ne spreminja. Frekvenco genotipov zato
lahko opiSemo kot funkcijo alelne frekvence. S testiranjem HWE predvidevamo, da
genotipi predstavljajo nakljucen vzorec iz populacije in da niso povezani z nastankom
bolezni (109). Za izracun HWE smo izracunali opazovane alelne frekvence in iz njih

pri¢akovane vrednosti genotipov po naslednjih ena¢bah:

Enacbi 1: Opazovana frekvenca posameznega alela v populaciji
B (2naa + naa)
P=7JN
p...frekvenca alela A v populaciji

_ (2naa+ naa) q...frekvenca alela a v populaciji

2N .
N...st. vseh preiskovancev
Enacbe 2: Pri¢akovano Stevilo n...8t. posameznikov z dolo¢enim
posameznikov z dolo¢enim genotipom. . )
AA = p2N genotipom:
AA-divji tip, Aa-heterozigot, aa-mutiran
Aa=2pgN homozigot
aa =q?N

S Fisher eksaktnim, dvostranskim testom, smo nato preverili ali prihaja do odstopanj od

ravnoteZja. Ce je vrednosti p > 0,05, skupina spada v HWE.
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 POGOSTOST POLIMORFIZMOV

4.1.1 ITPA 94C>A IN ITPA IVS2+21 A>C

Podatke polimorfizmov gena ITPA 94C>A in IVS2+21A>C zdravih kontrol in bolnikov,
prikazujeta preglednici VII in VIII. V kontrolni skupini, kot tudi v skupini bolnikov smo
nasli najve¢ homozigotov z divjim tipom (dt) alelov (CC in AA), veliko manj
heterozigotov (CA in AC), mutiranih homozigotov (AA in CC) pa v kontrolni skupini ni
bilo. V skupini bolnikov smo, z razliko od kontrolne skupine, pri obeh polimorfizmih nasli
mutirane homozigote, in sicer dva 94AA in sedem IVS2+21CC. Za dve kontroli pri

vsakem polimorfizmu nam genotipa ni uspelo dolociti.

Po izraunu pri¢akovanih vrednosti, z uporabo enacb iz poglavja 3.7, smo s Fisher
eksaktnim testom ugotovili, da se pri obeh polimorfizmih opazovane vrednosti statisticno
znacilno ne razlikujejo od pri¢akovanih, saj so vrednosti vecje od 0=0,05 (94C>A:
p=0,879 in IVS2+21A>C: p=0,229). Iz rezultatov lahko sklepamo, da kontrolni skupini
spadata v HWE.

Preglednica VI1I: Rezultati opazovanih in pri¢akovanih vrednosti frekvenc genotipa
ITPA 94C>A

KONTROLE | OPAZOVANE VREDNOSTI | PRICAKOVANE VREDNOSTI
ITPA 94C>A | frekvenca genotipov (%) | n | frekvenca genotipov (%) | n
CC 85,64 155 | 86,19 156
CA 14,36 26 | 13,26 24
AA 0 0 0,55 1
Skupaj 100 181 | 100 181
BOLNIKI OPAZOVANE VREDNOSTI | PRICAKOVANE VREDNOSTI
ITPA 94C>A | frekvenca genotipov (%) | n | frekvenca genotipov (%) | n
CC 87,13 264 | 87,13 263
CA 12,21 37 12,54 38
AA 0,66 2 0,33 1
Skupaj 100 303 | 100 302

n: Stevilo oseb z dolo¢enim genotipom
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Preglednica VI1II: Rezultati opazovanih in pri¢akovanih vrednosti frekvenc genotipa
ITPA IVS2+21A>C.

KONTROLE OPAZOVANE VREDNOSTI | PRICAKOVANE VREDNOSTI
ITPAIVS2 + 21A>C | frekvenca genotipov (%) [ n | frekvenca genotipov (%) | n
AA 76,24 138 | 77,47 141
AC 23,76 43 | 20,88 38
CC 0 0 1,65 3
Skupaj 100 181 | 100 182
BOLNIKI OPAZOVANE VREDNOSTI | PRICAKOVANE VREDNOSTI
ITPAIVS2 + 21A>C | frekvenca genotipov (%) | n | frekvenca genotipov (%) | n
AA 75,91 230 | 75,49 228
AC 21,78 66 | 22,85 69
CcC 2,31 7 1,66 5
Skupaj 100 303 | 100 302

n: §tevilo oseb z dolo¢enim genotipom

Opazovane vrednosti pri skupini bolnikov se prav tako statisti¢no znacilno ne razlikujejo
od pri¢akovanih (94C>A: p= 1,000 in IVS2+21A>C: p= 0,824; 0=0,05). Pri primerjavi
podatkov bolnikov in kontrol ugotovimo, da se vrednosti statisti¢no znacilno ne razlikujejo
(p= 0,757 in p= 0,551), zato tudi ta skupina spada v HWE. VVzorec je reprezentativen, zato
podatke lahko uporabimo za preucevanje vplivov polimorfizmov encima ITPA na izid

terapije s 6-MP.
Pogostost v primerjavi z drugimi raziskavami

Iz podatkov nase kontrolne skupine smo izrac¢unali alelno frekvenco za oba polimorfizma

in ju primerjali z raziskavami drugih raziskovalnih skupin, ki jih prikazuje preglednica 1X.

