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Farmakogenetika 6-merkaptopurina i metotreksata u dejoj akutnoj limfoblastnoj

leukemiji
Rezime

Farmakogenomika proucava odnos izmedu genetickog sklopa individue i njegovog odgovora
na lekove i jedan je od stubova personalizovane medicine. Dosadas$nji princip le¢enja da se
standardna doza leka daje svim pacijentima sa istom dijagnozom po unapred utvrdenom
protokolu se napusta. Za veliki broj pacijenta ta doza leka ¢esto nije efikasna i/ili sigurna za
upotrebu. Cilj farmakogenomickih studija je da identifikuju farmakogenomicke markere,
varijacije u genomu koje mogu pouzdano da predvide odgovor na terapiju, Sto je osnov za

individualizaciju terapije.

Model sistemi bolesti za analizu farmakogenomickih markera kori§¢eni u ovom radu su decja
akutna limfoblastna leukemija (ALL) i reumatoidni artritis (RA). Lecenje ovih bolesti
ukljucuje imunosupresivne i citotoksi¢ne lekove 6-merkaptopurin (6-MP), metotreksat
(MTX), antibiotik baktrim, antimikotik nistatin, kao i anti-TNF lekove. Geneti¢ke varijacije
koje moduliSu metabolicke puteve povezane sa ovim lekovima su kandidati za

farmakogenomicke markere.

Cilj ove studije je da ispita ucestalosti genetickih varijanti u genima TPMT, ITPA, ABCB1,
ABCC4, TYMS, MTHFR, SLC19A1, DHFR, TNF i IL-6, kao i da oceni farmakogenomicki
potencijal ovih varijanti u srpskoj populaciji. Bi¢e ispitana i uloga ovih farmakogenomickih
markera kao faktora rizika za razvoj dec¢je ALL. Ispitace se i uticaj terapije odrzavanja, gde
okosnicu terapije ¢ine lekovi 6-MP i MTX, kao i pola i uzrasta dece sa ALL na ekspresiju
gena TPMT. Biée funkcionalno okarakterisane varijante u genu TPMT, potencijalni
modulatori ekspresije gena TPMT, sa posebnom paznjom na ulogu VNTR regiona u

promotoru gena TPMT.

U studiju je bilo uklju¢eno 174 pedijatrijskih ALL pacijenata, 73 RA pacijenata i 104

kontrolnih zdravih ispitanika. Geneticke varijacije u svim gorepomenutim genima su



odredene metodama baziranim na PCR-u. Uticaj 6-MP tretmana i VNTR regiona na nivo
transkripcije gena TPMT je odreden funkcionalnim CAT esejima in vitro koriste¢i K562
¢elijsku liniju. Nivo ekspresije gena TPMT u mononuklearnim ¢elijama krvi i kosne srzi ALL

pacijenata analiziran je real-time PCR metodom.

Rezultati populacione studije su pokazali da je ucestalost alela u genima TPMT, ABCB1,
TYMS, MTHFR, SLC19A1, DHFR, IL-6 i TNF sli¢na kao kod drugih evropskih populacija.
Alel ¢.94A u genu ITPA ima manju ucestalost, dok alel rs9516519, nukleotid G, u genu
ABCC4 ima vecu ucestalost u srpskoj populaciji u odnosu na druge evropske populacije.
Ovaj podatak moze biti vazan prilikom procene njihovog farmakogenomickog potencijala.
Kod RA pacijenata, varijacije u genima IL-6 i TNF su se pokazale farmakogenimicki

relevantne za terapiju anti-TNF lekom.

Ucestalosti genotipova u genima ITPA, ABCB1, ABCC4, TYMS, MTHFR, SLC19A1 i DHFR
koji kodiraju enzime i transportere metabolickih puteva lekova 6-MP-a i MTX-a su bile
slicne u grupi zdravih kontrolnih ispitanika i ALL pacijenata. Ovaj rezultat ide u prilog tezi

da izuCavane varijacije ne ucestvuju u etiologiji decje ALL.

Tretman K562 ¢elija lekom 6-MP-om smanjuje TPMT transkripciju in vitro i to smanjenje je
zavisno od VNTR arhitekture u promotoru ovog gena. VNTR aleli mogu uticati na malo
smanjenje (AB4C), intermedijarno smanjenje (A2BsC, A4sBC, AB2C, AsBC, A.BC i A3sBC) i
veliko smanjenje (AsBC, ABsC, A3B2C i A2B2C) transkripcije gena TPMT. Sa povecanjem
broja A ponovaka TPMT transkripcija se izrazenije smanjuje kod K562 ¢elija tretiranim

lekom 6-MP-om in vitro.

Ekspresija TPMT gena kod dec¢jih ALL pacijenata je oko 3.3 puta veca u toku terapije
odrzavanja, kada oni dobijaju lekove 6-MP i MTX, nego pre pocetka hemoterapije.
Povecanje nivoa TPMT ekspresije je bilo najizrazenije za nosioce VNTR*5a/*5a genotipa,
dok je najmanje povecanje TPMT ekspresije zabelezeno kod nosilaca VNTR*7a alela. Veci
broj ponovaka tipa A u okviru VNTR regiona u promotoru gena TPMT smanjuje nivo

ekspresije gena TPMT u toku terapije odrzavanja kod decjih ALL pacijenata.



Rezultati ove studije doprinose razumevanju sloZzenog problema personalizacije terapije
lekovima kojima se de¢ji ALL pacijenti leCe u toku terapije odrzavanja. Istaknut je znacaj
populacione specificnosti farmakogenomickih markera. Povecanje ekspresije gena TPMT u
toku terapije odrzavanja kod decjih ALL pacijenata, ukazuje da bi od velikog znacaja bilo
razmotriti varijante u genu TPMT na samom pocetku terapije odrzavanja kod ALL pacijenata
naroc¢ito kod nosilaca odredena cetiri VNTR alela koji doprinose velikom smanjenju
transkripcije gena TPMT in vitro. Na osnovu farmakogenomicke analize varijacija u genima
TNF i IL-6 kod RA pacijenata, moglo bi se razmotri uvodenje anti-TNF terapije kod
pedijatrijskih ALL pacijenata kod kojih se bolest tesko klinicki kontrolise.

Klju¢ne reci: akutna limfoblastna leukemija (ALL), reumatoidni artritis (RA),
farmakogenomika, 6-merkaptopurin  (6-MP), metotreksat (MTX), tiopurin S-
metiltransferaza (TPMT), promenljiv broj tandemskih ponovaka (VNTR), ekspresija gena
TPMT
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Pharmacogenetics of 6-mercaptopurine and methotrexate in childhood acute
lymphoblastic leukemia

Abstract

Pharmacogenomics is focused on exploring the relation between the genomic signature of an
individual and their drug response. It is the basis for implementation of personalized
medicine. The old-fashioned therapeutic paradigm of »one protocol dose fits all patients with
the same diagnosis« is getting abandoned. The standard drug dose is often not efficient and/or
safe for many of patients. Pharmacogenomic studies identify pharmacogenomic markers,
genomic variations that could reliably predict the drug response, which is the basis for

therapy individualization.

In order to analyze pharmacogenomic markers, childhood acute lymphoblastic leukemia
(ALL) and rheumatoid arthritis (RA) are used as disease model systems. ALL and RA
therapy protocols include cytotoxic and immunosuppressive drugs 6-mercaptopurine (6-MP)
and methotrexate (MTX), antibiotic bactrim and antimycotic nystatin, as well as anti-TNF
drugs. Genetic variations that modulate metabolic pathways related to these drugs are

candidate pharmacogenomic markers.

The aim of this study is to analyze frequencies of genetic variants in TPMT, ITPA, ABCB1,
ABCC4, TYMS, MTHFR, SLC19A1, DHFR, TNF and IL-6 genes in Serbian population and
to evaluate the pharmacogenomic potential of these variants. Also, the role of these
pharmacogenomic markers as risk factors for development of childhood ALL will be
assessed. Influence of the maintenance therapy, which includes 6-MP and MTX as most
important drugs, as well as the age and gender of patients will be analyzed in regard to TPMT
gene expression. Functional assays will be carried out in order to identify potential modifiers

of TPMT expression with a special focus on VNTR region in promoter of TPMT gene.

In this study, 174 pediatric ALL patients, 73 RA patients and 104 healthy subjects were

enrolled. Genetic variants in above-mentioned genes were detected using PCR-based



methodology. The influence of 6-MP treatment and VNTR region on TPMT transcription
was evaluated using functional CAT assays in vitro in K562 cell line. The level of TPMT
expression in blood and bone marrow mononuclear cells was analyzed using the real-time
PCR method.

Population analysis revealed that allelic frequencies of TPMT, ABCB1, TYMS, MTHFR,
SLC19A1, DHFR, IL-6 and TNF studied genetic variants are similar in comparison to other
European populations. Variant ITPA ¢.94C allele is less frequent, while ABCC4 rs9516519,
nucleotide G, is more frequent in Serbian population in comparison to other European
populations. This result might be important when assessing their pharmacogenomic potential.
In RA patients, IL-6 i TNF genetic variations were relevant pharmacogenomics markers for

anti-TNF therapy.

Genotype frequencies in ITPA, ABCB1, ABCC4, TYMS, MTHFR, SLC19A1 and DHFR,
genes that encode enzymes and transporters of 6-MP and MTX drugs, were similar for
pediatric ALL patients and healthy individuals. This result suggests that analyzed variants

are not involved in etiology of childhood ALL.

In 6-MP-treated K562 cells, TPMT transcription level decreased in VNTR architecture
dependent manner in vitro. Various VNTR constructs can be categorized in three different
groups, depending on the level of TPMT transcription decrease, namely minor decrease
(AB4C), intermediate decrease (A2Bs3C, AsBC, AB2C, AsBC, A2BC i A3sBC) or major
decrease (AsBC, ABsC, A3B2C i A2B2C). In 6-MP-treated K562 cells, higher number of type

A repeats resulted in more prominent decrease of TPMT transcription.

TPMT gene expression level was 3.3 times higher during the maintenance therapy when 6-
MP and MTX drugs are given to childhood ALL patients, than before chemotherapy. During
the maintenance therapy VNTR*5a/*5a carriers showed considerable elevation while
VNTR*7a allele carriers showed the least prominent elevation of TPMT expression level.
Higher number of type A repeats in VNTR region of TPMT promoter, decreases level of

TPMT gene expression both before chemotherapy and during the maintenance therapy.



Results of this study could fill in some pieces in the complicated puzzle of the maintenance
therapy individualization for childhood ALL patients. This study highlights importance of
population-specificity of pharmacogenomic markers. It could be of great importance to
consider TPMT genetic variants at the very beginning of the maintenance therapy for
childhood ALL patients, especially for carriers of one of specific four VNTR alleles that
contribute to major decrease of TPMT transcription in vitro. Taking into consideration
pharmacogenomic analysis of TNF and IL-6 variants in RA patients, it might be beneficial

to introduce anti-TNF therapy for childhood ALL patients with refractory disease.

Keywords: acute lymphoblastic leukemia (ALL), rheumatoid arthritis (RA),
pharmacogenomics, 6-mercaptopurine (6-MP), methotrexate (MTX), thiopurine S-

methyltransferase, variable number of tandem repeats (VNTR), TPMT gene expression.

Research area: molecular biology
Area of special interest: molecular biology of Eukaryotes

UDC number: 577.21:[615.277:575.22](043.3)
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Lista skraéenica

6-MP — 6-merkaptopurin

6-TG — 6-tioguanin

ABCB1* — ATP vezujuci kasetni protein supfamilija B, ¢lan 1
ABCC4* — ATP vezujuéi kasetni protein supfamilija C, ¢lan 4
AICAR — aminoimidazol karboksamid ribonukletid

ALL — akutna limfoblastna leukemija

AO — aldehidna oksidaza

AZA — azatioprin

DHF — dihidrofolat

DHFR* — dihidrofolat reduktaza

HPRT — hipoksantin fosforiboziltransferaza

IBD — inflamatorne bolesti creva

IL — interleukin

IL-6% — interleukin 6

Indel — geneticka varijacija koja predstavlja inserciju, odnosno deleciju
ITPA (gen) — inozin trifosfataza

ITPA (enzim)- inozin trifosfat pirofosfohidrolaza

GAR - glicinamid ribonukleotid

MDR1 — eng. multidrug resistance protein 1

MNC — mononuklearne éelije

MTHFR* — metilentetrahidrofolat reduktaza

MTX — metotreksat

(d)NTP — (deoksi) nukleotid monofosfat

(d)NTP — (deoksi) nukleotid trifosfat

RA — reumatoidni artritis



RFC1 — transporter redukovanih folata

SAM — S-adenozilmetionin

SAH — S-adenozilhomocistein

SLC19A1 — eng. solute carrier family 19 (folate transporter), member 1
SNV - varijacija nukleotidnog mesta

TGN - tioguaninski nukleotidi

THF — tetrahidrofolat

tGMP — tioguanozin monofosfat

tIMP — tioinozin monofosfat

TNF* — faktor nekroze tumora

TPMT* — tiopurin S-metiltransferaza

TYMS* — timidilat sintaza

VNTR — varijabilan broj tandemskih ponovaka
UTR — eng. untranslated region

XO — ksantin oksidaza

# Enzim ima istu skracenicu kao i gen koji ga kodira, ali se simbol enzima se ne pise u kurzivu
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1.1. Farmakogenetika i farmakogenomika

Naucna disciplina koja se bavi prouc¢avanjem znacaja genetickog materijala individue u
odgovoru organizma na lekove se zove farmakogenetika odnosno farmakogenomika. Ova
mlada grana nauke u usponu je nastala spajanjem dve nauc¢ne discipline: farmakologije koja
se bavi dejstvom lekova na organizam (farmakodinamika) i njihovim metabolizmom
(farmakokinetika), i genetike, koja proucava nasledivanje osobina. Izmedu znacenja termina
farmakogenetika i farmakogenomika ne postoji jasna granica. Termin farmakogenetika se
koristi kada se govori o varijacijama u jednom ili malom broju gena koje uti¢u na odgovor
na terapiju jednim lekom, dok se termin farmakogenomika koristi kada posmatramo uticaj
velikog broja gena ili znacajnog dela genoma na odgovor na lecenje jednog ili vise lekova
(McMillin 2007).

Primeceno je da ljudi sli¢ne veli¢ine, godina, pola i iste etnicke pripadnosti mogu razlicito
da reaguju na jednake doze istog leka. Neki ljudi mogu da imaju prenaglasena nepozeljna
dejstva lekova, dok se kod drugih ne postize optimalan terapijski efekat. Pored polnih,
uzrasnih 1 razlika u opStem zdravstvenom stanju, ove razlike mogu biti uslovljene
individualnim razlikama u geneti¢Ckom materijalu (Wang & Weinshilboum 2006). Naj¢esce
razlike u geneti¢kom materijalu koje su uzrok razli¢itog odgovora razli¢itih ljudi na odredene
lekove mogu biti varijacije nukleotidnog sastava (SNV), varijacije u broju tandemskih
ponovaka ili insercija, odnosno delecija nukleotidnih sekvenci, koje nazivamo indeli.
Koriste¢i individualne geneticke karakteristike ¢esto se moze predvideti odgovor pojedinca
na terapiju. Geneticke varijacije od interesa se obi¢no nalaze u genima koji kodiraju proteine
vazne za metabolizam i transport samog leka ili predstavljaju ,,metu* terapeutika. Geneticke
varijacije mogu uticati na ekspresiju, strukturu, stabilnost i aktivnost proteina kojeg kodiraju.
Cilj farmakogenomike je da uspostavi uzroc¢no-posledi¢nu vezu izmedu odredenih genetickih
varijacija kod Coveka i efekta leka na njegov organizam. Ono $to je vaznije je da se u skladu
sa prisustvom genetickih varijanti moZe predvideti odgovor na terapiju (efikasnost i
toksi¢nost leka) i da se u skladu sa genetickim karakteristikama svakog pacijenta terapija

modifikuje, odnosno personalizuje. Geneti¢ke varijacije za koje je pokazano da se mogu
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koristiti za predvidanje odgovora i personalizaciju terapije nazivaju se farmakogenomicki

markeri.

Najvise proucavani farmakogenomicki markeri su geneti¢ke varijante u genima koji kodiraju
proteine koji ucestvuju u metabolizmu leka. Metabolizam leka podrazumeva biohemijsku
modifikaciju leka koja moze uticati na njegovu aktivnost, distribuciju ili eliminaciju.
Aktivnost nekih enzima koji metaboliSu lekove moze se razlikovati i visSe od 1000 puta

izmedu ljudi koji pripadaju istoj populaciji (McMillin 2007).

Medutim, prilikom individualizacije terapije pitanje doze leka nije uvek primarno. Primer za
to su neki lekovi koji se koriste u terapiji malignih bolesti, koji ciljano deluju na odredeni
mehanizam koji maligne Celije koriste za svoju propagaciju. Maligne bolesti su u osnovi
geneticke bolesti, pa se analizom genetickog zapisa i obrasca genske ekspresije ¢elija tumora
moze identifikovati da li tumor uopste poseduje obrazac koji predstavlja ,,metu* za terapiju.
Na primer, anti-kancer lek trastuzumab se koristi u le¢enju raka dojke samo kod pacijentkinja
koje imaju prekomerno eksprimiran HER2 gen (Krejsa et al. 2006). Sli¢no, lekovi imatinib i
desimatinib se koriste samo kod pacijenata kod kojih je pokazano prisustvo Filadelfija
hromozoma t(9;22), odnosno fuzionog transkripta koji kodira jednu izmenjenu tirozin
kinazu. Pomenuti lekovi su primer ciljane terapije i kao antitela blokiraju receptor/povrsinski
protein visoko specifi¢no. Za razliku od konvencionalne terapije, primena ovakvih testova i
potom ciljane terapije trastuzumabom kod HER2 pozitivnih pacijentkinja obolelih od raka

dojke veoma povecava uspesnost lecenja (Widmer et al. 2014).

1.2. Model sistemi bolesti

Model sistemi bolesti za analizu farmakogenomickih markera korisé¢eni u ovom radu su decja

akutna limfoblastna leukemija (ALL) i reumatoidni artritis (RA).
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1.2.1. Dedija akutna limfoblastna leukemija (ALL)

ALL je grupa malignih bolesti koje se odlikuju prekomernom i deregulisanom proliferaciom
nezrelih B ili T limfocita — limfoblasta. Ovi limfoblasti se akumuliraju u kosnoj srzi gde
ometaju produkciju normalnih krvnih ¢elija. ALL se ¢esée javlja kod dece, nego kod odraslih
i predstavlja najcesce pedijatrijsko maligno oboljenje. Oko 25% svih maligniteta kod dece
otpada na ALL. Godisnje se registruje oko 9-10 novoobolele dece na 100000 dece, Sto ovu
bolest svrstava u retke bolesti (www.eurordis.org). De¢ja ALL se najcesce javlja izmedu 2. i
6. godine starosti (Kaatsch 2010).

Etiologija de¢je ALL nije poznata. Postoje nagovestaji da maligna transformacija pocinje jos
tokom prenatalnog razvi¢a. Do sada su identifikovani pojedini faktori rizika za nastanak
dec¢je ALL, u koje izmedu ostalih spada izlozenost nepovoljnim faktorima spoljasnje sredine,
kao $to je jonizujuce zracenje. Pored toga, kod dece sa Daunovim sindromom postoji veliki
rizik da u toku Zivota razviju ALL (Eden 2010). Istrazivanja pokazuju da postoje i drugi
faktori rizika, ¢ija je uloga u nastanku ALL manja, kao §to je prisustvo odredenih naslednih
bolesti, socio-ekonomski status i etnicka pripadnost (Eden 2010). Osim toga, poslednjih
godina se dosta izu¢ava uloga gena koji kodiraju enzime i transportere folatnog metaboli¢kog

puta u nastanku de¢je ALL (Koppen et al. 2010).

Lecenje decje akutne limfoblastne leukemije je precizno definisano protokolima le¢enja koje
lekari primenjuju u zavisnosti od odredenih klini¢kih parametara i podeljeno je u nekoliko
faza. Iako postoje izvesne razlike u protokolima, terapija decje ALL uvek pocinje fazom
indukcije, koju prati faza konsolidacije ili intenzifikacije terapije, a na kraju je faza
odrzavanja, koja je ujedno 1 najduza faza leCenja. Nakon prve faze terapije pacijent bi trebalo
da ude u fazu remisije kada bolest vise nije klinicki aktivna. Ako u toku terapije dode do
pogorsanja osnovne bolesti, tada kazemo da je pacijent uSao u relaps. Vise citotoksi¢nih
agenasa se koristi u ranijim fazama leCenja, medu koje spadaju metotreksat (MTX),
tiopurinski lekovi, asparginaza, glukokortikoidi i vinkristin, kao i radio-terapija. U fazi
odrzavanja, koja obi¢no traje 18 do 24 meseca, deca obolela od ALL dobijaju skoro

isklju¢ivo samo imunosupresivne lekove 6-merkaptopurin (6-MP) i MTX (Pui & Evans
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2006), antibiotik baktrim i po potrebi antimikotik nistatin. U Srbiji se deca obolela od ALL

le¢e po Berlin-Frankfurt-Miinster (BFM) protokolu, koji ukljucuje sve navedene faze.

1.2.2. Reumatoidni artritis (RA)

RA je hronic¢na, sistemska, autoimuna bolest koja uglavnom zahvata male zglobove u Sakama
1 stopalima. RA se javlja 3 puta ¢eSc¢e kod Zena nego kod muskaraca i ima ucestalost od oko
1% u opstoj populaciji. Odredene genetiCke varijante u HLA lokusu, kao i izloZenost
antigenima i toksinima nekih mikroorganizama su povezane sa povecanim rizikom za razvoj

RA, ipak, etiologija ove multifaktorijalne bolesti je umnogome nepoznata (Terato et al. 2015)

Izlecenje RA za sada nije moguce, ali je u upotrebi veliki broj lekova koji imaju za cilj da
smanje simptome i uspore progresiju bolesti. Trenutno je u upotrebi nekoliko klasa lekova:
nesteroidni antiinflamatorni lekovi, kortikosteroidi, antireumatski lekovi koji menjaju tok
bolesti, u koje spada lek MTX, kao i bioloska terapija. Bioloska terapija ukljucuje terapeutike
koji ciljano inhibiraju molekule ili ¢elije imunog sistema. Od bioloske terapije, za leCenje
RA se najvise koristi anti-TNF terapeutici, u koje se ubraja i lek etanercept (Koenders & van
den Berg 2015).

Kombinovana terapija lekovima MTX-om i etanerceptom se pokazala efikasnijom u le¢enju
RA pacijenata u poredenju sa drugim kombinacijama lekova (Moreland et al. 2012).
Povecanje efikasnosti ove kombinovane terapije, kao 1 izbegavanje nezeljenih efekata
povezanim sa ovim lekovima mogla bi da se postigne upotrebom farmakogenomickih

markera.
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1.3. Lek 6-merkaptopurin (6-MP)

Tiopurinski lekovi su u upotrebi preko 60 godina. Za leCenje akutnih leukemija koriste se
analozi ksantina i guanina, lekovi 6-MP i 6-tioguanin (6-TG), dok se lek azatioprin (AZA)
prevashodno koristi kao imunosupresivni lek za lecenje inflamatornih bolesti creva (eng.
inflammatory bowel disease, IBD), RA, razli¢itih autoimunih bolesti i nakon transplantacije
organa (Coulthard & Hogarth 2005). Sva tri leka su purinski analozi (slika 1.1) i kao takvi
koriste metabolicke puteve koji kontroliSu homeostazu purinskih nukleotida. To im

omogucava da naruse sintezu DNK i RNK (Coulthard & Hall 2001).
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Slika 1.1. Hemijske strukture purina i njihovih tiopurinskih analoga. Preuzeto i modifikovano
iz rada Coulthard i Hogarth-a iz 2005. godine (Coulthard & Hogarth 2005).

Tiopurinski lekovi su neaktivni u svom izvornom obliku. AZA se po ulasku u organizam
neenzimski prevodi u 6-MP i imidazolnu grupu. Znacajnoj metaboli¢koj obradi pre
ispoljavanja svog citotoksicnog dejstva bivaju podvrgnuti 6-MP i 6-TG: oksidaciji, S-
metilaciji i fosforibozilaciji (Lennard 1992). Da bi citotoksi¢ni efekat bio postignut, potrebno
je da se ovi lekovi prevedu u tioguaninske nukleotide (TGN) koji se umesto pravih

guaninskih nukelotida ugraduju u nukleinske kiseline i tako izazivaju zaustavljanje ¢elijskog
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ciklusa i ¢elijsku smrt (Swann et al. 1996). U prvom koraku, pod uticajem intracelijskog
enzima hipoksantin fosforibozil transferaze (HPRT) 6-MP se prevodi u tioinozin monofosfat
(tIMP), a kasnije delovanjem jos§ dva enzima u tioguanozin monofosfat (tGMP). Pod uticajem
istog HPRT enzima 6-TG se direktno prevodi u tGMP. Adenozin kinaza ovo jedinjenje
prevodi u TGN, toksi¢ne nukleotide koji se ugraduju u nukleinske kiseline (Coulthard &
Hogarth 2005). Manje metabolickih koraka je potrebno da se 6-TG prevede u TGN, u
poredenju sa 6-MP ili AZA (slika 1.2).

Na tiopurine, kao i na njihove metabolite deluju ksantin oksidaza (XO) i aldehidna oksidaza
(AO), kao i tiopurin S-metiltransferaza (TPMT). Smatra se da proizvodi oksidacije putem
XO i AO nemaju citotoksi¢nu aktivnost, ali se XO i ne eksprimira u kostanoj srzi i krvnim
¢elijama (Lennard et al. 1987; Coulthard & Hogarth 2005). U ovim metaboli¢ki veoma
aktivnim tkivima, TPMT je glavni enzim odgovoran za metabolizam tiopurinskih lekova.
Zato je kod pacijenata pod terapijom tiopurinskim lekovima, nivo aktivnosti TPMT enzima
obrnuto srazmeran koncentraciji TGN u eritrocitima (Lennard et al. 1987). Visok nivo
tioguaninskih nukleotida u ¢elijama je potreban i1 pozZeljan za dobar ishod lecenja ALL kod
dece, dok su niske koncentracije ovog metabolita dovedene u vezu sa povec¢anim rizikom od
pogorSanja osnovne bolesti. Medutim, pokazano je da smanjena aktivnost TPMT enzima
moze da se dovede u vezu sa velikim rizikom od toksi¢nosti izazvane upotrebom tiopurinskih
lekova, ¢ak i fatalnom, kao i1 sa pojavom sekundarnih maligniteta kod ALL pacijenata

(Relling et al. 1998; Bo et al. 1999).

U toku terapije lekom 6-TG-om koncentracija TGN je visestruko veca u eritrocitima ALL
pacijenata, nego u toku terapije lekom 6-MP-om (Erb et al. 1998). U in vitro studiji je
pokazano da je Celijska linija koja ima visu TPMT aktivnost osetljivija na lek 6-MP, a
rezistentnija na lek 6-TG (Dervieux et al. 2001). Ova pojava se objaSnjava dodatnim
citotoksi¢nim efektom metilovanih metabolita 6-MP-a, za koje je dokazano da inhibiraju de
novo sintezu purina (Hogarth et al. 2008; Bokkerink et al. 1993). Takode, predlozeno je da
lekovi 6-MP i 6-TG delimi¢no svoj citotoksi¢ni efekat ostvaruju i smanjenjem ukupne
metilacije DNK u ¢eliji. Ipak, ugradnja TGN-a u DNK/RNK se smatra glavnim mehanizmom
citotoks¢nosti tiopurinskih lekova (slika 1.2) (Fotoohi et al. 2010).



uvoD

Inhibicija de

novo sinteze
purina

metil-6-MP metil-tIMP metil-tGMP metil-6-TG

B

AZA —— 6-MP —————— 6—tIMP = 6-tGMP 6-TG
.“ 6-tiDP @ !

Tiouridinska / I Ugradivanje
kiselina 6-tITP TGN TGN u DNK i

RNK

Slika 1.2. Metaboli¢ki put tiopurina i njihovo citotoksi¢no dejstvo. 6-MP — 6-merkaptopurin,
6-TG — 6-tioguanin, 6-tIMP — 6-tioinozitolmonofosfat, 6-tIDP — 6-tioinozitoldifosfat, 6-tITP
— 6-tioinozitoltrifosfat, 6-tGMP — 6-tioguanozinmonofosfat, AZA — azatioprin, TGN —
tioguaninski nukleotidi, ITPA — inozin trifosfat pirofosfathidrolaza, HPRT — hipoksantin
fosforiboziltransferaza, TPMT — tiopurin S-metiltransferaza, XO — ksantin oksidaza.

Geneticke varijacije koje bi mogle biti izuzetno vazne za individualizaciju terapije lekom 6-
MP-om koje su u ovom radu izu¢avane nalaze se u genima: TPMT, inozin trifosfataza (ITPA),
ATP vezujuca kaseta supfamilija B, ¢lan 1 (ABCB1), ATP vezujucéa kaseta supfamilija C,
¢lan 4 (ABCC4), kao i metilentetrahidrofolat reduktaza (MTHFR). Transporteri leka 6-MP,
ABCBI i ABCC(C4, takode prenose i lek metotreksat (MTX) iz ¢elije. Enzim MTHEFR je jedan
od glavnih u metabolickom putu folata 1 leka MTX-a. Zbog toga ¢e varijacije u genima
ABCB1, ABCC4 biti razmatrane zasebno, a varijacije u genu MTHFR, u delu koji opisuje
metabolizam leka MTX-a.
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1.3.1 Tiopurin S-metiltransferaza (TPMT)

Gen TPMT se nalazi se na kratkom kraku hromozoma 6, sadrzi 10 egzona i dugacak je 34kb
(Szumlanski et al. 1996) (slika 1.3). Drugi egzon ovog gena naj¢esce ne ulazi u sastav iRNK,
nego se iseca splajsovanjem. Protein TPMT gradi 245 aminokiselina sa molekulskom masom
od 35kD (Coulthard & Hogarth 2005). Identifikovan je i mapiran i pseudogen koji ne sadrzi
intronske sekvence na kratkom kraku hromozoma 18 koji je 96% homolog genu TPMT (Lee
et al. 1995).

Tﬂ*ﬁl:l-fﬁ[l-/ﬁl-/ﬁ?—/ﬁl-ff-rfl-/ﬁlﬁf? —

VNTR c.238G>C c.460 G>A c.719 A>G

Slika 1.3. Sematski prikaz gena TPMT. Egzoni su predstavljeni pravougaonicima, kodirajuéi
deo je crno obojen. Lokacije varijabilnog broja tandemskih ponovaka (VNTR) u promotoru
1 tri najc¢eS¢e varijacije u kodirajuéem regionu gena su oznacene strelicama. Preuzeto i
modifikovano iz rada Wang-a i Weinshilboum-a iz 2006. godine (Wang & Weinshilboum
2006).

TPMT je citosolni enzim koji katalizuje S-metilaciju aromati¢nih i heterocikli¢nih
sulfhidrilnih jedinjenja ukljucujuéi i tiopurinske lekove (Tai et al. 1996). Ovaj metabolicki
put predstavlja jedan od najvaznijih puteva detoksifikacije tiopurinskih lekova, posebno u
tkivima gde se drugi enzimi za detoksifikaciju ne eksprimiraju. TPMT enzim prenosi metil
grupu sa kofaktora S-adenozilmetionina (SAM) na supstrat, a SAM se zauzvrat prevodi u S-
adenozilhomocistein (SAH). Pokazano je da SAM stabilizuje TPMT enzim i da je, stoga,
njegova koncentracija u ¢éeliji pozitivno korelisana sa aktivnoséu TPMT enzima (Milek et al.

2009; Milek et al. 2012).

Tiopurinski lekovi se koriste u le€enju mnogih bolesti a podnosSenje i terapeutski efekat ovih

lekova zavisi prevashodno od aktivnosti TPMT enzima. Aktivnost ovog enzima moguce je
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predvideti odredivanjem naj¢e$¢ih varijacija u kodiraju¢em regionu gena TPMT (Spire-
Vayron de la Moureyre et al. 1998; Schaeffeler et al. 2004), sto je metod izbora u klinickoj
praksi jer je merenje aktivnosti enzima u eritrocitima skuplji 1 zahtevniji proces. Takode,
izmerena aktivnost TPMT enzima pre predstavlja trenutno stanje aktivnosti samog enzima,
nego trajnu karakteristiku, a veoma zavisi od toga da li pacijent dobija terapiju u momentu
samog merenja i da li je u skorije vreme primio transfuziju krvi. Zbog toga je, ako se ova
metoda koristi za pracenje aktivnosti TPMT enzima, pozeljno odrediti TPMT aktivnost u

viSe uzoraka krvi prikupljenih tokom duzeg vremenskog perioda (McMillin 2007).

Varijacije u genu TPMT i to u kodiraju¢em regionu gena su najvaznije za funkciju samog
enzima, a samim tim i znacajni farmakogenomicki markeri. To su na prvom mestu
nesinonimne zamene nukleotida koje uticu na promenu primarne strukture TPMT enzima.
Mutacije na granicama izmedu egzona i introna koje narusavaju obradu primarnog

transkripta i delecije egzona se rede javljaju (Wang & Weinshilboum 2006).

