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Farmakogeneti¢ki markeri odgovora na terapiju tiopurinskim lekovima,
metotreksatom i vinkristinom kod dece sa akutnom limfoblastnom leukemijom

Sazetak

Akutna limfoblastna leukemija (ALL) je najCe$¢i malignitet deCjeg doba. Napredak u
leCenju usmeren je ka smanjenju pojave nezeljenih efekata terapije, primenom principa
farmakogenetike.

U ovoj studiji istrazivanje je bilo usmereno ka otkrivanju farmakogenetickih i
farmakotranskriptomskih markera odgovora na lekove koji su okosnica terapijskih protokola lecenja
dece obolele od ALL (tiopurinski lekovi, metotreksat i vinkristin).

Analizirani su uzorci krvi i1 kostane srzi 139 dece sa ALL. Varijante u ispitivanim genima
detektovane su metodom PCR-a i Sangerovim sekvenciranjem. Nivo ekspresije NUDT15 u
mononuklearnim ¢elijama odreden je real-time PCR-om. Korelacija farmakomarkera sa klinickim
parametrima vrs$ena je statistickim testovima.

Odgovor na ispitivane lekove procenjivan je u retrospektivnim klinickim studijama.
Pokazano je da nivo ekspresije NUDT15 na prezentaciji bolesti ne korelira sa pojavom nezeljenih
efekata terapije tiopurinskim lekovima. U ispitivanoj grupi detektovano je 5 varijanti u genu
NUDT15 koje nemaju patogeni efekat. Varijanta rs4149056 u genu SLCOI1BL1 je izu¢avana kao
marker farmakokinetike i toksi¢nosti metotreksata. U ovoj studiji nije potvrden njen klinicki znaca;.
Analiziran je farmakogeneticki potencijal varijanti u genima CYP3A5, CEP72, ACTG1, MIR3117 i
MIR4481 kao markera odgovora na terapiju vinkristinom. Nije potvrdena korelacija ovih varijanti
sa nastankom perifernih neuropatija kod dece sa ALL. Razvijen je predikcioni model za
hepatotoksi¢nost izazvanu metotreksatom, zasnovan na poligenskom skoru rizika.

Ova studija je doprinela znanjima koja vode ka personalizaciji leCenja dece obolele od ALL.

Kljuéne reci: farmakogenetika, de¢ja akutna limfoblastna leukemija, tiopurinski lekovi,
metotreksat, vinkristin, poligenski skor rizika, nudiks hidroksilaza 15 (NUDT15), vinkristinom
indukovana periferna neuropatija (VIPN)

Nauéna oblast: Molekularna biologija eukariota
UZa nauc¢na oblast: Molekularna genetika




Pharmacogenetic markers of response to therapy with thiopurine drugs,
methotrexate, and vincristine in children with acute lymphoblastic leukemia

Summary

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common childhood malignancy.
Treatment progress is aimed at reducing the occurrence of side effects of therapy, by applying the
principles of pharmacogenetics.

The aim of this study was to discover pharmacogenetic and pharmacotranscriptomic
markers of response to drugs that are the backbone of therapeutic protocols for the treatment of
children with ALL (thiopurine drugs, methotrexate and vincristine).

Blood and bone marrow samples of 139 children with ALL were analysed. Variants in the
tested genes were detected by PCR and Sanger sequencing. The expression level of NUDT15 in
mononuclear cells was determined by real-time PCR. The correlation of pharmacomarkers with
clinical parameters was performed using statistical tests.

The response to the investigated drugs was evaluated in retrospective clinical studies. It was
shown that the level of NUDT15 expression at the presentation of the disease does not correlate
with the occurrence of side effects of thiopurine drug therapy. In this study 5 variants in the
NUDT15 gene were detected, which do not have a pathogenic effect. The rs4149056 variant in the
SLCO1B1 gene was assessed as a marker of methotrexate pharmacokinetics and toxicity. Its clinical
significance was not confirmed in this study. The pharmacogenetic potential of variants in CYP3A5,
CEP72, ACTG1, MIR3117 and MIR4481 genes as markers of response to vincristine therapy was
analysed. The correlation of these variants with the onset of peripheral neuropathies in children with
ALL has not been confirmed. A predictive model for methotrexate-induced hepatotoxicity based on
the polygenic risk score was developed.

This study contributed to the knowledge that leads to the personalization of the treatment of
children with ALL.

Key words: pharmacogenetics, childhood acute lymphoblastic leukemia, thiopurine drugs,
methotrexat, vincristine, polygenic risc score, nudix hydroxylase 15 (NUDT15), vincristine-
induced peripheral neuropathy (VIPN)

Scientific field: Molecular biology of eukaryotes
Scientific subfield: Molecular genetics




LISTA SKRACENICA

6-MP- 6-merkaptopurin
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member 1)

ACTG1- Gama aktin (eng. Actin gama 1)
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CEP72- Centrozomalni protein 72 (eng. Centrosomal protein 72)

CPIC- Konzorcijum za klini¢ku implementaciju farmakogenetike (eng. Clinical Pharmacogenetics
Implementation Consortium)

CPNDS- Kanadska farmakogenomicka mreza za bezbednost lekova (eng. Canadian
Pharmacogenomics Network for Drug Safety)

CYP3ADS5- citohrom P450, familija 3, supfamilija A, ¢lan 5 (eng. Cytochrome P450 family 3
subfamily A member 5)
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DHFR- Dihidrofolat reduktaza

dNTP- Dezoksinukleotid trifosfat

DPWG- Holandska farmakogeneti¢ka radna grupa (eng. Dutch Pharmacogenetics Working Group)
GAS5- Duga nekodiraju¢a RNK, faktor zaustavljanja rasta 5 (eng. growth arrest specific 5)
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GWAS- Studije genomskih asocijacija (eng. Genome-Wide Association Studies)
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NCI- Americki nacionalni nstitut za rak (engl. National Cancer Institute)
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PharmGKB- Farmakogenomicka baza znanja (eng. The Pharmacogenetics Knowledge Base)

PharmVar- Konzorcijum za farmakogeneticke varijacije (eng. The Pharmacogenetic Variation
Consortium)
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SR- Standardni rizik
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1. Uvod



Uvod

1.1.Farmakogenetika i farmako-omike u personalizovanoj medicini

Savremeni napori medicinske prakse sve vise su usmereni na personalizovani, odnosno
precizni pristup le¢enju bolesnika. Ovakav pristup, zasnovan na dokazima (eng. evidence based
medicine), podrazumeva prilagodavanje strategija terapije ili prevencije bolesti specifi¢nostima
bolesnika, uzimajuéi u obzir geneticke karakteristike, sredinske i fizioloske faktore [1].

Farmakogenetika predstavlja jednu od osnovnih komponenti prersonalizovane medicine i
rastuce je polje biomedicinskih istrazivanja. Pojam farmakogenetika prvi put je upitrebio Frederik
Vogel jo§ 1959. godine sa ciljem da ukaze na koncept da su reakcije na lekove pod kontrolom gena,
kao i na to da razli¢ite osobe mogu da reaguju znacajno drugacije na primenu istog leka u zavisnosti
od genetickog materijala koji poseduju [2]. Danas se zna da geneti¢ke varijacije, 0odnosno
farmakovarijante, mogu dovesti do razlika u farmakokinetici leka na nivou apsorpcije, distribucije,
metabolizma i ekskrecije, kao i u farmakodinamici leka, uticuéi na proteine uklju¢ene u mehanizam
njegovog dejstva (receptori, jonski kanali, transporteri, enzimi...) ili regulaciju imunskog odgovora
[3]. Krajnji cilj farmakogenetike je individualizacija terapije za svakog bolesnika, odnosno primena
adekvatnog leka, u adekvatnoj dozi u adekvatnom trenutku terapije [4].

Postoje dva glavna pristupa u farmakogeneti¢kim istrazivanjima. Jedan pristup odnosi se na
studije koje se bave ispitivanjem asocijacija varijanti u odredenim genima kandidatima, koji su po
pravilu ukljuceni u metabolicki put odredenog leka, sa nekim aspektom odgovora na terapiju tim
lekom. Drugi pristup baziran je na proucavanju celog genoma, odnosno studijama genomskih
asocijacija (eng. Genome-Wide Association Studies, GWAS) u cilju pronalazenja novih
farmakogenetickih markera. Oba pristupa imaju svoje prednosti 1 nedostatke. Studije na genima
kandidatima imaju veliku statisti¢ku ja¢inu, ali im je nedostatak to $to ne omogucuju otkrivanje
novih relevantnih gena. Sa druge strane, studije genomskih asocijacija omogucuju otkrivanje novih
farmakogenetickih markera ¢ak i ako njihova funkcija nije poznata od ranije. Medutim, njihov
nedostak je mala statisti¢ka ja¢ina [5].

Termini farmakogenetika i farmakogenomika se vrlo Cesto koriste sa istim znacenjem,
premda vecina autora termin farmakogenomika koristi da ukaze na farmakogeneticke principe na
nivou celog genoma [6]. Eksplozivan razvoj molekularno bioloskih tehnika doprineo je i razvoju
novih  ,farmako-omika“ kao $§to su farmakotranskriptomika, farmakoproteomika i
farmakometabolomika. Farmakotranskriptomika i farmakoproteomika proucavaju promene u
ekspresiji gena i proteina u zavisnosti od primene leka, dok se famakometabolomika bavi uticajem
leka na nivoe metabolita u tkivima, ¢elijama i telesnim te¢nostima [7]. Dalji razvoj ,,farmako-
omika®“ doprinefe preciznijoj identifikaciji biomarkera, razumevanju mehanizama u koje su
ukljuceni i proceni njihove terapijske efikasnosti.

U poslednjih nekoliko decenija farmakogeneti¢kim istrazivanjima identifikovana je
povezanost izmedu genetickih faktora i bezbednosti i efikasnosti brojnih terapeutika. Rezultati ovih
istrazivanja sve vise nalaze mesto u rutinskoj klini¢koj praksi. Institucije kao $to su Konzorcijum za
klinicku implementaciju farmakogenetike (eng. Clinical Pharmacogenetics Implementation
Consortium, CPIC), Holandska farmakogeneticka radna grupa (eng. Dutch Pharmacogenetics
Working Group, DPWG) i Kanadska farmakogenomitka mreza za bezbednost lekova (eng.
Canadian Pharmacogenomics Network for Drug Safety, CPNDS) bave se davanjem preporuka za
parove gen-lek za koje postoji dovoljno dokaza koji podrZzavaju razmatranje genetickih podataka
prilikom donoSenja odluke o izboru najbolje strategije leCenja [8-10]. Sve brzi napredak
farmakogenetike u 21. veku zahtevao je i efikasno skladistenje, organizovanje, i jednostavan pristup
akumuliranom znanju, sto je dovelo do uspostavljanja farmakogenetickih baza podataka, medu
kojima su najznacajnije Farmakogenomicka baza znanja (eng. The Pharmacogenetics Knowledge
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Base, PharmGKB) i Konzorcijum za farmakogeneticke varijacije (eng. The Pharmacogenetic
Variation Consortium, PharmVar) [11,12].