Preglednica IX: Primerjava alelnih frekvenc svetovne populacije

Alelna frekvenca
Skupina ljudi ITPA 94C>A | IVS2+21A>C

C A A C
Kitajci (110) 085 |0,15 (0,87 |0,13
Japonci (111) 0,865 [ 0,135 | O 0
V Indijci (110) 089 |0,11 |/ /
Britanski kavkazijci (110) 0,93 |0,07 |/ /
Slovenci 0,93 |0,07 |088 |0,12
S EU (85) 0,94 |006 |087 |0,13
Ameriski kavkazijci (97) 094 |006 |/ /
Italijani (112), Nizozemci (113) { 0,95 |[0,05 |0,89 |0,11
Afric¢ani (110) 0,9 |0,05 |/ /
Bolgari (91) 09 0,04 |/ /
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Alelni frekvenci za homozogotni alel g(A) in g(C), pri polimorfizmih 94C>A in
IVS2+21A>C, sta pri¢akovano nizki in znaSata 0,07 ter 0,12. Nasi rezultati so podobni
rezultatom drugih $tudij na kavkazijski rasi evropske populacije. Veliko visjo frekvenco
polimorfizma 94C>A lahko opazimo v azijski populaciji, Se posebno pri Japoncih in
Kitajcih.

4.1.2 GNMT 1289 C>T

Za polimorfizem GNMT 1289 C>T je bilo v skupini bolnikov najve¢ mutiranih
heterozigotov (CT) tem sledijo homozigoti z divjim tipom alelov (CC) in nekaj manj
mutiranih homozigotov (TT). Opazovane vrednosti se statisticno znacilno ne razlikujejo od
pri¢akovanih (p= 0,596). Frekvence genotipov bolnikov smo primerjali s podatki kontrol iz
predhodnih raziskav na vzorcih iste kontrolne skupine kot za ITPA (114), kjer so ugotovili,
da polimorfizem GNMT 1289C>T te skupine spada v HWE (p= 0,966; o= 005). V nasi
skupini bolnikov smo dobili nekoliko visjo vrednost za divji tip, vendar med skupinama ni
pomembnih statisti¢nih razlik (p= 0,856). Polimorfizem bolnikov spada v HWE, zato je
tudi ta vzorec reprezentativen in ga lahko uporabimo za naso $tudijo. Rezultati so zbrani v

preglednici X.

Preglednica X: Rezultati opazovanih in pri¢akovanih vrednosti frekvenc genotipa
GNMT 1289C>T

BOLNIKI OPAZOVANE VREDNOSTI | PRICAKOVANE VREDNOSTI
GNMT 1289C>T | frekvenca genotipov (%) | n frekvenca genotipov (%) | n
CcC 28,81 87 126,73 81
CT 45,70 138 | 49,83 151
TT 25,50 77 | 23,43 71
Skupaj 100 302 | 100 303

KONTROLE OPAZOVANE VREDNOSTI | PRICAKOVANE VREDNOSTI
GNMT 1289C>A | frekvenca genotipov (%) | n frekvenca genotipov (%) | n

cC 2549 52 | 25,00 51
CT 48,53 99 | 50,00 102
TT 25,98 53 | 25,00 51
Skupaj 100 204 | 100 204

n: Stevilo oseb z dolo¢enim genotipom
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4.2 POLIMORFIZMIV POVEZAVI Z IZIDOM ZDRAVLJENJA

S statisti¢no analizo smo retrospektivno preverili vplive polimorfizmov ITPA in GNMT na
pojavljanje toksi¢nih ucinkov, relapsa bolezni, v fazi vzdrZevalnega zdravljenja
pediatri¢nih bolnikov z ALL in petletno prezivetje brez relapsa. 1z zdravstvenih kartotek
bolnikov smo iz te faze pridobili podatke o odmerku 6-MP, relapsu, ¢asa do relapsa in
pojavih toksi¢nih u¢inkov: supresija kostnega mozga (SKM), stomatitis, sepsa/infekcija,
febrilna nevtropenija, hepatotoksi¢nost, asepti¢na nekroza kolkov in sekundarni tumor. Za
pomembno zmanjSanje odmerka se je Stelo zmanjSanje odmerka za ve¢ kot 10% v obdobju
daljSem od treh mesecev. Toksi¢ni uc€inek je bil definiran kot dogodek, ki je povzrocil eno
od naStetega: prekinitev terapije za obdobje daljSe od enega tedna, znizanje odmerka za vec
kot 10% za obdobje daljSe od treh mesecev ali hospitalizacija bolnika. Hematotoksi¢nost
oziroma SKM ustreza levkopeniji stopnje 3 in 4, stomatitis stopnje 2 in 3, infekcija stopnje
3 in 4 in sekundarni tumor stopnje 4 (115). Za vpliv na relaps smo upostevali le bolnike, za
katere smo imeli podatke za vsaj 3 leta po postavitvi diagnoze. V analizo smo poleg nasih
podatkov genotipizacije za ITPA (94C>A in IVS2+21A>C) in GNMT (1289C>T),
vkljucili $e podatke o polimorfizmih MTHFR (677C>T in 1298A>C) in TPMT (460G>A
in 719A>G) oz. njegovi alelni razli¢ici TPMT*3A (460G>A in 719A>G) in *3C
(719A>G). S TPMT*3 bomo oznacevali polimorfizem pri katerem bo prisoten vsaj en
mutiran alel alelnih razlicic TPMT*3A ali TPMT*3C in s TPMT*1 divji tip gena.
Polimorfizme smo analizirali z ozirom na starost, spol in protokole zdravljenja. Podatke

genotipizacije TPMT in MTHFR smo pridobili iz predhodne $tudije (115) na istih vzorcih.