TPMT aktivnost nasleduje se autozomalno kodominantno (Weinshilboum & Sladek 1980).
Funkcionalni alel, oznacava se sa TPMT*1 i povezuje se sa visokom aktivnos¢u enzima ako
se nade u homozigotnom stanju. Homozigotno stanje podrazumeva da se isti alel nade na oba
homologa hromozoma. Prijavljeno je 37 varijantnih alela koji se oznacavaju od TPMT*2 —
TPMT*38 (http://www.imh.liu.se/tpmtalleles?l=en, podaci iz januara 2015. godine). Za
veliku veéinu ovih varijantnih alela vazi da ako se nadu u heterozigotnom stanju sa
neizmenjenim alelom, ovi izmenjeni aleli uslovljavaju nesto smanjenu aktivnost TPMT
enzima. Heterozigotno stanje podrazumeva da se kod jedne osobe razliciti aleli nadu na dva
homolologa hromozoma. Medutim, ako se izmenjeni aleli nadu na oba homologa

hromozoma, tada je aktivnost TPMT enzima izrazito niska, €esto nemerljivo mala

(Weinshilboum & Sladek 1980).

Odredivanje TPMT statusa, merenjem aktivnosti samog enzima iz uzorka krvi pacijenta ili
genotipizacijom gena TPMT, se preporucuje pre pocetka terapije tiopurinima. Na osnovu
dobijenih rezultata se prepisuje pocetna doza tiopurinskih lekova za pojedina¢nog pacijenta

1/ili modifikuje terapijska doza u slucaju ispoljene toksi¢nosti povezane sa terapijom,

10
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odnosno detekcije farmakogenomickih markera koji se dovode u vezu sa smanjenom
aktivno§¢u TPMT enzima (www.pharmgkb.org). Iako korisno u klini¢koj praksi, TPMT
testiranje ne moze da zameni pracenje toksi¢nosti tiopurinske terapije. Pacijenti nosioci
homozigotnog funkcionalnog TPMT alela, kojih ima oko 90% u belim populacijama,
najc¢esce dobijaju punu dozu tiopurinskih lekova propisanu protokolima i tada obi¢no ne
dolazi do ispoljavanja toksi¢nih efekata samog leka. Heterozigotni nosioci varijantnin TPMT
alela, ¢ija je ucestalost u belim populacijama oko 10%, dobijaju doze lekova na pocetku
terapije umanjene za 30 — 70%, koje se posle odredenog vremena postepeno mogu povecati
do pune doze (Dokmanovic et al. 2006; Relling et al. 1999). Ukoliko dode do toksi¢nosti
uzrokovane tiopurinskom terapijom, terapija se obavezno prekida, saniraju se posledice
toksicnosti pa se nakon toga ponovo ukljucuju ali ovog puta umanjene doze tiopurinskih
lekova. Ovakva toksi¢nost se najceS¢e manifestuje pojavom febrilnih neutropenijskih
epizoda, po zivot opasnom leukopenijom, toksi¢nosc¢u gastrointestinalnog trakta ili infekcija
(Karas-Kuzelicki et al. 2009). U populaciji ima 0.3 — 0.6% ljudi koji na oba homologa
hromozoma nose nefunkcionalne TPMT alele. Za njih je preporuceno da pocnu lecenje 20
puta manjom dozom od standardne ili da uopste ne koriste tiopurinske lekove. Kod 1 — 2%
pacijenata detektovana je izrazito visoka aktivnost TPMT enzima (Schaeffeler et al. 2004;
Weinshilboum & Sladek 1980). Takvi pacijenti dobijaju i do 50% veée doze tiopurinskih
lekova od standardne, pa Cak 1 tako, Cesto ne odgovaraju adekvatno na terapiju. Treba
naglasiti da iako smanjenje doze 6-MP-a na pocetku terapije kod ALL pacijenata koji su
nosioci bar jednog nefunkcionalnog TPMT alela smanjuje rizik od toksi¢nosti i sekundarnih
maligniteta, u isto vreme se povecava 1 rizik od ponovne pojave veoma aktivne bolesti tj.

relapsa (Levinsen et al. 2014).

Funkcionalni TPMT*1 alel se u belim populacijama javlja sa ué¢estalo$¢u od oko 95 %, manje
ucestalo nego u azijskim, pa se namece pitanje da li iz nekog razloga prirodna selekcija ima
ulogu u oblikovanju ovakvog stanja (Collie-Duguid et al. 1999). Do tog odgovora naucnici
jo§ uvek nisu dosli jer i dalje nije otkriveno koji je prirodni supstrat TPMT enzima, odnosno
koja je uloga ovog enzima kada osoba ne unosi tiopurinske lekove u organizam (Fotoohi et

al. 2010). Tri najcesce nesinonimne promene u kodiraju¢em delu gena TPMT, ¢.238 G>C,
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c.460 G>A i c.719 A>G, c¢ine 80 — 95% svih nefunkcionalnih TPMT varijanti u belim
populacijama. Medu izmenjenim TPMT alelima, u ¢ijem sastavu su jedna ili dve od ove tri
promene, najéesce se javljaju TPMT*2 (c.238 G>C), TPMT*3A (c.460 G>A i c.719 A>G),
TPMT*3B (c.460 G>A) i TPMT*3C (c.719 A>G) (Spire-Vayron de la Moureyre et al. 1998;
Tai et al. 1996). U belim populacijama i populacijama jugoistoéne Azije najcesce se javlja
TPMT*3A, dok se u Kini i kod Afroamerikanaca (Hon et al. 1999) najcesce javlja TPMT*3C
alel (Collie-Duguid et al. 1999).

Najcesce varijacije u genu TPMT povezane sa smanjenom aktivno$¢u enzima su po tipu
SNV. Kada se nadu u homozigotnom stanju, ove varijante dovode do nemerljivo male
aktivnosti enzima, mada je razlika izmedu ,,normalnog* i izmenjenog enzima u samo jednoj
ili dve aminokiseline. Pogresno uvijanje varijantnih alozima praé¢eno ubikvitinizacijom i
degradacijom na proteozomu je glavni mehanizam ovako smanjene aktivnosti (Tai et al.
1997).

Varijacije u genima se inace najceS¢e detektuju metodama baziranim na lancanoj reakciji
polimerizacije (PCR-u) koriste¢i genomsku DNK izolovanu iz uzorka krvi, biopsije tkiva ili
bukalnog brisa pacijenta. Ukoliko se detektuje vi$e varijanti u istom genu u heterozigotnom
stanju, bez dodatnih analiza pripadnika porodice pacijenta nije moguce odrediti haplotip,
odnosno geneticke varijante na svakom od dva homologa hromozoma. Ova ¢injenica oteZava
genotipizaciju gena TPMT u klini¢koj praksi. Naime, ako se kod pacijenta detektuju
varijacije na pozicijama 460 i 719 u heterozigotnom stanju, nije moguce bez dodatnih
porodi¢nih studija utvrditi da li se radi o TPMT*1/TPMT*3A alelskoj kombinaciji povezanoj
sa intermedijarnom aktivnos$cu ili o TPMT*3C/TPMT*3B koja uti¢e na zanemarljivo malu
aktivnost TPMT enzima (Weinshilboum & Sladek 1980). Ipak, ukoliko je poznato kojoj
populaciji pacijent pripada, nekad se moze odrediti verovatnija kombinacija alela. Na primer,
u belim populacijama TPMT*1 i TPMT*3A aleli su znatno ¢e$¢i od TPMT*3C i TPMT*3B
alela. To znaci da ukoliko se kod osobe evropskog porekla detektuju varijacije na pozicijama
€.460 i ¢.719 u heterozigotnom stanju, najverovatnije se radi o TPMT*1/TPMT*3A alelskoj
kombinaciji povezanoj sa intermedijarnom TPMT aktivno$¢u. Ovaj podatak svakako ne

iskljucuje neophodnost porodi¢nih studija.
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Distribucija aktivnosti TPMT enzima kod ljudi je trimodalna (Weinshilboum & Sladek
1980), medutim ne postoji jasna granica izmedu visoke i intermedijarne TPMT aktivnosti.
Cak i medu pacijentima koji ne nose najée$ée varijante u kodirajuéem regionu gena TPMT,
postoji znacajna varijabilnost u enzimskoj TPMT aktivnosti. (Alves et al. 2001). Takode,
nadeni su nosioci TPMT*1/TPMT*1 genotipa koji imaju intermedijarnu aktivnost enzima,
kao i nosioci jednog nefunkcionalnog alela koji pokazuju visoku aktivnost (Spire-Vayron de
la Moureyre et al. 1998). Sve ovo dovodi do zaklju¢ka da postoje faktori van kodirajuceg
regiona gena TPMT, faktori modifikatori, koji uti¢u na aktivnost TPMT enzima. Ovi faktori
mogu biti varijacije u aktivnosti enzima folatnog puta od kojih zavisi koncentracija kofaktora
TPMT enzima, SAM-a, ili retke varijante u kodiraju¢em regionu gena TPMT koje se
rutinskim farmakogenomickim analizama ne detektuju. Takode, varijante u regulatornom
regionu gena TPMT, kao $to je promotor ovog gena, mogu znacéajno da uti¢u na nivo genske

ekspresije tj. na koli¢inu sintetisanog TPMT enzima i kona¢no na TPMT aktivnost.

1.3.1.1.Promotor gena TPMT

Promotor gena TPMT ne sadrzi ni TATA ni CCAAT element. Medutim, proksimalnih 873bp
promotorskog regiona ima 71% GC bazni sastav i sadrzi GC blokove za koje se vezuje Spl
transkripcioni faktor (eng. stimulating protein 1). Ovaj protein je Siroko eksprimiran u
humanim tkivima, a poznato je da moze da pokrene transkripciju mnogih promotora koji ne
sadrze TATA blok. U promotoru se nalaze vezujuca mesta za Erg-1 1 njemu sli¢ne faktore
kao i za AP-2 i NF-xB transkripcione faktore. Takode, poznato je nekoliko transkripcionih
start pozicija koje su vrlo bliske prvootkrivenoj poziciji koja nosi +1 obelezje (Krynetski et
al. 1997; Fessing et al. 1998).

Minisatelitski ili region varijabilnog broja tandemskih ponovaka (VNTR) promotora gena
TPMT prostire se distalno od -43 baznog para u odnosu na start transkripcije i ukupne je
duzine izmedu 52 i 160bp (Spire-Vayron de la Moureyre et al. 1999). VNTR region je
izrazito GC bogat i pokazano je da se za njega vezuju Spl i Sp3 transkripcioni faktori (Zukic

et al. 2010). Ovaj region sadrzi izmedu 3 1 9 nesavrSenih tandemskih ponovaka. Postoji
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ukupno 3 tipa ponovaka nazvanih A, B i C koji se razlikuju po duzini i nukleotidnoj sekvenci
(tabela 1.1). A ponovak je duzine 18bp, dok su B i C dugacki po 17bp. Prvih 14bp je identi¢no
u svim tipovima ponovaka, a razlikuju se po preostala 3 ili 4bp. U svakom VNTR alelu,
ponovci su poredani na isti nacin: prvo A, slede¢i je B 1 na kraju C, bez umetnutih sekvenci

izmedu.

Tabela 1.1. Tip i sekvenca ponovaka u VNTR regionu promotora gena TPMT

Tip ponovka Sekvenca ponovka*
Ponovak A 5’-GAGGCGGGGCGCGGGAAA-3
Ponovak B 5’-GAGGCGGGGCGCGGGCG-3’
Ponovak C 5’-GAGGCGGGGCGCGGAGA-3’

*Sekvence po kojima se ponovci medusobno razlikuju su podebljane

Broj A i B ponovaka varira kod razli¢itih VNTR alela, dok je C ponovak uvek jedan. Tako
se moze desiti da aleli imaju isti broj ponovaka, ali razli¢itu internu strukturu — arhitekturu.
Arhitektura do sada opisanih VNTR alela bi se mogla ukratko opisati sledeCom formulom:
AnBmC, gde n moze imati vrednosti od 1 do 7, a m od 1 do 6. Usvojena je nomenklatura
prema kojoj se tip VNTR alela obeleZzava ukupnim brojem jedinica, iza kojeg sledi slovo
koje se odnosi na redosled otkrivanja alela sa istim ukupnim brojem ponovaka (tabela 1.2).
Iako A, odnosno B ponovaka u alelu moze da bude i 7, odnosno 6, zanimljivo je da su
izuzetno retki VNTR aleli koji imaju po 3 ili viSe i A 1 B ponovaka. Aleli koji se najcesce
javljaju su VNTR*4a sa ucestaloS¢u od oko 50% 1 VNTR*5a sa u€estaloS¢u oko 30%. Posle
njih slede VNTR*6a sa ucestalos¢u oko 10 % 1 VNTR*7a sa ucestalos¢u od oko 6%. Ostali

aleli su znatno manje ucestali (Marinaki et al. 2003; Alves et al. 2001).

Do sada je objavljeno vise studija o uticaju VNTR regiona promotora gena TPMT na njegovu
ekspresiju. Uglavnom je merena aktivnost TPMT enzima u eritrocitima koja je poredena sa
tipom VNTR koju pacijent nosi, pri tom su ispitivane osobe koje ne nose varijacije u
kodiraju¢em regionu gena TPMT. Treba ista¢i da se su neke studije uzimale u obzir samo

uticaj ukupnog broja ponovaka na aktivnost TPMT enzima ili transkripciju gena TPMT, bez
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zadiranja u unutrasnju strukturu VNTR regiona (Yan et al. 2000; Spire-Vayron de la
Moureyre et al. 1998).

Tabela 1.2. VNTR aleli promotora gena TPMT

VNTR alel Broj A ponovaka Broj B ponovaka Broj C ponovaka
VNTR*3 1 1 1
VNTR*4a 2 1 1
VNTR*4b 1 2 1
VNTR*5a 2 2 1
VNTR*5b 3 1 1
VNTR*6a 2 3 1
VNTR*6b 1 4 1
VNTR*6c 4 1 1
VNTR*6d 3 2 1
VNTR*7a 5 1 1
VNTR*7b 1 5 1
VNTR*7c 4 2 1
VNTR*8a 6 1 1
VNTR*8b 2 5 1
VNTR*9a 7 1 1
VNTR*9b 2 6 1

Preuzeto iz rada Zuki¢ i saradnika iz 2010 godine (Zukic et al. 2010)

Pokazano je da pacijenti nosioci vise od 10 VNTR ponovaka na oba hromozoma imaju
povecane Sanse da iskuse nezeljene efekte pri leCenju azatioprinom nego oni sa 10 ili manje
VNTR ponovaka u promotoru gena TPMT (Fabre et al. 2004). Sa pove¢anjem ukupnog broja
VNTR ponovaka smanjuje se aktivnost TPMT enzima (Spire-Vayron de la Moureyre et al.
1998). Trend potvrduju i dve studije koje povezuju smanjenu aktivnost TPMT enzima sa

alelima sa vise od 5 VNTR ponovaka (Yan et al. 2000; Alves et al. 2001). Pored toga, genotip
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VNTR*4/VNTR*5 (VNTR*4 i VNTR*5 su aleli sa ukupno 4, odnosno 5 ponovaka, bez
obzira na arhitekturu) doveden je u vezu sa najve¢om aktivnoséu TPMT enzima (Yan et al.
2000). Alves i saradnici dovode u vezu prisustvo VNTR*6a alela sa smanjenom TPMT
aktivnoscu (Alves et al. 2001). Osim toga, pokazano je da VNTR alel sa ukupno 7 ponovaka
ima inhibitorni efekat na transkripciju gena TPMT, dok su stimulatorni efekat na transkripciju
gena TPMT pokazali promotori gena TPMT sa 8 VNTR ponovaka (Spire-Vayron de la
Moureyre et al. 1999). Medutim, studija Marinaki i saradnika ne pokazuje statisti¢ki znac¢ajan
uticaj ukupnog broja A, B ili totalnog broja ponovka na ekspresiju gena TPMT (Marinaki et
al. 2003).

Na poziciji -327 u promotoru gena TPMT nalaze se tandemski trinukleotidni GCC ponovci
kojih naj¢esce ima 6. Medutim, postoje aleli sa 5, odnosno 7 ponovaka koji se dovode u vezu
sa povecanom ekspresijom reporterskog gena in vitro (Roberts et al. 2008). Takode, retki
aleli sa 5 odnosno 7 GCC ponovaka su detektovani kod ljudi koji imaju izrazito visoku TPMT
aktivnost (Roberts et al. 2008). Ova studija je napravila pomak u razumevanju velike

varijabilnosti u aktivnosti TPMT enzima kod ljudi koji nose funkcionalne TPMT alele.

1.3.2 Inozin trifosfataza (ITPA)

Gen ITPA se nalazi na kratkom kraku hromozoma 20 i kodira enzim inozin trifosfat
pirofosfohidrolazu (ITPA). Ovaj enzim katalizuje pirofosfohidrolizu nekanonskih (deoksi)
nukleotid trifosfata, (d)NTP, u (deoksi)nukleotid monofosfate, (d)NMP, sprecavajuci
akumulaciju genotoksi¢nih jedinjenja koja mogu biti ugradena u nukleinske kiseline. Na ovaj
nacin ITPA enzim spasava Celiju od oSte¢enja DNK koja mogu dovesti do apoptoze ili

neoplasti¢ne transformacije ¢elije (Stocco et al. 2013).

Nekanonske baze kao §to su inozin i ksantin mogu da se sparuju sa kanonskim. Njihovi
nukleotidi predstavljaju supstrate za DNK i RNK polimeraze. Poznato je da inozin formira
vodoni¢ne veze sa citozinom, i zato Sto se formiraju samo dve vodoni¢ne veze, ova veza je

slabija nego kad se sparuju kanonske baze (Martin et al. 1985). Inkorporacija dITP sama po
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sebi ne oste¢uje DNK, jer se dITP najces¢e ugraduje nasuprot citozina, ponasajuci se kao
guanin tokom replikacije. Medutim, aktiviranjem sistema popravke DNK, na mestu
ugradenog ITP, uvode se jednolancani prekidi na DNK ili dolazi do homologe rekombinacije,
Sto moze dovesti do hromozomskih rearanzmana. Ksantinski nukleotid, takode, moze da se
ugradi u DNK nasuprot citozina, ali sa manjom efikasnos¢u (Suzuki et al. 1998).
Prepoznavanje ugradenog ksantinskog nukleotida u DNK dovodi do zaustavljanja
replikacione masinerije Sto zahteva aktivaciju sistema popravki DNK ili se oStecenje tolerise,

pa moze do¢i do promene DNK sekvence (Simone et al. 2013).

Nekanonski (d)NTP se prirodno u ¢eliji nalaze u niskim koncentracijama zahvaljujuci
aktivnosti ITPA enzima. Medutim, varijacije u genu ITPA mogu uticati na smanjenje
aktivnosti ovog enzima, $to za posledicu ima povecanje koncentracije ITP nukleotida u
citoplazmi (Vanderheiden 1969). Za razliku od miSeva gde je nokautiranjem gena ITPA
znatno povecana smrtnost ovih Zivotinja, kod ljudi koji nose nefunkcionalne ITPA alele nema
ociglednih posledica po zdravlje. Ipak, odavno je pokazano da postoji povecan rizik od
dusevnih bolesti kod ljudi koji imaju smanjenu aktivnost ITPA enzima u eritrocitima
(Vanderheiden & Zarate-Moyano 1976).

NajviSe proucavana geneticka varijacija u genu ITPA je c.94 C>A koja dovodi do
aminokiselinske zamene Pro32Thr u ITPA proteinu. ITPA enzim je homodimer, a ova
promena destabilizuje kompleks dimera ¢ak i kada samo jedan od monomera nosi Pro32Thr
promenu. Tako dolazi do drasti¢nog smanjenja ITPA aktivnosti 1 kod heterozigotnih nosilaca
ove promene, za oko 75%. Drugi SNV, ITPA ¢.124+21A>C smesten u intronu gena dovodi

do smanjenja ITPA aktivnosti narusavajuci pravilan splajsing (Arenas et al. 2007).

Varijacije u genu ITPA su proucavane u vezi sa toksi¢no$¢u izazvanom tiopurinskim
lekovima kod pacijenata obolelih od defje ALL kao i od inflamatornih bolesti creva.
Pokazano je da pedijatrijski ALL bolesnici koji nose bar jedan nefunkcionalni ITPA alel
imaju vecu verovatnoc¢u da razviju mijelotoksi¢nost (Stocco et al. 2009), ali zato imaju manju

Sansu da udu u relaps (Smid et al. 2014). Postoji vise kontroverzi o uticaju varijacija u genu
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ITPA na uspeSnost i sigurnost azatioprina kod pacijenata sa inflamatornim bolestima creva

(Simone et al. 2013).

Postoje nagovestaji da ITPA ¢.94 C>A varijacija ima uticaj na uspesnost leCenja artritisa
lekom MTX-om. Kod pacijenata koji nose varijantni ITPA c.94A alel, ili imaju smanjenu
ITPA aktivnost iz nekog drugog razloga, smanjena je efikasnost lecenja inflamatornih bolesti
MTX-om (Pastore et al. 2014; Wessels et al. 2006). Smatra se da je razlog u tome $to ITPA
enzim, indirektno, uticuci na koncentraciju IMP-a i AMP-a, moze da poveca koncentraciju
adenozina, koji je endogeni, antiinflamatorni agens. Ukoliko je ITPA enzim manje aktivan,
adenozin ¢e biti manje dostupan, pa ¢e njegov antiinflamatorni efekat biti umanjen (Simone
etal. 2013).

1.4. Lek metotreksat (MTX)

Pre vise od 65 godina je prvi put opisano stanje remisije kod dece obolele od ALL, stanje u
kome je osnovna bolest neaktivna, i to nakon upotrebe folatnih antagonista u leCenju ove
bolesti (Farber & Diamond 1948). Prvi antifolatni agensi su bili analozi folata aminopterin i
njegov homolog 4-amino-10-metilfolna kiselina poznatija kao lek MTX. Lek MTX se danas
koristt u lecenju miliona pacijenata obolelih od razliitih malignih, inflamatornih i

autoimunih bolesti (Assaraf 2007).

MTX inhibira kljuéni enzim u metabolizmu folata, dihidrofolat reduktazu (DHFR)
mehanizmom kompetitivne inhibicije. MTX se ¢vrsto veze za enzim DHFR, skoro
ireverzibilno, onemogucavajuci vezivanje prirodnih supstrata. DHFR enzim obnavlja rezerve
redukovane forme folata tako Sto prevodi folnu kiselinu i dihidrofolat (DHF) u tetrahidrofolat
(THF). Postoji vise aktivnih formi folata (slika 1.4), 5,10-metilen-THF, 10-formil-THF i 5-
metil-THF koje u ¢eliji sluze kao donori monokarbonskih jedinica - metilen, formil i metil
grupa. Koriste se za sintezu timidilata u reakciji koju katalizuje enzim timidilat sintaza
(TYMS), za sintezu purina uz pomo¢ enzima glicinamid ribonukleotid (GAR) transamilaze

i aminoimidazol karboksamid ribonukletid (AICAR) transformilaze, kao i za prevodenje
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homocisteina u metionin (slika 1.5). Metionin je prekursor SAM-a, koji se koristi za reakcije
metilacije, ukljucujuéi i metilaciju DNK. Nedostatak THF inhibira ove procese u ¢eliji nakon
¢ega dolazi do sprecavanja sinteze DNK, smanjenja DNK metilacije, porasta koncentracije

homocisteina i kona¢no smrti same ¢elije (Assaraf 2006).
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Slika 1.4. Hemijske strukture folne kiseline, redukovanih folata (sa istaknutim aktivnim
grupama) i strukturnog analoga folata — metotreksata. THF — tetrahidrofolat. Preuzeto i
modifikovano iz rada Yehuda G. Assaraf-a iz 2006 godine (Assaraf 2006).

Folati predstavljaju derivate vitamina B9 koji Celije sisara ne mogu da sintetiSu, nego ih
moraju unositi hranom. Folati vrlo slabo difunduju kroz ¢elijsku membranu, te da bi usli u
¢eliju moraju ih preneti specifi¢ni transporteri. Transporter redukovanih folata (RFC1) unosi
u ¢eliju i prirodne folate i MTX (Hou & Matherly 2014). Nakon unosa folata i MTX-a u
¢eliju, na njith se enzimski katalizovano dodaju glutamatne jedinice — proces

poliglutaminacije. Na ovaj nacin se prirodni i anti-folati zadrzavaju u ¢eliji i povecava im se
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afinitet za enzime folatnog puta. MTX u poliglutamatnoj formi se efikasnije vezuje i tako
inhibira enzime folatnog puta: DHFR, AICAR transformilazu i TYMS (Assaraf 2006;
Allegra et al. 1985) (slika 1.5).

Folna kiselina

Folna kiselina

®\ Metionin

Legenda:
O Enzim
O Transporter
/ Inhibicija
_/ Aktivacija

5-metil-THF

Slika 1.5. Metabolicki put folata i njegova inhibicija lekom MTX-om. DHF — dihidrofolat,
DHFR - dihidrofolat reduktaza, dTMP — deoksitimidinmonofosfat, dUMP -
deoksiuridinmonofosfat MTHFR — metilentetrahidrofolat reduktaza, pg-MTX -
poliglutamatna forma MTX-a, RCF1 - transporter redukovanih folata, SAM - S-
adenozilmonofosfat, SAH — S-adenozilhomocistein THF — tetrahidrofolat, TPMT — tiopurin
S-metiltransferaza.

Kao $to je ve¢ pomenuto, okosnicu terapije odrzavanja u le€enju ALL kod dece Cine lekovi
6-MP i MTX. Zanimljivo je $to u delovanju lekova 6-MP-a i MTX-a postoji sinergizam.
Naime, lek MTX inhibira enzim XO, ucesnika metabolickog puta tiopurinskih lekova,
direktno se vezujuéi za ovaj enzim, i tako povecava dostupnost leka 6-MP-a. Osim toga,

inhibiraju¢i DHFR enzim, lek MTX smanjuje koncentraciju aktivnih formi folata, $to utice

20



uvoD

na smanjenje koncentracije SAM-a, kofaktora koji stabilizuje TPMT enzim. | na ovaj nacin
lek MTX povecava citotoksi¢ni potencijal samog leka 6-MP-a. Na kraju, i jedan i drugi lek
inhibiraju sintezu purina, 6-MP preko svojih metilovanih metabolita, a MTX direktno,
inhibiraju¢i enzim AICAR transformilazu i indirektno, smanjuju¢i dostupnost neophodnih

formi folata (Giverhaug et al. 1999).

Geneticke varijacije koje bi mogle biti izuzetno vazne za individualizaciju terapije lekom
MTX koje smo u ovom radu izuCavali nalaze se u genima: TYMS, MTHFR, DHFR,
SLC19A1, ABCBL1 i ABCCA4.

1.4.1. Timidilat sintaza (TYMS)

Gen TYMS nalazi se na kratkom kraku hromozoma 18. TYMS enzim katalizuje prevodenje
dUMP (uridin monofosfat) u dTMP (timidin monofosfat), nukleotid koji je neophodan za
DNK replikaciju i popravku DNK. Za ovu reakciju je neophodno prisustvo folatnog
kofaktora, 5,10-metilen-THF-a koji se u ovom koraku oksiduje do dihidrofolata. Zbog vazne
funkcije koju enzim TYMS obavlja kod ¢elija koje se brzo dele, inhibicija ovog enzima je
od interesa kao mehanizam lecenja razli¢itih vrsta kancera 1 inflamatornih bolesti. Medu
inhibitorima TYMS enzima su analozi pirimidina, fluoropirimidini, i folatni analozi, u koje
spada i MTX (Lurje et al. 2009; Lima et al. 2013).

Aktivnost TYMS enzima zavisi od genetickih varijacija u genu TYMS. Do sada su najvise
proucavane bile varijacije u 5’UTR 1 3’UTR regionima (eng. UTR = untranslated region)
ovog gena. Ovi regioni okruzuju kodiraju¢u sekvencu iRNK (informacione RNK), te stoga,

mogu da uticu na stabilnost iRNK ili na efikasnost translacije (Lynch et al. 2005).

U 5°UTR regionu gena TYMS se nalazi minisatelitski region koga ¢ine ponovci dugacki 28bp.
Ovih ponovaka najces¢e ima 3 ili 2, mada su nadeni aleli sa 4 ili viSe ponovaka. lako
mehanizam nije sasvim jasan, pokazano je da alel sa 2 ponovka (2R) uslovljava slabiju

translaciju TYMS-a u odnosu na alel sa 3 ponovka (3R) (Kawakami et al. 2001).

21



uvoD

U 3’UTR regionu gena TYMS se nalazi 6bp dugacak indel, odnosno geneticka varijacija gde
jedan alel na odredenom lokusu ima umetnutu (insertovanu), odredenu sekvencu, dok je kod
drugog alela ta sekvenca izbacena (deletirana). Ucestaliji alel sadrzi sekvencu od 6bp, 5° —
TTAAAG - 3’, dok je kod redeg alela ova sekvenca odsutna. Alel sa deletiranom sekvencom
uslovljava slabiju ekspresiju gena, verovatno usled smanjene stabilnosti iIRNK (Pullmann et
al. 2006). Medutim, zanimljivo je da se alel iz 5’UTR regiona gena TYMS koji uslovljava
povecanu ekspresiju (3R) obi¢no nasleduje sa alelom iz 3’UTR regiona koji uslovljava

smanjenu ekspresiju (6bp-), i vice versa (Lima et al. 2014).

Za nosioce alela koji uticu na smanjenu TYMS ekspresiju se ocekuje da u svojoj DNK imaju
povecan sadrzaj deoksiuridinskih nukleotida. Stoga postoji povecana verovatnoc¢a da se ovi
nukleotidi pogresno ugrade u DNK prilikom DNK replikacije ili popravke DNK. Ovakva
ostecenja DNK mogu uzrokovati pojavu malignih oboljenja, pa se moze ocekivati da
geneticke varijante koje se dovode u vezu sa smanjenom ekspresijom gena TYMS budu
faktori rizika za razvice kancera. Neke studije pokazale da postoji povecan rizik za nastanak
malignih oboljenja kod nosioca TYMS 2R alela, veéina nije ove navode potvrdila, a neke
studije su ¢ak pokazale suprotno (de Jonge et al. 2009). Kada je proucavan uticaj 6bp indel
promene u 3’UTR regionu gena TYMS na rizik za nastanak malignih oboljenja rezultati su
takode bili kontraverzni (Lima et al. 2013; Koppen et al. 2010).

Farmakogenomicki znacaj varijacija u genu TYMS prilikom lecenja pacijenata obolelih od
razli¢itih malignih i autoimunih bolesti antifolatnim i fluourouridinskim lekovima je vec¢
neko vreme u fokusu istrazivanja. Lek MTX, posebno kada je poliglutamatnoj formi, kao i
lek 5-fluorouracil direktno se vezuju za TYMS enzim i tako ga inhibiraju (Allegra et al.
1985). Ukoliko ovog enzima u ¢eliji prirodno ima viSe, $to moZe da bude i usled prisustva
TYMS alela koji uslovljavaju poveéanu gensku ekspresiju, za takve pacijente se ocekuje da
¢e pomenuti lekovi biti manje toksi¢ni ali i da ¢e efikasnost terapije biti slabija. Zaista,
pokazano je da deca obolela od ALL koja nose TYMS 3R3R genotip imaju povecan rizik od
relapsa (Krajinovic et al. 2005), dok RA pacijenti koji nose TYMS 3R3R genotip pokazuju
slabiji odgovor na terapiju lekom MTX-om (Lima et al. 2014). Medutim, kod adultnih ALL
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pacijenata nosilaca TYMS 3R3R genotipa, ova geneticka varijanta se dovodi u vezu sa

nastankom anemije tokom lec¢enja lekom MTX-om (Ongaro et al. 2009).

1.4.2. Metilentetrahidrofolat reduktaza (MTHFR)

Gen MTHFR se nalazi na kratkom kraku prvog hromozoma i kodira istoimeni enzim koji
katalizuje ireverzibilno prevodenje 5,10-metilen-THF-a u 5-metil-THF. Kofaktor 5-metil-
THF je neophodan za prevodenje homocisteina u metionin. Metionin podleze S-adenilaciji i
formira SAM. SAM je glavni donor metil grupe u svim reakcijama metilacije u Celiji,

ukljucujudi metilaciju i proteina i DNK (Ganguly & Alam 2015).

Manjak 5-metil-THF-a utiCe na povecanje nivoa homocisteina u krvnoj plazmi —
homocisteinemiju. Koli¢ina homocisteina u plazmi je obrnuto srazmerna nivou folata 1
vitamina B12, a zavisi i od uzrasta, pola, kao i od varijacija u genu MTHFR (Mahfouz et al.
2012).

