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Farmakogenetski oznacevalci v terapiji
akutne limfoblastne levkemije pri otrocih

Pharmacogenetic markers in the therapy of
childhood acute lymphoblastic leukemia

Alenka Smid,' Janez Jazbec,” Irena Mlinari¢ Ras¢an'

Izvlecek

Posamezniku prilagojeno zdravljenje predstavlja sodoben koncept v medicinski praksi, ki teme-
lji na spoznanju, da se posamezniki razlicno odzivajo na doloceno terapijo. Osrednji element pri-
lagojenega zdravljenja predstavljajo bioloSki oznacevalci, med katere uvrs¢amo tudi genetske.
Med najuspesnejse primere uvajanja farmakogenetskih oznacevalcev v klini¢no prakso z name-
nom prilagajati odmerjanje zdravil posamezniku sodi zdravljenje akutne limfoblastne levkemije
(ALL). Ta predstavlja priblizno 80 % vseh oblik levkemije, ki se pojavijo pri otrocih, mlajsih od 15
let, kar jo uvrsc¢a na prvo mesto po pogostosti raka v otroStvu. V zadnjih desetletjih smo bili pric¢a
izjemnemu napredku na podrocju zdravljenja ALL, kljub temu pa je le-to Se vedno neuspesno
pri nekaterih bolnikih bodisi zaradi toksi¢nih stranskih ucinkov, bodisi zaradi neucinkovitosti
uporabljenih zdravil, kar vodi v ponovitev bolezni. Dodaten problem predstavljajo Se dolgorocni
toksicni ucinki kemoterapije, ki se lahko pojavijo tudi vec let po zakljuCenem zdravljenju. Prav
iz teh razlogov se je v zadnjih letih veliko Studij posvetilo odkrivanju bioloskih oznacevalcev, na
podlagi katerih bi lahko zdravljenje prilagodili posamezniku in s tem izboljsali njegovo ucinko-
vitost in varnost.

Najbolje prouceni so genetski dejavniki, povezani s toksi¢nostjo 6-merkaptopurina (6-MP), ki
predstavlja temelj vzdrzevalnega zdravljenja ALL. Encim tiopurin-S-metiltransferaza (TPMT) igra
poglavitno vlogo pri deaktiviranju tiopurinov in v veliki meri vpliva na razlike v odzivu posame-
znikov na zdravljenje. Znano je, da so za znizane encimske aktivnosti v najvecji meri odgovorni
polimorfizmi v genu za TPMT, vendar je ujemanje med genotipom in encimsko aktivnostjo ne-
popolno. V zadnjem desetletju so identificirali nove farmakogenetske oznacevalce, povezane s
toksi¢nostjo 6-MP in drugih zdravil, ki se uporabljajo za zdravljenje otroske ALL, vendar se Se ne
uporabljajo v klini¢ni praksi.

Abstract

Personalised medicine is a contemporary concept in medical practice, based on the observation
that individuals respond differently to a particular therapy. Biomarkers, which include genetic
markers, are a central element in the development of personalised medicine. Acute lymphobla-
stic leukaemia (ALL) therapy is among the most successful examples of the implementation of
pharmacogenetic markers into clinical practice in order to adjust the dosage of drugs to an indi-
vidual. ALL accounts for approximately 80% of all forms of leukaemia occurring in children under
the age of 15 years, making it the most common childhood cancer. Despite drasticimprovements
in the treatment of childhood ALL over the past decades, treatment is still unsuccessful in some
patients either due to toxic effects, or due to the inefficacy of the drugs used, which leads to a
recurrence of the disease. An additional problem is associated with the long-term toxic effects
of chemotherapy, which may occur several years after the treatment has been completed. In
order to improve safety and efficacy, numerous studies have been performed aiming to identify
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biomarkers which would enable tailoring treatment to the individual patient and improve tre-
atment’s efficacy and safety.

Of these, the genetic factors associated with the toxicity of 6-mercaptopurine (6-MP), which is
the cornerstone of maintenance treatment of ALL, have been studied most thoroughly. Thiopuri-
ne S- methyltransferase (TPMT) is a polymorphic enzyme which plays a major role in the deacti-
vation of thiopurines and to a large extent accounts for the differences in individuals’ response to
treatment. It has long been known that polymorphismsin the TPMT gene are largely responsible
for reduced enzymatic activities, but numerous studies have shown that the accordance betwe-
en genotype and enzyme activity isincomplete. In many studies published over the past decade,
new pharmacogenetic markers have been associated with toxic effects of 6-MP as well as other

drugs used for ALL therapy; however, they are not yet used in clinical practice.

Citirajte kot/Cite as: Smid A, Jazbec J, Mlinari¢ Ras¢an |. Farmakogenetski oznacevalci v terapiji akutne
limfoblastne levkemije pri otrocih. Zdrav Vestn. 2019;88(5-6):235-48.