4.2.1 ITPA 94C>Ain IVS2+21A>C

Polimorfizma v genu za ITPA smo analizirali posamezno in v kombinaciji s TPMT*1 in
TPMT*3, da bi preverili ¢e kombinacija polimorfizmov vpliva na rezultat. Preverili smo
vpliv prisotnosti divjega tipa in vsaj enega mutiranega alela (mut) ITPA (94C>A in/ali
IVS2+21A>C) in posameznega polimorfizma ITPA ter njihove kombinacije s TPMT*1 in
TPMT*3 na vse toksi¢ne ucinke in relaps bolezni. Izracunali smo tudi petletno prezivetje
brez dogodka, glede na ¢as do relapsa, z ozirom na genotip ITPA. Za to analizo smo
izkljucili vse bolnike, pri katerih nismo imeli podatka o relapsu za prvih 5 let od diagnoze.
Dogodek je bil definiran kot prisotnost sepse/infekcije in/ali relaps in/ali smrt. Analizo smo

naredili z metodo Kaplan-Meier. Glede na rezultate objavljenih $tudij, ki so si med seboj
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sicer nasprotujoCi, smo pri¢akovali vplive pri levkopeniji, febrilni nevtropeniji in
hepatotoksi¢nosti. Tanaka in sod. (116) te vplive razlagajo z domnevo, da bolniki z
deficitno aktivnostjo ITPA ne bi bili zmozni pretvoriti 6-TITP v 6-TIMP, zato bi se 6-
TITP-ji akumulirali v celicah in wvplivali na razvoj levkopenije. Zaradi zakasnhjene
defosforilacije 6-TITP v 6-TIMP bi se akumulirali tudi 6-MeTITP-ji, ki nastanejo iz 6-
TITP s TPMT Kkatalizirano reakcijo, in povzrocali hepatotoksi¢nost. Po pri¢akovanju smo
statisti¢no znacilen vpliv dobili pri febrilni nevtropeniji, medtem ko je bil rezultat vpliva
divjega tipa gena ITPA na relaps nepri¢akovan. Vplivov polimorfizmov na ostale toksi¢ne
uc¢inke nismo nasli. Petletno prezivetje brez dogodka je bilo boljse pri bolnikih z vsaj enim
mutiranim alelom ITPA. Rezultate prikazujeta preglednici XI in XII.

Preglednica XI: Povezava med pojavljanjem toksi¢nih u¢inkov v vzdrzevalni fazi
zdravljenja in prisotnost polimorfizmov ITPA in TPMT in njunih kombinacij.

TOKSICNI UCINEK SKM stomatitis | sepsa/ | febrilna hepato-
infekcija | nevtropenija | toksi¢nost

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

ITPA?

dt* (N=192) 25(13,0) | 13(6,8) |44 (22,9) | 6 (3,1) 8 (4,2)

mut® (N= 111) 19 (17,1) | 6 (5,4) 21(18,9) [ 9(8,1) 3(2,7)

p 0,426 0,587 0,495 0,068 0,516°

ITPAT+ TPMT

dt’ + TPMT*3 (N=12) 8(66,7) |2(16,7) |6(50,0) |1(8,3) 1(8,3)

mut’ + TPMT*3 (N=8) 6(750) |3(375) |5(625) |0 0

p° 1,000 0,347 0,670 1,000 1,000

ITPA IVS2+21A>C

dt’ (N= 230) 29 (12,6) | 14 (6,1) |51 (22,2) | 7 (3,0) 11 (4,8)

mut® (N= 73) 15 (20,5) | 5 (6,8) 14 (19,2) | 8 (11,0) 0

P 0,171 0,932 0,783 0,010 0,072°

ITPA IVS2+21A>C + TPMT

dt' + TPMT*3 (N=13) 9(69,2) |2(154) |7(538) |1(7.7) 1(7,7)

mut’ + TPMT*3 (N=7) 5(71,4) |3(42,9) |4(57,1) |0(0,0) 0 (0,0)

p° 1,000 0,290 1,000 1,000 1,000

ITPA IVS2+21A>C + TPMT

dt’ + TPMT*1 (N=217) 20(9,2) |12(55) |44(203) | 6(28) 10 (4,6)

mut’ + TPMT*1 (N= 66) 10 (15,2) | 2 (3,0) 10 (15,2) | 8 (12,1) 0

P 0,133 0,530° 0,624 0,004 0,124°

ITPA94A>C

dt' (N= 264) 40 (15,2) | 18 (6,8) |58 (22,0) | 14 (5.3) 8 (3,0)

mut® (N= 39) 4(10,3) [1(2,6) 7(17,9) [ 1(26) 3(7.7)

p 0,479 0,347 0,453 0,441 0,163
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Preglednica XI1I: Povezava med pojavljanjem toksi¢nih u¢inkov v vzdrZevalni fazi
zdravljenja in prisotnost polimorfizmov ITPA in TPMT in njunih kombinacij.

TOKSICNI UCINEK aseptiéna sekundarni | relaps zniZanje doze
nekroza kolkov | tumor za>10%
n (%) n (%) n (%) n (%)
ITPA*
dt? (N=192) 6 (3,1) 4(2,1) 73/181 (40,3) | 40 (20,8)
mut® (N= 111) 2 (1,8) 1(0,9) 27/103 (26,2) | 22 (19,8)
p? 0,271 0,401 0,024% 0,814
ITPA*+ TPMT
dt? + TPMT*3 (N=12) 1(8,3) 0 5/12 (41,7) | 6(50,0)
mut® + TPMT*3 (N=8) 1(12,5) 0 2/7 (28,6) 4 (50,0)
p° 1,000 / 0,808° 1,000
ITPA IVS2+21A>C
dt (N= 230) 7 (3,0) 5(2,2) 82/217 (37,8) | 48 (20,9)
mut (N= 74) 1(1,4) 0 18/67 (26,9) | 14 (19,2)
p? 0,180 0,342° 0,104 0,631
ITPA IVS2+21A>C + TPMT
dt + TPMT*3 (N=13) 1(7,7) 0 5/13(38,5) | 7(53,8)
mut + TPMT*3 (N=7) 1(14,3) 0 216 (33,3) 3(42,9)
p? 1,000 / 0,898% 1,000
ITPA 94A>C
dt* (N= 265) 7(2,7) 4 (1,5) 90/247 (36,4) | 54 (20,5)
mut? (N= 39) 1(2,6) 1(2,6) 10/37 (27,0) | 8 (20,5)
p? 0,688 0,547 0,332% 0,831

n: §tevilo bolnikov s TU; mut: prisotnost vsaj enega mutiranega alela; ' 94C>A + IVS2+21A>C; 2
kombinacija dt ITPA (94CC in 1VS2+21AA); * kombinacije polimorfizmov ITPA z vsaj enim od 94C>A
infali IVS2+21A>C [(CA/AA)+(CA/AC)+(AA/AA)+(CC/AC)+(CC/CC)]; ? protokoli niso upostevani zaradi
premajhne skupine bolnikov; ® Fisher eksaktni 2-stranski test.