Dve relativno Ceste nesinonimne nukleotidne zamene u genu MTHFR su dosta izucavane.
Varijacija MTHFR ¢.677 C>T dovodi do aminokiselinske zamene alanina u valin na poziciji
222 MTHFR enzima i tako znacajno uti¢e na smanjenje aktivnosti MTHFR enzima kao 1
povecanje nivoa homocisteina u plazmi, homociastinemiju (Yamada et al. 2001). Nesto blaze
smanjenje aktivnosti MTHFR enzima i razvoj blaze homocisteinemije uzrokuje MTHFR
€.1298 A>C varijacija, koja uslovljava aminokiselinsku zamenu glutamina u alanin na
poziciji 429 na MTHFR proteinu (Battiger et al. 2007). Preciznije, nosioci MTHFR ¢.677TT
genotipa imaju za oko 65% smanjenu aktivnost MTHFR enzima, MTHFR ¢.1298CC nosioci
imaju za oko 40% smanjenu MTHFR aktivnost, dok nosioci slozenog heterozigotnog stanja
za ove dve varijacije imaju za 40-50% smanjenu MTHFR aktivnost (Weisberg et al. 1998;
Frosst et al. 1995).

Varijacije u genu MTHFR i homocisteinemija su najvise proucavane u kontekstu etiologije

kardiovaskularnih bolesti, ateroskleroze i tromboze. Homocisteinemija najverovatnije
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predstavlja faktor rizika za ove bolesti jer uzrokuje oksidativni stres, ostecenje tkiva i
inflamaciju (Ganguly & Alam 2015). Buduéi da varijantni aleli gena MTHFR uzrokuju
povecanje nivoa homocisteina, ovi aleli su povezani sa povecanim rizikom za dobijanje

kardiovaskularnih bolesti (Liew & Gupta 2015).

Od gena koji kodiraju enzime folatnog puta, gen MTHFR je najvise izu¢avan u svetlu rizika
za pojavu malignih bolesti. Pokazano je da MTHFR c.677 C>T varijacija asocirana sa
pojavom ALL. Zanimljivo je da se pokazalo da nefunkcionalni, MTHFR c.677T alel ima
protektivni efekat, odnosno da nosioci ovog alela imaju manju verovatnoc¢u da razviju ALL.
Ovaj nalaz se objasnjava Cinjenicom da nosioci MTHFR ¢.677T alela imaju vise dostupan
metilen-THF za sintezu dTMP od dUMP. Tako se kod nosilaca nefunkcionalnog MTHFR
alela, dUTP manje ugraduje u DNK, samim tim je i manje oSteCenja DNK, za koja je jasno

pokazano da su u vezi sa etiologijom kancera (Koppen et al. 2010).

Geneticke varijacije MTHFR ¢.677 C>T 1 u neS§to manjoj meri MTHFR ¢.1298 A>C su
narocito izu¢avane u svetlu toksi¢nosti i efikasnosti terapije lekom MTX-om. lzgleda da ni
jedna od dve varijacije nije dobar klini¢ki marker toksi¢nosti, niti efikasnosti terapije ovim
lekom kod dece obolele od ALL (E Lopez-Lopez et al. 2013). Medutim, prisustvo MTHFR
c.677T varijante izgleda da povecava rizik od relapsa kod ALL pacijenata nosilaca ove
geneticke promene (Aplenc et al. 2005; Sepe et al. 2012). Naime, prilikom terapije lekom
MTX-om, smanjenje aktivnosti enzima MTHFR povecava rizik od relapsa tako $to povecava
koncentraciju 5,10 metilen-THF-a. Ova forma folata je neophodna za sintezu dTMP i DNK,

§to je u suprotnosti sa citotoksi¢nim efektom leka MTX-a (Aplenc et al. 2005).

Pored znacaja za terapiju lekom MTX-om, gen MTHFR je izu¢avan i kao farmakogenomicki
marker za terapiju lekom 6-MP-om. Naime, aktivnost TPMT enzima, glavnog metabolizera
6-MP-a, zavisi od koncentracije njegovog kofaktora, SAM-a (Milek et al. 2009; Milek et al.
2012). Koncentracija ovog kofaktora, sa druge strane, zavisi od aktivnosti MTHFR enzima.
Tako se najvisa aktivnost enzima TPMT ocekuje kod pacijenata koji nose funkcionalne alele
oba ova gena. Zaista, pokazano je da ALL pacijenti koji nose MTHFR alele koji uslovljavaju

smanjenu aktivnost MTHFR enzima imaju povecani rizik za razvoj hematotoksi¢nosti i
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infekcija. Takode, primeceno je pacijenti koji nose alele koji uslovljavaju smanjenu aktivnost
i enzima TPMT i MTHFR su u najve¢em riziku da iskuse toksi¢nost 6-MP leka (Karas-
Kuzelicki et al. 2009).

1.4.3. Dihidrofolat reduktaza (DHFR)

Gen DHFR se nalazi na dugom kraku hromozoma 5 i kodira istoimeni enzim. Identifikovano
je viSe transkripata ovog gena, od kojih neki se ne transliraju u proteine, nego imaju
regulatornu ulogu. Naime, regulatorni transkript je kodiran DNK sekvencom koja se nalazi
uzvodno od glavnog, protein-kodiraju¢eg DNK regiona. Takode, nadeno je i vise obradenih

pseudogena na razli¢itim hromozomima (Chen et al. 1982).

DHFR enzim ima klju¢nu ulogu u metabolizmu monokarbonskih grupa jer katalizuje
prevodenje oksidovanih, neaktivnih formi folata, folne kiseline i dihidrofolata, u aktivnu,
redukovanu formu, THF. Za ovu reakciju se trosi redukovani NADPH koenzim, koji se za
uzvrat, prevodi u oksidovanu formu. THF sluzi kao polazni supstrat za sintezu ostalih
aktivnih formi folata, 5-metil-THF, 5,10-metilen-THF i 10-formil-THF koji sluze za
remetilaciju homocisteina u metionin, sintezu timidilata iz uridilata i de novo sintezu purina.
Buduc¢i da ima vaznu ulogu u ¢eliji, nedostatak DHFR enzima dovodi se u vezu sa razli¢itim
bolestima. Zbog uloge u sintezi DNK, inhibitori ovog enzima se koriste kao anti-kancer,

antiinflamatorni agensi, ali i kao antibiotici (Askari & Krajinovic 2010; Assaraf 2006).

Gen DHFR je izrazito varijabilan. Funkcionalne varijacije su nadene u svim regionima ovog
gena. Ipak, gen DHFR je manje proucavan od drugih gena koji kodiraju enzime folatnog
puta, kao §to su MTHFR i TYMS. NajviSe proucavana varijacija u ovom genu je delecija od
19bp u prvom intronu koja uti¢e na povecanu ekspresiju gena DHFR (Xu et al. 2007) i
povecanje koncentracije folata, a smanjenje koncentracije homocisteina u plazmi (Gellekink
et al. 2007). Varijacije u promotoru nekodirajuc¢eg transkripta, na pozicijama -1680 i -317 u
odnosu na pocetak transkripcije regulatornog transkripta, uticu na ekspresiju gena DHFR

(Dulucq et al. 2008).
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Odgovaraju¢i unos i metabolizam folata obezbeduje adekvatnu DNK sintezu i DNK
metilaciju. Nedovoljna aktivnost klju¢nog enzima u folatnom putu, DHFR enzima, dovodi
se u vezu sa pojavom razli¢itih bolesti. Zatvaranje neuralne tube tokom embrionalnog razvic¢a
zahteva intenzivnu proliferaciju ¢elija, pa je potreba za aktivnim formama folata u celiji
povecana. Tako je nadeno da DHFR alel povezan sa visokom DHFR ekspresijom §titi od
defekta neuralne tube (NTD) (Parle-McDermott et al. 2007). Ono §to je zanimljivo je da ne
samo nedostatak, nego 1 viSak aktivnih formi folata moze biti Stetan. Naime, pokazano je da
su zene koje koriste multivitaminske suplemente, a imaju genotip povezan sa visokom DHFR

ekspresijom u ve¢em riziku da obole od raka dojke (Xu et al. 2007).

DHEFR enzim je glavna meta razlicitih anti-folatnih agenasa, ukljucujuci lek MTX. Ovaj lek
se ireverzibilno vezuje za DHFR enzim i na taj na¢in ga inhibira. Veca koli¢ina ovog enzima
u ¢eliji bi mogla da smanji toksi¢nost izazvanu ovim lekom, ali i da ugrozi terapijski efekat
samog leka. Na primer, u 3'UTR gena DHFR je identifikovana varijanta koja smanjuje
afinitet sSiRNK za DHFR transkript i tako uti¢e na poveéanje DHFR ekspresije, §to za
posledicu ima lo§ odgovor na lek MTX (Mishra et al. 2007). Takode, kod RA pacijenata,
nosilaca DHFR -317AA genotipa, pokazana je slabija efikasnost delovanja leka MTX-a, bez
uticaja na toksi¢nost samog leka (Milic et al. 2012). Isti genotip, DHFR -317AA, udruzen sa
genotipom DHFR -1610CC, doveden je u vezu sa smanjenjem vremenskog perioda posle
ciklusa terapije malignih bolesti u kome nema ociglednih klinickih znakova pogorSanja
osnovne bolesti (eng. EFS, event-free survival) (Dulucq et al. 2008). Nasuprot tome, u studiji
u koju je bio uklju¢en manji broj ALL pacijenata, nadeno je da je DHFR -317GG genotip
povezan sa veCom verovatno¢om od relapsa (Goémez-Gomez et al. 2012). Osim toga,
prijavljeno je da geneti¢ka varijanta povezana sa pove¢anom ekspresijom, delecija od 19bp
u intronu 1 gena DHFR, uti¢e na povecanje hepatotoksi¢nosti kod adultnih ALL pacijenata
koji dobijaju MTX (Ongaro et al. 2009). Suprotstavljeni rezultati otvaraju put daljim
istrazivanjima brojnih varijacija u genu DHFR i njihovom znacaju za odgovor na terapiju
lekom MTX-om.
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1.4.4. SLC19A1 (eng. solute carrier family 19 (folate transporter), member 1)

Gen SLC19A1 je lociran na dugom kraku hromozoma 21 i kodira RFC1 transporter. Folati
kao hidrofilni molekuli koji su u formi anjona na fizioloSkim pH vrednostima, kroz ¢elijske
membrane vrlo tesko prolaze difuzijom. Glavni put unosa folata se obavlja aktivnim

transportom pomocu folatnih transportera, u koje spada i RFC1 (Hou & Matherly 2014).

RFC1 je Siroko eksprimiran u humanim tkivima i smatra se najvaznijim transportnim
sistemom za unos folata u sisarske ¢elije. Najzastupljenija forma folata u cirkulaciji je 5-
metil-THF, koji se kao i lek MTX efikasno unosi u ¢eliju ovim transporterom. Nasuprot tome,
folna kiselina, oksidovana forma folata, se sa manjim afinitetom prenosi RFC1 transporterom
(Hou & Matherly 2014; Matherly et al. 2007).

Cesta i najistraZenija varijacija u genu SLC19A1 je SNV SLC19A1 ¢.80 G>A koji uti¢e na
zamenu arginina histidinom u proteinu a nalazi se u kodonu 27. Varijantni alel c.80A utice
na poviseni nivo folata i homocisteina u plazmi (Chango et al. 2000). Smatra se da ova
varijacija smanjuje efikasnost prenosa kako prirodnih folata, tako i leka MTX-a, medutim
funkcionalni znacaj i mehanizam u osnovi ovog zapazanja nije poznat (Laverdiere et al.
2002). Kao rezultat prisustva ove geneti¢ke varijante, moze da dode do promene u kinetici
RFC1 supstrata 1 na taj naCin ova genetiCka varijanta uti¢e na pojavu odredenih bolesti

odnosno moduliSe efikasnost 1 toksi¢nost leka MTX-a.

Budu¢i da ima vaznu fizioloSku funkciju, smanjena aktivnost RFC1 transportera moze da
dovede do oboljenja koja se dovode u vezu sa manjkom folata u ¢elijama, kao Sto su kardio-
vaskularne 1 neuroloske bolesti, ali 1 kanceri. Tako je nadeno da homozigotni nosioci manje
funkcionalnog SLC19A1 c.80A alela imaju nesto povecan rizik za dobijanje raka Zeluca i
jednjaka (Wang et al. 2006), ali smanjen rizik za dobijanje raka glave i vrata (Galbiatti et al.
2011). Oprecni rezultati su dobijeni i $to se tice prisustva geneticke varijante SLC19A1 ¢.80A
1 rizika za nastanak ALL kod dece. U jednoj studiji je nadeno da od svih proucavanih

genetickih varijacija povezanim sa folatnim putem prisustvo SLC19A1 ¢.80AA genotipa nosi
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najveci rizik za razvoj ALL (de Jonge et al. 2009), dok je druga studija pokazala suprotne
rezultate, odnosno protektivni efekat SLC19A1 c.80AA genotipa (Silva et al. 2013).

Farmakogenomic¢ki zna¢aj SLC19A1 ¢.80 G>A varijacija je takode izucavan. Pacijenti koji
se le¢e lekom MTX-om i nose SLC19A1 c.80AA genotip, usled smanjene aktivnosti RFC1
transportera imaju povecanu koncentraciju ovog leka u plazmi, §to moze da uti¢e na
efikasnost le¢enja (Laverdiére et al. 2002). Deca obolela od ALL koja nose SLC19A1 c.80AA
genotip su u ve¢em riziku za dozive relaps i imaju loSiju prognozu (Laverdiere et al. 2002;
Leyva-Vézquez et al. 2012). Medutim, skora$nja meta-studija je pokazala da ova geneticka
varijacija nije dobar marker za predvodenje toksi¢nosti lekom MTX prilikom lecenja dece
obolele od ALL (He et al. 2014).

1.4.5. ATP vezujuca kaseta protein supfamilija C, ¢lan 4 (ABCC4)

Gen ABCC4 se nalazi na dugom kraku hromozoma 13 i kodira istoimeni transporter, koji se
naziva jo§ i MRP4 (multidrug resistance-associated protein 4). ABCC4 pripada ATP
vezujucoj kasetnoj (ABC, eng. ATP binding cassette) superfamiliji transportera koje imaju
sli¢nu strukturu 1 funkciju. Ovi transporteri vr$e efluks razliitih supstrata, koriste¢i energiju
dobijenu hidrolizom ATP-a. Do sada je identifikovano 48 humanih ABC gena koji su
klasifikovani u 7 supfamilija— od ABCA do ABCG (Brambila-Tapia 2013).

ABCC4 se eksprimira u brojnim tkivima i igra ulogu u farmakokinetici velikog broja
endogenih i egzogenih jedinjenja. Ovaj transporter ispumpava iz ¢elije razlicita fizioloSki
vazna jedinjenja kao §to su cikli¢ni nukleotidi, ADP i eikozanoidi, potencijalno moduliSuéi
prenos signala (Russel et al. 2008). Takode, izbacuje ksenobiotike i anti-viralne agense
ukljucujuéi nukleozidne analoge, 6-MP i 6-TG, kao i MTX (Keppler 2011). Na ovaj nacin
transporter MRP4 ima znacajnu ulogu kao ucesnik krvno-mozdane barijere 1 §titi kosnu srz

od nukleozidnih analoga iz cirkulacije (Belinsky et al. 2007), a budu¢i da se eksprimira u
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apikalnoj membrani ¢elija bubreznih tubula ucestvuje u urinarnoj ekskreciji nukleozidnih

analoga (Imaoka et al. 2007).

Gen ABCC4 je verovatno najvarijabilniji gen u ABCC supfamiiji (Saito et al. 2002). Neke
od genetickih varijacija u genu ABCC4 su povezane sa smanjenom aktivnos$cu transportera.
Okarakterisan je SNV u kodiraju¢em regionu (rs3765534) koji menja aminokiselinsku
sekvencu 1 uslovljava drasticno smanjenje funkcije transportera, Sto za posledicu ima
povecani rizik od leukopenije kod pacijenata koji dobijaju tiopurinske lekove
(Krishnamurthy et al. 2008; Ban et al. 2010). Ovaj SNV je ucestao u azijskim populacijama,
dok je u evropskim populacijama vrlo malo zastupljen (http://www.ensembl.org).

Neke studije su ispitivale regulatorni region gena ABCC4, a posebno se pokazao zanimljiv
3’UTR region gena. U skorasnjoj GWA (eng. genome-wide association) studiji je pokazano
da je prisustvo nukleotida T varijacije ABCC4 rs9516519 asocirano sa veCom koncentracijom
leka MTX-a u plazmi pedijatrijskih ALL bolesnika (Elixabet Lopez-Lopez et al. 2013), sto
je pokazatelj toksi¢nosti ovog leka. Medutim, izgleda da varijacije u 3’UTR regionu gena
ABCC4 ne uticu na vezivanje si-RNK (male interferiraju¢e RNK) za koje je dokazano da

smanjuju aktivnost ABCC4 transportera (Markova & Kroetz 2014).

1.4.6. ATP vezujuéa kaseta supfamilija B, ¢lan 1 (ABCB1)

Gen ABCB1 nalazi se na dugom kraku hromozoma 7. Kodira istoimeni protein, koji se jos$
naziva i MDR1 (eng. Multidrug resistance protein 1) ili P-glikoprotein i pripada ABC

superfamiliji efluksnih transportera (Brambila-Tapia 2013).

MDR1 se predominantno eksprimira na ¢elijskoj membrani gde deluje kao ATP zavisna,
efluksna pumpa koja prepoznaje strukturno razlicite ksenobiotike i hemoterapeutike. MDR1
se eksprimira u normalnim ¢elijama razli€itih organa i tkiva kao Sto su krvne Celije, jetra,
bubrezi, mozak i placenta gde vrsi ekskreciju ksenobiotika u Zu¢, urin, lumen creva i plazmu

a ucestvuje 1 u krvno-mozdanoj barijeri. Budu¢i da §titi organe i tkiva od toksi¢nog dejstva
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razli¢itih Stetnih agenasa, smanjena aktivnost ovog transportera moze biti faktor rizika za

pojavu razlicitih bolesti (Zhang et al. 2013; leiri 2012).

Do sada je nadeno vise od 66 razlicitih varijacija u kodiraju¢em regionu gena ABCB1. Ove
varijacije mogu da uti¢u na aktivnost MDR1 transportera tako da predstavljaju potencijalan
rizik za nastanak bolesti ili mogu da uti¢u na odgovor na terapiju razli¢itim lekovima. Najvise
izucavane varijacija u ovom genu je sinonimna ABCB1 ¢.3435 C>T u egzonu 26. Smatra se
da funkcionalne posledice ove promene nastaju usled promene genske ekspresije (Wang et
al. 2005) ili zbog uvodenja slabo koris¢enog kodona koji usporava translaciju proteina
(Hoffmeyer et al. 2000). Nesinonimna ¢.2677 G>A/T varijacija u egzonu 21 dovodi do
aminokiselinske zamene u proteinu alanina u serin ili treonin, posto 3 razlicita nukleotida u
kodonu mogu da se nadu na ovoj poziciji. Zanimljivo je da se ove dve geneticke varijacije
nalaze u gametskoj neravnotezi vezanosti (LD), tako da se retke varijante oba lokusa

uglavnom nasleduju zajedno (Siegmund et al. 2002; Brambila-Tapia 2013).

Promene u genu ABCB1 su do sada dosta izucavane u kontekstu podloznosti razli¢itim
bolestima. Intenzivno je proucavan rizik za pojavu inflamatornih bolesti creva kod ljudi sa
varijantama u ABCB1 genu i nadeno je da je ovaj rizik malo povec¢an kod nosilaca pomenutih
genetic¢kih varijanti (Onnie et al. 2006). Takode, pokazano je da je malo povecan rizik za
razviée razli¢itih vrsta kancera kod ljudi koji nose ABCB1 ¢.3435T varijantu (Sheng et al.
2012). lako se radi o multifaktorijalnim bolestima, geneticka promena ABCB1 ¢.3435T ima

klini¢ki znaca;.

Farmakogenomicki znacaj genetickih varijanti MDR1 transportera je dugo u fokusu. Anti-
kancer lekovi, antibiotici, kortikosteroidi, imunosupresori, anti-viralni lekovi, itd. nalaze se
medu supstratima ovog transportera. Medutim, ¢ak 1 nakon velikog broja studija, za sada nije
ustanovljena jasna asocijacija izmedu odgovora na terapiju lekovima i ABCB1 genetickih

varijacija (Stepien et al. 2012; Ieiri 2012).

Do sada je slabo prouc¢avan odgovor na terapiju tiopurinskim lekovima i lekom MTX-om u

svetlu varijacija u genu ABCB1. Celije u kojima je gen ABCB1 prekomerno eksprimiran
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pokazale su znacajno vecu rezistenciju na lek 6-MP u odnosnu na kontrolne ¢elije (Peng et
al. 2011). Pacijenti oboleli od Kronove bolesti koji su nosili varijantne ABCB1 alele su
pokazali loSiji odgovor na terapiju azatioprinom, tacnije, sam lek je pokazao manju
efikasnost (Mendoza et al. 2007). Kod RA pacijenata, nosilaca ABCB1 ¢.3435 C>T
varijacije, pokazano je da ova varijacija ima klinicki znacaj na terapiju lekom MTX-om
(Takatori et al.; Drozdzik et al. 2006). Ovi rezultati ohrabruju istrazivanja varijacija u genu
ABCB1 kod dece obolele od ALL, a sve u cilju unapredenja terapije lekovima 6-MP-om i
MTX-om.

1.5. Isti farmakogeneticki markeri kao geneti¢ki modifikatori u razli¢itim
terapijskim odgovorima

Okosnicu terapije u fazi odrzavanja leCenja akutne limfoblastne leukemije ¢ine
imunosupresivni lekovi 6-MP i MTX. U ovoj fazi terapije se takode koriste i antibiotik
baktrim i1 antimikotik nistatin. Iako se na prvi pogled €ini da Siroko koris¢eni antibiotik i
antimikotik ne bi trebalo da imaju farmakogeneti¢ki znacaj, ipak bi trebalo obratiti paznju i

na ove lekove.

Lek baktrim ili kotrimoksazol je kombinacija aktivnih jedinjenja sulfametoksazola i
trimetoprima. Nedavno je pokazano da se lek baktrim odli¢no pokazao kao monoterapija u
le¢enju autoimunih bolesti, naro¢ito RA (Rozin et al. 2001). Antiinflamatorno dejstvo ovog
leka je dokazano u le¢enju jos$ jedne inflamatorne bolesti, Vegnerove granulomatoze (Roberts
& Curd 1990). Mehanizam antiinflamatornog dejstva leka baktrima je takav da utiCe na
smanjenje nivoa slobodnih receptora za citokine interleukin 2 (IL-2) i za interleukin 6 (IL-6)
(Ohtake et al. 2001). Tako je dokazano da neki antibiotici, osim svoje primarne antibiotske
uloge, mogu da se koriste i kao imunosupresivni ili imunomodulatorni agensi. To je posebno
izrazeno kod grupe antibiotika u koje spadaju i sulfoni i sulfonamidi (sastavni deo leka

baktrima) koji se koriste u leGenju duzi vremenski period (Labro 2000).
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IL-6 je proinflamatorni citokin koji ima znacajnu ulogu u pokretanju imunskog odgovora,
inflamaciji i kancerogenezi (Naugler & Karin 2008). U populacijama belaca je relativno
ucestala geneticka varijacija IL-6 -174 G>C koja utie na nivo ekspresije ovog gena (Fishman
et al. 1998). Urodene razlike u ekspresiji gena IL-6 koje zavise od varijacija u ovom genu
mogu uticati na razvoj malignih i inflamatornih bolesti, kao i na odgovor na terapiju

antiinflamatornim lekovima (Di Renzo et al. 2012; Liu et al. 2015).

Lek nistatin se u fazi odrzavanja dec¢je ALL najces¢e daje lokalno po potrebi. To je
antigljivi¢éni lek koji ima moéno proinflamatorno dejstvo. Nistatin indukuje sintezu citokina
IL-1pB, IL-8 i faktora nekroze tumora (TNF) preko aktivacije TLR1 i TLR2 receptora
(Razonable et al. 2005) i to jeste molekularni mehanizam proinflamatornog dejstva leka
nistatina. TNF stimuliS§e NF-kB odgovor, koji podsti¢e prezivljavanje ¢elija (Tartaglia et al.
1991) i aktivira IL-6 (Baxter et al. 1999). TNF aktivira fosfatidilinozitol-3 kinaza/p-Act
signalni put koji podsti¢e prezivljavanje ¢elija (Ozes et al. 1999). TNF moze imati vaznu
ulogu u lecenju ALL kod dece. Naime, pronadeno je da se u ¢elijama pacijenata obolelih od
ALL eksprimiraju odredeni citokini i da poremecena ekspresija narocito TNF citokina moze
da se dovede u vezu sa tokom bolesti koji je teSko klinicki kontrolisati (eng. refractory
disease) (Kobayashi et al. 1997; Zhou et al. 1991). Ovakvi pacijenti ne odgovaraju dobro na
terapiju ve¢ u fazi indukcije ili veoma brzo udu u relaps posle kratke remisije (Gu et al. 2006).
U nekim terapeutskim protokolima za lecenje autoimunih i inflamatornih bolesti, izmedu
ostalih i RA (Curkovi¢ 2008), psorijaze i Kronove bolesti (Bank et al. 2015), se ve¢ duze
vreme uspesno koriste anti-TNF agensi, u koje spada i etanercept (Krejsa et al. 2006). Mozda
bi trebalo razmisliti o uvodenju anti-TNF terapije u leCenju ALL kod dece kod koje se teSko

postiZe dobar odgovor na standardnu terapiju.

Varijacija u promotoru gena TNF, TNF -308 G>A, uti¢e na nivo ekspresije ovog citokina
(Louis et al. 1998). Ova varijacija predstavlja potencijalni bioloski marker kako za odgovor
na terapiju anti-TNF terapeuticima (Padyukov et al. 2003), tako i za predikciju razvoja

razli¢itih autoimunih i inflamatornih bolesti (Han et al. 2010).
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IL-6 1 TNF su citokini vazni u procesima regulacije imunskog odgovora, inflamacije, kao 1
razvoja i progresije inflamatornih bolesti. Medutim, ovi citokini igraju ulogu u nastanku,
promociji i prognozi malignih bolesti. TNF vazi za faktor rasta velikog broja tumora (Vanden
Berghe et al. 2000). TNF moze da ima dvostruku funkciju, sa jedne strane stimulaciju
proliferacije ¢elija, ali i inhibiciju proliferacije i indukciju apoptoze, sa druge. Preciznije,
pokazano je da TNF stimulise proliferaciju ¢elija koje se nalaze u stanju zastoja u rastu (eng.
growth arrest), dok kod ¢elija koje se aktivno dele, TNF izaziva apoptozu (Baxter et al. 1999).
TNF stimuliSe NF-kB odgovor, koji podsti¢e prezivljavanje ¢elija (Tartaglia et al. 1991) i
aktivira IL-6 (Baxter et al. 1999), koji igra ulogu u progresiji tumora (Guo et al. 2012). Uloga
TNF i IL-6 kao vaznih regulatora tumorigeneze i inflamacije asocirane sa tumorom, ¢ine ih

atraktivnim metama za dodatnu anti-kancer terapiju (Grivennikov & Karin 2011).
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CILJEVI

U fokusu ove studije je farmakogeneticki znacaj genetickih varijacija koje potencijalno
moduliSu odgovor na terapiju lekovima koji se koriste prilikom lecenja decje ALL u fazi
odrzavanja, poslednjoj 1 najduzoj fazi leCenja. U ovoj fazi leCenja koriste se dva citotoksi¢na
leka, 6-MP i MTX, a po potrebi i antibiotik, baktrim, kao i antimikotik, nistatin. Postoje
velike razlike u odgovoru na terapiju ovim lekovima, koje se delimi¢no mogu objasniti
genetickim varijacijama koje moduliSu njihove metabolicke puteve. Uspesna predikcija
odgovora na terapiju ovim lekovima, omoguc¢ava modifikaciju terapijskih protokola kako bi

terapija bila efikasnija i sa manje neZeljenih efekata.

Dosadasnje farmakogenomicke studije u dece obolele od ALL su bile uglavnom fokusirane
na varijacije u kodiraju¢em regionu gena TPMT, za koje je poznato da uti¢u na aktivnost
TPMT enzima i na odgovor na terapiju tiopurinskim lekovima, odnosno lekom 6-MP-om.
Iako su ove varijante priznati farmakogenomicki markeri, razlike u kodiraju¢em regionu gena
TPMT nisu jedine koje uticu na odgovor na terapiju lekovima koje se koriste u fazi
odrzavanja. Faktori koji mogu uticati na TPMT aktivnost su pol, uzrast, terapija, kao i
geneticke varijacije van kodirajuceg regiona gena TPMT. Ekspresija gena TPMT nije do sada
bila izuCavana kao farmakogenomicki marker u de¢joj ALL. Takode, varijante u drugim
genima koje moduliSu metabolicke puteve lekova koji se koriste u leCenju decje ALL, u fazi

odrZavanja, su predmet intenzivnih izu€avanja.

Mnoge studije su pokazale da postoje razlike u ucestalostima farmakogenomickih varijanti
medu populacijama. Takvi podaci su dragoceni jer ukazuju na neophodnost testiranja na

specificne farmakogenomicke markere u odredenoj populaciji.

Geneticke varijante koje potencijalno moduliSu odgovor na terapiju lekovima 6-MP-om i
MTX-om mogu se posmatrati i kao molekularno epidemioloski markeri za razvoj de¢je ALL,
jer mogu da moduliSu vazne procese u celiji kao Sto su sinteza i metilacija DNK. Ove
geneticke varijante mogu takode da uti¢u na stopu oSte¢enja DNK molekula. Zbog toga bi
ove varijante mogle da moduliSu procese kao $to je neoplasti¢na transformacija ¢elija 1 da

budu faktori rizika za razvoj malignih bolesti, kao $to je decja ALL.
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Studije farmakogenomickih markera pocinju analizom genetickih varijacija u relevantnim
genima za odredenu populaciju (populacione studije), zatim funkcionalnim analizama u in

vitro uslovima odabranih markera, i na kraju se dobijeni rezultati validiraju u klini¢koj praksi.
Ciljevi ove studije su bili:

1. Utvrditi uCestalost dve najceS¢e varijante gena TPMT u srpskoj populaciji ALL
pacijenata.

2. Odrediti ucestalost varijacija u genima ITPA, MTHFR, ABCB1 i ABCC4 Kkoji
potencijalno moduli$u odgovor na terapiju lekom 6-MP-om u srpskoj populaciji ALL
pacijenata i u kontrolnoj grupi.

3. Odrediti ucestalost varijacija u genima TYMS, MTHFR, DHFR, SLC19A1, ABCBL1 i
ABCC4 koji potencijalno modulisu odgovor na terapiju lekom MTX-om u srpskoj
populaciji ALL pacijenata i u kontrolnoj grupi.

4. Odrediti ucestalost i farmakogenomicki znacaj varijacija u genima IL-6 i TNF koji
potencijalno moduliSu odgovor na terapiju lekovima baktrimom i nistatinom, kao i
anti-TNF agensima u srpskoj populaciji RA pacijenata i u kontrolnoj grupi.

5. Analizirati varijacije u genima TPMT, ITPA, TYMS, MTHFR, DHFR, SLC19A1,
ABCB1 i ABCC4 u svetlu rizika za razvoj decje ALL u srpskoj populaciji ALL
pacijenata i u kontrolnoj grupi.

6. Ispitati uticaj 6-MP tretmana i VNTR arhitekture promotora gena TPMT na
transkripciju gena TPMT in vitro funkcionalnim CAT esejima koriste¢i K562 ¢elijsku
liniju.

7. Analizirati ekspresiju gena TPMT kod pedijatrijskih ALL pacijenata pre uvodenja
hemoterapije 1 u toku terapije odrzavanja.

8. Ispitati uticaj arhitekture VNTR regiona u promotoru gena TPMT na ekspresiju gena
TPMT kod pedijatrijskih ALL pacijenata pre uvodenja hemoterapije i u toku terapije
odrZzavanja.

9. lIspitati uticaj varijanti u promotoru i prvom egzonu, kao i kodiraju¢im egzonima i

sekvencama koje okruzuju kodirajué¢e egzone gena TPMT kod pedijatrijskin ALL
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pacijenata na ekspresiju gena TPMT pre uvodenja hemoterapije i u toku terapije

odrzavanja.
10. Ispitati uticaj pola i uzrasta pedijatrijskih ALL pacijenata na ekspresiju gena TPMT

pre uvodenja hemoterapije i1 u toku terapije odrzavanja.
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3.1. Materijal

3.1.1. Ispitanici

U ovu studiju je bilo uklju¢eno ukupno 174 dece (62% decaka) obolelih od ALL uzrasta od
3 meseca do 17.6 godina, medijana 5.5 godina. Uzorci i klinicki parametri pedijatrijskih ALL
pacijenata obezbedeni su u saradnji sa Univerzitetskom de¢jom klinikom (UDK) u Beogradu.
U ovoj studiji, kori$c¢eni su i uzorci krvi 104 zdravih ljudi (kontrolni ispitanici), pripadnika

srpske populacije. Studiju je odobrio eticki komitet UDK.