Primere uspeSne primene farmakogenetickih znanja moguce je naci u leCenju Sirokog
dijapazona bolesti, koje ukljucuju, ali nisu ograni¢ene na kardiovaskularne bolesti, onkoloska
oboljenja, psihijatrijske i infektivne bolesti. CPIC trenutno u svojoj bazi podataka nudi preporuke za
25 razlicitih polimorfnih gena, povezanih sa 93 razli¢ita leka (Tabela 1). Brojni drugi parovi lek-gen
se nalaze u razli¢itim fazama evaluacije, a postojeée preporuke se redovno dopunjuju novim
saznanjima [13].
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Tabela 1. Parovi gen-lek za koje CPIC propisuje preporuke za koriséenje u klini¢koj praksi

Gen Lek
HLA-B abakavir, alopurinol, karbamazepin, fosfenitoin,
okskarbazepin, phenitoin
MT-RNR1 amikacin, gentamicin, kanamicin, paromomicin, plazomicin,
streptomicin, tobramicin
CYP2C19. CYP2D6 amitriptilin, citalopram, klopidogrel, escitalopram,
’ lansoprazol, omeprazol, pantoprazol, vorikonazol,

klomipramin, dekslansoprazol, doksepin, imipramin,
sertralin, trimipramin, esomeprazol, rabeprazol

UGT1Al atazanavir
SLCO1B1 atorvastatin, fluvastatin, lovastatin, pitavastatin, pravastatin,
rosuvastatin, simvastatin
azatioprin, merkaptopurin, tioguanin

NUDT15, TPMT

kapecitabin, fluorouracil, tegafur

DPYD
karbamazepin, okskrbazepin

HLA-A
CYP2C9 celekoksib, flurbiprofen, fluvastatin, fosfenitoin,
lornoksikam, ibuprofen, meloksikam, fenitoi, piroksikam,
tenoksikam, varfarin, aceklofenak, aspirin, diklofenak,
indometacin, lumirakoksib, nabumeton, naproksen
izofluran, methoksifluran,

desfluran, enfluran, halotan,

CACNALS, RYRI sevofluran, sukcinilholin
CYP2B6 efavirenz
CFTR ivakaftor
IFNL3, IFNL4 peginterferon alfa-2a, peginterferon alfa-2b
G6PD rasburikaza
ABCG2 rosuvastatin
CYP3A5 takrolimus
CYP4F2 varfarin
VKORC1 varfarin

COMT, OPRM1 alfentanil, buprenorfine, kodein, fentanil, hidrokodon,
hidromorfon, levometadon, methadon, morfin, naltrekson,
oksikodon, remifentanil, sufentanil, tramadol

CYP2C8 diklofenak, ibuprofen
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1.2. De¢ja akutna limfoblastna leukemija

Decja akutna limfoblastna leukemija (ALL) je hematoloski kancer koji se karakteriSe
klonskom ekspanzijom maligno izmenjenih limfoblasta. U odnosu na poreklo izmenjenih
limfoblasta, ALL se dele na B-¢elijsku i T-Celijsku liniju. Tokom progresije bolesti dolazi do
nagomilavanja malignih blasta u kostanoj srzi, usled ¢ega dolazi do remeéenja njene normalne
funkcije. Kao posledica dolazi do razvoja anemija, neutropenija i trombocitopenija, pa su oboleli
podlozni infekcijama i krvarenjima. Sa daljim razvojem bolesti dolazi do nagomilavanja limfoblasta
I u drugim organima, a najces¢e u limfoidnim organima, jetri i centralnom nervnom sistemu, $to
dovodi do poremecaja u njihovom radu [14].

ALL je ¢es¢a u de¢jem uzrastu nego kod odraslih osoba. Predstavlja oko 30% svih kancera
deCjeg uzrasta, $to je ¢ini najces¢im malignitetom kod dece [15]. Godisnje, oko 5000 dece u Evropi
oboli od ove bolesti [16]. U Srbiji se ALL godisnje dijagnostikuje kod oko 60 dece [17]. Najcesce
oboljevaju deca uzrasta izmedu 2 i 5 godina. ALL se ceS¢e sreCe kod deCaka, pogotovo u
pubertetskom uzrastu, dok se u prvoj godini zZivota ALL ceS¢e javlja kod devojéica [18].
Epidemioloske studije su pokazale da je najveca incidenca pojave ALL u zapadnim, ekonomski
razvijenim zemljama, a najmanja u severnoafri¢kim populacijama i na Bliskom istoku [19].

Etiologija decje ALL uglavnom nije dovoljno poznata, iako je preovladavajuci stav da do
nastanka ALL dolazi sadejstvom razli¢itih genetickih i sredinskih faktora. Pokazano je da se ALL
¢esce javlja kod dece sa genetickim bolestima kao §to su Daunov sindrom [20], Fankonijeva
anemija [21], Blumov sindrom [22], ataksija telangiektazija [23] i dr. Nastanak ALL se dovodio i u
vezu sa izlaganjem jonizuju¢em zracenju [24] i infekcijama pojedinim virusima, kao $to su Epstajn-
Bar i HIV [25,26]. Takode, sve je vise dokaza da kod odredenog broja obolelih, pre svega onih koji
razviju simptome u prvoj godini zivota, do nastanka leukemijskih klonova dolazi jo§ tokom
intrauterinog razvoja [27].

Hromozomske aberacije su ¢esta pojava u de¢joj ALL i imaju veliki znac¢aj kao prognosticki
markeri i prilikom stratifikacije pacijenata. Naj¢eS¢e numeri¢ke aberacije hromozoma su
hiperploidija (kariotip sa vise od 50 hromozoma), ¢ije prisustvo ukazuje na povoljan ishod terapije
[28], dok hipodiploidija (kariotip sa manje od 45 hromozoma) ukazuje na loSu prognozu [29]. Od
strukturnih hromozomskih aberacija najéeS¢e se srecu translokacije. Translokacija t(12;21), koja
daje fuzioni transkript ETV6-RUNX1, povezana je sa povoljnim ishodom terapije [29].
Translokacija t(1;19) ¢iji je fuzioni transkript TCF3-PBX1 dovodi se u vezu sa srednjim rizikom od
relapsa, dok su translokacija t(9;22) sa BCR-ABL1 fuzionim transkriptom, kao i brojni MLL
rearanzmani faktori prognoze loseg ishoda terapije [29,30]. Osim hromozomskih aberacija, u
de¢jim ALL sreée se i veliki broj mutacija, pre svega u genima odgovornim za procese proliferacije,

diferencijacije i programiranje ¢elijske smrti [31].

1.2.1. Lecenje decje ALL

Lecenje de¢je ALL danas je veoma uspesno. Ishod lecenja poboljsan je pre svega razvojem
dijagnostickih metoda i modifikacijama postojecih protokola zasnovanim na stratifikaciji bolesnika
u odnosu na rizik od relapsa [32]. Petogodisnje prezivljavanje u zapadnim zemljama dostize i 90%,
ali je u delovima sveta koji nemaju pristup najmodernijim uslovima le¢enja preZivljavanje manje
[33]. U Srbiji je petogodisnje prezivljavanje obolelih od de¢je ALL 73,1% [34].

Decja ALL se u Srbiji leci prema internacionalnom, multimodalnom Berlin-Frankfurt-
Munster (BFM) protokolu. Do 1. aprila 2010. godine u Srbiji je koris¢ena ALL IC-BFM 2002
verzija protokola, koja je nakon toga zamenjena ALL IC-BFM 2009 verzijom [35]. Osnova ove dve
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verzije protokola se ne razlikuje u velikoj meri. Terapija BFM protokolom je precizno definisana za
svaku grupu rizika. Stratifikacijom se oboleli dele u 3 grupe: bolesnike sa standardnim, srednjim i
visokim rizikom od relapsa. Prognosticki faktori koji se pri tome uzimaju u obzir su uzrast obolelih,
broj leukocita pre pocetka terapije, broj blasta u perifernoj krvi 8. dana terapije, citogeneticke
karakteristike blasta i udeo minimalne rezidualne bolesti (MRB) u kos$tanoj srzi 15. i 33. dana
terapije [15]. Terapija obolelih u svim grupama rizika podeljena je po fazama i njeno predvideno
trajanje je 104 nedelje (24 meseca) [36].

Indukcija remisije je prva faza lecenja. Tokom ove faze tezi se brzom smanjenju broja
limfoblasta u perifernoj krvi i kostanoj srzi. Lekovi koji se primenjuju tokom faze indukcije su
prednizon, vinkristin, daunorubicin i L-asparaginaza. U slucaju da je bolest zahvatila i CNS,
primenjuje se i metotreksat, intratekalno. Na kraju faze indukcije svi bolesnici su stratifikovani na
osnovu rizika i pristupa se daljem le¢enju [36].

Indukciju remisije prati faza rane intenzifikacije. Tokom ove faze oboleli primaju lekove
ciklofosfamid, 6-merkaptopurin i citarabin. Sli¢no kao i u fazi indukcije, ukoliko je bolest prisutna i
U CNS-u terapija se proSiruje i intratekalnom primenom metotreksata. Oboleli sa srednjim i visokim
rizikom koji su leceni verzijom protokola ALL IC-BFM 2009 su randomizovani u cilju unapredenja
protokola. U obe grupe rizika, deo pacijenata je leen standardnim rezimom (standardna grana), dok
je deo leCen poja¢anim rezimom (uvecana grana, eng. augmented) koji je pored navedenih lekova
ukljucivao jos i vinkristin i L-asparaginazu [36].

Slede¢a faza u leCenju je faza konsolidacije, tokom koje oboleli primaju lekove 6-
merkaptopurin i metotreksat, uz dodatnu intratekalnu primenu metotreksata kod bolesnika kod kojih
je CNS i dalje zahvacen boles¢u. Tokom ove faze bolesnici sa srednjim rizikom le¢eni prema ALL
IC-BFM 2009 protokolu su randomizovani u dve grane: ,,mM granu‘ koja je primala metotreksat u
dozama kao i grupa standardnog rizika (2g/m?/24h) i ,M granu* koja je primala visoku dozu
metotreksata (5g/m?/24h). Bolesnici sa visokim rizikom tokom faze konsolidacije primaju jos i
deksametazon, vinkristin, ciklofosfamid, citarabin, L-asparaginazu, ifosfamid, daunorubicin i
etopozid, rasporedene u 3 bloka. Budu¢i da svi bolesnici u ovoj fazi dobijaju visoke doze
metotreksata primenjuje se i leukovorin (aktivna forma folata), kako bi se sprecila pojava i smanjila
ozbiljnost nezeljenih efekata primene ovog leka [36].

Nakon konsolidacije sledi faza reindukcije. Ova faza je podeljena na dva dela. U prvom delu
primenjuju se deksametazon, vinkristin, doksorubicin i L-asparaginaza. Ukoliko je opSte stanje
obolelog dobro, ulazi se u drugi deo reindukcije tokom koga oboleli dobija ciklofosfamid, 6-
tioguanin i citarabin. U slucaju da je CNS i dalje zahvacen boles¢u, sprovodi se intratekalna
primena metotreksata [36].