DOI: 10.6016/ZdravVestn.2851

1 Uvod

Akutna limfoblastna levkemija (ALL)
predstavlja priblizno 8o % vseh oblik
levkemije, ki se pojavijo pri otrocih,
mlajsih od 15 let, kar jo uvr$ca na prvo
mesto po pogostosti raka v otrostvu (1).
Zdravljenje otroske ALL je v zadnjih de-
setletjih izjemno napredovalo, tako da je
trenutno pricakovano prezivetje skoraj
90 % (2). Najpomembnejsi prispevek k
izbolj$anju izidov zdravljenja ALL lahko
pripisemo napredku na podrocju razu-
mevanja genetike bolezni in odkritjem
$tevilnih biologkih oznacevalcev, ki omo-
gocajo razvrscanje bolnikov v skupine s
tveganjem in izbiro u¢inkovitej$e sheme
zdravljenja. Bioloske oznacevalce, ki so
pomembni za napoved klini¢nega izida,
lahko v splo$nem delimo v dve skupini.
V prvo skupino uvr§¢amo napovedne
bioloske oznacevalce, ki so v pomo¢ pri
napovedovanju verjetnega poteka bo-
lezni ne glede na zdravljenje. Bolniki se
na podlagi teh oznacevalcev razvrscajo
v podskupine z razli¢nimi pri¢akovani-
mi izidi bolezni (3). V drugo skupino pa
sodijo napovedni biologki oznacevalci,
ki so v pomo¢ pri napovedovanju iz-
ida bolezni, a tudi pri izbiri ustreznega
zdravljenja, in sicer tako glede izbire kot

odmerjanja optimalnega zdravila. Z nji-
hovo pomo¢jo lahko identificiramo bol-
nike, pri katerih obstaja vecja verjetnost
za pojav toksi¢nih uc¢inkov, zato jim skla-
dno s tem prilagodimo zdravljenje (3).
V preglednem c¢lanku bomo kratko
predstavili metode in pristope k prouce-
vanju biologkih oznacevalcev in povzeli
novej$a odkritja na podro¢ju napoved-
nih farmakogenetskih oznacevalcev pri
zdravljenju otroske ALL.

2 Pristopi k proucevanju
bioloskih oznacevalcev

Sodobne raziskave na podroc¢ju od-
krivanja novih farmakogenetskih ozna-
¢evalcev potekajo na razlicnih ravneh
od celi¢nih in zivalskih modelov do
retrospektivnih in prospektivnih klini¢-
nih preskusanj, ki so zasnovani bodisi
na t.i. hipoteti¢nih ali nehipoteti¢nih
pristopih. Klasi¢ni hipoteti¢ni pristopi
v odkrivanju bioloskih oznacevalcev te-
meljijo na korelaciji med posameznim
genom, proteinom ali metabolitom in
farmakoloskim odgovorom. Postavljena
hipotezaizhajaiz predhodnega znanja, za
njeno preverjanje pa se oblikuje specifi-
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¢en eksperiment. Z napredkom v razvoju
visoko zmogljivih »omskih« tehnologij,
ki omogocajo hkratno merjenje ve¢ ti-
so¢ spremenljivk, se je pricel uveljavljati
tudi t.i. nehipoteti¢ni pristop. Ta temelji
na analizi genoma, transkriptoma, prote-
oma in/ali metaboloma in obdelavi po-
datkov z naprednimi bioinformati¢nimi
in statisticnimi orodji in omogoca Sirse
razumevanje in nov uvid v molekularne
mehanizme, ki so odgovorni za posame-
znikov odziv na zdravljenje.

Vecina do sedaj objavljenih $tudij na
podro¢ju farmakogenetskih oznaceval-
cev, ki bi omogoc¢ili posamezniku prila-
gojeno zdravljenje otroske ALL, temelji
na hipoteticnem pristopu - gre za t.i.
studije kandidatnih genov.

3 Zdravljenje ALL

Pri zdravljenju ALL ima bistveno vlo-
go kombinirana kemoterapija, ki jo bol-
niki prejemajo v obdobju dveh ali treh
let. Na izbiro intenzivnosti zdravljenja
vpliva predvsem ocena tveganja za po-
novitev bolezni, ki temelji na nekaterih
klini¢nih in laboratorijskih dejavnikih,
kot so starost, $tevilo levkocitov ob di-
agnozi, imunofenotip, citogenetske in
genetske nepravilnosti, prisotnost ek-
stramedularne bolezni in levkemije v
centralnem Zivénem sistemu ter zgodnji
odziv na zdravljenje. Podrobneje so na-
povedni dejavniki predstavljeni v Tabeli
1.

Zazdravljenje ALL se uporabljajo raz-
licne sheme, ki so jih razvile skupine stro-
kovnjakov, kot so nemska skupina Berlin-
Frankfurt-Miinster Group (BFM) (15),
skupina bolni$nice St. Jude Children’s
Research Hospital (SJCRH) (16), skupina
indtituta Dana-Farber Cancer Institute
ALL Consortium (DFC) (17), skupina
Children’s Oncology Group (COG) (18)
in skandinavsko zdruzenje Nordic
Society of Paediatric Haematology and
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Oncology (NOPHO) (19), vse pa vklju-
¢ujejo kemoterapijo, ki je razdeljena v tri
faze zdravljenja:

1. Faza uvodnega intenzivnega zdravlje-
nja (indukcija). Cilj te faze je doseci
popolno remisijo in obi¢ajno traja
$tiri do pet tednov. Zdravljenje teme-
lji na kombinaciji treh ali $tirih zdra-
vilnih u¢inkovin, in sicer vinkristina,
kortikosteroida (prednizon ali deksa-
metazon) in L-asparaginaze z antra-
ciklinom (doksorubicin ali daunoru-
bicin) ali brez njega. Cetrto ali peto
zdravilno u¢inkovino (antraciklin in/
ali ciklofosfamid) obic¢ajno prejme-
jo otroci, ki so razvr$¢eni v skupino
(ALL) z visokim ali zelo visokim tve-
ganjem (20).