Uzorci krvi, kosne srzi, bukalni brisevi kao 1 razmazi krvi i kosne srzi na mikroskopskim
plo¢icama sluzili su za izolovanje DNK pacijenata i zdravih ljudi. DNK je koriS¢ena za
odredivanje prisustva genetickih varijanti pacijenata i kontrolnih ispitanika metodama
baziranim na lan¢anoj reakciji polimerizacije (PCR). Sto pedeset-troje pacijenata i kontrolnih
ispitanika je bilo ukljuceno u deo studije koja se ticala analize toksicnosti i efikasnosti
terapije ALL pacijenata lekom MTX-om. U deo studije koji se odnosio na analizu toksi¢nosti

i efikasnosti terapije lekom 6-MP-om, bilo je ukljuceno 68 pacijenata i 69 kontrola.

Trideset svezih uzoraka krvi i1 27 sveZzih uzoraka kosne srzi prikupljeno je od 57 ALL
pacijenata pre poCetka hemoterapije. U ovoj podgrupi pacijenata, uzrast je bio izmedu 1.4 i
17.6 godina, medijana 4.7 godina. Uzorci krvi od 27 pacijenata iz ove podgrupe su takode
prikupljeni u toku terapije odrzavanja. Pre nego Sto su uzorkovani po drugi put, ovih 27
pacijenata je bilo pod reZimom terapije odrzavanja od 11 do 494 dana (medijana 167 dana).
U toku faze terapije odrzavanja, pacijenti dobijaju lekove 6-MP i MTX, a po potrebi i lekove
baktrim i nistatin u skladu sa Berlin-Frankfurt-Munster (BFM) protokolom. Svezi uzorci krvi
i kosne srzi su korid¢eni za izolaciju mononuklearnih éelija (MNC) iz kojih je izolovana

RNK. RNK pacijenata je sluZila za analizu ekspresije gena TPMT.

U studiju efikasnosti terapije anti-TNF lekom etanerceptom bilo je uklju¢eno 73 pacijenta sa
RA i 91 kontrolni ispitanik. Pacijenti su leceni etanerceptom, 50mg nedeljno, u kombinaciji
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sa kortikosteroidima (33 pacijenta), ili drugim antireumaticima: metotreksatom (60
pacijenta), leflunomidom (5 pacijenata), hlorokinom (5 pacijenta) ili sulfasalzinom (3
pacijenta). Tokom pracenja, doze kortikosteroida i antireumatika su odrzavane na istom
nivou. Klini¢ko stanje pacijenata je praceno brojanjem upaljenih i bolnih zglobova u skladu

sa DAS28 skorom (eng. Disease Activity Score in 28 joints) (Kearsley-Fleet et al. 2014).

3.1.2. K562 celijska linija

K562 je permanentna, eritroleukemijska ¢elijska linija dobijena od pacijentkinje obolele od
hroni¢ne mijeloidene leukemije (L0zzio & Lozzio 1975). U ovoj studiji K562 ¢elijska linija

je koris¢ena u eksperimentima transfekcije plazmidnim vektorima sa reporterskim genom.

3.1.3. Plazmidni vektori

U ovoj studiji su kori§¢eni ranije napravljeni plazmidni konstrukti dobijeni insercijom dela
regulatornog regiona gena TPMT ispred reporterskog CAT gena u pCATbasic vektor
(Promega) (Zukic et al. 2010). Uklonirani deo gena TPMT obuhvatao je deo promotora, 1.

egzona i deo 1. introna izmedu pozicija -180 i +165 u odnosu na start transkripcije.

Kao pozitivna kontrola u eksperimentima tranzijentne transfekcije korisé¢en je pPBLCATS
vektor koji sadrzi promotor timidin kinaze Herpes simplex virusa (HSV) ¢ime je omogucena
ekspresija CAT reporterskog gena (Boshart et al. 1992). Za kontrolu efikasnosti transfekcije
koriséen je pCH110 plazmid koji kodira gen za p-galaktozidazu (Amersham Pharmacia).

Kao pozitivna kontrola digestije Accl enzimom koris¢en je pUCI18 plazmid (Vieira &
Messing 1982)
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Tabela 3.1. Prajmeri kori$¢eni za PCR i PCR-RFLP metode za odredivanje genetickih

varijanti
Naziv prajmera Sekvenca prajmera u 5’ - 3’ smeru Referenca  Varijanta
2677MDR1-1RA TGCAGGCTATAGGTTCCAGG ABCB1
(Penna et C.2677
2677TMDR1-1F TTTAGTTTGACTCACCTTCCCG al. 2011)
ABCC4_Fwd  GCTTTTTAAGGCTTCACTCAATAAAACAGC (v ABCC4
ABCC4_Rev GTGTCACCTCCCTGAAATTGC studija  rs9516519
ITPA_C94A-F CAGGTCGTTCAGATTCTAGGAGAAAAGT  (Maedaet ITPA .94
ITPA_C94A-R CAAGAAGAGCAAGTGTGGGACAAG al. 2005) C>A
MTHFR_677_Fwd TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA (Frosstet ~ MTHFR
MTHFR_677_Rev AGGACGGTGCGGTGAGAGTG al. 1995)  ¢.677 C>T
TPMT_460F ATAACAGAGTGGGGAGGCTGC (Yateset  TPMT
TPMT_460R CTAGAACCCAGAAAAAGTATAG al. 1997)  c.460 G>A
TPMT_719R TGTTGGGATTACAGGTGTGAGCCAC (Yateset  TPMT
TPMT_719F CAGGCTTTAGCATAATTTTCAATTCCTC  al.1997) c.719 A>G
TYMS_28bp_Fwd GTGGCTCCTGCGTTTCCCC TYMS, broj
(Dotor et
al. 2006) ponovaka
TYMS_28bp_Rev TCCGAGCCGGCCACAGGCAT : 4 5"UTR-U
TYMS_6del_Fwd CAAATCTGAGGGAGCTGAGT TYMS,
(Dotoret ey 3
TYMS_6del_Rev CAGATAAGTGGCAGTACAGA al. 2006) TR,
TNF-F AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT (vevtu |:Ion INF 308
TNF-R ACACTCCCCATCCTCCCTGCT 1992) G>A
IL-6F GGAGTCACACACTCCACCT (Pascual
ot al IL-6 -174
IL-6R CTGATTGGAAACCTTATTAAG 2000) G>C
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Control_ARMS_Rev ~ GCATCTTGCTCTGTGCAGAT

: Geneticka
. . Sekvenca prajmerau 5’ - 3’ .. .
Naziv prajmera « Referenca  varijanta koja se
smeru .
odreduje
RCF1_80_Fwd TGGCTCCCAGTTTGGTGCTA
(Herrlinger  ¢.80 G>A u genu
RCF1 80 _Rev_C CAAAGGTAGCACACGAGGC et al. 2005) SLC19A1
RCF1_80_Rev_T GCAAAGGTAGCACACGAGGT
MTHFR_1289 Fwd_C  GGAGCTGACCAGTGAAGC
(Herrlinger €.1298 A>Cu
MTHFR_1289 Fwd A AGGAGCTGACCAGTGAAGA et al. 2005) genu MTHFR
MTHFR_1289 Rev CTGGGGCGACCATCAG
Control_ARMS_Fwd  TGCCAAGTGGAGCACCCAA (Herrlinger
et al. 2005) )

*Nukleotidi na 3’ kraju alel specifi¢nih prajmera su podebljani
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Tabela 3.3. Prajmeri koriS¢eni za detekciju genetickih varijanti metodom PCR pra¢enom
sekvenciranjem.

Naziv . s as Lokacija DNK region
prajmera Sekvenca prajmera u 5’ - 3’ smeru prajmera Referenca Koji se ispituje
VNTRGCCF* CCCAAGCTTGGGE’:’?‘EGCTGTCACCCGA Promotor  Ova studija ,
romotor gena
VNTR2 GGGCTGATTGCTAGGCTGTCTAC Intron 1 (Z”:(i)cl g)t al, TRMT
VNTRI GCGCTCGCTCCGCCCTGCCCATTT PIOMOOr  (Zukic etal.  Promotor gena
VNTR2* GGGCTGATTGCTAGGCTGTCTAC Intron 1 2010) TPMT
TPMT3E ACTGCTAAGAATQ_?_‘FI'?GGTTTTCATTTA NMON2  (ortermess et Eqzon 3 gona
al. 1997) TPMT
TPMT3R* GCCACAGATGCACTGTGACTCGGGAG  Intron 3
TPMT4F TACCACTGACTGGGTGTGTGTCTGA Itron 3 (Otterness et Egzon 4 gena
TPMT4R*  CTCAATCCAGAAAGACTTCATACCTGTT  Inton4  @l-1997) TPMT
TPMT5F* CCTGCATGTTCTTTGAAACCCTATGAA  Inton4  (Opterness et Egzon 5 gena
TPMT5R TAAATAGGAACCATCGGACAC Intons  @l-1997) TPMT
TPMT6F TGTCCTCTGTGATATTCCTCTGAGTTG  Intion5  (orterness et Egzon 6 gena
TPMT6R* GTGGATGTTACACAGGAGGAAGAGAG  Inrone  al-1997) TPMT
TPMT7F* ATAACAGAGTGGGGAGGCTGC INon 6~ (vatesetal.  Egzon 7 gena
TPMT7R CTAGAACCCAGAAAAAGTATAG Intron 7 1997) TPMT
TPMT8F* CCCAGCTTAGGCAGGGGCCATAA INton 7 (Otterness et Egzon 8 gena
TPMT8R TCCAAACTGGAATTATCTCCATGTA Introng  @l-1997) TPMT
TPMTOF*  GAGAAGAACATGCCACATCATCACCTA  INton8  (Otemesset  Egzon 9 gena
TPMTOR TTTGTTTAAAAAGTTACAGCATAAGT  Inron9  @l-1997) TPMT
TPMT10F* TGTTGGGATTACAGGTGTGAGCCAC INon 9 Taietal.  Egzon 10 gena
TPMTI0R  CAGGCTTTAGCATAATTTTCAATTCCTC  Egzon 10 1996) TPMT
$7F1'FE; CGAAAGGAACAAGATTTTGAAGCACCC  Promotor  Promotor gena
— Ova studija DHER
DHFR-225 R TCCTGACTCCCATTCTGATGAGGG Promotor

* - Prajmer kori$¢en u reakciji PCR-a za sekvenciranje
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Table 3.4. Sekvenca prajmera i proba koris¢enih za real-time PCR i za proveru cDNK

Naziv prajmera Sekvenca prajmera u 5’ - 3’ smeru Referenca

TPMT gRTPCR Fwd  AACAAGGACATCAGCTATTAAAGAAG (Lindquist et al.

2003)
TPMT_gRTPCR_Rev CACTGATTTCCACACCAACTACA (L'ndg(;’(;;t) etal.
Beillard et al.
QAbI-F TGGAGATAACACTCTAAGCATAACTAAAGGT e'zgg)e a
gAbI-R GATGTAGTTGCTTGGGACCCA (Be"zlggi)et al.
la ATCTGCCTGAAGCTGGTGGGCT nepoznata
D TGTGATTATAGCCTAAGACCCGGAG nepoznata
Naziv probe Sekvenca probe u 5’ - 3° smeru Referenca
M1 FAM- TCCCCGGATCTGCAAACCATTTCAT - (Lindqist et al.
q TAMRA 2003)
FAM -
Beill I
QAbI-P CCATTTTTTGGTTTGGGCTTCACACCATT - (Eelllardeta
TAMRA 2003)
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3.2. Metode

3.2.1. Metode za izolaciju DNK

3.2.1.1. Izolacija DNK iz krvi isoljavanjem

U tubu od 1.5ml se sipa 300ul krvi. Doda se 700ul ELB pufera (10.95% saharoza; 0.01M
tris-HCI pH=7.5; 0.01% Triton X; 0.005M MgCl>) i promesa nastavkom. Centrifugira se
30s/13,000rpm™ (*rpm - rotacija u minuti). Talog se rastvori aspiracijom sa dodatnih 1,000pl
ELB pufera i centrifugira 30s/13,000rpm. Talog se rastvori aspiracijom u 300ul LLB pufera
(0.01M tris-HCI pH=8.0; 0.4M NaCl; 0.002M Na:EDTA, pH=8.0), a zatim se doda 20l
10% SDS i 20ul proteinaze K (1pg/ml). Nakon temeljnog meSanja na vorteksu, suspenzija
se inkubira 1h na 56°C. Doda se 120ul SM NaCl, promesa vorteksovanjem i centrifugira
3min/13,000rpm. Supernatant se prelije ili prebaci nastavkom u nove 1.5ml tube. DNK se
precipitira dodavanjem 1ml apsolutnog etanola, promesa se invertovanjem tube tridesetak
puta i centrifugira 2min/13,000rpm. Talog se prelije 70% etanolom, promesa invertovanjem
30ak puta i1 centrifugira 2min/13,000rpm. Zatim se talog osus$i 1 resuspenduje u 200ul

destilovane vode. Uzorak se ¢uva na -20°C.

3.2.1.2. Izolacija DNK na koloni iz krvi ili kosne srzi

DNK je izolovana pomo¢u QlAamp DNA Blood Mini Kita (Qiagen) prema uputstvu
proizvodaca. U tubu od 1.5ml se sipa 20ul Qiagen proteaze K. Doda se 200ul pune venske
krvi ili kosne srzi i 200pul AL pufera. Nakon mesSenja na vorteksu, inkubira se 56°C, 10min.
Uzorak se kratko centrifugira da bi se uklonile kapljice sa unutraSnje strane poklopca tube.
Doda se 200ul 100% etanola, promesa se na vorteksu i kratko centrifugira. Uzorak se prenese
na kolonu i centrifugira 1min/8,000rpm da bi se DNK vezala za kolonu. Eluat se odbaci.
Zatim se doda 500ul AW1 pufer i kolona se centrifugira 1min/8,000rpm, a eluat se odbaci.
Ispiranje DNK se ponavlja 500ul AW?2 puferom, centrifugira se 3min/13,000rpm i eluat se
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odbaci. Zatim se kolona prenese u 1.5ml tubu, doda se 200p1 destilovane vode ili AE pufera,
I inkubira 5min na sobnoj temperaturi. Centrifugiranjem 1min/8,000rpm se DNK eluira u

1.5ml tubu. Uzorak se ¢uva na -20°C.

3.2.1.3. Izolacija DNK na koloni sa razmaza krvi ili kosne srzi

DNK je izolovana pomoc¢u QlAamp DNA Blood Mini Kita (Qiagen) prema modifikovanom
uputstvu proizvodaca za izolaciju DNK sa osusenih krvnih mrlja. Razmaz krvi ili kosne srzi
je potrebno ukloniti sa staklene plo€ice 1 preneti u tubu. To se postiZze pomocu parcica papirne
vate natopljenih destilovanom vodom kojima se plo¢ica ogrebe. Parci¢i papirne vate sa
uzorkom se prenesu u 1.5ml tubu. Vata sa uzorkom se osusi i u tubu se doda se 180ul ATL
pufera. Tuba se inkubira 10min na 85°C. Zatim se doda 20ul proteaze K, promesa
vorteksovanjem i inkubira 1h na 56°C. Nakon kratkog centrifugiranja, doda se 200ul AL
pufera, temeljno promeSa na vorteksu i inkubira 10min na 70°C. Uzorak se kratko
centrifugira da bi se uklonile kapljice sa unutra$nje strane poklopca tube. Doda se 200ul
100% etanola, promesa se na vorteksu i kratko centrifugira. Uzorak se prenese na kolonu i
centrifugira 1min/8,000rpm da bi se DNK vezala za kolonu. Eluat se odbaci. Zatim se doda
500ul AW1 pufer i kolona se centrifugira 1min/8,000rpm, a eluat se odbaci. Ispiranje DNK
se ponavlja 500ul AW2 puferom, centrifugira se 3min/13,000rpm i eluat se odbaci. Zatim se
kolona prenese u 1.5ml tubu, doda se 200ul destilovane vode ili AE pufera, i inkubira 5min
na sobnoj temperaturi. Centrifugiranjem 1min/8,000rpm se DNK eluira u 1.5ml tubu. Uzorak

se ¢uva na -20°C.

3.2.1.4. 1zolacija DNK na koloni iz bukalnog brisa

DNK je izolovana pomo¢u QlAamp DNA Blood Mini Kita (Qiagen) prema uputstvu
proizvodaca. Bukalni bris se prenese u 1.5ml tubu. Doda se 400ul 1xPBS u tubu. Doda se
20l proteaze K i 400ul AL pufera. Nakon temeljnog mesanja na vorteksu, uzorak se inkubira
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10 min na 56°C. Uzorak se kratko centrifugira da bi se uklonile kapljice sa unutrasnje strane
poklopca tube. Doda se 200ul 100% etanola, promesa se na vorteksu i kratko centrifugira.
Uzorak se prenese na kolonu i centrifugira 1min/8,000rpm da bi se DNK vezala za kolonu.
Eluat se odbaci. Zatim se doda 500l AW1 pufer i kolona se centrifugira 1min/8,000rpm, a
eluat se odbaci. Ispiranje DNK se ponavlja 500ul AW?2 puferom, centrifugira se
3min/13,000rpm i eluat se odbaci. Zatim se kolona prenese u 1.5ml tubu, doda se 150ul
destilovane vode ili AE pufera, i inkubira 5min na sobnoj temperaturi. Centrifugiranjem

Imin/8,000rpm se DNK eluira u 1.5ml tubu. Uzorak se ¢uva na -20°C.

3.2.2. Metode za odredivanje genetickih varijanti

3.2.2.1. Lan¢ana reakcija polimerizacije

Lancana reakcija polimerizacije — PCR (eng. polymerase chain reaction) je tehnika bazirana
na enzimskoj, in vitro replikaciji DNK. Ova tehnika omogucava da se mala koli¢ina polaznog
DNK molekula (DNK matrica) eksponencijalno umnozi, ¢ime se dobija dovoljno Zeljenog
PCR fragmenta za dalje analize. DuZina i sekvenca PCR fragmenta se definiSe izborom para
prajmera, tj. oligonukleotida duZine oko 25 baznih parova (bp), koji su komplementarni
razli¢itim lancima DNK matrice. PCR fragment ima duZinu i sekvencu DNK matrice koja se
nalazi izmedu 5' krajeva para prajmera. Sinteza DNK katalizovana je termostabilnom DNK
polimerazom u prisustvu DNK matrice, deoksinukleotid trifosfata (ANTP) koji sluze kao
gradivni blokovi i odgovarajuceg pufera koji sadrzi MgCl2. Ponavljanje ciklusa, od kojih se
svaki sastoji od denaturacije DNK, hibridizacije prajmera i ekstenzije hibridizovanih
prajmera od strane termostabilne DNK polimeraze, za rezultat ima eksponencijalnu
amplifikaciju specifiécnog DNK fragmenta. Tehniku je razvio Kary Mullis 1983. godine i za

ovo otkriée je dobio Nobelovu nagradu za hemiju.

Sastav PCR smesa je dat u tabeli 3.5, zajedno sa specificnostima temperaturnih profila —

temperaturom anilinga i trajanjem ekstenzije. Temperaturni profil PCR reakcija je bio
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slede¢i: Inicijalna denaturacija: Smin (15min, ako je koris¢ena Qiagen polimeraza sa Hot
startom); 35 ciklusa (30 sekundi/95°C, 30 sekundi/temperatura anilinga data u tabeli 3.5,
vreme ekstenzije dato u tabeli 3.5/72°C); 7min/72°C.
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Tabela 3.5. Uslovi PCR reakcija: finalne koncentracije komponenti PCR smesSe 1 specifi¢nosti temperaturnih profila.

MATERIAL | METODE

Varijantaili DNK  Q MgCl, dNTP  Prajmeri _ Finalni -~ Temp. — Trajanje
Gen S R Pufer mM)  (mM) Polimeraza  volumen  Anilinga  ekstenzije

giong g (uM) () (°C)  (sekunde)

TPMT VNTRU 150 1x 1x (Qia) 2.75 0.33 0.50 0.4U (Qia) 10 53.5 90
promotoru
GCC . .

TPMT . 150 1x 1x (Qia) 15 0.40 0.80 1U (Qia) 25 52 45

ponovci
TPMT c.460 G>A 100 1x 1x (Qia) 2.83 0.33 0.67 1U (Qia) 30 57 30
TPMT c.719 A>G 100 1x 1x (Qia) 2.83 0.33 0.33 1U (Qia) 30 57 30
TPMT 3 egzon 100 1x 1x (Qia) 2.5 0.40 0.40 1U (KAPA) 25 54 30
TPMT 4 egzon 100 1x 1x (Qia) 15 0.40 0.40 1U (KAPA) 25 54 30
TPMT 5 egzon 80 1x  1x(Qia) 1.5 0.20 0.40 1U (KAPA) 25 54.5 30
TPMT 6 egzon 150 1x 1x (Qia) 15 0.40 0.40 0.8U (KAPA) 20 50 30
TPMT 7 egzon 60 1x 1x (Qia) 2.5 0.40 0.60 0.5U (Qia) 10 58 30
TPMT 8 egzon 100 1x  1x(Qia) 25 0.40 0.40 1U (KAPA) 25 54 30
TPMT 9 egzon 100 1x 1x (Qia) 2.5 0.40 0.40 1U (KAPA) 25 52 30
TPMT 10 egzon 90 1x 1x (Qia) 15 0.20 0.40 1U (Qia) 25 60 30

28bp .

TYMS . 70 1x 1x (Qia) 15 0.4 0.8 0.5U (KAPA) 20 66 30

ponovci

Indel u . 0.75U
TYMS 3"UTR 70 1x 1x (Qia) 3 0.4 0.4 (KAPA) 25 61 20
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Varijantaili DNK @ MgCl, dNTP  Prajmeri _ Finalni o p. Trajanje
Gen : Polimeraza ~ volumen - ~
regiongena  (pg) rastvor (mM)  (mM) (UM) () anilinga  ekstenzije
1x
. - . . . : 2 2 2
MTHFR  ¢c.677 C>T 70 (KAPA) 25 0.2 0.4 0.6U (KAPA) 0 6 0
DHFR promotor 60 1x 1x (Qia) 3 0.2 0.32 0.4U (Qia) 10 Touchdown program*
ITPA c.94 C>A 80 1x  1x(Qia) 3 0.4 0.8 1U (KAPA) 25 55 30
ABCC4 rs9$_i(é519 80 1x  1x(Qia) 3 0.2 0.8 1U (KAPA) 25 60 20
ABCB1 2677 G>T 50 1x  1x(Qia) 3 0.2 0.25 0.5U (KAPA) 20 58 30
TNF -308 G>A 80 Ix  1x(Qia) 275 0.5 1 0.5 (KAPA) 20 56 45
IL-6 -174 G>C 80 - 1x(Qia) 275 0.5 0.5 0.5 (KAPA) 20 56 45

* Touchdown program: 15min/94°C, 20x(30s/94°C, 30s/60°C (u svakom ciklusu se temperatura anilinga smanjuje za po 0.5°C),
60s/72), 25x(30s/94°C, 30s/60°C, 60s/72°C), 7min/72°C. Qia- Qiagen; KAPA — KAPA Biosystems.

50




MATERIAL | METODE

3.2.2.2. Analiza DNK fragmenata elektroforezom na agaroznom gelu

Analiza DNK vrsi se elektroforetskim razdvajanjem na horizontalnom agaroznom gelu.
Kra¢i DNK fragmenti putuju brze kroz gel u elektricnom polju, Sto omogucava razdvajanje
fragmenata po veli¢ini. Koncentracija gela, koja se obi¢no krece izmedu 1% — 4% i zavisi od
potrebne rezolucije i ocekivane duzine DNK fragmenata. Za pripremanje gelova i za
elektroforezu koristi se 1IXTAE pufer (40mM Tris-acetat, 1 mM EDTA pH=8.0). U gel se
dodaje fluorescentna boja etidijum bromid (u finalnoj koncentraciji 0.575-0.75ug/ml) koja
se interkalira u DNK i omoguc¢ava njenu vizuelizaciju pod UV svetlom. Elektroforeza se
izvodi pri jacini struje od 100mA i naponu od 100V. Veli¢ina fragmenata DNK, kao i procena

prinosa reakcije se odreduje poredenjem sa komercijalnim markerom — DNK lestvicom.

3.2.2.3. Analiza DNK fragmenata elektroforezom na poliakrilamidnom gelu

Ukoliko je potrebna veca rezolucija razdvajanja DNK fragmenata, umesto agarozne, koristi
se vremenski zahtevnija poliakrilamidna gel elektroforeza. Analiza PCR fragmenata vr$ena
je na vertikalnom 12% poliakrilamidnom gelu. Poliakrilamid se sastoji od niti nastalih
polimerizacijom akrilamidnih subjedinica, povezanih N,N'-metilenbisakrilamidom. Za
pripremanje gela koristi se 12% rastvor akrilamida i N,N'-metilenbisakrilamida u odnosu
29:1. Za elektroforezu i za pripremanje gela sluzi 1XTBE pufer (100mM Tris, 83mM borna
kiselina, 1mM EDTA pH=8.0). Kao inicijatori polimerizacije koriste se 0.1%
amonijumpersulfat i 0.01% TEMED. Elektroforeza se izvodi pri jaéini struje od 60mA i
naponu od 300V u toku 3.5h.

Vizuelizacija PCR fragmenata na poliakrilamidnim gelovima vrSena je bojenjem
srebronitratom (Radojkovic & Kusic 2000). Poliakrilamidni gel je potapan u rastvor 10%
etanola i 0.5% siréetne kiseline. Nakon toga, gel je bojen 0.1% rastvorom AgNO3 10 minuta,
uz neprekidno mesanje. Visak AgNOs je uklanjan ispiranjem najpre u destilovanoj vodi, dva
puta, a zatim u razvijacu sledeceg sastava: 1.5% NaOH, 0.01% NaBHa4 i 0.048% formaldehid.
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Gelovi su u razvijacu drzani 15-20 minuta, do pojave traka. Razvijanje je stopirano

potapanjem gelova u 0.75% rastvor Na,CO:s.

3.2.2.4 Odredivanje broja tandemskih ponovaka i indel-ova PCR metodom prac¢enom gel

elektroforezom

Odredivanje broja tandemskih ponovaka i indelova elektrofororezom nakon PCR reakcije se
bazira na razlici u duzini PCR fragmenata kod razlicitih alela. Ovom metodom su odredivane
varijante u genu TYMS — broj ponovaka od 28bp u promotoru i indel od 6bp u 3" UTR-u.
Sekvence prajmera i uslovi PCR reakcije predstavljeni su u tabelama 3.1. i 3.5. Broj
ponovaka od 28bp je detektovan na osnovu duzine traka nakon 3% agarozne elektroforeze.
Ocekivane duzine PCR produkata od 212, 240 1 268bp odgovaraju alelima sa 2, 3, odnosno
4 ponovka. Indel od 6bp je detektovan na osnovu duzine PCR fragmenata nakon PAA
elektroforeze. Ocekivana duzina PCR produkata od 148bp odgovaraju deleciji (6bp-), dok
duzina od 154bp odgovara inserciji (6bp+).

3.2.2.5. Detekcija genetickih varijanti PCR-RFLP metodom

PCR-RFLP metoda je koris¢ena za odredivanje varijanti tipa SNV. Najpre se umnozi region
u kome se nalazi tackasta varijanta, a zatim se PCR fragmenti podvrgnu restrikcijonoj
digestiji odgovaraju¢om endonukleazom. Endonukleaza se bira tako da PCR fragment sece
ukoliko je prisutna odredena geneticka varijanta, a da ne se€e ukoliko nije. Nekad je potrebno
PCR-om uvesti jednu ili ¢ak nekoliko baznih zamena u okolini varijabilnog mesta koje se

izuCava da bi se formiralo mesto prepoznavanja (konsenzus sekvenca) birane endonukleaze.

Ovom metodom su odredivane sledece geneticke varijacije: TPMT ¢.460 G>A, TPMT c¢.719
A>G, ITPA c.94 C>A, ABCC4 rs9516519, ABCB1 2677 G>T, MTHFR ¢.677 C>T, TNF -
308 G>Ai IL-6 -174 G>C . Sekvence prajmera i uslovi PCR reakcije napisani su u tabelama
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3.1.13.5. Izmedu 150 i 200ng PCR fragmenata sa restrikcionim enzimom i odgovaraju¢im
puferom za digestiju dodati su u restrikcionu smesu finalnog volumena od 15ul. Za detekciju
€.719 A>G varijacije, pored osnovnih komponenti, dodavan je i pUC18 plazmid, kao
pozitivna kontrola digestije. Enzim Accl seCe ovaj plazmid jedanput, $to je dokaz da je
restrikcijoni enzim bio aktivan. Specificni uslovi restrikcione digestije, zajedno sa

o¢ekivanim duzinama fragmenata nakon restrikcione digestije date su u tabeli 3.6.

Tabela 3.6. Odredivanje genetickih varijanti PCR-RFLP metodom

Ocekivana Ocekivane duzine
Geneticka varijanta duzina PCR Enzim i proizvodac fragmenata nakon digestije
fragmenta (bp) (bp)
TPMT c.460 G>A 365 Mwol (Biolabs) Alel G: 267 + 98
Alel A: 365
TPMT ¢.719 A>G 290 Accl (Biolabs) Alel A: 290
Alel G: 201 + 89
ITPA c.94 C>A 256 Pdml (Xmnl) Alel C: 228 + 28
(Thermoscientific) Alel A: 256
ABCC4 rs9516519 147 Pvull (Pharmacia Alel T: 118+29
Biotech) Alel G: 147
ABCB1 2677 G>T 224 Banl (Biolabs) Alel T: 224
Alel G: 200 + 24
MTHFR c.677 C>T 198 Hinfl Alel C: 198
(Thermoscientific) Alel T: 175 + 14
TNF -308 G>A 117 Nco | Alel G: 97 + 20
(Thermoscientific) Alel A: 117
IL-6 -174 G>C 527 Hinl 1l Alel G: 331+167+29
(Thermoscientific) Alel C: 3314122445429

3.2.2.6. Odredivanje genetickih varijanti alel-specifi¢nim PCR-om

Alel-specifiéni PCR (AS-PCR ili ARMS) se koristi za detekciju baznih zamena ili malih

delecija. Kod Alel specificnog PCR-a odredeni region se umnozava samo ako je prisutna

53



MATERIAL | METODE

DNK pacijenta koji nosi odredeni alel. Jedan od prajmera (uzvodni ili nizvodni prajmer) je
dizajniran je tako da svojim 3" krajem obuhvata varijabilno mesto od interesa i specifi¢an je
za svaki od alela. Za svakog ispitanika su pripremljene 2 reakcione smeSe za PCR, u kojima
se nalazi po jedan alel-specifi¢ni prajmer. Obe reakcione smese sadrze ,,zajedni¢ki* prajmer,
kao i par prajmera kojima se umnozava ,,kontrolni“ PCR fragment, koji sluzi kao pozitivna
kontrola PCR reakcije. Nakon AS-PCR reakcije prisustvo ili odsustvo PCR produkta govori
da li ispitanik nosi ili ne nosi odredeni alel. AS-PCR-om su detektovane MTHFR ¢.1298 A>C
i SLC19A1 ¢.80 G>A geneti¢ke varijacije. Sekvence prajmera su date u tabeli 3.2.

PCR smesa za detekciju MTHFR ¢.1298 A>C varijante, zapremine 25ul je bila sledeceg
sastava: 80ng DNK, 0.5xQ rastvor (Qiagen), 1xpufer (KAPA), 0.4M dNTP-a, 1U KAPA Taq
polimeraze, po 1.2uM alel-specifiénog i zajedni¢kog prajmera i po 0.4 uM kontrolnih
prajmera. Program: 1min/96°C, 5x(20sec/96°C, 45sec/70°C, 25sec/72°C), 21x(25sec/96°C,
50sec/65°C, 30sec/72°C), 4x(30sec/96°C, 60sec/55°C, 90sec/72°C), 2min/20°C.

PCR smesa za detekciju SLC19A1 ¢.80 G>A varijante, zapremine 25ul je bila sledeceg
sastava: 80ng DNK, 0.5xQ rastvor (Qiagen), 1xpufer (KAPA), 0.4M dNTP-a, 1U KAPA Taq
polimeraze, po 0.4uM alel-specifi¢nog i zajedni¢kog prajmera i po 0.4 uM kontrolnih
prajmera. Program: 1min/96°C, 5x(20sec/96°C, 45sec/70°C, 30sec/72°C), 21x(25sec/96°C,
50sec/65°C, 40sec/72°C), 4x(30sec/96°C, 60sec/60°C, 90sec/72°C), 2min/20°C

3.2.2.7. Odredivanje genetickih varijacija sekvenciranjem PCR produkata

Sekvenciranjem amplifikovanih fragmenata mogu da se detektuju sve geneticke varijante u
odredenom regionu. Ova metoda se bazira na upotrebi modifikovanih, dideoksi
nukleotidtrifosfata (ddNTP) koji po ugradivanju u DNK lanac zaustavljaju PCR reakciju.
Svaki od cetiri ddNTP je obelezen posebnom fluorescentnom bojom, §to omogucava da se
reakcija sekvenciranja uradi u jednoj tubi. Specifi¢nost PCR-a za sekvenciranje je u tome §to

pored obeleZzenih ddNTP-ova, sadrzi samo jedan prajmer i §to se kao matrica koristi ranije
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umnozeni DNK fragment. Po zavrSetku PCR reakcije za sekvenciranje, dobijaju se fragmenti
razli¢ite duzine obelezeni razli¢itim fluorescentnim bojama koji odgovaraju poziciji i tipu
nukleotida na 3' kraju fragmenta. Nakon razdvajanja obelezenih PCR fragmenata

elektroforezom visoke rezolucije 1 njihove vizualizacije, DNK sekvenca se direktno ocitava.