Terapija odrzavanja je poslednja faza BFM protokola. Tokom ove faze bolesnici dobijaju
dnevne doze 6-merkaptopurina i nedeljne doze metotreksata. Ovi imunosupresivni lekovi se daju
oralno. Kontrole krvne slike se sprovode u dvonedeljnim intervalima u cilju eventualne potrebe za
prilagodavanjem doze lekova, kako bi se izbegli opasni nezeljeni efekti ili pojava recidiva [36].

1.3. Farmakogeneticka istraZivanja u dec¢joj ALL

Zajednicka karakteristika svih hemoterapija je da su veoma toksi¢ne. Citostatici 1 drugi
lekovi koji se koriste u leCenju maligniteta daju se u dozama koje su blizu doza koje dovode do
toksi¢nosti, kako bi se postigla najveca stopa izleenja. Decja ALL je istovremeno i kancer sa
najvecom stopom izle€enja i sa najve¢im brojem smrtnih ishoda u pedijatrijskom uzrastu. Takode,
oko tri Cetvrtine obolelih dozivi neki od nezeljenih efekata tokom terapije, a smrtni ishod usled
nezeljenih efekata terapije se srece kod 1-3% obolelih [32]. Ovolika ucestalost nezeljenih efekata
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posledica je male specifi¢nosti lekova, uskog terapeutskog indeksa i velikih kumulativnih doza [37].
Tegobe sa kojima se deca obolela od ALL suocavaju usled primene terapije najcesée su reakcije
hipersenzitivnsti, gastrointestinalne toksi¢nosti, razliite vrste neuroloskih i nefroloskih tegoba, kao
i mijelosupresije koje mogu biti i zivotno ugrozavajuce [38].

Odgovor na terapiju de¢je ALL zavisi od mnogih faktora, kao Sto je stadijum bolesti u
trenutku zapocinjanja terapije, interakcije medu lekovima koji se koriste, uzrast, pol, sredinski,
fizioloski 1 geneticki faktori. U poslednjih nekoliko decenija sve vise paznje se poklanja ulozi
genetickih faktora, odnosno farmakogenetickim istrazivanjima. U tom pogledu treba razlikovati
geneticke faktore sadrzane u genomu zdravih ¢elija obolelog i geneticke faktore poreklom od
maligno transformisanih ¢elija, koje ulaze u sastav genoma tumora. Geneticki faktori zdravih ¢elija
odnose se na interindividalne razlike u farmakokinetici i farmakodinamici primenjenog leka, dok je
varijabilnost u tumorskom genomu odgovorna za pojavu rezistencije na hemoterapiju [39].
Farmakogenetickim istrazivanjima moguce je identifikovati biomarkere na osnovu kojih bi bilo
moguce predvideti pojavu toksi¢nosti ili smanjenje efikasnosti nekog leka i pristupiti
individualizaciji terapije 1 pre njenog pocetka.

Decja ALL je odlican model za farmakogeneticka istrazivanja iz nekoliko razloga. Razli¢iti
protokoli le¢enja de¢je ALL su u velikoj meri sli¢ni i standardizovani, primenjuju se sa velikom
efikasnos¢u duze vreme 1 u razli¢itim populacijama. Vecina lekova koji se koriste u leCenju ima
uzak terapeutski indeks i ozbiljne nezeljene efekte. Lekovi od kljuéne vaznosti u terapiji decje ALL,
tiopurinski lekovi, metotreksat 1 glukokortikoidni lekovi, koriste se i u leCenju drugih bolesti, zbog
Cega rezultati dobijeni istrazivanjima u de¢joj ALL potencijalno mogu biti primenljivi i u leGenju tih
bolesti [40].

Lekovi koji se koriste u leCenju de¢je ALL prema BFM protokolu, a koji su predmet
istraZzivanja ovog rada, su tiopurinski lekovi, metotreksat i vinkristin.

1.3.1 Farmakogenomika tiopurinskih lekova

Tiopurinski lekovi 6-merkaptopurin (6-MP), azatioprin i 6-tioguanin (6-TG) su medu
antitumorskim lekovima koji su najduze u medicinskoj upotrebi [41]. lako sva tri leka imaju sli¢ne
efekte, u klinickoj praksi se uglavnom koriste za razli¢ite namene: 6-TG Se najceS¢e koristi u
le¢enju mijeloidnih leukemija, 6-MP se predominantno koristi u leCenju limfoidnih maligniteta, dok
se azatioprin uglavnom koristi za ostvarivanje imunosupresivnog efekta prilikom transplantacija
organa ili u leGenju inflamatornih i autoimunskih bolesti, kao $to su inflamatorna bolest creva (eng.
Inflammatory Bowel Disease) i reumatoidni artritis [42]. Tiopurinski lekovi su analozi purina (Slika
1.1) koji u €eliji bivaju metabolicki transformisani u tioguaninske nukleotide (TGN) 1 kao takvi se
ugraduju u nukleinske kiseline. Ovo je njihov glavni mehanizam dejstva i on dovodi do indukcije
programirane ¢elijske smrti [43].
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Slika 1.1. Strukturne formule tiopurinskih lekova i njihovih ¢éelijskih purinskih analoga. Preuzeto i
modifikovano sa wikipedia.org

U terapiji decje ALL najvise se koristi 6-MP, 1 to uglavnom u terapiji odrzavanja, dok se 6-
TG prema BFM protokolu primenjuje samo u fazi reindukcije. 6-TG prolazi kroz manje koraka
metaboli¢ke transformacije u cCeliji, zbog ¢ega dovodi do vece toksi¢nosti u odnosu na 6-MP, pri
¢emu ne ostvaruje bolje efekte u leCenju. Za razliku od 6-MP, 6-TG takode dovodi i do pojave
venookluzivne bolesti [44]. Zbog toga je 6-MP lek izbora za dugotrajna le¢enja tiopurinima, kao §to
je sluc¢aj sa terapijom odrzavanja [45].

6-MP i 6-TG su prolekovi koji sami po sebi nemaju citotoksi¢an efekat i da bi ostvarili svoje
terapeutsko dejstvo moraju biti metabolisani. Po ulasku u ¢eliju, 6-MP delovanjem hipoksantin
fosforibozil transferaze (HGPRT1) prelazi u 6-tioinozin-5"-monofosfat (TIMP), koji pod dejstvom
inozin monofosfat dehidrogenaze (IMPDH1) postaje tioksantozin monofosfat (TXMP). Od ovog
jedinjenja pod dejstvom guanozin monofosfat sintetaze (GMPS) nastaje tioguanozin monofosfat
(TGMP). Za razliku od 6-MP, 6-TG pod dejstvom HGPRT1 direktno prelazi u TGMP. Od TGMP,
u nizu reakcija koje ukljucuju aktivnost ¢elijskih ribonukleotid reduktaza (RNR) i kinaza (NDPK),
nastaju aktivni metaboliti, tioguanin nukleotid trifosfat (TGTP), koji potom moze biti ugraden u
RNK i TdGTP, koji moze biti ugraden u DNK [46]. Ugradnja tioguaninskih nukleotida u
nukleinske kiseline dovodi do inhibicije nekoliko enzima uklju¢enih u mehanizme reparacije i
replikacije DNK [47]. Ugradnja ovih nukleotida dovodi i do direktnih oste¢enja DNK molekula, u
vidu jednolancanih prekida i formiranja kovalentnih veza izmedu DNK i proteina (eng. DNA-
protein crosslinks, DPCs) [48,49]. Na ovaj nac¢in, 6-MP i 6-TG ostvaruju svoje glavno citotoksi¢no
dejstvo i dovode do programirane celijske smrti [43].

Delovanjem TPMT na 6-MP i 6-TG nastaju metilmerkaptopurinski produkti (MMP).
Budu¢i da ova jedinjenja ne podlezu dejstvu HGPRTI1, ne ulaze u procese sinteze nukleotida,
nemaju antileukemijsko dejstvo i proces njihovog nastanka je u kompeticiji sa anaboli¢kim putem
tipurina [50]. Medutim, TPMT moze da metiluje intermedijere u anaboli¢kom putu tiopurina, pre
svega TIMP, daju¢i sekundarno metilovane nukleotide (meTIMP) koji mogu da imaju citotoksicni
efekat kroz inhibiciju de novo sinteze purina [51] (Slika 1.2).
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Slika 1.2. Metabolicki put 6-merkaptopurina (6-MP) i 6-tioguanina (6-TG). TIMP- 6-tioinozin-5'-
monofosfat; TITP- 6-tioinozin trifosfat; TXMP- tioksantozin monofosfat; TGMP- tioguanozin
monofosfat; TGDP- tioguanin nukleotid difosfat; TGTP- tioguanin nukleotid trifosfat; TdAGMP-
tiodezoksiguanozin monofosfat; TAGDP- tiodezoksiguanin nukleotid difosfat; TAGTP -
tiodezoksiguanin nukleotid trifosfat; me6-MP- metil 6-merkaptopurin; meTIMP- metil 6-tioinozin-
5’-monofosfat; me6-TG- metil 6-tioguanin; meTGMP- metil tioguanozin monofosfat; HPRT1-
hipoksantin fosforibozil transferaza; ITPA- inozin trifosfataza; IMPDH1- inozin monofosfat
dehidrogenaza; GMPS- guanozin monofosfatf sintetaza; NDPK- nukleotid difosfat kinaza; RNR-
ribonukleotid reduktaza; TPMT- tiopurin S-metiltransferaza; NUDT15- nudiks hidroksilaza 15

Predmet proucavanja ovog istrazivanja su geneticke varijacije u genu nudiks hidroksilaza 15
(eng. nudix hydrolase 15, NUDT15), koje mogu biti od velikog znacaja za individualizaciju terapije
tiopurinskim lekovima u fazi odrzavanja terapije de¢je ALL.

Gen NUDT15

Gen NUDT15, ranije poznat i kao MTH2, sadrzi 15.8 kb. Lociran je na dugom kraku 13.
hromozoma (13914.2) i sastoji se od 3 egzona. Proteinski produkt ovog gena sastavljen je od 164
aminokiseline i formira homodimer koji je eksprimiran u velikom broju tkiva [52].

NUDT15 je citoplazmati¢ni enzim, ¢lan superfamilije nudiks hidroksilaza koje Kkatalizuju
hidrolizu nukleozid difosfata. Medu supstrate ovih enzima ubrajaju se i produkti oksidativnih
ostec¢enja (npr. 8-0kso-dGTP) koji mogu dovesti do pogresnog sparivanja baza tokom replikacije
DNK i nastanka transferzionih mutacija. Kao i ostali ¢lanovi ove superfamilije, NUDT15 sadrzi
visoko konzerviran proteinski motiv, nudiks blok (eng. nudix box), koji je sastavljen od 23
aminokiseline i odgovoran za enzimsku aktivnost ovog proteina [53].
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NUDT15 je direktno uklju¢en u metabolicki put tiopurina, tako Sto prevodi aktivne
tiopurinske metabolite, TGTP i1 TAGTP, u manje toksi¢ne forme, TGMP i TdAGMP (Slika 1.2). Na
ovaj nacin spre¢ava se ugradnja toksi¢nih metabolita u RNK i DNK molekule, zbog cega je
NUDT15 vazan regulator nivoa tiopurinskih metabolita u celiji, a time 1 efekata terapije
tiopurinskim lekovima [54].

