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Rezime

Znacaj polimorfizama u genima koji kodiraju enzime ukljuc¢ene u metabolizam

metotreksata u dece sa akutnom limfoblastnom leukemijom

Uvod: Akutna limfoblastna leukemija (ALL) je najceS¢a maligna bolest u
pedijatrijskom uzrastu. Primenom savremenih protokola postignuto je prezivljavanje u
skoro 90% obolele dece. Najnovija istrazivanja su usmerena ka farmakogenetici, sa
ciljem da se smanji toksi¢nost primenjenih lekova, koji mogu biti uzrok smrtnog ishoda
ili dugorocnih komplikacija koje utiCu na kvalitet Zivota po zavrSetku leCenja. Na osnovu
farmakogenetskih ispitivanja se moze vrSiti modulacija terapije, odnosno odrediti dozni
rezim lekova koji je prilagoden svakom pacijentu. Metotreksat (engl. Methotrexate —
MTX) je antagonist folata i jedan je od kljucnih lekova u terapijskim protokolima za
pedijatrijsku ALL. Delotvoran je u postizanju i odrzavanju remisije u dece sa ALL, ali su
odavno poznata nezeljena dejstva koja njegova primena moze da izazove.

Ciljevi: Sastoje se u ispitivanju uticaja gena koji kodiraju enzime ukljucene u
metabolizam MTX i njihovih varijanti na tok i ishod leCenja dece obolele od ALL. Na
prvom mestu cilj doktorske disertacije je bio da se utvrdi ucestalost varijanti c.677C>T i
€.1289A>C u genu za MTHFR, -680 C>A, -675 A>G, -556 T>C, -464 A>T i -317 A>G u
genu za DFHR, ¢.80G>A u genu za SLC19A1, 28 bp tandemski ponovak i 6 bp delecijau
genu za TYMS. Ucestalost polimorfizama je ispitana u dece obolele od ALL i kontrolnoj
grupi i ucinjena je uporedna analiza incidence u bolesnih i zdravih osoba. Nezavisno od
farmakogenetickin markera, cilj je bio da se ispita farmakokinetika (engl.
Pharmacokinetics — PK) MTX i da se dobijeni rezultati korelirgju sa navedenim
polimorfizmima. Takode, pracena je klinicka i laboratorijska toksi¢nost terapije MTX i
istrazeno je da li postoji povezanost pojedinacnih ili udruZzenih varijanti u ispitanim
genima sa povecanom toksicnoséu MTX. Na osnovu ispitanih parametara ideja je bila da
se utvrdi da li postoji modulacija terapije i u kojoj meri kod prisustva pojedinacnih i/ili
udruzenih genetickih varijanti. Krajnji cilj je bio da se utvrdi uticaj navednih
polimorfizama u genima za DFHR, MTHFR, SLC19A1 i TYMS naishod dece obolele od
ALL.



Materijal i metode: Dijagnostika i leCenje 161 deteta obolelog od ALL
sprovedeno je u Sluzbi za hematologiju i onkologiju Univerzitetske decje klinike (UDK)
po kriterijumima i smernicama savremenih internacionalnih protokola. U istoj ustanovi
su pracena PK MTX, kao i klini¢ka i laboratorijska toksi¢nost, dok su farmakogeneticke
analize radene na Institutu za medicinsku genetiku i geneticki inZinjering u Laboratoriji
za molekularnu biomedicinu. Za uzorkovanje bioloSkog materijala su roditelji pacijenata
dali pismenu saglasnost. Kontrolna grupa je obuhvatila 104 zdrava ispitanika.

DNK je izolovana pomoéu QlAamp DNA Blood Mini Kita prema uputstvu
proizvodaCa. Analiza DNK vrSena je elektroforetskim razdvaganjem na horizontalnom
agaroznom gelu, dok je za anadizu DNK fragmenata koris¢ena elektroforeza na
poliakrilamidnom gelu. Varijante u genu TYMS su odredivane PCR metodom. PCR-
RFLP metoda je koriS¢ena za odredivanje varijante tipa SNV, konkretho MTHFR c.677
C>T. Alé-specificni PCR je bio metoda izbora za MTHFR ¢.1298 A>C i S.C19A1 ¢.80
G>A. Za detekciju varijanti u promotoru gena DHFR je radeno sekvenciranje PCR
produkata. Statisticka obrada podataka je vrSena odgovarajucim testovima u zavisnosti od
prirode posmatrane varijable.

Rezultati: IstraZzivanje je ukazalo da ne postoji razlika u ucestalosti ispitivanih
genetickih varijanti u genima za MTHFR, DFHR, SLC19A1 i TYMSizmedu dece obolele
od ALL i zdravih osoba. Dokazana je niska incidenca nepovoljnih genotipova u nasoj
populaciji i prikazani su pojedinatni najCeS¢i haplotipovi ispitivanih gena. Nije viden
uticaj pola na ucestalost detektovanih polimorfizama u navedenim genima, ali je
pokazano da deca kod kojih je detektovan TYMS 6 bp D/D polimorfizam kasnije
obolevaju od ALL u odnosu na druge geneticke varijante u istom genu.

U odnosu na imunofenotipske karakteristike, pokazana je statistiCcki znaCajna razlika
medu ispitivanim genima: MTHFR ¢.1298 A>C korelira sa manje povoljnim, T-Celijskim
imunofenotipom, dok se DHFR varijante -675 A>G, -556 T>C, -464 A>T detektuju
iskljuCivo u dece sa B-éelijskom ALL. Nije videna povezanost izmedu ekstramedularne
propagacije, na prvom mestu u centralni nervni sistem (CNS infiltracija) i detektovanih
polimorfizama. Pokazana je korelacija genetickih varijanti u TYMS genu sa kompleksnim

kariotipom u dece saALL.



Prikazana je brzina ulaska u remisiju bolesti u tacno odredenim vremenskim
odrednicama i videna je korelacija odredenih genetickih varijanti sa sporijom kinetikom
blasta 15. dana leCenja, procenjeno morfoloskim pregledom kostane srzi: TYMS 6bp i 28
bp i DHFR -680 C>A i -317 A>G. Polimorfizmi u ispitivanim genima nisu uticali na
stepen remisije 33. danaterapije.

Pokazano je da su vecu ukupnu (Klinicku i laboratorijsku) toksi¢nost ispoljila deca
koja su primala nize doze MTX (2g/m? vs 5g/m?) i da se broj i stepen neZeljenih efekata
statistiCki znaCajno CeSée javljao u starijem uzrastu, prose¢no u desetoj godini Zivota.
Videno je da parenteralna primena MTX u intenzivnoj fazi leCenja CeSCe dovodi do
pojave klinicke toksi¢nosti u odnosu na peroralnu primenu u zavrsnoj fazi terapijskog
protokola, kada se u ve¢em procentu detektuje laboratorijska toksi¢nost, ha prvom mestu
hepatotoksi¢nost. Deca kod kojih su se ispoljila nezeljena dejstva terapije MTX su u
najvecem broju imala nizak stepen toksicnosti, prema jasno definisanom gradiranju u
internacionalnim vodi¢ima. U odnosu na PK, dokazano je da je najCeSCe usporenje
eliminacije leka videno u 48. satu od pocetka primene MTX i da je u najveéem broju
dece trgjalo manje od 24h, uz dodatne terapijske mere, predvidene protokolom leCenja.
Viden je protektivni efekat varijante ¢.677 T/T u MTHFR genu u bolesnika koji su
primali nize doze MTX: deca sa tim polimorfizmom su najrede ispoljavala toksi¢nost
tokom primene leka u dozi od 2g/m?. Korelacijom PK i varijanti u ispitivanim genima
pokazano je da su deca sa TYMS 6bp D/D varijantom statistiCki znacajno ¢eSée imala
povisene nivoe MTX. Takode, deca sa varijantama MTHFR ¢.1298 C/C, DHFR -675
GIG, -556 C/C i -464 T/T i SLC19A1 c.80 A/A vremenom ispoljavaju vecu toksi¢nost
MTX pri ponavljanim ekpozicijama veéim dozama leka (5g/m?).

Ukupno prezivljavanje ispitanika u studiji je iznosilo 87%. Jasno su definisani i
prikazani razliCiti faktori koji utiCu na prognozu, medu kojima se izdvojila varijanta -464
T/T u DHFR genu. Deca sa tim polimorfizmom su znaCajno CeSCe razvila recidiv
osnovne bolesti Sto je uticalo na nepovoljan krajnji ishod lecenja.

ZakljuCak: Disertacija doprinosi razumevanju mehanizama koji ucestvuju u
klinickom i laboratorijskom ispoljavanju toksicnosti tokom primene MTX. Ovim
istraZzivanjem rasvetljeni su izvesni aspekti vezani za ulogu ispitivanih genetickih

varijanti u leukemogenezi i njihova povezanost sa ishodom dece obolele od ALL.



Navedeni rezultati potkrepljuju pretpostavku da farmakogeneticki markeri utiCu na
pojavu i stepen toksi¢nosti tokom terapije MTX. Takode, ukazuju na znacaj prevencije
toksiCnosti kroz modulaciju doznog rezima prema genetskom profilu pacijenta.
Korelacija odredenih genetickih varijanti sa recidivom osnovne bolesti svrstava ispitane

polimorfizme u individualne prognosticke faktore kod pedijatrijskih pacijenata sa ALL.

Kljucne reci: pedijatrijska akutna limfoblastnaleukemija, varijacije u genima MTHFR,
DHFR, SLAC19A1i TYMS metotreksat

Naucna oblast: pedijatrija

UZa naucna oblast: hematologija, farmakogenetika



The significance of polymor phismsin the genes encoding enzymesinvolved in the

metabolism of methotrexatein children with acute lymphoblastic leukemia

Objective: Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common malignant
disease among children and adolescents. Contemporary protocols ensure survival rate in
amost 90% of affected children. The latest research is directed towards
pharmacogenetics, in order to reduce the toxicity of applied drugs, which may be the
cause of death or long-term complications that affect the quality of life after completion
of treatment. Pharmacogenetic studies are offering basis for therapy modulation, by
changing drugs dosage regimen in order to tailor the therapy according to needs of each
affected patient. Methotrexate (MTX) is afolate antagonist and is one of the key drugsin
therapeutic protocols for pediatric ALL. MTX is effective in achieving and maintaining
remission in children with ALL, but possible adverse side effects of its use are already
well known.

Aims. The most important goal was to test the influence of genes encoding
enzymes involved in the metabolism of MTX and their variants on the course and
outcome of children with ALL. First and foremost objective of the doctoral dissertation
was to determine the frequency of variants ¢.677C>T and ¢.1289A>C in MTHFR gene, -
680 C>A, -675 A>G, -556 T>C, -464 A>T and -317 A>G in DFHR gene, ¢.80G> A in
SLC19A1 gene, 6 bp deletion and 28 bp tandem repeats in TYMS gene. The incidence of
polymorphisms in children with ALL and a control group was explored and afterwards
compared in order to investigate eventual different pattern between pediatric ALL
patients and healthy individuals. The goa was to investigate the pharmacokinetics (PK)
and clinical and laboratory toxicity during MTX treatment and then to correlate with the
aforementioned polymorphisms with the idea to explore whether there is a relationship of
single or associated variants in the selected genes with already established MTX toxicity.
The aim was to investigate the extent of therapy modulation in presence of individual
and/or associated genetic variants by summarizing all results related to MTX toxicity.
The ultimate goal was to determine the effect of aforementioned polymorphisms in genes
MTHFR, DFHR, SLC19A1 and TYMSto the outcome of children with ALL.



Materials and Methods: Study enrolled 161 children with ALL in whom
diagnosis and treatment was conducted at the Department of Hematology and Oncology
at University Children's Hospital (UCH) according to the criteria and guidelines of
contemporary international protocols. In the same institution PK of MTX was performed,
aswell as clinical and laboratory parameters of toxicity, while pharmacogenetics analysis
were done at the Institute of Medical Genetics and Genetic Engineering Laboratory for
Molecular Biomedicine. Written consent was obtained from parents for the biological
material sampling at diagnosis. The control group included 104 healthy subjects.

DNA was isolated using QlAamp DNA Blood Mini Kit according to the
manufacturer's instructions. DNA analysis was carried out by electrophoretic separation
on a horizontal agarose gel electrophoresis, and the DNA fragments used for
polyacrylamide gel electrophoresis. Variants in the TYMS gene were determined by PCR
method. PCR-RFLP method was used to determine the type SNV variants, namely
MTHFR c.677 C>T. Allele-specific PCR has been the method of choice for MTHFR
€.1298 A>C and S_.C19A1 ¢.80 G>A. Sequencing the PCR products was done for the
detection of variants in the promoter of the DHFR gene. Statistical analysis was
performed by appropriate tests depending on the characteristics of the observed variables.

Results: Results did not indicate the differences in incidence of investigated
variants in MTHFR, DFHR, S_.C19A1 and TYMS genes between children with ALL and
healthy individuals. Low incidence of adverse genotypes was proven in our population
and the most common single gene haplotypes were point out. There was no effect of
gender on the incidence of detected polymorphisms in investigated genes, but it was
shown that children with TYMS 6 bp D/D polymorphism developed ALL in older age in
comparison with other variants in the same gene.

Considering the immunophenotypic characteristics, statistically significant difference
was demonstrated: MTHFR ¢.1298 A>C correlates with less favorable T-cell
immunophenotype, while the DHFR variants -675 A>G, -556 T>C, -464 A>T were
detected only in children with B-cell ALL. Association between extramedullary disease,
primarily in the central nervous system (CNS infiltration), and detected polymorphisms
was not seen. Strong correlation of genetic variants in the TYMS gene with complex

karyotype in children with ALL was observed.
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Remission evaluation at precise time points showed correlation with certain genes —
slower kinetics of leukemic blasts on day 15 of treatment, measured with flow citometry,
was detected in children with TYMS 6bp and 28 bp and DHFR -680 C>A and -317 A>G
variants. Polymorphisms in tested genes did not influence the remission on day 33.

It has been shown that overal (clinical and laboratory) toxicity was more frequently
manifested in children who received lower doses of MTX (2g/m2 vs 5g/m2). The rate of
toxic events was significantly more prevalent in the older children, with average age of
ten years. Parenteral administration of MTX signifficantly more often leads to
development of clinical adverse side effects in comparison to perora MTX
administration, where l|aboratory toxicity is more frequently observed, especially
hepatotoxicity. The majority of adverse effects of MTX therapy were classified as low
grade, according to precisely defined criteria. Considering PK monitoring, it has been
proven that the most common irregularity in drug elimination was at the 48" hour after
the MTX application and that in vast mgjority of children lasted less than 24 hours. In our
study group c.677 T/T variant in the MTHFR gene showed to be protective parameter in
patients who received lower doses of MTX: children with this polymorphism who
received MTX in dosage of 2g/m2 were less prone to toxic events. Correlation of PK and
variants in the examined genes showed that children with TYMS 6bp D/D variant
significantly often had increased MTX levels. Also, children with MTHFR ¢.1298 C/C,
DHFR -675 G/G, -556 C/C and -464 T/T and SLC19A1 ¢.80 A/A variants had greatly
numbered toxic events after repeated exposures to higher doses of the MTX (5g/m2).

Overal survival of pediatric patients in the study was 87%. Among different factors
that influenced the prognosis, variant -464 T/T in the DHFR gene stood out as the least
favorable. Children with this polymorphism are significantly more likely to develop a
relapse of the underlying disease, influencing their final outcome.

Conclusion: The dissertation contributes to the understanding of the mechanisms
involved in the clinical and laboratory manifestation of toxicity during the MTX therapy.
This research clarified certain aspects related to the role of the examined genetic variants
in leukemogenesis and their association with the outcome of children with ALL. These
results support the hypothesis that pharmacogenetic markers influence the occurrence and

degree of toxicity during treatment with MTX. It aso highlights the importance of
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prevention of toxicity through the dose regimen modulation according to the genetic
profile of the patient. The correlation of certain genetic variants with potential relapse of
the disease classified examined polymorphisms as individua prognostic factors in
pediatric patients with ALL.

Key words: pediatric acute lymphoblastic leukemia, genetic variantsin MTHFR, TYMS,
S AC19A1 i DHFR genes, methotrexate

Resear ch area: pediatrics

Special topics: hematology, pharmacogenetics
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1. UvOD

1.1. Akutna limfoblastna leukemija u dece

Leukemije su maigne klonane bolesti hematopoetskog tkiva. Usled
nekontrolisane proliferacije nezrelih i nediferentovanih blasta dolazi do potiskivanja
normanih elemenata kosStane srzi (1). Stvaranje blasta je deo procesa sazrevanja
hematopoetskih i limfoidnih elemenatai u normalnim okolnostima njihov broj ne prelazi
5% u koStanoj srzi. Te cCelije su primitivni prekursori, koji treba da produ brojne faze
sazrevanja kako bi postale funkcionalne celije. Akutne leukemije nastaju kada se
normalni elementi koStane srzi nekontrolisano zamenjuju relativno nediferentovanim
Celijama, blastima (2).

Maligna transformacija se moZe odigrati na razliCitim stupnjevima diferencijacije
hematopoetskih Celija. Akutna limfoblastna leukemija (ALL) nastaje klonskom
proliferacijom limfoblasta, nezrelih, prekursorskih celija limfoidne loze, koji su,
prethodno, podlegli malignoj transformaciji (3).

1.1.2. Molekularna patogeneza AL L

SloZzene somatske mutacije limfoidne progenitorne celije na jednom ili vise
stupnjeva razvoja uslovljavaju nastanak ALL. Mutacije menjaju kljucne funkcije celije,
Sto za posledicu ima pojavu pojaCane sposobnosti samoobnove, subverziju kontrole
normalne proliferacije, blokiranje diferencijacije i povecanu rezistenciju na proces
apoptoze (4). Strukturne hromozomske aberacije, kao mutageni dogadaji specificnog tipa,
mogu biti inicijalni dogadaj u leukemogenezi, ako se dogode u hromozomskom regionu u
kojem je lociran neki od protoonkogena. Rekombinacioni sistem, odgovoran za normalne
somatske rearanZzmane, povecava frekvencu aberantnih rekombinacionih dogadaja, Sto
moze dovesti do mutacije u genima ukljuenim u regulaciju tri vazna Celijska procesa:
proliferacije, diferencijacije i/ili programirane Celijske smrti (apoptoze), sa posledicnom

malignom transformacijom celije (5).
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Od strukturnih hromozomskih aberacija naj¢es¢e su translokacije (oko polovine
svih mutacija), a pored njih, kliniCki su znaajne i numericke aberacije, dok se uloga
detektovanih delecija, kao potencijalnih prognostickih faktora, joS uvek ispituje. Geni,
obuhvaceni translokacijama detektovanim u ALL, kodirgu faktore rasta, njihove
receptore, transkripcione faktore i proteine koji ucestvuju u kompleksnoj regulatornoj
mreZzi za kontrolu procesa rasta, proliferacije, migracije, adhezije, diferencijacije i
programirane ¢elijske smrti limfoidnih i mijeloidnih progenitora (6).

Postoje dva fundamentalno razliCita mehanizma kojim translokacije aktivirgu
protoonkogene:

Prvi je poveCana ekspresija normalnog proteinskog produkta protoonkogena.
Trandokacije ng¢eS¢e zahvatgju proto-onkogene, $to ima za posledicu njihovo
dovodenje u blizinu regulatornih elemenata koji aktivirgju transkripciju (7).

Drugi mehanizam je stvaranje novog, fuzionog proteina, sa promenjenom
funkcijom. Translokacija dovodi do fuzije (spajanja) delova dva razliita gena koja
stvargju himerni transkripcioni faktor sa osobinama onkogena. Transkripcioni faktori se
vezuju za DNK i intereaguju sa nuklearnim proteinima, koji su regulatori transkripcije
gena(8).

Kada je imunofenctipizacija postala jedan od osnovnih kriterijuma za
subdijagnostiku ALL, vremenom je uocCena korelacija izmedu pojave strukturalnih
aberacija i odredenog imunofenctipa. Danas je pojava odredenih strukturalnih aberacija u
odnosu na imunofenotip deli na: rearanZmane koji su usko povezani sa B celijskom
linijom, rearanZmane koji su povezani sa T Celijskom linijom i rearanZmane Cija pojava
nije asocirana sa odredenom celijskom linijom (9).

U oko 90% dece sa ALL videne brojne citogenetske aberacije u kariotipu, dok je
u isto vreme incidenca ALL veCa u dece sa konstitucionalnim hromozomskim
anomaijama (10). Studije ukazuju na povecan rizik od nastanka ALL u dece sa
odredenim genetskim sindromima (Down, Neurofibromatoza tip 1, Bloom, Ataksija
telangiektazija, Schwachman) (11).
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1.1.3. Epidemioloske karakteristike ALL

Akutne leukemije (AL) su najucestaliji malignitet u uzrastu do 15 godina, sa
incidencom od 35%. Od svih obolelih od AL u % dece se dijagnostikuje ALL (12).

Incidenca ALL je najveca izmedu 1. i 4. godine, sa karakteristiCnim pikom
izmedu 2. i 3. godine Zivota, kada iznosi oko 80/milion, dok se izmedu 8 i 10 godine,
incidenca smanjuje na 20/milion dece (13).

Ne postoji jednaka geografska distribucija ALL. Postoje odstupanja u incidenci u
pojedinim zemljama, Cak i u regionima odredenih zemalja. Na primeru Velike Britanijeje
videno daje visa incidenca ALL u razvijenijim gradovima, dok je u ruralnom delu zemlje
(Scotland, Wales) niza (14).

Zahvaljujuci  zbirnim epidemioloskim studijama, izveden je zakljuak o
parcijalnim etioloskim Ciniocima ALL, u koje spadaju izolacija, visok ekonomski status,
migracija i meSanje populacije (15).

Distrubucija ALL medu polovima je 1:1, odnosno 1,3:1 u korist deCaka u
adolescentskom uzrastu, sa izuzetkom odojackog perioda, gde je prisutna predominacija

Zenskog pola (16).

1.1.4. Klasifikacija ALL

Prema toku bolesti i duzini prezivljavanja leukemije se dele na akutne i hronicne.
Akutne se karakteriSu klonalnom ekspanzijom nezrelih hematopoetskih ili limfoidnih
prekursora, dok je za hronicne leukemije specificna ekspanzija zrelijih elemenata koStane
srzi (17).

Uvodenjem citohemijskih bojenja, u drugoj polovini proslog veka, nastala je
primarna podela akutnih leukemija prema predominantoj Celijskoj liniji, na limfoblastne i
mijeloblastne (18).

Medunarodno prihvaéena morfoloSka klasifikacija blasta po Francusko-
Americko-Britanskoj (engl. French-American-British — FAB) kooperativnoj grupi deli
blastenaLl, L2 i L3 podtipove. L1 podtip je zastupljen u oko 90% ALL, L2 u oko 8%,
dok L3 podtip izuzetno redak i zahteva drugaciji terapijski pristup (19).
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Sredinom 70-tih godina proslog veka je napravljena dodatna kategorizacija bl asta,
bazirana na ekspresiji povrsinskih ili citoplazmatskih celijskih antigena (Ag), koji se
danas nazivgju i markerima i to je momenat kada imunofenotipizacija (engl.
Immunophenotyping — IPH) postaje rutinska dijagnosticka metoda. Odredivanje
zastupljenosti karakteristicnih Ag na leukemijskim c¢elijama ili u njima, Cije prisustvo ili
odsustvo daje zbirnu informaciju o lozi od koje su maligne Celije potekle i o stepenu
sazrevanja i diferencijacije na kome je maligna alteracija zaustavila prirodan tok ovih
procesa. Blasti su na osnovu fenotipa podeljeni u tri osnovne grupe: zrelu B, Bi T
progenitorsku ALL, a potom zavisno od stupnja diferencijacije T ili B limfoblastakoji je
podlegao malignoj tranformaciji na: pre-pre-B-ALL, pre-B-ALL, pre-T-ALL i T-ALL.
Zahvaljujuci uvodenju ove metode je shvaceno da deca razli€itog IPH imaju drugacije
kliniCke karakteristike i ishod bolesti, zbog Cega je potrebno usmeravati terapiju prema B
odnosno T Celijskom fenotipu, saizuzetkom zrele B ALL koja predstavlja poseban entitet
zbog visokog stepena diferencijacije leukoblasta (20). Istorijski se IPH odredivao ru¢nim
bojenjima, dok se decenijama unazad koristi protoCna citometrija (engl. Flow citometry —
FC). Danas se FC ne koristi samo u dijagnostici IPH, ve¢ ima vaznu ulogu i u pracenju
odgovora na terapiju, u vidu preciznog merenja minimalne rezidualne bolesti (engl.
Minimal residual disease — MRD). PostojeCe metode detekcije MRD su u stanju da
identifikuju pacijente sa povecanim rizikom recidiva ALL, $to omogucuje intenzifikaciju
terapije u odnosu na izmerenu vrednost MRD 1 danas su sastavni deo stratifikacije rizika
savremenih protokola za leCenje ALL (21).

Klasi¢nim citogenetskim analizama mogu se detektovati aberacije u broju
(numericke) i strukturi hromozoma (strukturalne aberacije) u oko 60-85% dece sa ALL u
optimalnim uslovima, ali je glavna poteSkoca lo$ mitotski indeks i lo$ kvalitet metafaza,
izmenjen boles¢u, Sto obara procenat detekcije na oko 50% (22). U numeriCke aberacije
spadaju: hiperdiploidija (faktor dobre prognoze), hipodiploidija (loS prognosticki
marker), pseudodiploidija i “near haploid”. Pod pojmom strukturalnih aberacija
podrazumevau se translokacije, inverzije, delecije (23). Konvencionaha citogenetska
andiza je jednostavna tehnika koja predstavlja zlatni standard u dijagnostici.
Fluorescenta in situ hibridizacija (engl. Fluorescence in situ hybridization — FISH) se

bazira na vizualizaciji specificnih DNK proba koje su obelezene fluorescentnim
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markerima, u odnosu na njihove komplementarne sekvence u ciljnom genomu.
UdruZzenom analizom klasi¢nog kariotipa i FISH-a, stepen detekcije hromozomskih
aberacija je, prema rezultatima brojnih studija, znaCajno visi (82% vs 91%) (24).
Klasifikacija ALL po MIC standardu, prema morfologiji (M), imunofenotipu (1) i
citogenetici (C) je tokom dve dekade predstavljala osnovu za dijagnozu i podelu ALL,
kao i za odabir terapijskih modaliteta. Medutim, danas je neophodna dopuna metodama
molekularne genetike. Primena ovih metoda je dovela do izolacije brojnih onkogena i
tumor supresorskih gena znaCajnih za mehanizam leukemogeneze (25). Lancana reakcija
umnoZavanja (engl. Polymerase chain reaction — PCR) predstavlja senzitivnu i lako
primenljivu metodu, zasnovanu na izolaciji DNK ili RNK iz kosStane srzi. PCR-om se
mogu detektovati fuzioni transkripti, geni receptora za antigen, spojni regioni u
rearanzmanima teskog lanca imunoglobulina (engl. Immunoglobuline heavy chain — IgH)
i genaza T Celijski receptor (engl. T cell receptor — TCR) i mutacije u tumor supresor
genima i onkogenima (26). Genetske aberacije, pored kvantifikacije reziduanih blasta,
predstavljgju, jedan od najbitnijih elemenata za pracenje MRD. Rezultati brojnih studija
ukazuju na ovakav znacCaj pracenja MRD tokom le€enja, narocito u indukcionoj fazi, jer
se stvaraju uslovi za direktno usmeravanje terapije, Cime se postiZe vecCi procenat klinicke
i molekularne remisije (27, 28). Kao nezavisni prognosticki faktor MRD omogucava
stratifikaciju novih grupa rizika i pruza osnovu za potpuno individualni terapijski pristup.
Selekcija bolesnika, prema njihovom genetskom profilu bolesti, omogucava podelu na
grupu koja zahteva intenzifikaciju terapije i na grupu gde se primenjuju standardni
protokoli leCenja u redukovanim dozama, Cime se ne kompromituje terapijski ishod, a

izbegava se izlaganje mnogim toksicnim dejstvima citostatika (29).

1.1.5. Klinicka slika ALL

KliniCka slika na dijagnozi bolesti moze imati dramati¢nu, vrlo umerenu i skoro
neprimetnu simptomatologiju, zavisno od stepena proliferacije malignog klona u kostanoj
srzi i drugim tkivimai organima (30).

Hematoloski znaci bolesti: anemija, neutropenija i trombocitopenija se javljgu

usled potiskivanja normalnog hematopoetskog tkiva kostne srzi leukoblastima, Sto za
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posledicu ima malaksalost, vrtoglavicu, bledilo kozZe, sklonost ka infekcijama i krvarenja
koja su najceS¢e manifestuju u kozi i vidljivim sluzokoZzama.

Bolovi u zglobovima i kostima se javljgu u oko 25% dece, a posedica su
leukemijske infiltracije sinovijai periosta.

Limfadenopatija, uvecanje medijastinuma, hepatomegalija i splenomegalija su
znak ekstramedularne bolesti, a ekstramedularna ekspanzija malignih ¢elija moze dovesti
i do disfunkcije razlicitih organa.

Neuroloski simptomi mogu biti posledica infiltracije centralnog nervnog sistema
(CNS), koja moze biti i potpuno asimptomatska (31).

Inicijalna zahvacenost testisa kod deCaka i ovarijuma kod devojcica se retko vida

na dijagnozi.

1.1.6. LeCenje ALL

Savremeni protokoli podrazumevaju kombinaciju razliCitih citostatika i u manjoj
meri lekova koji nisu citostatski agensi (32). U svetu postoji nekoliko internacionalnih
grupa, Cije zemlje Clanice uniformno primenjuju protokole koji se delimic¢no razlikuju u
stratifikaciji rizika i intenzifikaciji terapije (33). U vecini centara se sprovode
randomizovane studije sa ciljem konstruisanja novih protokola koji ¢ée u buducénosti
postizati veéi procenat dugotrajne remisije i imati manji stepen toksi¢nost (34).

Protokoli se sastoje od nekoliko ciklusa leenja:

Indukcija ima za cilj postizanje kompletne remisije (engl. Complete remission —
CR) i uspostavljanje normane hematopoeze. Sastoji od dve faze, a oko 95% bolesnika
ude u CR nakon prve faze lecCenja (35). Tokom indukcionog ciklusa, postoji nekoliko
procena odgovora na terapiju, na osnovu kojih se vrsi stratifikacija rizicnih grupa.

Konsolidacijaili intenzifikacija podrazumeva sistemsku terapiju radi spreCavanja
nastanka recidiva bolesti. U odnosu na imunofenotip vrsi se optimalno doziranje
citostatskih agenasa (36).

Reindukcijase, u zavisnosti od primenjenog protokola, moze razlikovati u odnosu

na granu randomizacijeili prema prethodno izvrSenoj stratifikaciji rizika.
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Terapija odrzavanja poCinje da se primenjuje nakon intenzivne faze leCenja, u
cilju eradikacije eventualnih rezidualnih leukemijskih celija, vrlo verovatno rezistentnih
na prethodno ordiniranu hemioterapiju. ZakljuCno sa terapijom odrzavanja terapijski
protokol traje 104 nedelje.

CNS profilaksa i usmerena terapija se primenjuju se tokom svih faza lecenja.
Sastoje se od intratekal ne primene jednog ili vise citostatika (zavisno od grupe rizika) i/ili
zraCenja endokranijuma, Sto takode zavisi od grupe rizika i imunofenotipa (37).

Profilaksa oportunistickih infekcija, suportivha terapija i kauzalha terapija
razlicitih stanja izazvanih hemioterapijom ili stanja koja su posledica osnovne bolesti,

Cine sastavni deo savremenih protokola.

1.1.7. Prognoza ALL

Bolest se skoro uniformno zavrSavala letalnim ishodom do ’60-tih godina pro$log
veka, od kada se, zahvaljujuci primeni i usavrSenoj kombinaciji novih lekova, ishod
dramati¢no poboljsao (38). Savremene dijagnostiCke metode, koje ukljuCuju genetski
profil pacijentai precizniju stratifikaciju rizika, dovele su do individualizacije terapije,
Cime je postignuta dugogodiSnja stopa preZivljavanja od blizu 90%. Koncept
personalizovanog leCenja, pored boljeg prezivljavanja, ima za cilj redukciju toksicnih
efekatai bolji kvalitet zivota tokom i nakon zavrsetka terapije (39).

1.2. Farmakogenetika i far makogenomika

Farmakogenetika (engl. Pharmacogenetics — PG) spga farmakodinamiku
(istraZzuje dejstvo lekova na organizam), farmakokinetiku (ispituje metabolizam lekova) i
genetiku (izuCava gene, njihove varijacije i nasledne karakteristike organizma). Termin
farmakogenetika se koristi kada se govori o varijacijama u jednom ili malom broju gena
koje utiCu 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 (40).