2. Faza  ponovnega  intenzivnega
zdravljenja (konsolidacija in reinduk-
cija).Cilj konsolidacijske faze je unice-
nje preostalih (rezidualnih) levkemic-
nih celic, ki ostanejo po indukcijski
fazi. Gre za intenzivno terapijo, pri
kateri se uporabljajo podobne kombi-
nacije zdravilnih u¢inkovin kot v prvi
fazi, v rezim zdravljenja pa so vkljuce-
ni $e metotreksat v visokih odmerkih
v kombinaciji s 6-merkaptopurinom
(6-MP), vinkristin in glukokortikoid.
Bolniki 20-30 tednov neprekinjeno
prejemajo tudi L-asparaginazo. Fazi
konsolidacije obicajno sledi Se t.i. re-
indukcijska faza zdravljenja, v kateri
bolniki prejmejo kemoterapijo, ki je
po sestavi zelo podobna kot v fazi in-
dukcije (20).

3. Vzdrzevalna faza. Obicajno traja
dve leti ali ve¢ in temelji na dnev-
nem peroralnem jemanju 6-MP in
tedenskem peroralnem jemanju me-
totreksata s periodicnimi odmerki
vinkristina in deksametazona ali brez
njiju (20).

Za preprecitev razdiritve levkemic-
nih celic v centralnem Zivénem sistemu
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Tabela 1: Napovedni dejavniki pri otrocih zALL (4-14).

Ugodna prognoza Neugodna prognoza

« Od1do<10let

. <50.000/pL

«+ Obicajna B-celi¢cna ALL (CD10 pozitivna)

« Negativno (CZS1)

« Indeks DNA>1.16
« hipediploidnost (> 50 kromosomov)

« t(12;21): ETV6-RUNXI
» znana tudi kot TEL-AML1

+ Delecija ERG

+ <0,01% minimalne preostale bolezni (MRD)
po 7 dneh zdravljenja s prednizonom
(doloceno v periferni krvi) in po koncani
indukcijski fazi (doloceno v kostnem mozgu)

(CZS) poteka $e preventivno zdravlje-
nje CZS, in sicer v obliki intratekalne
in sistemske kemoterapije, v¢asih tudi
obsevanja glave. Pri bolnikih z ALL z
visokim tveganjem se izvaja tudi aloge-
ni¢na presaditev krvotvornih mati¢nih
celic (20,21).

Zdravljenje otrok z ALL v Sloveniji je
v obdobju 1967-1973 potekalo po pro-
tokolu, prirejenem po razli¢nih shemah
zdravljenja, v obdobju 1973-1983 pa v
skladu s shemo, povzeto po Pediatric

o <1leta
o >10let

. >50.000/pL

» T-celicnaALL
«+ proB-celicna ALL (CD10 negativna)

« Pozitivno (CZS 3)

» IndeksDNA<1.0
« hipoploidnost (<44 kromosomov)

t(9;22): BCR/ABL (kromosom filadelfija);
t(4;11): MLL/AF4

t(1;19): TCF3-PBX1 (tudi E2A-PBX1)
iAMP21 (slabsa prognoza le v primeru
zdravljenja s standardnimi shemami)

« delecijalKZF1
+ mutacijav JAK2

« >0,01% minimalne preostale bolezni
(MRD) v periferni krvi po 7 dneh zdravljenja
s prednizonom in enim intratekalnim
odmerkom metotreksata.

Oncology Group (POG). Nato so se od
leta 1983 dalje uporabljale razli¢ne she-
me, povzete po protokolih nemske sku-
pine Berlin-Frankfurt-Miinster (ALL-
BFM 83, ALL- BFM 86, ALL- BFM 9o,
ALL- BFM g5, protokol $tudije ALL IC
BFM 2002 in ALL BFM 2010) (1,22).
Kljub izjemnemu napredku v zadnjih
desetletjih je zdravljenje ALL v nekate-
rih primerih $e vedno neuspesno bo-
disi zaradi toksi¢nih stranskih ucinkov,
med katerimi so lahko tudi Zivljenjsko
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ogrozajoci, bodisi zaradi neuc¢inkovitosti
uporabljenih zdravil, kar vodi v ponovi-
tev bolezni (20). Med najpomembnejse
nezelene ucdinke vinkristina uvr§¢amo
hematolosko toksi¢nost in nevrotoksic-
nost (23), medtem ko so najpomembne;j-
$§i nezeleni ucinki L-asparaginaze aler-
gijske reakcije, vklju¢no z anafilakso,
motnje strjevanja krvi in pankreati-
tis (24). Pri bolnikih, ki dalj ¢asa jemljejo
glukokortikoide, se lahko v levkemi¢nih
celicah razvije rezistentnost na steroi-
de, pojavljajo pa se tudi nezeleni ucinki,
kot so pogoste okuzbe ali sepsa, osteo-
nekroza, diabetes in miopatija (25). Pri
zdravljenju z metotreksatom lahko pri-
de do nezelenih ucinkov na prebavilih,
okvare sluznice ali mukozitisa, hepatoto-
ksi¢nosti, nefrotoksi¢nosti ali do zavore
delovanja kostnega mozga in nevroto-
ksi¢nosti (26). Pri uporabi 6-MP pa lah-
ko pride do zavore delovanja kostnega
mozga in hepatotoksi¢nosti, ki lahko v
nekaterih primerih zahtevajo hospitali-
zacijo in prekinitev zdravljenja (22,27).
Poleg nezelenih ucinkov, ki se pojavlja-
jo med samo terapijo, problem predsta-
vljajo tudi dolgoroc¢ni toksi¢ni ucinki
kemoterapije, kot so kardiomiopatija,
osteonekroza in sekundarni tumorji, ki
se lahko pojavijo tudi ve¢ let po zaklju-
¢enem zdravljenju (28,29).

