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Pregledni ¢lanak / Review

Farmakogenomika u terapiji akutnih
limfaticnih leukemija u djece

Pharmacogenomics in the treatment of acute lymphoblastic

SAZETAK. Posljednjih desetljeca postignut je izvanredan napredak u lije¢enju akutnih
limfaticnih leukemija u djece. Farmakogenomika akutnih leukemija izuc¢ava geneticku kontrolu
mehanizama koji utjeCu na antileukemijski u¢inak lijekova i razvoja rezistencije na ove lijekove.
Cilj farmakogenomike pedijatrijskih akutnih limfati¢nih leukemija je identifikacija onih dijelova
genoma koji su odgovorni za poZeljne i nepozZeljne ucinke pojedinih citotoksicnih lijekova, u
ovisnosti o individualnoj sposobnosti oboljelog djeteta da lijek iskoristi, metabolizira i
eliminira. Stoga farmakogenomika pruza opravdanu nadu u mogucnost optimalizacije i
individualizacije terapije, te daljnjeg poboljSanja rezultata lijeCenja djece s akutnom
limfaticnom leukemijom.

Kljuéne rijeci: akutna limfaticna leukemija, dijete, farmakogenomika

ABSTRACT. Over the past decades, the treatment of acute lymphoblastic leukemia in
children has made remarkable progress. Pharmacogenomics of acute leukemias elucidates
mechanisms of genetic control of antileukemic effects of chemotherapy and development
of drug resistance. The aim of pharmacogenomic studies, related to the treatment of
pediatric acute lymphoblastic leukemias, is to identify genes responsible for drug efficacy
and toxicity, matched with the genetic makeup of every individual child. Pharmacogenomics
offers the reasonable promise of therapeutic optimization and individualization, and further
improvement of treatment outcome in childhood lymphoblastic leukemia.

Key words: acute lymphoblastic leukemia, child, pharmacogenomics

16

medicina 2008, Vol. 44, No. 1, p. 16-21



uvobD

Akutna limfati¢na leukemija (ALL) najceséa je ma-
ligna bolest u djece. ALL ¢ini otprilike treéinu svih
pedijatrijskih neoplazmi, s godiSnjom inciden-
cijom 3.5-4.9:100.000 djece do 15 godina Zivota®.
Nakon uvodenja sistemske kemoterapije, stopa
izljeCenja za pedijatrijske ALL porasla je s manje
od 10% Sezdesetih godina na danasnjih 80%?2. In-
dividualni odgovor na terapiju ovisi o vise ¢imbe-
nika, ukljucujuéi bioloske i genetske znacajke
leukemijskih stanica u vrijeme postavljanja dija-
gnoze, te karakteristike samog

bolesnika. Uz to, leukemijske

stanice imaju sposobnost br-

TIOPURINI

Tiopurini su kljucni lijekovi koji se koriste u svim
fazama lijeCenja pedijatrijskih ALL. Sintetski ana-
lozi purina (6-merkaptopurin, 6-tioguanin) se
nakon transporta u stanice metaboliziraju u aktiv-
nu formu — tioguanin nukleotide (TGN), koji se
ugraduju u DNA i inhibiraju de novo sintezu puri-
na. Tiopurin metiltransferaza (TPMT) je glavni
kataboli¢ki enzim za tiopurine u hematopoetskim
tkivima. Zbog toga prisustvo tog enzima ogra-
ni¢ava antileukemijski uc¢inak TGN u limfoblasti-

Akutna limfati¢na leukemija (ALL) najcesc¢a je maligna bolest u djece i
Cini otprilike tre¢inu svih pedijatrijskih neoplazmi. Farmakogenomika
akutnih leukemija izu¢ava mehanizme kontrole kojima genska varija-
bilnost utjece na antileukemijski ucinak lijekova i pojavu rezistencije
na ove lijekove. Individualni odgovor na terapiju ovisi o vise ¢cimbenika,
uklju€ujudi bioloske i genetske znacajke leukemijskih stanica u vrije-
me postavljanja dijagnoze, te karakteristike samog bolesnika.

zog stjecanja fenotipskih pro-
mjena koje ih Cine rezistent-
nim na djelovanje citotoksi¢nih
lijekova. Brojna istrazivanja su
potvrdila varijabilnost odgovo-
ra oboljele djece na primijenje-
nu terapiju, ukljucujudi i indivi-
dualnu podnosljivost kemote-

rapijskih protokola. Stoga se,

pojednostavljeno receno, re-

laps moZe pripisati razvoju re-

zistencije leukemijskih stanica na lijekove ili nea-
dekvatnom izlaganju lijekovima uslijed varijabil-
nosti u farmakokinetici®*.