22



Primeceno je da ljudi slicne telesne mase, godina, pola i iste etnicke pripadnosti
mogu razliCito da reaguju na jednake doze istog leka. Pojedine osobe mogu da imaju
prenaglasena nezeljena dejstva lekova, dok se kod drugih ne postize optimalan terapijski
efekat. Pored polnih, uzrasnih i razlika u opStem zdravstvenom stanju, ove razlike mogu
biti uslovljene individualnim razlikama u genetickom materijalu (41). Naj¢eSCe genetiCke
razlike, koje uzrokuju interindividualan odgovor na odredene lekove, mogu biti varijacije
nukleotidnog sastava (engl. single nucleotide variation — SNV), varijacije u broju
tandemskih ponovaka ili insercija, odnosno delecija nukleotidnih sekvenci. Koriste€i
individualne genetiCke karakteristike mozZe se predvideti osobeni odgovor na terapiju.
GenetiCke varijacije od interesa se obicno nalaze u genima koji kodiraju proteine vazne
za metabolizam i transport samog leka ili predstavljgu metu medikamenta. Uticg se
ostvaruje preko ekspresije, strukture, stabilnosti i aktivnosti proteina kojeg kodirgu.
Aktivnost nekih enzima koji metaboliSu lekove moze se razlikovati i vise od 1000 puta
izmedu ljudi koji pripadaju istoj populaciji (40).

Cilj farmakogenomike je da uspostavi uzrocno-posledi¢nu vezu izmedu odredenih
genetickih varijacija kod Coveka i efekta leka na njegov organizam. Od sustinskog je
znaCaja mogucnost predikcije odgovora na terapiju (efikasnost i toksi¢nost leka) i
personalizacija (modifikacija doze leka) u skladu sa prisustvom genetiCkih varijanti i
karakteristikama pacijenta. Geneticke varijacije koje ucestvuju u indivizualizaciji terapije
predstavljaju farmakogenomicke markere.

Prilikom individualizacije terapije pitanje doze leka nije uvek primarno. Primer za
to su citostatski agensi koji se koriste u terapiji malignih bolesti, koji ciljano deluju na
odredeni ciklus u Celiji koji maligne Celije koriste za svoju propagaciju. Maligne bolesti u
kancerogenezi imaju geneticku etiologiju, zbog Cega su odredene vrste raka podlozne
ciljanoj genetiCkoj terapiji na osnovu analize obrasca genske ekspresije maligne cCelije.
Jedan od najboljih primera je anti-tumorski lek trastuzumab se koristi u leCenju raka
dojke samo kod pacijentkinja koje imgu prekomerno eksprimiran HER2 gen (42).
Takode, inhibitor tirozin kinaze (imatinib mesylate) je lek izbora kod pacijenata sa
BCR/ABL fuzionim transkriptom [t(9;22)(g34:ql1)], poznatijim kao Filadelfija

hromozom. Pomenuti lekovi su primer ciljane terapije i kao antitela blokirgu
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receptor/povrsinski protein visoko specifi¢no, ¢ime poboljSavaju procenat prezivljavanja
(43).

1.2.1. Metotreksat

Pre viSe od 65 godina je opisana remisija kod dece obolele od ALL nakon
upotrebe antagonista folata (44). Prvi antifolatni agensi su bili analozi folata aminopterin
i njegov homolog 4-amino-10-metilfolna kiselina poznatija kao metotreksat (engl.
Methotrexate — MTX). Danas se MTX koristi u leCenju miliona pacijenata obolelih od
razli¢itih malignih, inflamatornih i autoimunih bolesti (45).

MTX inhibira kljucni enzim u metabolizmu folata, dihidrofolat reduktazu
(DHFR) mehanizmom kompetitivne inhibicije. MTX se Cvrsto 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), 5,10-metilen-
THF, 10-formil-THF i 5-metil-THF koje u Celiji 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 homocisteina u metionin (Slika 2).
Metionin je prekursor S-adenozilmetionina (SAM), koji se koristi za reakcije metilacije,
ukljucujuci i metilaciju dezoksiribonukleinske kiseline (DNK). Nedostatak THF inhibira
ove procese u Celiji nakon Cega dolazi do spreCavanja sinteze DNK, smanjenja DNK
metilacije, porasta koncentracije homocisteina i konacno smrti same celije (46).
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Slika 1. Hemijske strukture folne kiseline, redukovanih folata (sa istaknutim aktivnim

grupama) i strukturnog analoga folata — MTX. Preuzeto i modifikovano iz rada Y ehuda

G. Assaraf-aiz 2006 godine (46).

Folati predstavljaju derivate vitamina B9 koji Celije sisara ne mogu da sintetisu,

vec ih unose hranom. Folati vrlo slabo difunduju kroz Celijsku membranu, zbog Cega ih

prenose specifi¢ni transporteri. Transporter redukovanih folata (RFC1) unosi u ¢eliju i

prirodne folate i MTX (47). Nakon unosa folata i MTX u Celiju, dolazi do procesa

poliglutamacije — dodatak enzimski katalizovanih glutamatnih jedinica. Na ovaj nacin se

prirodni i anti-folati zadrzavaju u Celiji i povecava im se afinitet za enzime folatnog puta.

MTX u poliglutamatnoj formi se efikasnije vezuje i tako inhibira enzime folatnog puta:
DHFR, AICAR transformilazu i TYMS (46, 48) (Slika 2).
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Slika 2. 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
adenozilmetionin, SAH — S-adenozilhomocistein THF — tetrahidrofolat, TPMT — tiopurin
S-metiltransferaza. Preuzeto i modifikovano iz rada Y ehuda G. Assaraf-a iz 2006 godine
(46).

MTX je jedan od kljucnih lekova u terapijskim protokolima za pedijatrijsku ALL.
Potencijalno znaCajne geneticke varijacije za individualizaciju terapije MTX nalaze se u
genima: metilentetrahidrofolat reduktazi (MTHFR), dihidrofolat reduktazi (DHFR),
transporteru redukovanih folata (engl. solute carrier family 19 (folate transporter)
member 1 - S.C19A1) i timidilat sintetazi (TYMS).
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1.2.2. Metilentetrahidrofolat reduktaza

Gen MTHFR se naazi 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
podleZze S-adenilaciji i formira SAM. SAM je glavni donor metil grupe u svim reakcijama
metilacije u Celiji, ukljuCujuéi metilaciju i proteina i DNK (49).

Manjak 5-metil-THF-a utiCe na povecanje nivoa homocisteina u krvi —
homocisteinemiju. Koli¢ina homocisteina u plazmi je obrnuto srazmerna nivou folata i
vitaminaB12, a zavisi i od uzrasta, pola, kao i od varijacijau genu MTHFR (50).

Do danas su najviSe izuCavane dve relativno Ceste nesinonimne nukleotidne
zamene u genu MTHFR. Varijacija MTHFR ¢.677 C>T dovodi do zamene aminokiseline
alanin u valin na poziciji 222 MTHFR enzima i tako znacajno uti€e na smanjenje njegove
aktivnosti, kao i na homocisteinemiju (51). BlaZze smanjenje aktivnosti MTHFR enzimai
razvoj umerenije homocisteinemije uzrokuje MTHFR ¢.1298 A>C varijacija, koja
uslovljava zamenu aminokiseline glutamin u alanin na poziciji 429 na MTHFR proteinu
(52). Preciznije, MTHFR c.677TT genotip dovodi do smanjenja aktivhosti MTHFR
enzima za oko 65%, MTHFR ¢.1298CC za oko 40%, dok heterozigoti za ove dve
varijacije imaju za 40-50% smanjenu MTHFR aktivnost (53, 54).

Varijacije u genu MTHFR i homocisteinemija su najviSe proucavane u kontekstu
etiologije kardiovaskularnih bolesti (KVB), na prvom mestu ateroskleroze i tromboze.
Homocisteinemija predstavlja faktor rizika za KVB jer uzrokuje oksidativni stres,
oSteCenje tkiva i inflamaciju (49). Buduéi da varijantni aleli gena MTHFR uzrokuju
povecanje nivoa homocisteina, oni su povezani sa povecanim rizikom od KVB (55).

Od gena koji kodirgju enzime folatnog puta, MTHFR je najviSe proucavan kao
leukemogeni faktor. Pojedini autori ukazuju na asocijaciju MTHFR ¢.677 C>T varijacije
sapojavom ALL (56). Zanimljivi su navodi u literaturi koji su pokazali da nefunkcionalni
MTHFR c.677T ad ima protektivni efekat, odnosno da nosioci ovog alela imaju manju
verovatno¢u da razviju ALL. Ovaj nalaz se objaSnjava Cinjenicom da nosioci MTHFR
c.677T alela imaju viSe dostupan metilen-THF za sintezu dTMP od dUMP. Kod
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nefunkcionalnog MTHFR aela, dUTP se manje ugraduje u DNK, samim tim je i manje
oStecCuje, Sto dovodi do manje incidence raka (57).

Poseban osvrt u literaturi je znacaj genetickih varijacija MTHFR c.677 C>T |
MTHFR ¢.1298 A>C u toksicnosti i efikasnosti terapije MTX. Pojedini autori ukazuju da
MTHFR c¢.677T varijanta povecava rizik od recidiva kod ALL pacijenata (58, 59).
Primena MTX smanjuje aktivnosti enzima MTHFR, ¢ime se povecava koncentracija 5,10
metilen-THF-a, $to dovodi do povecanog rizika od recidiva bolesti. Ova forma folata je
neophodna za sintezu dTMP i DNK, Sto je u suprotnosti sa citotoksi¢nim efektom leka
MTX (58).

MTHFR je izuCavan i kao farmakogenomicki marker tokom terapije 6-
merkaptopurinom (6-MP). Aktivnost enzima tiopurin s-metiltransferaze (TPMT), vaznog
za metabolizam 6-MP, zavis od koncentracije njegovog kofaktora SAM (60, 61).
Koncentracija kofaktora, sa druge strane, zavisi od aktivnosti MTHFR enzima. Tako se
najvisa aktivnost enzima TPMT ocekuje kod pacijenata koji nose funkcionalne alele oba
gena. Pokazano je da pacijenti sa ALL, sa MTHFR aelima, koji uslovljavaju smanjenu
aktivnost MTHFR enzima, imaju povecani rizik za razvoj hematotoksi¢nosti i infekcija.
Takode, primeceno je da su pacijenti sa aelima koji uslovljavgju smanjenu aktivnost
enzima TPMT i MTHFR u najvec¢em riziku da ispolje toksi¢nost 6-MP (62).

1.2.3. Dihidrofolat reduktaza (DHFR)

Gen DHFR se nalazi na dugom kraku hromozoma 5 i kodira istoimeni enzim.
Regulatorni transkript je kodiran DNK sekvencom koja se nalazi uzvodno od glavnog,
protein-kodiraju¢eg DNK regiona. Identifikovano je viSe transkripata ovog gena, od kojih
se najvecCi deo prevodi u proteine, dok manji deo ima regulatornu ulogu. Interesantno je
daje nadeno vise pseudogena na razlicitim hromozomima (63).

DHFR enzim ima kljucnu ulogu u metabolizmu monokarbonskih grupa, koja se
ostvaruje katalizacijom prevodenja 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-
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formil-THF koji sluze za remetilaciju homocisteina u metionin, sintezu timidilata iz
uridilata i de novo sintezu purina. Zbog pobrojanih uloga u Celiji, nedostatak DHFR
enzima je patogenetski faktor u nastanku razli€itih bolesti. U odnosu na uce$¢e u sintezi
DNK, inhibitori ovog enzima mogu da se koriste kao antibiotici, antikancerogeni i
antiinflamatorni agensi (46, 64).

Gen DHFR je izrazito varijabilan — funkcionalne varijacije su nadene u svim
regionima ovog gena, bez obzira na Cinjenicu da je manje izu¢avan od drugih gena koji
kodiraju enzime folatnog puta, kao sto su MTHFR i TYMS NajviSe prouCena varijacija u
ovom genu je delecija od 19bp u prvom intronu koja utiCe na povecanu ekspresiju gena
DHFR (65) i povecanje koncentracije folata, a smanjenje koncentracije homocisteina u
plazmi (66). Varijacije u promotoru nekodirajuceg transkripta, na pozicijama -680 i -317
u odnosu na pocetak transkripcije regulatornog transkripta, uticu na ekspresiju DHFR
gena (67).

Odgovarajuci unos i metabolizam folata obezbeduje adekvatnu DNK sintezu i
DNK metilaciju. Nedovoljna aktivnost kljucnog enzima u folathom putu, DHFR enzima,
dovodi se u vezu sa pojavom razliCitih bolesti. Zatvaranje neuralne tube tokom
embrionalnog razvoja zahteva intenzivnu proliferaciju Celija, 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 (engl. Neural tube defect — NTD) (68).
Ono Sto je zanimljivo je da se Stetnost ne ogleda samo u nedostatku, nego i u visku
aktivnih formi folata. Pokazano je da su Zene sa genotipom povezanim savisokom DHFR
ekspresijom u vecem riziku da obole od raka dojke ukoliko koriste multivitaminske
suplemente koji sadrze veéu koli€inu folne kiseline (65).

DHFR enzim je glavna meta razlicitih anti-folatnih agenasa, ukljucujuci i MTX.
Ovaj lek se ireverzibilno vezuje za DHFR enzim i na taj naCin ga inhibira. Veca kolicina
ovog enzima u Celiji 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 SRNK za DHFR transkript i tako uti¢e na povecanje DHFR
ekspresije, $to za posledicu ima lo§ odgovor na MTX (69). Takode, kod pacijenata sa
reumatoidnim artritisom (RA), koji su nosioci DHFR -317AA genotipa, pokazana je
slabija efikasnost MTX, bez uticaja na toksicnost leka (70). Isti genotip, DHFR -317AA,
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udruzen sa genotipom DHFR -1610CC, doveden je u vezu sa smanjenjim
prezivljavanjem bez pojave drugih dogadaja (engl. Event-free survival — EFS) (67).
Takode, u studiji sa ALL pacijentima, videno je da je DHFR -317GG genotip povezan sa
vecim procentom recidiva osnovne bolesti (71). Objavljeno je i da genetiCka varijanta
povezana sa pove¢anom ekspresijom, delecija od 19bp u intronu 1 gena DHFR, utiCe na
povecanje hepatotoksi¢nosti kod adultnih pacijenata sa ALL tokom terapije MTX (72).
Razliciti rezultati otvaraju put daljim istrazivanjima brojnih varijacija u genu DHFR i

njihovom znacaju u odgovore naterapiju MTX.

SLC19A1 (eng. solute carrier family 19 (folate transporter), member 1)

Gen S.C19A1 je lociran na dugom kraku hromozoma 21 i kodira redukovani
nosaC folata (engl. Reduce folate carrier 1 — RFC1) transporter. Folati kao hidrofilni
molekuli koji su u formi anjona na fizioloskim pH vrednostima, kroz Celijske membrane
vrlo teSko prolaze difuzijom. Glavni put unosa folata se obavlja aktivnim transportom
pomocu folatnih transportera, u koje spada i RFC1 (47).

RFC1 je Siroko eksprimiran u humanim tkivima i smatra se najvaznijim
transportnim sistemom za unos folata u ¢elije sisara. Najzastupljenija forma folata u
cirkulaciji je 5-metil-THF, koji se kao i MTX efikasno unosi u Cceliju RFC1
transporterom, nasuprot folnoj kiselini, oksidovanoj forma folata, koja se na isti nacin
prenosi sa manjim afinitetom (47, 73).

Najc¢eSCa, a samim tim i najviSe istrazena varijacija u genu SLC19A1 je SNV
S.C19A1 ¢.80 G>A koja se nalazi u kodonu 27 i utiCe na zamenu arginina histidinom u
proteinu. Varijantni alel ¢.80A utie na poviSeni nivo folatai homocisteina u plazmi (74).
Smatra se da ova varijacija smanjuje efikasnost prenosa kako prirodnih folata, tako i
MTX, medutim funkcionalni znaCaj i mehanizam jo$ uvek nisu sasvim razjasnjeni (75).
Kao rezultat prisustva ove genetiCke varijante, moze da dode do promene u kinetici RFC1
supstrata i na taj naCin ova genetiCka varijanta ucestvuje u nastanku odredenih bolesti,
modulira efikasnost i utiCe na toksicnost MTX.

Buduci 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
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Sto su KV, neuroloSke i maligne bolesti. Pokazano je da homozigotni nosioci manje
funkcionalnog S.C19A1 c.80A alela imaju povecan rizik za obolevanje od raka Zeluca i
jednjaka (76), ali smanjen rizik za nastanak raka glave i vrata (77). U literaturi se nalaze
oprecCni rezultati i Sto se tiCe prisustva geneticke varijante S_.C19A1 c.80A i rizika za
nastanak ALL kod dece. U jednoj studiji je objavljeno da od svih proucavanih genetickih
varijacija povezanim safolatnim putem prisustvo S.C19A1 c.80AA genotipa nosi najveci
rizik za razvoj ALL (78), dok je druga studija pokazala suprotne rezultate, odnosno
protektivni efekat SLC19A1 c.80AA genotipa (79).

Predmet istrazivanja je bio i farmakogenomicCki znafaj SLC19A1 ¢80 G>A
varijacije. Pacijenti sa S.C19A1 c.80AA genotipom tokom primene MTX, usled
smanjene aktivnosti RFC1 transportera imaju poveéanu koncentraciju ovog leka u
plazmi, Sto moze da utiCe na efikasnost leCenja (75). U literaturi se objavljeni podaci da
su deca obolela od ALL koja nose SLC19A1 c.80AA genotip u vecem riziku od razvoja
recidiva bolesti i sledstveno imaju losiju prognozu (75, 80). Medutim, skorasnja meta-
studija je pokazala da ova genetiCka varijacija nije dobar marker za predikciju toksic¢nosti
tokom primene MTX u dece oboleleod ALL (81).

1.2.5. Timidilat sintetaza (TYMYS)

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 u Celijama koje se brzo dele, inhibicija
ovog enzima je od interesa u lecCenju razlicitih vrsta malignih i inflamatornih bolesti.
Medu inhibitorima TYMS enzima su analozi pirimidina, fluoropirimidini i folatni
anaozi, u koje spadai MTX (82, 83).

Aktivnost TYMS enzima zavisi od genetickih varijacija u genu TYMS. Do sada su
najvise proucavane varijacije u 5’UTR i 3’UTR regionima (engl. Untranslated region —
UTR). Ovi regioni okruzuju kodirajucu sekvencu informacione RNK (iRNK), ¢ime uticu
na njenu stabilnost ili na efikasnost translacije (84).
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U 5’UTR regionu gena TYMS se nalazi minisatelitski region koga Cine ponovci
dugacki 28 baznih parova (bp). Najcesce se nalaze 3 ili 2, mada su videni aleli sa 4 ili
vise ponovaka. lako mehanizam nije sasvim jasan, pokazano je da alel sa 2 ponovka (2R)
uslovljava dlabiju tranglaciju TYMS-au odnosu na ael sa 3 ponovka (3R) (85).

U 3’UTR regionu gena TYMS se nalazi indel dugacCak 6bp, 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 (86). Medutim, zanimljivo je da se alel iz 5’UTR regiona TYMS gena,
koji uslovljava povecanu ekspresiju (3R), obi¢no nasleduje sa alelom iz 3’UTR regiona
koji uslovljava smanjenu ekspresiju (6bp-) i vice versa (87).

Zanosioce alela koji utiCu na smanjenu TYMS ekspresiju se oCekuje da u svojoj
DNK imaju povecan sadrzaj deoksiuridinskih nukleotida. Stoga postoji povecana
verovatnoca da se ovi nukleotidi pogre$no ugrade u DNK prilikom DNK replikacije ili
popravke DNK. Ovakva ostecenja DNK mogu uzrokovati pojavu malignih oboljenja, pa
se moze ocCekivati da genetiCke varijante koje se dovode u vezu sa smanjenom
ekspresijom gena TYMS budu faktori rizika za kancerogenezu. Jedan broj studija je
ukazao da postoji povecan rizik za nastanak malignih oboljenja kod nosioca TYMS 2R
aela, sa druge strane brojniji navodi iz literature to nisu potvrdili, dok su rezultati
pojedinih autora pokazali upravo suprotno (78). Kada je prouCavan uticaj 6bp indel
promene u 3’UTR regionu gena TYMS na rizik za nastanak malignih oboljenja rezultati
su takode bili kontroverzni (57, 83).

Farmakogenomicki znaCaj varijacija u genu TYMS tokom leCenja pacijenata
obolelih od razli¢itin malignih i autoimunih bolesti antifolatnim i fluourouridinskim
lekovima je ve¢ neko vreme u fokusu istrazivanja. MTX, posebno u poliglutamatnoj
formi, kao i lek 5-fluorouracil direktno se vezuju za TYMS enzim i tako ga inhibirgju
(48). Ukaliko je celija prirodno bogatija enzimom, Sto je posledica prisustva TYMS alela
koji uslovljavaju povecanu gensku ekspresiju, ocekuje se manja toksic¢nost, ali i manja
efikasnost terapije. Pokazano je da deca obolelaod ALL sa TYMS 3R3R genotipom imaju
povecan rizik od recidiva bolesti (88), dok pacijenti sa RA i TYMS 3R3R genotipom
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pokazuju slabiji odgovor naterapiju MTX (87). Kod adultnih pacijenata sa ALL, koji su
nosioci TYMS 3R3R genotipa, registrovana je anemijatokom primene MTX (72).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

(1)

(In

an

(V)

Utvrdivanje uCestalosti genetickih varijanti ¢.677 i ¢.1289 u genu za MTHFR,
-680, -675, -556, -454 i -317 u genu za DFHR, ¢.80 u genu za S_.C19A1 1 6 bp
delecije i 28 bp tandemskog ponovka u genu za TYMS u dece sa akutnom

limfoblastnom leukemijom i kontrolnoj grupi

Ispitivanje korelacije prisutnih varijanti u genima za DFHR, MTHFR,
S .C19A1 i TYMS sa parametrima prognoze i faktorima od znacaja za
stratifikaciju rizika kod dece sa akutnom limfoblastnom leukemijom

Pracenje farmakokinetike, Klinicke i laboratorijske toksi¢nosti tokom primene
metotreksata i korelacija dobijenih podataka sa varijantama u genima za
DFHR, MTHFR, SLC19A1i TYMS

Ispitivanje uticgja detektovanih varijanti u genima za DFHR, MTHFR,
SL.C19A1 i TYMSnaishod dece obolele od akutne limfoblastne leukemije



3. MATERIJAL | METODE

3.1. I spitanici

Studija je obuhvatila 161 dete obolelo od ALL, praceno u periodu od 1.12.2002.
do 1.11.2012. godine. Na Univerzitetskoj decjoj klinici (UDK) u Beogradu je
dijagnostikovano i leCeno 140 dece, dok je u 21 bolesnika dijagnoza postavljenana UDK,
a potom su leCena u svom regionalnom zdravstvenom centru na Decjoj klinici KliniCko-
bolnickog centra Banja Luka (DK KBC).

Dijagnoza je postavljena na osnovu standardnih citomorfoloskih, citohemijskih,
imunofenotipskih i genetickih kriterijuma.

Terapija je sprovedena po aktuelnim ALL IC-BFM 2002 (engl. Acute
Lymphoblastic Leukemia International Committee Berlin Frankfurt Munster) i ALL-IC
BFM 2009 protokolima (Slike 31 4), koji se sastoje iz uobicajenih faza leCenja: indukcije,
konsolidacije, reindukcije i faze odrzavanja.

ALL 1IC-BFM 2002
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Slika 3. Sematski prikaz ALL IC-BFM 2002 protokola
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ALL IC-BFM 2009 : TREATMENT
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Slika 4. Sematski prikaz ALL IC-BFM 2009 protokola

Stratifikacija rizika podrazumevala je podelu ispitanika u tri grupe: niski (engl.
Sandard risk — SR), srednji (engl. Intermediate risk — IR) i visoki (engl. High risk — HR),
na osnovu uzrasta na dijagnozi, inicijalnog broja leukocita, citogenetskih i molekularno-

genetskih rearanZmana i procene odgovora na terapiju 8, 15. i 33. danaterapije.
3.2. Terapija metotreksatom, pracenje farmakokinetike i toksi¢nosti

U oba primenjena terapijska protokola MTX je ordiniran u fazi konsolidacije i u
fazi odrzavanja. U fazi konsolidacije se primenjuje parenteralno, u odnosu na inicijani
imunofenotip i granu randomizacije, u dozi od 2 g/m? (protokol mM) i 5 g/m? (protokol
M i HR blokovi), u Cetiri navrata, u vremenskom razmaku od dve nedelje. U fazi
odrzavanja se ordinira peroralno, u dozi od 20 mg/m? jednom nedeljno, tokom 15-18

meseci, zavisno od grupe rizika.
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Farmakokinetika MTX je pratena standardnim biohemijskim metodama za
odredivanje nivoa leka u krvi, 24h i 48h sata od zapoCinjanja primene, a u slugu
produzenih nivoa i u dodatnim vremenskim intervalima. U sluCaju produzene PKMTX,
ordinirane su dodatne doze hemioprotektanta u vidu redukovane folne kiseline
(leukovorin — LCV) u skladu sa terapijskim protokolom.

PraCenje klinicke i laboratorijske toksiCnosti je sprovedeno prema kriterijumima
Nacionalnog instituta za rak (engl. Common Toxicity Criteria — CTC, National Cancer
Institute — NCI). KliniCka toksiCnosti je podrazumevala pojavu infekcije, oralnog
mukozitisa (OM), koznih promena (crvenilo oko o€iju, na pregibima i u perianalnom
predelu), gastroenteroloskih (GIT — povratanje ili dijarga) i neuroloskih poremeCagja
(koji  su dokazani neuro-radioloskim ili elektroneuromiSiCnim ispitivanjima).
Laboratorijska toksiCnosti je evaluirana kroz biohemijske parametre za ispitivanje
funkcije jetre (bilirubin i transaminaze) i bubrega (urea, kreatinin i proteinurija).
Toksi¢nost je prema CTC-NCI kriterijumima gradirana od O (stanje bez promena) do 4

(ngjintenzivniji nezeljeni efekti).

3.3. Bioloski materijal

Materijal za PCR analizu Cetiri gena (MTHFR, TYMS S_.C19A1 i DHFR) uzet je
standardnom aspiracijom koStane srzi u momentu dijagnoze obolelim pacijentima i iz
periferne venske krvi zdravim osobama koje su Cinile kontrolnu grupu.

U retkim sluCajevima, kada nije bilo dovoljno bioloSkog materijala za geneticku
analizu, retrogradno su koriS¢ene neobojene plocCice razmaza kostne srzi.

Aspirat kostne srzi je transportovan u epruveti sa antokoagulansom (Na-citrat) do
Laboratorije za molekularnu biomedicinu Instituta za molekularnu genetiku i genetski
inZinjering, gde je vrena izolacija DNK zagene MTHFR, TYMS, SLC19Al1 i DHFR.
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3.3.1. Metode za izolaciju DNK

3.3.1.2. Izolacija DNK nakoloni iz krvi ili koStane srzi

DNK je izolovana pomocu QlAamp DNA Blood Mini Kita (Qiagen, Hilden,
Germany, u daljem tekstu Qiagen) prema uputstvu proizvodaca. U tubu od 1.5 ml se sipa
20 ul Qiagen proteaze K. Doda se 200 ul pune venske krvi ili kosne srzi i 200 pl AL
pufera. Nakon meSenja na vorteksu, inkubira se 56°C, 10 min. Uzorak se kratko
centrifugira da bi se uklonile kapljice sa unutrasnje strane poklopca tube. Doda se 200 pl
100% etanola, promeSa se na vorteksu i kratko centrifugira. Uzorak se prenese na kolonu
i centrifugira 1 min/8,000 rpm da bi se DNK vezala za kolonu. Eluat se odbaci. Zatim se
doda 500 pl AW1 pufera i kolona se centrifugira 1 min/8,000 rpm, a eluat se odbaci.
Ispiranje DNK se ponavlja sa 500 pl AW2 pufera, centrifugira se 3 min/13,000 rpm i
eluat se odbaci. Zatim se kolona prenese u 1.5 ml tubu, doda se 200 pl destilovane vode
ili AE pufera, i inkubira 5 min na sobnoj temperaturi. Centrifugiranjem 1 min/8,000 rpm
DNK seeluirau 1.5 ml tubu. Uzorak se Cuva na -20°C.

3.3.1.3. Izolacija DNK na koloni sa razmaza krvi ili koStane srzi

DNK je izolovana pomocu QlAamp DNA Blood Mini Kita (Qiagen) prema
modifikovanom uputstvu proizvodaCa za izolaciju DNK sa osuSenih krvnih mrlja.
Razmaz krvi ili koStane srzi je potrebno ukloniti sa staklene plocice i preneti u tubu. To
se postize pomocu par€ia papirne vate natopljenih destilovanom vodom kojima se
ploCica ogrebe. ParCi¢i papirne vate sa uzorkom se prenesu u 1.5 ml tubu. Vata sa
uzorkom se osusi i u tubu se doda se 180 ul ATL pufera. Tuba se inkubira 10 min na
85°C. Zatim se doda 20 pl proteaze K, promeSa vorteksovanjem i inkubira 1h na 56°C.
Nakon kratkog centrifugiranja, doda se 200 ul AL pufera, temeljno promesa na vorteksu i
inkubira 10 min na 70°C. Uzorak se kratko centrifugira da bi se uklonile kapljice sa
unutrasnje strane poklopca tube. Doda se 200 ul 100% etanola, promeSa se na vorteksu i
kratko centrifugira. Uzorak se prenese na kolonu i centrifugira 1 min/8,000 rpm da bi se

DNK vezala za kolonu. Eluat se odbaci. Zatim se doda 500 ul AW1 puferai kolona se
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centrifugira 1 min/8,000 rpm, a eluat se odbaci. Ispiranje DNK se ponavlja sa 500 ul
AW?2 pufera, centrifugira se 3 min/13,000 rpm i eluat se odbaci. Zatim se kolona prenese
u 1.5 ml tubu, doda se 200 pl destilovane vode ili AE pufera, i inkubira5 min na sobnoj
temperaturi. Centrifugiranjem 1 min/8,000 rpm se DNK eluirau 1.5 ml tubu. Uzorak se

¢uva na -20°C.

3.3.2. Metode za odredivanje genetickih varijanti

3.3.2.1. Analiza DNK fragmenata elektr oforezom na agar oznom gelu

Analiza DNK vrsi se elektroforetskim razdvajanjem na horizontalnom agaroznom
gelu. Kra¢i DNK fragmenti putuju brZze 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 oekivane duzine DNK fragmenata. Za pripremanje
gelova i za elektroforezu koristi se IXTAE pufer (40 mM Tris-acetat, 1 mM EDTA
pH=8.0). U gel se dodgje fluorescentna boja etidijum bromid (u finalnoj koncentraciji
0.575-0.75 pg/ml) koja se interkalira u DNK i omogucava njenu vizuelizaciju pod UV
svetlom. Elektroforeza se izvodi pri jacini struje od 100 mA i naponu od 100 V. Velicina
fragmenata DNK, kao i procena prinosa reakcije se odreduje poredenjem sa
komercijalnim markerom — DNK |estvicom.

3.3.2.2. Analiza DNK fragmenata elektroforezom na poliakrilamidnom gelu

Ukoliko je potrebna veca rezolucija razdvajanja DNK fragmenata, umesto
agarozne, koristi se vremenski zahtevnija poliakrilamidna (PAA) gel elektroforeza.
Analiza PCR fragmenata vrSena 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 koris¢en je 1XTBE pufer (100 mM Tris, 83 mM borna kiselina, 1 mM EDTA
pH=8.0). Kao inicijatori polimerizacije koriste se 0.1% amonijumpersulfat i 0.01%
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TEMED. Elektroforeza se izvodi pri jaCini struje od 60 mA i naponu od 300 V u toku
3.5h.

Vizuelizacija DNK fragmenata na PAA gelovima vrSena je bojenjem
srebronitratom (89). Poliakrilamidni gel je potapan u rastvor 10% etanola i 0.5% sircetne
kiseline. Nakon toga, gel je bojen 0.1% rastvorom AgNO;z; 10 min, uz neprekidno
meSanje. ViSak AgNO3 je uklanjan ispiranjem najpre u destilovanoj vodi, dva puta, a
zatim u razvijacu sledeceg sastava: 1.5% NaOH, 0.01% NaBH, i 0.048% formaldehid.
Gelovi su u razvijaCu drzani 15-20 min, do pojave traka. Razvijanje je stopirano
potapanjem gelova u 0.75% rastvor Na,COS3.

3.3.2.3. Odredivanje genetickih varijanti PCR metodom

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 5’UTR-u i indel od 6bp
u3 UTR-u.

Deo 5’UTR gena TYMS je amplifikovan koriste¢i uzvodni prajmer 5’-
GTGGCTCCTGCGTTTCCCC-3’ i nizvodni prajmer 5-
TCCGAGCCGGCCACAGGCAT -3’. PCR reakcijafinalnog volumena 20 pl je sadrzala:
1 x Q rastvor (Qiagen), 1 x pufer (Qiagen), 1.5 mM MgCl, 0.4 mM dNTP, 0.8 mM
svakog od pragmera, 0.5 U polimeraze (KAPA Biosystems). Temperaturni profil PCR
reakcije je bio sledeci: 5 min/95°C, 35 x (30 ¢/95°C, 30 §/66°C, 30 §/72°C), 7 min/72°C.
Broj ponovaka od 28bp je detektovan na osnovu duzine traka nakon 3% agarozne
elektroforeze. OcCekivane duzine PCR produkata od 212, 240 i 268bp odgovaraju alelima
sa 2, 3, odnosno 4 tandemska ponovka.