Velika GWA studija je 2014. godine pokazala da je varijanta ¢.415C>T (p.Arg139Cys) u
genu NUDT15 povezana sa ranom pojavom leukopenije usled primene tiopurinskih lekova kod
obolelih od IBC [55]. Ubrzo je utvrdena i korelacija izmedu ove varijante i pojave teSke leukopenije
izazvane primenom tiopurinskih lekova kod dece obolele od ALL u Japanu [56]. U nezavisnoj
GWA studiji pokazano je da deca obolela od ALL koja su homozigotni nosioci za varijantu
c.415C>T (TT) mogu da tolerisu samo 8.3% standardne doze 6-merkaptopurina tokom terapije
odrzavanja [57]. U Klinickoj studiji koja je obuhvatala tri kohorte sa ukupno 270 dece obolele od
ALL iz Singapura, Gvatemale i Japana osim varijante c.415C>T identifikovane su jos tri kodirajuce
varijante u ovom genu: c.416G>A (p.Argl39His), c.52G>A (p.Vall8lle) i ¢.36_37insGGAGTC
(p.Gly17_Val18dup). Efekat ovih varijanti je bio gubitak funkcije enzima izmedu 74.4% i 100%, a
diplotipovi koji su sadrzali varijante sa gubitkom funkcije asocirani su sa netolerancijom na
tiopurinske lekove u sve tri kohorte [58]. Prema podacima dostupnim u PharmVar bazi podataka,
trenutno je identifikovano 20 alela gena NUDT15, od kojih 3 alela (NUDT15*2, NUDT15*3 i
NUDT15*9) prema klini¢kim kriterijumima CPIC konzorcijuma imaju posebnu vaznost [59].
Buduc¢i da ovi aleli daju nefunkcionalne proteinske produkte, za nosioce ovih varijantnih alela CPIC
propisuje preporuke o doziranju i nac¢inu primene tiopurinskih lekova [60].

¢.52G>A ¢.50_55dup c.415CT c.416G>A
p.Vali8ile p.Glyl7_Vali8dup p.Argl39Cys p.Argl39His

p.1 \ / p.54 p.120 \ / p.164

c.1 c.159 c.356 c.495
€3G>C
s P?
c.21>
p? Evgch;h C1960G ok i‘;:g‘r:f 4
RLCuRT e p.PheS2Leu P 2
¢.50_55del C»A1r013fj:gr c.221del €:3526>T ¢.386C>G C467T>A
p.Gly17_Valigdel P-Arg p.Asn74Metfs*8 p.Glu118 p.Pro129Arg p.Leul56Gin
¢.80_81insCGGG ¢.103A>G
p.Cys28Glyfs*28 p.Lys35Glu

Slika 1.3. Sematski prikaz kodirajuéeg dela gena NUDT15, sa najvaznijim varijantama. Egzoni su
predstavljeni sivim blokovima. Strelice oznacavaju cDNK i aminokiselinske pozicije prikazanih
varijanti. Oznaka “p.?” ukazuje na to da uticaj varijante na proteinskom nivou nije poznat. Plavi
blok predstavlja nudiks domen. Crvene strelice predstavljaju varijante sa ucestaloS¢u redeg alela
(eng. minor allele frequency) koja je u bilo kojoj populaciji >1%, dok sive strelice predstavljaju

varijante sa uestalo$¢u redeg alela koja je u bilo kojoj populaciji <1%. Preuzeto iz [54]

Varijantni aleli gena NUDT15 uglavnom su zastupljeni u azijskim, hispanoamerickim i
starosedelackim ameri¢kim populacijama [57]. Dodatne studije pokazale su da u belim
populacijama, u kojima je varijanta c.415C>T retka, druge varijante u genu NUDT15 mogu da
doprinesu nastanku leukopenija kod pacijenata koji primaju terapiju tiopurinima i do 13% slucajeva
[61].
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1.3.2. Farmakogenetika metotreksata

Metotreksat (MTX) (slika 1.4), isprva poznat pod imenom ametopterin, jedan je od lekova
koji se najduze koriste u lecenju decje ALL. Naime, jo$ je Cetrdesetih godina dvadesetog veka
pokazano da sintetski analozi folne kiseline mogu uspesno da dovedu do remisije decje ALL [62].
Osim u lecenju decje ALL, metotreksat se danas uspesno koristi i u leCenju drugih maligniteta, ali i
autoimunskih (npr. reumatoidni artritis) i inflamatornih bolesti (npr. IBC) [63].

H,oN N N N
H H H
5-Metil-THF 5,10-Metilen-THF
O  COOH
NH N
o ﬁHﬁ
N7 | j/\r? COOH
)\ = CH3
H,N” N7 N

Metotreksat

Slika 1.1.4. Hemijske strukture redukovanih folata (5-metil-THF i 5,10-metilen-THF) i
metotreksata. THF — tetrahidrofolat. Preuzeto i modifikovano sa www.wikipedia.org

Mehanizam koji se nalazi u osnovi dejstva metotreksata zasnovan je na osobini analoga
folne kiseline da deluju kao antagonisti, odnosno kompetitivni inhibitori folata. Usled toga dolazi
do zaustavljanja sinteze nukleinskih kiselina i programirane smrti ¢elije.

Metabolicki put folata i na¢in na koji metotreksat deluje na njega je dobro opisan. Folati su
metaboliti nastali od vitamina B9, koji ¢elije Coveka ne mogu da sintetiSu, ve¢ mora biti unet putem
hrane. | prirodni folati i metotreksat ulaze u c¢eliju aktivnim transportom, preko odgovarajucih
transportera. Metotreksat se nakon unosa u celiju poliglutaminuje, nakon cega efikasnije
kompetitivno inhibira enzime uklju¢ene u metabolizam folata, i to dihidrofolat reduktazu (DHFR) i
timidilat sintetazu (TYMS) [62]. DHFR obnavlja rezerve redukovanog folata prevode¢i folnu
kiselinu i dihidrofolat u tetrahidrofolat (THF). Postoji nekoliko bioaktivnih formi redukovanih
folata, medu kojima su 5,10-metilen-THF i 5-metil-THF. 5,10-metilen-THF enzim TYMS Kkoristi u
sintezi timidilata, dok se 5-metil-THF trosi za sintezu metionina [64]. Metionin je prekursor S-
adenozil metionina (SAM) koji je vazan za reakcije metilacije u celiji, Sto ukljucuje i metilaciju
DNK [65]. Nedostatak THF usled terapije metotreksatom dovodi do prekida brojnih procesa sinteze
i metilacije DNK, S§to na kraju dovodi do programirane celijske smrti, odnosno ciljanog
terapeutskog efekta ovog leka [66].
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Farmakokinetika metotreksata i drugih folata je od klju¢ne vaznosti prilikom doziranja, kako
bi se sprecili nezeljeni efekti [67]. Membranski transporteri su vazni faktori distribucije i klirensa
metotreksata. Transporter iz superfamilije integralnih membranskih proteina, SLC19A1 (eng. solute
carrier family 19 member 1, SLC19A1), poznat i pod imenom nosa¢ redukovanih folata (eng.
reduced folate carrier 1, RFC-1) je vazan za ulazak metotreksata u veliki broj tipova celija, dok je
SLCO1BI1 vazan za unos metotreksata u ¢elije jetre, odakle se eliminiSe putem zuci [68]. Efluks
metotreksata iz ¢elije posredovan je transporterima iz porodice ATP-vezujuéih kaseta [64].

Budu¢i da je dugo u upotrebi u lecenju decje ALL, metotreksat je bio predmet brojnih
farmakogenetickih istrazivanja. Ipak, do danas nije identifikovan nijedan farmakogeneticki marker
koji bi bio uveden u klini¢ku praksu u cilju prediktivnog testiranja. U Srbiji je ova tematika bila
predmet izrade doktorske teze dr Nikole Kotura [69] i dr Jelene Lazi¢ [70].

Geneticke varijacije sa potencijalom za individualizaciju terapije metotreksatom koje su
izuCavane u ovoj studiji nalaze se u genima SLCO1B1 (eng. solute carrier organic anion
transporter family member 1B1, SLCO1B1) i MTHFR (eng. methylenetetrahydrofolate reductase,
MTHFR).

Gen SLCO1B1

Gen SLCO1BL1 kodira protein iz porodice transportera organskih anjona, ¢lan 1B1. Nalazi se
na kratkom kraku hromozoma 12 (lokus 12p12.1) i sadrzi 109 kb [71]. Ovaj gen se sastoji iz 15
egzona, ali se pocetni kodon (ATG) nalazi u drugom egzonu, zbog Cega se egzon 1 ne prevodi u
protein i predstavlja deo 5’ netranslirajuceg regiona (eng. 5' untranslated region, 5'UTR). Proteinski
produkt ovog gena sastavljen je od 691 aminokiseline i eksprimiran je u hepatocitima, na
bazolateralnoj strani ¢elijske membrane [72].

Pokazano je da varijacije u ovom genu mogu da utiCu na transport razli¢itih endogenih
metabolita i lekova, usled ¢ega dolazi do promena u njihovim farmakokinetickim profilima. Znacaj
razli¢itih varijanti ovog gena posebno je vazan za preuzimanje statina od strane jetre i rizik od
razvoja miopatija [73]. Identifikovano je preko 190 varijanti u genu SLCO1B1 ¢ije su ucestalosti u
razli¢itim populacijama preko 5%. Za varijantu rs4149056 (c.521T>C) pokazano je da je od
funkcionalnog znacaja i da dovodi do smanjenja transporta nekoliko klasa lekova putem ovog
transportera [74]. Vaznost ove varijante, kao i drugih varijanti u genu SLCO1B1, u eliminaciji
metotreksata i razvoju toksi¢nosti, kao $to su hepatotoksi¢nost, gastrointestinalna toksi¢nost i razvoj
oralnog mukozitisa, i dalje je predmet farmakogenetickih ispitivanja.

Gen MTHFR

Gen MTHFR lociran je na kratkom kraku hromozoma 1 (lokus 1p36.22), sadrzi 20.7 kb i
sastoji se od 13 egzona. Proteinski produkt ovog gena sastoji se od 656 aminokiselina, ukupne
molekulske mase 74.6 kD [75]. Eksprimiran je u zna¢ajnoj meri u velikom broju tkiva.

Glavna celijska funkcija MTHFR je prevodenje 5,10-metilen-THF u 5-metil-THF, koji je
neophodan za sintezu metionina. Kao §to je ve¢ opisano, jedan od moguc¢ih metabolita metionina je
i SAM, koji kao donor metil grupe igra vaznu ulogu u metilaciji DNK.

Najbolje izuCena varijanta ovog gena u kontekstu razvoja viSe bolesti, ali 1
farmakogenetickog potencijala, je varijanta c.677 C>T [73]. Ova nesinonimna nukleotidna zamena
dovodi do ugradnje alanina umesto valina na 222. poziciji §to dovodi do smanjene aktivnosti 0vog
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enzima za oko 65% [76]. U kontekstu dec¢je ALL, pokazano je da nosioci varijantnog alela rede
oboljevaju od ove bolesti [77]. S druge strane, prisustvo ove varijante kod dece obolele od ALL
dovedeno je u vezu sa veéim rizikom od relapsa [78]. Ova varijanta bila je predmet istrazivanja vise
farmakogenetickih studija koje su se bavile efikasno$¢u 1 razvojem toksi¢nosti usled primene
metotreksata u leCenju de¢je ALL [79]. Dosadasnji rezultati ne upucuju na moguénost upotrebe ove
geneticke varijacije kao farmakogentickog markera [80].