4 Farmakogenetski
oznacevalci toksicnosti
zdravljenja ALL

Zaradi omenjenih nezelenih ucinkov,
ki se lahko pojavijo med zdravljenjem
ALL, se je v zadnjih letih veliko $tudij
posvetilo odkrivanju novih z zdravlje-
njem povezanih bioloskih oznacevalcev,
ki bi omogocili posamezniku prilagojen
izbor in odmerjanje zdravil. Med temi
so najbolje proucili farmakogenetske
dejavnike, ki so povezani s toksi¢nostjo
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6-merkaptopurina v vzdrzevalni fazi
zdravljenja ALL (opisani v poglavjih 4.1.
in 4.2.), nekoliko manj pa farmakoge-
netski dejavniki, ki so povezani z zdra-
vili, ki se uporabljajo v preostalih fazah
zdravljenja (opisani v poglavju 4.3.).

4.1 Tiopurin-S-
metiltransferaza (TPMT) kot
napovedni farmakogenetski
oznacevalec toksicnosti
6-merkaptopurinav
vzdrzevalni fazi zdravljenja ALL

Ene prvih $tudij kandidatnih genov
prizdravljenju ALL so $tudije tiopurin-S-
metiltransferaze (TPMT), ki sodi med
najuspesnej$e klini¢no uporabne farma-
kogenetske oznacevalce za prilagajanje
odmerjanja 6-MP. Ta predstavlja osnovo
dolgoro¢nega vzdrzevalnega zdravljenja
ALL, ki poleg azatioprina (AZA) in 6-ti-
ogvanina (6-TG) sodi med tiopurinske
uc¢inkovine. Tiopurini so predzdravila, ki
preko aktivnih presnovkov delujejo cito-
toksi¢no in imunosupresivno. Zato se
poleg zdravljenja ALL uporabljajo tudi
pri nekaterih avtoimunskih boleznih,
kot sta na primer Chronova bolezen in
ulcerativni kolitis, in za preprecevanje
zavrnitve organov po presaditvah (30).

Poglavitni mehanizem citotoksi¢ne-
ga delovanja tiopurinov je vgrajevanje
6-tiogvanozinov (6-TGN) v DNA. To
sprozi mehanizem popravljanja neuje-
manja, ki je neuspesen, kar vodi v pre-
kinitev hcerinske verige DNA. V nas-
lednji fazi celicnega cikla pride zaradi
porusene strukture DNA do zaustavitve
celi¢nega cikla in programirane celi¢ne
smrti (apoptoze) (31). Poleg tega lahko
apoptozo 6-TGN sprozijo tudi nepos-
redno preko mitohondrijske poti, pri
cemer so v signalizacijski poti vplete-
ni proteini Raci, Bcl-xL in NF-kB (32).
Kot potencialni mehanizem za dosega-
nje imunosupresivnega ucinka, ki pa po
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Slika 1: Poenostavljena shema presnove in mehanizma delovanja tiopurinov.

Rdece obrobljeni so aktivni presnovki zopisom mehanizma delovanja, vijolicno obrobljeni so
neaktivni presnovki. 6-MP: 6-metilmerkaptopurin; 6-MeMP: 6-metilmerkaptopurin; 6-MeTG:

6- metiltiogvanin; 6-TG: 6-tiogvanin; AZA: azatioprin; DNPS: de novo sinteza purinov; dTGTP:
deoksitiogvanozin trifosfat; GMPS: gvanozin monofosfat sintaza; HPRT: hipoksantin:gvanin
fosforiboziltransferaza; IMPDH: inozin monofosfat dehidrogenaza; ITPA: inozin trifosfat
dehidrogenaza; MeTGMP: metiltiogvanozin monofosfat; MeTIMP: metiltioinozin monofosfat; TGMP:
tiogvanozin monofosfat; TIMP: tioinozin monofosfat; TITP: tioinozin trifosfat; TK: tiose¢na kislina;
TXMP: tioksantozin monofosfat; XO: ksantin oksidaza; TPMT: tiopurin S- metiltransferaza

vsej verjetnosti manj prispeva k citoto-
ksi¢cnemu ucinku, se v literaturi omenja
tudi zaviranje de novo sinteze purinskih
nukleotidov (DNPS) zaradi nastan-
ka 6-metiltioinozin-5'-monofosfata
(MeTIMP) pri presnovi tiopurinov (33).