Direktnim sekvenciranjem su odredivane varijacije u promotoru, prvom egzonu,
kodiraju¢em regionu gena TPMT (3" kraj 3. egzona, 4, 5, 6, 7, 8, 91 5" kraj 10. egzona), kao
1 varijacije u okolnim, nekodiraju¢im sekvencama koje okruzuju kodirajuc¢e regione. Ova
metoda je koriS¢ena i za detekciju varijanti u promotoru gena DHFR. Sekvence prajmera i
uslovi PCR reakcije dati su u tabelama 3.3. i 3.5. PCR za sekvenciranje je raden u finalnom
volumenu od 5pl i sadrZao je: PCR produkt, 2pmola jednog od prajmera za umnoZavanje
fragmenta, 0.5yl miksa za PCR za sekvenciranje (BigDyeTM Terminator v.3.1 Ready
Reaction Kit, Applied Biosystems, CA, USA). Volumen PCR produkta koji se dodaje u PCR
za sekvenciranje zavisi od duzine i koli¢ine PCR fragmenta, $to se procenjuje nakon agarozne

gel elekroforeze uporedivanjem sa standardom.

Produkti PCR-a za sekvenciranje se pre¢iS¢avaju dodavanjem 40ul rastvora (37.5 mM Na-
acetat, 78% etanol). SmeSa se promucka na vorteksu 1 centrifugira 20min/13,000rpm.
Supernatant se odbaci, a ispiranje se ponovi pomo¢u 200ul 70% etanola. Talog se potpuno
osu$i 1 rastvori u 25ul Hi-Di formamida. Celokupni volumen se nanese u bunari¢ na
mikrotitarskoj ploci i analizira pomoc¢u 3130 Genetic Analyzer-a (Applied Biosystems, CA,
USA).

3.2.3. Metode za izvodenje funkcionalnih eseja sa reporterskim vektorom

3.2.3.1. Uslovi gajenja ¢elija u kulturi

K562 ¢elije su krupne, okruglog oblika i rastu u suspenziji (razmnoZavaju se u te¢nom
medijumu bez lepljenja za podlogu), a po deobi ostaju zajedno formirajuéi ,,grozdove®. Celije

se gaje u petri posudama za kultivisanje ili u Falkon plasti¢nim sudovima u termostatu na
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37°C i u vazduhu sa 5% CO2. Medijum za gajenje Celija sadrzi 1x Eagle MEM (Torlak),
10% fetalni tele¢i serum — FCS (PAA), 0.21% NaHCO3 (Torlak), 0.01M HEPES-a pH 7-
7.2, 0.03% glutamina (Torlak), 1x neesencijalnih amino kiselina (Sigma-Aldrich),
streptomicina 100pg/ml 1 penicilina 100U/ml. Pre dodavanja seruma, medijum se sterilise
tako Sto se provlaci kroz filter sa porama veli¢ine 0.22ul. Nakon filter sterilizacije, serum se

dodaje u medijum. Medijum se ¢uva na +4°C.

Na svaka 2 — 3 dana éelije je potrebno prebaciti u sveZz medijum — pasazirati. Celije se najpre
sakupe u sterilnu epruvetu od 10 ml i centrifugiraju 10min/1,800rpm. Supernatant se odbaci,
a talog se resuspenduje u 1 ml PBS-a da bi se odredila koncentracija éelija brojanjem. Celije
se zasade u koncentraciji 2*10°/ml u medijumu za gajenje. Posude sa ¢elijama se prebace u
termostat na 37°C sa 5% CO2.

Za odredivanje koncentracije ¢elija u suspenziji koriS¢ena je Burker—Turk-ova plocica.
Celijska suspenzija se razblazi sa 0.1% tripan-plavo boje za bojenje u razmeri 1:1 i nanese
na plocicu za brojanje. Tripan-plavo ulazi u mrtve ¢elije i boji ih, dok Zive ostaju svetle sa

zlatnim oreolom. Koncentracija zivih ¢elija u suspenziji se racuna po slede¢oj formuli:

Izbrojan broj Zivih éelija na n polja/n x 0.5 = broj ¢elija u suspenziji x 10%/ml

3.2.3.2. Zamrzavanje ¢elija

Celije koje se zamrzavaju treba da budu u fazi eksponencijalnog rasta - log fazi, oko 24h
nakon pasaziranja. Centrifugiraju se 10min/1800rpm (klinicka centrifuga Hereus) i odbaci se
supernatant. Zatim se talog od 1-2 x 108 ¢elija opere u PBS-u. To podrazumeva nalivanje
1xPBS-a, resuspenzuju i centrifugiranje ¢elija 10min/1800rpm, nakon ¢ega se supernatant
odbaci. Talog se resuspenduje u 1 — 1.5 ml medijuma za zamrzavanje koji sadrzi 90%
medijuma za gajenje i 10% dimetilsulfoksid (DMSO) koji sluzi kao krioprotektant. Nakon

toga se suspenzija prebaci u kriotube i postepeno hladi. To se postize drzanjem prvo na ledu
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(1 sat), zatim na -20°C (1 — 16 sati), pa na -80°C (16 — 72 sata) i nakon toga se prebacuju u

teCni azot na -196°C gde ¢elije mogu dugo da se cuvaju do sledeceg koriséenja.

3.2.3.3. Odmrzavanje ¢elija

Odmrzavanje je stresno za celije i zato treba brzo uraditi ovu proceduru da bi se obezbedio
§to veéi procenat preZivljavanja. Celije se odmrzavaju u 10ml medijuma za gajenje
zagrejanog do 37°C, zatim se centrifugiraju 10min/1800rpm. Mrtve celije ostaju u
supernatantu, a Zive se istaloZe. Talog se rastvori u medijumu za rast. Pozeljno je ¢elije guscée
zasaditi da bi se obezbedio brzi oporavak. Suspenzija se prebaci u posudu za kultivisanje i
ostavi da raste u termostatu na 37°C sa 5% CO2. K562 linija dobro podnosi zamrzavanje i

odmrzavanje tako da nije potreban poseban postupak oporavka.

3.2.3.4. Transfekcija K562 ¢elija

Tranzijentna transfekcija ima za cilj uvodenje stranog genetickog materijala u celiju bez
njegovog inkorporiranja u hromozom domacina. Za ovaj eksperiment su kori$éeni ranije
pripremljeni konstrukti, tj. pCAT-basic (Promega) plazmidi bez promotora, u koje je ispred
reporterskog, CAT gena ukloniran deo promotora gena TPMT. Napravljeno je bilo ukupno
11 razli¢itih konstrukata koji su se razlikovali jedino po arhitekturi VNTR regiona nadenih u

promotoru gena TPMT.

Pre tranzijentne transfekcije pCAT konstruktima, K562 ¢elije su bile tretirane 10uM 6-MP-
om (Sigma Aldrich) u MEM medijumu u trajanju od 72h, na slede¢i na¢in. Celije su najpre
gajene 48h sa 6-MP-om, a zatim su pasazirane u svez medijum sa 6-MP-om i tako gajene
dodatnih 24h.
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Slede¢eg dana, celije su oprane PBS-om i zasadene u 2ml medijuma za gajenje bez
antibiotika u koncentraciji 10° ¢elija/ml. Za svaku petri posudu rastvoreno je po 6ug
konstrukta i 2ug pCH 110 plazmida u 250ul OptiMEM-a (GibcoBRL), medijuma za rast bez
antibiotika i seruma. Za svaku petri posudu, rastvoreno je i po 20ul lipofektamina
(Lipofectamine™ 2000 Transfection Reagent, Invitrogen) u 250ul OptiMEM-a i inkubirano
5 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon 5 minuta pomesana je rastvorena DNK i rastvoren
lipfektamin. Smesa je inkubirana na sobnoj temperaturi 20 minuta. Nakon toga, nakapan je
DNK-lipofektamin kompleks u posude sa celijama uz blago muckanje. U ovako

pripremljenom medijumu, ¢elije su gajene joS 24h.

3.2.3.5. Pripremanje ¢elijskih ekstrakata

Dvadeset Cetiri sata od transfekcije, ¢elije se ispiraju PBS-om, a zatim resuspenduju u 1ml
TEN pufera (40mM Tris HCI pH=7.5; 1 mM EDTA pH=8; 150mM NaCl). Nakon
centrifugiranja 2min na 13,000rpm (mikrofuga Eppendorf), ¢elijski talog se vorteksovanjem
resuspenduje u 100pl 0.25M Tris HCl pH=8. Liziranje celija se postize njihovim
naizmeni¢nim stavljanjem u te¢ni azot (-196°C) i vodeno kupatilo (+37°C) uz vorteksovanje
nakon svakog koraka. Nakon centrifugiranja 5min/13,000rpm (+4°C) (mikrofuga
Eppendorf), supernatant se alikvotira i prebacuje u nove mikrotube. Pripremljene ekstrakte

bi trebalo odmabh koristiti za CAT i B-galktozidazni esej ili odmah zalediti i Cuvati na -80°C.

3.2.3.6. R-galaktozidazni esej

Svrha B-galaktozidaznog eseja je da normalizuje rezultate CAT eseja u odnosu na efikasnost
transfekcije u pojedinaénom uzorku. Iz tog razloga se, uz plazmid koji nosi CAT reporter
gen, celije istovremeno transfekuju i sa kontrolnim plazmidom pCH110, koji eksprimira [3-

galktozidazu.
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Esej se zasniva na sposobnosti 3-galaktozidaze da hidrolizuje bezbojni supstrat o-nitrofenil-
-D-galaktopiranozid (ONPG). Kao produkt reakcije nastaje o-nitrofenol koji je Zute boje i

moze se kvantifikovati kolorimetrijski.

Priprema za esej odvija se na ledu. Celijski ekstrakti (50 ul) pomesaju se sa istim volumenom
2X pufera za esej (200mM natrijum-fosfatni pufer pH 7.3; 2mM MgCl2; 100mM (-
merkaptoetanol; 1.33mg/ml ONPG) i inkubiraju u pokrivenoj mikrotitar plo¢i sa ravnim
dnom do razvijanja boje (30-45 min) na 37°C. Merenje apsorbance na talasnoj duzini od

420nm vrsi se pomocu Microplate reader Multiskan RC (Labsystems) aparata.

Radi odredivanja koncentracije B-galaktozidaze u uzorku, neophodno je napraviti standardnu
kalibracionu krivu tako $to se poznata razblazenja [B-galaktozidaze, ukljucujuci blank,
pripremaju i mere na identican nacin. Kao referentne vrednosti za konstrukciju standardne
kalibracione krive i odredivanje vrednosti -galaktozidaze u ispitivanim ¢elijskim lizatima
koris¢ena su standardna razblazenja ovog enzima: 1.5625mU, 3.125mU, 6.25mU, 12.5mU,
25mU, 50mU, i 100mU.

3.2.3.7. CAT esej

CAT esej je kolorimetrijski enzimski imunoesej za kvantifikaciju ekspresije hloramfenikol
acetiltransferaze (eng. Chloramphenicol acetyltransferase, CAT) u eukariotskim ¢elijama
transfekovanim plazmidom koji nosi CAT reporter gen. Esej se izvodi prema uputstvu

proizvodaca.

CAT esej bazira se na principu ,,sendvic* ELISA-e. Anti-CAT antitelo vezano je za povrSinu
mikrotitar ploce (Roche kit). Za njega se specificno vezuje ukupna hloramfenikol
acetiltransferaza prisutna u uzorku ili standardu. Primarno antitelo je obeleZeno
digoksigeninom (anti-CAT-DIG) i specifi¢no se vezuje za hloramfenikol acetiltransferazu, a
za njega sekundarno antitelo koje je konjugovano sa peroksidazom (anti-DIG-POD).

Kvantifikacija hloramfenikol acetiltransferaze obezbeduje se dodavanjem supstrata
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peroksidaze (ABTS). Naime, peroksidaza razlaze supstrat dajué¢i obojeni produkt.
Apsorbance uzorka odreduje se pomocu citata za mikrotitar ploce i1 direktno je

proporcionalna nivou hloramfenikol acetiltransferaze prisutne u uzorku.

Pripremljeni celijski ekstrakti se pomeSaju sa puferom za uzorak (Roche kit) do finalne
zapremine od 200 pl, zatim se nanesu u bunari¢e na mikroploci i pokriveni inkubiraju 1h sa
37°C. Nakon vezivanja hloramfenikol acetiltransferaze iz uzorka, bunari¢i se pet puta
ispiraju sa po 250 ul pufera za ispiranje (Roche kit). Zatim se u bunaric¢e dodaje po 200 pl
anti-CAT-DIG antitela (Roche kit) i inkubira pokriveno 1h sa 37°C. Nakon vezivanja
primarnog antitela, bunarici se pet puta ispiraju sa po 250 ul pufera za ispiranje (Roche kit).
Zatim se u bunaric¢e dodaje po 200 pl anti-DIG-POD antitela (Roche kit) i inkubira pokriveno
1h sa 37°C. Nakon vezivanja sekundarnog antitela, bunari¢i se pet puta ispiraju sa po 250 pul
pufera za ispiranje (Roche kit). Na kraju se u bunari¢e dodaje po 200 pl supstrata (Roche kit)
I inkubira pokriveno do razvijanja boje (10-40 min) na sobnoj temperaturi. Merenje
apsorbance na talasnoj duzini od 405nm vrs$i se pomoc¢u Microplate reader Multiskan RC

(Labsystems) ¢itaca za mikrotitar ploce.

Radi odredivanja koncentracije proteina u uzorku, neophodno je napraviti standardnu
kalibracionu krivu tako Sto se poznata razblazenja CAT enzima (Roche kit), ukljucujuci
blank, pripremaju 1 mere na identi¢an nacin. Kao standardi za odredivanje aktivnosti CAT-a
u ispitivanim Celijskim lizatima (za konstrukciju standardne kalibracione krive) koriS¢ena su
sledeéa razblazenja CAT enzima E coli: 1.5625 pg, 3.125 pg, 6.25 pg, 12.5 pg, 25 pg, 50 pg,
i 100 pg.

Vrednosti dobijenih aktivnosti CAT enzima normalizovane su u odnosu na aktivnost j3-
galaktozidaze poreklom sa pCH110 plazmida. Relativne aktivnosti promotorskih konstrukata
su preracunate procentualno u odnosu na pBLCAT5 plazmid (100%) i predstavljene kao

srednja vrednost + standardna devijacija iz najmanje tri nezavisna eksperimenta.
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3.2.4. Metode za izuCavanje genske ekspresije

3.2.4.1. Izolacija mononuklearnih ¢elija pomocu fikola

U tubu od 10ml se sipa 3ml rastvora fikola (Ficoll-Paque Plus, GE Healthcare). Krv ili kosna
stz se razblaze fizioloSkim rastvorom (0.9% NaCl) u odnosu 1:1 1 pazljivo nanesu na rastvor
fikola, tako da se faze te¢nosti ne mesaju. Nakon centrifugiranja (25min/1,500rpm) pokupe
se MNC (beli¢ast sloj na granici faza fikola i plazme) i prenesu u nove tube od 10ml. MNC
se ispiraju nalivanjem 8ml 1xPBS rastvora (137mM NaCl, 2.7mM KCI, 10mM Na;HPO4,
2mM KH2PO4). Smesa se promesa invertovanjem tube i centrifugira 15min/1,500rpm. Talog
MNC se rastvori u 1ml Tri Reagent® rastvora (Ambion) i prebaci u tubu od 1.5ml. Uzorak

se ¢uva na -80°C.

3.2.4.2. Izolacija RNK iz mononuklearnih ¢elija u Tri Reagent® rastvoru

Uzorak se ostavi 5-10 minuta na sobnoj temperaturi da se odmrzne. Spricem i iglom (&
0.7mm) lizirati ¢elije provlacenjem celija 5-10 puta kroz iglu. Doda se 200pl hloroforma i
snazno promucka rukom. Uzorak se ostavi 15min 1 centrifugira 15min/12,000rcf/4°C.
Gornja, vodena faza sa RNK se pazljivo pokupi i prenese u novu tubu od 1.5ml, ostatak moze
da se ¢uva radi izolacije DNK ili proteina. U rastvor RNK se doda 1ml izopropanola, promesa
invertovanjem i ostavi 15 minuta. Smesa se centrifugira 15min/12,000rcf/4°C, posle cega se
talog prelije 70% etanolom koji je razblazen destilovanom vodom tretiranom 0.1%
dietilpirokarbonatom (DEPC)*. Nakon centrifugiranja 10min/12,000rcf/4°C, etanol se
potpuno ukloni. Talog se osu$i na vazduhu i rastvori u 20-50ul destilovane vode tretirane
DEPC-om. Uzorak se ¢uva na -80°C.

* Tretman destilovane vode DEPC-om je potreban da bi se inaktivirali enzimi RNaze, koji
mogu da da ostete RNK molekule. Protokol: 0.1% rastvor DEPC-a se inkubira na 37°C preko

no¢i, nakon ¢ega se podvrgava temperaturi od 100°C sat vremena u autoklavu.
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3.2.4.3. Sinteza cDNK

Sinteza ¢cDNK je radena pomoéu RevertAid Reverse Transcriptase (Thermo Scientific)
reakcijom reverzne transkripcije. SmeSa ukupnog volumena od 11ul koja sadrzi 600ng
totalne RNK 1 9.09uM mesavinu oligonukleotida od 6bp (Random Hexamer Primer) se
inkubira 5min/70°C, a zatim prebaci na led. Drzeci uzorke na ledu, ovoj smesi se doda jos
9ul drugih komponenti, tako da finalni volumen od 20pul sadrzi 600ng RNK, SuM meSavinu
oligonukleotida od 6bp, 1XRT pufera (Thermo Scientific), 20U ,,Ribo-Lock® RNaznog
inhibitora (Thermo Scientific), ImM dNTP i 200U RevertAid Reverse Transcriptase
(Thermo Scientific). Smesa se inkubira 10min/25°C, a zatim 1h/42°C. Reakcija se zaustavlja

inkubiranjem 10min/70°C. Uzorak se ¢uva na -20°C.

3.2.4.4. Provera kvaliteta cDNK

Kvalitet cDNK je proveravan umnozavanjem regiona gena ABL protoonkogen 1,
nereceptorska tirozin kinaza (ABL1) koriste¢i Ia i D prajmere (Tabela 3.4). U reakciju
volumena 25 pl je dodavano 30-60ng cDNK, 1xQ, 1xpufer (Qiagen), 3mM MgCI2, 0.2uM
dNTP, oba prajmera po 0.4 uM i 1U KAPA Taq polimeraze (KAPA Biosystems). Ukoliko
bi se u PCR reakciji dobio fragment ocekivane duZine od 277bp, smatralo bi se da je cDNK

odgovarajuceg kvaliteta za analizu ekspresije real-time PCR metodom.

3.2.4.5. Kvantifikacija ekspresije gena TPMT real-time PCR metodom

Real-time ili kvantitativni PCR je tehnika koja je dobila naziv po tome sto se koli¢ina PCR
produkata meri u realnom vremenu. Ova metoda u kombinaciji sa reverznom transkripcijom

se koristi za kvantifikaciju genske ekspresije. Za kvantifikaciju ekspresije gena TPMT

62



MATERIAL | METODE

koris¢ena je AACT metoda (Lindqgvist et al. 2003). ,,Housekeeping* gen, ABL protoonkogen
1 (ABL1) je koris¢en kao endogena kontrola da bi se normalizovala koli¢ina RNK dodata u
reakciju reverzne transkripcije. Kao kalibrator je odabrana medijana normalizovanih
vrednosti za ekspresiju gena TPMT kod uzoraka ALL pacijenata prikupljenih pre terapije.
Na osnovu vrednosti za kalibrator koji po definiciji ima vrednost 1, izraCunate su vrednosti
za sve ostale uzorke. Svi eksperimenti su radeni u duplikatu. Ukoliko su se Ct vrednosti
(ciklus u kojem je intenzitet fluorescencije preSao zadati prag intenziteta) za isti uzorak

znacajno razlikovale, eksperiment je ponavljan u duplikatu.

Ekspresija gena TPMT je pracena na 7500 Real-time PCR aparatu (Applied Biosystems)
upotrebom TagMan tehnike. Nukleotidne sekvence prajmera i proba navedene su u tabeli
3.4. Reakciona smeSa finalnog volumena 10 pl je sadrzala slede¢e komponente: 1x KAPA
PROBE FAST Universal gPCR Master Mix (KAPA Biosystems), 2x Rox Low referentne boje
(KAPA Biosystems), 30ng cDNK, 2 prajmera i fluorescentno obelezenu probu. Ciljni gen,
TPMT, je umnoZavan odvojeno od gena koji je sluzio kao endogena kontrola, ABL1. U
reakciju za umnozavanje gena TPMT je dodavano 0.3uM uzvodnog, 0.05uM nizvodnog
prajmera i 0.175uM probe. U reakciju za umnozavanje ABL1 gena je dodavano po 0.3uM
prajmera 1 0.2uM probe. Temperaturni profil PCR reakcije je bio sledeéi: 2min/50°C,
3min/95°C, 40 ciklusa 15s/95°C, 1min/60°C.

3.2.5. Statisticka obrada rezultata

Rezultati koji se odnose diskretne varijable, genotipove i alele, su predstavljeni kao
frekvencije i u procentima. Hardi-Vajnbergova ravnoteza za svaki lokus kod ALL pacijenata
i kontrola je proverena y? testom sa 1 stepenom slobode ili egzaktnim testom uzimajuéi u
obzir dobijene 1 o¢ekivane frekvencije genotipova. Isti testovi su koris¢eni da se odredi da li
postoje razlike u zastupljenosti genotipova izmedu pacijenata i kontrola. Egzaktni testovi su
radeni prema Wigginton-u i saradnicima (2005) i primenjeni su ukoliko uslovi za primenu

testa nisu bili ispunjeni (Wigginton et al. 2005).
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Kao mera centralne tendencije kontinuiranih varijabli kori$¢ena je srednja vrednost sa 95%
intervalom poverenja, dok je varijabilnost predstavljena standardnom devijacijom.
Normalnost raspodele je proveravana Sapiro-Vilkovim i Kolgomorov-Smirnovim testom.
Od statistickih testova za poredenje grupa koriS¢eni su parametrijski testovi (t-test,
jednofaktorijalna i dvofaktorijalna ANOVA) i neparametrijski testovi (Man-Vitnijev test,
Kruskal-Valisov i Vilkoksonov test ekvivalentnih parova). Spirmanov koeficijent korelacije
sa 95% intervalom poverenja je koriS¢en kao mera korelacije izmedu dve kontinuirane

varijable.

Statisti¢ka analiza i crtanje grafikona je uradena pomoc¢u SPSS (IBM SPSS Statistics v.20) i
MS Excel (verzija 2010 i 2013) softvera. Analiza haplotipova je uradena pomoéu Arlequin
softvera (verzija 3.5.1.3). Nivo statisticke znacajnosti je bio 0.05, a svi testovi su bili

nedirekcioni (dvostrani).
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REZULTATI

4.1. Populaciona analiza geneti¢kih varijacija koje potencijalno uti¢u na
metabolizam i transport lekova 6-MP-a i MTX-a

Za deo studije koja se bavi odgovorom na terapiju lekom 6-MP-om, izu¢avane su varijacije
u genima TPMT i ITPA, kao i MTHFR dok su varijacije u genima TYMS, MTHFR, SLC19A1
I DHFR izucavane u okviru studije koja se bavi odgovorom na terapiju lekom MTX-om.
Rezultati koji se odnose na varijacije u genu MTHFR ¢e biti prikazani u delu koji bavi
odgovorom naterapiju lekom MTX-om, jer je MTHFR enzim ucesnik folatnog metaboli¢kog
puta. Varijacije u genima ABCC4 i ABCB1, koji kodiraju efluksne transportere oba leka,
razmatrane su u svetlu odgovora na terapiju i jednog i drugog leka. Sve pomenute geneticke
varijacije izu¢avane su kod grupe pedijatrijskih pacijenata obolelih od ALL i kontrolne grupe

zdravih ljudi.

4.1.1. Analiza geneti¢kih varijacija potencijalno vaznih za odgovor na terapiju
lekom 6-MP-om

U ovaj deo studije, bila je ukljucena celokupna grupa od 174 dece obolele od ALL kod kojih
su izuCavane varijacije TPMT ¢.460 G>A, TPMT c¢.719 A>G. Kod 68 dece obolele od ALL
I 69 zdravih, kontrolnih ispitanika, izu¢avane su i ITPA ¢.94 C>A, ABCC4 rs9516519 T>G i
ABCBL1 ¢.2677 G>T geneticke varijacije. Sve geneticke varijacije su odredene PCR-RFLP
metodom (slika 4.1). Ni u jednoj grupi pacijenta ni u kontrolnoj grupi nije doslo do
odstupanja od Hardi-Vajnbergove ravnoteze za bilo koju od izu¢avanih varijacija. Pored
toga, ucestalosti genotipova kod pedijatrijskin ALL pacijenata i u kontrolnoj grupi su bili

vrlo sli¢ne (tabela 4.1.).
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Slika 4.1. Detekcija geneti¢kih varijacija potencijalno vaznih za odgovor na terapiju lekom
6-MP-om koris¢enjem PCR-RFLP metode. Prikazano je odredivanje sledec¢ih genetickih
varijacija: (A) TPMT c.460 G>A, (B) TPMT ¢.719 G>A, (C) ITPA c.94 C>A, (D) ABCC4
rs9516519 i (E) ABCBL1 ¢.2677 G>T. PCR — nedigerirani PCR fragment. N/N — homozigotni
nosilac referentnog alela. V/V — homozigotni nosilac varijantnog (redeg) alela. N/V —
heterozigotni nosilac. L — molekulska lestvica (Gene Ruler 100bp DNA Ladder, Thermo
Scientific). pUC18 — neiseceni pUC18 plazmid koriséen kao kontrola digestije
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Tabela 4.1. Ucestalosti genotipova genetickih varijacija potencijalno vaznih za odgovor na
terapiju lekom 6-MP-om kod ALL pacijenata i zdravih ljudi (kontrolna grupa)

ALL pacijenti

Kontrolna grupa

GenetiCka . stip N % *HW N % *HW #p
varijacija
TPMT GIG 165  94.9%  0.12 i i - i
CAB0G>A  G/A 8 4.5% . :
rs1800460  A/A 1 0.6% . .
TPMT AIA 164 943%  0.15 i i - i
C7T1I9ASG  A/G 9 5.2% . .
rs1142345  GIG 1 0.6% i :
ITPA ciC 63 926% 1 60  92.3% 1 1
CO94C>A  CIA 5 7.4% 5 7.7%
rs1127354  AJA i 0.0% i 0.0%
ABCC4 TIT 41 60.3% 087 45 65.2% 0.71 0.87
rs9516519  T/G 24 353% 21 30.4%
T>G T/G 3 4.4% 3 4.3%
ABCBL  GIG 20 426% 012 24 44.4% 0.34 0.65
c2677G>T  GIT 26 38.2% 23 42.6%
rs2032582  TIT 13 19.1% 7 13.0%

*HW — y 2 ili egzaktnim testom testirano je da li distribucija genotipova odgovara Hardi-
Vajnbergovoj (HW) ravnotezi (ako je p<0,05, populacija nije u HW ravnotezi). #p — y 2 ili
FiSerovim egzaktnim testom testirana je razlika izmedu ucestalosti genotipova kod
pedijatrijskih ALL pacijenata i kontrolne grupe.
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4.1.2. Analiza genetic¢kih varijacija potencijalno vaznih za toksi¢nost leka MTX-a

U ovaj deo studije je bilo ukljuc¢eno 153 dece obolele od ALL i 104 zdravih, kontrolnih
ispitanika. Geneticke varijacije u genu TYMS su bile odredene PCR metodom, MTHFR ¢.677
C>T PCR-RFLP metodom, MTHFR ¢.1298 A>C i SLC19A1 G>A AS-PCR metodom i
varijacije u promotoru gena DHFR (-680 C>A, -675 A>G, -556 T>C, -464 A>T, -317 A>G)
metodom PCR-a pracenog sekvenciranjem (Slika 4.2). U tabeli 4.2, date su ucestalosti
genotipova nadenih kod ALL pacijenata i kontrolnoj grupi. Ni kod grupe pacijenta niti u
kontrolnoj grupi nije doslo do odstupanja od Hardi-Vajnbergove ravnoteze za bilo koju od
izuCavanih varijacija, 0sim za MTHFR ¢.677 C>T varijaciju u kontrolnoj grupi. Pored toga,
ucestalosti genotipova kod ALL pacijenata i u kontrolnoj grupi su bile vrlo sli¢ne (tabela
4.2). Rezultati ucestalosti genetikih varijacija u genima Koji kodiraju transportere za lek
MTX, ABCBL1 ¢.2677 G>T i ABCC4 rs9516519 T>G, su prikazani u tabeli 4.1.

Za predvidanje odgovora na terapiju, pored detekcije pojedinacnih varijacija u genu, moze
biti vazno koje geneti¢ke varijante pacijent nosi na svakom od pojedina¢nih hromozoma.
Zato je potrebno odrediti da li se neke geneticke varijacije nalaze u gametskoj neravnotezi
vezanosti (eng. LD — linkage disequilibrium). U genima TYMS, MTHFR i DHFR izu¢avano
je viSe od jedne geneticke varijacije. Grupisanje nadenih genetickih varijacija u haplotipove
uradeno je pseudo-bajesovskim algoritmom pomocu Arlequin softvera. Odredene su
ucestalosti naj¢escih haplotipova, kao 1 jacina veze izmedu genetickih varijanti. Budu¢i da
su ucestalosti genotipova sli¢ne u grupi kontrolnih ispitanika i ALL pacijenata, za haplotip
dati u tabeli 4.3. U genu TYMS je dobijeno da je dupli tandemski ponovak u promotoru
(TYMS 2R) asociran sa insercijom od 6bp u 3’UTR-u (TYMS 6bp+), kao i trostruki tandemski
ponovak (TYMS 3R) sa delecijom od 6bp u 3’UTR-u (TYMS 6bp-) (r?=0.14). U genu
MTHFR, varijanta c.677C je asocirana sa ¢.1298C, kao i varijanta c.677T sa c.1298A
varijantom (r>=0.14). U genu DHFR je nadeno da postoji najjaca asocijacija izmedu -680
C>A i -317 A>G (r?=0.69) sa jedne strane i -675 A>G, -556 T>C i -464 A>T (vrednosti za
r? su bile izmedu 0.94 i 0.96 ), sa druge.