1.3.3. Farmakogenetika vinkristina

Vinkristin (VCR) je jedan od glavnih lekova koji je u upotrebi u modernim protokolima za
leCenje decje ALL. Ovaj lek je prirodni alkaloid koji se komercijalno dobija ekstrakcijom iz listova
Catharanthus roseus (Slika 1.1.5). Koristi se kao antineoplasti¢ni agens u le¢enju malignih bolesti
solidnih organa, kao i1 u lecenju hematoloskih maligniteta, uglavnom u kombinaciji sa drugim
citostaticima [81].

Slika 1.1.5. Strukturna hemijska formula vinkristina. Preuzeto sa www.wikipedia.org

Vinkristin se primenjuje intravenski, nakon ¢ega brzo dospeva do vecine tkiva, sa izuzetkom
centralnog nervnog sistema. Metabolizam vinkristina odvija se najve¢im delom u jetri, enzimima iz
sistema citrohroma p450 CYP3A i to uglavnhom CYP3A4 i CYP3AS5. Poluzivot vinkristina iznosi
85h, a najveci deo ovog leka eliminiSe se putem Zuci. Buduéi da retko dovodi do mijelosupresije,
vinkristin se Cesto koristi u multimodalnim terapijama kod bolesnika sa leukopenijama i
trombocitopenijama [82].

Terapeutski efekat vinkristina zasnovan je na njegovom visokom afinitetu vezivanja za -
subjedinicu tubulinskih heterodimera, §to sprecava polimerizaciju mikrotubula. Usled toga, celije
kancera bivaju zaustavljene u metafazi i dolazi do indukcije programirane Celijske smrti [83].
Medutim, usled velikog afiniteta za B-subjedinicu tubulina vinkristin se neselektivno i u velikoj
meri vezuje i za mikrotubule u nervnim vlaknima. Rezultuju¢a inhibicija polimerizacije
mikrotubula dovodi do degradacije aksona, prekidanja aksonalnog transporta i razvoja progresivnih
aksonopatija. Zbog veée duzine nervnih vlakana, aksonopatije daleko CeS¢e pogadaju periferne
nerve. Prema tipu neurona koje pogadaju, aksonopatije mogu biti klasifikovane kao senzorne,
motorne ili autonomne, ali se sve aksonopatije do kojih dolazi usled terapije vinkristinom
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oznacavaju kao vinkristinom indukovane periferne neuropatije (VIPN) [84]. VIPN su najvazniji
nezeljeni efekat primene vinkristina i manifestuju se uglavnom kao slabost miSica, arefleksija,
neuropatski bol i gubitak cula, ali su Ceste i autonomne polineuropatije kao Sto je ortostatska
hipotenzija i konstipacija [85]. Osim negativnog uticaja na kvalitet zivota obolelih, VIPN cesto
dovodi do prekida terapije, smanjenja doza, a u teskim slu¢ajevima i potpunog zaustavljanja leenja
Sto obolele stavlja u zivotnu opasnost [86]. Pojava VIPN kod dece dovodi se u vezu sa vise faktora,
kao Sto su uzrast, broj i intenzitet primljenih doza, koadministracija i interakcije sa drugim
lekovima, nacin primene leka, farmakokinetic¢ki profil pacijenta ili prethodno postojece neuropatije
i retke genetitke bolesti, kao $to je Sarko-Mari-Tutova bolest (eng. Charcot-Marie-Tooth) [85,87].

U poslednje vreme istrazivacki napori usmereni su na potragu za genetickom osnovom
VIPN, sto bi omogucéilo razvoj preventivnog testiranja i personalizovanog pristupa terapiji ovim
lekom. Nekoliko studija na genima kandidatima i studija izucavanja genomskih asocijacija ukazalo
je na mogucu vezu varijanti u genima uklju¢enim u farmakokinetiku i farmakodinamiku vinkristina
sa nastankom i razvojem VIPN. Predmet ovog istrazivanja bilo je ispitivanje varijanti u 5 gena ¢iji
su produkti ukljuceni u razlicite aspekte metabolizma i dejstva vinkristina i evaluacija njihovog
doprinosa u razvoju VIPN.

Gen CYP3AS5 (eng. Cytochrome P450 family 3 subfamily A member 5)

Gen CYP3AS5 je ¢lan CYP3A subfamlije. Nalazi se na dugom kraku hromozoma 7 (lokus
7022.1), sadrzi 31.8 kb i sastavljen je od 14 egzona [88]. Proteinski produkt ovog gena je sastavljen
od 502 aminokiseline, molekulske mase 57.1 kDa, ¢ije je glavno mesto ekspresije jetra. Ovaj enzim
je vazan za metabolizam vise lekova i1 endogenih supstanci i najvazniji je enzim u metabolizmu
vinkristina. Iz tog razloga je bio jedan od prvih gena Cije su varijante razmatrane u vezi sa
nastankom VIPN. Najces¢i alel ovog gena, CYP3A5*3, karakteriSe se varijantom rs776746 u treCem
intronu gena, koja dovodi do uvodenja stop kodona i sinteze nefunkcionalnog enzima [89].

Gen CEP72 (eng. Centrosomal protein 72)

Gen CEP72 nalazi se na kratkom kraku hromozoma 5 (lokus 5p15.33), sadrzi 64.2 kb i ima
19 egzona. Proteinski produkt ovog gena je sastavljen od 647 aminokiselina, molekulske mase 71.7
kDa [90]. Funkcija ovog proteina vazna je za formiranje mikrotubula i stabilnost centrozoma.
Nedavno je u GWA studiji pronadena veza izmedu varijante rs924607 u promotorskom regionu
ovog gena i veéeg rizika za razvoj VIPN [91]. Ova varijanta dovodi do formiranja vezujuéeg mesta
za transkripcioni represor NKX-6.3, $to rezultuje nizom ekspresijom informacione RNK gena
CEP72 [91]. Medutim, replikativne studije koje su usledile pokazale su razli¢ite rezultate [92,93].

Gen ACTGL (eng. Actin gama 1)

Gen ACTGL nalazi se na dugom kraku hromozoma 17 (lokus 17925.3), sadrzi 14.4 kb i ¢ini
ga 7 egzona. Proteinski produkt ovog gena sastoji se od 375 aminokiselina, molekulske mase 41.7
kDa [94]. Ova izoforma aktina eksprimirana je u gotovo svim tipovima celija i vazna je za
obrazovanje citoskeleta. Funkcionalni i posredni dokazi ukazuju na to da faktori koji dovode do
promena u interakciji gama aktina i mikrotubula mogu biti vazni u signalnoj transdukciji preko
aktinskog citoskeleta [95]. Pokazano je da varijanta rs1135989 moze biti povezana sa veéim
rizikom od nastanka tezih oblika VIPN, ali i sa tolerancijom na manje doze vinkristina [96].
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Geni za mikro RNK: MIR3117 i MIR4481

Mikro RNK (miRNK) su male, nekodiraju¢e RNK koje imaju funkciju u posttranskripcionoj
regulaciji ekspresije velikog broja humanih gena. Geni za miRNK ¢esto se nalaze u okviru lokusa
gena koji kodiraju proteine, kako u intronima, tako i u egzonima [97]. Gene za miRNK uglavnom
transkribuje RNK polimeraza Il. Primarni transkript, odnosno pri-miRNK sadrzi i 5’-kapu i 3'-
poli(A) rep. Dejstvom drosa Rnaze Ill i RNK-vezujuéeg proteina DGCRS8 na pri-miRNK nastaje
prekursor miRNK (pre-miRNK) [98] koja napusta jedro. U citoplazmi od pre-miRNK pod dejstvom
dajser kompleksa nastaje kratka, asimetri¢na, dvolan¢ana miRNK, duzine 20-25 nukleotida [99].
Ovako dobijena miRNK stupa u kompleks sa AGO proteinima (eng. RNA-induced silencing
complex, RISC), pri ¢emu u kompleksu opstaje samo jedan lanac miRNK, dok drugi biva
degradovan. RISC kompleks zatim prepoznaje ciljane informacione RNK po principu
komplementarnosti izmedu miRNK koju sadrzi (region semena) i konzervisanih regiona koji se
uglavnom nalaze u 3’-krajevima informacione RNK. Ukoliko su te dve sekvence potpuno
komplementarne, dolazi do degradacije ciljne informacione RNK [100], dok u slu¢aju nepotpune
komplementarnosti dolazi do represije translacije [101].

Pokazano je da tackaste varijante (eng. single nucleotide variants, SNV) u okviru gena za
miRNK mogu uticati na nivo njihove ekspresije, na¢in obrade pri-mikroRNK i pre-mikroRNK, kao
i prepoznavanje izmedu miRNK i informacione RNK [102]. Izmedu ostalog, ovakve genetiCke
varijacije mogu dovesti i do razlika u odgovoru na terapiju odredenim lekom [103].

U ovoj studiji ispitivane su varijante u dva gena za mikro RNK. Gen MIR3117 mapiran je na
kratkom kraku hromozoma 1 (lokus 1p31.3) i sadrzi 78 bp [104]. Gen MIR4481 nalazi se na
kratkom kraku hromozoma 10 (lokus 10p13) i sadrzi 60 bp [105]. Nedavno sprovedena studija
identifikovala je dve varijante u ovim genima kao potencijalno zna¢ajne markere razvoja VIPN kod
dece obolele od ALL u Spaniji.

Varijanta rs12402181, koja se nalazi u regionu semena zrele miR-3117-3p, potencijalno
smanjuje rizik od VIPN. Naime, nukleotidna zamena G>A mogla bi da utie na tac¢nost
prepoznavanja targeta ove mikro RNK, medu kojima se nalaze i informacione RNK za ABCCI1 1
RALBP1 transportere, za koje je poznato da ucCestvuju u efluksu vinkristina [106,107].
Nemoguénost ta¢nog prepoznavanja ovih informacionih RNK dovela bi do smanjene degradacije i
povecéane sinteze ovih proteina, Sto bi rezultovalo ve¢om eliminacijom vinkristina i smanjenim
rizikom od nastanka VIPN koji je zabeleZen u ovoj studiji [108].

Varijanta rs7896283 nalazi se u nezreloj, pre-miRNK gena MIR4481. Dovodi do
stabilizacije strukture ukosnice, §to potencijalno moze da dovede do pojacanog efekta zrele mikro
RNK i smanjene ekspresije gena koji su njeni targeti [109]. Zrela mikro RNK potencijalno ima
ulogu u regeneraciji perifernih nerava, te bi pojacan efekat miR-4481 sa varijantnim alelom doveo
do smanjene ekspresije proteina vaznih za regeneraciju perifernih nerava i poveéanog rizika od
nastanka VIPN, koji je primecen u ovoj studiji [108].