Deo 3'UTR-a gena TYMS je amplifikovan koristeCi uzvodni prajmer 5’-
CAAATCTGAGGGAGCTGAGT -3 i nizvodni prajmer 5’-
CAGATAAGTGGCAGTACAGA -3’. PCR reakcija finalnog volumena 25 ul je
sadrzala: 1 x Q rastvor (Qiagen), 1 x pufer (Qiagen), 1.5 mM MgCl,, 0.4 mM dNTP, 0.4
mM svakog od pramera, 0.75 U polimeraze (KAPA Biosystems). Temperaturni profil
PCR reskcije je bio sledeCi: 5 min/95°C, 35 x (30 §/95°C, 30 ¢/61°C, 20 §/72°C), 7
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min/72°C. Indel od 6bp je detektovan na osnovu duzine PCR fragmenata nakon PAA
elektroforeze. OcCekivana duzina PCR produkata od 148bp odgovaraju deleciji (6bp-),
dok duzina od 154bp odgovara inserciji (6bpt) (90).

3.3.2.4. Detekcija genetickih varijanti PCR-RFL P metodom

PCR-RFLP metoda je koriS¢ena za odredivanje varijante tipa SNV. Najpre se
umnozi region u kome se nalazi taCkasta varijanta, a zatim se PCR fragmenti podvrgnu
restrikcionoj digestiji odgovarajucom endonukleazom. Endonukleaza se bira tako da PCR
fragment seCe ukoliko je prisutna odredena geneticka varijanta, a da ne seCe ukoliko nije.
Ovom metodom je odredena geneticka varijanta MTHFR c.677 C>T. DNK region koji
obuhvata ovu varijantu nukleotidnog mesta (SNV) je amplifikovan koriste¢i uzvodni
pramer 5- TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3’ i nizvodni prajmer 5’-
AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3’. PCR reakcijafinanog volumena 20 ul je sadrzala:
1 x pufer (KAPA Biosystems), 2.5 mM MgCl, 0.2 mM dNTP, 0.4 mM prameri, 1 U
polimeraze (KAPA Biosystems). Temperaturni profil PCR reakcije je bio sledeCi: 5
min/95°C, 35 x (30 §/95°C, 30 g/62°C, 20 §/72°C), 7 min/72°C. lzmedu 150 i 200 ng
PCR fragmenata sa 3 U Hinfl (Thermoscientific, Waltham, MA, USA) restrikcionim
enzimom i odgovaraju¢im puferom za digestiju dodati su u restrikcionu smeSu finalnog
volumena od 15 pl. Nakon 3% agarozne elektroforeze, nukleotidu C odgovara duzina od
198bp, dok nukleotidu T odgovara duzina od 175 + 24bp na gelu (53).

3.3.2.5. Detekcija genetickih varijanti alel-specificnim PCR-om

Alel-specificni PCR (AS-PCR) se koristi za detekciju baznih zamena ili malih
delecija. Kod Alel specificnog PCR-a odredeni region se umnoZava samo ako je prisutna
DNK pacijenta koji nosi odredeni alel. Jedan od prajmera (uzvodni ili nizvodni prajmer)
je dizgniran je tako da svojim 3" krgem obuhvata varijabilno mesto od interesa i
specifican je za svaki od alela. Za svakog ispitanika su pripremljene 2 reakcione smeSe za
PCR, u kojima se nalazi po jedan ae-specificni prajmer. Obe reakcione smesSe sadrze

»Zajednicki® prajmer, kao i par prajmera kojima se umnozava ,,kontrolni* PCR fragment,
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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 S_.C19A1 ¢.80 G>A genetiCke varijante.

Za detekciju MTHFR ¢.1298 A>C varijante, koriSéeni su alal-specifi¢ni uzvodni
prameri 5’- GGAGCTGACCAGTGAAGC -3’ i 5’- GGAGCTGACCAGTGAAGA -3’ i
nizvodni prggmer 5’-CTGGGGCGACCATCAG -3’, dok je za detekciju SLC19A1 ¢.80
G>A varijante koris¢en uzvodni prajmer 5-TGGCTCCCAGTTTGGTGCTA-3’ i alal-
specificni  nizvodni  prajmeri  5’- CAAAGGTAGCACACGAGGC-3* i 5’-
CAAAGGTAGCACACGAGGT-3’. U svaku PCR reakciju AS-PCR dodavan je i par
»kontrolnih* prajmera kojima je umnoZzavan PCR produkt koris¢en kao pozitivna
kontrola PCR reakcije. Za umnoZavanje kontrolnog PCR produkta u oba slucaja korisceni
su prajmeri 5’-TGCCAAGTGGAGCACCCAA-3’ i 5’-GCATCTTGCTCTGTGCAGAT-
3.

PCR smeSa za detekciju MTHFR ¢.1298 A>C varijante, zapremine 25 ul je bila
sledeCeg sastava: 80 ng DNK, 0.5 x Q rastvor (Qiagen), 1 x pufer (KAPA Biosystem), 0.4
M dNTP-a, 1 U KAPA Taqg polimeraze, po 1.2 uM ael-specificnog i zajednickog
prajmerai po 0.4 uM kontrolnih prajmera. Koriscen je ,,touch down* temperaturni profil:
1 min/96°C, 5 x (20 §/96°C, 45 §/70°C, 25 §/72°C), 21 x (25 §/96°C, 50 §/65°C, 30
§/72°C), 4 x (30 §/96°C, 60 /55°C, 90 §/72°C), 2 min/20°C.

PCR smesa za detekciju S.C19A1 ¢.80 G>A varijante, zapremine 25 ul je bila
sledeceg sastava: 80 ng DNK, 0.5 x Q rastvor (Qiagen), 1 x pufer (KAPA Biosystem), 0.4
M dNTP-a, 1 U KAPA Taqg polimeraze, po 0.4 uM alel-specificnog i zajednickog
pramerai po 0.4 uM kontrolnih prajmera. Temperaturni profil PCR reakcije je bio
sledeci: 1 min/96°C, 5 x (20 /96°C, 45 §/70°C, 30 §/72°C), 21 x (25 5/96°C, 50 5/65°C,
40 §/72°C), 4 x (30 §/96°C, 60 5/60°C, 90 §/72°C), 2 min/20°C (91).

3.3.2.6. 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
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reakciju. Svaki od Cetiri ddNTP je obeleZzen posebnom fluorescenthnom bojom, Sto
omogucava da se reakcija sekvenciranja uradi u jednoj tubi. Specificnost PCR-a za
sekvenciranje je u tome Sto pored obelezenih ddNTP-ova, sadrzi samo jedan prajmer i 5to
se kao matrica koristi ranije umnozeni DNK fragment. Po zavrSetku PCR reakcije za
sekvenciranje, dobijaju se fragmenti razliCite duzine obelezeni razliCitim fluorescentnim
bojama koji odgovargju poziciji i tipu nukleotida na 3' krgu fragmenta. Nakon
razdvajanja obelezenih PCR fragmenata elektroforezom visoke rezolucije i njihove
vizualizacije, DNK sekvenca se direktno ocitava.

Ova metoda je koris€ena i za detekciju varijanti u promotoru gena DHFR. Deo
promotora gena DHFR e amplifikovan koristeCi uzvodni 5-
CGAAAGGAACAAGATTTTGAAGCACCC-3 I nizvodni prajmer, 5’
TCCTGACTCCCATTCTGATGAGGG-3’. PCR reakcija finalnog volumena 10 ul je
sadrzala: 1 x Q rastvor (Qiagen), 1 x pufer (Qiagen), 3 mM MgCl, 0.2 mM dNTP, 0.32
mM prajmeri, 0.4 U polimeraze (Qiagen). Koriscen je ,,touch down” temperaturni profil
PCR reakcije: 15 min/94°C, 20 x (30 §/94°C, 30 s/60°C (u svakom sledec¢em ciklusu se
temperatura anilinga smanjuje za po 0.5°C), 60 §/72), 20 x (30 §94°C, 30 ¢/50°C, 60
§/72°C), 7 min/72°C.

PCR za sekvenciranje je raden u finalnom volumenu od 5 pl i sadrzao je: oko 10
ng PCR produkta, 2 pmola uzvodnog prgimera, 0.5 pl miksa za sekvenciranje
(BigDyeTM Terminator v.3.1 Ready Reaction Kit Applied Biosystems). Temperaturni
profil PCR reakcije za sekvenciranje je bio sledeCi: 25 x (10 §/96°C, 5 ¢/50°C, 4
min/60°C).

Produkti PCR-a za sekvenciranje se pre€is¢avaju dodavanjem 40 pl rastvora (37.5
mM Na-acetat, 78% etanol). SmeSa se promucka na vorteksu i centrifugira 20 min/13,000
rpm. Supernatant se odbaci, a ispiranje se ponovi pomocu 200 pl 70% etanola. Talog se
potpuno osusi i rastvori u 25 pl Hi-Di formamida. Celokupni volumen se nanese u
bunari¢ na mikrotitarskoj ploci i analizira pomoéu 3130 Genetic Analyzer-a (Applied
Biosystems).
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3.4. StatistiCka obrada podataka

Dobijeni podaci u studiji su obradeni i prikazani na tabelama i grafikonima uz
propratnu diskusiju istih, au zavisnosti od prirode posmatrane varijable.

Deskripcija numerickih obelezja je uradena klasi¢nim metodama opisne statistike
i to aritmetiCkom sredinom i medijanom od srednjih vrednosti i od mera varijabiliteta
standardnom devijacijom kao i minimalnom i maksimalnom vredno$¢u. Relativni brojevi
su korisceni u svim tabelama.

Analiza raspodela posmatranih varijabli uradena je testom slaganja po
Kolmogorov - Smirnovu u cilju primene parametarskih analitickih metoda.

U analizi rezultata, u zavisnosti od prirode samih varijabli, koris¢eni su Studentov
t test kod parametarskih podataka i Mann - Whitneyev test sume rangova za poredenje
razlike izmedu dve grupe neparametarskih podataka po jednom obelezju.

U situacijama kada je bilo viSe od dva obelezja, primenjena jeili parametarska ili
neparametarska analiza varijansnog kolicnika (ANOVA).

Za analizu dva atributivna obelezja koriscen je Pearsonov Hi kvadrat test u obliku
tablica kontingencije, a za analizu tri i viSe obeleZja Fisherovu analizu varijanse za
proporcije.

Za identifikaciju prediktora ishoda i prezivljavanja primenjena je Kaplan

majerovametodai Log rank test.



1. REZULTATI

Ispitano je 161 dete sa ALL, ukupne duzine praéenja od 3,7 do 13,5 godina, sa

medijanom od 6,8 godina.
4.1. Klinicki i laboratorijski parametri na prezentaciji bolesti

U naSoj grupi ispitanika muski pol je statistiCki znacajno zastupljeniji (96/161) u
odnosu na Zenski (65/161). Uzrast se kretao od 0,7 do 17,5 godina, medijane 5,4 godina.
Najveci broj dece je dijagnostikovan izmedu prve i Seste godine (p=0,009), a ngmanji
broj u odojackom uzrastu (p<0,0001). Distribucija ispitanika u odnosu na pol i uzrast su

prikazane na Grafikonu 1 i Grafikonu 2.

p=0,0009

Grafikon 1. Distribucijaispitanika u odnosu na pol
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Grafikon 2. Distribucijaispitanika u odnosu na uzrast
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CNS status 1 (odsustvo blasta u likvoru i Klinickih znaka CNS bolesti) je imalo
148 dece (92%), CNS status 2 (traumatska lumbalna punkcija sa < 5 cCelija/uL u
cererospinalnoj tecnosti) je detektovan u 6 dece (3,7%), dok je CNS status 3 (klinicki
znaci CNS infiltracije i > 5 Celija/pL u likvoru sa predominacijom blasta na citospinu)
viden u 7 dece (4,3%) (Grafikon 3).
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Grafikon 3. Distribucijaispitanika u odnosu nainicijalni CNS status

Klasifikacija po FAB-u je pokazaladaje L1 podtip ispoljilo 71 dete (44,1%), dok
je morfoloske odlike L2 podtipa notirane u 90 dece (55,9%). Imunofenotip koji odgovara
B Celijskoj liniji je viden u 134 dece (74,3%), u odnosu na 27 dece (25,7%) sa
ekspresijom antigena specificnih za T Celijsku liniju (Grafikon 4).

100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10

mL1 mL2

OB BT

FAB IPH

Grafikon 4. Distribucija citomorfoloskih i imunofenotipskih podtipova
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Konvencionalnim citogenetskim analizama, normalan kariotip je detektovan u
36,8% (50/161), hiperdiploidija u 13,2% (18/161), hipodiploidija u 0,7% (1/161), t(9;22)
ul1,5% (2/161), +21 u 3,7% (5/161) i kompleksan kariotip (= 3 sloZzene aberacije) u 7,4%
(10/161). U 36,8% dece nisu videne mitoze (50/161) (Grafikon 5).
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Grafikon 5. Distribucijaispitanika u odnosu nakariotip

Molekularno-genetske analize su pokazale da u 62,7% (101/161) dece nisu
detektovani fuzioni transkripti od znaCaja za stratifikaciju rizika i primenu usmerene
terapije, dok u 3,7% (6/161) ispitanika analiza nije uspela iz tehnickih razloga. Najvedi
broj dece je bio pozitivan na TEL/AML1 u 21,2% (34/161), BCR/ABL u 6,2% (10/161),
E2A/PBX1 4,3% (7/161) i MLL/AF4 u 1,9% (3/161) (Grafikon 6).
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Grafikon 6. Distribucijaispitanika u odnosu na molekularno genetske aberacije
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4.2. Stratifikacijarizika prema standardnim i molekularno-genetskim parametrima

prognoze

Protokol ALL IC-BFM 2002, po kome je leCen najveci broj naSih ispitanika,
nalaze stratifikaciju rizika u odnosu na uzrast, inicijalni broj leukocita, pozitivan
citogenetski nalaz nat(9;22) i t(4;11) ili molekularno-genetski na BCR/ABL i MLL/AF4,
odgovor na kortiko-steroide 8. danaterapije i procenat blasti u kostnoj srzi 15. i 33. dana
terapije. Stratifikacija u odnosu na uzrast podrazumeva da se deca uzrastne dobi od 1-6
godina i sa inicijalnim brojem Le < 20000/mm?® svrstavaju u standardnu grupu rizika,
ukoliko ne postoje drugi ko-faktori rizika. Apsolutan broj neutrofila (ABN) = 1000 8.
dana terapije se smatra loSim odgovorom na inicijanu kortikosteroidnu terapiju i direktno
svrstava decu u grupu visokog rizika. M1 oznaCava prisustvo do 5% leukoblasta, M2
predstavlja 5-25% blasta, a M3 = 25% leukoblasta u kostnoj srzi 15. odnosno 33. dana
terapije, Sto ukazuje na odsustvo kompletne remisije (engl. Complete remission — CR).

U odnosu na ALL IC-BFM 2002, ALL IC-BFM 2009 protokol, po kome se leCio
manji broj dece, ukljucuje visSe parametara u stratifikaciju rizika. Pored navedenih, koji su
zajednicki, u grupu visokog rizika direktno svrstava prisustvo hipodiploidije u kariotipu.
Nalaz MRD 15. danaterapije je determinisan tako da < 0.1% odgovara grupi niskog, 0.1-
10% srednjeg i > 10% visokog rizika. Distribucija dece u odnosu na primenjene
protokole leCenja je prikazana na Grafikonu 7.

W ALLIC-
HALLIC-

Grafikon 7. Distribucija ispitanika u odnosu na primenjeni protokol leCenja
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Distribucija uzrasta je ve¢ predstavljena na Grafikonu 2, a u nastavku teksta je
graficki prikazana zastupljenost dece u odnosu na procenu odgovora na terapiju:
apsolutni broj blasta (ABB) 8. dana (Grafikon 8), mijelogram 15. dana (Grafikon 9),
MRD 15. dana (Grafikon 10) i mijelogram 33. dana (Grafikon 11).

EGFR

mPER

p=0,0001

Grafikon 8. Distribucija ispitanika u odnosu na odgovor na terapiju 8. dana leCenja (GPR

— engl. Good Prednisolon responder, PPR — engl. Poor Prednisolon responder)

m Il
m 2
LR

Grafikon 9. Distribucija ispitanika u odnosu na mijelogram 15. dana leCenja
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Grafikon 10. Distribucija ispitanika u odnosu na MRD 15. dana leCenja

D0,E%

Eh1
w2

p=0,0001

Grafikon 11. Distribucija ispitanika u odnosu na mijelogram 33. dana leCenja

Prema navedenim parametrima za stratifikaciju rizika, koja ukljuCuje oba
primenjena protokola, u SR je svrstano 21,1% (34/161), u IR 64,6% (104/161), au HR
14,3% (23/161) (Grafikon 12).
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Grafikon 12. Distribucija dece u odnosu na grupe rizika

4.3. Poredenje pacijenata i kontrolne grupe u ucestalosti polimorfizama u

ispitivanim genima

Ucestalost varijanti u ispitivanim genima u dece obolele od ALL i u kontrolnoj

grupi, kao i medusobna korelacija predstavljena je u Tabeli 1.
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Tabela 1. Ucestalost ispitivanih polimorfizama u pacijenatai kontrolnoj grupi

Pacijenti Kontrolna grupa StatistiCka
Polimorfizmi Uzorak Ucestalost Uzorak Ucestalost | znaCajnost
(broj) (%) (broj) (P
6 bp
I/l 47,3 45,2 0,7414
I/D 148 41,2 104 43,3 0,7414
D/D 11,5 11,5 0,9920
TYMS 28 bp
3/3 33,6 33,7 0,9840
3/2 149 41,6 104 49,1 0,2420
2/2 24,8 17,3 0,1527
677
Cc/iC 47 51 0,5352
CIT 149 41,6 104 33,6 0,2005
TIT 11,4 15,4 0,3575
MTHFR 1208
A/A 48,6 57,7 0,1585
A/C 146 39,1 104 32,7 0,3030
C/iC 12,3 9,6 0,5028
80
GIG 27,4 25,9 0,8025
=HekhL G/A 146 45,9 104 52,9 0,2757
AlA 26,7 21,2 0,3125
680
AIA 10,6 12,5 0,6383
CIA 142 45 104 442 0,8965
C/iC 44,4 43,3 0,8650
675
A/A 52,8 52,9 0,9920
AIG 142 38 104 42,3 0,4965
GIG 9,2 4,8 0,1970
556
TIT 52,1 52,9 0,9044
2Ll T/IC 142 38,7 104 41,3 0,6818
Cc/iC 9,2 5,8 0,3270
464
AIA 51,4 52,9 0,8181
AIT 142 39,4 104 41,3 0,7641
TIT 9,2 5,8 0,3279
317
A/A 34,5 35,6 0,8650
AIG 142 50 104 48,1 0,7641
GIG 15,5 16,3 0,8571
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Nije videna razlika u incidenci genetickih varijanti izmedu dece obolele od ALL i
kontrolne grupe, koja je brojaa 104 zdrava ispitanika. Detekcija polimorfizama nije
uspela iz tehnickih razloga u svih ispitanika u studiji, tako da je analiza za varijantu c.677
u genu MTHFR ucCinjena u 149, MTHFR ¢.1298 u 146, DHFR -680 C>A, -675 A>G, -
556 T>C, -464 A>T i -317 A>G u 142, SLC19A1 ¢.80 u 146, 6bp TYMS u 148 i 28bp
TYMSu 149 dece.

4.4. Korelacija varijanti u ispitivanim genima sa standardnim i molekular no-

genetskim parametrima prognoze

Istrazena je prevalenca u odnosu na pol, gde nije videno statistiCki znaCajno
odstupanje, Sto je predstavljeno u Tabeli 2. Medutim, kada se ispita proseCan uzrast
bolesnika na dijagnozi, uvida se da su deca sa 6bp D/D varijantom u genu za TYMS
znaCajno starija, sa statistickom validnoScu od p=0,045, sto je pokazano na Tabeli 3.

Korelacija u odnosu na IPH je pokazala statistiCki znaCajna odstupanja u
distribuciji genetickih varijanti. lzrazitu asocijaciju sa B-Celijskim IPH, koji spada u
povoljan prognosticki parametar su ispoljile varijante -675 A>G (p=0,014), -556 T>C
(p=0,018), -464 A>T (p=0,022) u genu za DHFR, dok je MTHFR ¢.1298 C>C statisticki
znaCajnije zastupljen kod manje povoljnog T-Celijskog IPH (p=0,019), $to je sumarno
prikazano u Tabeli 4.

Distribucija varijanti u ispitivanim genima nije pokazala statistiCki znacajnu
distribuciju u odnosu nainfiltraciju CNS-a (Tabela 5).

U odnosu na Kkariotip koStane srzi ispitanika, pokazana je snazna korelacija
izmedu prisustva varijante 6bp u genu za TYMS i kompleksnog kariotipa (p=0,022), Sto
podrazumeva da je ovaj polimorfizam znacajno CeScCe zastupljen u dece koja imaju vise
od tri sloZene genetske aberacije (Tabela6).

Poredenje varijanti u ispitivanim genima sa molekularno-genetskim

rearanzmanima na dijagnozi nije ukazala na statisticki znaCajnu povezanost (Tabela 7).
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Tabela 2. Distrubucija polimorfizama u ispitivanim genimau odnosu na pol

Polimorfizmi = SEiEES
Zenski Muski znacajnost (p)
6 bp
I/1 24/70 (34,3%) | 46/70 (65,7%)
I/D 30/61 (49,2%) | 31/61 (50,8%) 0,82
TYMS D/D 4/17 (23,5%) | 13/17 (76,5%)
28 bp
3/3 18/50 (36%) 32/50 (64%)
3/2 26/62 (41,9%) 36/62 (58,1%) 0,805
2/2 14/37 (37,8%) 23/37 (62,2%)
677
c/C 28/70 (40) 42/70 (60%)
c/T 25/62 (40,3%) 37/62 (59,7%) 0,693
MTHER T/T 5/17 (29,4%) 12/17 (70,6%)
1298
A/A 28/71 (69,4%) 43/71 (60,6%)
A/C 23/57 (40,4%) 34/57 (59,6%) 0, 992
c/C 7/18 (38,9%) 11/18 (61,1%)
80
SLC19A1 G/G 14/40 (35%) 26/40 (65%)
G/A 26/67 (38,8%) 34/57 (61,2%) 0,586
A/A 18/39 (46,2%) 21/39 (53,8%)
680
A/A 3/15 (20%) 12/15 (80%)
C/A 27/64 (42,2%) 37/64 (57,8%) 0,242
c/c 27/63 (42,9%) | 36/63 (57,1%)
675
A/A 29/75 (38,7%) | 46/75 (61,3%)
A/G 22/54 (40,7%) 32/54 (59,3%) 0,873
G/G 6/13 (46,2%) | 7/13(53,8%)
556
OHFR /T 28/74 (37,8%) | 46/74 (62,2%)
T/C 23/55 (41,8%) 32/55 (58,2%) 0,809
c/C 6/13 (46,2%) | 7/13(53,8%)
464
A/A 27/73 (37%) 46/73 (63%)
A/T 24/56 (42,9%) | 32/56 (57,1%) 0,715
/T 6/13 (46,2%) | 7/13(53,8%)
317
A/A 21/49 (42,9%) | 28/49 (57,1%)
A/G 31/71 (43,7%) 40/71 (56,3%) 0,193
G/G 5/22 (22,7%) 17/22 (77,3%)




Tabela 3. Korelacija polimorfizama u ispitivanim genima sa prosecnim uzrastom

Korelacija sa prose¢nhom

Statisticka

Polimorfizmi oy Y .
vrednoScu uzrasta znacajnost (p)
I/l 7,1 1/1:1/D
TYMS 6bp I/D 6,3 I/l : D/ID 0,045
D/D 9,4 I/D : D/D
3/3 6,7 3/3:3/2
TYMS 28bp 3/2 6,8 3/3:2/2 0,500
2/2 7,8 3/2:2/2
C/C 7,9 C/C:CIT
MTHFR 677 CIT 5,9 C/IC:TIT 0,397
TIT 6,7 CIT:TIT
AlA 7,9 A/A : AIC
'\’lTZ';;R AIC 5,9 AJA : CIC 0,079
C/iC 6,7 A/C: CIC
GIG 6,3 G/G: GIA
SLC19A1 G/A 74 GIG: AIA 0,785
AlA 7,1 G/A : AIA
A/A 6,8 A/A : CIA
DHFR 680 CIA 7,0 Al/A : CIC 0,980
C/C 6,6 C/A : CIC
A/A 6,6 AIA : AlIG
DHFR 675 AlIG 7,7 AlIA : GIG 0,190
G/IG 55 AlG: GIG
TIT 6,5 T/T:T/IC
DHFR 556 T/C 7,8 T/T:CIC 0,131
C/iC 55 T/C: CIC
A/A 6,5 AIA AT
DHFR 464 AT 7,8 A/ATIT 0,128
TIT 55 AT TIT
A/A 6,9 AIA : AlIG
DHFR 317 AlIG 6,9 AlIA : GIG 0,982
GIG 7,1 AlIG: G/IG
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Tabela 4. Korelacija polimorfizama u ispitivanim genima u odnosu naimunofenotip

Polimorfizmi B imnete ot T Ukupno znit;;;zgzlt(?p)
1/l 62 (88,6%) 8(11,4%) 70 (100%)
TYMS 6 bp I/D 50 (82%) 11 (18%) 61 (100%) 0173
D/D 12 (70,6%) 5(29,4%) 17 (100%) ’
Ukupno 124 (83,8%) 24 (16,2%) 148 (100%)
3/3 41 (82%) 9 (18%) 50 (100%)
TYMS 28 bp 3/2 55 (88,7%) 7 (11,3%) 62 (100%) 0362
2/2 29 (78,4%) 8(21,6%) 37 (100%) ’
Ukupno 125 (83,9%) 24 (16,1%) 149 (100%)
C/C 59 (84,3%) 11 (15,7%) 70 (100%)
MTHFR 677 C/T 52 (83,9%) 10 (16,1%) 62 (100%) 0.981
/T 14 (82,4%) 3(17,6%) 17 (100%) ’
Ukupno 125 (83,9%) 24 (16,1%) 149 (100%)
A/A 57 (80,3%) 14 (19,7%) 71 (100%)
MTHFR 1298 A/C 53 (93%) 4 (7%) 57 (100%) 0.019
C/C 12 (66,7%) 6 (33,3%) 18 (100%) !
Ukupno 122 (83,6%) 24 (16,4%) 146 (100%)
G/G 38 (95%) 2 (5%) 40 (100%)
SLC19A1 G/A 54 (80,6%) 13 (19,4%) 67 (100%) 0.064
A/A 30 (76,9%) 9 (23,1%) 39 (100%) ’
Ukupno 122 (83,6%) 24 (16,4%) 146 (100%)
A/A 13 (86,7%) 2 (13,3%) 15 (100%)
DHFR 680 C/A 54 (84,4%) 10 (15,6%) 64 (100%) 0812
C/C 51 (81%) 12 (19%) 39 (100%) ’
Ukupno 118 (83,1%) 24 (16,9%) 142 (100%)
A/A 66 (88%) 9 (12%) 75 (100%)
DHFR 675 A/G 39 (72,2%) 15 (27,8%) 54 (100%) 0.014
G/G 13 (100%) 0 (0%) 13 (100%) ’
Ukupno 118 (83,1%) 24 (16,9%) 142 (100%)
T/T 65 (87,8%) 9 (12,2%) 74 (100%)
DHFR 556 T/C 40 (72,7%) 15 (27,3%) 55 (100%) 0.018
C/C 13 (100%) 0 (0%) 13 (100%) ’
Ukupno 118 (83,1%) 24 (16,9%) 142 (100%)
A/A 64 (87,7%) 9(12,3%) 73 (100%)
DHFR 464 A/T 41 (73,2%) 15 (26,8%) 56 (100%) 0.022
T/T 13 (100%) 0 (0%) 13 (100%) !
Ukupno 118 (83,1%) 24 (16,9%) 142 (100%)
A/A 38 (77,6%) 11 (22,4%) 49 (100%)
DHFR 317 A/G 61 (85,9%) 10 (14,1%) 71 (100%) 0.440
G/G 19 (86,4%) 3(13,6%) 22 (100%) ’
Ukupno 118 (83,1%) 24 (16,9%) 142 (100%)
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Tabela 5. Korelacija polimorfizama u ispitivanim genima sainicijalnim CNS statusom

) o CNS status Statvisjciéka
Polimorfizmi Ukupno znacajnost
1 2 3 (p)
1/l 64 (91,4%) 2(2,9%) 4 (5,7%) 70 (100%)
TYMS 6 bp I/D 55 (90,2%) 4 (6,6%) 2(3,3%) 61 (100%) 0.896
D/D 16 (94,1%) 0 (0%) 1 (5,9%) 17 (100%) !
Ukupno 135 (91,2%) 6 (4,1%) 7 (4,7%) 148 (100%)
3/3 47 (94%) 2 (4%) 1(2%) 50 (100%)
TYMS 28
b 3/2 57 (91,9%) 1(1,6%) 4 (6,5%) 62 (100%) 0.499
P 2/2 32 (86,5%) 3(8,1%) 2 (5,4%) 37 (100%) !
Ukupno 136 (91,3%) 6 (4%) 7 (4,7%) 149 (100%)
Cc/C 63 (90%) 2 (5,7%) 3(4,3%) 70 (100%)
MTFHR 677 C/T 57 (91,9%) 2 (3,2%) 3(4,8%) 62 (100%) 0523
T/T 16 (94,1%) 0 (0%) 1(5,9%) 17 (100%) !
Ukupno 136 (91,3%) 6 (4%) 7 (4,7%) 149 (100%)
T A/A 66 (93%) 1(1,4%) 4 (5,6%) 71 (100%)
1298 A/C 53 (93%) 2 (3,5%) 3(3,5%) 57 (100%) 0.077
Cc/C 14 (77,8%) 3(16,7%) 1(5,6%) 18 (100%) !
Ukupno 133 (91,1%) 6 (4,1%) 7 (4,8%) 146 (100%)
G/G 38 (95%) 2 (5%) 0 (0%) 40 (100%)
SLC19A1 G/A 58 (86,6%) 3(4,5%) 6 (9%) 67 (100%) 0.750
A/A 37 (34,9%) 1(2,6%) 1(2,6%) 39 (100%) !
Ukupno 133 (91,1%) 6 (4,1%) 7 (4,8%) 146 (100%)
A/A 15 (95%) 0 (0%) 0 (0%) 15 (100%)
DHFR 680 C/A 58 (90,6%) 2 (3,1%) 4 (6,2%) 64 (100%) 0.464
Cc/C 57 (90,5%) 4 (6,3%) 2 (3,2%) 63 (100%) !
Ukupno 130 (91,5%) 6 (4,2%) 6 (4,2%) 142 (100%)
A/A 70 (93,3%) 2(2,7%) 3 (4%) 75 (100%)
DHFR 675 A/G 47 (87%) 4 (7,4%) 3 (5,6%) 54 (100%) 0.810
G/G 13 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 13 (100%) !
Ukupno 130 (91,5%) 6 (4,2%) 6 (4,2%) 142 (100%)
T/T 69 (93,2%) 2(2,7%) 3(4,1%) 74 (100%)
DHFR 556 T/C 48 (87,3%) 4 (7,3%) 3 (5,5%) 55 (100%) 0.826
c/C 13 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 13 (100%) !
Ukupno 130 (91,5%) 6 (4,2%) 6 (4,2%) 142 (100%)
A/A 68 (93,2%) 2(2,7%) 3 (4,1%) 73 (100%)
DHFR 464 A/T 49 (87,5%) 4 (7,1%) 3 (5,4%) 56 (100%) 0.840
T/T 13 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 13 (100%) !
Ukupno 130 (91,5%) 6 (4,2%) 6 (4,2%) 142 (100%)
A/A 44 (89,8%) 3(6,1%) 2 (4,1%) 49 (100%)
DHFR 317 A/G 65 (91,5%) 3 (4,2%) 3 (4,2%) 71 (100%) 0,545
G/G 21 (95,5%) 0 (0%) 1(4,5%) 13 (100%) !
Ukupno 130 (91,5%) 6 (4,2%) 6 (4,2%) 142 (100%)
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Tabela 6. Korelacija polimorfizama u ispitivanim genima sa kariotipom

. L Kariotip Statisticka
Polimorfizmi Nema mitoza Normalan Hipodiploidija Hiperdiploidija +21 Ph + Kompleksan Uiarpe znacajnost (p)
TIVE 1/l 18 (32,1%) 22 (39,3%) 1(1,8%) 10 (17,9%) 0 (0%) 2 (3,6%) 3 (5,4%) 56 (100%)
6bp 1/D 26 (49,1%) 19 (35,8%) 0 (0%) 4(7,5%) 1(1,9%) 0 (0%) 3(5,7%) 53 (100%) 0.022