4.2.1.1 Febrilna nevtropenija

Povecano tveganje za pojav febrilne nevtropenije se je izkazalo v primeru prisotnosti vsaj
enega mutiranega alela ITPA (p=0,068). Statisticno pomemben vpliv je, izmed
polimorfizmov ITPA, predstavljala prisotnost vsaj enega mutiranega alela 1VS2+21A>C
(p=0,010) in ne 94C>A (p=0,442), kot smo sprva pricakovali (slika 13). Vpliv prisotnosti
IVS2+21A>C se je Se povecal v kombinaciji s TPMT*1 (p=0,004), z najvecjim tveganjem
v POG protokolu (p=0,035). To nakazuje, da bi lahko zaradi kopiCenja 6-TITP-jev
posepeseno nastajali njihovi metilirani produkti, za katere je odgovoren encim TPMT.
Podobno so tudi Stocco in sod. (99), s primerjanjem rezultatov protokolov s prilagojenim

in neprilagojenim odmerkom 6-MP na genotip TPMT, ugotovili, da je skupna pojavnost
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febrilne nevtropenije visja pri skupini bolnikov z mutiranim alelom ITPA, sicer s
polimorfizmom 94C>A, ki je bila prilagojena na TPMT genotip. Vplivov polimorfizma
IVS2+21A>C niso spremljali. Kljub temu, da niso nasli pomembnih vplivov 94C>A na
hematopoetsko toksicnost, ugotavljajo, da ITPA pri tem ucinku nastopi kot pomemben
riziCen faktor, ko je terapija prilagojena na genotip TPMT. Mozna razlaga statisti¢no
vecjega vpliva IVS2+21A>C v primerjavi s 94C>A v nasi Studiji je lahko zaradi ve¢jega
pojavljanja v kavkazijski rasi kot pa 94C>A. To ugotavljajo tudi Hawwa in sod. (117), ki
prav tako pri polimorfizmu 94C>A niso nasli povezav s hematolo$ko toksi¢nostjo. Pri
bolnikih s prisotnim vsaj enim mutiranim alelom 1VS2+21A>C so nasli tudi statisticno
vi§je vrednosti 6-TGN-jev v eritrocitih ter vpliv na povisano tveganje za trombocitopenijo.
Drugih toksi¢nih uc¢inkov terapije v tej Studiji niso spremljali. V drugi $tudiji, v nasprotju s
Hawwa in sod., Stocco in sod. (99) niso nasli povezave omenjenega polimorfizma z vi§jimi
vrednostmi 6-TGN-jev v kostnem mozgu, nasli pa so statisticno visje vrednosti 6-MMPN-
jev pri mutiranem tipu ITPA ter vpliv 94C>A na pojavnost febrilne nevtropenije. Tudi
Dorababu in sod. (63) so nasli vpliv na povefano pojavnost febrilnih epizod pri
polimorfizmu 94C>A a ne tudi pri IVS2+21A>C, saj je bila frekvenca pojavljanja v
njihovi skupini bolnikov zelo nizka (0,006). Starost, spol in TPMT*3, v kombinaciji z
ITPA, niso predstavljali povecanega tveganja za pojav febrilne nevtropenije.

Febrilna nevtropenija:

DA (N=15) |V525+32;.A>C

mut
dt ITPA ITPA
40% 60%

94C>A

7%

NE (N=288)

mut
dtiTPA ITPA IVS2+21A>C
65% 35% 22%

\_ IVS2+21A>C
+ 94C>A
0,3%

Slika 13: Bolniki z ali brez febrilne nevtropenije, glede na genotip ITPA v %.
mut: vsaj en mutiran alel, dt: divji tip.
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4.2.1.2 Relaps in analiza preZivetia

Najvecja verjetnost relapsa se je, med preu¢evanimi polimorfizmi, izkazala za bolnike z
divjim tipom gena ITPA (p=0,024). Ta genotip je sicer prisoten tudi pri ve¢ kot polovici
(59,7%) bolnikov brez relapsa vendar je prisotnost vsaj enega mutiranega alela ITPA, kljub
mnogo manjSemu pojavljanju v populaciji v primerjavi z divjim tipom, Se vedno precej
visoka (73,8%) (slika 14). Preverili smo tudi ali polimorfizem ITPA vpliva na zviSanje
odmerka pri skupini bolnikov z relapsom, vendar statisticno pomembnega vpliva nismo
nasli (preglednica XIII, slika 15).

Relaps:
DA (N=101) 94CoA
(CA)
10%
mut
28%
\_IVS2+21A>C
IVS2421A>C _/ + 94C>A
(AC) (Ac/cA)
17% 1%
Relaps:
NE (N=183)
IVS2+21A>C
dt (AC,CC)
mut 94C>A
58% )
2% 579, (CA, AA))

15%

Slika 14: Bolniki z ali brez relapsa, glede na genotip ITPA v %.
dt: divji tip; mut: vsaj en mutiran alel (od teh razli¢ni genotipi in kombinacije
polimorfizmov ITPA, navedeni v oklepajih). Ce kombinacija ni narisana, ni prisotna.
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Preglednica XI11: Odmerek pri bolnikih z relapsom
Bolniki z relapsom

ITPA | Odmerek
100% >100%

dt 56 (83,6) | 11 (16,4)
mut | 21 (80,8) | 5(19,2)
p 0,574

100
90
80
70

60
50 mNE

40 DA
30

20
10 —

dt ITPA mut ITPA

Slika 15: Zvisanje odmerkov pri bolnikih z relapsom, glede na bolnikov
genotip ITPA.
dt: divji tip ITPA, mut: prisoten vsaj en mutiran alel ITPA.