Farmakogenomika je znanost koja proucava kako
genetsko nasljede osobe utjeCe na odgovor na
lijek. IstraZivanje farmakogenetskih biljega s ci-
liem individualiziranog pristupa lijeCenju danas
sve viSe nalazi mjesto i u terapiji leukemija.
Farmakogenomika ALL izucava ucinak polimorfiz-
ma gena odgovornih za antileukemijski ucinak
lijekova i rezistenciju na ove lijekove®. Polimorfiz-
mi na nivou jednog nukleotida u genima ciji pro-
dukti utjecu na farmakokinetiku i farmakodina-
miku antileukemijskih lijekova su ¢esti, s frekven-
cijom alela od 5 do 50%°. Mogu se podijeliti u
nekoliko kategorija: genske varijante faze 1 meta-
bolizma (biotransformacija lijeka u bioloski aktiv-
nu formu), faze 2 metabolizma (konjugacija aktiv-
ne forme lijeka s malim endogenim molekulama),
faze 3 metabolizma (transport lijeka u i iz stani-
ce), intracelularnog metabolizma (koji prolazi lijek
normalnim endogenim putevima), ili varijante
gena pod djelovanjem okolisnih ¢imbenika koji
utjecu na tjelesnu ekspresiju multiplih proteina®.
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ma, ali i toksi¢ni u¢inak na normalnu hematopoe-
zu’. Polimorfizam gena za TPMT dokazan je u
svim etnickim skupinama, a TPMT aktivnost
nasljeduje se autosomno dominantno. Devede-
set posto ljudi ima normalnu aktivnost enzima,
10% su heterozigoti s intermedijarnom aktivnosti,
a jedna od 300 osoba ima nisku aktivnost TPMT.
Danas su pristupacne molekularne metode (PCR)
dijagnoze deficita TPMT zasnovanog na genotipu.
Najceséi aleli su TPMT*3A, TPMT*3C i TPMT*2.
Ovi aleli kodiraju sintezu TPMT proteina koji su
podloZni brzoj proteolizi, Sto rezultira smanjenom
ili odsutnom aktivnosti enzima?®.

Bolesnici s TPMT deficitom razvijaju vrlo tesku
mijelotoksi¢nost kada se lijec¢e standardnim doza-
ma tiopurina. U homozigota je potrebna 85-90%
redukcija doze.

| u heterozigota je za TPMT dokazana jace izra-
Zena tiopurinska toksi¢nost’. Heterozigoti u ra-
nim, intenzivnim fazama lijeCenja ALL ne pokazuju
izraZenije toksi¢ne ucinke terapije, pa bolesnici-
ma u pocetku lijeCenja nije potrebno smanjivati
dozu purina®. IzraZzena toksi¢nost se u heterozigo-
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ta javlja u tzv. fazi odrzavanja koja traje 2 godine
od pocetka lijeCenja. Stoga je u terapiji odrzavanja
ALL vrlo vazno prilagoditi dozu tiopurina prema
stupnju toksi¢nosti. Ovakvim pristupom znacajno
se smanjuje mijelotoksi¢nost, a ne kompromitira
ucinkovitost terapije’.

Dokazano je da djeca oboljela od ALL s deficitom
TPMT imaju povecani rizik za sekundarne neo-
plazme, ukljucujuci sekundarnu leukemiju i tu-
more mozga'l®l,

Na intracelularnu koncentraciju TGN utjecu, osim
TPMT, i neki lijekovi i transportni proteini. Isto-
vremeno davanje metotreksata smanjuje koncen-
traciju TGN*2. U limfoblastima bolesnika koji pri-
maju samo merkaptopurin identificirano je 60
genskih proba koje su udruzene s intracelularnom
akumulacijom TPN, a 75 genskih proba u limfo-
blastima djece koja primaju merkaptopurin i me-
totreksat. Medu ovim setovima gena nisu nadena
preklapanja, Sto ukazuje na opravdanost polike-
moterapije. Takoder je pokazano da je ekspresija
gena za proteine koji sudjeluju u transportu tio-
purina, kao Sto je SLC29A1 (SLC = solute carriers),
udruZena s in vivo akumulacijom tioguaninskih
nukleotida u limfoblastima®. Ova saznanja tek
¢ekaju klinicku primjenu.