69



REZULTATI

N/N  N/V V/V L

A

(i
i

| 1 E

240bp
—
212bp —> = -

V/V. N/N N/NV L

B = E o
" e

766bp
317bp > -

148bp

154bp7_’iu . [

- —

PCR N/N V/V N/NV L

198bp 4
175bp ——»

Slika 4.2. Detekcija genetickih varijacija potencijalno vaznih za odgovor na terapiju lekom
MTX-om. Prikazana je detekcija (A) broja ponovaka u 5°UTR-u gena TYMS i (B) TYMS
indel u 3’UTR-u PCR metodom; (C) detekcija MTHFR ¢.677 C>T PCR-RFLP metodom,;
(D) detekcija MTHFR ¢.1298 A>C i (E) SLC19A1 c.80 G>A AS-PCR-om; (F) detekcija
DHFR -464 A>T metodom sekvenciranja (prikazan je elektroferogram dobijen
sekvenciranjem dela promotora gena DHFR, a varijabilno mesto je oznac¢eno strelicom). N/N
— homozigotni nosilac referentnog alela. V/V — homozigotni nosilac varijantnog (redeg)
alela. N/V — heterozigotni nosilac. L — molekulska lestvica (Gene Ruler 100bp DNA Ladder,
Thermo Scientific). PCR — nedigerirani PCR fragment.
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Tabela 4.2. Ucestalosti genotipova potencijalno vaznih za odgovor na terapiju lekom MTX-

om kod ALL pacijenata i zdravih ljudi (kontrolna grupa)

Geneticke

ALL pacijenti

Kontrolna grupa

e Genotip N % *HW N % *HW #p
varijacije
TYMS broj 3/3 50 32.7%  0.06 33 31.7% 0.81 0.38
ponovaka 3/2 64 41.8% 51 49.0%
rs34743033 212 38 24.8% 19 18.3%
3/4 1 0.7% 1 1.0%
TYMS Ins/Ins 70 45.8% 0.62 47 45.2% 0.92 0.99
6bp indel Ins/Del 65 42.5% 45 43.3%
rs34489327  Del/Del 18 11.8% 12 11.5%
MTHER Ci/C 75 49.0%  0.39 53 51.0% 0.02 0.45
c.677 C>T CIT 61 39.9% 35 33.7%
rs1801133 TIT 17 11.1% 16 15.4%
MTHFR AIA 75 49.0%  0.18 60 57.7% 0.13 0.38
c.1298 A>C  A/C 59 38.6% 34 32.7%
rs1801131 CiC 19 12.4% 10 9.6%
SLC19A1 GIG 41 26.8%  0.37 27 26.0% 0.54 0.51
.80 G>A G/IA 71 46.4% 55 52.9%
rs1051266 A/A 41 26.8% 22 21.2%
DHFR C/iC 65 436% 084 45 43.3% 0.86 1.0
-680 C>A CIA 66 44.3% 46 44.2%
rs442767 A/A 18 12.1% 13 12.5%
DHFR AlA 78 523% 0.45 55 52.9% 0.31 0.37
-675 A>G AIG 57 38.3% 44 42.3%
rs1643641 G/IG 14 9.4% 5 4.8%
DHFR T/T 78 523%  0.64 55 52.9% 0.52 0.67
-556 T>C T/C 58 38.9% 43 41.3%
rs1650695 C/C 13 8.7% 6 5.8%
DHFR AIA 78 52.3%  0.64 55 52.9% 0.52 0.67
-464 AST AT 58 38.9% 43 41.3%
rs1650696 T 13 8.7% 6 5.8%
DHFR AlA 52 34.9%  0.69 37 35.6% 0.99 0.97
-317 A>G AIG 74 49.7% 50 48.1%
rs408626 G/G 23 15.4% 17 16.3%

*HW- y 2 testom testirano je da li distribucija genotipova odgovara Hardi-Vajnbergovoj
(HW) ravnotezi (ako je p<0.05, populacija nije u HW ravnotezi). #p — y 2 testom testirana je
razlika izmedu ucestalosti genotipova kod pedijatrijskin ALL pacijenata i u kontrolnoj grupi.
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Tabela 4.3. Ucestalosti haplotipova u genima TYMS, MTHFR i DHFR

TYMS* H1 H2 H3 H4
Broj ponovaka u 5"UTR-u 2 3 3 2
Indel u 3’'UTR-u Ins Ins Del Del
Ucestalost 36.3% 30.4%  24.6% 8.2%
MTHFR H1 H2 H3 H4
c.677 C>T C T C T
€.1298 A>C A A C C
Ucestalost 402% 30.4%  28.3% 1.1%
DHFR* H1 H2 H3 H4
-680 C>A A C C C
-675 A>G A A A G
-556 T>C T T T C
-464 A>T A A A T
-317 A>G G A G A
Ucestalost 324% 31.6% 7.1% 26.1%

*Prikazana su 4 naj¢esca haplotipa (H1 — H4).
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4.2. Analiza genetiCkih varijacija potencijalno vaznih za odgovor na
terapiju lekovima baktrimom, nistatinom i anti-TNF agensima

U ovaj deo studije bila je ukljucena 91 zdrava osoba i 73 RA pacijenta kod kojih je odredena
ucestalost IL-6 -174 G>C i TNF -308 G>A (tabela 4.4). Ni kod grupe pacijenta niti u
kontrolnoj grupi nije doslo do odstupanja od Hardi-Vajnbergove ravnoteze ni za jednu od

izuCavanih varijacija.

Odgovor na terapiju lekom etanerceptom, anti-TNF agensom, kod RA pacijenata je odreden
koriste¢i DAS28 skor za ocenu klini¢kog stanja, u skladu sa kriterijumima EULAR (eng. The
European League Against Rheumatism) organizacije (Kearsley-Fleet et al. 2014). Smatralo
se su dobro odgovorili na terapiju pacijenti kod kojih je DAS28 skor poboljSan za najmanje

1.2 jedinice.

Pokazano je da je IL-6 -174G varijanta povezana sa vecom efikasno$¢u anti-TNF terapije,
odnosno dobrim odgovorom na terapiju (Janéic et al. 2015). Pored toga, najveca efikasnost
terapije je dobijena kod pacijenata koji su nosili kombinovani IL-6 -174 GG i TNF -308 GG
genotip (Jancic¢ et al. 2015). U naSoj populaciji, oko 40% ljudi nosi kombinovani IL-6 -174
GG i TNF -308 GG genotip koji je povezan sa dobrim odgovorom na anti-TNF terapiju kod
RA pacijenata.

Tabela 4.4. Ucestalosti genotipova genetickih varijacija u genima IL-6 i TNF

RA pacijenti Kontrole

Geneticka o otip N % *HW N % *HW
varijacija

IL-6 GIG 23 315% 016 46  505% 0.3
174G>C  GIC 41 56.2% 33 37,6%
rs1800795  C/C 9 123% 12 129%

TNF GIG 54 740% 1 2 791% 1
308G>A  GIA 18 24.7% 18 19.8%
rs1800629 AIA 1 1.4% 1 1.1%

*HW —Hi? ili egzaktnim testom testirano je odstupanje od Hardi-Vajnbergove (HW)
ravnoteZe (ako je p<0.05, populacija nije u HW ravnotezi).
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4.3. Uticaj terapije odrZzavanja na ekspresiju gena TPMT u zavisnosti od
arhitekture VNTR regiona u promotoru gena TPMT

4.3.1. Uticaj pretretmana lekom 6-MP-om na nivo TPMT transkripcije u zavisnosti
od VNTR arhitekture gena TPMT u K562 éelijskoj liniji in vitro

Najpre smo hteli da proverimo da li lek 6-MP ima uticaj na ekspresiju gena TPMT u ¢elijskoj
kulturi in vitro. U ranijim reporterskim esejima kada smo ispitivali ja¢inu promotora gena
TPMT koji sadrze razli¢ite VNTR alele koristili smo K562 ¢elijsku liniju (Zukic et al. 2010).
Sada su K562 ¢elije su tretirane 10(1M koncentracijom leka 6-MP-a u trajanju od 72h, nakon
Cega su transfekovane konstruktima sa CAT reporterskim genom. lzabrana koncentracija
leka 6-MP-a kojima su tretirane K562 ¢elije je odredena eksperimentalno (Zukic et al. 2010).
Preko koli¢ine sintetisanog CAT proteina, CAT esejom, posredno je utvrdena aktivnost
svakog pojedinacnog konstrukta kada su ¢elije bile pod dejstvom leka 6-MP-a. KoriS¢eno je
11 konstrukata prethodno napravljenih insercijom dela promotora gena TPMT sa razli¢itim
VNTR alelima (AB4C, A2B3C, AsBC, AB2C, AsBC, A2BC, A3BC, AsBC, ABsC, A3B.C i
A:>B>C) ispred CAT gena u pCAT-basic reporterski vektor koji ne sadrzi sopstveni promotor
(Zukic et al. 2010).

Nasi rezultati su pokazali da je za svaki VNTR konstrukt smanjena CAT aktivnost u K562
¢elijama pretretiranim lekom 6-MP-om u odnosu na netretiratne ¢elije, od ¢ega je 9 od 11
konstrukata imalo statisti¢ki znacajno smanjenje (tabela 4.5). Razli¢iti VNTR konstrukti su
svrstani u tri kategorije, u skladu sa nivoom smanjenja CAT aktivnosti pod tretmanom leka
6-MP-a: manje od 33% (malo smanjenje), izmedu 34 1 66% (srednje smanjenje) i vise od
66% (veliko smanjenje). Za samo jedan konstrukt (AB4C) je smanjenje aktivnosti
reporterskog vektora bilo manje od 34% prilikom tretmana lekom 6-MP-a, dok je za 6
konstrukata (A2B3C, A4sBC, AB2C, AsBC, A2BC i AzBC) smanjenje bilo od 34 do 66%. Ono
Sto je zanimljivo je da je za 4 konstrukta (AsBC, ABsC, A3B2C i A2B>C) izmereno izrazito
smanjenje aktivnosti reporterskog vektora, vise od 67%, kod pretretiranih u odnosu na

netretirane éelije (tabela 4.5).
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U K562 celijama pretretiranim lekom 6-MP-om kod konstrukata koji imaju po dva B
ponovka, sa povec¢anjem broja A ponovaka pokazano je da se ekspresija reporterskog gena
izrazenije smanjuje (AB2C, A2B.C i A3B2C) (slika 4.3A). Pored toga, tretman lekom 6-MP-
om vise smanjuje nivo transkripcije reporterskog gena kod konstrukata koji imaju dva B
ponovaka, u odnosu na konstrukte sa jednim B ponovkom — vece je smanjenje CAT
aktivnosti kod A2B>C i AsB>C u odnosu na A2BC i AsBC konstrukte u K562 ¢elijama

tretiranim lekom 6-MP-om u odnosu na netretiratne ¢elije (slika 4.3B).

Tabela 4.5. CAT aktivnosti konstrukata koji sadrze promotor gena TPMT sa razli¢itim VNTR
alelima u netretiranim, odnosno 6-MP-om pretretiranim K562 ¢elijama in vitro

Posle P Smanjenje
Konstrukt  Pre tretmana*  tretmana 6- vrednost promotorske Kategorija
MP-om * aktivnosti (%)

AB.C' 142462  11.0+12  0.388 22 Malo smanjenje
(MS)

AsB:C 288+54  161+16 0013 44

ABC 15242 82+24 0.040 46 )

AB.C 626+129  332%49 0045 47 Intermedijarno

ABCT 19075 84%20 0.057 55 smanjenje (15)

A.BC 11904 52+ 17 0.016 56

A:BC 557+151  236+51  0.006 58

AB.C 494133  158%35 0012 68

ABC 46080  130+23 0014 72 Veliko smanjenje

ABsC 338+21.0  7.1%60 0.040 79 (VS)

AB:C  380+139 2505 0.015 93

*CAT aktivnosti su predstavljene kao srednja vrednost * standardna devijacija iz najmanje
3 nezavisna eksperimenta. Kotransfekovani pCH110 vektor koji eksprimira B-galaktozidazu
je koris¢en da usaglasi razlike u efikasnosti transfekcije. Normalizovane CAT aktivnosti
konstrukata su predstavljene kao procenat CAT aktivnosti pBLCATS konstrukta u
netretiranim ¢elijama, Cija vrednost je uzeta da bude 100%. CAT aktivnosti u netretiranim
¢elijama kao i na tretiranim ¢elijama transfekovanim konstruktima sa A2BC i AB2C alelima
TPMT promotora su preuzeti iz rada Zukié¢ i saradnika (Zukic2010). TKonstrukti koji nisu
pokazali statisticki znacajnu razliku izmedu CAT aktivnosti u netretiranim i 6-MP-om
pretretiranim ¢elijama. 6-MP: 6-merkaptopurin.
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Slika 4.3. Funkcionalna analiza razli¢itih motiva VNTR regiona promotora gena TPMT pre
I nakon tretmana lekom 6-MP-om. Crni stubici se odnose na CAT aktivnosti u netretiranim
¢elijama, a sivi stubi¢i na CAT aktivnosti u pretretiranim ¢elijama. CAT aktivnosti su
predstavljene kao srednja vrednost * standardna devijacija iz najmanje 3 nezavisna
eksperimenta. Vektor pBLCATS koji sadrzi promotor timidin kinaze je koriS¢en kao
pozitivna kontrola transfekcije. Kotransfekovani pCH110 vektor koji eksprimira f-
galaktozidazu je koris¢en da usaglasi razlike u efikasnosti transfekcije. Normalizovane CAT
aktivnosti konstrukata u tretiranim Celijama su predstavljene kao procenat CAT aktivnosti
istog konstrukta u netretiranim Celijama, ¢ija je vrednost postavljena da bude 100%. (A)
Smanjenje aktivnosti TPMT promotora u ¢elijama pretretiranim 6-MP-om kod konstrukata
koji imaju rastuci broj A ponovaka, a isti broj B ponovaka (AB2C, A2B2C i A3B2C). (B)
Poredenje smanjenja aktivnosti TPMT promotora kod konstrukata koji imaju isti broj A
ponovaka, a razli¢it broj B ponovaka (A2BC u poredenju sa A2B2C i AsBC u poredenju sa
A3B2C). 6-MP: 6-merkaptopurin.
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4.3.2. Uticaj terapije odrzavanja kod pedijatrijskih ALL pacijenata na ekspresiju
gena TPMT u zavisnosti od VNTR arhitekture promotora gena TPMT

4.3.2.1. Ekspresija gena TPMT u uzorcima mononuklearnih ¢elija krvi i kosne srzi pre

pocetka hemoterapije

Ekspresija gena TPMT je merena u MNC izolovanim iz 30 uzoraka krvi i 27 uzoraka kosne
srzi prikupljenih od 57 pedijatrijskih ALL pacijenata pre pocetka hemoterapije. Kao
kalibrator, ¢ija je vrednost TPMT ekspresije postavljena da bude 1, posluzila je medijana
TPMT ekspresije u uzorcima prikupljenim pre pocetka hemoterapije. Srednje vrednosti
ekspresije za uzorke krvi bile su 1.09 [0.93 — 1.26] i 0.98 [0.82 — 1.15] za uzorke iz kosne
srzi. Prose¢na TPMT ekspresija u krvi je bila za oko 10% visa u odnosu na prose¢nu TPMT
ekspresiju iz kosne srzi. Medutim, razlika u distribuciji nije bila statisti¢ki znac¢ajna (Man-
Vitni U test, p=0.30) (slika 4.4). Ovi rezultati pokazuju da izmedu uzoraka poreklom iz krvi
i kosne srzi razlika ili ne postoji ili da ima veoma male razlike u TPMT ekspresiji kod

pedijatrijskih ALL pacijenata pre uvodenja hemoterapije.

4.3.2.2. Ekspresija gena TPMT u toku terapije odrzavanja

Da bi se odredio uticaj terapije odrzavanja na TPMT ekspresiju, poredeni su nivoi TPMT
ekspresije izmedu 30 uzoraka krvi prikupljenih pre uvodenja hemoterapije i 27 uzoraka krvi
prikupljenih u toku terapije odrzavanja. Prose¢an nivo TPMT ekspresije je bila 1.09 [0.93 —
1.26] pre hemoterapije i 3.59 [3.04 — 4.14] tokom terapije odrzavanja. Ovo pokazuje da je
prosecan nivo TPMT ekspresije tokom terapije odrzavanja bio oko 3.3 puta veci nego pre
hemoterapije (Man-Vitni U test, p<107) (slika 4.4).

Osim toga, poredeni su nivoi ekspresije gena TPMT pre hemoterapije i tokom terapije
odrzavanja kod uparenih uzoraka, tj. dva uzorka istog pacijenta. Naime, od svakog od 27
pacijenata je dva puta prikupljen uzorak: pre uvodenja hemoterapije, u momentu postavljanja

dijagnoze, i u toku terapije odrzavanja. Nadena je pozitivna korelacija izmedu nivoa TPMT
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ekspresije pre hemoterapije i u toku terapije odrzavanja, rs=0.41 (p=0.035). Sto je jos vaznije,
za svakog pacijenta, nivo ekspresije je bio viSi u toku terapije odrzavanja nego pre
hemoterapije i to izmedu 1.5 i 7.9 puta (Vilkoksonov test ekvivalentnih parova, p<109)

(slika 4.4).

TPMT genska ekspresija
w
|

OOoA
AOAOOA
1 N DADADADAADDADDDDDDDDAD

. ADADADAAAAAADAD
ooAA

1 3 5 7 9 11 13 1517 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53 55 57
ALL pacijenti

Slika 4.4. TPMT ekspresija kod 57 dece obolele od ALL. TPMT ekspresija je izmerena qRT-
PCR tehnikom i izra¢unata AACt metodom u odnosu na ekspresiju ABL1 gena, koji je
posluzio kao endogena kontrola. Pacijenti su predstavljeni u rastu¢em poretku uzimajuci u
obzir njihovu TPMT ekspresiju pre hemoterapije. Vertikalne linije povezuju TPMT
ekspresiju pre hemoterapije i u toku terapije odrzavanja izmerene kod istog pacijenta.

A — TPMT ekspresija u MNC kosne srzi pre hemoterapije,

] — TPMT ekspresija u MNC krvi pre hemoterapije,

] — TPMT ekspresija u MNC krvi u toku terapije odrzavanja.

MNC — mononuklearne ¢elije

Dvadeset sedam ALL pacijenata Ciji su uzorci krvi prikupljeni u toku terapije odrzavanja,
bili su ovoj fazi le€enja izmedu 11 1 494 dana (medijana 167 dana) pre prikupljanja uzorka
za analizu ekspresije. Negativna korelacija je nadena izmedu duzine trajanja terapije

odrzavanja i nivoa TPMT ekspresije kod pedijatrijskih ALL pacijenata, rs=-0.35 [-0.66 —
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0.03], ali nije dostignut nivo statistiCke znacajnosti (p=0.077). Ovaj rezultat pokazuje da je
TPMT ekspresija najvisa u ranim fazama terapije odrzavanja, i da njen nivo vremenom

polako opada (slika 4.5).
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Slika 4.5. Korelacija izmedu TPMT ekspresije i trajanja terapije odrzavanja kod pedijatrijskih
ALL pacijenata

4.3.2.3. Utica] VNTR arhitekture u promotoru gena TPMT na TPMT ekspresiju pre podetka
hemoterapije

VNTR arhitektura u promotoru gena TPMT kod pedijatrijskih ALL pacijenata, odnosno broj
I tip tandemskih ponovaka, je odredena direktnim sekvenciranjem (Slika 4.6). U nasem
uzorku od 57 pedijatrijskih ALL pacijenata, najucestaliji VNTR aleli su bili *4a (53.5%) i
*5a (32.5%) (tabela 4.6). Dvanaest razlic¢itih genotipova u VNTR regionu gena TPMT je
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nadeno. Tri naj¢eSca genotipa, *4a/*4a, *4a/*Sa i *5a/*5a je nosilo 18 (31.6%), 18 (31.6%),
odnosno 7 (12.3%) pacijenata, redom. Vise od 75% pacijenata je nosilo neki od 3 najcesca
VNTR genotipa. Retki VNTR genotipovi su razmatrani kao 3 grupe. Detektovano je 3
nosioca alela sa 4 i 5 VNTR ponovaka (ne racunajuci *4a/*5a), 5 nosilaca alela *6a i 6

nosilaca alela *7a.

FEEEERREERE R e e el N T I TR T
TTCTCCGCGCCCCGCCTCCGCCCGCGECCCG c GCCCCGCCTCTTTCCCGC
7130717170710 07171E18 ELELBLELB LELBLELC191e1c1clclolglcloaca0a0202(202020212021212]212]2121212]21 az2iaz222z222:22222228 23

i S Sl S S i S B 1 iy

Slika 4.6. Elektroferogram dobijen sekvenciranjem dela promotora gena TPMT analizom
DNK pacijenta koji nosi *4a/*5a VNTR genotip. Na mestu oznac¢enom strelicom pocinju da
se razaznaju paralelne sekvence tandemskih ponovaka sa razli¢itih alela.

Tabela 4.6. Ucestalost VNTR alela u promotoru gena TPMT kod 57 dece obolele od ALL

VNTR alel VNTR Broj alela Ucestalost
arhitektura (Ukupno=114) (Ukupno = 100%)
VNTR*4a A:BC 61 53.5%
VNTR*4b AB,C 2 1.8%
VNTR*5a A:B.C 37 32.5%
VNTR*5b AsBC 1 0.9%
VNTR*5¢ AB;C 1 0.9%
VNTR*6a A:BsC 6 5.3%
VNTR*7a AsBC 6 5.3%
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U proseku, nosioci *4a/*4a i *6a/X VNTR genotipova su pokazali visoku, dok su nosioci
*ba/*5a i *7a/X pokazali nisku TPMT ekspresiju (slika 4.9). Ako se posmatraju samo 3
najées¢a VNTR genotipa (*4a/*4a, *4a/*5a 1 *5a/*5a), jedine homogene 1 najbrojnije medu
grupama pacijenata, *4a/*4a nosioci su pokazali visok nivo TPMT ekspresije, *4a/*5a
nosioci intermedijaran, a *5a/*5a nosioci nizak nivo TPMT ekspresije . Medutim, statisticki
znacajna razlika izmedu svih ovih grupa nije nadena (Kruskal-Valisov test, p=0.23) (slika
4.7).

Razmotrena je i TPMT ekspresija u kontekstu ukupnog broja tandemskih ponovaka. Nivo
TPMT ekspresije je bio negativno, ali ne i statisticki znacajno korelisan sa ukupnim brojem
ponovaka, rs=-0.18 [-0.43-0.09]. Takode, ekspresija TPMT nije bila korelisana ni sa
ukupnim brojem A ponovaka, rs=-0.21 [-0.50-0.13], niti sa ukupnim brojem B ponovaka,
rs=-0.05 [-0.32-0.21].

Nasi rezultati nisu pokazali da VNTR region promotora gena TPMT utice na TPMT

ekspresiju pre pocetka hemoterapije.
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VNTR genotip *4a/*4at  *4a/*sat  *4/*5s  *5a/*5at  *ga/*x *7a/*X
Prose¢na TPMT
ekspresija 1.12 1.05 1.06 0.87 1.19 0.797
95% Cl [0.97 - 1.28] [0.84—1.29] [0.59 —1.59] [0.66 — 1.13] [0.89 — 1.53] [0.43 — 1.19]

Slika 4.7. TPMT ekspresija u zavisnosti od VNTR genotipa pre hemoterapije u MNC krvi
(#) i kosne srzi (A). Nosioci *4a/*5b, *4a/*5c i *4b/*5a su zdruzeni U grupu oznacenu kao
*4/*5. *X predstavlja bilo koji VNTR alel. Srednje vrednosti su oznacene horizontalnom
linijom na grafiku, kao i brojem ispod grafika zajedno sa 95% intervalom poverenja (95%
CID). I - oznacava 3 najces¢éa VNTR genotipa u promotoru gena TPMT.
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4.3.2.4. Utica] VNTR arhitekture u promotoru gena TPMT na TPMT ekspresiju u toku

terapije odrzavanja

Od 27 ALL pacijenata su sakupljeni uzorci krvi u toku terapije odrzavanja. U toku terapije
odrzavanja nosioci *5a/*5a alela su imali najvisi nivo ekspresije, dok su *7a/*X nosioci imali

najnizu prose¢nu TPMT ekspresiju (slika 4.9).

U okviru 3 najces¢a VNTR genotipa (*4a/*4a, *4a/*5a 1 *Sa/*5a), nosioci *5a/*5a genotipa
su imali najviSu, a nosioci *4a/*5a najnizu TPMT ekspresiju (jednofaktorijalna ANOVA,
p=0.045) (slika 4.8). Budu¢i da su nosioci *5a/*5a VNTR genotipa pokazivali nisku
ekspresiju pre uvodenja hemoterapije, a najvisu u toku terapije odrzavanja, nadena je
interakcija izmedu VNTR genotipa i terapije odrzavanja koja utice na TPMT ekspresiju
(dvofaktorijalna ANOVA, p=0.048). To znaci da je najviSe povecanje ekspresije u toku
terapije odrzavanja, u odnosu na nivo pre hemoterapije zabelezeno kod nosioca *5a/*5a

VNTR genotipa.

Razmotrena je i TPMT ekspresija u kontekstu ukupnog broja tandemskih ponovaka u toku
trajanja terapije odrzavanja. Nivo TPMT ekspresije nije bio statisti¢ki znacajno korelisan sa
ukupnim brojem tandemskih ponovaka (rs=-0.13), niti sa ukupnim brojem B ponovaka
(rs=0.17). Nasuprot tome, detektovana je negativna korelacija izmedu prisustva ukupnog
broja A ponovaka u VNTR regionu i nivoa TPMT ekspresije, rs=-0.39 [-0.73—(-0.11)],
p=0.046. Tokom terapije odrzavanja *7a VNTR alel, koji u sadrzi 5 A ponovaka, je pokazao
najnizi nivo ekspresije gena TPMT. Ovaj rezultat pokazuje da veéi broj A ponovaka uti¢e na

smanjenje TPMT ekspresije u toku terapije odrzavanja.
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VNTR genotip *4a/*4a®  *4a/*sa'  *4a/*sb  *sa/*sat  *sa/*ea *7a/*X
Prose¢na TPMT
ekspresija 4.03 3.17 - 4.76 - 2.65
95% ClI [3.41-4.67] [2.22 - 4.11] - [3.77-5.72] - [1.18 - 5.75]

Slika 4.8. TPMT ekspresija u toku terapije odrzavanja u MNC krvi u zavisnosti od VNTR
genotipa. *X predstavlja bilo koji VNTR alel. Srednje vrednosti su ozna¢ene horizontalnom
linijom na grafiku, kao i brojem ispod grafika zajedno sa 95% intervalom poverenja (95%
CI). i - oznatava 3 najéei¢éa VNTR genotipa U promotoru gena TPMT. MNC -
mononuklearne ¢elije
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4.4. Uticaj uzrasta i pola dece obolele od ALL na TPMT ekspresiju pre
pocetka hemoterapije i u toku terapije odrzavanja

Uticaj uzrasta dece obolele od ALL i pola na ekspresiju gena TPMT je razmotrena odvojeno
za uzorke sakupljene pre pocetka hemoterapije od uzoraka sakupljenih u toku terapije

odrzavanja.

4.4.1. Uticaj uzrasta ALL pacijenata na ekspresiju gena TPMT

Pre uvodenja hemoterapije kod dece obolele od ALL, nivo TPMT ekspresije je bila negativno
korelisan sa uzrastom pacijenata, rs=—0.20, ali statisticka znacajnosti nije dosegnuta, p=0.14.
Nasuprot tome, u toku terapije odrzavanja, nadeno je da TPMT ekspresija pozitivno korelise
sa uzrastom pacijenata, rs=0.40 [0.0-0.68], p=0.041. Ovaj rezultat pokazuje da postoji
tendencija da u toku terapije odrzavanja deca obolela od ALL starijeg uzrasta imaju ve¢i nivo
TPMT ekspresije.

4.4.2. Uticaj pola ALL pacijenata na ekspresiju gena TPMT

Razlika u nivou TPMT ekspresije izmedu decaka i devojcica obolelih od ALL je takode
razmatrana. Pre uvodenja hemoterapije, ove razlike prakti¢no nije bilo. Srednje vrednosti
ekspresije gena TPMT su bile 1.02 [0.88 — 1.16] kod decaka i 1.05 [0.87 — 1.27] kod devojcica
(Man-Vitni U test, p=0.86). Sli¢no, i tokom terapije odrzavanja, razlike medu polovima su
bile neznatne. Srednja vrednost ekspresije gena TPMT za decake je bila 3.61 [2.92 — 4.31], a
za devojcice 3.56 [2.57 — 4.50] (t test, p=0.94).
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4.5. Uticaj geneti¢kih varijacija gena TPMT na TPMT ekspresiju pre
hemoterapije i u toku terapije odrzavanja

4.5.1. Uticaj genetickih varijacija u promotoru, egzonima i sekvencama koje
okruzuju egzone gena TPMT na TPMT ekspresiju pre hemoterapije i u toku
terapije odrzavanja

Promotorski region, prvi egzon, TPMT ¢.460 G>A i TPMT c¢.719 A>G varijacije gena TPMT

su odredene kod svih 57 pedijatrijskih ALL pacijenata kod kojih je prou¢avana TPMT

ekspresija. Za 27 ALL pacijenata su odredene pomenute geneticke varijacije kao i varijacije

u kodiraju¢im egzonima i sekvencama koji okruzuju kodirajuce egzone. Detekcija genetickih

varijacija je uradena direktnim sekvenciranjem PCR fragmenata, osim TPMT ¢.460 G>A i

TPMT c.719 A>G, koje su detektovane PCR-RFLP metodom. U genu TPMT je detektovano

ukupno 12 varijabilnih lokusa, od toga 10 SNV i 2 varijacije u broju ponovaka. Ucestalosti

svih genotipova, zajedno sa prose¢nom vrednoséu TPMT ekspresije pre hemoterapije i u toku

terapije odrzavanja su predstavljene u tabeli 4.7. Rezultati vezani za uticaj VNTR regiona u

promotoru gena TPMT i njegove arhitekture na ekspresiju gena TPMT su detaljno analizirani

u prethodnom odeljku, pa nisu predstavljeni u tabeli 4.7. Generalno, nosioci redih alela (7

GCC ponovaka, +90T, ¢.233+96T, ¢.367-25T, c.460A, c.475C, ¢.580+14T, ¢.719G) su u

proseku imali manju TPMT ekspresiju (tabela 4.7). lzuzetak su bili nosioci rede -114T

varijante, koji su u proseku imali ve¢u TPMT ekspresiju. Medutim, uticaj ovih varijacija na

TPMT ekspresiju pre i u toku terapije nije bio statisticki znacajan.
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Tabela 4.7. Varijacije gena TPMT i njihov uticaj na nivo TPMT ekspresije.

Pre hemoterapije U toku terapije odrzavanja
Geneticka Lokacija Genotip | n Prose¢na TPMT n Proseéna TPMT
varijacija ekspresija [95% CI] ekspresija [95% CI]
-279t0 -262  Promotor 6/6 55 1.02 [0.92 -1.13] 26 3.67 [3.06-4.28]
(GCC)e>7 67 | 1 0.75 [-] 1 117 [
ponovaka
717 0 - 0 -
-114 Promotor ~ A/A | 54 1.01[0.91-1.12] 25 3.57 [2.98-4.17]
A>T
rs11331021 AT 2 1.18[1.09-1.27] 2 3.75[3.67-3.83]
TIT 0 - 0 -
+90 Egzon 1 CIC |56 1.04[0.93-1.16] 26 3.65 [3.07-4.21]
C>T
rs141028204 ci 1 0.73[] 1 1731
TIT 0 - 0 -
€.233 +35 Intron 4 C/IC 8 0.95[0.72-1.19] 8 4.06 [2.74-5.25]
C>T
14449636 CIT 13 1.06 [0.91-1.21] 13 3.29[2.51-4.18]
T/T 6 1.04 [0.80-1.30] 6 3.58 [2.61-4.47]
€.233 +96 Intron 4 GIG 25 1.04 [0.92-1.17] 25 3.65 [3.09-4.23]
G>T
1517839845 GIT 2 0.78 [0.75-0.80] 2 2.67 [2.37-2.98]
TIT 0 - 0 -
c.366+58 Intron 5 TIT 8 0.95 [0.72-1.19] 8 4.06 [2.74-5.25]
>C
12518463 TIC 13 1.06 [0.91-1.21] 13 3.29[2.51-4.18]
C/C 6 1.04 [0.80-1.30] 6 3.58 [2.61-4.47]
c.367-25 Intron 5 AIA |19 1.05[0.92-1.19] 19 3.83[3.12-4.52]
A>T
156245893 AIT 0.99 [0.79-1.14] 3.00 [2.21-3.76]
TIT - -
c.460 Egzon 7 GIG |53 1.04[0.92-1.17] 26 3.59 [3.03-4.14]
G>A
11800460 G/A 4 0.95[0.86-1.04] 1 2.07 []
(Alal54Thr) AIA 0 - 0 -
c.475 Egzon 7 TIT 21 1.03[0.88-1.19] 21 3.71[3.11-4.34]
T>C
152842914 T/C 5 0.92 [0.78-1.14] 5 3.06 [2.00-4.10]
(1le158lle) ciC 1 1.13[] 1 3.44[-]
c.580+14 Intron 8 TIT 18 1.04 [0.89-1.20] 18 3.85[2.99-4.66]
G>T
152842949 TIG 9 0.96 [0.81-1.18] 9 3.05 [2.40-3.66]
G/IG 0 - 0 -
c.719 Egzon 10 AIA 52 1.05[0.93-1.17] 25 3.65 [3.09-4.23]
A>G
rs1142345 AlG 5 0.90 [0.79-1.02] 2 2.67 [2.37-2.98]
(Tyr240Cys) GIG 0 - 0 -
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4.5.2. Analiza haplotipova

Uzimajuéi u obzir 12 detektovanih varijacija u genu TPMT, za analizu haplotipova su
prouCavane 3 grupe varijacija. Unutar svake od 3 grupa, genetiCke varijante su bile
medusobno vezane, odnosno, nalazile su se u LD-u (tabela 4.8). U Grupi 1, ¢.233 +35 C>T i
€.366+58 T>C su bile u perfektnom LD-u, r>=1.0 i povezani sa VNTR alelima *4a (r?=0.73),
*5a (r’=0.525) i *7a (r>=0.09). U Grupi 2, najjaca veza je bila izmedu c.367-25 A>T i
c.580+14 G>T (r?=0.87). Grupa 3 se sastojala od c.460 G>A i c.719 A>G. Analiza
haplotipova za ovaj blok je uradena na celokupnoj grupi pacijenata. Nadeno je da je da je

geneticka varijanta ¢.460G povezana sa ¢.719A, kao i ¢.460A sa ¢.719G (r?=0.91).