Tudi Kim in sod. (118), s studijo na Japonski populaciji bolnikov, niso nasli vplivov
polimorfizma 94C>A na relaps in pojav febrilne nevtropenije, kljub temu da se ta tip
polimorfizma v njihovi populaciji pojavlja skoraj trikrat pogosteje kot v kavkazijski rasi,
vendar je primerljiv s pogostostjo polimorfizma 1VS2+21A>C v Sloveniji. Nadalje
ugotavljajo, da so ti vplivi lahko rezultat drugih polimorfizmov, povezanih s 94C>A. Nasli
so statisticno pomemben vpliv na slabse skupno preZivetje in na prezZivetje brez dogodka
pri genotipu 94 CA/AA v primerjavi z divjim tipom ITPA. Tudi mi smo preverili ali
genotip ITPA vpliva na prezivetje in dobili njim nasprotne rezultate, ki jih lahko razlagamo
z ugotovitvami Menezes in sod. (119). Odkrili so, da ima polno aktiven encim ITPA
kriti¢no vlogo pri vzdrZevanju stabilnosti genoma s preprecevanjem razgradnje DNA. V
primeru manj aktivne oblike encima se stopnja razgradnje poveca, celice pa zato unicijo,

kar se ujema z rezultati relapsa nase analize. Ugotovili so, da so cloveske celice bolj
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obcutljive za prekinitve, mutagenezo in apoptozo DNA, ¢e se v DNA vgradijo njeni bazni
analogi (npr. metaboliti 6-MP) in je gen za ITPA utiSan oziroma encim manj aktiven.
Nadalje pa tak gen povzroc¢i tudi apoptozo rakavih celic. Te ugotovitve bi tako lahko
veljale tudi pri nasi skupini bolnikov, saj so imeli bolniki z vsaj enim mutiranim alelom
ITPA, poleg zmanjSane verjetnosti za relaps, tudi statisticno pomembno vecjo verjetnost
(p=0,030) petletnega prezivetja z 71,6 % v primerjavi z divjim tipom, ki ima 56,5 %
verjetnost za petletno prezivetje brez relapsa (slika 16). Starost in spol v povezavi z
encimom ITPA pri relapsu in prezivetju nista imela statistitno pomembnih vplivov.
Protokoli zdravljenja, glede na genotip ITPA, na prezivetje niso vplivali, za relaps pa jih

nismo mogli izracunati, saj je bila skupina bolnikov za statisti¢cno obdelavo v programu

SPSS premajhna.
Funkcija preZivetja
1 01 X ITPAvar
Imut
06 " —+dt-censored
' Ry —mut-censored
BT W ESTIETR N TP RNE RS S T S W TRESI-Y Sl U6 WASAE SIS TS SR S S WA ST VA TS
e {
o W
;E 0,67 W‘HH-HHII—H{H!—O—H-HH—{H-——I-
o L s+t
o
o
[ =
2 044
-
7]
0,24
007
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cas do relapsa (meseci)

Slika 16: Petletno prezivetje brez relapsa.

39



4.2.1.3 Hepatotoksicnost

Na povecano tveganje za hepatotoksi¢nost, pri polimorfizmih ITPA (94C>A in/ali
IVS2+21A>C), statisticno pomembnih vplivov nismo nasli. Tudi analiza posameznih
polimorfizmov IVS2+21A>C in 94C>A ni pokazala statisticno pomembnih razlik med
skupinami z razliénimi genotipi. V skupini bolnikov s hepatotoksi¢nostjo primerov
polimorfizma IVS2+21A>C nismo nasli, kar vpliva na rezultat (p=0,072 > 0,05). Izmed
enajstih bolnikov, ki so doziveli hepatotoksi¢nost, sta bila dva bolnika heterozigotna in en
homozigot za 94C>A. Slednji polimorfizem povezujejo s poveCano pojavnostjo
hepatotoksi¢nosti, poleg tega Se s pankreatitisom, gripi podobnimi simptomi, srbeéico ter
febrilno nevtropenijo (98). Ti ucinki so najveckrat omenjeni predvsem pri pacientih s
Crohnovo boleznijo in/ali ulcerativnim kolitisom, manj pri ALL, kar bi lahko vplivalo na
rezultat zaradi same patofiziologije in poteka bolezni. Jetra in Zol¢ni sistem sta tesno
povezana s Crevesjem, trebuSna slinavka pa z Zol¢evodom (120), zato imajo bolniki s
kroni¢no vnetno ¢revesno boleznijo vecjo verjetnost za razvoj ekstraintestinalnih zapletov,
kot so holangitis in avtoimuni hepatitis (121). Vpliv polimorfizma 94C>A na pojavljanje
hepatotoksi¢nosti in levkopenije je, pri nekaterih raziskavah (88, 116), odvisen tudi od
aktivnosti encima ITPA, ki jo v na$i raziskavi nismo merili. Potrebno je omeniti Se
potencialne vplive starosti preiskovancev, kajti jetrna funkcija odraslih ni enaka pediatri¢ni
populaciji (122). Hkrati je pomembno razlikovati Se med rezultati Studij razli¢nih

populacij, saj se frekvenca polimorfizma 94C>A in s tem njen vpliv med njimi razlikuje.