METOTREKSAT

Antagonisti folne kiseline su antimetaboliti koji
inhibiraju enzime ovisne o folatima, ukljucujudi
dihidrofolat reduktazu (DHFR), timidilat sintazu
(TS) i enzime ukljucene u de novo sintezu purina.
Metotreksat (MTX), najcesce primjenjivan lijek iz
ove skupine, koristi se u lijecenju pedijatrijskih
ALL vise od 50 godina. MTX se metabolizira u 7-
hidroksi-MTX pomodu jetrenog enzima aldehid
oksidaze. Neki bolesnici s normalnom funkcijom
jetre imaju izrazenu hepatotoksi¢nost nakon da-
vanja metotreksata. Ova toksi¢nost se dovodi u
vezu s ekspresijom transportnog proteina MRP2
(MRP = multidrug resistance-related protein), koji
transportira MTX u Zué. MTX se intracelularno
konvertira u aktivnu formu — MTX poliglutamat.
Akumulacija dugolancanih poliglutamata u tu-
morskim stanicama je determinanta MTX citotok-
sicnosti. Metabolizam MTX je izuzetno komplek-
san. Nivo MTX u serumu zavisi od transmembran-
skog transporta i citosolske glutaminacije, te lizo-
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zomske degranulacije MTX poliglutamata. Kljucni
enzimi u metabolizmu folata su MTHFR (metilen-
tetrahidrofolat reduktaza) i TS (timidilat sintaza)®.
Polimorfizam gena za ove enzime utjece na efika-
snost MTX terapije®®. Pokazano je da bolesnici s
MTHFR C677T alelom imaju statisticki znacajno
povedan rizik za recidiv ALL, a nemaju jace izra-
Zenu toksicnost'®. Stoga bi modificiranje doze
MTX kod djece s ALL i MTHFR C677T genotipom
moglo poboljsati ucinkovitost terapije. Za bole-
snike koji su homozigoti za tri uzastopna pona-
vljanja u DNA sekvencama (engl. tandem repeats)
po 28bp (bp engl. base pairs, parovi baza) u pro-
motoru gena za TS, kao i bolesnike s viSom TYMS
ekspresijom, vjerojatnost da Ce preZivjeti statis-
ticki je znacajno niza®. Kod bolesnika koji su isto-
vremeno homozigoti za 6bp varijantu smjestenu
u TS-3’UTR regiji, vjerojatnost da ¢e prezivjeti do-
datno se smanjuje’®. Kompleksnost utjecaja udru-
Zenosti TS varijanti i terapije MTX na preZivljenje
djece s ALL je u fazi istrazivanja.

Istrazivanja in vitro rezistencije leukemijskih stani-
ca na MTX pokazala su da limfoblasti bolesnika s
MTHFR 1298AC alelom i metionin reduktaza 66G
alelom i u kratkotrajnim i u dugotrajnim kulturama
imaju sniZenu osjetljivost na MTX. SniZena osjetlji-
vost na MTX je dokazana i u kratkotrajnim kultura-
ma leukemijskih stanica homozigota za SHMT1
1420TT (SHMT = serinhidroksimetil transferaza)®.

KORTIKOSTEROIDI

Kortikosteroidi su vrlo vazni lijekovi u lijecenju
pedijatrijskih ALL. lako mehanizmi djelovanja nisu
u potpunosti razjasnjeni, poznato je da je citotok-
sicnost kortikosteroida, barem dijelom ovisna o
intracelularnim glukokortikoidnim receptorima.
Kompleksi glukokortikoida s glukokortikoidnim re-
ceptorima vezu se na specificne DNA elemente i
alteriraju ekspresiju gena. Poremeéena genska
ekspresija dovodi do inhibicije mitoze i inhibicije
sinteze proteina, te konac¢no do stani¢ne smrti.
Limfaticni odgovor na steroidnu terapiju u ovi-
snosti je o ekspresiji glukokortikoidnih receptora
na limfoblastima i o duljini zaposjednutosti recep-
tora®.