1.4. Poligenski skor rizika kao prediktivni model

Geneticka osnova nastanka bolesti kod ¢oveka je u najvecem broju slucajeva kompleksna,
odnosno u nastanak bolesti ukljuéeno je vise od jednog gena. Takode, i druge klinicki znacajne
fenotipske osobine koje ukljucuju geneticku komponentu, kao §to je razvoj rezistencije na
antitumorske terapije ili pojava neZeljenih efekata usled terapije odredenim lekom su najéesce vrlo
kompleksne i zavise od prisustva varijanti u jednom ili vise razli¢itih gena. Najcesce su doprinosi
pojedinacnih varijanti nastanku posmatranog fenotipa mali. Kumulativni rizik koji se dobija kada se
uzmu u obzir doprinosi brojnih genetickih varijanti asociranih sa nastankom posmatranog
kompleksnog, klinicki znacajnog fenotipa naziva se poligenski skor rizika (eng. Polygenic Risk
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Score, PRS) [110]. U svom osnovnom i najjednostavnijem obliku, PRS predstavlja zbir efekata
posmatranih genetickih varijanti, zasnovan na procenjenoj efektivnoj veli¢ini genetickih varijanti
koje se uzimaju u obzir. PRS su zasnovani na statisticCkim modelima koji koriste podatke dobijene u
GWA studijama i metastudijama [111].

lako postoje napori da se studije koje koriste PRS modele standardizuju [112], trenutno ne
postoje propisani standardi za konstruisanje PRS modela, §to kao posledicu moze imati postojanje
razli¢itih pristupa u predikciji rizika nastanka istog fenotipa [113]. Modeli koji se Kkoriste za
konstruisanje PRS mogu varirati u 3 vazna aspekta: prema broju razmatranih genetickih varijanti;
prema tipu primenjenog statistickog modela koji se koristi za kombinovanje rizika povezanih sa
pojedina¢nim varijacijama; prema mogucnosti generalizacije dobijenog skora na celu populaciju.
Tako, broj genetickih varijanti koje doprinose PRS moze varirati od nekoliko do nekoliko hiljada, a
statisticki modeli koji se koriste trebalo bi da na pravi nacin oslikavaju fenotip koji opisuju. Na
primer, u razmatranju PSR za nastanak Alchajmerove bolesti neophodno je uzeti u obzir da rizik od
oboljevanja od ove bolesti ne ostaje konstantan, ve¢ raste sa godinama [114]. S druge strane, veéina
GWA studija i metastudija iz kojih se dobijaju podaci za konstruisanje PRS modela izvedena je na
populacijama evropskog porekla, zbog ¢ega PRS modeli izvedeni iz njih potencijalno ne mogu biti
generalizovani na druge populacije [115].

PRS predstavlja relativan rizik za razvoj posmatranog fenotipa. Za osobu sa odredenom
kombinacijom rizi¢nih genetickih varijanti PRS predstavlja verovatno¢u razvoja posmatranog
fenotipa. Vazno je ista¢i da PRS, kao 1 ostali prediktivni modeli, nije deterministicki i da osim
genetickih faktora na razvoj kompleksnih fenotipova utiCu 1 faktori poput zivotnog stila,
demografskih ili sredinskih faktora. Takode, niske vrednosti PRS ne znace da nece do¢i do razvoja
posmatrane osobine [116].

Vec¢ina PRS modela razvijena je u kontekstu predvidanja rizika od nastanka bolesti.
Medutim, ovi modeli mogu biti korisni i u predvidanju ishoda terapije odredenim lekovima [117].
Kao §to je ve¢ pomenuto, brojna farmakogeneticka istrazivanja sprovedena su kako bi se objasnila
interindividualna varijabilnost ishoda povezanih sa primenom lekova, kao $to je odsustvo odgovora
na terapiju, potrebe za promenama u doziranju leka ili pojava neZeljenih reakcija na lek. Medutim,
mnoge od ovih studija bile su fokusirane na monogensku osnovu ishoda primene leka, odnosno,
geneti¢ke varijante sa ve¢im efektom posmatrane su kao zasebni prediktori. Relativno malo studija
imalo je za cilj kombinovanje farmakogenetickih varijanti kako bi se poboljsala predvidanja ishoda
primene lekova [118].

Najpoznatiji primer vaznosti viSe farmakogenetiCckih markera u razli¢itim genima je
doziranje varfarina. Varfarin je oralni antikoagulans koji je u Sirokoj upotrebi, ali je vrlo rano
prime¢eno da ima uzak terapeutski indeks i da postoji velika interindividualna varijabilnost u
odgovoru na njegovu primenu. GWA studije koje su se bavile doziranjem terapije odrZavanja
varfarinom identifikovale su farmakogeneticke varijante u genima VKORC1 i CYP2C9 kao vazne
prediktore potrebe za prilagodavanjem doziranja ovog leka, te danas postoje propisane preporuke o
prediktivnom farmakogenetiCkom testiranju [119]. Ovaj primer ukazuje na potencijalno veliku
vrednost prediktivnih modela u farmakogenomici koji bi bili zasnovani na vise genetickih lokusa.

U poslednje vreme PRS modeli pocinju da nalaze primenu i u farmakogenomickim
istrazivanjima [120]. Primer upotrebe poligenskih skorova je studija ispitivanja odgovara na
primenu lurazidona kod pacijenata obolelih od Sizofrenije. Ova studija je pokazala da varijante u
nekim od gena koji su ukljuceni u procese razvic¢a nervnog sistema, obrazovanje sinapsi i imunski
odgovor znacajno doprinose predvidanju odgovora na primenu ovog leka [121]. Primer primene
PRS modela u farmakogenetickim istrazivanjima je i jedna od najve¢ih do sada sprovedenih
farmakogenetickih studija terapije klopidogrelom, u kojoj je pokazano da 6 geneti¢kih varijanti
doprinosi razvoju teskih nezeljenih kardiovaskularnih poremecaja (eng. major adverse
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cardiovascular events MACE). Ova studija je posebno vazna za buduc¢nost primene PRS u
farmakogenetickim istrazivanjima, budu¢i da nijedna od ovih varijanti pojedinacno nije bila
povezana sa ovom pojavom, $to ukazuje na to da kumulativni efekat varijanti koje malo doprinose
pojavi jednog dogadaja moze imati veliki prognostic¢ki znacaj [122].
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Ciljevi

Akutna limfoblastna leukemija (ALL) predstavlja naj¢eS¢e maligno oboljenje decjeg
uzrasta. Efikasnost leCenja moze se unaprediti, a nezeljena dejstva smanjiti personalizovanim
pristupom leCenju obolelih, zasnovanom na farmakogenetiCkim principima. Stoga je korelacija
izmedu geneticke varijabilnosti bolesnika i njihovog odgovora na terapiju lekovima predmet
intenzivnih istrazivanja.

Medu najvaznijim lekovima Berlin-Frankfurt-Munster (BFM) protokola nalaze se
tiopurinski lekovi, metotreksat i vinkristin.

Prema BFM protokolu, tiopurinski lekovi primenjuju se u fazama intenzifikacije,
konsolidacije, reindukcije i odrzavanja. Prvi deo ove doktorske disertacije predstavlja
retrospektivnu klinicku studiju odgovora na terapiju tiopurinskim lekovima kod dece obolele od
ALL u Srbiji. Ciljevi ovog dela disertacije su:

1. Odredivanje farmakogenetickog potencijala varijanti u kodiraju¢im 1 okolnim regionima
gena NUDT15.

2. Odredivanje farmakotranskriptomskog potencijala ekspresije gena NUDT15 wu
mononuklearnim ¢elijama u trenutku postavljanja dijagnoze.

Metotreksat je lek koji se prema BFM protokolu koristi u svim fazama terapije. Drugi deo
ove doktorske disertacije predstavlja retrospektivnu klinicku studiju odgovora na terapiju
metotreksatom kod dece obolele od ALL u Srbiji. Cilj ovog dela disertacije je:

3. lspitivanje varijante rs4149056 u genu SLCO1B1 kao markera farmakokinetike i
toksi¢nosti metotreksata.

Vinkristin se prema BFM protokolu primenjuje u fazama indukcije, intenzifikacije,
konsolidacije i reindukcije. Tre¢i deo ove doktorske disertacije predstavlja retrospektivnu klini¢ku
studiju odgovora na terapiju vinkristinom kod dece obolele od ALL u Srbiji. Cilj ovog dela
disertacije je:

4. Izuavanje varijanti u genima CEP72 (rs924607), ACTG1 (rs1135989), CYP3A5
(rs776746), MIR3117 (rs12402181) i MIR4481 (rs7896283) kao potencijalnih
farmakogeneti¢kih markera.

U poslednje vreme postoje napori da se primenom vestacke inteligencije, bioinformati¢kim
pristupom i naprednim statistickim alatima formiraju modeli koji bi mogli biti koris¢eni u predikciji
kompleksnih fenotipova, kao §to je, na primer odgovor na terapiju odredenim lekom. Cetvrti deo
ove doktorske disertacije posvecen je razvoju takvog modela, koji bi mogao biti koris¢en u
predikciji odgovora na terapiju svakog od ova tri leka kod dece obolele od ALL u Srhiji. Cilj ovog
dela disertacije je:

5. Konstruisati prediktivni farmakogeneticki model odgovora na terapiju, upotrebom
naprednih statisti¢kih alata.

19



3. Materijal 1 metode



Materijal i metode

3.1 Ispitanici

Uzorci periferne krvi i kostane srzi, kao i odgovarajuéi klinicki parametri obolelih od decje
ALL prikupljeni su u saradnji sa Odeljenjem hematologije i onkologije Univerzitetske decje klinike
(UDK) u Beogradu. Oboleli pre 1. aprila 2010. godine leceni su prema ALL IC-BFM 2002
protokolu, dok su oboleli posle ovog datuma leceni prema ALL IC-BFM 2009 protokolu. Studiju je
odobrio Eti¢ki odbor Instituta za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo, Univerziteta u
Beogradu (O-EO-031/2021/1 od 13.07.2021, Prilog 1). Studija je izvedena prema principima
helsinske deklaracije.

U ispitivanje odgovora na tiopurinsku terapiju ukljuceno je 48 bolesnika, dijagnostikovanih
izmedu 2003. 1 2012. godine, analiziranih u fazi odrZzavanja. Kao surogat markeri toksi¢nosti
koris¢eni su broj epizoda leukopenije, procenat nedelja koji su oboleli provodili bez terapije
tiopurinskim lekovima, procenat nedelja tokom kojih su oboleli dobijali snizenu dozu 6-MP i
prosec¢na doza 6-MP tokom terapije.

Ispitivanje odgovora na terapiju metotreksatom ukljucivalo je 139 obolelih,
dijagnostifikovanih izmedu 2003. 1 2012. godine, analiziranih u fazi konsolidacije. Kao surogat
markeri toksi¢nosti koriS¢eni su pojava i1 gradus oralnog mukozitisa, gastrointestinalnih toksi¢nosti i
hepatotoksi¢nosti. Ovi parametri procenjivani su prema pravilniku ameri¢kog Nacionalnog instituta
za rak (engl. National Cancer Institute, NCI) [123]. Kao surogar marker farmakokinetike
metotreksata koriS¢en je broj epizoda usporene eliminacije metotreksata, odredivan na osnovu
koncentracije metotreksata u plazmi obolelih 36h i 48h nakon primene ovog leka. Ovaj deo studije
uklju¢ivao je i populacionu analizu ucestalosti varijante rs4149056 u genu SLCO1B1, za koju su
podaci dobijeni analizom klini¢kog egzoma 134 osobe srpskog porekla, koris¢enjem TruSight One
panela gena na MiSeq Illumina platformi.