Nijedan od haplotipova nije bio asociran sa nivoom TPMT ekspresije ni pre niti u toku

trajanja terapije odrzavanja kod dece obolele od ALL.

Tabela 4.8. Ucestalosti haplotipova sacinjenih od genetic¢kih varijanti gena TPMT

Grupa 1* (N=27) H1 H2 H3
VNTR 4a 5a Ta
€.233 +35 C>T T Cc C
€.366 +58 T>C C T T
Ucestalost 40.7% 40.7% 9.6%
Grupa 2* (N=27) | H1 H2 H3
€.367-25 A>T A T T
c475T>C T C T
€.580+14 G>T T G G
UCcestalost 80.5% 9.3% 5.6%
Grupa 3 (N=174) H1 H2 H3
€.460 G>A G A G
c.719 A>G A G G
Ucestalost 96.8% 2.9% 0.3%

*Prikazana su 3 najcesca haplotipa (H1 — H3)
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5.1. Geneti¢ke varijacije koje uti¢u na metabolizam i transport lekova 6-
MP-ai MTX-a
Kod pedijatrijskih ALL pacijenata i zdravih ispitanika odredene su varijacije u genima koji
kodiraju vazne enzime i transportere metabolic¢kih puteva lekova 6-MP-a i MTX-a. Smisao
ovog dela istrazivanja jeste da se ustanovi odnos izmedu genetickih varijacija i odgovora
pedijatrijskih ALL pacijenata na terapiju lekovima 6-MP-om i MTX-om, odnosno da se
pokaze koje od tih varijacija bi bile pouzdani farmakogenomicki markeri koji bi mogli da
udu u rutinsku klinicku upotrebu. Medutim, klinicki parametri vezani za odgovor ALL
pacijenata na terapiju su izvan okvira ovog rada. Ipak, podaci o ucestalostima pojedinih

genetickih varijanti mogu da nagoveste njihov farmakogeneticki potencijal.

5.1.1. Farmakogenomicki potencijal genetickih varijacija koje uti¢u na metabolizam

i transport lekova 6-MP-a i MTX-a

Varijacije u genima TPMT, ITPA, ABCC4, ABCB1 i MTHFR su potencijalno vazne za
odgovor na terapiju tiopurinskim lekovima. Farmakogenomicki potencijal varijacija u genu
MTHFR, je obraden zajedno sa ostalim varijacijama u genima za enzime folatnog puta. U
nasoj grupi pedijatrijskih ALL pacijenata, varijantni aleli TPMT c.460A, TPMT ¢.719G,
ITPA c.94A, ABCC4rs9516519, nukleotid G i ABCB1 ¢.2677T detektovani su sa u¢estaloséu
od 2.9%, 3.2%, 3.7%, 22.1% i 38.2%, redom, §to je veoma sli¢no rezultatima dobijenim za
kontrolnu grupu. U naSoj grupi ispitanika, varijantni aleli u genu TPMT su imali sli¢nu
ucestalost kao u drugim evropskim populacijama (www.1000genomes.org). Nosiocima
varijantnih TPMT alela, priznatim farmakogenomickim markerima, TPMT c.460A i TPMT
¢.719G, kojih je u nasoj grupi ALL pacijenata bilo oko 6%, je preporu¢ena modifikovana

terapija tiopurinskim lekovima (Dokmanovic et al. 2006; Relling et al. 1999).

Dobijeni rezultati analize haplotipova su potvrdili da se rede varijante gena TPMT, ¢.460A i
¢.719G, uglavnom nasleduju zajedno. Ove dve varijante definiSu TPMT*3A alel, koji je u

nasoj grupi ALL pacijenata bio zastupljen sa 2.9%. TPMT*3A alel je najzastupljeniji

90



DISKUSIJA

varijantni alel Cije prisustvo uslovljava smanjenu aktivnost TPMT enzima u evropskim
populacijama (Weinshilboum & Sladek 1980). Za razliku od evropskih, u azijskim
populacijama je najzastupljeniji TPMT*3C alel koji se karakterise prisustvom TPMT ¢.719G
varijante (Chen et al. 2009). Ali kao $to je ve¢ od ranije poznato, farmakogenomicki markeri
jesu populaciono specificni i uvek bi trebalo uzeti u obzir etnicku komponentu

(Papadopoulos et al. 2014).

Varijantni alel, ITPA ¢c.94A, je bio nes$to manje zastupljen u naSoj studiji, dok je varijantni
alel u genu ABCC4 (rs9516519 nukleotid G) bio za koji procenat ucestaliji u nasoj grupi ALL
pacijenata nego u drugim evropskim populacijama (www.1000genomes.org).
Nefunkcionalni ITPA c.94A alel se dovodi u vezu sa pove¢anom toksi¢noS¢u 6-MP-a
prilikom lecenja ALL, iako je farmakogeneticki znacaj ove varijante manji u odnosu na
varijante gena TPMT (Stocco et al. 2009). Manja zastupljenost varijante ITPA c.94A
zabeleZena u nasoj studiji bi mogla da znaci da ova varijanta ima manji klini¢ki znacaj u

srpskoj populaciji u odnosu na druge evropske populacije.

Pored SNV u kodiraju¢em regionu gena TPMT, koji se ve¢ dosta koriste prilikom odredivanja
rezima terapije tiopurinskim lekovima, treba razmotriti klinicku primenu ostalih genetickih
markera koji modulisu metabolicki put leka 6-MP-a. Dobar primer za to predstavljaju
varijante u genima ITPA i ABCC4, za koje postoje dokazi da uti¢u na odgovor na terapiju
lekom 6-MP-om (Stocco et al. 2013). Potrebno je uraditi prospektivne studije koje bi

ukljucile veci broj pacijenata da bi se potvrdio klinicki znacaj ovih varijanti.

Geni TYMS, MTHFR i DHFR kodiraju enzime folatnog puta i SLC19A1 kodira transporter
folata i leka MTX-a. Kod pedijatrijskin ALL pacijenata i u kontrolnoj grupi je detektovano
ukupno 11 geneti¢kih varijacija u ova 4 gena. U nasSoj grupi ALL pacijenata, alelska
distribucija je bila vrlo slicna u poredenju sa rezultatima dobijenim na kontrolnoj grupi
ispitanika. Takode, zastupljenost alela u pomenuta cetiri gena medu nasim ispitanicima je

bila slicna kao za ispitanike drugih evropskih populacija (www.1000genomes.org).
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U nasoj grupi ALL pacijenata, detektovano je oko 33% homozigotnih nosilaca alela sa 3
ponovka, 3R, u minisatelitskom lokusu 5’UTR-a gena TYMS. ALL pacijenti koji nose ovaj
genotip imaju povecan rizik da dozive pogorSanje osnovne bolesti (Krajinovic et al. 2005),
ali manji rizik od toksi¢nosti izazvane terapijom lekom MTX-om (Lima et al. 2013). U nasoj
grupi ispitanika, minisatelitski region u 5’UTR-u i 6bp indel u 3’UTR-u gena TYMS su bili
U LD-u, $to je poznato i za druge evropske populacije (Lima et al. 2014). Relativno redak
haplotip definisan duplim ponovkom (2R) i delecijom od 6bp (6bp-), zastupljen je sa 8.2%
kod nasih ispitanika. U jednoj studiji ovaj haplotip je doveden u vezu sa smanjenim rizikom
od pogorsanja osnovne bolesti kod pedijatrijskih ALL pacijenata (Krajinovic et al. 2005). Na
osnovu ucestalosti varijanti u genu TYMS, mozemo zakljuciti da u srpskoj populaciji ima oko
33% pacijenata koji su kandidati za pojacanu terapiju lekom MTX-om, dok za oko 8%

pacijenata treba razmotriti smanjenje doze ovog leka.

Varijacije u genu MTHFR se dovode u vezu i sa odgovorom na terapiju lekom MTX-om, jer
MTHFR enzim ucestvuje u folathom mataboliCkom putu i sa odgovorom na terapiju
tiopurinskim lekovima, jer ovaj enzim uti¢e na koncentraciju SAM-a, kofaktora enzima
TPMT. U nasoj grupi ALL pacijenata, bilo je oko 11% nosilaca MTHFR ¢.677TT genotipa,
koji se povezuje sa smanjenom aktivnos¢u MTHFR enzima. ALL pacijenti koji nose ovaj
genotip imaju vecu verovatnocu da doZive pogorsanje osnovne bolesti (Aplenc et al. 2005).
ALL pacijenti koju su sloZeni heterozigoti za varijante MTHFR c.677T 1 ¢.1298C takode
imaju nisku aktivnost MTHFR enzima pa mogu biti podlozniji pogorSanju osnovne bolesti.
Rezultati naSe analize haplotipova su potvrdili od ranije poznatu ¢injenicu (Skibola et al.
2004) da se ove varijante, ¢.677T i ¢.1298C, koje menjaju aminokiselinski sastav MTHFR
enzima retko nalaze na istom hromozomu. Nosilaca MTHFR ¢.677TT i slozenih heterozigota
za varijante ¢.677T 1 ¢.1298C u nasoj grupi ALL pacijenata je ukupno bilo 26%. Za ove
pacijente bi mogli ocekivati da su podlozniji pogorSanju osnovne bolesti, pa bi za njih trebalo

razmotriti povecanje doze leka MTX-a.

U nasoj studiji je detektovano 5 varijacija u promotoru gena DHFR. Ovih 5 varijacija su u
izrazenom LD-u, tako da smo medu nasim ispitanicima detektovali samo 4 relativno uCestala

haplotipa. Samo jedna od varijacija u genu DHFR koja je analizirana u nasoj studiji, DHFR

92



DISKUSIJA

-317 A>G, je dovedena u vezu sa odgovorom na terapiju lekom MTX-om (Dulucq et al.
2008; GOmez-Gomez et al. 2012). Medutim, i genotip DHFR -317GG (Gomez-Gomez et al.
2012) i genotip DHFR -317AA (Dulucq et al. 2008) su dovedeni u vezu sa povecanim
rizikom od pogorsanja osnovne bolesti kod de¢jih ALL pacijenata. Genotip DHFR -317GG
je u nasoj grupi ALL pacijenata imao ucestalost oko 15%, dok je genotip DHFR -317AA
imao ucestalost od oko 35%. Buduc¢i da je ucestalost navedenih genotipova dosta visoka u
belim populacijama, vredelo bi sprovesti studiju kojom bi se utvrdilo koji od genotipova SNV

DHFR -317 A>G uti¢e na pogorSanje, odnosno pobolj$anje osnovne bolesti.

U genu SLC19A1 analizirali smo klini¢ki najrelevantniju varijaciju, SLC19A1 ¢.80 G>A. U
nasoj grupi ALL pacijenata genotip c.80AA, povezan sa smanjenom aktivno$¢u RFC1
transportera (Chango et al. 2000), bio je zastupljen sa oko 27%. Pedijatrijski ALL pacijenti
koji nose ovaj genotip imaju losiju prognozu, verovatno zbog smanjenog unosa leka MTX-a
u Celije kancera (Laverdiére et al. 2002; Leyva-Vazquez et al. 2012). Za nosioce ¢.80AA
genotipa koji manje efikasno unose i lek MTX, ve¢a doza ovog leka bi mogla da poboljsa
prognozu le¢enja. Takode, ukoliko dode do nezeljene toksi¢nosti lekom MTX-om, nosiocima
c.80AA genotipa bi mozda trebalo povecati dozu prirodnog folata, 5-formil-THF-a, da bi se
smanjio toksi¢ni efekat leka MTX-a.

Metaboli¢ki put folata/MTX-a ukljuc¢uje veliki broj enzima i transportera. Vecina
dosadasnjih studija je ukljucivala mali broj pacijenata 1 analizirao se jedan do nekoliko
genetickih varijanti koje moduliSu odgovor na terapiju lekom MTX-om. Primenom
sekvenciranja druge generacije moguce je za kratko vreme ispitati veliki broj genetickih
varijanti. Ovaj pristup je ve¢ nasao primenu u ispitivanju asocijacije izmedu farmakokinetke
leka MTX-a i varijacija u genima za transportere kod dece obolele od ALL (Elixabet Lopez-
Lopez et al. 2013; Treviiio et al. 2009). GWA studije predstavljaju odli¢an pristup za
identifikaciju genetickih varijanti koje mogu da moduliSu sloZene metabolicke puteve, kakav

je put leka MTX-a.

Transporter ABCC4 moze da transportuju iz ¢éelije i lek 6-MP i lek MTX. Varijantni alel
ABCC4 rs9516519, nukleotid G, je u nasoj studiji je bio nesto zastupljeniji, nego u drugim
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evropskim populacijama (www.1000genomes.org). Varijanta rs9516519, nukleotid G, je
povezana sa manjom koncentracijom leka MTX-a u plazmi ALL pacijenata (Elixabet Lopez-
Lopez et al. 2013). Ova varijanta bi mogla da ima efekat i na farmakokinetiku leka 6MP-a.
Budu¢i da je u naSoj populaciji zastupljenija nego u drugim evropskim populacijama,

geneticku varijaciju rs9516519 bi vredelo dodatno ispitati u klini¢kim studijama.

I transporter ABCB1 moze da transportuje lekove 6-MP i MTX iz ¢elije. Za neke varijante
ovog gena je pokazano da mogu da utiCu na prognozu bolesti pedijatrijskih ALL pacijenata
(Lu et al. 2014; Gregers et al. 2015; Wang et al. 2005). Varijanta ABCB1 ¢.2677T u naSoj
populaciji je imala slicnu =zastupljenost kao u drugim evropskim populacijama
(www.1000genomes.org). Ova varijanta je bila povezana sa loSijom prognozom bolesti
pedijatrijskih ALL pacijenata (Lu et al. 2014), mada ovaj rezultat nije potvrden u drugim
studijama (Gregers et al. 2015; Wang et al. 2005). Potrebno je sakupiti dodatne dokaze o
uticaju ABCB1 ¢.2677 G>T na prognozu ALL da bi se utvrdilo da li ova varijacija ima

Klinicki znacaj kod pedijatrijskih ALL pacijenata.

5.1.2. Geneticke varijacije koje uti¢u na metabolizam i transport lekova 6-MP-a i

MT X-a kao faktori rizika za razvoj de¢je ALL

Uloga svih gorepomenutih varijanti moze da se posmatra i u svetlu rizika za nastanak decje
ALL. Ove varijante se nalaze u genima koji kodiraju enzime vazne za metabolizam i transport
lekova, te je o¢ekivano da mogu da imaju farmakogenomicki potencijal. Medutim, neke od
ovih varijanti se dovode u vezu sa oSte¢enjima DNK, pa je mogu¢ njihov doprinos u razvoju

malignih bolesti, kakva je de¢ja ALL.

Kako prirodni supstrat enzima TPMT jo$ uvek nije identifikovan, niti je utvrdena njegova
funkcija kod ljudi koji ne primaju tiopurinske lekove (Azimi et al. 2014), ne oc¢ekuje se da bi
varijacije u ovom genu mogle doprineti razvoju same bolesti (Chen et al. 2009). Zbog toga

smo varijacije u genu TPMT iskljucili iz analize koja se tice etiologije decije ALL.
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Da bi se procenio rizik za razvoj ALL kod dece u zavisnosti od prisustva genetickih varijanti,
varijacije u ostalim genima (ITPA, ABCC4, ABCB1, TYMS, MTHFR, SLC19A1, DHFR) su
analizirane i kod pedijatrijskih ALL pacijenata i kod zdravih ispitanika. Varijacije u genima
TYMS, MTHFR i DHFR, koji kodiraju enzime folatnog puta i SLC19A1 koji kodira
transporter folata i MTX-a su detektovane kod 154 ALL pacijenata i 104 zdravih ljudi.
Ucestalosti varijantnih alela u naSem radu u genima TYMS, MTHFR, SLC19A1 i DHFR
izmedu ALL pacijenata i kod kontrolnih ispitanika je bila vrlo slicna, Sto sugeriSe na

zakljucak da dostupnost razlicitih formi folata nema ulogu u nastanku ALL.

Varijacije MTHFR ¢.677 C>T i MTHFR ¢.1298 A>C su najvise proucavane u svetlu rizika
za razvoj ALL. Ovim pitanjem se bavilo nekoliko meta studija, a poslednja, koja je
obuhvatila najve¢i broj ispitanika je pokazala da prisustvo varijantnog, c.677T alela, blago
smanjuje rizik za pojavu ALL (Yan et al. 2012). Varijacija MTHFR ¢.1298 A>C u ovom
slu¢aju nije pokazala asocijaciju sa nastankom ALL (Yan et al. 2012). Manje funkcionalni
MTHFR alozim kodiran ¢.677T alelom sporije prevodi 5,10-metilen-THF u 5-metil-THF,
Sto ostavlja vise slobodnog 5,10-metilen-THF za sintezu dTMP od dUMP. Na ovaj nacin se
smanjuje stopa ugradivanja uracila u DNK, §to predstavlja oSte¢enje DNK, 1 samim tim se

smanjuje verovatnoca za razvoj kancera (Koppen et al. 2010).

Za varijante koje povecavaju ekspresiju gena TYMS bi se ocekivalo da smanjuju rizik od
nastanka malignih bolesti, jer visoko eksprimirani gen TYMS smanjuje koncentraciju
deoksiuridinskih nukleotida koji mogu da oStete DNK. Medutim, studije koje su analizirale
ponovke od 28bp u genu TYMS pokazale su opre¢ne rezultate. Naime, povecan rizik za
razvijanje ALL je pokazan i za varijantu sa 3 ponovka (Skibola et al. 1999) i za varijantu sa
2 ponovka od 28bp u genu TYMS (de Jonge et al. 2009).

Veca aktivnost enzima DHFR, klju¢nog enzima folatnog puta, i visok nivo unosa folata u
¢eliju RFC1 transporterom su povezani sa visokim nivoom aktivnih formi folata u ¢eliji, Sto
omogucava efikasnu sintezu dTMP-a iz dUMP i adekvatan nivo metilacije DNK. Ocekivalo
bi se, stoga, da varijante u ovim genima koje uslovljavaju visoku aktivnost ovih proteina
budu povezane sa smanjenim rizikom od razvoja ALL. Zaista, izu¢avajudi varijacije u genu

DHFR kod ALL pacijenta i u kontrolnoj grupi, pokazana je protektivna uloga alela koji
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uslovljava vecu ekspresiju gena DHFR (Gemmati et al. 2009). Medutim, oprecni rezultati su
dobijeni Sto se tice SLC19A1 ¢.80 G>A varijacije i rizika za dobijanje ALL (de Jonge et al.
2009; Silva et al. 2013). Naime, de Jonge i saradnici su pokazali da je rizik za nastanak ALL
znacajno poviSen kod dece koja nose SLC1AL ¢.80AA genotip (de Jonge et al. 2009), dok je
u drugoj studiji pokazano da je ovaj genotip povezan sa smanjenim rizikom za nastanak ALL
(Silva et al. 2013).

PoviSena stopa mutacija i deregulacija ekspresije odredenih gena u ¢eliji mogu povecati rizik
za nastanak neoplasticnih promena. Folatni put u ¢elijama je izuzetno vazan za procese
sinteze DNK i DNK metilacije. Geneti¢ke varijante koje moduliSu ove procese, mogu
modulisati i rizik za nastanak malignih oboljenja. Za sada je jedino ustanovljeno da varijanta
MTHFR ¢.677T smanjuje rizik od decije ALL, ali je efekat ove varijante vrlo skroman (Yan
et al. 2012). Potrebne su dodatne studije da bi se odgovorilo na pitanje da li osim varijacija u
genu MTHFR, varijacije u drugim genima koji modulisu folatni metabolicki put, utiu na
rizik za dobijanje decje ALL. Dosadasnjih studije su malobrojne, a njihovi rezultati ¢esto

kontroverzni.

Kod 68 pedijatrijskih ALL pacijenata i 69 zdravih ljudi odredene su varijacije u genima ITPA,
ABCB1 i ABCCA4, gde je, takode, ucestalost varijantnih alela izmedu pacijenata i u kontrolnoj
grupi je bila veoma sli¢na. Sa izuzetkom gena ABCBL, varijacije u gorepomenutim genima
su malo izucavane u svetlu rizika za razvijanje hematoloskih maligniteta ili malignih bolesti
uopste. Smatra se da slabija aktivnost ABCBI1 transportera povecava izloZenost celije
kancerogenima i toksinima, pa otud povecan rizik od malignih bolesti kod nosilaca manje
funkcionalnih alela ovog gena. Zaista, neke studije su pokazale asocijaciju izmedu razvitka
ALL i vece ucestalosti varijanti u genu ABCB1 koje doprinose manjoj funkcionalnosti samog
transportera (Jamroziak et al. 2004; Rao et al. 2010), dok jedna studija koja je obuhvatila
veliki broj pacijenata i zdravih ispitanika nije pokazala takvu asocijaciju (Gregers et al.
2015). Potrebno je sprovesti studije sa velikim brojem ispitanika da bi se utvrdilo da li
varijacije u genima ITPA, ABCB1 i ABCC4 koje menjaju funkciju proteina imaju ikakav

uticaj na razvoj decje ALL.
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5.2. Uticaj genetickih varijacija u genu TPMT i terapije odrzavanja na
ekspresiju gena TPMT kod ALL pacijenata

5.2.1. Uticaj terapije odrZzavanja na ekspresiju gena TPMT

TPMT je najvazniji enzim za detoksifikaciju tiopurinskih lekova u hematopoetskom tkivu.
Na TPMT aktivnost i TPMT ekspresiju mogu da uticu lekovi koju pacijent dobija, §to moze

da se odrazi na efikasnost i toksi¢nost tiopurinske terapije.

Za ovaj deo studije, analizirana je TPMT ekspresija u mononuklearnim ¢elijama izolovanih
iz 57 svezih uzoraka krvi i kosne srzi ALL pacijenata prikupljenih pre pocetka hemoterapije.
Dobili smo da razlike u TPMT ekspresiji izmedu uzoraka krvi i kosne srzi ili ne postoje ili
da ima vrlo malo razlike. Iz tog razloga i zbog ¢injenice da krvne ¢elije vode poreklo iz kosne

srZi, za dalje analize nismo uzimali u obzir da li je uzorak prikupljen iz krvi ili kosne srzi.

TPMT ekspresija je odredena i u mononuklearnim delijama iz svezih uzoraka krvi
prikupljenih od 27 pacijenata kojima je uzorak krvi prikupljen drugi put, u toku terapije
odrZavanja, kada dobijaju lekove 6-MP i MTX. Nasi rezultati su pokazali da je prose¢ni nivo
TPMT ekspresije povecan 1 to za vise od 3 puta u toku terapije odrzavanja, u odnosu na nivo
pre hemoterapije. Osim toga, za svakog pacijenta, nivo ekspresije je bio visi tokom terapije
odrZavanja, nego pre hemoterapije. Takode, ustanovili smo pozitivnu korelaciju izmedu
nivoa TPMT ekspresije pre uvodenja hemoterapije i u toku terapije odrzavanja. To znaci da
ako je pacijent imao visok nivo ekspresije pre hemoterapije, mozemo ocekivati da ¢e ostati

u grupi pacijenata sa visokim nivoom ekspresije i u toku terapije odrzavanja.

Od ranije se znalo da je aktivnhost TPMT enzima u eritrocitima oko 30% vecéa kod
pedijatrijskih ALL pacijenata koji dobijaju terapiju odrZzavanja, nego kod zdravih ljudi ili kod
ALL pacijenata koji ne dobijaju terapiju (Lennard et al. 1990; Wennerstrand et al. 2013;
McLeod et al. 1995; Chrzanowska et al. 2012; Pettersson et al. 2002). Do sada nije bilo
poznato da li i kakav uticaj moZe da ima terapija odrZzavanja na ekspresiju ili transkripciju

gena TPMT kod dece obolele od ALL. Povecanje ekspresije gena TPMT tokom terapije
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odrzavanja od vise od 3 puta koju smo mi zabelezili, bi moglo barem donekle da se objasni
povecanje aktivnosti TPMT enzima oko 30% ranije zabelezeno kod ovih pacijenata. Ukoliko
su ekspresija gena TPMT i aktivnost TPMT enzima, kljuénog faktora za detoksifikaciju
tiopurinskih lekova, povecani, to moze da bude vazno prilikom uvodenja terapije ovim
lekovima. Tako je pokazano da su ALL pacijenti, heterozigotni nosioci nefunkcionalnih
varijanti u genu TPMT (TPMT*2 i TPMT*3 alela), nakon smanjenih doza tiopurinskih lekova
u pocetku terapije odrzavanja, mogli kasnije da toleriSu pune doze 6-MP-a bez razvoja
toksi¢nosti i to sve dok su druge citotoksi¢ne lekove koji se inace koriste u ovoj fazi terapije
primali u punoj dozi (Dokmanovic et al. 2006). To znaci da bi bilo od izuzetne vaznosti da
se uzmu u obzir funkcionalne geneticke varijacije na samom pocetku terapije odrzavanja,
dok bi povecanje TPMT ekspresije u kasnijoj fazi lecenja bilo u moguénosti da bar delimi¢no
kompenzuje prvobitno nisku aktivnost TPMT enzima. Ovo bi moglo da objasni zasto su cak
I heterozigotni nosioci nefunkcionalnih varijanti u genu TPMT, posle nekoliko nedelja od

pocetka terapije odrzavanja, mogli da toleriSu punu dozu 6-MP-a (Dokmanovic et al. 2006).

Kao $to je i o¢ekivano, postoji pozitivna korelacija izmedu TPMT genske ekspresije i TPMT
enzimske aktivnosti (Lindgvist et al. 2003). Medutim, povecanje TPMT enzimske aktivnosti
samo donekle prati povecanje transkripcije gena TPMT tokom faze odrzavanja kod ALL
pacijenata. Tokom faze odrzavanja ALL pacijentima se pored leka 6-MP-a, daje i lek MTX.
Dokazano je da lek MTX moZe da smanji aktivhost TPMT enzima na barem 2 nacina. Lek
MTX uti€e na smanjenje koncentracije SAM-a u Celiji, kofaktora TPMT enzima koji
stabilizuje sam enzim i tako poveéava njegovu aktivnost (Milek et al. 2009; Milek et al. 2012;
Karas-Kuzeli¢ki et al. 2014). Osim toga, pokazano je da zbog visoke doze leka MTX-a koju
neki pedijatrijski ALL pacijenti dobijaju u fazi terapije odrzavanja a predvidene su
terapeutskim protokolom, moze da dode do direktnog vezivanja samog leka MTX-a za
TPMT enzim, $to za posledicu ima smanjenje TPMT enzimske aktivnosti (Wennerstrand et
al. 2013).

Treba naglasiti da hemoterapija koja se primenjuje u fazi odrZzavanja, moZe na jos jedan nacin
da utice na izmerenu aktivnost TPMT enzima. Naime, aktivnost TPMT enzima se rutinski

meri u eritrocitima. Uzorci krvi su veoma lako dostupan bioloski materijal i od pacijenata se
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uzimaju u odredenim vremenskim intervalima za rutinske klinicke analize. Medutim,
aktivnost TPMT enzima u eritrocitima nije uvek dobar pokazatelj aktivnosti TPMT enzima i
u drugim ¢elijama. Tokom hemoterapije, zivotni vek eritrocita je smanjen. Posto se aktivnost
TPMT enzima smanjuje sa staroScu eritrocita, to moze da bude razlog da se izmeri povecana
TPMT aktivnost tokom terapije odrzavanja. Pored toga, kod ALL pacijenata je pre pocetka
terapije veoma Cesto poremecen proces eritropoeze, zbog cega su eritrociti u proseku stariji,
Sto moze da bude delimi¢no uzrok smanjenja izmerene aktivnosti TPMT enzima u ovim
¢elijama kod novodijagnostikovanih ALL pacijenata (Lennard et al. 2001; Schmiegelow et
al. 2014). Starost eritrocita, koja je u vezi sa razli¢itim fazama bolesti pedijatrijskih ALL

pacijenata, predstavlja ometajuci faktor prilikom merenja aktivnosti TPMT enzima.

Nasi rezultati su pokazali da terapija odrZzavanja uti¢e na ekspresiju gena TPMT i zeleli sSmo
da ispitamo da li vreme koje je proteklo od pocetka terapije odrzavanja vazno za ovaj proces.
Uzorci krvi za analizu TPMT ekspresije su od pedijatrijskin ALL pacijenata pod terapijom
odrzavanja su bili prikupljeni razli¢ito vreme od pocetka ove faze terapije — izmedu 11 i 494
dana. Nasi rezultati su pokazali trend ka smanjenju TPMT ekspresije kako faza odrzavanja
odmice. Ekspresija gena TPMT je ipak, kod svih analiziranih pacijenata i dalje bila visoka u
odnosu na ekspresiju analiziranu pre uvodenja hemoterapije. Za razliku od TPMT ekspresije,
pokazano je da aktivhost TPMT enzima malo varira tokom trajanja terapije odrZavanja

(McLeod et al. 1995).

Pacijenti oboleli od inflamatornih 1 autoimunih bolesti se takode lece tiopurinskim lekovima.
Nekoliko studija je pokazalo da se kod pacijenata obolelih od inflamatornih i autoimunih
bolesti aktivnost TPMT enzima povecava nakon uvodenja tiopurinske terapije (Gisbert et al.
2007; Thervet et al. 2001; Mircheva et al. 1995; Pettersson et al. 2002), dok druge studije
nisu pronasle znacajan uticaj tiopurinske terapije na aktivnost TPMT enzima (Arenas et al.
2004; Lindqvist et al. 2006; Chouchana et al. 2014). Za razliku od aktivnosti TPMT enzima,
TPMT genska ekspresija opada kod pacijenata sa inflamatornom boles¢u creva (eng.
inflammatory bowel disease - IBD) nakon uvodenja tiopurinske terapije (Lindqvist et al.
2006; Hindorf et al. 2006). Ovi rezultati se donekle razlikuju od rezultata dobijenih analizom

ekspresije kod ALL pacijenata i razlog se verovatno krije u ¢injenici da se terapijski protokoli
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za ove bolesti razlikuju. Naime, IBD pacijenti uglavnom dobijaju manje doze tiopurinskih
lekova u odnosu na ALL pacijente i umesto 6-MP-a, vecina ovih pacijenata dobija AZA,
retko u kombinaciji sa drugim imunosupresivnim lekovima. ALL pacijenti, za razliku od IBD
pacijenata, uvek uporedo sa lekom 6-MP-om u toku trajanja terapije odrzavanja dobijaju i
lek MTX.

U nasoj in vitro studiji pokazali smo da kada eritroleukemijsku, K562 ¢elijsku liniju tretiramo
lekom 6-MP-om u trajanju od 72h aktivnost TPMT promotora se smanjuje (Kotur et al.
2012). Mogu¢i razlog za to je $to prilikom tretiranja K562 ¢elija lekom 6-MP-om, dolazi do
regrutovanja razlicitih transkripcionih faktora ili kompleksa transkripcionih faktora u odnosu
na stanje bez terapije, §to su nam pokazali eseji usporene elektroforetske pokretljivosti i
South-western esej (Kotur et al. 2012). Ovaj rezultat izgleda u suprotnosti sa rezultatima
analize TPMT ekspresije kod dece obolele od ALL gde je detektovano poveéanje TPMT
ekspresije u toku trajanja terapije odrzavanja. Tretman K562 ¢elija 6-MP-om in vitro je trajao
samo 72h, §to nije dovoljno vremena da se indukuje visoka TPMT ekspresija. Jo$ jedno
objasnjenje bi se moglo nac¢i osvrtom na studiju gde se TPMT ekspresija pratila kod
pacijenata obolelih od IBD-a koji su dobijali samo tiopurinske lekove (Hindorf et al. 2006).
Kod ovih pacijenata je zabelezen pad TPMT ekspresije nakon pocetka tretmana tiopurinskim
lekovima. Nizi nivo TPMT ekspresije se zadrzao do kraja pracenja odgovora na terapiju
odrZavanja, koje je trajalo 20 nedelja. Zanimljivo je da aktivnost TPMT enzima nije opala sa

smanjenjem transkripcije gena TPMT tokom celog perioda terapije (Hindorf et al. 2006).

Ovo je prva studija koja se bavi uticajem terapije odrzavanja na ekspresiju gena TPMT kod
ALL pacijenata. Na$i rezultati mogu da doprinesu unapredenju leCenja tiopurinskim
lekovima, budu¢i da je TPMT kljucni enzim za njihovu detoksifikaciju. Ranije studije se jesu
bavile uticajem terapije na aktivnost TPMT enzima u eritrocitima, ali izmerena aktivnost
TPMT enzima nije uvek dobar marker globalne aktivnosti TPMT enzima. U toku trajanja
terapije odrzavanja kod pedijatrijskih ALL pacijenata potvrdeno je da se aktivnost TPMT
enzima povecava i to povecanje je barem delom posledica povec¢anja TPMT transkripcije u
toku trajanja terapije u odnosu na period pre terapije. Izgleda da kombinovana terapija
lekovima 6-MP-om i MTX-om podstice TPMT transkripciju u toku trajanja terapije
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odrzavanja. Nasuprot tome, in vitro i in vivo rezultati ukazuju da monoterapija tiopurinskim

lekovima uti¢e na smanjenje transkripcije gena TPMT.