Kortikosteroidi se metaboliziraju ekstrahepatalno
i hepatalno pomocu CYP3A enzima. CYP3A4 i
CYP3AS5 izoenzimi sudjeluju u 50% hepatalnog
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metabolizma kortikosteroida posredovanog cito-
kromom P450. U tijeku je vise istraZzivanja o poli-
morfizmima gena za CYP3A4 i CYP3AS5, te njihovoj
ulozi u lijeCenju ALL?. Postoje zapaZzanja da bole-
snici s CYP3A4*1B genotipom imaju smanjeni ri-
zik za leukemiju uzrokovanu terapijom. Noviji ra-
dovi su pokazali da djeca s ALLi CYP3A4*2 alelom
i MLH1 ILE , ; varijantom alela (MLH = mutL ho-
molog) za popravak krivo sparenih baza DNA pri
replikaciji (engl. mismatch repair system) imaju
losiji ishod od djece s ALL bez ovih genskih va-
rijantiz2,

CIKLOFOSFAMID

Alkiliraju¢i agensi, kao oksazafosforin ciklofosfa-
mid, induciraju stani¢nu smrt alkiliranjem (kova-
lantnim vezanjem alkilne skupine) na stani¢ne
makromolekule, ukljucujuc¢i DNA. Ostecenje DNA
i inhibicija DNA replikacije su primarni mehanizmi
citotoksi¢nosti. Ciklofosfamid se konvertira u akti-
vni 4-hidroksi metabolit pomodéu enzima citokro-
ma P450. Pri farmakoloskim koncentracijama
ciklofosfamida, reakcija 4-hidroksilacije je posre-
dovana enzimima CYP2C8 i CYP2C9. Polimorfizam
gena za CYP2C9 doprinosi individualnoj varijabil-
nosti u metabolizmu ciklofosfamida.

4-hidroksi metabolit ciklofosfamida je aktivna for-
ma lijeka, a daljnjom hidroksilacijom pomod¢u al-
dehid dehidrogenaze (ALDH) nastaju inaktivni
metaboliti. Poveéana ekspresija ALDH1 i ALDH3 u
tumorskim stanicama in vitro uzrokuje poveéanu
rezistenciju prema oksazafosforinima?®. Poput ak-
tivnosti ALDH, povecana aktivnost glutation
S-transferaze (GST), koja konjugacijom s glutatio-
nom inaktivira neke od aktivnih metabolita oksa-
zafosforina, smanjuje ucinkovitost ciklofosfamida
u bolesnika s ALL*. U bolesnika s delecijom
GSTM1 gena dokazano je sveukupno smanjenje
konjugacije glutationom, s posljedi¢no smanjenom
inaktivacijom metabolita ciklofosfamida i poveca-
nom toksi¢nosti®.

Zaklju¢no, polimorfizam gena za enzime koji kata-
liziraju metabolizam ciklofosfamida moze imati
dvostruki ucinak: smanjenu aktivaciju ciklofosfa-
mida s posljedi¢nim slabim antitumorskim ucin-
kom, ili, suprotno, poveéanu aktivaciju ciklofosfa-
mida koja uzrokuje vecu osjetljivost tkiva na ciklo-
fosfamid ili povecanu sistemsku aktivnost.
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VINKA ALKALOIDI

Vinka alkaloidi (vinkristin i vinblastin) su antimi-
totici dobiveni iz biljke Vincea rosea. Vinkristin se
vrlo Cesto koristi u lijecenju pedijatrijskin ALL.
Vinka alkaloidi blokiraju mitozu stanica vezanjem
za protein tubulin koji se inace polimerizira u
mikrotubule diobenog vretena. Stani¢na smrt na-
staje zbog nemoguénosti razdvajanja sestrinskih
kromatida za vrijeme mitoze. Vinka alkaloidi se
pretezno metaboliziraju u jetri pomocéu CYP3 en-
zima. Polimorfizam gena za CYP3A5 moZe dovesti

Genotipizacija polimorfnih alela i precizno odredi-
vanje fenotipa djeteta s ALL omogudit ¢e odabir
optimalne doze antileukemijskog lijeka, sprijeciti
toksicnost i time pridonijeti jo$ boljim rezultatima
lijeCenja ALL u djece.

do povecane lokalne toksi¢nosti®®. Prekomjerna
ekspresija proteina MDR1 (MDR = multi drug re-
sistance) u tumorskim stanicama doprinosi
razvoju rezistencije na vinka alkaloide?’.

ANTRACIKLINI

Najcesée koristeni antraciklini, doksorubicin i
daunorubicin, metaboliti su gljivica Streptomyces
peucetius var. caesisus. Ovi citotoksicni antibiotici
konvertiraju se u jetri u alkohole (doksorubicinol i
druge) pomocéu enzima aldoketoreduktaze. Me-
taboliti alkohola se dalje konjugiraju citokrom
P450 enzimima i glukuronil transferazom (GT) u
manje aktivne, ali potencijalno vise toksi¢ne, hi-
droksilirane ili glukuronirane konjugate?. Polimor-
fizam gena za UGT1A1 (UGT = uridin difosfat glu-
kuronil transferaza) pridonosi varijabilnoj ekskre-
ciji antraciklinskih metabolita. Prekomjerna eks-
presija MDR1 dovodi do rezistencije na antracikli-
ne in vitro i in vivo®.