4.2.2 GNMT 1289 C>T

Za glicin-N-metil transferazo, enega najpomembnejsih encimov vzdrZevanja ravnovesja
SAM:SAH, smo pri¢akovali, da bi njegova zmanjSana aktivnost lahko pomembno vplivala
na aktivnost encima TPMT, posredno preko SAM-a. SAM je kot donor metilne skupine
tesno povezan s TPMT, ki ga uporablja za metabolizem 6-MP v smeri farmakolosko
neaktivnih produktov. Zascitno funkcijo izkazuje tudi s post-translacijskim vplivom na
protein TPMT (46), z ve¢jim vplivom na tiste strukture, pri katerih zamenjana nukleinska
kislina (SNP-ji) povzro¢i spremembo 3-D strukture proteina (123). SAM z vezavo na

TPMT vpliva na zvitje in tako prepreci njegovo razgradnjo (65).
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Milek in sod. (46) so ugotovili, da je koncentracija metabolitov 6-MP nizja v prisotnosti
eksogenega SAM-a, ter da SAM vzdrzuje aktivnost TPMT proteina, kot pozitivni
modulator s stabilizacijo TPMT. Manjsa aktivnost GNMT bi tako teoreticno zmanjSala
pretvorbo SAM-a v SAH, viS§ja koncentracija SAM-a pa uspesneje stabilizirala TPMT in
upocasnila njegovo razgradnjo. Bolniki z ALL bi s prisotnim polimorfizmom GNMT
1289C>T, kljub polimorfizmu na genu za TPMT, prenasali visje odmerke 6-MP v
primerjavi z bolniki z divjim tipom GNMT. Ta hipoteza bi lahko razlozila tudi odsotnost
nezelenih ucinkov pri nekaterih bolnikih, s polimorfizmom v genu za TPMT (TPMT*3A
in TPMT*3C). Podobno povezavo so raziskovali Zze Karas Kuzelicki in sod. (124) ter
Arenas in sod. (59), vendar s polimorfizmom encima MTHFR. Ugotovili so, da bi mutacija
v genu za MTHFR lahko zavirala nastajanje 5,10-metilenTHF in 5-metilTHF, kar bi

posledi¢no vodilo do znizanih koncentracij SAM-a in znizane stabilnosti encima TPMT.

Da bi preverili ali polimorfizem v genu za GNMT vpliva na zmanjSanje pojavnosti
toksi¢nih ucinkov, ki se pojavijo v povezavi s TPMT genotipom, smo statisti¢no
ovrednotili kombinacije divjega tipa GNMT in GNMT 1289C>T s TPMT*1 in TPMT*3.
Na podlagi ugotovitev drugih raziskovalnih skupin, da polimorfizem na genu za MTHFR
vpliva na zmanjSanje razpolozljivosti SAM-a v celici, smo isto kombinacijo analizirali Se z
izkljucitvijo vseh bolnikov, s kombinacijo genotipov polimorfizmov MTHFR (677C>T in
1298A>C), ki zmanjSajo aktivnost encima za vec kot 55% (114) (677C>T/1298A>C:
CC/AA+CC/AC+CT/AA+CC/CC). Kombinacije in rezultate prikazujejta preglednici XIV
in XV.

Preglednica XIV: Oznacbe kombinacij polimorfizmoyv.

Genotip oznaka
GNMT 1289CC dt
GNMT (1289CT+TT) mut
GNMT (1289CC) - MTHFR* (CC/AA+CC/AC+CT/AA+CC/CC) A
GNMT (1289CT+TT ) - MTHFR' (CC/AA+CC/AC+CT/AA+CC/CC) | B

polimorfizma MTHFR 677C>T in 1298A>C
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Preglednica XV: Povezava med pojavljanjem toksi¢nih u¢inkov 6-MP in prisotnost
polimorfizmov TPMT ter TPMT v kombinaciji z GNMT.

TOKSICNI SKM stomatitis | sepsa/inf febrilna hepato-
UCINEK/ nevtropenija | toksi¢nost
POLIMORFIZEM n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
GNMT + TPMT
dt + TPMT*1 (N=82) | 13(15,9) 3(3,7) 17 (20,7) 3(37) 4 (4,9)
mut + TPMT*1 17 (8,5) 11 (5,5) 37 (18,5) 11 (5,5) 6 (3,0)
(N=200)
p 0,034 0,570° 0,649 0,442 0,361
dt + TPMT*3 (N=5) 3(60,1) 1 (20,0) 2 (40,0) 0 0
mut + TPMT*3 (N=15) | 11(73,3) 4(26,7) 9 (60,0) 1(6,7) 1(6,7)
p° 0,613 1,000 0,617 1,0000 1,000
GNMT! + TPMT
A+ TPMT*1 (N=55) | 9 (16,4) 1(1,9) 10 (18,2) 2 (3,6) 2 (3,6)
B + TPMT*1 (N=135) | 10 (7,4) 5(3,7) 24 (17,8) 7 (5,2) 5(3,7)
p’ 0,106 0,674 1,000 1,000 1,000
A + TPMT*3 (N=4) 3 (75,0) 1(25,0) 2 (50,0) 0 0
B + TPMT*3 (N=8) 6 (75,0) 2 (25,0) 5 (62,5) 1(12,5) 0
pb 1,000 1,000 1,000 1,000 /
TOKSICNI asepti¢na sekundarni | relaps znizanje odmerka
UCINEK/ nekroza tumor za>10%
POLIMORFIZEM kolkov
n (%) n (%) n (%) n (%)

GNMT + TPMT
dt+ TPMT*1 (N=82) |0 1(1,2) 27177 (35,1) 19 (23,2)
mut + TPMT*1 6 (3,0 4 (2,0 66/187 33(16,5)
(N=200) (35,3)
p 1,000° 1,000 0,725 0,251
dt + TPMT*3 (N=5) 0 0 1/5 (20,0) 3(60,0)
mut + TPMT*3 (N=15) | 2 (13,3) 0 6/14 (42,9) 7 (46,7)

P 1,000 / 0,493 1,000
GNMT! +TPMT
A+ TPMT*1(N=57) |0 1(1,8) 18/51 (35,3) 14 (25,5)
B + TPMT*1 (N=136) |2 (1,5) 3(2,2) 51/128 23 (17,0)