D/D 4 (25%) 5(31,2%) 0 (0%) 2 (12,5%) 3(18,8%) 0 (0%) 2 (12,5%) 16 (100%) !
Ukupno 48 (38,4%) 46 (36,8%) 1(0,8%) 16 (12,8%) 4(3,2%) 2(1,6%) 8 (6,4%) 125 (100%)
T 3/3 15 (36,6%) 16 (39%) 0 (0%) 6(14,6%) 2 (4,9%) 0 (0%) 2 (4,9%) 41 (100%)
28bp 3/2 23 (42,6%) 18 (33,3%) 0 (0%) 5(9,3%) 3(5,6%) 2(3,7%) 3(5,6%) 54 (100%) 0.752
2/2 10 (32,3%) 12 (38,7%) 1(3,2%) 5(16,1%) 0 (0%) 0 (0%) 3(9,7%) 31 (100%) !
Ukupno 48 (38,1%) 46 (36,5%) 1(0,8%) 16 (12,7%) 5 (4%) 2(1,6%) 8 (6,3%) 126 (100%)
c/C 24 (38,7%) 23 (37,1%) 1(1,6%) 7(11,3%) 1(1,6%) 2(3,2%) 4(6,5%) 62 (100%)
Mg:;R c/T 19 (39,6%) 16 (33,3%) 0 (0%) 7 (14,6%) 4(8,3%) 0 (0%) 2 (4,2%) 48 (100%) 0713
T/T 5(31,2%) 7 (43,8%) 0 (0%) 2(12,5%) 0 (0%) 0 (0%) 2(12,5%) 16 (100%) !
Ukupno 48 (38,1%) 46 (36,5%) 1(0,8%) 16 (12,7%) 5 (4%) 2(1,6%) 8 (6,3%) 126 (100%)
P A/A 24 (40%) 23 (38,3%) 0 (0%) 8 (13,7%) 2(3,3%) 1(1,7%) 2(3,3%) 60 (100%)
1298 A/C 21 (43,8%) 15 (31,2%) 1(2,1%) 7 (14,6%) 1(2,1%) 1(2,1%) 2 (4,2%) 48 (100%) 0370
c/C 2(13,3%) 0 (0%) 0 (0%) 1(6,7%) 1(0,8%) 0 (0%) 4(26,7%) 15 (100%) !
Ukupno 47 (38,2%) 1(0,8%) 1(0,8%) 16 (13%) 3(2,4%) 2(1,6%) 8(6,5%) 123 (100%)
sIE G/G 18 (58,1%) 8 (25,8%) 0 (0%) 5(16,1%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 31 (100%)
19A1 G/A 17 (27,4%) 27 (43,5%) 0 (0%) 9 (14,5%) 2(3,2%) 2(3,2%) 5 (8,1%) 62 (100%) 0240
A/A 12 (40%) 11 (36,7%) 1(3,3%) 2(6,7%) 1(3,3%) 0 (0%) 3 (10%) 30 (100%) !
Ukupno 47 (38,2%) 46 (37,4%) 1(0,8%) 16 (13%) 3(2,4%) 2(1,6%) 8 (6,5%) 123 (100%)
IR A/A 2 (15,4%) 6(46,2%) 0 (0%) 4 (30,8%) 1(7,7%) 0 (0%) 0 (0%) 13 (100%)
680 C/A 25 (49%) 15 (29,4%) 1(2%) 6(11,8%) 1(2%) 0 (0%) 3(5,9%) 51 (100%) 0.205
c/C 19 (34,5%) 24 (43,6%) 0 (0%) 6 (10,9%) 0 (0%) 1(1,8%) 5(9,1%) 55 (100%) !
Ukupno 46 (38,7%) 45 (37,8%) 1(0,8%) 16 (13,4%) 2(1,7%) 1(0,8%) 8 (6,7%) 119 (100%)
DR A/A 22 (35,5%) 24 (38,7%) 1(1,6%) 11(17,7%) 1(1,6%) 1(1,6%) 2(3,2%) 62 (100%)
675 A/G 18 (40%) 15 (33,3%) 0 (0%) 5(11,1%) 1(2,2%) 0 (0%) 6(13,3%) 45 (100%) 0.466
G/G 6 (50%) 6 (50%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 12 (100%) !
Ukupno 46 (38,7%) 45 (37,8%) 1(0,8%) 16 (13,4%) 2(1,7%) 1(0,8%) 8 (6,7%) 119 (100%)
DR T/T 22 (36,1%) 24 (39,3%) 1(1,6%) 10 (16,4%) 1(1,6%) 1(1,6%) 2(3,3%) 61 (100%)
556 T/C 18 (39,1%) 15 (32,6%) 0 (0%) 6 (13%) 1(2,2%) 0 (0%) 6 (13%) 46 (100%) 0613
c/C 6 (50%) 6 (50%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 12 (100%) !
Ukupno 46 (38,7%) 45 (37,8%) 1(0,8%) 16 (13,4%) 2(1,7%) 1(0,8%) 8(6,7%) 119 (100%)
DR A/A 22 (36,1%) 24 (39,3%) 1(1,6%) 10 (16,4%) 1(1,6%) 1(1,6%) 2(3,3%) 61 (100%)
O 0 T T ) om0t oion | om | maomg| 5%
50% 50% b, b, b, b, b, o, !
Ukupno 46 (38,7%) 45 (37,8%) 1(0,8%) 16 (13,4%) 2(1,7%) 1(0,8%) 8 (6,7%) 119 (100%)
IR A/A 15 (34,1%) 21 (47,7%) 0 (0%) 3 (6,8%) 0 (0%) 1(2,3%) 4(9,1%) 44 (100%)
317 A/G 26 (46,4%) 16 (28,6%) 1(1,8%) 8(14,3%) 1(1,8%) 0 (0%) 4(7,1%) 56 (100%) 0.170
G/G 5(26,3%) 8(42,1%) 0 (0%) 5(26,3%) 1(5,3%) 0 (0%) 0 (0%) 19 (100%) !
Ukupno 46 (38,7%) 45 (37,8%) 1(0,8%) 16 (13,4%) 2(1,7%) 1(0,8%) 8 (6,7%) 119 (100%)

58




Tabela 7. Korelacija polimorfizama u ispitivanim genima sa molekularno genetskim

rearanZzmanima

polimorfizmi Molekularna genetika Ve Statisticka
Negativno BCR/ABL MLL/AF4 TEL/AML1 E2A/PBX1 znacajnost (p)
TYMS I/l 41 (61,2%) 4 (6%) 1(1,5%) 17 (25,4%) 4 (6%) 67 (100%)
6bp I/D 40 (66,7%) 3 (5%) 2 (3,3%) 13 (21,7%) 2 (3,3%) 60 (100%) 0.939
D/D 10 (62,5%) 2 (12,5%) 0 (0%) 3(18,8%) 1(6,2%) 16 (100%) ’
Ukupno 91 (63,6%) 9 (6,3%) 3(2,1%) 33(23,1%) 7 (4,9%) 143 (100%)
TYMS 3/3 45 (66,2%) 5(7,4%) 3 (4,4%) 16 (28,6%) 3(4,4%) 68 (100%)
28bp 3/2 32 (57,1%) 4(7,1%) 0 (0%) 5 (27,8%) 4(7,1%) 56 (100%)
2/2 13 (72,2%) 0 (0%) 0 (0%) 3(18,8%) 0 (0%) 18 (100%) 0,467
Ukupno 90 (63,4%) 9 (6,3%) 3(2,1%) 33 (23,2%) 7 (4,9%) 142 (100%)
MTHER c/C 23 (57,5%) 3(7,5%) 0 (0%) 11 (27,5%) 3(7,5%) 40 (100%)
677 C/T 43 (67,2%) 3 (4,7%) 3 (4,7%) 13 (20,3%) 2 (3,1%) 64 (100%) 0753
T/T 24 (63,2%) 3(7,9%) 0 (0%) 9 (23,7%) 2 (5,3%) 38 (100%) ’
Ukupno 90 (63,4%) 9 (6,3%) 3(2,1%) 33(23,2%) 7 (4,9%) 142 (100%)
MTFHR A/A | 43(66,2%) 5 (7,4%) 3 (4,4%) 12 (17,6%) 3 (4,4%) 68 (100%)
1298 A/C | 32(57,1%) 4(7,1%) 0 (0%) 16 (28,6%) 4(7,1%) 56 (100%) 0.279
c/C 13 (72,2%) 0 (0%) 0 (0%) 5(27,8%) 0 (0%) 18 (100%) !
Ukupno 90 (63,4%) 9 (6,3%) 3(2,1%) 33 (23,2%) 7 (4,9%) 142 (100%)
sLC G/G 23 (57,5%) 3(7,5%) 0 (0%) 11 (27,5%) 3(7,5%) 40 (100%)
19A1 G/A 43 (67,2%) 3 (4,7%) 3 (4,7%) 13 (20,3%) 2 (3,1%) 64 (100%) 0978
A/A 24 (63,2%) 3(7,9%) 0 (0%) 9(23,7%) 2 (5,3%) 38 (100%) !
Ukupno 90 (63,4%) 9 (6,3%) 3(2,1%) 33(23,2%) 7 (4,9%) 142 (100%)
OHER A/A 8 (53,3%) 0 (0%) 0 (0%) 5 (33,3%) 2(13,2%) | 15(100%)
680 C/A 43 (68,3%) 3 (4,8%) 2 (3,2%) 12 (19%) 3 (4,8%) 63 (100%) 0571
c/C 38 (62,3%) 5(8,2%) 1(1,6%) 15 (24,6%) 2 (3,3%) 61 (100%) ’
Ukupno 89 (64%) 8 (5,8%) 3(2,2%) 32 (23%) 7 (5%) 139 (100%)
DHER A/A 43 (58,1%) 5 (6,8%) 2 (2,7%) 23 (27%) 4 (5,4%) 74 (100%)
675 A/G | 39(73,6%) 2 (3,8%) 1(1,9%) 9 (17%) 2(3,8%) 53 (100%) 0773
G/G 7 (58,3%) 1(8,3%) 0 (0%) 3 (25%) 1(8,3%) 12 (100%) ’
Ukupno 89 (64%) 8 (5,8%) 3(2,2%) 32 (23%) 7 (5%) 139 (100%)
DHER T/T 43 (58,9%) 5 (6,8%) 2 (2,7%) 19 (26%) 4 (5,5%) 73 (100%)
556 T/C 39 (72,2%) 2(3,7%) 1(1,9%) 10 (18,5%) 2 (3,7%) 54 (100%) 0.859
c/C 7 (58,3%) 1(8,3%) 0 (0%) 3 (25%) 1(8,3%) 12 (100%) ’
Ukupno 89 (64%) 8 (5,8%) 3(2,2%) 32 (23%) 7 (5%) 139 (100%)
OHER A/A | 23(58,3%) 5 (6,9%) 2(2,8%) 19 (26,4%) 4(5,6%) 72 (100%)
164 A/T | 40(72,7%) 2(3,6%) 1(1,8%) 10 (18,2%) 2(3,6%) 55 (100%) 0.817
T/T 7 (58,3%) 1(8,3%) 0 (0%) 3 (25%) 1(8,3%) 12 (100%) ’
Ukupno 89 (64%) 8 (5,8%) 3(2,2%) 32 (23%) 7 (5%) 139 (100%)
DHER A/A 28 (59,6%) 4 (8,5%) 1(2,1%) 13 (27,7%) 1(2,1%) 47 (100%)
317 A/G 48 (68,6%) 3 (4,3%) 1(1,4%) 14 (20%) 4 (5,7%) 70 (100%) 0,580
G/G 13 (59,1%) 1(4,5%) 1(4,5%) 5(22,7%) 2 (9,1%) 22 (100%) ’
Ukupno 89 (64%) 8 (5,8%) 3(2,2%) 32 (23%) 7 (5%) 139 (100%)
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4.5. Korelacija varijanti u ispitivanim genima sa parametrima koji ucestvuju u

proceni odgovora naterapiju

UcCinjeno je poredenje genetiCkih varijanti u odnosu na odgovor na terapiju, u
razli¢itim vremenskim intervalima, $to ukazuje na povezanost polimorfizama sa brzinom
ulaskau CR.

Nije videna asocijacija ispitivanih polimorfizama i odgovora na kortiko-steroidnu
terapiju 8. dana leCenja, Sto je prikazano u Tabeli 8.

Videna je znaCajna korelacija pojedinih polimorfizama sa sporijom kinetikom
blasta 15. dana leCenja, procenjeno morfoloskim pregledom koStane srzi: varijante 6bp
(p=0,037) i 28 bp (p=0,025) u genu za TYMS varijante -680 C>A (p=0,011) i -317 A>G
(p=0,009) u genu za DHFR, 5to je prikazano u Tabeli 9.

Procena odgovora na terapiju 15. dana leCenja, merena protocnom citometrijom,
nije pokazala povezanost saispitivanim polimorfizmima (Tabela 10).

Varijante u ispitivanim genima nisu korelirale sa CR 33. dana terapije,
procenjenom morfoloskim pregledom kostane srzi, Sto je predstavljeno u Tabeli 11.
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Tabela 8. Korelacija polimorfizama u ispitivanim genimai odgovora naterapiju 8. dana

polimorfizmi Odgovor na terapiju 8. dana Wi Statisticka
ABB < 1000 ABB = 1000 znacajnost (p)
TYMS I/l 64 (91,4%) 6 (8.6%) 70 (100%)
- I/D 57 (93,4%) 4 (6,6%) 61 (100%) 0359
D/D 14 (82.4%) 3(17,6%) 17 (100%) ’
Ukupno 135 (91,2%) 13 (8,8%) 148 (100%)
3/3 45 (90%) 5(10%) 50 (100%)
TYMS 3/2 57 (91,9%) 5(8,1%) 62 (100%)
28bp =2 2 0,735
2/2 34 (91,9%) 3(8,1%) 37 (100%)
Ukupno 136 (91,3%) 13 (8,7%) 149 (100%)
MTHER C/C 63 (90%) 7 (10%) 70 (100%)
677 C/T 58 (93,5%) 4 (6,5%) 62 (100%) 0690
T/T 15 (88,2%) 2 (11,8%) 17 (100%) ’
Ukupno 136 (91,3%) 13 (8,7%) 149 (100%)
MTEHR A/A 66 (93%) 5 (7%) 71 (100%)
1298 A/C 52 (91.2%) 5 (8,8%) 57 (100%) 0.440
C/C 15 (83,8%) 3(16,7%) 18 (100%) ’
Ukupno 133 (91,1%) 13 (8,9%) 146 (100%)
G/G 37 (92,5%) 3(7,5%) 40 (100%)
SLC19A1 G/A 60 (89,6%) 7 (10,4%) 67 (100%) 0971
A/A 36 (92,3%) 3(7,7%) 39 (100%) ’
Ukupno 133 (91,1%) 13 (8,9%) 146 (100%)
DHER A/A 14 (93,3%) 1(6,7%) 15 (100%)
620 C/A 62 (96,9%) 2 (3,1%) 64 (100%) 0075
c/c 54 (85,7%) 9 (14,3%) 63 (100%) ’
Ukupno 130 (91,5%) 12 (8,5%) 142 (100%)
DHER A/A 72 (96%) 3 (4%) 75 (100%)
675 A/G 46 (85,2%) 8 (14,8%) 54 (100%) 0082
G/G 12 (92,3%) 1(7,7%) 13 (100%) ’
Ukupno 130 (91,5%) 12 (8,5%) 142 (100%)
DHER T/T 71 (95,9%) 3(4,1%) 74 (100%)
556 T/C 47 (85,5%) 8 (14,5%) 55 (100%) 0090
C/C 12 (92,3%) 1(7,7%) 13 (100%) ’
Ukupno 130 (91.5%) 12 (8,5%) 142 (100%)
DHER A/A 70 (95,9%) 3(4,1%) 73 (100%)
464 A/T 48 (85,7%) 8 (14,3%) 56 (100%) 0100
T/T 12 (92,3%) 1(7,7%) 13 (100%) ’
Ukupno 130 (91.5%) 12 (8,5%) 142 (100%)
DHER A/A 42 (85,7%) 7 (14,3%) 49 (100%)
317 A/G 67 (94,4%) 4 (5,6%) 71 (100%) 0089
G/G 21 (95,5%) 1(4,5%) 22 (100%) ’
Ukupno 130 (91,5) 12 (8,5%) 142 (100%)
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Tabela 9. Korelacija polimorfizama u ispitivanim genima sa mijelogramom 15. dana

polimorfizmi Odgovor na terapiju 15. dana Ukubno Statisticka
M1 M2 M3 P znacajnost (p)
1/l 55 (78,6%) 14 (20%) 1(1,4%) 70 (100%)
TYMS
6b I/D 52 (85,2%) 8(13,1%) 1(1,6%) 61 (100%) 0.037
2 D/D 13 (76,5%) 1(5,9%) 3(17,6%) 17 (100%) ’
Ukupno 120 (81,1%) | 23(15,5%) 5(3,4%) 148 (100%)
TYMS 3/3 42 (84%) 4 (8%) 4 (8%) 50 (100%)
>8b 3/2 50 (80,6%) 11 (17,7%) 1(1,6%) 62 (100%) 0.025
2 2/2 29 (78,4%) 8 (21,6%) 0 (0%) 37 (100%) ’
Ukupno 121 (81,2%) | 23(15,4%) 5(3,4%) 149 (100%)
MTHER C/C 54 (77,1%) 14 (20%) 2 (2,9%) 70 (100%)
677 C/T 51 (82,3%) 8(12,9%) 3 (4,8%) 62 (100%) 0279
T/T 16 (94,1%) 1(5,8%) 0 (0%) 17 (100%) ’
Ukupno 121 (81,2%) | 23(15,4%) 5(3,4%) 149 (100%)
T A/A 60 (84,5%) 8(11,3%) 3 (4,2%) 71 (100%)
1298 A/C 44 (77,2%) | 12 (21,1%) 1(1,8%) 57 (100%) 0.456
C/C 14 (77,8%) 3(16,7%) 1(5,6%) 18 (100%) ’
Ukupno 118 (80,8%) | 23 (15,8%) 5(3,4%) 146 (100%)
G/G 33 (82,5%) 5(12,5%) 2 (5%) 40 (100%)
SLC19A1 G/A 54 (80,6%) 11 (16,4%) 2 (3%) 67 (100%) 0.692
A/A 31(79,5%) 7 (17,9%) 1(2,6%) 39 (100%) ’
Ukupno 118 (80,8%) | 23 (15,8%) 5(3,4%) 146 (100%)
e A/A 14 (93,3%) 1(6,7%) 0 (0%) 15 (100%)
680 C/A 57 (89,1%) 5(7,8%) 2 (3,1%) 64 (100%) 0.011
C/C 44 (69,8%) 16 (25,4%) 3 (4,8%) 63 (100%) ’
Ukupno 115 (81%) | 22(15,5%) 5(3,5%) | 142 (100%)
e A/A 64 (85,3%) 10 (13,3%) 1(1,3%) 75 (100%)
675 A/G 41 (75,9%) 10 (18,5%) 3 (5,6%) 54 (100%) 0995
G/G 10 (76,9%) 2 (15,4%) 1(7,7%) 13 (100%) ’
Ukupno 115 (81%) 22 (15,5%) 5(3,5%) 142 (100%)
DHER T/T 64 (86,5%) 9(12,2%) 1(1,4%) 74 (100%)
556 T/C 41 (74,5%) 11 (20%) 3 (5,5%) 55 (100%) 0.170
C/C 10 (76,9%) 2 (15,4%) 1(7,7%) 13 (100%) ’
Ukupno 115 (81%) 22 (15,5%) 5(3,5%) 142 (100%)
DHER A/A 63 (86,3%) 9(12,3%) 1(1,4%) 73 (100%)
464 A/T 42 (75%) 11 (19,6%) 3(5,4%) 56 (100%) 0.190
T/T 10 (76,9%) 2 (15,4%) 1(7,7%) 13 (100%) ’
Ukupno 115 (81%) 22 (15,5%) 5(3,5%) 142 (100%)
DHER A/A 33(67,3%) 12 (24,5%) 4 (8,2%) 49 (100%)
317 A/G 62 (87,3%) 8(11,3%) 1(1,4%) 71 (100%) 0.009
G/G 20(90,9%) 2 (9,1%) 0 (0%) 22 (100%) ’
Ukupno 115 (81%) 22 (15,5%) 5(3,5%) 142 (100%)
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Tabela 10. Korelacija polimorfizama u svim ispitivanim genimasa MRD 15. dana

leCenja
polimorfizmi MRD 15. dana Ukubno Statisticka
<0,1% 0,1-10% >10% P znacajnost (p)
I/l 2 (12,5%) 13 (81,2%) 1(6,2%) 16 (100%)
TYMS
&b I/D 3(23,1%) 9 (69,2%) 1(7,7%) 13 (100%) 0.438
P D/D 0 (0%) 5(71,4%) 2 (28,6%) 7 (100%) ’
Ukupno 5(13,9%) 27 (75%) 4 (11,1%) 36 (100%)
T 3/3 2 (18,2%) 7 (63,6%) 2 (18,2%) 11 (100%)
28bp 3/2 1(5,9%) 14 (82,3%) 2 (11,8%) 17 (100%) 0.488
2/2 2 (25%) 6 (75%) 0 (0%) 8 (100%) ’
Ukupno 5 (13,9%) 27 (75%) 4(11,1%) 36 (100%)
MTHER c/C 2 (11,8%) 12 (70,6%) 3(17,6%) 17 (100%)
e c/T 2 (13,3%) 12 (80%) 1(6,7%) 15 (100%) 0.448
T/T 1 (25%) 3 (75%) 0 (0%) 4 (100%) ’
Ukupno 5 (13,9%) 27 (75%) 4(11,1%) 36 (100%)
MTEHR A/A 3 (16,7%) 14 (77,8%) 1(5,6%) 18 (100%)
5 A/C 2 (15,4%) 10 (76,9%) 1(7,7%) 13 (100%) 0.256
c/C 0 (0%) 3 (60%) 2 (40%) 5 (100%) ’
Ukupno 5 (13,9%) 27 (75%) 4(11,1%) 36 (100%)
G/G 1(9,1%) 7 (63,6%) 3(27,3%) 11 (100%)
SLC19A1 G/A 2 (12,5%) 14 (87,5%) 0 (0%) 16 (100%) 0,354
A/A 2 (22,2%) 6 (66,7%) 1(11,1%) 9 (100%) ’
Ukupno 5 (13,9%) 27 (75%) 4(11,1%) 36 (100%)
S A/A 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%) 1 (100%)
C/A 2 (12,5%) 12 (75%) 2 (12,5%) 16 (100%)
680
c/C 3(15,8%) 14 (73,7%) 2 (10,5%) 19 (100%) 0,926
Ukupno 5(13,9%) 27 (75%) 4 (11,1%) 36 (100%)
S A/A 5 (26,3%) 12 (63,2%) 2 (10,5%) 19 (100%)
p A/G 0 (0%) 11 (91,7%) 1(8,3%) 12 (100%) 0.098
G/G 0 (0%) 4 (80%) 1 (20%) 5 (100%) ’
Ukupno 5(13,9%) 27 (75%) 4 (11,1%) 36 (100%)
S T/T 5(27,8%) 11 (61,1%) 2 (11,1%) 18 (100%)
- T/C 0 (0%) 12 (92,3%) 1(7,7%) 13 (100%) 0.077
c/C 0 (0%) 4 (80%) 1 (20%) 5 (100%) ’
Ukupno 5(13,9%) 27 (75%) 4 (11,1%) 36 (100%)
S A/A 5(27,8%) 11 (61,1%) 2 (11,1%) 18 (100%)
fen A/T 0 (0%) 12 (92,3%) 1(7,7%) 13 (100%) 0.077
T/T 0 (0%) 4 (80%) 1 (20%) 5 (100%) ’
Ukupno 5 (13,9%) 27 (75%) 4(11,1%) 36 (100%)
DHER A/A 2 (11,2%) 13 (72,2%) 3 (16,6%) 18 (100%)
e A/G 2 (15,4%) 11 (84,6%) 0 (0%) 13 (100%) 0394
G/G 1 (20%) 3 (60%) 1 (20%) 5 (100%) ’
Ukupno 5 (13,9%) 27 (75%) 4(11,1%) 36 (100%)
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Tabela 11. Korelacija polimorfizama u ispitivanim genima sa mijelogramom 33. dana

polimorfizmi Odgo“\;lolr na terapiju 3|3|.3dana Wi Znit;:jlzgzl':?p)
TYMS I/l 70 (100%) 0 (0%) 70 (100%)
ooy o | teisaty | isew | ilove | 0%
,170 ,9/ ()
Ukupno 147 (99,3%) 1(0,7%) 148 (100%)
TYMS 3/3 49 (98%) 1 (2%) 50 (100%)
28bp 3/2 62 (100%) 0 (0%) 62 (100%) 0219
2/2 37 (100%) 0 (0%) 37 (100%) ’
Ukupno 148 (99,3%) 1(0,7%) 149 (100%)
MTHER C/C 70 (100%) 0 (0%) 70 (100%)
677 C/T 61 (98,4%) 1(1,6%) 62 (100%) 0.497
T/T 17 (100%) 0 (0%) 17 (100%) ’
Ukupno 148 (99,3%) 1(0,7%) 149 (100%)
T A/A 70 (98,6%) 1(1,4%) 71 (100%)
1298 A/C 57 (100%) 0 (0%) 57 (100%) 0.327
C/C 18 (100%) 0 (0%) 18 (100%) ’
Ukupno 145 (99,3%) 1(0,7%) 146 (100%)
G/G 39 (97,5%) 1(2,5%) 40 (100%)
SLC19A1 G/A 67 (100%) 0 (0%) 67 (100%) 0.176
A/A 39 (100%) 0 (0%) 39 (100%) ’
Ukupno 145 (99,3%) 1(0,7%) 146 (100%)
e A/A 15 (100%) 0 (0%) 15 (100%)
680 C/A 64 (100%) 0 (0%) 64 (100%) 0.287
C/C 62 (98,4%) 1(1,6%) 63 (100%) ’
Ukupno 141 (99,3%) 1(0,7%) 142 (100%)
DHER A/A 74 (98,7%) 1(1,3%) 75 (100%)
675 A/G 54 (100%) 0 (0%) 54 (100%) 0.360
G/G 13 (100%) 0 (0%) 13 (100%) ’
Ukupno 141 (99,3%) 1(0,7%) 142 (100%)
DHER T/T 73 (98,6%) 1(1,4%) 74 (100%)
556 T/C 55 (100%) 0 (0%) 55 (100%) 0.354
C/C 13 (100%) 0 (0%) 15 (100%) ’
Ukupno 141 (99,3%) 1(0,7%) 142 (100%)
DHER A/A 72 (98,6%) 1(1,4%) 73 (100%)
464 A/T 56 (100%) 0 (0%) 56 (100%) 0347
T/T 13 (100%) 0 (0%) 13 (100%) ’
Ukupno 141 (99,3%) 1(0,7%) 142 (100%)
DHER A/A 48 (98%) 1 (2%) 49 (100%)
317 A/G 71 (100%) 0 (0%) 71 (100%) 0213
G/G 22 (100%) 0 (0%) 22 (100%) ’
Ukupno 141 (99,3%) 1(0,7%) 142 (100%)




4.6. Analiza genetickih varijacija potencijalno vaznih za toksi¢nost MTX

Navedeni inicijalni prognosticki faktori, kao i parametri procene odgovora na
terapiju, nezavisno utiCu na ishod dece obolele od ALL. UcCinjena korelacija je pokazala
dali i u kojoj meri ispitivane genetiCke varijante doprinose vec etabliranoj stratifikaciji
rizika. Medutim, detekcija polimorfizma nije mora biti dovoljna. Za predvidanje
odgovora na terapiju, pored detekcije pojedinaCnih varijacija u genu, moze biti vazno
koje genetiCke varijante pacijent nosi na svakom od pojedinacnih hromozoma. 1z tog
razloga je istrazeno da li se neke genetiCke varijacije nalaze u gametskoj neravnotezi
vezanosti (engl. Linkage disequilibrium — LD). U genima TYMS MTHFR i DHFR
izuCavano je viSe od jedne genetiCke varijacije. Odredene su ucestalosti najcescih
haplotipova, kao i jaCina veze izmedu genetiCkih varijanti. Na Tabeli 12 su prikazana 4

najceS¢a haplotipa (H1 — H4).

Tabela 12. Ucestalosti haplotipova u genima TYMS MTHFR i DHFR

TYMS* H1 H2 H3 H4
Broj ponovakau
5UTR-u 2 3 3 2
Indel u3'UTR-u Ins Ins D€l D€l
UcCestalost 36.3% 304% 246% 8.2%
MTHFR H1 H2 H3 H4
c.677 C>T C T C T
c.1298 A>C A A C C
Ucestalost 40.2% 304% 283% 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
UcCestalost 324% 31.6% 71% 26.1%
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U genu TYMS e 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 najja¢a asocijacija izmedu -680
C>A i -317 A>G (r’=0.69) sajedne 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. Detekcija genetickih varijacija potencijalno

vaznih za odgovor naterapiju MTX je prikazana na Slici 5.
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Slika 5. Detekcija genetickih varijacija potencijalno vaznih za odgovor naterapiju MTX.
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 c¢.677 C>T PCR-RFLP metodom; (D)
detekcija MTHFRc.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 oznaceno 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.

4.7. Distribucija pacijenata prema razlicitom modalitetu ter apije metotreksatom

Kao $to je u uvodu navedeno i prikazano u poglavlju materijal i metode, pacijenti
se u odnosu na brojne parametre dele na one koji primaju MTX u dozi od 2 g/m?i 5 g/m?
u fazi konsolidacije. Protokol mM (MTX u dozi od 2 g/m?) je primalo 109 dece (68,3%),
protokol M (MTX u dozi od 5 g/m?) je ordiniran u 31 deteta (19,3%), dok je na terapiji
HR blokovima (MTX u dozi od 5 g/m? uz druge citostatske agense) bilo 21 dete
(12,4%). Na Grafikonu 13 je prikazana distribucija dece obolele od ALL u odnosu na
primenjen terapijski modalitet.

B mi
|

HR

Grafikon 13. Distribucija ispitanika u odnosu na primenjenu granu lecenja
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4.8. Distribucija pacijenata u odnosu na ukupno ispoljenu toksi¢nost tokom terapije
metotreksatom

Ukupna toksi¢nost podrazumeva sve terapijske modalitete MTX, bez obzira na
dozni rezim, kao i sve vrste toksi¢nosti, Cija je detekcija obuhvaéena ovom studijom.
Pokazano je da je viSe od 2/3 dece (112/161) ispoljilo zbirne neZeljene efekte primene
MTX (p<0,0001), Sto je predstavljeno na Grafikonu 14.

HDa

HMe

p<0,0001

Grafikon 14. Distribucijaispitanika u odnosu na ukupno ispoljenu toksi¢nost

Ucinjena je korelacija ukupne toksi¢nosti sa polom i pokazano je da su decaci
znacajno ceSce (p<0,0001) razvili nezeljene efekte tokom primene MTX (121/161), Sto je

predstavljeno na Grafikonu 15.
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Grafikon 15. Distribucija ispitanika po polu u odnosu na ukupnu toksi¢nost
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Ukupna toksicnost je podeljena na kliniCku i laboratorijsku i pokazano je da je
ukupnoj toksicnosti doprinela klinicka (96/161), koja se statistiCki znaCajno CeSce
(p=0,0009) manifestovala od laboratorijske (44/161). Podela toksicnosti je predstavljena
na Grafikonu 16.
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Grafikon 16. Distribucija ispitanika u odnosu na toksi¢nost MTX

Distribucija bolesnika u odnosu na grupe uzrasta je pratila i pojava toksicnosti
MTX, Sto se nije pokazalo statisticki znaCajnim (Grafikon 17).
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Grafikon 17. Distribucija ispitanika po uzrastu u odnosu na toksi¢nost MTX
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Obzirom da je doza MTX u protokolu mM znacajno niza od protokola M, Cetiri
ciklusa terapije tokom primene 2 g/m? su prikazana zbirno, dok je primena &etiri ciklusa
MTX u dozi od 5 g/m? predstavljena pojedinaéno. Nagin sumiranja toksi¢nosti je jasno
determinisan u oba primenjena terapijska protokol a.

Tokom Ccetiri ciklusa u protokolu mM je zabeleZena statisticki znaCajnija ukupna
toksicnost MTX (p<0,0001) u odnosu na pojedinacne cikluse u protokolu M, Sto je

predstavljeno na Grafikonu 18.
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Grafikon 18. Distribucija ispitanika u odnosu na ukupnu toksicnost MTX prema

razlicitim doznim rezimima

Kod ponavljanih ekspozicija MTX, dokazano je da je stariji uzrast statisticki
znaCajno CeSce (p=0,041) ispoljio ukupnu toksicnosti, sa prosekom od 10 godina, Sto je
prikazano na Grafikonu 19. Poslednji (Cetvrti) ciklus MTX je korelirao sa pove¢anom

toksi¢noS¢u u ovoj uzrastnoj grupi.

70



19

mhl 1. M 2. M 2 M 4. M

Grafikon 19. Korelacija prosecnog uzrasta u odnosu na toksi¢nost ponavljanih ciklusa
MTX

4.9. Korelacija polimorfizama u ispitivanim genima sa ukupnom toksi¢nos¢u MTX

Ukupna toksicnost je uporedena sa prisustvom varijanti u ispitivanim genima i
nije videna statistiCka znaCajnost, $to je predstavljeno u Tabeli 13. Kada je ukupna
toksi¢nosti podeljena na klinicku i laboratorijsku, takode nije videna korelacija sa
varijantama u ispitivanim genima (Tabela 14 i Tabela 15).