ASPARAGINAZA

Asparaginaza je enzim koji metabolizira aminoki-
selinu asparagin. Normalne humane stanice ucin-
kovito sintetiziraju asparagin. Limfoblasti imaju
smanjenu aktivnost asparagin sintetaze i stoga
sinteza proteina, DNA i RNA u limfoblastima ovisi
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o serumskom asparaginu. Asparaginaza hidrolizi-
ra serumski asparagin i time onemogucuje opskr-
bu tumorskih stanica ovom esencijalnom amino-
kiselinom. Rezistencija na asparaginazu moZe se
razviti kao rezultat indukcije ekspresije asparagin
sintetaze u tumorskim stanicama, ili sistemskog
nastanka protutijela na asparaginazu®*3.,

ZAKLJUCAK

Osim poznatih faktora rizika u stratificiranju djece
oboljele od ALL u tri terapijske grupe, u danasnje
vrijeme farmakogenomika predstavlja veliku nadu
u individualizaciji terapije. A priori genotipizacija
polimorfnih alela i egzaktno odredivanje fenotipa
djeteta s ALL u buduénosti ¢e omoguditi odabir op-
timalne doze antileukemijskog lijeka i sprijeciti tok-
sicnost, a time pridonijeti jo$S boljim rezultatima
lijeenja akutnih limfati¢nih leukemija u djece3?%,

VAZNIJI POJMOVI

GEN - slijed nukleotida koji nosi informaciju za funkcionalni
protein ili RNA molekulu (tRNA, rRNA).

ALEL ili genska varijanta — jedan ili viSe alternativnih oblika
nekog gena smjestenih u istom lokusu odredenog kro-
mosoma.

PROMOTOR GENA — mjesto na koje se veze RNA-polimeraza.
LOKUS — poloZaj odredenog gena na kromosomu.

UTR REGIJA — 5" i 3’ regija mRNA koja se ne prevodi; netran-
slatirajuca regija mRNA.

GENOM - skup svih gena ili ukupna koli¢ina DNA u stanici.
Kada se govori opcéenito o genomu vrste, misli se na
osnovni, za vrstu karakteristican geneticki ustroj koji
ukljucuje i individualne varijacije nastale zbog razli¢itih
uzroka.

GENOTIP — genska informacija (slijed DNA) koju nosi odreden
genski lokus, definirana jednoznacnim parom alela
naslijedenih jedan od oca, drugi od majke.

FENOTIP — individualna karakteristika koju moZzemo promatra-
ti, mjeriti, usporedivati — vidljiva ekspresija genotipa.

GENSKI POLIMORFIZAM — svaka promjena slijeda DNA na-
spram vecine populacije, a koja Cini individualne razlike
DNA zapisa izmedu istovrsnih alela.

GENOTIPIZACIJA — dijagnostic¢ki postupak (istraZivanje gen-
skog polimorfizma) istrazivanje DNA zapisa gena koji
kodira proteine ili u ovom slucaju enzime ukljucene u
metabolizam lijekova.

GENSKA PROBA — dio molekule DNA koji se koristi u testu hi-
bridizacije (Southern blot analiza). Tijekom tog postupka
genska proba prepoznaje sebi komplementaran seg-
ment DNA i s njim formira dvolanc¢anu strukturu. Na-
stali hibrid vizualizira se autoradiografijom.

PCR (engl. polymerase chain reaction) — lancana reakcija sin-
teze DNA pomodéu DNA polimeraze, ili, krade, lan¢ana
reakcija polimeraze, metoda je sinteze nukleinskih kise-
lina in vitro kojom se specificni odsjeCak DNA moze
umnoziti u velikom broju kopija.

http://hrcak.srce.hr/medicina

CYP — enzimska obitelj citokroma P450 (CYP) je najvazniji en-
zimski oksidativni sustav uklju¢en u metabolizam ve-
likog broja lijekova. Do danas je u ¢ovjeka otkriveno vise
od trideset izoenzima. Svaki od njih pokazuje razlicitu
kataliticku aktivnost i jedinstveno djelovanje.
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