Odgovor na terapiju vinkristinom proucavan je kod 56 ispitanika, dijagnostikovanih izmedu
2010. 1 2018. godine. Kao surogat marker toksi¢nosti koriS¢ena je pojava vinkristinom indukovane
periferne neuropatije, procenjivana na kraju faze reindukcije na osnovu pravilnika NCI [124].

3.2 Metode za detekciju genetickih varijanti

Detekcija genetickih varijanti izvedena je metodom Sangerovog sekvenciranja. Ova metoda
podrazumevala je prethodnu izolaciju DNK iz periferne krvi obolelih, pra¢enu umnoZavanjem

regiona DNK od znacaja lan¢anom reakcijom polimerizacije (eng. Polimerase Chain Reaction,
PCR).

3.2.1 Izolacija DNK iz periferne krvi

Izolacija genomske DNK iz periferne krvi bolesnika vrSena je upotrebom komercijalno
dostupnog kita QIAmp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Nemacka). Postupak je sprovoden prema
uputstvima proizvodaca. Koncentracija izolovane DNK merena je spektrofotometrijski, aparatom
Biospec-nano (Shimadzu, Japan).
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3.2.2 UmnoZavanje regiona DNK od zna¢aja metodom PCR

Metoda PCR predstavlja in vitro reakciju replikacije DNK, u kojoj se specifi¢no i u velikom
broju umnozavaju regioni od znacaja za analizu. Selekcija regiona od znacaja postize se upotrebom
adekvatnog para prajmera (ushodni-F i nishodni-R), kratkih oligonukleotidnih fragmenata
komplementarnih odgovaraju¢im lancima DNK molekula. Produkt dobijen PCR reakcijom po
duzini i sekvenci odgovara regionu genomske DNK ograni¢enog prajmerima. Osim prajmera i
genomske DNK, za PCR reakciju je neophodno prisustvo termostabilne DNK polimeraze,
dezoksinukleotid trifosfata (INTP) i jona Mg*".

PCR reakcija se izvodi upotrebom PCR aparata sposobnih da brzo menjaju temperaturu
reakcione smeSe. Ponavljanjem odredenog broja ciklusa denaturacija-aniling-ekstenzija, definisanih
temperaturom i trajanjem svakog od ovih koraka, dolazi do eksponencijalnog umnozavanja regiona
DNK od znacaja.

Prajmeri koji su koriS¢eni za umnozavanje regiona DNK od znacaja u ovoj studiji
dizajnirani su upotrebom slede¢ih alata: OligoAnalyzer [https://www.idtdna.com/calc/analyzer],
UCSC In-Silico PCR [https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr] i SNPCheck
[https://genetools.org/SNPCheck/snpcheck.htm]. Spisak svih prajmera sa nazivima gena u ¢ijim
regionima se nalaze, sekvencom i duzinom regiona od znacaja dat je u tabeli 3.1.

22



Materijal i metode

Tabela 3.1. Prajmeri za detekciju varijanti u ispitivanim genima. Prajmeri sa podebljanim
sekvencama koris¢eni su 1 u reakcijama sekvenciranja

Duzina
regiona
Gen Naziv Sekvenca prajmera (5°-3’ smer) od
znacaja
(bp)
ACTG1_ex5-F CAATGAGCGGTTCCGGTGTC
ACTG1 628
ACTG1_ex5-R GAGGTGTGTGCATTTGCCAGG
CEP72_F TGTGCCCTGAACTCCTTCAC
CEP72 419
CEP72_R TGGTCAGGTTGCCTTCATGG

miRNA-3117-3p_seq-F CACTAGATCAGAAGACCTGGGC
MIR3117 432
mMiRNA-3117-3p_seq-R GATGGAAGAGTAGTGCTTTGGC

miRNA-4481_seq-F CACATTCAGAGATGATGGTGCAG
MIR4481 569
miRNA-4481 seq-R GTGGAGGGGCTGCATCTA

CYP3A5-F GACTGTGGAGTGCTGTGGAG
CYP3A5 493
CYP3A5-R CACACCCAGGAAGCCAGAC
SLCO1B1_ex5-F CAGCCATGAGGAACTATGAGTCC
SLCO1B1 657
SLCO1B1_ex5-R CAGAGATCCCAGGGTAAAGCC
NUDT15-ex1-F GAGTTCGTCTGTGAGGTGTG
680
NUDT15-ex1-R CACACCTCACAGACGAACTC
NUDT15-ex2-F GATTACAGACATGAGCCACATGCC
NUDT15 591
NUDT15-ex2-R GCCCCAACCTCCTAAAACCTC
NUDT15-ex3-F GCCAAGCAAATGCAAAGCATC
613

NUDT15-ex3-R GACTGCATCCTACTCCATGC
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Finalna zapremina svih reakcionih smesa bila je 30 ul i sadrzala je slede¢e komponente:

50-100 ng genomske DNK

PCR pufer (finalna koncentracija 1x)

MgCl:> (finalna koncentracija 2.75 mM)
dNTP (finalna koncentracija svakog 0.5 mM)
prajmeri (svakog po 10 pmol)

DNK polimeraza (1 U; FastGene® Tagq DNA Polymerase, NIPPON Genetics
EUROPE GmbH, Dueren, Germany).

PCR reakcije izvedene su u PCR aparatima (Mastercycler Nexus, Eppendorf, Hamburg,
Germany) prema temperaturnim profilima koji su podrazumevali sledece korake:

Inicijalna denaturacija (5 minuta/ 95 °C)

35 ciklusa denaturacija-aniling-ekstenzija (temperature i trajanje ovih koraka
prikazane su u tabeli 3.2)

Finalna ekstenzija (10 minuta / 72 °C).
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Tabela 3.2. Uslovi ciklusa denaturacija-aniling-ekstenzija za izvodene PCR reakcije

Par prajmera Denaturacija Aniling Ekstenzija
ACTG1_ex5-F : o

ACTG1 ex5-R 40 sekundi/ 68 °C

CEP72_F : o

CEP72 R 30 sekundi/ 58 °C

MiRNA-3117-3p_seq-F
MiRNA-3117-3p_seq-F

30 sekundi/ 56 °C

MiRNA-4481_seq-F
MiRNA-4481_seq-R

30 sekundi/ 56 °C

CYP3A5-F

CYP3A5-R 30 sekundi/ 95 °c 30 sekundi/ 58 °C

30 sekundi/ 72 °C

SLCO1B1_ex5-F
SLCO1B1_ex5-r

30 sekundi/ 57 °C

NUDT15-ex1-F
NUDT15-ex1-R

30 sekundi/ 54 °C

NUDT15-ex2-F
NUDT15-ex2-R

30 sekundi/ 62 °C

NUDT15-ex3-F
NUDT15-ex3-R

30 sekundi/ 54 °C

3.2.3 Analiza produkata PCR reakcije na agaroznom gelu

Uspesnost svake PCR reakcije proveravana je horizontalnom elektroforezom na 2%
agaroznom gelu. Ova metoda se zasniva na diferencijalnoj brzini putovanja fragmenata DNK
razli¢ite veli¢ine kroz agarozni gel u elektricnom polju. Veli¢ina fragmenta DNK umnozenog PCR
reakcijom odreduje se vizualno, izlaganjem gela UV svetlu 1 poredenjem sa komercijalnim DNK
markerom.

Za pripremu gelova kori$¢ena je agaroza visoke Cistoce, 1 x TAE pufer i etidijum bromid u
finalnoj koncentraciji 0,7 pg/ml. Elektroforeza se izvodi u 1x TAE puferu, uz jainu struje od 120
mA 1 napon od 120 V, u trajanju od 30 min. Vizualizacija umnoZenih regiona od znacaja vrSena je
CCD kamerom sa BioDocAnalyze sistemom (Biometra GmbH, Nemacka).
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wew 7

3.2.4 Preciscavanje produkata PCR reakcije

Nakon umnozavanja regiona od znacaja, vrseno je precis¢avanje dobijenih fragmenata. Ovaj
postupak se sprovodi kako bi se osigurao jasan signal bez Suma u koraku koji sledi- sekvenciranje
Sangerovom metodom. Izvodi se upotrebom magnetnih kuglica koje imaju osobinu da za svoju
povrsinu nekovalentno vezuju DNK molekule, dok druge komponente koje mogu biti uzrok
kontaminacije ostaju u rastvoru.

Magnetne kuglice (AMPure XP, Beckman Coulter, SAD) ¢uvaju se na 4 °C, te ih je pre
upotrebe potrebno temperirati na sobnu temperaturu i dobro izmesati. U tubu sa PCR smeSom koju
treba precistiti dodaje se koli¢ina magnetnih kuglica u zapreminskom odnosu 1:1, dobro izmesa
vorteksom ili nastavkom i inkubira 10 min na sobnoj temperaturi. Nakon isteka vremena, potrebno
je kratko centrifugirati smesu 1 tubu ostaviti na magnetnom stalku dok se te¢nost ne izbistri. Zatim
je potrebno odstraniti supernatant, paze¢i da u njemu nema zaostalih kuglica. U tubu sa magnetnim
kuglicama, dok je jo§ na magnetnom stalku, potrebno je dodati 100 pl sveze pripremljenog 80%
rastvora etanola, inkubirati 30 sekundi, a zatim odstraniti sav etanol pazeé¢i da u njemu nema
magnetnih kuglica. Ponoviti ispiranje rastvorom 80% etanola, pa tube sa magnetnim kuglicama
ostaviti na sobnoj temperaturi, na magnetnom stalku, dok zaostali etanol ne ispari, a povrSina
kuglica ne ispuca. Tada je potrebno tube skinuti sa magnetnog stalka i magnetne kuglice potpuno
resuspendovati u 20 pl dvostruko dejonizovane vode. Dobijenu smeSu inkubirati 5 min na sobnoj
temperaturi, a zatim kratko centrifugirati i ostaviti na magnetnom stalku dok se te¢nost ne izbistri.
Supernatant, u kome je precis¢eni produkt PCR reakcije, zatim prebaciti u novu tubu 1 izmeriti
koncentraciju 1 Cisto¢u DNK.