Presnova tiopurinov, ki je shemat-
sko predstavljena na Sliki 1, poteka po
treh glavnih poteh. Fosforibozilacija s
hipoksantin-gvanin  fosforiboziltrans-
tferazo (HPRT) predstavlja aktivacijsko
pot, pri ¢emer preko Stevilnih vmesnih
presnovkov, kot je na primer tioinozin-
monofosfat (TIMP), vodi v sintezo ak-
tivnih 6-TGN. Po drugi strani predsta-
vljata oksidacija s ksantin oksidazo (XO)
in S-metilacija s TPMT deaktivacijski
poti tiopurinov (45). Ker se XO izraza
predvsem v jetrih in crevesju, je ta en-
cim pomemben pri metabolizmu prve-
ga prehoda, pri ¢emer se v neaktivno

tiosecno kislino pretvori priblizno 84 %
odmerka 6-MP. Kljub temu, da je XO
polimorfen encim, zaradi ¢esar obstaja-
jo med posamezniki razlike v encimski
aktivnosti, pa $tudije doslej $e niso ugo-
tovile njihovega pomembnega vpliva na
izid zdravljenja ALL (34). Druga pot de-
aktiviranja tiopurinov, ki je poglavitna
predvsem v krvotvornih tkivih, poteka
preko S-metilacije s TPMT, pri cemer
nastane neaktivni 6-metilmerkaptopu-
rin (6-MMP). V nasprotju z XO je va-
riabilnost v encimski aktivnosti TPMT,
ki je v veliki meri posledica prisotnosti
polimorfizmov v genu TPMT, poglavitni
vzrok za razlicne odzive posameznikov
na zdravljenje s 6-MP.

Tiopurin S-metiltransferaza (TPMT;
EC 2.1.1.67) je citosolni encim, ki se uvr-
$¢a v druzino od S-adenozilmetionina
odvisnih metiltransferaz. Ceprav je nje-
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folat monoglutamat; Fol-PG: folat poliglutamat; GNMT: glicin N-metiltransferaza; Me-B12: metiliran
vitamin B12; MAT: metionin adenoziltransferaza; MTHFD1: metilentetrahidrofolat dehidrogenaza

1; MTHFR: 5,10-metilentetrahidrofolat reduktaza, MTR: metionin sintaza; MTRR: metionin sintaza
reduktaza; SAM: S-adenozil metionin; SAH: S-adenozil homocistein; TYMS: timidilat sintaza; SHMT:
serin hidroksimetiltransferaza; THF: tetrahidrofolat.

gova vloga pri presnovi tiopurinov dob-
ro ovrednotena, pa njegova endogena
vloga in endogeni substrat Se vedno nis-
ta poznana. Encimska aktivhost TPMT
se med posamezniki precej razlikuje.
Porazdelitev aktivnosti v kavkaski popu-
laciji je trimodalna, pri ¢emer 89-94 %
posameznikov izkazuje visoko oziroma
normalno, 6-11 % posameznikov srednjo
in 0,3 % posameznikov nizko encimsko
aktivnost (35). Poglavitni vzrok za zni-
zanje aktivnosti pripisujemo prisotno-
sti polimorfizmov v genu TPMT. Do
sedaj je bilo odkritih Ze 42 polimorfiz-
mov (36), najpogostejsi in klinicno naj-
bolj pomembni polimorfizmi, ki so od-
govorni za zmanj$ano aktivnost TPMT,
pa so predvsem TPMT*3A (rs1142345
in rs1800460), TPMT*3C (rs1142345),
in TPMT*2 (rs1800462) (37). Zaradi
zmanj$ane aktivnosti TPMT pride do
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povecanega nastajanja aktivnih pre-
snovkov, ti pa lahko v primeru preko-
mernega kopic¢enja v zdravih celicah
povzrocijo hude nezelene ucinke, med
katerimi je najpogostejsa zavora delo-
vanja kostnega mozga. Da bi se izognili
hudim nezelenim ucinkom, je zato od-
merek 6-MP priporocljivo prej prilago-
diti. Konzorcij za implementacijo farma-
kogenomike v klini¢no prakso (Clinical
Pharmacogenomics  Implementation
Consortium, CPIC) v svojih smernicah
priporoca, naj se pri bolnikih z enim va-
riantnim alelom TPMT odmerek zmanj-
$a na 30-70 % standardnega odmerka
6-MP, pri bolnikih z dvema variantnima
aleloma TPMT pa kar za 90 % standar-
dnega odmerka (38). Dolocanje poli-
morfizmov v genu TPMT pred uvedbo
zdravljenja s 6-MP sicer predstavlja hi-
ter, enostaven in cenovno ugoden test,
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vendar $tevilne Studije ugotavljajo, da pri
doloc¢enem S$tevilu bolnikov zgolj iz ge-
notipa ne moremo predvideti encimske
aktivnosti TPMT in odziva na zdravlje-
nje (39-41). Poleg genotipa TPMT na en-
cimsko aktivnost namre¢ vplivajo tudi
nekateri drugi dejavniki, med katerimi je
tudi S-adenozilmetionin (SAM) - kofak-
tor TPMT in metilni donor v $tevilnih
reakcijah metilacije. V ve¢ $tudijah smo
pokazali, da vi$je koncentracije SAM ko-
relirajo z vi$jimi aktivnostmi TPMT in
sicer zaradi posttranslacijske stabilizaci-
je encima (42-44). Preko vpliva na kon-
centracijo SAM lahko tako vplivajo tudi
Stevilni drugi polimorfizmi, ki se naha-
jajo v genih metioninskega ali folatnega
cikla, ki so predstavljeni na Sliki 2.