(39,8)

pb 1,000 1,000 0,817° 0,225
A + TPMT*3 (N=5) 0 0 0/4 3(75,0)
B + TPMT*3 (N=8) 1(12,5) 0 3/7 (42,9) 4 (50,0)
p° 1,000 / 0,236 0,576

n: Stevilo bolnikov, pri katerih se je pojavil dolocen toksi¢en ucinek; N: stevilo vseh bolnikov z dolo¢eno
kombinacijo alelov; ® protokoli niso upotevani zaradi premajhne skupine bolnikov; ® Fisher eksaktni 2-
stranski test, / statistike ni bilo mo& izratunati, *: skupina bolnikov z izklju&enimi polimorfizmi MTHFR.
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Statisticno pomemben vpliv smo nasli le pri SKM, Kjer je prisotnost vsaj enega mutiranega
alela polimorfizma GNMT 1289C>T brez izkljucitve bolnikov z zgoraj omenjenimi
polimorfizmi gena MTHFR, vplivala na zmanj$ano pojavnost SKM pri bolnikih s TPMT*1
(p=0,034) (slika 17). Tudi pri sepsi/infekciji se je delez bolnikov s TPMT*1 in prisotnim
vsaj enim polimorfizmom GNMT 1289C>T, z in brez izkljucitve polimorfizmov MTHFR,
zmanjSal. Pri bolnikih s TPMT*3 pa se je ta delez celo povecal. Tudi pri stomatitisu,
febrilni nevtropeniji in asepti¢ni nekrozi kolkov se je delez bolnikov, S prisotnim vsaj enim
mutiranim alelom GNMT 1289C>T, prav tako povecal, vendar povsod brez statisti¢no
pomembne vrednosti. Pri vseh bolnikih z vsaj enim mutiranim alelom GNMT 1289C>T

smo opazili manjse Stevilo bolnikov z znizanim odmerkom za vec¢ kot 10% (p>0,05).

Supresija kostnega mozga (GNMT/TPMT):
DA

mut/mut

mut/dt 25%

39%

NE

dt/mut
1%

Slika 17: Bolniki z in brez supresije kostnega mozga glede na kombinacijo
genotipov GNMT in TPMT (GNMT/TPMT)
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Povezave med polimorfizmom za GNMT in TPMT*3 nismo nasli. Razlog bi bil lahko
dejanska povisana koncentracija SAM-a, Ki bi s posledi¢no aktivacijo CBS (slika 7, str. 14)
povecala pretvorbo homocisteina v smeri cistationa in njegovo nadaljnjo pretvorbo. Hkrati
bi prislo Se do inhibicije MTHFR in MAT ter tako do samouravnave SAM-a in s tem
premajhne razpolozljivosti za stabilizacijo TPMT*3. Milek in sod. (123) opisujejo, da
povecano aktivnost TPMT preko folatne poti lahko zaznamo le v primeru, ko je na voljo
dovolj intraceliénega homocisteina, ki se mora pretvoriti v metionin in naprej v SAM.
Razpolozljivost homocisteina je v veliki meri odvisna tudi od prehrane. Normalno se ga
kar 53% pretvori v cistation, ko pa se vrednost metilnih skupin v hrani zmanjsa je ta
pretvorba le $e 20% (125). V tem primeru se homocistein porabi za tvorbo metionina ter
posledicno SAM-a. Pri zdravljenju ALL so bolniki skozi celotno zdravljenje prejemali Se
metotreksat, ki povzro¢i pomanjkanje folne kisline, vir metilnih skupin v prehrani. Pri
restrikciji folata v prehrani so Beagle in sod. (66) ugotovili, da se pri homozigotih za
GNMT 1289 C>T, vrednost prisotnega homocisteina v plazmi statisti¢cno pomembno zvisa,
koncentracija folata v serumu pa se med divjim in polimorfnim tipom GNMT pomembno
ne razlikuje. PoviSana vrednost homocisteina in nespremenjene vrednosti folata zato
postavljajo vprasanje o vrednostih SAM-a, ki ga v $tudiji niso merili. Nadalje se je vpliv
polimorfizma GNMT 1289C>T na povisano koncentracijo bazalnega plazemskega
homocisteina statisticno pomembno povecal v primeru prisotnega divjega tipa MTHFR
677CC, z najviSjo vrednostjo plazemskega homocisteina pri genotipu TT/CC. Prav
nasprotno bi pri zmanjSani aktivnosti encima GNMT pri¢akovali normalno, do zmanjSano
vrednost in pri utiSanem genu za GNMT zmanj$ano vrednost homocisteina, kot so jo
dobili Luka s sod. (126). Tu bi nato lahko pri¢akovali povisano vrednost SAM-a. Po drugi
strani primerjava z Beagle in sod. zaradi dodatka folne Kisline pri terapiji metotreksata ne
bi bila ustrezna. Za potrditev povisanja vrednosti SAM-a bi bile zato potrebne njegove
meritve. Kot smo tudi Ze omenili, naj bi prisotnost polimorfizma MTHFR, z zmanj$ano
razpolozljivostjo 5-metilTHF, zmanjsala nastajanje SAM-a. Vrednosti SAM-a tako ne bi
bile dovolj visoke za dodatno stabilizacijo TPMT. Pri nasih bolnikih polimorfizmi v genu
za MTHFR niso statisticno pomembno vplivali na rezultate polimorfizmov GNMT, vendar
nismo izkljucili vseh bolnikov, s prisotnim polimorfizmom MTHFR. Slednje bi povzrocilo
premajhno skupino bolnikov za analizo. Kljub temu lahko opazimo, da se rezultati med
skupinama bolnikov s SKM, z in brez izklju¢itve doloCenih genotipov polimorfizmov

MTHFR, pomembno ne razlikujeta. 1z slike 18 lahko vidimo, da je v skupini iz katere smo
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izkljucili osebe s prisotnimi polimorfizmi v genu za MTHFR, v primerjavi s celotno

skupino, vecji odstotek bolnikov s SKM pri dt GNMT in manj pri mutiranem GNMT.