Medutim, kada su se detektovani polimorfizmi uporedili sa razliitim doznim
rezimom MTX, pokazano je da se tokom primene protokola mM izdvojila varijanta c.677
T/T u genu za MTHFR koja je imala protektivni karakter. Naime, deca sa tim
polimorfizmom su znacajno rede ispoljila nezeljene efekte terapije (p=0,041) u odnosu na
drugu varijantu u istom genu, kao i na varijante u ostalim ispitivanim genima, Sto je
predstavljeno u Tabeli 16.

Tokom prvog ciklusaMTX (1. M) u protokolu M nije videna korelacija ispitanih
polimorfizama sa pojavom toksicnosti (Tabela 17), medutim tokom primene 2. M je
videna asocijacija gena SLC19A1 sa ispoljenom toksi¢noS¢u: varijanta ¢.80 G/G je
pokazala protektivan karakter, dok su deca sa varijantom ¢.80 A/A znaCajno CeSCe

ispoljila nezeljene efekte MTX (p=0,028), Sto je pokazano u Tabeli 18. IstraZeni
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polimorfizmi nisu znacajno ucestvovali u ispoljavanju toksicnosti tokom ciklusa 3. M
(Tabela19) i 4. M u protokolu M (Tabela 20).
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Tabela 13. Korelacija polimorfizama u ispitivanim genima sa ukupnom toksi¢noscu

MTX
polimorfizmi Ukupna toksi¢nost Wi Stvat.istiéka
Da Ne znacajnost (p)
1/l 46 (65,7%) 24 (34,3%) 70 (100% )
TYMS 6bp I/D 43 (70,5%) 18 (29,5%) 61 (100%) 0190
D/D 15 (88,2%) 2 (11,8%) 17 (100%) ’
Ukupno 104 (70,3%) 44 (29,7%) 148 (100%)
3/3 37 (74%) 13 (26%) 50 (100% )
TYMS 28bp 3/2 39 (62,9%) 23 (37,1%) 62 (100%) 0210
2/2 29 (78,4%) 8 (21,6%) 37 (100%) ’
Ukupno 105 (70,5%) | 44 (29,5%) 149 (100%)
c/C 50 (71,4%) 20 (28,6%) 70 (100% )
MTHFR 677 c/T 47 (75,8%) 15 (24,2%) 62 (100%) 0.069
/T 8 (47,1%) 9 (52,9%) 17 (100%) ’
Ukupno 105 (70,5%) | 44 (29,5%) 149 (100%)
A/A 47 (66,2%) 24 (33,8%) 71 (100% )
MTHFR 1208 A/C 45 (78,9%) 12 (21,1%) 57 (100%) 0.109
C/C 10 (55,6%) 8 (44,4%) 18 (100%) ’
Ukupno 102 (69,9%) | 44 (30,1%) 146 (100%)
G/G 28 (70%) 12 (30%) 40 (100% )
RFC 80 G/A 45 (70%) 22 (32,8%) 67 (100%) 0738
A/A 29 (74,4%) 10 (25,6%) 39 (100%) ’
Ukupno 102 (69,9%) | 44 (30,1%) 146 (100%)
A/A 7 (46,7%) 8(53,3%) 15 (100% )
DHFR 680 C/A 49 (76,6%) 15 (23,4%) 64 (100%) 0072
C/C 43 (68,3%) 20 (31,7%) 63 (100%) ’
Ukupno 99 (69,7%) 43 (30,3%) 142 (100%)
A/A 52 (69,3%) 23 (30,7%) 75 (100% )
DHFR 675 A/G 37 (68,5%) 17 (31,5%) 54 (100%) 0835
G/G 10 (76,9%) 3(23,1%) 13 (100%) ’
Ukupno 99 (69,7%) 43 (30,3%) 142 (100%)
T/T 51 (68,9%) 23 (31,1) 74 (100% )
DHFR 556 T/C 38 (69,1%) 17 (30,9%) 55 (100%) 0838
C/C 10 (76,9%) 3(23,1%) 13 (100%) ’
Ukupno 99 (69,7%) 43 (30,3%) 142 (100%)
A/A 51 (69,9%) 22 (30,1) 73 (100% )
DHFR 464 A/T 38 (67,9%) 18 (32,1%) 56 (100%) 0814
T/T 10 (76,9%) 3(23,1%) 13 (100%) ’
Ukupno 99 (69,7%) 43 (30,3%) 142 (100%)
A/A 36 (73,5%) 13 (26,5) 49 (100% )
DHFR 317 A/G 51 (71,8%) 20 (28,2%) 71 (100%) 0.237
G/G 12 (54,5%) 10 (45,5%) 22 (100%) ’
Ukupno 99 (69,7%) 43 (30,3%) 142 (100%)
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Tabela 14. Korelacija polimorfizama u ispitivanim genima sa klinickom toksi¢noscu

MTX
. . Klinicka toksi¢nost Statisticka
Polimorfizmi Ukupno Y .
Da Ne znacajnost (p)
I/l 32 (45,7%) 38 (54,3%) 70 (100%)
TYMS 6bp I/D 22 (36,1%) 39 (63,9%) 61 (100%) 0343
D/D 5(29,4%) 12 (70,6%) 17 (100%) ’
Ukupno 59 (39,9%) 89 (60,1%) 148 (100%)
3/3 20 (40%) 30 (60%) 50 (100%)
TYMS 28bp 3/2 27 (43,5%) 35 (56,5%) 62 (100%) 0548
2/2 12 (32,4%) 25 (67,6%) 37 (100%) ’
Ukupno 59 (39,6%) 90 (60,4%) 149 (100%)
C/C 28 (40%) 42 (60%) 70 (100%)
MTHFR 677 C/T 22 (35,5%) 40 (64,5%) 62 (100%) 0426
T/T 9(52,9%) 8 (47,1%) 17 (100%) ’
Ukupno 59 (39,6%) 90 (60,4%) 149 (100%)
A/A 30 (42,3%) 41 (57,7%) 71 (100%)
MTHFR 1208 A/C 19 (33,3%) 38 (66,7%) 57 (100%) 0228
C/C 10 (55,6%) 8 (44,4%) 18 (100%) ’
Ukupno 59 (40,4%) 87 (59,6%) 146 (100%)
G/G 18 (45%) 22 (55%) 40 (100%)
RFC 80 G/A 24 (35,8%) 43 (64,2%) 67 (100%) 0577
A/A 17 (43,6%) 22 (56,4%) 39 (100%) ’
Ukupno 59 (40,4%) 87 (59,6%) 146 (100%)
A/A 8 (53,3%) 7 (46,7%) 15 (100%)
DHFR 680 C/A 23 (35,9%) 41 (64,1%) 64 (100%) 0451
C/C 26 (41,3%) 37 (58,7%) 63 (100%) ’
Ukupno 57 (40,1%) 85 (59,9%) 142 (100%)
A/A 30 (40%) 45 (60%) 75 (100%)
DHFR 675 A/G 21 (38,9%) 33 (61,1%) 54 (100%) 0.891
G/G 6 (46,2%) 7 (53,8%) 13 (100%) ’
Ukupno 57 (40,1%) 85 (59,9%) 142 (100%)
/T 29 (39,2%) 45 (60,8%) 74 (100%)
DHFR 556 T/C 22 (40%) 33 (60%) 55 (100%) 0.894
C/C 6 (46,2%) 7 (53,8%) 13 (100%) ’
Ukupno 57 (40,1%) 85 (59,9%) 142 (100%)
A/A 28 (38,4%) 45 (61,6%) 73 (100%)
DHFR 464 A/T 23 (41,1%) 33 (58,9%) 56 (100%) 0855
T/T 6 (46,2%) 7 (53,8%) 13 (100%) ’
Ukupno 57 (40,1%) 85 (59,9%) 142 (100%)
A/A 18 (36,7%) 31 (63,3%) 49 (100%)
DHFR 317 A/G 28 (39,4%) 43 (60,6%) 71 (100%) 0565
G/G 11 (50%) 11 (50%) 22 (100%) ’
Ukupno 57 (40,1%) 85 (59,9%) 142 (100%)
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Tabela 15. Koreacija polimorfizama u ispitivanim
toksicnoScu MTX

genima sa laboratorijskom

. L. Laboratorijska toksi¢nost Statisticka
Polimorfizmi Ukupno Y .
Da Ne znacajnost (p)
1/l 51(72,9%) 19 (27,1) 70 (100%)
TYMS 6bp I/D 45 (73,8%) 16 (26,2%) 61 (100%) 0219
D/D 9 (52,9%) 8 (47,1%) 17 (100%) !
Ukupno 105 (70,9%) 43 (29,1%) 148 (100%)
3/3 34 (68%) 16 (32%) 50 (100%)
TYMS 28bp 3/2 47 (75,8%) 15 (24,2%) 62 (100%) 0569
2/2 25 (67,6%) 12 (32,4%) 37 (100%) !
Ukupno 106 (71,1%) 43 (28,9%) 149 (100%)
c/C 50 (71,4%) 20 (28,6%) 70 (100%)
MTHFR 677 C/T 41 (66,1%) 21 (33,9%) 62 (100%) 0204
T/T 15 (88,2%) 2(11,8%) 17 (100%) !
Ukupno 106 (71,1%) 43 (28,9%) 149 (100%)
A/A 52 (73,2%) 19 (26,8%) 71 (100%)
MTHFR 1208 A/C 40 (70,2%) 17 (29,8%) 57 (100%) 0838
c/C 12 (66,7%) 6 (33,3%) 18 (100%) ’
Ukupno 104 (71,2%) | 42 (28,8%) 146 (100%)
G/G 27 (67,5%) 13 (32,5%) 40 (100%)
RFC 80 G/A 51 (76,1%) 16 (23,9%) 67 (100%) 0.484
A/A 26 (66,7%) 13 (33,3%) 39 (100%) ’
Ukupno 104 (71,2%) | 42 (28,8%) 146 (100%)
A/A 12 (80%) 3 (20%) 15 (100%)
DHFR 680 C/A 43 (67,2%) 21 (32,8%) 64 (100%) 0.493
c/C 47 (74,6%) 16 (25,4%) 63 (100%) ’
Ukupno 102 (71,8%) | 40 (28,2%) 142 (100%)
A/A 53 (70,7%) 22 (29,3%) 75 (100%)
DHFR 675 A/G 39 (72,2%) 15 (27,8%) 54 (100%) 0.895
G/G 10 (76,9%) 3(23,1%) 13 (100%) ’
Ukupno 102 (71,8%) | 40 (28,2%) 142 (100%)
/T 52 (70,3%) 22 (29,7%) 74 (100%)
DHFR 556 T/C 40 (72,7%) 15 (27,3%) 55 (100%) 0.870
c/C 10 (76,9%) 3(23,1%) 13 (100%) !
Ukupno 102 (71,8%) 40 (28,2%) 142 (100%)
A/A 51 (69,9%) 22 (30,1%) 73 (100%)
DHFR 464 A/T 41 (73,2%) 15 (26,8%) 56 (100%) 0836
T/T 10 (76,9%) 3(23,1%) 13 (100%) !
Ukupno 102 (71,8%) 40 (28,2%) 142 (100%)
A/A 37 (75,5%) 12 (24,5%) 49 (100%)
DHFR 317 A/G 48 (67,6%) 23 (32,4%) 71 (100%) 0528
G/G 17 (77,3%) 5(22,7%) 22 (100%) !
Ukupno 102 (71,8%) 40 (28,2%) 142 (100%)
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Tabela 16. Korelacija ukupne toksicnosti i ispitivanih polimorfizama tokom primene

protokolamM

. . mM — ukupna toksi¢nost Statisticka
Polimorfizmi Ukupno . .
Da Ne znacajnost (p)
I/l 28 (59,6%) 19 (40,4%) 47 (100%)
TYMS 6bp I/D 31 (66%) 16 (34%) 47 (100%) 0 543
D/D 7 (77,8%) 2 (22,2%) 9 (100%) ’
Ukupno 66 (64,1%) 37 (35,9%) 103 (100%)
3/3 25 (65,8%) 13 (34,2%) 38 (100%)
TYMS 28bp 3/2 23 (57,5%) 17 (42,5%) 40 (100%) 0424
2/2 19 (73,1%) 7 (26,9%) 26 (100%) ’
Ukupno 67 (64,4%) 37 (35,6%) 104 (100%)
c/C 31 (64,6%) 17 (35,4%) 48 (100%)
MTHFR 677 c/T 32 (72,7%) 12 (27,3%) 44 (100%) 0.041
/T 4 (33,3%) 8 (66,7%) 12 (100%) ’
Ukupno 67 (64,4%) 37 (35,6%) 104 (100%)
A/A 28 (57,1%) 21 (42,9%) 49 (100%)
MTHFR 1208 A/C 31(72,1%) 12 (27,9%) 43 (100%) 0292
c/C 5 (55,6%) 4 (44,4%) 9 (100%) !
Ukupno 64 (63,4%) 37 (36,9%) 101 (100%)
G/G 19 (65,5%) 10 (34,5%) 29 (100%)
RFC 80 G/A 26 (59,1%) 18 (40,9%) 44 (100%) 0723
A/A 19 (67,9%) 9 (32,1%) 28 (100%) !
Ukupno 64 (63,4%) 37 (36,6%) 101 (100%)
A/A 6 (50%) 6 (50%) 12 (100%)
DHFR 680 C/A 35(72,9%) 13 (27,1%) 48 (100%) 0192
c/C 22 (57,9%) 16 (42,1%) 38 (100%) !
Ukupno 63 (64,3%) 35(35,7%) 98 (100%)
A/A 36 (65,5%) 19 (34,5) 55 (100%)
DHFR 675 A/G 20 (60,6%) 13 (39,4%) 33 (100%) 0831
G/G 7 (70%) 3 (30%) 10 (100%) !
Ukupno 63 (64,3%) 35(35,7%) 98 (100%)
/T 36 (65,5%) 19 (34,5%) 55 (100%)
DHFR 556 T/C 20 (60,6%) 13 (39,4%) 33 (100%) 0831
c/C 7 (70%) 3 (30%) 10 (100%) ’
Ukupno 63 (64,3%) 35(35,7%) 98 (100%)
A/A 36 (66,7%) 18 (33,3%) 54 (100%)
DHFR 464 A/T 20 (58,8%) 14 (41,2%) 34 (100%) 0.699
/T 7 (70%) 3 (30%) 10 (100%) ’
Ukupno 63 (64,3%) 35 (35,7%) 98 (100%)
A/A 19 (65,5%) 10 (34,5%) 29 (100%)
DHFR 317 A/G 36 (67,9%) 17 (32,1%) 53 (100%) 0.417
G/G 8 (50%) 8 (50%) 16 (100%) ’
Ukupno 63 (64,3%) 35 (35,7%) 98 (100%)
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Tabela 17. Korelacija ukupne toksicnosti i ispitivanih polimorfizama tokom primene 1.

M ciklusa u protokolu M

. o 1. M — ukupna toksi¢nost Statisticka
Polimorfizmi Ukupno ..
Da Ne znacajnost (p)
I/l 5(33,3%) 10 (66,7%) 15 (100%)
TYMS 6bp I/D 4 (50%) 4 (50%) 8 (100%) 0259
D/D 3 (60%) 2 (40%) 5 (100%) ’
Ukupno 12 (42,9%) 16 (57,1%) 28 (100%)
3/3 4 (66,7%) 2 (33,3%) 6 (100%)
TYMS 28bp 3/2 3(23,1%) 10 (76,9%) 13 (100%) 0960
2/2 5 (55,6%) 4 (44,4%) 9 (100%) ’
Ukupno 12 (42,9%) 16 (57,1%) 28 (100%)
C/C 5(38,5%) 8 (61,5%) 13 (100%)
MTHFR 677 C/T 6 (50%) 6 (50%) 12 (100%) 0798
T/T 1(33,3%) 2 (66,7%) 3 (100%) ’
Ukupno 12 (42,9%) 16 (57,1%) 28 (100%)
A/A 7 (50%) 7 (50%) 14 (100%)
MTHFR 1298 A/C 3(37,5%) 5(62,5%) 8 (100%) 0448
C/C 2 (33,3%) 4 (66,7%) 6 (100%) ’
Ukupno 12 (42,9%) 16 (57,1%) 28 (100%)
G/G 1(14,3%) 6 (85,7%) 7 (100%)
SLC19A1 G/A 7 (50%) 7 (50%) 14 (100%) 0112
A/A 4 (57,1%) 3 (42,9%) 7 (100%) ’
Ukupno 12 (42,9%) 16 (57,1%) 28 (100%)
A/A 1 (50%) 1 (50%) 2 (100%)
DHFR 680 C/A 3 (30%) 7 (70%) 10 (100%) 0.458
c/c 8 (50%) 8 (50%) 16 (100%) ’
Ukupno 12 (42,9%) 16 (57,1%) 28 (100%)
A/A 4 (30,8%) 9 (69,2%) 13 (100%)
DHFR 675 A/G 8 (61,5%) 5 (38,5%) 13 (100%) 0.468
G/G 0 (0%) 2 (100%) 2 (100%) ’
Ukupno 12 (42,9%) 16 (57,1%) 28 (100%)
/T 4 (33,3%) 8 (66,7%) 12 (100%)
DHFR 556 T/C 8 (57,1%) 6 (42,9%) 14 (100%) 0677
C/C 0 (0%) 2 (100%) 2 (100%) ’
Ukupno 12 (42,9%) 16 (57,1%) 28 (100%)
A/A 4 (33,3%) 8 (66,7%) 12 (100%)
DHFR 464 A/T 8 (57,1%) 6(42,9%) 14 (100%) 0677
T/T 0 (0%) 2 (100%) 2 (100%) ’
Ukupno 12 (42,9%) 16 (57,1%) 28 (100%)
A/A 5(41,7%) 7 (58,3%) 12 (100%)
DHFR 317 A/G 5(38,5%) 8 (61,5%) 13 (100%) 0701
G/G 2 (66,7%) 1(33,3%) 3 (100%) ’
Ukupno 12 (42,9%) 16 (57,1%) 28 (100%)
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Tabela 18. Korelacija ukupne toksicnosti i ispitivanih polimorfizama tokom primene 2.

M ciklusa u protokolu M

. o 2. M — ukupna toksi¢nost Statisticka
Polimorfizmi Ukupno Y .
Da Ne znacajnost (p)
I/l 9 (60%) 6 (40%) 15 (100%)
TYMS 6bp I/D 5(62,5%) 3(37,5%) 8 (100%) 0508
D/D 4 (80%) 1(20%) 5 (100%) ’
Ukupno 18 (64,3%) 10 (35,7%) 28 (100%)
3/3 3 (50%) 3 (50%) 6 (100%)
TYMS 28bp 3/2 9 (69,2%) 4 (30,8%) 13 (100%) 0587
2/2 6 (66,7%) 3(33,3%) 9 (100%) ’
Ukupno 18 (64,3%) 10 (35,7%) 28 (100%)
C/C 8 (61,5%) 5(38,5%) 13 (100%)
MTHFR 677 C/T 8 (66,7%) 4 (33,3%) 12 (100%) 0791
T/T 2 (66,7%) 1(33,3%) 3 (100%) ’
Ukupno 18 (64,3%) 10 (35,7%) 28 (100%)
A/A 10 (71,4%) 4 (28,6%) 14 (100%)
MTHFR 1298 A/C 4 (50%) 4 (50%) 8 (100%) 0602
c/c 4 (66,7%) 2 (33,3%) 6 (100%) ’
Ukupno 18 (64,3%) 10 (35,7%) 28 (100%)
G/G 2 (28,6%) 5(71,4%) 7 (100%)
SLC19A1 G/A 10 (71,4%) 4 (28,6%) 14 (100%) 0.028
A/A 6 (85,7%) 1(14,3%) 7 (100%) ’
Ukupno 18 (64,3%) 10 (35,7%) 28 (100%)
A/A 1 (50%) 1 (50%) 2 (100%)
DHFR 680 C/A 6 (60%) 4 (40%) 10 (100%) 0.547
C/C 11 (68,8%) 5(31,2%) 16 (100%) ’
Ukupno 18 (64,3%) 10 (35,7%) 28 (100%)
A/A 8 (61,5%) 5 (38,5%) 13 (100%)
DHFR 675 A/G 9 (69,2%) 4 (30,8%) 13 (100%) 0.893
G/G 1 (50%) 1 (50%) 2 (100%) ’
Ukupno 18 (64,3%) 10 (35,7%) 28 (100%)
/T 8 (66,7%) 4 (33,3%) 12 (100%)
DHFR 556 T/C 9 (64,3%) 5 (35,7%) 14 (100%) 0.747
C/C 1 (50%) 1 (50%) 2 (100%) ’
Ukupno 18 (64,3%) 10 (35,7%) 28 (100%)
A/A 8 (66,7%) 4 (33,3%) 12 (100%)
DHFR 464 A/T 9 (64,3%) 5(35,7%) 14 (100%) 0747
T/T 1 (50%) 1 (50%) 2 (100%) ’
Ukupno 18 (64,3%) 10 (35,7%) 28 (100%)
A/A 8 (66,7%) 4 (33,3%) 12 (100%)
DHFR 317 A/G 8 (61,5%) 5(38,5%) 13 (100%) 0874
G/G 2 (66,7%) 1(33,3%) 3 (100%) ’
Ukupno 18 (64,3%) 10 (35,7%) 28 (100%)
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Tabela 19. Korelacija ukupne toksicnosti i ispitivanih polimorfizama tokom primene 3.

M ciklusa u protokolu M

. — 3. M — ukupna toksi¢nost Statisticka
Polimorfizmi Ukupno Y .
Da Ne znacajnost (p)
I/l 7 (46,7%) 8 (53,3%) 15 (100%)
TYMS 6bp I/D 5 (55,6%) 4 (44,4%) 9 (100%) 0247
D/D 4 (80%) 1(20%) 5 (100%) ’
Ukupno 16 (55,2%) 13 (44,8%) 29 (100%)
3/3 5(83,3%) 1(16,7%) 6 (100%)
TYMS 28bp 3/2 6(42,9%) 8 (57,1%) 14 (100%) 0432
2/2 5 (55,6%) 4 (44,4%) 9 (100%) ’
Ukupno 16 (55,2%) 13 (44,8%) 29 (100%)
C/C 7 (50%) 7 (50%) 14 (100%)
MTHFR 677 C/T 7 (58,3%) 5(41,7%) 12 (100%) 0560
T/T 2 (66,7%) 1(33,3%) 3 (100%) ’
Ukupno 16 (55,2%) 13 (44,8%) 29 (100%)
A/A 10 (66,7%) 5(33,3%) 15 (100%)
MTHFR 1298 A/C 3(37,5%) 5(62,5%) 8 (100%) 0290
c/C 3 (50%) 3 (50%) 6 (100%) ’
Ukupno 16 (55,2%) 13 (44,8%) 29 (100%)
G/G 4 (57,1%) 3 (42,9%) 7 (100%)
SLCA19A G/A 9 (60%) 6 (40%) 15 (100%) 0597
A/A 3 (42,9%) 4 (57,1%) 7 (100%) ’
Ukupno 16 (55,2%) 13 (44,8%) 29 (100%)
A/A 1 (50%) 1 (50%) 2 (100%)
DHFR 680 C/A 5 (45,5%) 6 (54,5%) 11 (100%) 0.412
C/C 10 (62,5%) 6 (37,5%) 16 (100%) ’
Ukupno 16 (55,2%) 13 (44,8%) 29 (100%)
A/A 8 (57,1%) 6 (42,9%) 14 (100%)
DHFR 675 A/G 7 (53,8%) 6 (46,2%) 13 (100%) 0.825
G/G 1 (50%) 1 (50%) 2 (100%) ’
Ukupno 16 (55,2%) 13 (44,8%) 29 (100%)
/T 8 (61,5%) 5 (38,5%) 13 (100%)
DHFR 556 T/C 7 (50%) 7 (50%) 14 (100%) 0.556
C/C 1 (50%) 1 (50%) 2 (100%) ’
Ukupno 16 (55,2%) 13 (44,8%) 29 (100%)
A/A 8 (61,5%) 5(38,5%) 13 (100%)
DHFR 464 A/T 7 (50%) 7 (50%) 14 (100%) 0556
T/T 1 (50%) 1 (50%) 2 (100%) ’
Ukupno 16 (55,2%) 13 (44,8%) 29 (100%)
A/A 6 (50%) 6 (50%) 12 (100%)
DHFR 317 A/G 8 (61,5%) 5(38,5%) 13 (100%) 0774
G/G 2 (50%) 2 (50%) 4 (100%) ’
Ukupno 16 (55,2%) 13 (44,8%) 29 (100%)
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Tabela 20. Korelacija ukupne toksicnosti i ispitivanih polimorfizama tokom primene 4.

M ciklusa u protokolu M

. o 4. M — ukupna toksicnost Statisticka
Polimorfizmi Ukupno Y .
Da Ne znacajnost (p)
I/l 6 (40%) 9 (60%) 15 (100%)
TYMS 6bp I/D 5 (55,6%) 4 (44,4%) 9 (100%) 0362
D/D 3 (60%) 2 (40%) 5 (100%) ’
Ukupno 14 (48,3%) 15 (51,7%) 29 (100%)
3/3 4 (66,7%) 2 (33,3%) 6 (100%)
TYMS 28bp 3/2 5 (35,7%) 9 (64,3%) 14 (100%) 0.868
2/2 5 (55,6%) 4 (44,4%) 9 (100%) ’
Ukupno 14 (48,3%) 15 (51,7%) 29 (100%)
C/C 7 (50%) 7 (50%) 14 (100%)
MTHFR 677 C/T 6 (50%) 6 (50%) 12 (100%) 0.754
T/T 1(33,3%) 2 (66,7%) 3 (100%) ’
Ukupno 14 (48,3%) 15 (51,7%) 29 (100%)
A/A 8 (53,3%) 7 (46,7%) 15 (100%)
MTHFR 1298 A/C 3 (37,5%) 5(62,5%) 8 (100%) 0702
C/C 3 (50%) 3 (50%) 6 (100%) ’
Ukupno 14 (48,3%) 15 (51,7%) 29 (100%)
G/G 2 (28,6%) 5(71,4%) 7 (100%)
SLCA19A G/A 7 (46,7%) 8 (53,3%) 15 (100%) 0.115
A/A 5(71,4%) 2 (28,6%) 7 (100%) ’
Ukupno 14 (48,3%) 15 (51,7%) 29 (100%)
A/A 1 (50%) 1 (50%) 2 (100%)
DHFR 680 C/A 5 (45,5%) 6 (54,5%) 11 (100%) 0.863
C/C 8 (50%) 8 (50%) 16 (100%) ’
Ukupno 14 (48,3%) 15 (51,7%) 29 (100%)
A/A 5 (35,7%) 9 (64,3%) 14 (100%)
DHFR 675 A/G 9 (69,2%) 4 (30,8%) 13 (100%) 0.420
G/G 0 (0%) 2 (100%) 2 (100%) ’
Ukupno 14 (48,3%) 15 (51,7%) 29 (100%)
T/T 5 (38,5%) 8 (61,5%) 13 (100%)
DHFR 556 T/C 9 (64,3%) 5 (35,7%) 14 (100%) 0.643
C/C 0 (0%) 2 (100%) 2 (100%) ’
Ukupno 14 (48,3%) 15 (51,7%) 29 (100%)
A/A 5 (38,5%) 8 (61,5%) 13 (100%)
DHFR 464 A/T 9 (64,3%) 5 (35,7%) 14 (100%) 0.643
T/T 0 (0%) 2 (100%) 2 (100%) ’
Ukupno 14 (48,3%) 15 (51,7%) 29 (100%)
A/A 5(41,7%) 7 (58,3%) 12 (100%)
DHFR 317 A/G 7 (53,8%) 6 (46,2%) 13 (100%) 0617
G/G 2 (50%) 2 (50%) 4 (100%) ’
Ukupno 14 (48,3%) 15 (51,7%) 29 (100%)
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4.10. Distribucija pacijenata u odnosu na far makokinetiku metotreksata

Kao $to je ve€ u uvodu i poglavlju materijala i metoda navedeno, ispitanici u ovoj
studiji su primali razlicite dozne rezime MTX: 2 g/m? i 5 g/m’. Farmakokinetika je
merena samo u dece kojimaje ordinirana veca doza leka.

Najveci broj dece (p<0,0001) je ispoljio jednu epizodu usporenja kinetike leka
tokom faze konsolidacije, neSto manji broj dece dve i najmanji broj dece tri epizode.
Nijedno dete nije imalo produzenu PK u sva Cetiri primenjena ciklusa MTX. Distrubucija

produZene PK je predstavljena na Grafikonu 20.

mi
m?2
3

p<0,0001

Grafikon 20. Distribucijaispitanika u odnosu na broj ciklusa produzene PK MTX

Pracenje PK MTX je ukazalo da se statisticki znacajno usporenje eliminacije leka
(p=0,0116) registruje 48h od pocetka primene u vise od polovine ispitanika (51,7%). Po
uCestalosti sledi 24h (30,6%) i znacajno rede 36h i 42h. Distribucija ispitanika u odnosu

na vreme javljanja produZene kinetike MTX je predstavljena na Grafikonu 21.
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Grafikon 21. Distribucijaispitanika u odnosu vreme javljanja produzene kinetike MTX

ProduZena Kinetika je praena do momenta kada nivo leka dostigne bezbednu
koncentraciju u krvi. NajveCi broj dece (58,1%) je imao kratkotrajno produzenu
ekskreciju leka, u trajanju od 24h (p<0,0001), mada su mereni produZeni nivoi i do 144h
sata od pocetka primene MTX. Distribucija ispitanika u odnosu na trganje PK MTX je
pokazana na Grafikonu 22.
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Grafikon 22. Distribucija ispitanika u odnosu na trajanje produzenih nivoa MTX
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4.11. Korelacija polimorfizama u ispitanim genimai PK MTX

Kada se posmatrgju svi cikluss MTX zbirno, izdvaja se varijanta 6bp D/D u genu
za TYMS koja korelira sa povisenim nivoima MTX (p=0,046), Sto je prikazano u Tabeli
21. Medutim, kada se posmatraju pojedinacni cikluss MTX, primeCeno je da drugi
polimorfizmi koreliraju sa produzenom kinetikom leka. Tokom primene 1. M su se
izdvojile varijante ¢.1298 A/C i ¢.1298 C/C u genu za MTHFR kod kojih je videna
neadekvatna ekskrecija MTX (p=0,046), Sto je prikazano u Tabeli 22. U toku primene 2.
MTX nijedan polimorfizam nije korelirao sa poremecajem u PK MTX (Tabela 23). U
toku 3. M se ponovo primecuje produzena kinetika leka kod varijante 6bp D/D u genu za
TYMS (p=0,003), kao i kod varijanti -675 (p=0,008), -556 (p=0,013) i -464 (p=0,013) u
genu za DHFR, §to je predstavljeno u Tabeli 24. U poslednjem, Cetvrtom ciklusu nijedan

polimorfizam nije korelirao sa ispoljenom toksicno$¢u (Tabela 25).
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Tabela 21. Korelacija polimorfizama u ispitivanim genimasa PK MTX

. . Nivo MTX Statisticka
Polimorfizmi ~ - ~ Ukupno v
Povisen Nije povisen znacajnost (p)
I/l 10 (43,5%) 13 (56,5%) 23 (100%)
TYMS 6 bp I/D 10 (62,5%) 6 (37,5%) 16 (100%) 0.046
D/D 6 (85,7%) 1(14,3%) 7 (100%) ’
Ukupno 26 (56,5%) 20 (43,5%) 46 (100%)
3/3 5 (45,5%) 6 (54,5%) 11 (100%)
TYMS 28 bp 3/2 14 (60,9%) 9 (39,1%) 23 (100%) 0.690
2/2 7 (58,3%) 5(41,7%) 12 (100%) ’
Ukupno 26 (56,5%) 20 (43,5%) 46 (100%)
c/C 14 (58,3%) 10 (41,7%) 24 (100%)
MTHFR 677 c/T 9 (52,9%) 8 (47,1%) 17 (100%) 0863
T/T 3 (60%) 2 (40%) 5 (100%) !
Ukupno 26 (56,5%) 20 (43,5%) 46 (100%)
A/A 11 (50%) 11 (50%) 22 (100%)
MTHFR 1298 A/C 8 (53,3%) 7 (46,7%) 15 (100%) 0350
c/C 7(77,8%) 2(22,2%) 5 (100%) !
Ukupno 26 (56,5%) 20 (43,5%) 46 (100%)
G/G 5(41,7%) 7 (58,3%) 12 (100%)
SLC19A1 G/A 14 (60,9%) 9 (39,1%) 23 (100%) 0477
A/A 7 (63,6%) 4 (36,4%) 11 (100%) !
Ukupno 26 (56,5%) 20 (43,5%) 46 (100%)
A/A 3 (100%) 0 (0%) 3 (100%)
DHFR 680 C/A 9 (52,9%) 8 (47,1%) 17 (100%) 0566
c/C 14 (56%) 11 (44%) 25 (100%) ’
Ukupno 26 (57,8%) 19 (42,2%) 45 (100%)
A/A 11 (50%) 11 (50%) 22 (100%)
DHFR 675 A/G 12 (60%) 8 (40%) 20 (100%) 0193
G/G 3 (100%) 0 (0%) 3 (100%) ’
Ukupno 26 (57,8%) 19 (42,2%) 45 (100%)
/T 11 (52,4%) 10 (47,6%) 21 (100%)
DHFR 556 T/C 12 (57,1%) 9 (42,9%) 21 (100%) 0.315
c/C 3 (100%) 0 (0%) 3 (100%) ’
Ukupno 26 (57,8%) 19 (42,2%) 45 (100%)
A/A 11 (52,4%) 10 (47,6%) 21 (100%)
DHFR 464 A/T 12 (57,1%) 9 (42,9%) 21 (100%) 0.315
/T 3 (100%) 0 (0%) 3 (100%) ’
Ukupno 26 (57,8%) 19 (42,2%) 45 (100%)
A/A 13 (68,4%) 6 (31,6%) 19 (100%)
DHFR 317 A/G 8 (40%) 12 (60%) 20 (100%) 0624
G/G 5(83,3%) 1(16,7%) 6 (100%) !
Ukupno 26 (57,8%) 19 (42,2%) 45 (100%)