SAM namrec nastaja iz metionina v
metioninskem ciklu, po prenosu me-
tilne skupine se pretvori v S-adenozil
homocistein (SAH), ta pa naprej v ho-
mocistein. Homocistein nato vstopi v
pot transsulfuracije ali se pretvori na-
zaj v metionin, pri ¢emer je substrat v
reakciji 5-metiltetrahidrofolat (5-me-
til-THF). Ta nastaja v reakciji, ki jo ka-
talizira s5,00- metilentetrahidrofolat
reduktaza (MTHFR), eden najpomemb-
nejs$ih encimov folatnega cikla (Slika 2).
Polimorfizmi v genu MTHFR, ki vplivajo
na encimsko aktivnost tako preko vpliva
na koncentracijo 5-metil-THF in SAM,
zato lahko vplivajo na aktivhost TPMT
in toksicnost 6-MP. V retrospektivni
studiji pri pediatri¢nih bolnikih z ALL
v Sloveniji smo pokazali, da prisotnost
vsaj enega variantnega alela MTHFR
677C>T (rs1801133) in/ali 1298A >C
(rs1801131) socasno s prisotnim varian-
tnim alelom TPMT*3A ali TPMT*3C
prispeva k povecani toksi¢nosti vzdrze-
valnega zdravljenja (45). Z neZelenimi
uc¢inki med vzdrzevalnim zdravljenjem
sta bila povezana $e dva polimorfizma
v genih, povezanih s folatnim oziroma
metioninskim ciklom, in sicer polimor-

fizma rs61886492 v genu FOLHI (46)
in rs10948059 v genu GNMT (47). Gen
FOLH1 kodira encim folat hidrolazo, ki
je udelezen v folatnem ciklu, medtem
ko GNMT kodira encim glicin-N-me-
tiltransferazo, klju¢ni encim pri vzdrze-
vanju ravnotezja metilacije v celici in
pomemben regulator znotrajceli¢ne
koncentracije S-adenozilmetionina (48).

4.2 Drugi farmakogenetski
dejavniki, povezanis
toksicnostjo v vzdrzevalnem
zdravljenju ALL

V zadnjih letih je bilo objavljenih
ve¢ $tudij, ki kazejo, da so s toksi¢nostjo
vzdrzevalnega zdravljenja povezani tudi
nekateri polimorfizmi v genu za nudiks
hidrolazo 15 (NUDT15). NUDT15 je nu-
kleozid difosfataza, ki celice varuje pred
oksidativnimi poskodbami DNA z raz-
grajevanjem oksidiranih purinskih nuk-
leozid trifosfatov. Zaradi strukturne po-
dobnosti lahko NUDT15 razgrajuje tudi
deoksi-tiogvanozin trifosfat, ki je aktiv-
ni metabolit 6-MP. V primeru, da ima
posameznik, ki prejema 6-MP, v genu
NUDTi5 polimorfizem, ki zmanjsa en-
cimsko aktivnost, lahko to vodi do pre-
velikega kopicenja aktivnih presnovkov
in s tem do ¢ezmerne toksi¢nosti zdra-
vila. Do sedaj je bilo opisanih 7 polimor-
fizmov, ki so povezani z niZjo encimsko
aktivnostio NUDT15 in toksi¢nostjo
tiopurinov, med katerimi pa je najpo-
membnej$i  polimorfizem c¢.415C>T
(rs116855232), ki je bil opisan v ve¢ ne-
odvisnih studijah. Pokazano je bilo, da
imajo posamezniki z variantnim alelom
T vecje tveganje za pojav nezelenih ucin-
kov zaradi zavore kostnega mozga v pri-
merjavi s posamezniki z alelom divjega
tipa C (49-51). Dokazi o povezanosti po-
limorfizmov v genu NUDT15 so stevilni,
vendar pa so bili razen enega do sedaj
vsi opisani le v azijskih in hispanskih po-
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pulacijah (52), zato je njihov vpliv in po-
men v ostalih populacijah precej manjsi.

S toksi¢nostjo vzdrzevalnega zdravlje-
nja so v nekaterih $tudijah povezovali
tudi polimorfizme v genih PACSIN2 in
ITPA. PACSIN2 kodira substrat prote-
in kinaze C in kazein kinaze v nevro-
nih 2 (PACSIN2), ki med drugim
sodeluje v procesih endocitoze, organi-
zaciji membrane in membranskem pre-
nosu in dinamiki aktinskega citoskeleta.
Polimorfizem rs2413739 se je kot kandi-
datni dejavnik z vplivom na aktivnost
TPMT pokazal v asociacijski $tudiji na
celotnem genomu, ki je bila izvedena v
vzorcih celi¢nih linij Hapmap in potrje-
na v skupini 286 pediatri¢nih bolnikov
z ALL. Pri bolnikih s prisotnima dvema
variantnima aleloma PACSIN2 rs2413739
so izmerili niZje aktivnosti TPMT, poleg
tega so imeli ti bolniki vedje tveganje za
pojav gastrointestinalne toksi¢nosti (53).
V retrospektivni $tudiji, ki je vkljuceva-
la skupino pediatri¢nih bolnikov z ALL
v Sloveniji, so imeli bolniki z genotipom
TPMT divjega tipa in z dvema varian-
tnima aleloma PACSIN2 rs2413739 vecje
tveganje za pojav hematologke toksic-
nosti v primerjavi z bolniki brez varian-
tnega alela ali samo enim (47).