100
90
80
70
60
50
40 B mut GNMT
30
20
10

O dt GNMT

Odstotek bolnikov z ALL

GNMT GNMT-MTHFR
NE(N=252)  DA(N=30)  NE(N=171) DA (N=19)

Slika 18: Supresija kostnega mozga pri bolnikih s TPMT*1 glede na genotip
GNMT 1289C>T.

GNMT: polimorfizem 1289 C>T brez izkljucitve polimorfizmov MTHFR, GNMT - MTHFR:
polimorfizem 1289 C>T z izkljucitvijo polimorfizmov MTHFR. Z rdeco puscico so nakazane
razlike med pojavljanjem SKM med bolniki z dt in mut GNMT.

Milek in sod. (123) so tudi opazili, da se aktivnost encima TPMT med heterozigotnimi
osebki s TPMT*3, v odvisnosti od vrednosti SAM-a, pomembno ne razlikuje. Tudi mi smo
statisticno pomemben vpliv polimorfizma GNMT 1289 C>T opazili le pri bolnikih z
genotipom TPMT*1. Pri tem se zopet pojavi nejasnost, saj ravno pri genotipu TPMT*1
nastane ve¢ 6-meTIMP, inhibitorjev DNPS, ki lahko povzro¢ijo pomanjkanje ATP-ja,
gradnika za sintezo SAM-a. Po drugi strani pa je TPMT*1 tudi najvecji porabnik SAM-a,
zato se mogoce vpliv pokaze le pri tem genotipu. Kako je polimorfizem v genu za GNMT
vplival na TPMT*1, pri supresiji kostnega mozga, je za enkrat $e nejasno. Lahko bi
razloge iskali v mogoc¢i spremenjeni aktivnosti TPMT*1, zaradi Se ne poznanih
nefarmakogenetskih faktorjev, vpliva polimorfizma GNMT preko drugih bioloskih
molekul ali pa je do statisticno pomembnega rezultata priSlo zaradi drugih vzrokov,

nepovezanih z GNMT in je prisotnost polimorfizma GNMT 1289 C>T le nakljudje.
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5 SKLEP

Iz rezultatov nase skupine bolnikov z ALL lahko potrdimo prvo delovno hipotezo, da
prisotnost polimorfizma v genu za ITPA, ki zmanj$a aktivnost encima, vpliva na pojav
toksi¢nih ucinkov pri terapiji s 6-MP. Prisotnost polimorfizma v genu za ITPA je
statisticno pomembno vplivala na povecano pojavnost febrilne nevtropenije, in sicer v
prisotnosti vsaj enega mutiranega alela ITPA ( IVS2+21A>C). Vpliv tega polimorfizma se
Se poveca pri bolnikih z divjim tipom TPMT (TPMT*1), zato bi bila potrebna previdnost
pri zviSevanju odmerka, ko je ta prilagojen na genotip TPMT. Vplivov na supresijo
kostnega mozga, sepso/infekcijo, stomatitis, asepticno nekrozo kolkov, hepatotoksi¢nost,
sekundarni tumor in zmanjsanje odmerka za ve¢ kot 10% nismo nasli. Na povecano
pojavnost relapsa je statisticno pomembno vplival divji tip gena ITPA. Ta tip se je v nasi
skupini bolnikov izkazal tudi za faktor, ki skrajSa celokupno prezivetje bolnikov. Povezav
z odmerkom, pri bolnikih z relapsom, nismo nasli. Nasi rezultati zato potrjujejo hipoteze in
ugotovitve drugih S$tudij, da genotip ITPA vpliva na od odmerka neodvisne nezelene
ucinke in izide zdravljenja. Nase ugotovitve torej kazejo, da polimorfizem v genu za ITPA
ne vpliva le na nezelene ucinke, temvec¢ pozitivno tudi na Zelene u¢inke zdravljenja. V nasi
skupini bolnikov je tudi divji tip gena imel neZelene vplive na izid zdravljenja. Ugotovitve
o0 vplivih ITPA so med Studijami Se vedno zelo razlicne. V nasprotju s TPMT, je zato
kliniéni pomen ITPA v terapiji ALL Se nerazjasnjen. Drugo delavno hipotezo lahko
potrdimo le delno. Nasi rezultati sicer kazejo, da prisotnost polimorfizma v genu za GNMT
1289C>T posredno vpliva na zmanj$ano pojavnost supresije kostnega mozga, vendar le pri

bolnikih s TPMT*1.
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PRILOGA

Priloga 1: Primerjava protokolov ALL-BFM 83/86/90/95 (Prirejeno po (127)).

ALL-BFM 83
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neg. CF5 ST_N/Z Prot )| 1 °°5
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ST-(N/V): standardno tveganje, nizko/visoko; SrT: srednje tveganje; VT: visoko tveganje; Prot.l: faza

indukcije;

Int M: konsolidacijsko-intenzifikacijska faza; Prot. 1l/II:

reintenzifikacijska faza 0z. pozna

intenzifikacijska faza-ponovitev indukcije; R: randomizacija; Prot.S: pozni re-intenzifikacijski element; SST:
skupina s standardnim tveganjem; ST: skupina s tveganjem; ES: eksperimentalna skupina; Prot. E:
eksperimentalni protokol z intenzivnim konsolidacijskim zdravljenjem; Prot.M-A: protokolu M dodana L-
Asparaginaza; Prot. MCA: protokolu M dodan antraciklin citarabin; SSrT: skupina s srednjim tveganjem;
SVT: skupina z visokim tveganjem. Odziv na prednizon je pomemben prognosti¢ni faktor.
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