Tabela 22. Korelacija polimorfizama u ispitivanim genima sa PK tokom primene 1. M

polimorfizmi Nivoi 1. MTX Ukuono Statisticka
Nije povisen 24h 32h 42h 48h P znacajnost (p)
TYMS 1/l 18 (78,3%) 0 (0%) 1(4,3%) | 1(4,3%) 3 (13%) 23 (100%)
6b 1/D 11 (68,8%) 1(6,2%) 1(6,2%) 0 (0%) 3(18,8%) | 16 (100%) 0726
¢ D/D 5(71,4%) 0 (0%) 1(14,3%) 0 (0%) 1(14,3%) 7 (100%) ’
Ukupno 34 (73,9%) 1(2,2%) | 3(6,5%) | 1(2,2%) | 7(15,2%) | 46 (100%)
TYMS 3/3 8(72,7%) 1(9,1%) 1(9,1%) 0 (0%) 1(9,1%) 11 (100%)
28b 3/2 17 (73,9%) 0 (0%) 1(4,3%) | 1(4,3%) | 4(17,4%) | 23 (100%) 0.695
2 2/2 9 (75%) 0 (0%) 1(8,3%) 0 (0%) 2(16,7%) | 12 (100%) ’
Ukupno 34 (73,9%) 1(2,2%) | 3(6,5%) | 1(2,2%) | 7(15,2%) | 46 (100%)
MTHER c/C 16 (66,7%) 0 (0%) 3(12,5%) | 1(4,2%) | 4(16,7%) | 24 (100%)
677 C/T 14 (82,4%) 1(5,9%) 0 (0%) 0 (0%) 2(11,8%) | 17 (100%) 0370
T/T 4 (80%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(20%) 5 (100%) ’
Ukupno 34 (73,9%) 1(2,2%) | 3(6,5%) | 1(2,2%) | 7(15,2%) | 46 (100%)
A/A 19 (86,4%) 1(4,5%) 1(4,5%) 0 (0%) 1(4,5%) 22 (100%)
MTHFR
1298 A/C 12 (80%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 3 (20%) 15 (100%) 0.041
c/C 3(33,3%) 0 (0%) 2(22,2%) | 1(11,1%) | 3(33,3%) 9 (100%) !
Ukupno 34 (73,9%) 1(2,2%) | 3(6,5%) | 1(2,2%) | 7(15,2%) | 46 (100%)
sLC G/G 11 (91,7%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(8,3%) 12 (100%)
19A1 G/A 15 (65,2%) 1(4,3%) | 2(8,7%) | 1(4,3%) | 4(17,4%) | 23 (100%) 0.839
A/A 8(72,7%) 0 (0%) 1(9,1%) 0 (0%) 2(18,2%) | 11(100%) ’
Ukupno 34 (73,9%) 1(2,2%) | 3(6,5%) | 1(2,2%) | 7(15,2%) | 46 (100%)
I A/A 1(33,3%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (66,7%) 3 (100%)
680 C/A 15 (88,2%) 0 (0%) 1(5,9%) 0 (0%) 1(5,9%) 17 (100%) 0747
c/C 17 (68%) 1 (4%) 2 (8%) 1 (4%) 4 (16%) 25 (100%) ’
Ukupno 33 (73,3%) 1(2,2%) | 3(6,7%) | 1(2,2%) | 7(15,6%) | 45 (100%)
DHER A/A 16 (72,7%) 0 (0%) 2 (9,1%) 0 (0%) 4(18,2%) | 22 (100%)
675 A/G 15 (75%) 1 (5%) 1 (5%) 1 (5%) 2 (10%) 20 (100%) 0773
G/G 2 (66,7%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(33,3%) 3 (100%) ’
Ukupno 33 (73,3%) 1(2,2%) | 3(6,7%) | 1(2,2%) | 7(15,6%) | 45 (100%)
DHER T/T 15 (71,4%) 0 (0%) 2 (9,5%) 0 (0%) 4 (19%) 21 (100%)
556 T/C 16 (76,2%) 1(4,8%) 1(4,8%) | 1(4,8%) | 2(9,5%) 21 (100%) 0769
c/C 2 (66,7%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(33,3%) 3 (100%) ’
Ukupno 33 (73,3%) 1(2,2%) | 3(6,7%) | 1(2,2%) | 7(15,6%) | 45 (100%)
A/A 15 (71,4%) 0 (0%) 2 (9,5%) 0 (0%) 4 (19%) 21 (100%)
DHFR
464 A/T 16 (76,2%) 1(4,8%) 1(4,8%) | 1(4,8%) | 2(9,5%) 21 (100%) 0.769
T/T 2 (66,7%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(33,3%) 3 (100%) ’
Ukupno 33 (73,3%) 1(2,2%) | 3(6,7%) | 1(2,2%) | 7(15,6%) | 45 (100%)
I A/A 12 (63,2%) 1(53%) | 2(10,5%) | 1(5,3%) | 3(15,8%) | 19 (100%)
317 A/G 17 (85%) 0 (0%) 1(5%) 0 (0%) 2 (10%) 20 (100%) 0.460
G/G 4 (66,7%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (33,3%) 6 (100%) ’
Ukupno 33 (73,3%) 1(2,2%) | 3(6,7%) | 1(2,2%) | 7(15,6%) | 45 (100%)
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Tabela 23. Korelacija polimorfizama u ispitivanim genima sa PK tokom primene 2. M

polimorfizmi Nivoi 2. MTX Ukuono Statisticka
Nije povisen 24h 32h 42h 48h P znacajnost (p)
TYMS 1/1 15 (71,4%) 1(4,8%) | 1(4,8%) 1(4,8%) 3(14,3%) 21 (100%)
6b I/D 10 (66,7%) 0 (0%) 1(6,7%) 0 (0%) 4(26,7%) 15 (100%) 0.427
¢ D/D 4 (57,1%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 3 (42,9%) 7 (100%) ’
Ukupno 29 (67,4%) 1(2,3%) 2(4,7%) | 1(2,3%) | 10(23,3%) | 43 (100%)
TYMS 3/3 8 (80%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (20%) 10 (100%)
28b 3/2 15 (68,2%) 1(4,5%) 2 (9,1%) 0 (0%) 4 (18,2%) 22 (100%) 0.545
2 2/2 6 (54,5%) 0 (0%) 0 (0%) 1(9,1%) | 4(36,4%) 11 (100%) ’
Ukupno 29 (67,4%) 1(2,3%) 2(4,7%) | 1(2,3%) | 10(23,3%) | 43 (100%)
MTHER c/C 15 (65,2%) 1(4,3%) 2 (8,7%) 0 (0%) 5(21,7%) 23 (100%)
677 Cc/T 10 (66,7%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 5(33,3%) 15 (100%) 0257
T/T 4 (80%) 0 (0%) 0 (0%) 1(20%) 0 (0%) 5 (100%) ’
Ukupno 29 (67,4%) 1(2,3%) 2(4,7%) | 1(2,3%) | 10(23,3%) | 43 (100%)
TR A/A 16 (80%) 0 (0%) 0 (0%) 1(5%) 3 (5%) 20 (100%)
1298 A/C 7 (50%) 0 (0%) 2(14,3%) | 0(0%) 5(35,7%) 14 (100%) 0332
c/C 6 (66,7%) 1(11,1%) 0 (0%) 0 (0%) 2(22,2%) 9 (100%) ’
Ukupno 29 (67,4%) 1(2,3%) 2(4,7%) | 1(2,3%) | 10(23,3%) | 43 (100%)
G/G 8(72,7%) 1(9,1%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (18,2%) 11 (100%)
SLC
19A1 G/A 14 (66,7%) 0 (0%) 1(4,8%) | 1(4,8%) | 5(23,8%) 21 (100%) 0538
A/A 7 (63,6%) 0 (0%) 1(9,1%) 0 (0%) 3(27,3%) 11 (100%) ’
Ukupno 29 (67,4%) 1(2,3%) 2(4,7%) | 1(2,3%) | 10(23,3%) | 43 (100%)
I A/A 14 (66,7%) 1(4,8%) 2 (9,5%) 0 (0%) 4 (19%) 21 (100%)
680 C/A 12 (66,7%) 0 (0%) 0 (0%) 1(5,6%) | 5(27,8%) 18 (100%) 0188
c/C 2 (66,7%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(33,3%) 3 (100%) ’
Ukupno 28 (66,7%) 1(2,4%) 2(4,8%) | 1(2,4%) | 10(23,8%) | 42 (100%)
DHER A/A 16 (72,7%) 0 (0%) 2 (9,1%) 0 (0%) 4 (18,2%) 22 (100%)
675 A/G 15 (75%) 1 (5%) 1 (5%) 1 (5%) 2 (10%) 20 (100%) 0426
G/G 2 (66,7%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(33,3%) 3 (100%) ’
Ukupno 33 (73,3%) 1(2,2%) 3(6,7%) | 1(2,2%) | 7(15,6%) | 45 (100%)
DHER T/T 13 (65%) 1 (5%) 2 (10%) 0 (0%) 4 (20%) 20 (100%)
556 T/C 13 (68,4%) 0 (0%) 0 (0%) 1(5,3%) | 5(26,3%) 19 (100%) 0.420
c/C 2 (66,7%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(33,3%) 3 (100%) ’
Ukupno 28 (66,7%) 1(2,4%) 2(4,8%) | 1(2,4%) | 10(23,8%) | 42 (100%)
I A/A 13 (65%) 1(5%) 2 (10%) 0 (0%) 4 (20%) 20 (100%)
464 A/T 13 (68,4%) 0 (0%) 0 (0%) 1(5,3%) | 5(26,3%) 19 (100%) 0.420
T/T 2 (66,7%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(33,3%) 3 (100%) ’
Ukupno 28 (66,7%) 1(2,4%) 2(4,8%) | 1(2,4%) | 10(23,8%) | 42 (100%)
A/A 11 (64,7%) 0 (0%) 1 (0%) 1(5,9%) | 5(29,4%) 17 (100%)
DHFR
317 A/G 14 (73,7%) 0 (0%) 1(5,3%) 0 (0%) 4(21,1%) 19 (100%) 0171
G/G 3 (50%) 1(16,7%) | 1(16,7%) | 0 (0%) 1(16,7%) 6 (100%) ’
Ukupno 28 (66,7%) 1(2,4%) 2(4,8%) | 1(2,4%) | 10(23,8%) | 42 (100%)

86




Tabela 24. Korelacija polimorfizama u ispitivanim genima sa PK tokom primene 3.

MTX
polimorfizmi Nivoi 3. MTX UE® Statistic¢ka
Nije povisen 24h 32h 42h 48h znacajnost (p)
TYMS I/l 15 (88,2%) / / / 2(11,8%) | 17 (100%)
6bp I/D 7 (70%) / / / 3(30%) | 10 (100%) 0,003
D/D 1(16,7%) / / / 5(83,3%) | 6(100%)
Ukupno 23 (69,7%) / / / 10 (30,3%) | 33 (100%)
TYMS 3/3 3 (42,9%) / / / 4(57,1%) | 7(100%)
28bp 3/2 14 (82,4%) / / / 3(17,6%) | 17 (100%) 0415
2/2 6 (66,7%) / / / 3(33,3%) | 9(100%) ’
Ukupno 23 (69,7%) / / / 10 (30,3%) | 33 (100%)
MTHER c/c 12 (70,6%) / / / 5(29,4%) | 17 (100%)
77 c/T 8 (66,7%) / / / 4(33,3%) | 12 (100%) 0983
/T 3 (75%) / / / 1(25%) 4 (100%) ’
Ukupno 23 (69,7%) / / / 10 (30,3%) | 33 (100%)
MTHER A/A 11 (64,7%) / / / 6(35,3%) | 17 (100%)
1298 A/C 7(77,8%) / / / 2(22,2%) | 9(100%) 0607
c/c 5 (71,4%) / / / 2(28,6%) | 7(100%) ’
Ukupno 23 (69,7%) / / / 10 (30,3%) | 33 (100%)
sic G/G 6 (66,7%) / / / 3(33,3%) | 9(100%)
19AL G/A 12 (75%) / / / 4(25%) | 16 (100%) 0.882
A/A 5 (62,5%) / / / 3(37,5%) | 8(100%) ’
Ukupno 23 (69,7%) / / / 10 (30,3%) | 33 (100%)
DHER A/A 1 (50%) / / / 1 (50%) 2 (100%)
630 C/A 10 (76,9%) / / / 3(23,1%) | 13 (100%) 0.807
c/c 12 (66,7%) / / / 6(33,3%) | 18 (100%) ’
Ukupno 23 (69,7%) / / / 10 (30,3%) | 33 (100%)
DHER A/A 14 (87,5%) / / / 4(12,5%) | 16 (100%)
sl A/G 9 (64,3%) / / / 5(35,7%) | 14 (100%) 0.008
G/G 0 (0%) / / / 3(100%) | 3 (100%) ’
Ukupno 23 (69,7%) / / / 10 (30,3%) | 33 (100%)
T/T 13 (86,7%) / / / 2(13,3%) | 15 (100%)
DHFR
ss6 T/C 10 (66,7%) / / / 5(33,3%) | 15 (100%) 0013
c/c 0 (0%) / / / 3(100%) | 3(100%) ’
Ukupno 23 (69,7%) / / / 10 (30,3%) | 33 (100%)
A/A 13 (86,7%) / / / 2(13,3%) | 15 (100%)
DHFR
464 A/T 10 (66,7%) / / / 5(33,3%) 15 (100%) 0.013
T/T 0 (0%) / / / 3(100%) | 3(100%) ’
Ukupno 23 (69,7%) / / / 10 (30,3%) | 33 (100%)
DHER A/A 7 (53,8%) / / / 6 (46,2%) | 13 (100%)
317 A/G 14 (87,5%) / / / 2(12,5%) | 16 (100%) 0342
G/G 2 (50%) / / / 2 (50%) 4 (100%) ’
Ukupno 23 (69,7%) / / / 10 (30,3%) | 33 (100%)
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Tabela 25. Korelacija polimorfizama u svim ispitivanim genima sa povisenim nivoima

tokom primene 4. MTX

polimorfizmi . _ Nivoi 4. MTX Wz Stvat'lstlcka
Nije povisen 24h 32h 42h 48h znacajnost (p)
TYMS 1/l 12 (80%) / 1(6,7%) 0 (0%) 2 (13,3%) | 15 (100%)
6b 1/D 7 (77,8%) / 0 (0%) 1(11,1%) | 1(11,1%) 9 (100%) 0.908
¢ D/D 4 (66,7%) / 1(16,7%) 0 (0%) 1(16,7%) 6 (100%) ’
Ukupno 23 (76,7%) / 2(6,7%) | 1(3,3%) | 4(13,3%) | 30 (100%)
TYMS 3/3 7 (100%) / 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 7 (100%)
28b 3/2 9 (64,3%) / 1(7,1%) 0 (0%) 4 (28,6%) | 14 (100%) 0.465
2 2/2 7 (77,8%) / 1(11,1%) | 1(11,1%) 0 (0%) 9 (100%) ’
Ukupno 23 (76,7%) / 2(6,7%) | 1(3,3%) | 4(13,3%) | 30 (100%)
MTHER c/C 11 (73,3%) / 1(6,7%) | 1(6,7%) | 2(13,3%) | 15 (100%)
677 C/T 10 (83,3%) / 1(8,3%) 0 (0%) 1(8,3%) 12 (100%) 0799
T/T 2 (66,7%) / 0 (0%) 0 (0%) 1(33,3%) 3 (100%) ’
Ukupno 23 (76,7%) / 2(6,7%) | 1(3,3%) | 4(13,3%) | 30 (100%)
MTHER A/A 11 (78,6%) / 1(7,1%) 0 (0%) 2 (14,3%) | 14 (100%)
1298 A/C 8 (88,9%) / 0 (0%) 0 (0%) 1(11,1%) 9 (100%) 0,530
c/C 4 (57,1%) / 1(14,3%) | 1(14,3%) | 1(14,3%) 7 (100%) !
Ukupno 23 (76,7%) / 2(6,7%) | 1(3,3%) | 4(13,3%) | 30 (100%)
sLC G/G 9 (100%) / 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 9 (100%)
19A1 G/A 9 (64,3%) / 2(14,3%) | 1(7,1%) | 2(14,3%) | 14 (100%) 0.407
A/A 5(71,4%) / 0 (0%) 0 (0%) 2 (28,6%) 7 (100%) ’
Ukupno 23 (76,7%) / 2(6,7%) | 1(3,3%) | 4(13,3%) | 30 (100%)
I A/A 1 (50%) / 0 (0%) 0 (0%) 1(50 %) 2 (100%)
680 C/A 10 (76,9%) / 0 (0%) 0 (0%) 3(23,1%) | 13 (100%) 0.061
c/C 12 (80%) / 2(13,3%) | 1(6,7%) 0 (0%) 15 (100%) ’
Ukupno 23 (76,7%) / 2(6,7%) | 1(3,3%) | 4(13,3%) | 30 (100%)
I A/A 11 (73,3%) / 0 (0%) 1(6,7%) 3 (20%) 15 (100%)
675 A/G 9 (75%) / 2 (16,7%) 0 (0%) 1(8,3%) 12 (100%) 0358
G/G 3 (100%) / 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 3 (100%) ’
Ukupno 23 (76,7%) / 2(6,7%) | 1(3,3%) | 4(13,3%) | 30 (100%)
DHER /T 10 (71,4%) / 0 (0%) 1(7,1%) | 3(21,4%) | 14 (100%)
T/C 10 (76,9%) / 2 (15,4%) 0 (0%) 1(7,1%) 13 (100%)
256 c/C 3 (100%) / 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 3 (100%) 0,323
Ukupno 23 (76,7%) / 2(6,7%) | 1(3,3%) | 4(13,3%) | 30 (100%)
DHER A/A 10 (71,4%) / 0 (0%) 1(7,1%) | 3(21,4%) | 20 (100%)
464 A/T 10 (76,9%) / 2 (15,4%) 0 (0%) 1(7,1%) 19 (100%) 0323
T/T 3 (100%) / 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 3 (100%) ’
Ukupno 23 (76,7%) / 2(6,7%) | 1(3,3%) | 4(13,3%) | 30 (100%)
I A/A 8(72,7%) / 2(18,2%) | 1(9,1%) 0 (0%) 11 (100%)
317 A/G 12 (80%) / 0 (0%) 0 (0%) 3 (20%) 15 (100%) 0.093
G/G 3 (75%) / 0 (0%) 0 (0%) 1(25%) 4 (100%) ’
Ukupno 23 (76,7%) / 2(6,7%) | 1(3,3%) | 4(13,3%) | 30 (100%)
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4.12. Distribucija gradusa i tipa toksi¢nosti tokom primene MTX

U odnosu na CTC-NCI skalu, toksicnost se gradira od 0 (bez nezeljenih efekata)
do 4 (ngintenzivniji, Zivotno-ugroZzavajuci nezeljeni efekti terapije). Tokom primene
protokola mM, koji je sumarno prikazan prema smernicama protokola, najveci broj dece
je ispoljio gradus 1 toksicnosti (p<0,0001), potom gradus 2 i u najmanjoj meri gradus 3,
dok nijedno dete nije ispoljilo gradus 4 toksinosti. Sto se tice tipa neZeljenih efekata
terapije MTX, na prvom mestu je infekcija, koju prate toksiCnosti GIT-a, OM i
hepatotoksi¢nost, dok su ostale komplikacije bile znatajno manje zastupljene. Gradus i
tip toksicnosti tokom protokola mM su predstavljeni na Grafikonu 23.

Kada se posmatraju pojedinacni ciklusi MTX, ordinirani u protokolu M, vrlo je
sliéno zastupljen gradus toksi¢nosti: tokom 1. M ciklusa najveéi broj dece je ispoljio
gradus 1 (p<0,0001), potom gradus 2 i u ngmanjoj meri gradus 3, dok nijedno dete nije
ispoljilo gradus 4. U neSto veCem procentu se registruju nezeljeni efekti GIT-a. (Grafikon
24).

U toku primene 2. M gradus 3 se registruje samo kod hepatotoksicnosti, a raste
procenat dece saispoljenom nefrotoksi¢nosc¢u, Sto je pokazano na Grafikonu 25.

Tokom ciklusa 3. M je vrlo sliCna situacija u ispoljavanju tipa i gradusa
toksi¢nosti sa prethodnim, sa izostankom neuroloskih komplikacija, koji su u malom
procentu bili prisutni u prethodna dva ciklusa, Sto je predstavljeno na Grafikonu 26.

Pracenje nezeljenih efekata primene MTX u toku 4. M je ukazao narast gradusai
procenta dece sa toksicnoS¢u GIT-a, dok je OM izostao kao komplikacija terapije
(Grafikon 27).

Ni u jednog deteta se tokom primene protokola M takode nije registrovala

toksicnost gradusa 4.
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Grafikon 26. Distribucija gradusa i vrste toksi¢nosti tokom 3. M ciklusa
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Grafikon 27. Distribucija gradusa i vrste toksicnosti tokom 4. M ciklusa

4.13. Korelacija gradusa i tipa toksi¢nosti tokom primene MTX sa polimorfizmima

u ispitivanim genima

Izvojeni su polimorfizmi koji su od najveCeg znaCaja za pracenje toksicnosti
MTX.

Tokom primene 2. M varijanta 28bp u genu za TYMS je pokazala povezanost
(p=0,043) sa pojavom i veCim gradusom OM (Tabela 26), kao i tokom 4. M ciklusa
(Tabela 27), sa joS vecom statistickom znacajnoscu (p=0,032). U 4. M se takode izdvojila
varijanta -317 u genu za DHFR kao prediktivni faktor za ispoljavanje hepatotoksic¢nosti,
Sto je predstavljeno u Tabeli 28.

Kako je na terapiji HR blokovima bio ngimanji broj pacijenata, koji su uz MTX
primali druge citostatske agense, oni su izuzeti iz poredenja sa ispitivanim
polimorfizmima. Na Grafikonu 28 je pokazana ukupna toksicnost tokom primene HR
blokova
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Tabela 26. Korelacija OM i ispitivanih polimorfizama tokom primene 2. M

polimorfizmi 2. M — oralni mukozitis UE® Statisticka
Gradus 0 Gradus 1 Gradus 2 znacajnost (p)
TYMS 1/l 12 (80%) 1(6,7%) 2 (13,3%) 15 (100%)
6bp 1/D 8 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 8 (100%) 0.883
D/D 3 (60%) 1(20%) 1(20%) 5 (100%) ’
Ukupno 23 (82,1%) 2 (7,1%) 3 (10,7%) 28 (100%)
TYMS 3/3 4 (66,7%) 0 (0%) 2 (33,3%) 6 (100%)
28bp 3/2 12 (92,3%) 0 (0%) 1(7,7%) 13 (100%) 0.043
2/2 7(77,8%) 2 (22,2%) 0 (0%) 9 (100%) ’
Ukupno 23 (82,1%) 2(7,1%) 3 (10,7%) 28 (100%)
MTHER c/C 12 (92,3%) 0 (0%) 1(7,7%) 13 (100%)
677 C/T 8 (66,7%) 2 (16,7%) 2 (16,7%) 12 (100%) 0589
T/T 3 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 3 (100%) ’
Ukupno 23 (82,1%) 2(7,1%) 3(10,7%) 28 (100%)
TRV A/A 11 (78,6%) 1(7,1%) 2 (14,3%) 14 (100%)
1298 A/C 7 (87,5%) 1(12,5%) 0 (0%) 8 (100%) 0.924
c/C 5 (83,3%) 0 (0%) 1(16,7%) 6 (100%) ’
Ukupno 23 (82,1%) 2 (7,1%) 3 (10,7%) 28 (100%)
G/G 7 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 7 (100%)
SLC19A1 | G/A 10 (71,4%) 1(7,1%) 3(21,4%) 14 (100%) 0592
A/A 6 (85,7%) 1(14,3%) 0 (0%) 7 (100%) ’
Ukupno 23 (82,1%) 2 (7,1%) 3 (10,7%) 28 (100%)
I A/A 2 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (100%)
680 C/A 9 (90%) 1(10%) 0 (0%) 10 (100%) 0312
c/C 12 (75%) 1(6,2%) 3(18,8%) 16 (100%) ’
Ukupno 23 (82,1%) 2 (7,1%) 3 (10,7%) 28 (100%)
DHER A/A 13 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 13 (100%)
675 A/G 8 (61,5%) 2 (15,4%) 3(23,1%) 13 (100%) 0183
G/G 2 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (100%) ’
Ukupno 23 (82,1%) 2 (7,1%) 3 (10,7%) 28 (100%)
DHER T/T 12 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 12 (100%)
556 T/C 9 (64,3%) 2 (14,3%) 3(21,4%) 14 (100%) 0244
c/C 2 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (100%) ’
Ukupno 23 (82,1%) 2 (7,1%) 3 (10,7%) 28 (100%)
I A/A 12 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 12 (100%)
464 A/T 9 (64,3%) 2 (14,3%) 3(21,4%) 14 (100%) 0244
T/T 2 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (100%) ’
Ukupno 23 (82,1%) 2 (7,1%) 3 (10,7%) 28 (100%)
I A/A 9 (75%) 1(8,3%) 2 (16,7%) 12 (100%)
317 A/G 11 (84,6%) 1(7,7%) 1(7,7%) 13 (100%) 0583
G/G 3 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 3 (100%) ’
Ukupno 23 (82,1%) 2 (7,1%) 3 (10,7%) 28 (100%)
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Tabela 27. Korelacija OM i ispitivanih polimorfizama tokom primene 4. M

polimorfizmi 4. M — oralni mukozitis Ukupno Statisticka
Gradus 0 Gradus 1 znacajnost (p)
I/l 14 (93,3%) 1(6,7%) 15 (100%)
TYMS 6bp I/D 9 (100%) 0 (0%) 9 (100%) 0636
D/D 4 (80%) 1 (20%) 5 (100%) ’
Ukupno 27 (93,1%) 2 (6,9%) 29 (100%)
3/3 4 (66,7%) 2 (33,3%) 6 (100%)
TYMS 28bp 3/2 14 (100%) 0 (0%) 14 (100%) 0.032
2/2 9 (100%) 0 (0%) 9 (100%) !
Ukupno 27 (93,1%) 2 (6,9%) 29 (100%)
c/C 14 (100%) 0 (0%) 14 (100%)
MTHFR 677 C/T 10 (83,3%) 2 (16,7%) 12 (100%) 0295
T/T 3 (100%) 0 (0%) 3 (100%) !
Ukupno 27 (93,1%) 2 (6,9%) 29 (100%)
A/A 13 (86,7%) 2 (13,3%) 15 (100%)
MTHFR 1298 A/C 8 (100%) 0 (0%) 8 (100%) 0187
c/C 6 (100%) 0 (0%) 6 (100%) !
Ukupno 27 (93,1%) 2 (6,9%) 29 (100%)
G/G 7 (100%) 0 (0%) 7 (100%)
SLC19A1 G/A 13 (86,7%) 2 (13,3%) 15 (100%) 1000
A/A 7 (100%) 0 (0%) 7 (100%) !
Ukupno 27 (93,1%) 2 (6,9%) 29 (100%)
A/A 2 (100%) 0 (0%) 2 (100%)
DHFR 680 C/A 11 (100%) 0 (0%) 11 (100%) 0205
c/C 14 (87,5%) 2 (12,5%) 16 (100%) ’
Ukupno 27 (93,1%) 2 (6,9%) 29 (100%)
A/A 14 (100%) 0 (0%) 14 (100%)
DHFR 675 A/G 11 (84,6%) 2 (15,4%) 13 (100%) 0.248
G/G 2 (100%) 0 (0%) 2 (100%) ’
Ukupno 27 (93,1%) 2 (6,9%) 29 (100%)
/T 13 (100%) 0 (0%) 13 (100%)
DHFR 556 T/C 12 (85,7%) 2 (14,3%) 14 (100%) 0.289
C/C 2 (100%) 0 (0%) 2 (100%) ’
Ukupno 27 (93,1%) 2 (6,9%) 29 (100%)
A/A 13 (100%) 0 (0%) 13 (100%)
DHFR 464 A/T 12 (85,7%) 2 (14,3%) 14 (100%) 0.289
/T 2 (100%) 0 (0%) 2 (100%) ’
Ukupno 27 (93,1%) 2 (6,9%) 29 (100%)
A/A 11 (91,7%) 1(8,3%) 12 (100%)
DHFR 317 A/G 12 (92,3%) 1(7,7%) 13 (100%) 0.672
G/G 4 (100%) 0 (0%) 4 (100%) !
Ukupno 27 (93,1%) 2 (6,9%) 29 (100%)
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Tabela 28. Korelacija hepatotoksicnosti i ispitivanih polimorfizama tokom primene 4. M

polimorfizmi 4. M — hepatotoksicnost UE® Statisticka
Gradus 0 Gradus 1 Gradus 2 znacajnost (p)
TYMS 1/l 14 (93,3%) 0 (0%) 1(6,7%) 15 (100%)
6bp 1/D 7 (77,8%) 1(11,1%) 1(11,1%) 9 (100%) 0274
D/D 4 (80%) 1(20%) 0 (0%) 5 (100%) ’
Ukupno 25 (86,2%) 2 (6,9%) 2 (6,9%) 29 (100%)
TYMS 3/3 5 (83,3%) 1(16,7%) 0 (0%) 6 (100%)
28bp 3/2 11 (78,6%) 1(7,1%) 2 (14,3%) 14 (100%) 0.447
2/2 9 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 9 (100%) ’
Ukupno 25 (86,2%) 2 (6,9%) 2 (6,9%) 29 (100%)
MTHER c/C 11 (78,6%) 2 (14,3%) 1(7,1%) 14 (100%)
677 C/T 11 (91,7%) 0 (0%) 1(8,3%) 12 (100%) 0.345
T/T 3 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 3 (100%) ’
Ukupno 25 (86,2%) 2 (6,9%) 2 (6,9%) 29 (100%)
TRV A/A 14 (93,3%) 0 (0%) 1(6,7%) 15 (100%)
1298 A/C 7 (87,5%) 1(12,5%) 0 (0%) 8 (100%) 0.977
c/C 4 (66,7%) 1(16,7%) 1(16,7%) 6 (100%) ’
Ukupno 25 (86,2%) 2 (6,9%) 2 (6,9%) 29 (100%)
G/G 6 (85,7%) 0 (0%) 1(14,3%) 7 (100%)
SLC19A1 | G/A 14 (93,3%) 1(6,7%) 0 (0%) 15 (100%) 0583
A/A 5(71,4%) 1(14,3%) 1(14,3%) 7 (100%) ’
Ukupno 25 (86,2%) 2 (6,9%) 2 (6,9%) 29 (100%)
I A/A 1 (50%) 1 (50%) 0 (0%) 2 (100%)
680 C/A 9 (81,8%) 1(9,1%) 1(9,1%) 11 (100%) 0133
c/C 15 (93,8%) 0 (0%) 1(6,2%) 16 (100%) ’
Ukupno 25 (86,2%) 2 (6,9%) 2 (6,9%) 29 (100%)
DHER A/A 11 (78,6%) 2 (14,3%) 1(7,1%) 14 (100%)
675 A/G 12 (92,3%) 0 (0%) 1(7,7%) 13 (100%) 0341
G/G 2 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (100%) ’
Ukupno 25 (86,2%) 2 (6,9%) 2 (6,9%) 29 (100%)
DHER /T 10 (76,9%) 2 (15,4%) 1(7,7%) 13 (100%)
556 T/C 13 (92,9%) 0 (0%) 1(7,1%) 14 (100%) 0286
c/C 2 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (100%) ’
Ukupno 25 (86,2%) 2 (6,9%) 2 (6,9%) 29 (100%)
I A/A 10 (76,9%) 2 (15,4%) 1(7,7%) 13 (100%)
464 A/T 13 (92,9%) 0 (0%) 1(7,1%) 14 (100%) 0,286
T/T 2 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (100%) ’
Ukupno 25 (86,2%) 2 (6,9%) 2 (6,9%) 29 (100%)
I A/A 12 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 12 (100%)
317 A/G 11 (84,6%) 0 (0%) 2 (15,4%) 13 (100%) 0.041
G/G 2 (50%) 2 (50%) 0 (0%) 4 (100%) !
Ukupno 25 (86,2%) 2 (6,9%) 2 (6,9%) 29 (100%)
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Grafikon 28. Ukupnatoksicnost tokom primene HR blokova

4.14. Toksi¢nost tokom peroralne primene MTX

Peroralna terapija MTX u fazi odrzavanja traje znaCajno duze od parenteralne u
fazi konsolidacije, ai se primenjuje u daleko manjim dozama (20 mg/m?, jednom
nedeljno, tokom 13-18 meseci. Toksi¢nost tokom peroralne primene MTX se procenjuje
preko parametara krvne slike i biohemije, gde se od najveceg znacCaja pracenje funkcije
jetre — hepatotoksicnost.