ITPA kodira encim inozin trifosfata-
70, ki katalizira hidrolizo inozin trifosfata
(ITP) do inozin monofosfata (IMP) in na
ta nacin preprecuje kopicenje $kodljivih
nukleotidov v celici. ITPA sodeluje tudi v
metabolizmu 6-MP, v katerem katalizira
pretvorbo tioinozin trifosfata (TITP) v
tioinozin monofosfat (TIMP), kot je pri-
kazano na Sliki 1. Najpogosteje prouceva-
na polimorfizma, ki zmanjsata aktivnost
encima I'TPA, sta 94C > A (rs1127354) in
IVS2 +21A > C (rsy2y0101). Prisotnost
prvega so tako v nekaterih $tudijah po-
vezovali z vedjo pojavnostjo febrilne
nevtropenije, predvsem pri bolnikih, ki
so imeli zdravljenje prilagojeno na ge-
notip TPMT (54) in z vedjim tveganjem
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za hepatotoksic¢nost (55). Prisotnost vsaj
enega nefunkcionalnega alela (94C>A
in/ali IVS2 + 21A > C) je bila v $tudiji, ki
je vkljucevala pediatri¢ne bolnike z ALL
v Sloveniji, povezana z dalj$im prezivet-
jem brez dogodka oziroma manjsim tve-
ganjem za pojav zgodnjega relapsa (56).

4.3 Farmakogenetski
dejavniki, povezani s
toksicnimi ucinki v ostalih
fazah zdravljenja ALL

V zadnjih letih so obsirno proucevali
tudi farmakogenetske dejavnike, pove-
zane s toksi¢nostjo in u¢inkovitostjo me-
totreksata, ki se v visokih odmerkih upo-
rablja v konsolidacijski fazi zdravljenja
otroske ALL.V $tudijah kandidatnih ge-
nov so proucevali predvsem pogoste po-
limorfizme v genih za encime, povezane s
folatnim ciklom, kot so MTHFR, metio-
nin sintaza reduktaza (MTRR), timidilat
sintaza (TYMS), dihidrofolat reduktaza
(DHFR), metilentetrahidrofolat dehi-
drogenaza (MTHFD1) in serin hidroksi-
metiltransferaza (SHMT1) (57-60). Med
temi sta bila gotovo najbolj prouce-
vana polimorfizma MTHFR 677C>T
(rs1801133) in 1298A > C (rs1801131), ki
sta povezana z znizano encimsko aktiv-
nostjo in za katera so nekatere $tudije po-
kazale povezanost s hematolosko toksic¢-
nostjo, prezivetjem ali izpostavljenostjo
zdravilu, medtem ko druge te povezave
niso potrdile (61,62). Poleg genov folat-
nega cikla so Stevilne $tudije proucevale
tudi vpliv polimorfizmov v genih, ki bi
lahko vplivali na farmakokinetiko me-
totreksata. V asociacijski $tudiji na celot-
nem genomu, ki so jo izvedli Trevino in
sodelavci, so prvi¢ identificirali nekatere
pogoste polimorfizme v genu za organ-
ski anionski prenasalec SLCO1B, ki so
bili povezani z ocistkom metotreksata
in gastrointestinalno toksi¢nostjo (63).
SLCO1B1 sodeluje pri prenosu metotre-
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Tabela 2: Geni, povezani s toksi¢nostjo zdravilnih u¢inkovin v terapiji
ALL. NaSteti so geni, katerih polimorfizmi so glede na podatkovno zbirko
PharmGKB (76) potencialni oznacevalci toksi¢nosti pri zdravljenju
otroske ALL. Za posamezni gen je navedena tudi stopnja dokazov glede
na klasifikacijo PharmGKB.

TPMT 1A
NUDTI5 1B
MTHFR; GNMT: FOLHT; ITPA; PACSIN2 3
ABCBT; SLCO1B1 2A
MTRR 2B
GSTPI; ABCC2; ABCC3; ABCC4; DHFR; GGH; ARID5B; 3
MTHFR; ITPA; TYMS; SHMT1; MTHFDI; CCNDT; NALCN