5.2.2. Polne i uzrasne razlike ALL pacijenata u relaciji sa TPMT ekspresijom pre
hemoterapije i u toku terapije odrzavanja
Razlike u polu i uzrastu dece obolele od ALL mogle bi biti vazne za odredivanje doze
tiopurinskih lekova koji se koriste u fazi terapije odrzavanja. Nasi rezultati sugerisu da mladi
pacijenti imaju viSu TPMT ekspresiju pre uvodenja hemoterapije u odnosu na nivo ekspresije
TPMT gena u toku terapije odrzavanja, ali ova razlika nije dostigla statistiCku znacajnost,
verovatno zbog relativno malog broja ispitanika. Nekoliko studija je pokazalo da je u
eritrocitima odojcadi detektovana veca aktivnost TPMT enzima nego kod starije dece ili
odraslih (Chouchana et al. 2014; Serpe et al. 2009; McLeod et al. 1995; Ferroni et al. 1996)
i da deca generalno imaju visu TPMT aktivnost u eritrocitima nego odrasli (Serpe et al. 2009;
Pettersson et al. 2002). Medutim, druge studije nisu potvrdile da postoje razlike u aktivnosti
TPMT enzima kod pacijenata razlicite zivotne dobi (Gisbert et al. 2007; Cooper et al. 2008;
Loit et al. 2011). Interesantno je $to su nasi rezultati pokazali da u toku terapije odrzavanja
postoji pozitivna korelacija izmedu uzrasta pedijatrijskih ALL pacijenata 1 nivoa TPMT
ekspresije. Ovaj rezultat je potrebno potvrditi na vecoj grupi pacijenata i ispitati povezanost

sa aktivno$¢éu TPMT enzima.

Nasi rezultati govore u prilog ¢injenici da praktiéno nema razlike u nivoima TPMT ekspresije
izmedu polova kod dece obolele od ALL ni pre pocetka hemoterapije niti tokom terapije
odrzavanja. Nekoliko studija je pokazalo da je blago poviSena aktivnost TPMT enzima
dovedena u vezu sa muskim polom (Chouchana et al. 2014; Gisbert et al. 2007; Pettersson et
al. 2002; Szumlanski et al. 1992), druge studije ovakvu vezu nisu pokazale (Ferroni et al.
1996; Weinshilboum & Sladek 1980; Loit et al. 2011). Izgleda da su mlada zivotna dob i
muski pol povezani sa neSto povisenom aktivno$S¢u TPMT enzima u eritrocitima pacijenata
pod terapijom tiopurinskim lekovima, ali je klinicki znacaj ovog zapazanja diskutabilan

(Chouchana et al. 2014).
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5.2.3. Varijacije u genu TPMT i ekspresija gena TPMT

U genu TPMT detektovano je 12 varijacija kod pedijatrijskih ALL pacijenata, od ¢ega su 2
varijacije bile u broju tandemskih ponovaka, obe locirane u promotoru ovog gena. Ostalih 10

genetickih varijacija predstavljaju varijacije nukleotidnog mesta.

NajviSe prouCavana geneticka varijacija van kodiraju¢eg regiona je promenljivi broj
tandemskih ponovaka, VNTR region, u promotoru gena TPMT. Dva najucestalija alela u
nasoj populaciji su bila *4a (53.5%) 1 *5a (32.5%), §to je u saglasnosti sa prethodnom
studijom prikazanoj za srpsku populaciju (Zukic et al. 2010), kao i sa rezultatima vise studija
objavljenih za ostale bele populacije (Yan et al. 2000; Marinaki et al. 2003; Alves et al.
2001; Kotur et al. 2012). Nasuprot tome, u kineskoj populaciji je jedan od najées¢ih VNTR
alela je *3 (Cao et al. 2013), koga u evropskim populacijama prakti¢no ni nema. U naSoj
grupi ALL pacijenata, tri najéeS¢a VNTR genotipa su bili *4a/*4a, *4a/*5a 1 *5a/*5a koje je

nosilo preko 75% pacijenata. Ostali VNTR genotipovi su bili znatno manje zastupljeni.

Rezultati ove studije su pokazali da je pre hemoterapije prose¢na TPMT ekspresija visoka
kod nosilaca *4a/4a genotipa i *6a alela, dok je niska kod nosilaca *5a/*5a genotipa i *7a
alela. Statisticki znacajna razlika izmedu ovih grupa pacijenata nije dobijena, verovatno zbog
velike razlike u ekspresiji izmedu nosilaca istog genotipa i zbog relativno malog broja
pacijenata. Druge studije nisu proucavale ekspresiju gena TPMT, nego je merena aktivnost
TPMT enzima u eritrocitima, i onda korelisana sa brojem i tipom VNTR ponovaka u
promotoru gena TPMT. Budu¢i da VNTR arhitektura moze da utice na aktivnost TPMT
enzima preko ekspresije gena TPMT, merenje ekspresije gena TPMT zaista moze da bude
pristup za funkcionalnu karakterizaciju ovog regiona. Osim toga, mere¢i ekspresiju umesto
aktivnost, izbegava se uticaj ometajucih faktora (eng. confaunding factors), kao $to je nivo

SAM-a u samim ¢elijama.

Nekoliko studija je pokazalo da VNTR arhitektura moduli$e aktivnost TPMT enzima in vivo
(Yan et al. 2000; Alves et al. 2001; Spire-Vayron de la Moureyre et al. 1998). Rezultati jesu
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pokazali povezanost izmedu nize aktivnosti TPMT enzima i VNTR alela koji imaju ukupno
vedi broj ponovaka. Pri tome je dobijeno da najvisu TPMT aktivnost imaju nosioci *4a/*5a
(Yan et al. 2000), odnosno *5a/*5a genotipa (Alves et al. 2001). Takode je pokazano da su
pacijenti koji imaju vise od ukupno 10 ponovaka u VNTR regionu promotora gena TPMT na
oba hromozoma podlozniji toksi¢nom dejstvu tiopurinskih lekova (Fabre et al. 2004).
Medutim, u jednoj studiji koja je obuhvatala veci broj ispitanika, nije pronaden uticaj VNTR
regiona na aktivnost TPMT enzima (Marinaki et al. 2003). Neke od navedenih studija nisu
zadirale u arhitekturu VNTR regiona nego su razmatrale samo ukupan broj tandemskih
ponovaka (Fabre et al. 2004; Spire-Vayron de la Moureyre et al. 1998), dok je kod jedne
studije nije razmatrano da li je uzorak za analizu prikupljen pre ili nakon pocetka terapije
(Yan et al. 2000).

Uticaj VNTR arhitekture na aktivnost TPMT enzima ili TPMT ekspresiju tokom terapije
tiopurinskim lekovima je do sada slabo izucavana. Jedna studija je obuhvatila 58 IBD
pacijenata koji su dobijali lek AZA (Arenas et al. 2004). Posle 3 meseca od pocetka terapije
aktivnost TPMT enzima je ostala prakticno nepromenjena, mada se kod pojedinih pacijenata
dosta promenila aktivnost TPMT enzima u odnosu na nivo pre podetka terapije. Sto je
vaznije, zakljuceno je da se poznavanjem VNTR regiona nije mogla predvideti promena
TPMT aktivnosti nakon 3 meseca terapije (Arenas et al. 2004). Tokom faze odrzavanja
rezultati naSe analize su pokazali da su, u proseku, nosioci *5a/*5a genotipa pokazali
najizraZenije povecanje, *4a/*4a intermedijarno, a nosioci *4a/*5a genotipa 1 *7a alela
najmanje povecanje TPMT ekspresije u odnosu na nivo pre hemoterapije. Treba naglasiti da
su pre terapije nosioci *5a/*5a genotipa su imali nisku, a u toku terapije najvisu TPMT
ekspresiju. Ovo zapazanje sugeriSe da postoji interakcija izmedu VNTR regiona i faktora

povezanog sa terapijom odrzavanja koji uti¢e na TPMT ekspresiju.

Rezultati eseja usporene elektroforetske pokretljivosti i South-western esej nase prethodne
in vitro studije idu u prilog zaklju¢ku da postoji interakcija izmedu terapije odrzavanja i
VNTR regiona gena TPMT (Kotur et al. 2012). Tretman K562 ¢elija lekom 6-MP-om
uslovljava da se za probe koje se sastoje od delova razli¢itih VNTR alela, vezuju razliciti

transkripcioni faktori ili kompleksi transkripcionih faktora (Kotur et al. 2012). Preciznije,
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proba koja se sastoji od BBC ponovaka vezuje dodatne komplekse nuklearnih proteina
izolovanih iz ¢elija tretiranih 6-MP-om, u odnosu na probu koja se sastoji od ABC
kombinacije VNTR ponovaka. Interakciju izmedu VNTR regiona i 6-MP tretmana smo
uocili 1 u esejima sa reporterskim vektorom. Naime, K562 ¢elije transfekovane konstruktima
koji sadrze dva B ponovka su pokazale izrazeniji odgovor na 6-MP tretman u odnosu na
K562 ¢elije transfekovane konstruktima koji sadrze samo jedan B ponovak. Takode, pokazali
smo da sa povecanjem broja A ponovaka dolazi do izrazenijeg uticaja 6-MP tretmana na
transkripciju gena TPMT (Kotur et al. 2012). Jedanaest izu¢avanih VNTR alela se moze
podeliti u 3 kategorije, u zavisnosti od nivoa smanjenja aktivnosti reporterskog gena pod
uticajem tretmana 6-MP-om: manje od 33% (malo smanjenje), izmedu 33 i 66%
(intermedijarno smanjenje) i vise od 66% (veliko smanjenje). Medu alele koji su pokazali
veliko smanjenje aktivnosti TPMT promotora pod uticajem 6-MP tretmana in vitro, spada i
u nasoj populaciji ¢est *5a alel. Oko 10% pacijenata nosi ovaj alel u homozigotnom stanju,
te oni mogu biti u opasnosti da iskuse vecu toksi¢nost prilikom monoterapije tiopurinskim
lekovima. Stoga se ovo odnosi pre svega na pacijente obolele od autoimunih bolesti koji su
¢esto na rezimu monoterapije tiopurinskim lekovima, mada bi i u le€enju ALL kod dece

moglo da ima znacajnu ulogu.

Vedina studija koja je proucavala VNTR region je doSla do zakljucka da je pre terapije
aktivnost TPMT enzima negativno korelisana sa ukupnim brojem tandemskih ponovaka
(Yan et al. 2000; Alves et al. 2001; Fabre et al. 2004; Spire-Vayron de la Moureyre et al.
1998; Spire-Vayron de la Moureyre et al. 1999). Takode, nivo ekspresije gena TPMT je
negativno korelisana sa brojem A ponovaka in vitro (Zukic et al. 2010). Nasa sledeca in vitro
studija je pokazala da se sa porastom broja A ponovaka, smanjuje nivo TPMT transkripcije
kod ¢elija tretiranih 6-MP-om (Kotur et al. 2012). Rezultati analize nivoa TPMT ekspresije
kod pedijatrijskih ALL pacijenata su pokazali da nosioci *7a alela, VNTR varijante koja
sadrzi 5 A ponovaka u svom sastavu, imaju najnizu prosecnu TPMT ekspresiju i pre
hemoterapije i u toku terapije odrzavanja. Ovim se in vitro nalaz da povecanje broja A

ponovaka smanjuje TPMT ekspresiju potvrduje i kod ALL pacijenata.
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Minisatelitski region trinukleotidnih ponovaka u promotoru gena TPMT se obi¢no sastoji od
6 GCC ponovaka, ali su nadeni i aleli sa 5, odnosno 7 ponovaka. Ranije je pokazano in vitro
da redi aleli uslovljavaju povisenu aktivnost TPMT enzima, u odnosu na referentnu varijantu
sa 6 ponovaka (Roberts et al. 2008). Pri tome su redi aleli nadeni kod nekoliko pacijenata
kod kojih je izmerena vrlo visoka TPMT aktivnost, te su autori sugerisali da upravo retke
varijante GCC regiona uzrokuju vrlo visoku aktivnost TPMT enzima kod ovih pacijenata
(Roberts et al. 2008). Medu nasim pacijentima sa visokom ekspresijom gena TPMT nije bilo
nosilaca varijantnih alela GCC regiona. Samo kod jednog pacijenta je detektovan alel sa 7
ponovaka u heterozigotnom stanju, dok su ostali nosili iskljucivo referentni alel. Ovaj
pacijent je imao nizak nivo TPMT ekspresije i pre i u toku terapije odrzavanja, $to nije u
saglasnosti sa zaklju¢kom Roberts-a i saradnika da retke varijante u GCC regionu

uslovljavaju visoku TPMT aktivnost.

Osim varijacija u broju tandemskih ponovaka, detektovano je 10 varijacija nukleotidnog
mesta u egzonima 1 delovima introna koji okruzuju kodiraju¢i deo gena TPMT.
Identifikovano je tri grupe varijacija €ije su varijante grupisane u haplotipove, od ¢ega je
povezanost nekih varijanti od ranije ve¢ bila poznata (Jones et al. 2007; Tamm et al. 2008).
Ispitan je i uticaj svih ovih varijacija i haplotipova na nivo TPMT ekspresije, ali nije dobijeno
da bilo koji SNV ili haplotip moze da predvidi nivo TPMT ekspresije bilo pre hemoterapije
ili u toku terapije odrzavanja. U nekim slu¢ajevima statisticka analiza nije bila moguca zbog

malog broja pacijenata koji su nosili varijantne alele.

Dobro je poznato da su nesinonimne varijante u genu TPMT, kao i varijante koje su LD-u sa
ovim varijantama, povezane sa smanjenom aktivno§éu TPMT enzima (Tamm et al. 2008;
Jones et al. 2007). Pored toga, nadene su varijante u genu TPMT koje uticu na TPMT
aktivnost, a nisu u LD-u sa nesinonimnim varijacijama (Jones et al. 2007). Ove varijacije
mogu biti vazne za regulaciju genske ekspresije i dodatne studije bi mogle to i da potvrde.
Nasa studija ekspresije, iako nedovoljne snage da potvrdi ili odbaci neki od prouc¢avanih SNV
kao funkcionalnog markera TPMT ekspresije, ipak je pokazala da odredene varijacije, kao
Sto je TPMT ¢.233+96 G>T u intronu 4, imaju potencijal da postanu farmakogeneticki

markeri.
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5.3. Isti farmakogenomicki markeri u razliitim terapeutskim
protokolima: geneticke varijacije u genima IL-6 i TNF kao
moguénost primene novih farmakogenomickih markera u terapiji
ALL

U lecenju razlic¢itih bolesti se primenjuju specifi¢ni terapeutski protokoli u kojima se mogu
koristiti isti lekovi. Odredeni farmakogenomicki marker u razli¢itim terapeutskim
protokolima ne mora da ima isti funkcionalni i klini¢ki znacaj. lako je neki
farmakogenomicki marker priznat za dati terapeutski protokol, uvek bi trebalo da se njegova
upotreba validira prilikom rutinskog klini¢kog koriS¢enja za neki drugi terapeutski protokol.
Dosada nije razmatran odgovor na terapiju Siroko kori§¢enih antibiotika baktrima i
antimikotika nistatina u fazi odrzavanja kod de¢je ALL. Stoga bi trebalo uzeti u obzir i
njihovo dejstvo i potencijalne nezeljene efekte na pacijente. U tom smislu bi bilo i korisno i
pozeljno da se razmotri mogucnost upotrebe genetickih varijacija u genima IL-6 i TNF kao
markera za pracenje odgovora na terapiju ovim lekovima. Anti-citokinske terapije su ve¢
nasle primenu u lecenju autoimunih i inflamatornih bolesti. Blokiranje signalnih puteva koji
ukljucuju citokine generalno predstavlja potencijalnu terapijsku strategiju za leCenje

malignih bolesti (Guo et al. 2012).

U ovom radu je analiziran potencijal za primenu genetickih varijanti IL-6 -174 G>C i TNF -
308 G>A kao mogucih farmakogenomickih markera prilikom upotrebe leka baktrima,

odnosno nistatina, kao i anti-TNF agenasa u lec¢enju de¢je ALL.

Varijantni alel IL-6 -174C je bio detektovan u hetero- ili homozigotnom stanju kod 50%
kontrolnih ispitanika, kod 13% u homozigotnom stanju. Sam lek baktrim, ta¢nije njegova
komponenta sulfametoksazol, ima antiinflamatorni dejstvo i utice na smanjenje nivoa
slobodnih receptora za IL-6 (Ohtake et al. 2001). Za varijantni IL-6 -174 G>C alel je
pokazano da uslovljava smanjenu ekspresiju gena IL-6 (Fishman et al. 1998). Sam IL-6 je
proinflamatorni citokin koji ima znacajnu ulogu u pokretanju imunskog odgovora,

inflamaciji i kancerogenezi (Naugler & Karin 2008). Prisustvo genetickih varijacija u ovom
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genu moze uticati na razvoj malignih i inflamatornih bolesti, kao i na odgovor na terapiju
antiinflamatornim lekovima (Di Renzo et al. 2012; Liu et al. 2015). Obzirom da je ucestalost
varijantnog IL-6 -174 G>C alela u naSoj populaciji relativno velika, bilo bi dobro da se uticaj
ove geneticke varijante ispita klini¢ki u svetlu farmakogenomickog markera kod dece obolele
od ALL koja izmedu ostalih dobijaju i lek baktrim. Pokazano je lekovi bakrim i metotreksat
interaguju medusobno (Al-Quteimat & Al-Badaineh 2013). Naime, u kombinaciji ova dva

leka, moze do¢i do izrazenije toksi¢nosti, ozbiljne pancitopenije, izazvane MTX-om.

Varijantni alel TNF -308A je u kontrolnoj grupi ispitanika u nasoj studiji detektovan u homo-
ili heterozigotnom obliku sa oko 20% ucestalosti. Prisustvo ovog alela utice na nivo
ekspresije TNF citokina (Louis et al. 1998). Ova varijacija predstavlja potencijalni bioloski
marker kako za odgovor na terapiju anti-TNF terapeuticima (Padyukov et al. 2003), tako i za
predikciju razvoja razli¢itih autoimunih i inflamatornih bolesti (Han et al. 2010). Lek nistatin
indukuje sintezu citokina TNF preko aktivacije TLR1 i TLR2 receptora (Razonable et al.
2005). Nadeno je da anti-TNF terapija inhibira aktivaciju proto-onkogena, p-Akt u ¢elijama
ALL (Gu et al. 2006). Anti-TNF terapija bi mogla da nade primenu i u le¢enju ALL. Osim
toga, pacijenti oboleli od akutne leukemije kod kojih je izmerena visoka ekspresija TNF u
leukemijskim ¢elijama, slabije su odgovarali na hemoterapiju (Kobayashi et al. 1997).
Stratifikacija pacijenata obolelih od decje akutne limfoblastne leukemije u skladu sa
endogenom produkcijom citokina i prisustvom urodenih genetickih varijacija u genima IL-6
I TNF, mogla bi da identifikuje pacijente koji bi imali korist od primene anti-citokinske
terapije. Treba ispitati prednosti 1 nezeljene efekte uvodenja anti-TNF terapije u leCenju ALL

kod dece kod koje se tesko postize dobar odgovor na standardnu terapiju.

Zanimljivo je da geneticka varijanta IL-6 -174C za koju je pokazano da uslovljava smanjenu
ekspresiju gena IL-6 (Fishman et al. 1998) moze da se dovede u vezu sa lo§ijom efikasno$éu
terapije koja ukljucuje i anti-TNF komponentu (Jancic¢ et al. 2015). Uticaj varijacija u genu
IL-6 na anti-TNF terapiju moze se objasniti meduzavisnos¢éu ova dva citokina. Preciznije,
signalni put pokrenut vezivanjem TNF liganda aktivira transkripciju gena IL-6 posredstvom
NF-kB faktora (Vanden Berghe et al. 2000). Varijanta TNF -308A, koja uslovljava visu

aktivnost samog TNF (Louis et al. 1998), nije povezana sa razlikama u odgovoru na anti-
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TNF terapiju (Janci¢ et al. 2015). Medutim, kod nosilaca kombinovanog genotipa IL-6 -
174GG 1 TNF -308GG anti-TNF terapija se pokazala najefikasnijom kod RA pacijenata
(Janci¢ et al. 2015). Nosilaca ovog kombinovanog genotipa u srpskoj populaciji ima oko
40%. Na osnovu farmakogenomicke analize varijacija u genima TNF i IL-6 kod RA
pacijenata, moglo bi se razmotri uvodenje anti-TNF terapije kod pedijatrijskin ALL
pacijenata, nosilaca IL-6 -174GG i TNF -308GG kombinacije genotipova, kod kojih se bolest

teSko klini¢ki kontroliSe.
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ZAKLJUCCI

1. U genu TPMT detektovane su dve najces¢e i farmakogeneticki najznacajnije
varijacije u kodiraju¢em regionu, c.460 G>A i c.719 A>G. Ucestalost ovih varijanti
je slicna kao kod drugih evropskih populacija.

a. Varijanta c.460A je imala ucestalost od 2.9% u grupi ALL pacijenata

b. Varijanta ¢.719G je imala ucestalost od 3.2% u grupi ALL pacijenata

c. Potvrdeno je da se ove dve varijante, c.460A i ¢.719G, nasleduju zajedno
escée nego $to je otekivano, nalaze se u LD-u (r>=0.91)

2. U genu ITPA detektovana je varijacija c.94 C>A. Varijanta ¢.94A je imala ucestalost
od 3.7% u grupi ALL pacijenata i 3.9% u kontrolnoj grupi. Ucestalost ove varijante
je nesto manja nego kod drugih evropskih populacija.

3. U genu ABCC4 detektovana je varijacija rs9516519. Varijanta rs9516519, nukleotid
G, je imala ucestalost od 22.1% u grupi ALL pacijenata i 19.6% u kontrolnoj grupi.
Ucestalost ove varijante je nesto vec¢a nego kod drugih evropskih populacija.

4. U genu ABCB1 detektovana je varijacija ¢.2677 G>T. Varijanta ¢.2677T je imala
ucestalost od 38.2% u grupi ALL pacijenata i 34.3% u kontrolnoj grupi. Ucestalost
ove varijante je slicna kao kod drugih evropskih populacija.

5. U genu TYMS detektovan je minisatelitski region od 28bp u 5’UTR-u i indel od 6bp
u 3’UTR regionu gena TYMS. Ucestalost ovih varijanti je slicna kao kod drugih
evropskih populacija.

a. Varijanta 2R u 5’UTR-u je imala ucestalost od 45.8% u grupi ALL pacijenata
I 42.8% u kontrolnoj grupi. Varijanta 4R u 5’UTR-u je imala ucestalost od
0.3% u grupi ALL pacijenata i 0.5% u kontrolnoj grupi.

b. Varijanta 6bp- u 3’UTR-u je imala ucestalost od 33.0% u grupi ALL
pacijenata i 33.2% u kontrolnoj grupi.

c. Utvrdeno je da se varijante TYMS 2R i 6bp+, kao i TYMS 3R i 6bp- nasleduju
zajedno &e§cée nego §to je odekivano, nalaze u LD-u (r?=0.14).

6. U genu MTHFR detektovane su varijante c.677 C>T i ¢.1298 A>C. Ucestalost ovih
varijanti je sli¢na kao kod drugih evropskih populacija.

a. Varijanta c.677T je imala ucestalost od 31.1% u grupi ALL pacijenatai32.2%
u kontrolnoj grupi.
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Varijanta ¢.1298C je imala ucestalost od 31.1% u grupi ALL pacijenata i
32.2% u kontrolnoj grupi.
Varijante ¢.677T 1 ¢.1298A 1 ¢.677C 1 ¢.1298C se nasleduju ceS¢e nego Sto je

oc¢ekivano.

7. U genu DHFR detektovano je 5 geneti¢kih varijacija, -680 C>A, -675 A>G, -556
T>C, -464 A>T, -317 A>G. Ucestalost ovih varijanti je sli¢na kao kod drugih

evropskih populacija

a.

Varijanta -680A je imala ucestalost od 34.2% u grupi ALL pacijenata i 34.6%
u kontrolnoj grupi.

Varijanta -675G je imala ucestalost od 28.5% u grupi ALL pacijenata i 26.0%
u kontrolnoj grupi.

Varijanta -556C je imala ucestalost od 28.2% u grupi ALL pacijenata i 26.4%
u kontrolnoj grupi.

Varijanta -464T je imala ucestalost od 28.2% u grupi ALL pacijenata i 26.4%
u kontrolnoj grupi

Varijanta -317 je imala ucestalost od 40.3% u grupi ALL pacijenata i 40.4%
u kontrolnoj grupi.

Najjaca vezanost je bila izmedu SNV -680 C>A i -317 A>G (r>=0.69) sa jedne
strane i SNV -675 A>G, -556 T>C i -464 A>T (vrednosti za r? su bile izmedu
0.9410.96), sa druge.

8. U genu SLC19A1 detektovana je varijacija ¢.80 G>A. Varijanta c.80A je imala

ucestalost od 50.0% u grupi ALL pacijenata 1 47.6% u kontrolnoj grupi. Ucestalost

ove varijante je sli¢na kao kod drugih evropskih populacija.

9. U genu IL-6, detektovana je geneticka varijacija -174 G>C. Varijanta c.80A je imala

ucestalost od 31.3% u kontrolnoj grupi. Ucestalost ove varijante je sli¢na kao kod

drugih evropskih populacija.

10. U genu TNF, detektovana je geneticka varijacija -308 G>A. Varijanta -308A je imala

ucestalost od 11.0% u kontrolnoj grupi. Ucestalost ove varijante je sli¢na kao kod

drugih evropskih populacija.
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Ucestalosti alela u genima TPMT, ABCB1, TYMS, MTHFR, SLC19A1, DHFR, IL-6 i
TNF je sli¢na kao kod drugih evropskih populacija. Alel ¢.94A u genu ITPA ima
manju ucestalost, dok alel rs9516519, nukleotid G, u genu ABCC4 ima vecu
ucestalost u srpskoj populaciji u odnosu na druge evropske populacije. Na osnovu
ucestalosti alela, mozemo zakljuciti da za srpsku populaciju SNV ABCC4 rs9516519
ima veci, dok ITPA ¢.94 C>A ima manji farmakogenomicki potencijal.

Dobijene su slicne ucestalosti genotipova u grupi zdravih ljudi i ALL pacijenata u
genima ITPA, ABCB1, ABCC4, TYMS, MTHFR, SLC19A1 i DHFR koji kodiraju
enzime i transportere metabolickih puteva lekova 6-MP-a i MTX-a. Ovaj rezultat ne
ide u prilog tezi da izu¢avane varijacije ucestvuju u etiologiji de¢je ALL.

Terapija anti-TNF agensom etanerceptom se pokazala najefikasnijom kod RA
pacijenata, nosilaca IL-6 -174GG i TNF -308GG anti-TNF kombinovanog genotipa.
Nosilaca ovog kombinovanog genotipa u srpskoj populaciji ima oko 40%, te bi pre
svega kod ove grupe trebalo razmotriti upotrebu anti-TNF agensa, kako za le¢enje
RA, tako i potencijalno ALL, kod pacijenata kod kojih se bolest tesko klinicki
kontrolise.

Tretman K562 ¢elija 10uM lekom 6-MP-om u trajanju od 72h smanjuje TPMT
transkripciju. Smanjenje transkripcije je zavisno od VNTR arhitekture, te je VNTR
alele moguée podeliti u tri grupe. VNTR aleli mogu biti povezani sa malim
smanjenjem (AB4C), intermedijarnim smanjenjem (A2BsC, AsBC, AB2C, AsBC,
A2BC i AsBC) i velikim smanjenjem (AsBC, ABsC, A3B2C i A2B:C) transkripcije
gena TPMT.

Sa povecanjem broja A ponovaka TPMT transkripcija se izrazenije smanjuje kod
K562 ¢elija tretiranim lekom 6-MP-om. Pored toga, tretman K562 ¢elija 10uM lekom
6-MP-om u trajanju od 72h je povezan sa izrazenijim smanjenjem TPMT transkripcije
kod VNTR alela koji imaju dva B ponovaka, u odnosu na VNTR alele sa jednim B
ponovkom.

Prosecna TPMT ekspresija kod dec¢jih ALL pacijenata je oko 3.3 puta veca u toku
terapije odrzavanja, kada pacijenti dobijaju lekove 6-MP i MTX, nego pre pocetka
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hemoterapije. Kod svakog pacijenta je zabelezeno povecanje TPMT ekspresije u toku
terapije odrzavanja, u odnosu na nivo TPMT ekspresije pre pocetka hemoterapije
Detektovano je 12 poznatih varijacija u promotoru, kodiraju¢em regionu i
sekvencama koje okruzuju kodirajuéi region gena TPMT. Dve varijacije su po tipu
varijacije u broju tandemskih ponovaka, dok je 10 po tipu SNV. Osam varijacija je
svrstano u 3 grupe haplotipova. Nijedna od varijanti ili haplotipova nije statisticki
znacajno uticala na ekspresiju gena TPMT, osim VNTR-a u promotoru gena TPMT.
Efekat koju terapija odrzavanja ima na ekspresiju gena TPMT moduliran je
arhitekturom VNTR regiona u promotoru gena TPMT. Povecanje nivoa TPMT
ekspresije u toku terapije odrzavanja je bilo najizrazenije za nosioce VNTR*5a/*5a
genotipa, dok je najmanje povecanje TPMT ekspresije zabelezeno kod nosilaca
VNTR*7a genotipa.

Broj ponovaka tipa A u okviru VNTR regiona u promotoru gena TPMT je negativno
korelisan sa nivoom ekspresije gena TPMT u toku terapije odrzavanja.

Povecanje nivoa TPMT ekspresije u toku terapije odrzavanja zavisi od duzine trajanja
terapije. Postoji tendencija da se tokom terapije odrzavanja TPMT ekspresija
vremenom smanjuje, ali ipak ostaje viSa u odnosu na nivo pre pocetka hemoterapije.
Postoji tendencija da starija deca obolela od ALL imaju veéi nivo TPMT ekspresije u
toku terapije odrzavanja. Pre uvodenja hemoterapije, uzrast dece ne utice statisticki
znacajno na nivo TPMT ekspresije.

Pol pedijatrijskih ALL pacijenata ne utice na nivo ekspresije gena TPMT ni pre

pocetka hemoterapije ni u toku terapije odrzavanja.
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MeHTOp Ap bpaHka 3ykuh u ap Consa Maenosuh

MoTnucaHu Hukona Kotyp

usjaBrbyjem Aa je wramnaHa Bepauja Mor [OKTOPCKOr pafja UCTOBETHA efleKTPOHCKO)]
BEP3WjM Kojy cam npepjao/ma 3a objaerbuBake Ha nopTany JururanHor

penosutopujyma YHusepsutera y Georpaay.

[o3sorbaBam fa ce objaBe MOjM MUYHM NodauM BesaHW 3a Aobujare akagemckor
3Barba IOKTOpa Hayka, Kao WTo Ccy UMe U npesnme, roaMHa U Mecto pohera u gatym

onbpaHe paga.

OBM nu4Hn nogaum Mory ce 06jaBUTM Ha MPEXHUM CTpaHWuama OuruTanHe
BubnuoTeke, y enexkTpoHckom katanory u y nyénukaumjama YrusepauteTa y Beorpagy.

Mornuc pgokropaHaa

Nosona ey

Y Beorpaay, 11.05.2015.




Mpwunor 3.

U3jaBa o kopuwhewy

Osnawhyjem YHuBepsutetcky bubnuoteky ,CeeTosap Mapkosuh® aa y [Ourntanyu
penosuTopujym YHusepsuTeTa y beorpagy yHece MOjy AOKTOPCKY AucepTauujy nog
HacnoBom:

DPapmakoreHeTMka 6-MepKanTonypuHa U MeToTpeKcaTa Y Je4j0j akyTHOj

M obnacTHoj neykemujn”

Koja je Moje ayTopcKo Aeno.

OvcepTaumjy ca cBUM Npuro3vuma npeaao/na cam y enekTpoHckoM opmarty norogHom
3a TpajHO apXuBKpaH-E.

Mojy OOKTOpPCKY AucepTauujy noxpaweHy y OurntanHu penosutopujym YHusepsuteta
y beorpany mory oa kopucTe CBM KOjW NOLUTYjy oapende cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatueHe 3ajegHuLe (Creative Commons) 3a kojy cam ce oanyduno/na.

1. AytopcTBo
2. AyTOpPCTBO - HEKOMEpLMjanHo
@AyTopCTBo — HekomepumjanHo — 6e3 npepage
4. AYTOpPCTBO — HEKOMEpPLMjanHo — AenuUTK Noj UCTUM ycrioBuMa
5. AytopcTBo — ©Ge3 npepage
6. AyTOpcTBO — AEnUTK No4 MCTUM YCIOBUMa

(Monumo pa 3aokpyXuTe camo jefHy of LWecT NoHyheHuX nuueHUW, KpaTak onuc
nuueHun gat je Ha nonehuHu nucta).

MoTnuc gokTopaHaa

'V Beorpagy, __11.05.2015, M (L