U najvecem broju dece (>85%) je registrovana hepatotoksi¢nost tokom terapije
odrzavanja (p<0,0001), Sto je predstavljeno na Grafikonu 29.

Distribucija po polu u odnosu na hepatotoksicnost nije pokazala statistiCku
znaCajnost, ali jeste po uzrasnim grupama — najstarija deca su ceSce ispoljila neZeljene
efekte terapije na funkciju jetre (p=0,044) tokom peroralne primene MTX (Grafikon 30).
Korelacija je potvrdena kroz poviSene vrednosti ALT, Sto se nije odnosilo na AST
(Grafikon 31).
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Grafikon 29. Distribucija ispitanika u odnosu na povisene vrednosti AST i ALT tokom

peroralne primene MTX
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Grafikon 30. Distribucija ispitanika po uzrastu u odnosu na povisene vrednosti ALT

tokom peroralne primene MTX
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Grafikon 31. Distribucija ispitanika po uzrastu u odnosu na povisene vrednosti AST

tokom peroralne primene MTX

Pored korelacije sa polom i uzrastom, ispitana je i povezanost grupa rizika sa
ispoljavanjem toksic¢nosti MTX u fazi odrZavanja, sa idejom da su deca koja su prethodno
bila izloZena intenzivnijoj terapiji imala veCi procenat neZeljenih efekata u zavrdnoj fazi

leCenja, ali nije videna statistiCka znaCajnost (Grafikon 32).
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Grafikon 32. Korelacija poviSenih vrednosti ALT i AST u odnosu na grupu rizika
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Istrazena je i distribucija gradusa hepatotoksicnosti i pokazano je da su najcesce

bili zastupljeni gradus 1 i gradus 3, $to je predstavljeno na Grafikonu 33.
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Grafikon 33. Distribucija ispitanika u odnosu na gradus povisene vrednosti AST i ALT

tokom peroralne primene MTX

4.15. Korelacija polimorfizama u ispitivanim genima sa toksicnos¢u MTX u fazi

odrzavanja

Varijante u genima MTHFR, DHFR, S.C19A1 i TYMS se nisu pokazae
prediktivnim tokom primene peroralnog MTX. U pitanju su znacajno manje doze od
prethodno opisanih tokom parenteralne terapije. Nijedan polimorfizam nije korelirao sa
hepatotoksi¢nos¢u tokom terapije odrZzavanja, Sto je prikazano u odnosu na povezanost sa
povisenim vrednostima ALT (Tabela29) i AST (Tabela 30).

Zbog kontinuirane primene drugog leka u terapiji odrzavanja (6-Mercaptopurine),
za koji su vec izdvojeni polimorfizmi od znacaja, ispitana je incidenca varijanti 460 i 719
u genu za tiopurin-metiltransferazu (TPMT), gde je viden pozitivan heterozigotni ili
homozigotni status u izrazito malom broju dece (Grafikon 34). Istrazena je i povezanost
ispitivanih polimorfizama sa varijantama u TPMT genu, gde nije nadena unakrsna
korelacija, Sto je prikazano u Tabeli 31 zavarijantu 460 i u Tabeli 32 za varijantu 719.
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Tabela 29. Korelacijavrednosti ALT saispitanim polimorfizmima tokom peroralne

primene MTX
. L. Vrednost ALT Statisticka
Polimorfizmi -~ ; Ukupno . .
Povisena U granicama znacajnost (p)
I/l 36 (87,8%) 5(12,2%) 41 (100%)
TYMS 6bp I/D 33 (89,2%) 4 (10,8%) 37 (100%) 0.754
D/D 8 (80%) 2 (20%) 10 (100%) ’
Ukupno 77 (87,5%) 11 (12,5%) 88 (100%)
3/3 22 (88%) 3 (12%) 25 (100%)
TYMS 28bp 3/2 34 (85%) 6 (15%) 40 (100%) 0,750
2/2 21 (91,3%) 2 (8,7%) 23 (100%) ’
Ukupno 77 (87,5%) 11 (12,5%) 88 (100%)
c/C 38 (88,4%) 5(11,6%) 43 (100%)
MTHFR 677 C/T 35 (87,5%) 5(12,5%) 40 (100%) 0733
T/T 4 (80%) 1 (20%) 5 (100%) ’
Ukupno 77 (87,5%) 11 (12,5%) 88 (100%)
A/A 33 (84,6%) 6 (15,4%) 39 (100%)
MTHFR 1298 A/C 32 (86,5%) 5(13,5%) 37 (100%) 0,300
c/C 11 (100%) 0 (0%) 11 (100%) ’
Ukupno 76 (87,4%) 11 (12,6%) 87 (100%)
G/G 22 (95,7%) 1(4,3%) 23 (100%)
SLC19A1 G/A 36 (83,7%) 7 (16,3%) 43 (100%) 0.304
A/A 18 (85,7%) 3 (14,3%) 21 (100%) ’
Ukupno 76 (87,4%) 11 (12,6%) 87 (100%)
A/A 5 (83,3%) 1(16,7%) 6 (100%)
DHFR 680 C/A 37 (92,5%) 3(7,5%) 40 (100%) 0311
c/C 33 (82,5%) 7 (17,5%) 40 (100%) ’
Ukupno 75 (87,2%) 11 (12,8%) 86 (100%)
A/A 39 (84,8%) 7 (15,2%) 46 (100%)
DHFR 675 A/G 28 (90,3%) 3(9,7%) 31 (100%) 0.506
G/G 8 (88,9%) 1(11,1%) 9 (100%) ’
Ukupno 75 (87,2%) 11 (12,8%) 86 (100%)
T/T 38 (84,4%) 7 (15,6%) 45 (100%)
DHFR 556 T/C 29 (90,6%) 3(9,4%) 32 (100%) 0.462
c/C 8 (88,9%) 1(11,1%) 9 (100%) ’
Ukupno 75 (87,2%) 11 (12,8%) 86 (100%)
A/A 38 (86,4%) 6 (13,6%) 44 (100%)
DHFR 464 A/T 29 (87,9%) 4 (12,1%) 33 (100%) 0.801
T/T 8 (88,9%) 1(11,1%) 9 (100%) ’
Ukupno 75 (87,2%) 11 (12,8%) 86 (100%)
A/A 26 (83,9%) 5(16,1%) 31 (100%)
DHFR 317 A/G 39 (90,7%) 4(9,3%) 43 (100%) 0717
G/G 10 (83,3%) 2 (16,7%) 12 (100%) ’
Ukupno 75 (87,2%) 11 (12,8%) 86 (100%)
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Tabela 30. Korelacijavrednosti ALT saispitanim polimorfizmima tokom peroralne

primene MTX
. . Vrednost AST Statisticka
Polimorfizmi -~ ; Ukupno . .
Povisena U granicama znacajnost (p)
I/l 35 (85,4%) 6 (14,6%) 41 (100%)
TYMS 6bp I/D 31 (83,8%) 6 (16,2%) 37 (100%) 0.706
D/D 8 (80%) 2 (20%) 10 (100%) ’
Ukupno 74 (84,1%) 14 (15,9%) 88 (100%)
3/3 21 (84%) 4 (16%) 25 (100%)
TYMS 28bp 3/2 32 (80%) 8 (20%) 40 (100%) 0516
2/2 21 (91,3%) 2 (8,7%) 23 (100%) ’
Ukupno 74 (84,1%) 14 (15,9%) 88 (100%)
c/C 36 (83,7%) 7 (16,3%) 43 (100%)
MTHFR 677 C/T 34 (85%) 6 (15%) 40 (100%) 0.980
T/T 4 (80%) 1(20%) 5 (100%) ’
Ukupno 74 (84,1%) 14 (15,9%) 88 (100%)
A/A 33 (84,6%) 6 (15,4%) 39 (100%)
MTHFR 1298 A/C 29 (78,4%) 8(21,6%) 37 (100%) 0,685
c/C 11 (100%) 0 (0%) 11 (100%) ’
Ukupno 73 (83,9%) 14 (16,1%) 87 (100%)
G/G 21 (91,3%) 2 (8,7%) 23 (100%)
SLC19A1 G/A 34 (79,1%) 9 (20,9%) 43 (100%) 0581
A/A 18 (85,7%) 3 (14,3%) 21 (100%) ’
Ukupno 73 (83,9%) 14 (16,1%) 87 (100%)
A/A 5(83,3%) 1(16,7%) 6 (100%)
DHFR 680 C/A 36 (90%) 4 (10%) 40 (100%) 0.195
c/C 31 (77,5%) 9(22,5%) 40 (100%) ’
Ukupno 72 (83,7%) 14 (16,3%) 86 (100%)
A/A 36 (78,3%) 10 (21,7%) 46 (100%)
DHFR 675 A/G 28 (90,3%) 3(9,7%) 31 (100%) 0.165
G/G 8 (88,9%) 1(11,1%) 9 (100%) ’
Ukupno 72 (83,7%) 14 (16,3%) 86 (100%)
T/T 35 (77,8%) 10 (22,2%) 45 (100%)
DHFR 556 T/C 29 (90,6%) 3(9,4%) 32 (100%) 0.142
c/C 8 (88,9%) 1(11,1%) 9 (100%) ’
Ukupno 72 (83,7%) 14 (16,3%) 86 (100%)
A/A 35 (79,5%) 9 (20,5%) 44 (100%)
DHFR 464 A/T 29 (87,9%) 4(12,1%) 33 (100%) 0295
T/T 8 (88,9%) 1(11,1%) 9 (100%) ’
Ukupno 72 (83,7%) 14 (16,3%) 86 (100%)
A/A 25 (80,6%) 6 (19,4%) 31 (100%)
DHFR 317 A/G 38 (88,4%) 5(11,6%) 43 (100%) 0933
G/G 9 (75%) 3 (25%) 12 (100%) ’
Ukupno 72 (83,7%) 14 (16,3%) 86 (100%)
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Grafikon 34. Incidenca varijanti 4601 719 u genu za TPMT
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Tabela 31. Korelacija varijante 460 u genu za TPMT i ispitivanih polimorfizama

. . TPMT 460 Statisticka
Polimorfizmi : — Ukupno . .
Negativan Pozitivan znacajnost (p)
I/l 67 (97,1%) 2 (2,9%) 69 (100%)
TYMS 6bp I/D 59 (98,3%) 1(1,7%) 60 (100%) 0858
D/D 16 (94,1%) 1(5,9%) 17 (100%) '
Ukupno 142 (97,3%) 4(2,7%) 146 (100%)
3/3 47 (95,9%) 2 (4,1%) 49 (100%)
TYMS 28bp 3/2 60 (96,8%) 2 (3,2%) 62 (100%) 0279
2/2 36 (100%) 0 (0%) 36 (100%) ’
Ukupno 143 (97,3%) 4 (2,7%) 147 (100%)
c/C 69 (98,6%) 1(1,4%) 70 (100%)
MTHFR 677 C/T 57 (95%) 3 (5%) 60 (100%) 0590
T/T 17 (100%) 0 (0%) 17 (100%) !
Ukupno 143 (97,3%) 4 (2,7%) 147 (100%)
A/A 68 (95,8%) 3(4,2%) 71 (100%)
MTHFR 1298 A/C 57 (100%) 0 (0%) 57 (100%) 0522
c/C 17 (94,4%) 1(5,6%) 18 (100%) !
Ukupno 142 (97,3%) 4 (2,7%) 146 (100%)
G/G 38 (95%) 2 (5%) 40 (100%)
SLC19A1 G/A 67 (100%) 0 (0%) 67 (100%) 0.990
A/A 37 (94,9%) 2 (5,1%) 39 (100%) !
Ukupno 142 (97,3%) 4 (2,7%) 146 (100%)
A/A 15 (100%) 0 (0%) 15 (100%)
DHFR 680 C/A 63 (98,4%) 1(1,6%) 64 (100%) 0198
C/C 60 (95,2%) 3 (4,8%) 63 (100%) ’
Ukupno 138 (97,2%) 4(2,8%) 142 (100%)
A/A 74 (98,7%) 1(1,3%) 75 (100%)
DHFR 675 A/G 52 (96,3%) 2 (3,7%) 54 (100%) 0199
G/G 12 (92,3%) 1(7,7%) 13 (100%) ’
Ukupno 138 (97,2%) 4(2,8%) 142 (100%)
/T 73 (98,6%) 1(1,4%) 74 (100%)
DHFR 556 T/C 53 (96,4%) 2 (3,6%) 55 (100%) 0207
C/C 12 (92,3%) 1(7,7%) 13 (100%) ’
Ukupno 138 (97,2%) 4 (2,8%) 142 (100%)
A/A 72 (98,6%) 1(1,4%) 73 (100%)
DHFR 464 A/T 54 (96,4%) 2 (3,6%) 56 (100%) 0215
/T 12 (92,3%) 1(7,7%) 13 (100%) ’
Ukupno 138 (97,2%) 4 (2,8%) 142 (100%)
A/A 47 (95,9%) 2 (4,1%) 49 (100%)
DHFR 317 A/G 69 (97,2%) 2 (2,8%) 71 (100%) 0372
G/G 22 (100%) 0 (0%) 22 (100%) !
Ukupno 138 (97,2%) 4 (2,8%) 142 (100%)
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Tabela 32. Korelacija varijante 719 u genu za TPMT i ispitivanih polimorfizama

. . TMPT 719 Statisticka
Polimorfizmi : — Ukupno . .
Negativan Pozitivan znacajnost (p)
1/l 66 (97,1%) 2 (2,9%) 68 (100%)
TYMS 6bp I/D 58 (96,7%) 2 (3,3%) 60 (100%) 0.630
D/D 15 (93,8%) 1(6,2%) 16 (100%) ’
Ukupno 139 (96,5%) 5 (3,5%) 144 (100%)
3/3 45 (93,8%) 3 (6,2%) 48 (100%)
TYMS 28bp 3/2 59 (96,7%) 2 (3,3%) 61 (100%) 0122
2/2 36 (100%) 0 (0%) 36 (100%) ’
Ukupno 140 (96,6%) 5(3,4%) 145 (100%)
C/C 68 (98,6%) 1(1,4%) 69 (100%)
MTHFR 677 C/T 55 (93,2%) 4 (6,8%) 59 (100%) 0.431
T/T 17 (100%) 0 (0%) 17 (100%) ’
Ukupno 140 (96,6%) 5 (3,4%) 145 (100%)
A/A 68 (95,8%) 3(4,2%) 71 (100%)
MTHFR 1298 A/C 54 (98,2%) 1(1,8%) 55 (100%) 0.810
C/C 17 (94,4%) 1(5,6%) 18 (100%) ’
Ukupno 139 (96,5%) 5(3,5%) 144 (100%)
G/G 38 (95%) 2 (5%) 40 (100%)
SLC19A1 G/A 65 (100%) 0 (0%) 65 (100%) 0531
A/A 36 (92,3%) 3(7,7%) 39 (100%) ’
Ukupno 139 (96,5%) 5(3,5%) 144 (100%)
A/A 14 (100%) 0 (0%) 14 (100%)
DHFR 680 C/A 63 (98,4%) 1(1,6%) 64 (100%) 0.105
C/C 59 (93,7%) 4 (6,3%) 63 (100%) ’
Ukupno 136 (96,5%) 5 (3,5%) 141 (100%)
A/A 73 (98,6%) 1(1,4%) 74 (100%)
DHFR 675 A/G 52 (96,3%) 2 (3,7%) 54 (100%) 0.052
G/G 11 (84,6%) 2 (15,4%) 13 (100%) ’
Ukupno 136 (96,5%) 5(3,5%) 141 (100%)
T/T 72 (98,6%) 1(1,4%) 73 (100%)
DHFR 556 T/C 53 (96,4%) 2 (3,6%) 55 (100%) 0.055
C/C 11 (84,6%) 2 (15,4%) 13 (100%) ’
Ukupno 136 (96,5%) 5(3,5%) 141 (100%)
A/A 71 (98,6%) 1(1,4%) 72 (100%)
DHFR 464 A/T 54 (96,4%) 2 (3,6%) 56 (100%) 0.058
/T 11 (84,6%) 2 (15,4%) 13 (100%) ’
Ukupno 136 (96,5%) 5(3,5%) 141 (100%)
A/A 46 (93,9%) 3 (6,1%) 49 (100%)
DHFR 317 A/G 69 (97,2%) 2 (2,8%) 71 (100%) 0178
G/G 21 (100%) 0 (0%) 21 (100%) ’
Ukupno 136 (96,5%) 5(3,5%) 141 (100%)
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4.16. Prezivljavanjedecesa AL L

U studijskoj grupi ispitanika je zabelezeno ukupno prezivljavanje (engl. Over-all
survival — OAS) od 87% (140/161), jedan pacijent je bio izgubljen za pracenje (engl. Lost
to follow-up — LFU), dok je 12,4% pacijenata imalo fatalan ishod (20/161). OAS je
predstavljen na Grafikonu 35.

Prezivljavanje bez pojave dogadaja (engl. Event-free survival — EFS) je
zabelezeno u 80,6% dece (130/161), od kojih je 15% (24/161) razvilo recidiv osnovne
bolesti, 1,3% sekundarni malignitet (2/161), a u 3,1% (5/161) je konstatovana toksi¢na
smrt (Grafikon 36).
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Grafikon 35. Distribucijaispitanika u odnosu na OAS

3, 1%
W Zivi

Toksicna smrt
M Recidiv

® Sekundarni maligmitet

p<0,0001

Grafikon 36. Distribucijaispitanika u odnosu na EFS
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Nije videna korelacija OAS i EFS u odnosu na pol, ali je primeceno da je stariji

uzrast povezan sa toksicnom smréu (p=0,017), 5to je prikazano na Grafikonu 37.
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Grafikon 37. Komparacija OAS i EFS u odnosu na prosecan uzrast ispitanika

Nije notirana statistiCki znaCajna razlika u prezivljavanju u odnosu na primenjeni

protokol leCenja, $to je predstavljeno na Grafikonu 38.
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Grafikon 38. Komparacija OAS i EFS u odnosu na primenjen protokol leCenja

106



Ocekivano, pokazana je statistiCki znaCajna razlika u prezivljavanju u odnosu na
gruperizikau OAS (p=0,002) i u EFS (p=0,004), sto je prikazano na Grafikonu 39.
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Grafikon 39. Komparacija prezivljanja izmedu OAS i EFS u odnosu na grupe rizika

Znacajno vedi broj dece (p=0,036) je imao smrtni ishod usled recidiva, hego zbog
toksicnosti terapije (Grafikon 40). PrezZivljavanje u recidivu osnovne bolesti je znaCajno
manje (p=0,0114) nego u inicijalnom le¢enju — 37,5% vs 87% (Grafikon 41). Sto je stariji
uzrast obolele dece, to je veéi procenat toksi¢nih smrti u odnosu na smrt usled recidiva
bolesti (p=0,0015), Sto je prikazano na Grafikonu 42.
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Grafikon 40. Distribucijaispitanika po uzroku smrti
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Grafikon 42. Distribucijaispitanika po uzrastu u odnosu na uzrok smrti

4.17. Korelacija polimorfizama u ispitivanim genima sa OAS i EFS

Polimorfizmi u genima za MTHFR, DHFR, SLC19A1 i TYMS nisu pokazali
povezanost sa OAS (Tabela 33), ali seizdvga varijanta -464 T/T u genu za DHFR koja

snazno asocira sa pojavom recidiva, Sto je predstavljeno u Tabeli 34.
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Tabela 33. Korelacija polimorfizama u ispitivanim genimasa OAS

Polimorfizmi = Ishod Ukupno SIS
Zivi Smrt znacajnost (p)
TYMS I/l 61 (87,1%) 9 (12,9%) 70 (100%)
6bp I/D 54 (88,5%) 7 (11,5%) 61 (100%) 0.757
D/D 15 (93,8%) 1(6,2%) 16 (100%) ’
Ukupno 130 (88,4%) 17 (11,6%) 147 (100%)
TYMS 3/3 43 (87,8%) 6(12,2%) 49 (100%)
28bp 3/2 55 (88,7%) 7 (11,3%) 62 (100%) 0.977
2/2 33(89,2%) 4 (10,8%) 37 (100%) ’
Ukupno 131 (88,5%) 17 (11,5%) 148 (100%)
MTHER c/C 61 (87,1%) 9(12,9%) 70 (100%)
677 C/T 57 (93,4%) 4 (6,6%) 61 (100%) 0135
T/T 13 (76,5%) 4 (23,5%) 17 (100%) !
Ukupno 131 (88,5%) 17 (11,5%) 148 (100%)
MTEHR A/A 62 (87,3%) 9(12,7%) 71 (100%)
1298 A/C 52(92,9%) 4 (7,1%) 56 (100%) 0211
c/C 14 (77,8%) 4(22,2%) 18 (100%) !
Ukupno 128 (88,3%) 17 (11,7%) 145 (100%)
G/G 35 (87,5%) 5(12,5%) 40 (100%)
SLC19A1 G/A 57 (86,4%) 9 (13,6%) 66 (100%) 0513
A/A 36 (92,3%) 3(7,7%) 39 (100%) !
Ukupno 128 (88,3%) 17 (11,7%) 145 (100%)
DHER A/A 13 (86,7%) 2 (13,3%) 15 (100%)
630 C/A 54 (85,7%) 9 (14,3%) 63 (100%) 0515
c/C 58 (92,1%) 5 (7,9%) 63 (100%) ’
Ukupno 125 (88,7%) 16 (11,3%) 141 (100%)
OHFR A/A 66 (89,2%) 8 (10,8%) 74 (100%)
675 A/G 46 (85,2%) 8 (14,8%) 54 (100%) 0.312
G/G 13 (100%) 0 (0%) 13 (100%) ’
Ukupno 125 (88,7%) 16 (11,3%) 141 (100%)
DHFR /T 65 (89%) 8 (11%) 73 (100%)
. T/C 47 (85,5%) 8 (14,5%) 55 (100%) 0.327
C/C 13 (100%) 0 (0%) 13 (100%) ’
Ukupno 125 (88,7%) 16 (11,3%) 141 (100%)
DHFR A/A 64 (88,9%) 8 (11,1%) 72 (100%)
264 A/T 48 (85,7%) 8 (14,3%) 56 (100%) 0.342
/T 13 (100%) 0 (0%) 13 (100%) ’
Ukupno 125 (88,7%) 16 (11,3%) 141 (100%)
DHER A/A 44 (89,8%) 5 (10,2%) 49 (100%)
317 A/G 61 (87,1%) 9 (12,9%) 70 (100%) 0.846
G/G 20 (90,9%) 2(9,1%) 22 (100%) !
Ukupno 125 (88,7%) 16 (11,3%) 141 (100%)
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Tabela 34. Korelacija polimorfizama u svim ispitivanim genima sa EFS

Ishod Statisticka
Polimorfizmi o . Smrtu Toksi¢na Ukupno . .
Zivi Recidiv L znacajnost (p)
recidivu smrt
TYMS I/l 57 (81,4%) 4 (5,7%) 7 (10%) 2(2,9%) 70 (100%)
6bp I/D 46 (75,4%) 8(13,1%) 6 (9,8%) 1(1,6%) 61 (100%) 0.835
D/D 15 (93,8%) 0 (0%) 0 (0%) 1(6,2%) 16 (100%) !
Ukupno 118 (80,3%) 12 (8,2%) 13 (8,8%) 4(2,7%) 147 (100%)
TYMS 3/3 40 (81,6%) 3(6,1%) 4(8,2%) 2 (4,1%) 49 (100%)
28bp 3/2 47 (75,8%) 8(12,9%) 6(9,7%) 1(1,6%) 62 (100%) 0.949
2/2 32 (86,5%) 1(2,7%) 3(8,1%) 1(2,7%) 37 (100%) !
Ukupno 119 (80,4%) 12 (8,1%) 13 (8,8%) 4(2,7%) 148(100%)
MTHER c/c 56 (80%) 5(7,1%) 8 (11,4%) 1(1,4%) 70 (100%)
677 C/T 53 (86,9%) 4 (6,6%) 3 (4,9%) 1(1,6%) 61 (100%) 0312
T/T 10 (58,8%) 3(17,6%) 2 (11,8%) 2(11,8%) 17 (100%) !
Ukupno 119 (80,4%) 12 (8,1%) 13 (8,8%) 4(2,7%) 148 (100%)
MTFHR A/A 57 (80,3%) 5(7%) 6 (7,5%) 3 (4,2%) 71 (100%)
1298 A/C | 47(83,9%) 5 (8,9%) 3 (5,4%) 1(1,8%) 56 (100%) 0519
c/C | 12(66,7%) 2 (11,1%) 4(22,2%) 0 (0%) 18 (100%) ’
Ukupno 116 (80%) 12 (8,3%) 13 (8,9%) 4(2,8%) 145 (100%)
G/G 35 (87,5%) 0 (0%) 4 (10%) 1(2,5%) 40 (100%)
SLC19A1 | G/A 49 (74,2%) 8(12,1%) 7 (10,6%) 2 (3%) 66 (100%) 0371
A/A 32 (82,1%) 4(10,3%) 2 (5,1%) 1(2,6%) 39 (100%) !
Ukupno 116 (80%) 12 (8,3%) 13 (9%) 4(2,8%) 145 (100%)
DHER A/A 12 (80%) 1(6,7%) 1(6,7%) 1(6,7%) 15 (100%)
630 C/A | 52(82,5%) 2(3,2%) 7 (11,1%) 2(3,2%) 63 (100%) 0183
c/C 49 (77,8%) 9 (14,3%) 4(6,3%) 1(1,6%) 63 (100%) !
Ukupno 113 (80,1%) 12 (8,5%) 12 (8,5%) 4(2,8%) 141 (100%)
DHER A/A 63 (85,1%) 3 (4,1%) 6 (8,1%) 2(2,7%) 74 (100%)
675 A/G 41 (75,9%) 5(9,3%) 6(11,1%) 2 (3,7%) 54 (100%) 0.090
G/G 9 (69,2%) 4(30,8%) 0 (0%) 0 (0%) 13 (100%) !
Ukupno 113 (80,1%) 12 (8,5%) 12 (8,5%) 4(2,8%) 141 (100%)
DHER T/T | 62(84,9%) 3 (4,1%) 6 (8,2%) 2(2,7%) 73 (100%)
ss6 T/C | 42(76,4%) 5(9,1%) 6 (10,9%) 2(3,6%) 55 (100%) 0.098
c/C 9 (69,2%) 4 (30,8%) 0 (0%) 0 (0%) 13 (100%) !
Ukupno 113 (80,1%) 12 (8,5%) 12 (8,5%) 4(2,8%) 141 (100%)
DHER A/A 62 (86,1%) 2 (2,8%) 6 (8,3%) 2 (2,8%) 72 (100%)
464 A/T 42 (75%) 6 (10,7%) 6 (10,7%) 2 (3,6%) 56 (100%) 0.029
T/T 9 (69,2%) 4 (30,8%) 0 (0%) 0 (0%) 13 (100%) ’
Ukupno 113 (80,1%) 12 (8,5%) 12 (8,5%) 4(2,8%) 141 (100%)
DHER A/A | 36(73,5 %) | 8(16,3%) 4(8,2%) 1(2%) 49 (100%)
317 A/G | 59 (84,3%) 2(2,9%) 7 (10%) 2(2,9%) 70 (100%) 0.309
G/G 18 (81,8%) 2(9,1%) 1(4,5%) 1(4,5%) 22 (100%) !
Ukupno 113 (80,1%) 12 (8,5%) 12 (8,5%) 4(2,8%) 141 (100%)
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4.18. Korelacija varijanti u ispitivanim genima sa OAS

Povezanost varijanti u ispitivanim genima sa ukupnim prezivljavanjem je
predstavljen zasebno, pomocu Kaplan-Meier kriva.

Varijanta A/C u genu za MTHFR c.677 Kkorelira sa najve¢im procentom
prezivljavanja (Grafkon 43), dok je u istom genu ta povezanost videna kod ¢.1298 A/C
polimorfizma (Grafikon 44).

Varijante 6bp D/D (Grafikon 45) i 28bp 2/2 (Grafikon 46) u genu za TYMS
koreliraju sa boljim prezivljavanjem.

Polimorfizam A/A u ¢.80 SLC19A1 je povezan saboljim OAS (Grafikon 47).

Varijante u genu za DHFR koje koreliraju sa ve¢im procentom preZivljavanja su:
C/C u -680 (Grafikon 48), G/G u -675 (Grafikon 49), C/C u -556 (Grafikon 50), T/T u -
464 (Grafikon 51) i G/G u -317 (Grafikon 52).
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Grafikon 44. OAS u odnosu navarijante u ¢.1298 MTHFR
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Grafikon 45. OAS u odnosu na varijante u 6bp TYMS
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Grafikon 46. OAS u odnosu navarijante u 28bp TYMS
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Grafikon 49. OAS u odnosu varijante -675 u DHFR
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5. DISKUSIJA

Maligne bolesti u dece su retke i Cine svega 1% kancera u odraslih (92). ALL je
najceSci malignitet u pedijatriji, $to nije jedini razlog zbog Cega se najveci broj ispitivanja
upravo sprovodi u ovoj grupi pacijenata. Naime, brojni radovi su ukazali na znacCaj
razumevanjaleukemogeneze u cilju modifikacije terapije, usmerene na genetskom profilu
bolesnika. Nove terapijske opcije za decu sa refrakternom/rezistentnom bole$¢u
predstavljaju veliki klinicki i naucni izazov (93). Istrazivanja nisu samo usmerena ka
etiopatigenezi i novim terapijskim opcijama: veliki broj autora se bavi praenjem
nezeljenih efekata primenjenih lekova i njihove potencijalne predikcije (94). Toksicnost
hemioterapije predstavlija jedan od bitnih problema koji utiCe na tok leCenja i
prezivljavanje dece sa ALL.

Studijska grupa je obuhvatila 161 dete sa de novo dijagnostikovanom ALL u
periodu od 10 godina. Primecena je predominacija muskog pola, 5to je podatak koji drugi
autori prijavljuju u uzrastu preko 10 godina (95). Pik javljanja ALL u naSih pacijenata u
predskolskom uzrastu odgovara podacima iz literature. Takode, brojni autori prijavljuju
ngimanju ucestalost ALL u odojackom periodu, kao Sto je videno i u naSoj grupi
bolesnika (96).

Standardnom dijagnostikom, koja je jasno determinisana u protokolu leCenja,
dobijeni su podaci o karakteristikama ALL u nasih ispitanika. Klasifikacija po FAB-u je
pokazala laku predominaciju L2 morfoloskog tipa blasta (55,9%), $to ne odgovara
podacima drugih autora, koji navode predominaciju L1 tipa (10). Medutim, klasifikacija
po FAB-u danas ima istorijski znacaj (97), jer se uvodenjem novih prognostickih
parametara na genetskom nivou znacajno unapredila stratifikacija rizika. Imunofenotipski
profil bolesnika u naSoj studiji odgovara podacima u literaturi, gde se takode navodi
znaCajno CeSca zastupljenost B-Celijske ALL (98). Inicijalna infiltracija CNS-a, kao
najceS¢a propagacija ekstramedularne bolesti je videna u vrlo malom broju pacijenata, Sto
se takode podudara sa rezultatima drugih studija (99). Genetski rearanzmani, odredeni
konvencionalnom citogenetikom i molekularno-genetskim analizama, od znaCaja za
stratifikaciju rizikai primenu usmerene terapije, detektovani su u uobiCajenom procentu u

nasoj grupi ispitanika (100), Sto prijavljuju i brojni drugi autori (101, 102).
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Odgovor naterapiju nasih ispitanika: odredivanje ABB 8. dana terapije, procenat
blasta u mijelogramu 15. dana, kao i kvantifikacija blasta merena FC iz istog uzorka i
procena morfoloSke i molekularne remisije 33. dana leCenja su komplementarni sa
literaturnim podacima (103). Osim u dece koja su imala ranu indukcionu toksi¢nu smrt,
svi ostali pacijenti su usli u remisiju bolesti. U odnosu na jasno determinisane navedene
parametre, uz inicijalne prognostiCke faktore, izvrSena je stratifikacija rizika, Cija
distribucija odgovara podacima drugih autora (98). Rezultati ovog istrazivanja su
pokazali da su kliniCke i laboratorijske karakteristike dece obolele od ALL na dijagnozi u
saglasju sa podacimaiz literature (104).