GRIAT; HLA-DRBT; SOD2; PNPLA3; CPA2; NFATC2 3
CEPT2 2B
ABCBI 3
SERPINET; TYMS; VDR Fokl; ACP1; CNTNAP2 3

“Klasifikacija stopnje dokazov: (1A) Za kombinacijo polimorfizmov v genu
in u¢inkovine obstajajo klini¢ne smernice Zdruzenja za implementacijo
farmakogenetike v klini¢no prakso (CPIC) ali posameznih zdruzen]
zdravniske stroke. (1B) Za kombinacijo polimorfizmov v genu in
ucinkovine obstajajo Stevilni trdni dokazi o povezanostis toksi¢nostjo

aliz u€inkovitostjo, ki so bili prikazani v vec neodvisnih studijah. (2A)
Kombinacija polimorfizmav genu in u¢inkovine sodi med zelo pomembne

farmakogene, za katere je poznan njihov funkcionalni pomen. (2B) Za
kombinacijo polimorfizma in uc¢inkovine obstajajo srednje trdni dokazi

o povezanosti s toksi¢nostjo ali z ucinkovitostjo. Povezava je prikazana v
vec kot eni Studiji, vendar pa lahko obstajajo tudi studije, ki povezave ne
potrjujejo, ali pa je vpliv polimorfizma majhen. (3) Povezanost kombinacije
polimorfizma in ucinkovine s toksicnostjo ali uc¢inkovitostjo je prikazanav
eni pomembni, a Se ne ponovljeni studiji, ali pa so dokazi o povezanosti iz
razlicnih studij nekonsistentni.
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ksata iz krvi v hepatocite, polimorfizmi v
genu pa so bili povezani tako z zve¢ano
kot zmanjs$ano funkcijo prenasalca (64).

Ocistek metotreksata in posledi¢no
ucinkovitost in toksi¢nost zdravljenja
so v nekaterih $tudijah povezovali tudi
s polimorfizmi v genih, ki kodirajo dru-
ge prenadalce in sicer ABCBI, za kate-
rega obstaja ve¢ dokazov (65-67), ter
ABCC2, ABCC3 in ABCC4, za katere so
o povezavi z ocistkom in toksi¢nostjo
metotreksata porocali le v posameznih
Studijah (67-69). Tu omenjeni in nekate-
ri ostali polimorfizmi, ki so bili povezani
s toksi¢nostjo in uc¢inkovitostjo metotre-
ksata v konsolidacijski fazi zdravljenja
ALL so nasteti tudi v Tabeli 2, ob$irne-
je pa opisani tudi v drugih preglednih
¢lankih (61,70).

Farmakogenetski oznacevalci, ki so
povezani s toksi¢nostjo preostalih ucin-
kovin, ki se uporabljajo za zdravljenje
ALL, so zaenkrat $e slab$e raziskani. V
posameznih $tudijah so ugotavljali, da
imajo posamezniki, ki nosijo alel HLA-
DRB*o07:01, vecje tveganje za pojav pre-
obcutljivostne reakcije pri zdravljenju z
L-asparaginazo, ki se pri ALL uporablja
tako v indukcijski kot v konsolidacijski
fazi (71). Z vec¢jim tveganjem za preob-
¢utljivost so v nekaterih $tudijah pove-
zovali tudi ve¢ polimorfizmov v genu
GRIA1, ki kodira za podenoto recep-
torja AMPA, tetramernega ionotropne-
ga transmembranskega glutamatnega
receptorja, ki se nahaja v centralnem
zivénem sistemu (72). Z neodzivnostjo
na glukokortikoide, ki se uporabljajo v
konsolidacijski fazi zdravljenja ALL, so
bili povezani posamezni polimorfizmi
v genu za prenasalec ABCB1, ki so bili
povezani s povecanim izrazanjem le-
-tega, medtem ko so bili polimorfizmi
v genih TYMS, VDR Foki, SERPINE1 in
ACP1 povezani z vedjim tveganjem za
pojav osteonekroze (73-75). Ti in neka-
teri drugi geni, katerih polimorfizmi so
bili povezani s toksi¢nostjo in u¢inkovi-
tostjo zdravil za ALL, so nasteti v Tabeli
2.
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5 Zakljucek

Sodobni pristopi v medicini so
usmerjeni v posamezniku prilagojeno
zdravljenje, ki lahko, v primerjavi s tra-
dicionalnim pristopom, omogoci bolj
u¢inkovito in varno uporabo zdravil,
zmanj$a stranske ucinke in zagotavlja
strogkovno ucinkovito farmacevtsko os-
krbo. Tak pristop je osnovan na selektiv-
nih in obcutljivih bioloskih oznaceval-
cih, zato je njihovo proucevanje postalo
osrednji element tako v procesu razvoja
zdravil kot v obdobju po pridobitvi do-
voljenja za promet z zdravilom (77).

Eden prvih napovednih farmakoge-
netskih oznacevalcev, ki je bil uspesno
uveden v klini¢no prakso, je genotip

PREGLEDNI ZNANSTVENI CLANEK

TPMT, ki se uporablja za prilagoditev
odmerka 6-MP pri otrocih z ALL. Kot
potencialne farmakogenetske oznace-
valce za napoved toksi¢nosti 6-MP smo
v nasih $tudijah identificirali tudi poli-
morfizme v genu MTHFR in PACSINz,
vendar pa se le-ti zaradi pomanjkanja
zadostnega $tevila ponovitvenih Studij
trenutno $e ne uporabljajo v klini¢ni pra-
ksi. V Sloveniji lahko zdravniki za bol-
nike, ki se zdravijo s tiopurini, narocijo
dolo¢itev genotipov TPMT in MTHFR
kakor tudi meritve koncentracij meta-
bolitov 6-MP/AZA v krvi v Laboratoriju
za molekularno diagnostiko, ki deluje v
okviru Fakultete za farmacijo Univerze v
Ljubljani.
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