Komparacija analiziranih genetickih varijanti u genima koji kodiraju enzime koji
ucestvuju u metabolizmu MTX u obolele dece i u kontrolnoj grupi nije ukazala na razliku
u ucCestalosti. Ovakav zakljuCak oponira pretpostavci da odredeni polimorfizmi uCestvuju
u leukemogenezi, ai su opreCni rezultati dobijeni u studijama koje su sprovedene u
adultnih pacijenata sa ALL (105). PoviSena stopa mutacija i deregulacija ekspresije
odredenih gena u ¢eliji mogu povecati rizik za nastanak neoplasti¢nih promena. Folatni
put u Celijama je izuzetno vaZzan za procese sinteze DNK i DNK metilacije. GenetiCke
varijante koje moduliSu ove procese, mogu modulisati i rizik za nastanak malignih
oboljenja. Neke od ispitanih genetickih varijanti se dovode u vezu sa oSteCenjima DNK,
pa je mogué njihov doprinos u razvoju malignih bolesti, kakva je de¢ja ALL. U literaturi
se nalaze kontraverzni rezultati i u istrazivanjima sprovedenih u dece sa ALL, gde jedni
autori navode da odredeni polimorfizmi koreliraju sa nastankom ALL (57), dok drugi
tvrde da iste genetiCke varijante imaju protektivnu ulogu i ne dovode do razvoja bolesti
(106). Studija koja je obuhvatila najveéi broj ispitanika je pokazala da prisustvo
varijantnog, MTHFR c.677T aela, blago smanjuje rizik za pojavu ALL. Varijacija
MTHFR ¢.1298 A>C u ovom slucaju nije pokazala asocijaciju sa nastankom ALL (56).
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, Sto predstavlja
oStecenje DNK i samim tim se smanjuje verovatnoca za razvoj maligne bolesti (57). Za
varijante koje povecavaju ekspresiju gena TYMS bi se oCekivalo da smanjuju rizik od

nastanka malignih bolesti, jer visoko eksprimirani gen TYMS smanjuje koncentraciju
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deoksiuridinskih nukleotida koji mogu da oStete DNK. Medutim, studije koje su
andizirale ponovke od 28bp u genu TYMS pokazale su oprecne rezultate. Naime,
povecan rizik za razvijanje ALL je pokazan i za varijantu sa 3 ponovka (107) i za
varijantu sa 2 ponovka od 28bp u genu TYMS (78). Veca aktivnost enzima DHFR,
kljucnog enzima folatnog puta, i visok nivo unosa folata u Celiju RFC1 transporterom su
povezani sa visokim nivoom aktivnih formi folata u Celiji, 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, izuCavajuci varijacije u genu DHFR kod
ALL pacijenta i u kontrolnoj grupi, pokazana je protektivna uloga alela koji uslovljava
veCu ekspresiju gena DHFR (108). Medutim, oprecni rezultati su dobijeni 3to se tice
SL.C19A1 c.80 G>A varijacije | rizika za dobijanje ALL. Naime, u jednoj studiji je
pokazano da je rizik za nastanak ALL znaCajno poviSen kod dece koja nose SLC1A1
C.80AA genotip (78), dok je u drugoj studiji pokazano da je ova genotip povezan sa
smanjenim rizikom za nastanak ALL (79). U studiji koja je sprovedena u nasoj
populaciji, a koja je ispitivala ucCestalost varijanti u MTHFR genu kod pacijenata sa
trombofilijom takode nije ukazala na razliku izmedu obolelih i zdravih osoba kao
kontrolne grupe (109).

Geni TYMS, MTHFR i DHFR kodirgu enzime folathog puta i SLC19A1 kodira
transporter folata i MTX. Kod pedijatrijskih pacijenata sa ALL i u kontrolnoj grupi je
detektovano ukupno 11 genetickih varijacija u ova 4 gena. U naSoj grupi obolele dece,
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 (110).

Korelacija genetickih varijanti sa inicijalnim parametrima prognoze je ukazala na
nekoliko znaCajnih rezultata. Kada se ispita prosecan uzrast bolesnika na dijagnozi, uvida
se da su deca sa 6bp D/D varijantom u genu za TYMS znacajno starija od dece sa drugim
polimorfizmima. Istrazivanja drugih autora ukazuju na korelaciju sa polom, ai ne i
uzrastom, zbog Cega rezultati naSe studije doprinose razumevanju distribucije i uloge
detektovanih genetickih varijanti (111). U naSih ispitanika je pokazana korelacija DHFR
varijanti -675 A>G, -556 T>C, -464 A>T sa B-Celijskim imunofenotipom i MTHFR
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€.1298 A>C sa T-ALL. Povezanost razlicitih genetickih varijanti sa imunofenotipom je
opisana u literaturi: pokazano je da S.C19A1 gen ima vecCi kapacitet za vezivanje MTX
kod dece sa B-Celijskom u poredenju sa T-Celijskom ALL (112). U ovom istrazivanju je
videna i korelacija genetickih varijanti u TYMS genu sa kompleksnim kariotipom u dece
sa ALL. Sli¢ni podaci su objavljeni i od strane drugih autora: deca sa t(12;21), kod kojih
je videna poviSena ekspresija SLC19A1 gena su razvila vecu rezistenciju na MTX (113).
Pacijenti sa viSe genetiCkih rearanzmana mogu da imaju manju akumulaciju MTX
poliglutamata, $to bitno menja odgovor na terapiju i ukazuje na znacaj individualnog
genetskog profilisanja.

Ucinjeno je poredenje genetickih varijanti u odnosu na odgovor na terapiju, u
razlicitim vremenskim intervalima, sto ukazuje na povezanost polimorfizama sa brzinom
ulaska u CR. Videna je znacCajna korelacija varijanti 6bp i 28 bp u genu za TYMS i
varijanti -680 C>A i -317 A>G u genu za DHFR sa sporijom kinetikom blasta 15. dana
leCenja, procenjeno morfoloskim pregledom koStane srzi. Drugi autori takode navode da
varijante u genu za DHFR koreliraju sa loSijim odgovorom na terapiju, Sto pripisuju
povecanoj ekspresiji gena i prisustvu odredenih haplotipova koji asociraju sa vecom
rezistencijom na primenjene lekove (114). Takode, u literaturi je pokazana rezistencija
leukemijski izmenjenih Celija kod zbirnog prisustva polimorfizama u genima DHFR,
SL.C19A1i TYMS(113).

Metabolicki put folata/MTX ukljuCuje veliki broj enzima i transportera. Vecina
dosadasnjih studija je ukljucivala mali broj pacijenata i analizirao se jedan do nekoliko
genetickih varijanti koje moduliSu odgovor na terapiju MTX. 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 MTX i
varijacija u genima za transportere kod dece obolele od ALL (115, 116). Velike
multicentricne studije studije predstavljaju odlican pristup za identifikaciju genetickih
varijanti koje mogu da modulisu slozene metabolicke puteve, kakav je put MTX.

Ucestalost, manifestacija i stepen toksicnosti MTX kod pacijenata u nasoj studiji
odgovara podacima iz literature (117). Pokazano je da je viSe od 2/3 dece ispoljilo
nezeljene efekte primene MTX, od kojih defaci znaCaino ¢eSce, ai oni Cine i Vel

procenat ispitanika u studiji. Videno je da procenat i stepen toksiCnosti raste sa
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ponavljanim ekpozicijama MTX u starije dece, proseChog uzrasta od 10 godina.
Savremeni radovi ukazuju da adolescenti zasluZzuju poseban pristup, upravo zbog vece
podloznosti nezeljenim efektima terapije (118). Klinicka manifestacija nezeljenih efekata
MTX je bilaubedljivo dominantnija u odnosu na laboratorijskul.

Protektivan efekat varijante ¢.677 T/T u MTHFR genu u ispoljavanju toksicnosti
tokom parenteralne primene MTX u dozi od 2 g/m? se moZe objasniti niskom aktivno$éu
enzima u MTHFR genu, uzrokovanom homozigotnom ¢.677T varijantom koja dovodi do
redukovanog stepena konverzije 5,10-metilentetrahidrofolata u 5-metiltetrahidrofolat.
Visok nivo 5,10-metilentetrahidrofolata olakSava de novo sintezu purina i timidilata, Sto
dovodi do smanjenja toksicnih efekata MTX (58). Medutim, u literaturi se nalaze
kontroverzni podaci vezani za predikciju toksicnosti MTX na osnovu prisustva ovog
genotipa. Pojedini autori su objavili rezultate istrazivanja gde ukazuju na upravo suprotan
efekat, naglaSavajuci da se u pacijenata sa ovim polimorfizmom ceSCe javlja toksi¢nost
tokom terapije MTX (119, 120). Interesantno je da je jedan od ngjcitiranijih radova koji
je pokazao nepovoljan uticg ¢.677T varijante MTHFR genu (121) doveden u pitanje
ponovnom statistickom obradom rezultata objavljenog ispitivanja (116). Tako je
dokazano da je ovaj polimorfizam povezan sa manjom toksi¢no$¢u tokom primene MTX,
Sto je u saglasnosti sa rezultatima ovog istrazivanja i odgovara podacima drugih studija
(122). lako je u najvecoj meri istrazen uticaj MTHFR gena na toksi¢nost MTX,
ispitivanje drugih gena koji kodiraju enzime koji ucestvuju u metabolisanju leka pruzaju
takode kontradiktorne rezultate. U naSoj grupi ispitanika, tokom primene drugog ciklusa
MTX u dozi od 5 g¢/m? polimorfizmi u genu za SLC19A1 su imali razli¢it uticaj:
varijanta ¢.80 G/G je pokazala protektivan karakter, dok su deca sa varijantom ¢.80 A/A
znaCajno ¢eSce ispoljila nezeljene efekte leka. Kontroverzni statovi u objavljenoj stru¢noj
literaturi se mogu objasniti razliCitom distribucijom nepovoljnih haplotipova koji uticu
na status ispitivanih gena i sledstveno na ispoljavanje toksic¢nosti u toku primene MTX
(123).

Korelacija farmakokinetike i farmakogenetike je od posebnog interesa. Ngjveci
broj dece je ispoljio jednu epizodu usporenja kinetike leka tokom faze konsolidacije,
neSto manji broj dece dve i ngimanji broj dece tri epizode. Nijedno dete nije imalo

produZzenu PK u sva Cetiri primenjena ciklusa MTX. Pracenje PK MTX je ukazalo da se
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statistiCki znaCajno usporenje eliminacije leka registruje 48h od pocCetka primene u vise
od polovine ispitanika, a potom po uCestalosti sledi 24h i znatajno rede 36h i 42h.
Produzena kinetika je pratena do momenta kada nivo leka dostigne bezbednu
koncentraciju u krvi. Ngjveci broj dece je imao kratkotrajno produzenu ekskreciju leka, u
trgjanju od 24h, mada su mereni produzeni nivoi i do 144h sata od poCetka primene
MTX. Mnogi autori ukazuju na znacaj individualne predikcije MTX toksi¢nosti (124).
Kada se posmatraju sva Cetiri primenjena ciklusa MTX zbirno, uvida se da deca sa
varijantom 6bp D/D u genu za TYMS imgu usporenu kinetiku leka. Medutim, kada se
posmatraju pojedinatni cikluss MTX, primeceno jedai drugi polimorfizmi korelirgju sa
produzenom kinetikom leka. Tokom primene 1. M su se izdvojile varijante ¢.1298 A/C i
€.1298 C/C u genu za MTHFR, a u toku 3. M se primec€uje produZena ekskrecija MTX
kod varijante 6bp D/D u genu za TYMS kao i kod varijanti -675, -556 i -464 u genu za
DHFR. U toku primene 2. M i 4. M nijedan polimorfizam nije korelirao sa produzenom
kinetikom leka. PK MTX kod i veca toksi¢nost pri ponavljanim izlaganjima visokim
dozama u pedijatrijskih pacijenata se objaSnjava razliCitim stepenom uticaja navedenih
polimorfizama na farmakodinamiku ispitivanog leka (125). Interesantan je podatak u
literaturi koji prijavljuje produzenu farmakokinetiku MTX kada se primenjuju inhibitori
protonske pumpe, ai takva korelacija nije videna u naSoj grupi ispitanika (126).
Toksicnost MTX je odavno prepoznata kao potencijalno Zivotno ugroZavaudi
dogada tokom hemioterapije. 1z tog razloga su odavno formirani kriterijumi za jasnu
identifikaciju i gradiranje toksi¢nosti, u vidu internacionanih vodica (127), koji su danas
integrisani u savremene protokole za leCenje ALL u dece (128). U odnosu na CTC-NCI,
koji je sastavni deo oba primenjena protokola u nasoj grupi ispitanika (ALL 1C-BFM
2002 i ALL IC-BFM 2009), ustanovljena je i gradirana toksicnost tokom terapije MTX.
U toku primene protokola mM (MTX u dozi od 2 g/m?), &iji se nezeljeni efekti sumarno
prikazuju prema smernicama oba protokola, ngjveCi broj dece je ispoljio gradus 1, potom
gradus 2 i u nggmanjoj meri gradus 3, dok nijedno dete nije ispoljilo gradus 4 toksiCnosti.
NaSi rezultati su u skladu sa podacima autora iz razvijenih zemalja, dok je u manje
razvijenim zemljama procenat i gradus nezeljenih efekata veli (129). Od ispoljenih
komplikacija, najceSce je videna febrilna neutropenija, potom nezeljeni efekti GIT-a, OM

I hepatotoksicnost, dok su neurotoksicnost i nefrotoksicnost najmanje bile zastupljene.
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Kada se posmatraju pojedinacni ciklusi MTX, ordinirani u protokolu M, vrlo je sli¢no
zastupljen gradus toksi¢nosti: tokom 1. M ciklusa najveci broj dece je ispoljio gradus 1,
potom gradus 2 i u ngimanjoj meri gradus 3, dok nijedno dete nije ispoljilo gradus 4. U
neSto vecem procentu se registruju neZeljeni efekti GIT-a. U toku primene 2. M gradus 3
se registruje samo kod hepatotoksiCnosti, a raste procenat dece sa ispoljenom
nefrotoksi¢no$¢u. Tokom ciklusa 3. M je vrlo sli¢na situacija u ispoljavanju tipa i gradusa
toksic¢nosti sa prethodnim, sa izostankom neuroloskih komplikacija, koji su u malom
procentu bili prisutni u prethodna dva ciklusa. Pracenje neZeljenih efekata primene MTX
u toku 4. M je ukazao na rast gradusa i procenta dece sa toksi¢cnos¢u GIT-a, dok je OM
izostao kao komplikacija terapije. Ni u jednog deteta se tokom primene protokola M
takode nije registrovala toksicnost gradusa 4. Rezultati studija drugih autora ukazuju na
sli¢nu distribuciju neZeljenih efekata terapije MTX, sa naglaskom da se vida veca
uCestalost neuroloskih komplikacija, bilo kao posledica intratekalne (130), bilo sistemske
primene leka (131). Takode, veca incidenca nefrotoksicnosti se prijavljuje u literaturi u
odnosu na nase pacijente (132), koja je bilai tolikog intenziteta da je zahtevala zamenu
bubrezne funkcije (133). U literaturi se nalaze podaci i o aergijskim reakcijamanaMTX,
Sto nijedno dete u naSoj studiji nije ispoljilo (134). Jedan od pokuSaja da se sprecCi
hepatotoksi¢nost je primena biljnih preparata koji navodno utiCu na regeneraciju
hepatocita (135), Sto joS uvek nije prihvateno od strane nauCne zajednice, niti
implementirano u terapijske protokole. Izdvojeni su polimorfizmi koji su pokazali
znaCajnu korelaciju sa toksicnoS¢u MTX. Tokom primene 2. M i 4 M. varijanta 28bp u
genu za TYMS je pokazala povezanost sa pojavom i ve¢im gradusom OM. U 4. M se
takode izdvojila varijanta -317 u genu za DHFR kao prediktivni faktor za ispoljavanje
hepatotoksi¢nosti. Pretragom literature, ne nalaze se radovi koji ispituju korelaciju
varijanti u genu za TYMS i DHFR sa tipom i intenzitetom neZeljenih efekata terapije
MTX, §to Cini rezultate naSe studije jedinstvenim i korisnim u pruzanju nove informacije
0 uticaju svih ispitanih polimorfizama na ukupnu toksicnosti tokom primene ovog leka.
Obzirom da su varijante u genu za MTHFR najvise izuCavane, drugi autori su negirali
korelaciju polimorfizama u ovom genu sa OM i hepatotoksi¢noscu, Sto se poklapa sa

rezultatima naSe studije (136). Mogucnost predikcije odgovora na terapiju na osnovu
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farmakogenetickih markera predstavlja siguran nacin doziranja potencijalno vrlo
toksicnog leka, kao sto je MTX.

Pacijenti na terapiji HR blokovima su izuzeti iz poredenja sa ispitivanim
polimorfizmima. Najmanji broj dece je primao ova) modalitet terapije, Sto nije osnovni
razlog izuzeCa, ali se postavljalo pitanje statisticke validnosti obradenih podataka. Glavni
razlog zasto nisu korelirani ispitivani polimorfizmi sa toksi¢nos¢u tokom primene HR
blokova jeste Sto svaki blok podrazumeva primenu brojnih drugih lekova, od kojih svaki,
nezavisno od MTX moze da dovede do pojave nezeljenih efekata. Blok HR-1 pored
MTX podrazumeva primenu: Dexamethason, Vincristine, Cytarabine, Cyclophosphamide
i L-asparaginase, blok HR-2. Dexamethason, Vindesine, Daunorubicin, Ifosfamide i L-
asparaginase, dok se bloku HR-3 MTX ordinira samo intratekalno, uz sistemsku primenu:
Dexamethason, Cytarabine, Etoposide i L-asparaginase. U toku su studije koje ispituju
varijante u genima koji ucCestvuju u metabolizmu kortikosteroida i drugih navedenih
citostatkih agenasa, tako da je ispitivanje polimorfizama tokom sinergizma razlicitih
lekovaveliki izazov za farmakogenetik u buducnosti (137).

Peroralna terapija MTX u fazi odrzavanja traje znaCajno duze od parenteralne u
fazi konsolidacije, ai se primenjuje u daleko manjim dozama (20 mg/m?, jednom
nedeljno, tokom 13-18 meseci, zavisno od grupe rizika. Toksicnost tokom peroralne
primene MTX se procenjuje preko parametara krvne dike i biohemije, gde se od
najveceg znacaja pracenje funkcije jetre (hepatotoksi¢nost). U najveéem broju dece je
registrovana hepatotoksi¢nost tokom terapije odrZavanja. Interesantno je da su znacajno
CeSCe registrovane poviSene vrednosti ALT u odnosu na AST. U odnosu na intenzitet
toksicnosti najceSce je zabeleZen gradus 1 i potom gradus 3. Kao i kod sistemske primene
MTX, tako i tokom peroralne u terapiji odrzavanja, deca starijeg uzrasta su statisticki
znaCajno vise ispoljila neZeljene efekte terapije u odnosu na mlade ispitanike. Ova pojava
i mehanizam su veC objasnjeni u prethodnim poglavljima. Takode je zanimljivo da tokom
terapije odrzava grupa rizika nije uticala na pojavu i stepen toksicnosti. Moglo bi se
oCekivati da deca koja su prethodno bila izloZena intenzivnijoj terapiji imaju veci
procenat nezeljenih efekata u zavr$noj fazi leCenja, ali to u nasoj studiji nije pokazano.
Varijante u genima MTHFR, DHFR, SLC19A1 i TYMS se nisu pokazae prediktivnim

tokom primene peroralnog MTX. Mogu¢ razlog je da su u pitanju zna¢ajno manje doze
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koje se primenju perorano u odnosu na one koja su deca primala parenteralno. lako je
prilican broj dece ispoljio hepatotoksicnost, nije pokazana korelacija sa ispitivanim
polimorfizmima. Autori drugih studija, dostupnih u literaturi se nisu bavili izuCavanjem
povezanosti varijantama u genima koji kodiraju enzime koji ucestvuju u metabolizmu
MTX tokom peroralne primene, tako da na$a studija nudi podatak o negativnoj korelaciji.
Postoje brojni radovi koji izuCavaju oralnu i subkutanu primenu MTX, ali se radi o
pacijentima sa drugim bolestima kao Sto su: juvenilni idiopatski artritis (138), psorijaza
(139), inflamatorne bolesti creva (Crohn) (140), vaskulitisi (Takayasu arteritis) (141),
bolesti vezivnog tkiva (eozinofilni fasciitis) (142). Zbog kontinuirane primene drugog
leka u terapiji odrzavanja (6-Mercaptopurine), za koji su vec izdvojeni polimorfizmi od
znaCaja, ispitana je incidenca varijanti 460 i 719 u genu za tiopurin-metiltransferazu
(TPMT), gde je viden pozitivan heterozigotni ili homozigotni status u izrazito malom
broju dece. Istrazena je i povezanost ispitivanih polimorfizama sa varijantama u TPMT
genu, gde nije nadena unakrsna korelacija. Zanimljivo je Sto u delovanju lekova 6-MP i
MTX postoji sinergizam. Naime, MTX inhibira enzim XO, uCesnika metabolickog puta
tiopurinskih lekova, direktno se vezujuci za ovaj enzim, i tako poveéava dostupnost 6-
MP. Osim toga, inhibiraju¢i DHFR enzim, MTX smanjuje koncentraciju aktivnih formi
folata, Sto utiCe na smanjenje koncentracije SAM-a, kofaktora koji stabilizuje TPMT
enzim. | na ovg naCin MTX povecava citotoksi¢ni potencijal samog 6-MP. Na kraju, i
jedan i drugi lek inhibiraju sintezu purina, 6-MP preko svojih metilovanih metabolita, a
MTX direktno, inhibirajuCi enzim AICAR transformilazu i indirektno, smanjujuci
dostupnost neophodnih formi folata (143).

U disertaciji je prikazan OAS u dece sa ALL od 87%, Sto je rezultat vrlo blizak
procentu izleCenja u razvijenim zemljama koji iznosi 90% (39). EFS je zabelezen u
80,6% dece, od kojih je 15% razvilo recidiv osnovne bolesti, 1,3% sekundarni malignitet,
a u 31% je konstatovana toksiCha smrt. To su, takode, podaci koji odgovargu
rezultatima drugih autora koji primenjuju savremene protokole leCenja za decu sa ALL
(144). Primeeno da je stariji uzrast bolesnika povezan sa toksicnom smrcu, Sto je
prethodno ve¢ detaljno objasnjeno u smislu da su daleko podliozniji toksi¢nosti od mlade
dece. OCekivano, pokazana je statistiCki znaCgjna razlika u prezivljavanju u odnosu na

gruperizikau OASI EFS, sto je takode u saglasju sa literaturnim podacima (145).
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U nasSoj grupi ispitanika je znatajno veCi broj dece imao smrtni ishod usled
recidiva, nego zbog toksi¢nosti terapije, Sto odgovara i rezultatima drugih autora (146).
To je jedan od glavnih razloga zasto su brojne studije usmerene ka identifikaciji faktora
rizika za razvoj recidiva bolesti i eventualnu prevenciju (147-149). To je, takode, bio
jedan od glavnih ciljeva i naSeg istraZzivanja. Ova studija nije pokazala da prisustvo
ispitivanih genetickih varijanti direktno utiCe na procenat izleCenja, ali je ukazala na
potencijalno los faktor prognoze u dece sa -464 T/T varijantom u DHFR genu, koja su
znaCajno CeSce razvila recidiv ALL, Sto su u skoradnjim radovima objavili i drugi autori
(150). U naSoj grupi ALL pacijenata, identifikovano je 11% nosilaca MTHFR c.677TT
genotipa, koji se povezuje sa smanjenom aktivnos¢u MTHFR enzima. Pacijenti sa ovim
genotipom imaju vecu verovatno¢u da razviju recidiv osnovne bolesti (58). Bolesnici
koju su slozeni heterozigoti za varijante MTHFR ¢.677T i ¢.1298C takode imaju nisku
aktivnost MTHFR enzima zbog Cega su takode u riziku od pogjve recidiva. Rezultati nase
analize haplotipova su potvrdili od ranije poznatu Cinjenicu (151) da se ove varijante,
C.677T i ¢.1298C, koje menjgju aminokiselinski sastav MTHFR enzima retko nalaze na
istom hromozomu. Nosilaca MTHFR ¢.677TT i slozenih heterozigota za varijante ¢.677T
i ¢.1298C u nasSoj grupi pacijenata je ukupno bilo 26%. Kod ovih pacijenata bi trebalo
razmotriti intenzifikaciju doze MTX zbog potencijalne moguénosti da razviju recidiv.
Detektovano je oko 33% homozigotnih nosilaca alela sa 3 ponovka, 3R, u
minisatelitskom lokusu 5’UTR-agena TYMS. ALL pacijenti koji hose ova genotip imaju
povecan rizik zarazvoj recidiva (88), ali manji rizik od toksi¢nosti izazvane MTX (83). U
nasoj grupi ispitanika, minisatelitski region u 5’UTR-u i 6bp indel u 3’'UTR-u gena TYMS
su bili u LD-u, Sto je poznato i za druge evropske populacije (87). Relativno redak
haplotip definisan duplim ponovkom (2R) i delecijom od 6bp (6bp-), zastupljen je sa
8.2% kod nasih ispitanika. Pregledom literature se nalazi podatak da je ova haplotip
doveden u vezu sa smanjenim rizikom od recidiva kod pedijatrijskih pacijenata sa ALL
(88). Na osnovu ucestalosti varijanti u genu TYMS mozemo zakljuCiti da u srpskoj
populaciji ima oko 33% pacijenata koji su kandidati za intenzifikaciju doznog rezima
MTX, dok za oko 8% pacijenata treba razmotriti smanjenje doze ovog leka. 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
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uCestala haplotipa. Jedna od varijacija u genu DHFR koja je analizirana u nasoj studiji,
DHFR -317 A>G, se dovodi u vezu sa odgovorom naterapiju MTX (67, 71). Medutim, i
genotip DHFR -317GG (71) i genotip DHFR -317AA (67) su dovedeni u vezu sa
povecanom Sansom za razvoj recidiva kod dece sa ALL. Genotip DHFR -317GG je u
nasoj grupi ispitanika imao ucestalost oko 15%, dok je genotip DHFR -317AA imao
uCestalost od oko 35%. Buduci 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 pozitivno, odnosno negativno utie na ishod bolesti. U genu
S.C19A1 analizirali smo Kklini¢ki najrelevantniju varijaciju, S C19A1 ¢.80 G>A. U nasoj
grupi pacijenata genotip ¢.80AA, povezan sa smanjenom aktivnos¢u RFC1 transportera
(74), bio je zastupljen sa oko 27%. Pedijatrijski pacijenti sa ALL koji nose ova genotip
imaju losiju prognozu, verovatno zbog smanjenog unosa MTX u maligno alterisane Celije
(75, 80). Za nosioce c.80AA genotipa kod kojih MTX manje efikasno prodire u
leukemijsku celiju, veca doza ovog leka bi mogla da poboljsa ishod leCenja. Takode,
ukoliko dode do nezeljenih efekata MTX, nosiocima c.80AA genotipa bi mozda trebalo
povecati dozu prirodnog folata, 5-formil-THF-a, dabi se smanjio toksicni efekat leka.
Leukemogeneza je dinamiCan proces, koji uslovljava tok bolesti kontinuiranim
promenama u populaciji malignih Celija. Zahvaljuju¢i uvodenju molekularne genetike u
klinicku dijagnostiku, detektuje se i prati varijabilnost malignih celija, odgovorna za
visoko proliferativne, agresivne i rezistentne subklonove. Od velikog je znacCaja
identifikacija potencijalnih genetickih markera koji doprinose izrazenoj toksi¢nosti
hemioterapije, na koje se moze uticati smanjenjem doze leka ili onih koji utiCu na
nedovoljan metabolizam leka i dovode do recidiva bolesti, a samim tim i loSijeg

prezivljavanja dece sa ALL (152).
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6. ZAKLJUCCI

U skladu sa postavljenim ciljevima disertacije, a na osnovu dobijenih rezultata, izvedeni su
sledeci zakljucci:

1. IstraZivanje je ukazalo da ne postoji razlika u ucestalosti ispitivanih genetickih
varijanti u genima za MTHFR, DFHR, SLC19A1 i TYMS izmedu dece obolele od
ALL i zdravih osoba i da je alelska distribucija vrlo dli¢na izmedu pacijenata i

kontrolne

2. Uocena je niska incidenca nepovoljnih genotipova u nasoj populaciji i prikazani su
najces¢i haplotipovi ispitivanih gena i pokazano je da zastupljenost aela u pomenuta

Cetiri gena medu nasSim ispitanicima odgovara drugim evropskim popul acijama

3. Uticaj pola na ucestalost detektovanih polimorfizama u navedenim genima nije
notiran, ali je pokazano sa statistiCki znaCajnom validnoS¢u da deca kod kojih je
detektovan TYMS 6bp D/D polimorfizam u starijem uzrastu obolevagju od ALL u

odnosu na druge varijante u istom genu

4. U odnosu na imunofenotipske karakteristike, pokazana je statisticki znaCajna razlika
medu ispitivanim genima: MTHFR ¢.1298 A>C korelira sa manje povoljnim, T-
Celijskim imunofenotipom, dok se DHFR varijante -675 A>G, -556 T>C, -464 A>T

detektuju isklju¢ivo u dece sa B-éelijskom ALL

5. UocCena je statistiCki znaCajna korelacija genetickih varijanti u TYMS genu sa

kompleksnim kariotipom u dece sa ALL

6. Videna je statistiCki znaCajna povezanost varijanti 6bp i 28 bp u genu za TYMS i
varijanti -680 C>A i -317 A>G u genu za DHFR sa sporijom kinetikom blasta 15.

dana leCenja

7. StatistiCki znaCajno CeSCe se detektovala KkliniCka i laboratorijska toksicnost MTX u

starijem uzrastu ispitanika, prosecno u desetoj godini Zivota

8. Pracenje farmakokinetike je pokazalo da je najveci broj dece imao produzenu
kinetiku leka tokom jednog od cCetiri ciklusa MTX, u statisticki znaCajno manjem
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

procentu tokom dva i tokom tri ciklusa, a da se ni u jednog deteta nije javilo

usporenje ekskrecije leka u sva Cetiri ciklusa

ProduZena kinetika MTX se ubedljivo najceS¢e detektovala u 48h od poCetka primene
MTX, kod najveceg broja ispitanika je trajala 24h, ali su u izuzetno malom procentu

dece mereni poviseni nivoi lekai do 144h

Korelacijom farmakokinetike i farmakogenetike u nasSih bolesnika pokazano je da su
deca sa TYMS 6bp D/D varijantom statisticki znacajno ¢e$¢e imala povisene nivoe
MTX

Deca kod kojih su se ispoljila neZeljena dejstva parenteralne primene MTX su u
najvecem broju imala nizak stepen toksi¢nosti, statistiCki znaCajno najzastupljeniji je
bio gradus 1

Viden je statistiCki znaCajan protektivni efekat varijante ¢.677 T/T u MTHFR genu u
bolesnika koji su primali MTX u dozi od 2 g/m? deca sa tim polimorfizmom su

najrede ispoljavala nezeljene efekte leka

Takode, deca sa genotipovima MTHFR ¢.1298 C/C, DHFR -675 G/G, -556 C/C i -
464 T/T i SLC19A1 c.80 A/A vremenom ispoljavaju veéu toksi¢nost MTX pri
ponavljanim ekpozicijama veéim dozama leka (5 g/m?), §to se takode pokazalo
statisticki znaCajnim

Utvrdeno je da se hepatotoksi¢nost javlja u veCem procentu tokom peroralne primene
MTX u fazi odrzavanja u odnosu na parenteralnu primenu leka u fazi konsolidacije,
da se statisticki znaCajno ¢eScCe registruju povisene vrednosti ALT u odnosu na AST i

da je u najvecem broju dece zabeleZen gradus 1 i gradus 3 hepatotoksi¢nosti

Ukupno prezivljavanje ispitanika u studiji (OAS) je iznosilo 87%, a EFS 80,6%:
recidiv osnovne bolesti je razvilo 15% pacijenata, sekundarni malignitet je

dijagnostikovan u 1,3% bolesnika, a u 3,1% dece je konstatovana toksi¢na smrt

Jasno su definisani i prikazani razliCiti faktori koji utiCu na prognozu, medu kojima
se izdvojila varijanta -464 T/T u DHFR genu, jer se pokazalo da su deca sa tim
genotipom znacajno ¢eSée razvila recidiv osnovne bolesti Sto je u toj grupi bolesnika

uticalo na nepovoljan krajnji ishod lecenja
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Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije
doktorskog rada

Ime i prezime autora: Klin. asist. dr Jelena Lazi¢

Naslov rada: Znacaj polimorfizama u genima koji kodiraju enzime ukljuéene u
metabolizam metotreksata u dece sa akutnom limfoblastnom leukemijom

Mentor: Doc. dr Nada Krstovski

Potpisana Jelena Lazi¢

izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji
koju sam predao/la za objavljivanje na portalu Digitalnog repozitorijuma Univerziteta
u Beogradu.

Dozvoljavam da se objave maiji licni podaci vezani za dobijanje akademskog zvanja
doktora nauka, kao Sto su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi liéni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u
elektronskom katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis doktoranda

U Beogradu, 14.4.2016.



Prilog 3.

Izjava o koris€enju

Ovlaséujem Univerzitetsku biblioteku ,Svetozar Markovi¢"* da u Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

Znadaj polimorfizama u genima koji kodiraju enzime uklju¢ene u metabolizam
metotreksata u dece sa akutnom limfoblastnom leukemijom

koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam u elektronskom formatu pogodnom za
trajno arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u Beogradu
mogu da koriste svi koji poStuju odredbe sadrzane u odabranom tipu licence Kreativne
zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlucio/la.

1. Autorstvo

2. Autorstvo - nekomercijalno

3. Autorstvo — nekomercijalno — bez prerade

4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima
5. Autorstvo — bez prerade

6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima

(Molimo da zaokruZzite samo jednu od Sest ponudenih licenci, kratak opis licenci dat je
na poledini lista).

Potpis doktoranda

U Beogradu, 14.4.2016.
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