3.2.5 Sekvenciranje Sangerovom metodom

Detekcija svih ispitivanih genetickih varijanti vrSena je metodom Sangerovog sekvenciranja
[125]. Ova metoda predstavlja ciljano sekvenciranje, odnosno utvrdivanje redosleda nukleotida u
lancu DNK, zasnovano na in vitro replikaciji uz upotrebu specifiénog prajmera i smese
dezoksiribonukleotida (dNTP) i fluorescentno obelezenih didezoksiribonuleotida (ddNTP). Kao
DNK matrica koristi se prethodno umnozen region od znacaja. Upotrebom jednog, specificnog
prajmera postize se sinteza uvek istog lanca DNK, koja traje sve do ugradnje ddNTP-a, budu¢i da
ovi nukleotidi ne poseduju 3’-OH grupu na molekulu dezoksiriboze, neophodnu za dalje
produzavanje molekula DNK. Svaki ddNTP obelezen je razliCitom fluorescentnom bojom, §to
omogucuje izvodenje sekvenciranja u jednoj reakciji. Kao posledica svega navedenog, na kraju
reakcije sekvenciranja dobijena smesa sadrzi veliki broj jednolancanih fragmenata DNK C¢ije se
duzine medusobno razlikuju za po jedan nukleotid 1 na ¢ijim 3’-krajevima se nalazi specifi¢no
obelezeni ddNTP. Dobijeni fragmenti se razdvajaju kapilarnom elektroforezom visoke rezolucije u
automatskom sekvenatoru. Ovaj aparat sadrZi i laserski sistem koji detektuje fluorescenciju ddNTP-
a ugradenih na 3’-krajeve fragmenata. Signali se nakon kompjuterske obrade podataka prevode u
niz pikova na elektroferogramu koji predstavlja redosled nukleotida u DNK sekvenci. Ukoliko je u
ispitivanoj sekvenci prisutna heterozigotna varijanta, na datom lokusu postojace dva pika razlicite
boje 1 sli¢nog intenziteta.
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Za reakciju sekvenciranja, finalnog volumena 5 pl, koris¢ene su slede¢e komponente:
e 10-20 ng precis¢enog PCR produkta
e 2 pmol prajmera za sekvenciranje (Tabela 3.1)

e 0.5 pl Ready Reaction Mix iz BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(ThermoFisher Scientific, SAD)

e 1 x pufer za sekvenciranje iz BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(ThermoFisher Scientific, SAD)

e ddH20 do finalnog volumena.

Reakcije sekvenciranja izvedene su u PCR aparatima Mastercycler Nexus (Eppendorf,
Nemacka), prema temperaturnom profilu prikazanom u tabeli (3.2.5.1).

Tabela 3.2.5.1. Temperaturni profil reakcije sekvenciranja

Temperatura (°C) Trajanje Broj ciklusa
Inicijalna 96 1 min 1
denaturacija
Denaturacija 96 10 sec
Aniling 50 5 sec 25
Ekstenzija 60 4 min

Produkti reakcije sekvenciranja pre¢is¢eni su Na-acetatnom i etanolskom precipitacijom. U
tubu sa produktom reakcije sekvenciranja dodavano je 40 ul rastvora Na-acetata (37.5 mM Na-
acetat, 78% etanol). Dobijena smesa se dobro promesa a zatim centrifugira 20 min / 13,000 rpm.
Supernatant je potom odbacivan, a u tubu sa talogom dodavano je 200 pl 70% etanola. Nakon
centrifugiranja (10 min / 13,000 rpm) celokupan supernatant je odbacivan, a talog osusen. U
potpuno suv talog dodavano je 25 ul HiDi formamida (Applied Biosystems Life Technologies,
SAD). Celokupni volumen zatim je koriS¢en za analizu upotrebom automatskog sekvenatora 3130
Genetic Analyzer (Applied Biosystems Life Technologies, SAD) i prateceg softvera, Sequencing
Analysis Software v5.3.2 with KB Basecaller v1.4 (Applied Biosystems Life Technologies, SAD).
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3.3. Metode za izu¢avanje genske ekspresije

3.3.1. Izolacija mononuklearnih ¢elija

Mononuklearne ¢elije izolovane su iz svezih uzoraka periferne krvi ili koStane srzi
pacijenata. Uzorkovanje je vrSeno pre pocetka lecenja, prilikom postavljanja dijagnoze.

U sterilnu epruvetu, zapremine 10 ml dodavano je 3 ml reagensa Ficoll-Paque Plus (GE
Healthcare, UK). Uzorak (2 ml) je potom razblazen fizioloskim rastvorom u odnosu 1:1 i nanet u
epruvetu sa fikolom, pazljivo uz ivicu epruvete, kako ne bi doSlo do meSanja tecnosti. Sledi korak
centrifugiranja od 25 min / 1500 rpm na sobnoj temperaturi, posle ¢ega se mononuklearne celije
uocavaju u vidu belog sloja, na gustinskom gradijentu izmedu fikola 1 plazme. Mononuklearne
¢elije potrebno je preneti u novu epruvetu od 10 ml, paze¢i da se prilikom prebacivanja ne zahvati 1
rastvor fikola, a zatim dodati 8 ml rastvora 1 x PBS. Dobijenu smeSu potom nekoliko puta
promesati inverovanjem i centrifugirati 15 min / 1500 rpm na sobnoj temperaturi. Odbaciti
supernatant a talog, koji sadrzi monuklearne ¢elije, rastvoriti u 1 ml rastvora TRI® Reagent Solution
(Ambion, SAD) i ¢uvati na -80 °C.

3.3.2. Izolacija RNK iz mononuklearnih celija

Ukupna RNK iz mononuklearnih ¢elija izolovana je pomoc¢u TRI® Reagent Solution (Ambion,

SAD), prema uputstvu proizvodaca, procesom koji predstavlja modifikovan standardni metod
izolacije RNK [126].

Uzorak mononuklearnih ¢elija ¢uvan u TRI® Reagent Solution otopiti pa celije lizirati
provlac¢enjem ¢elija kroz Spric 1 iglu promera 0.7 mm. Dodati 200 pl hloroforma i dobijenu smesu
jako promesati. Inkubirati 15 min na sobnoj temperaturi pa centrifugirati na 12 000 rcf/ 15 min/ +4
°C. Celokupnu gornju fazu, koja sadrzi RNK, prebaciti u novu tubu i dodati 500 pl izopropanola.
Dobijenu smesu blago promesati invertovanjem i inkubirati 15 min na sobnoj temperaturi. Nakon
centrifugiranja na 12,000 rcf / 15 min / +4 °C odliti supernatant a u tubu sa talogom dodati 1 ml
70% etanola. Ponoviti korak centrifugiranja pa odstraniti sav etanol i u potpunosti osusiti talog.
Talog je potrebno resuspendovati u 50 pl vode bez RNAze pa izmeriti koncentraciju 1 ¢istoéu RNK
uzorka. Uzorak zatim ¢uvati na -80 °C do dalje upotrebe.

3.3.3. Reverzna transkripcija (RT-PCR)

Reverzna transkripcija predstavlja in vitro proces u kome se na osnovu RNK matrice
sintetiSe komplementarni molekul DNK (cDNK).

Smesu ukupne zapremine 11 pl, u kojoj se nalaze 1000 ng ukupne RNK i 100 pmol Random
Hexamer Primer-a (ThermoFisher Scientific, SAD) potrebno je inkubirati 5 min na 70 °C, pa 2 min
na ledu. Dodati 9 pl prethodno pripremljene smese koja sadrzi:

e 4 ul 5 x pufera za reverznu transkripciju
e 2ul10mM dNTP
e 200 U reverzne transkriptaze RevertAid M-MuLV (ThermoFisher Scientific, SAD)
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e 20 U RNaznog inhibitora RiboLock (ThermoFisher Scientific, SAD)
e dd H20 do finalnog volumena.

Dobijenu smesu inkubirati prvo 15 min na 25 °C, a potom 1h na 42 °C. Reakcija se zavrSava
inkubacijom 10 min na 70 °C. Dobijeni uzorak cDNK cuvati na -20 °C.

Kvalitet dobijene ¢cDNK proveravan je PCR metodom, tako $to je umnozavan fragment
konstitutivno eksprimiranog gena ABL1 (eng. ABL proto-oncogene 1, non-receptor tyrosine
kinase). Sekvence koris¢enih prajmera prikazane su u tabeli 3.3.3.1.

Tabela 3.3.3.1 Sekvence prajmera za umnozavanje fragmenta gena ABL1

Duzina
regiona
Gen Naziv Sekvenca prajmera (5’-3’ smer) od
znacaja
(bp)
la ATCTGCCTGAAGCTGGTGGGCT
ABL1 277
D TGTGATTATAGCCTAAGACCCGGAG

Finalna zapremina reakcione smese bila je 25 ul i sadrzala je slede¢e komponente:
e 1ulcDNK
e PCR pufer (finalna koncentracija 1x)
e 1 xQ rastvor (Qiagen, Nemacka)
e MgCI2 (finalna koncentracija 3 mM)
e dNTP (finalna koncentracija svakog 0.2 mM)
e prajmeri (svakog po 10 pmol)
e 1U FastGene® Taq DNA Polymerase (NIPPON Genetics EUROPE GmbH,

Nemacka).

PCR reakcija izvedena je prema temperaturnom profilu prikazanom u tabeli 3.3.3.2.
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Tabela 3.3.3.2 Temperaturni profil reakcije umnozavanja fragmenta gena ABL1

Temperatura (°C) Trajanje Broj ciklusa
Inicijalna 95 15 min 1
denaturacija
Denaturacija 95 30 sec
Aniling 65 1 min 35
Ekstenzija 72 1 min
Finalna ekstenzija 72 10 min 1

Dobijeni produkti ispitivani su horizontalnom elektroforezom na 2% agaroznom gelu.
Pojava elektroforetske trake odgovaraju¢e duZine indirektno je potvrdivala uspesnost reakcije
reverzne transkripcije.

3.3.4. Merenje nivoa ekspresije gena NUDT15 metodom real-time PCR

Nivo ekspresije gena NUDT15 u mononuklearnim ¢elijama izolovanih iz periferne krvi ili
koStane srzi pacijenata u trenutku postavljanja dijagnoze odredivan je metodom real-time PCR,
odnosno kvantitativnim PCR-om. Standardnom PCR metodom koli¢ina PCR produkta moze biti
odredena samo po zavrSetku reakcije. Medutim, metodom real-time PCR moguce je koli¢inu PCR
produkta pouzdano meriti tokom reakcije, u realnom vremenu. Merenje se vr§i tokom
eksponencijalne faze reakcije, kada u svakom ciklusu dolazi do udvostru¢avanja koli¢ine PCR
produkta. Zbog ove osobine, metoda real-time PCR, kojoj prethodi reverzna transkripcija, je
podesna za merenje nivoa ekspresije gena.

Real-time PCR zasnhiva se na primeni fluorescentnih boja koje mogu da interaguju sa
produktom PCR reakcije. Kao posledica ove interakcije uoCava se merljiva, proporcionalna
promena u nivou fluorescencije nakon svakog ciklusa PCR reakcije. U poc¢etnim ciklusima reakcije
fluorescencija je ispod praga detekcije (eng. threshold), buduc¢i da je koli¢ina PCR produkta jo$
uvek nedovoljna da bi se signal detektovao, ali se uocava takozvani osnovni (eng. baseline) signal.
Nakon odredenog broja ciklusa koli¢ina PCR produkta se uvecava i fluorescentni signal pocCinje da
raste. Ciklus u kome fluorescentni signal prede prag detekcije predstavlja Ct vrednost (eng.
threshold cycle), odnosno tacku u kojoj je fluorescentni signal direktno proporcionalan koli¢ini
fragmenta koji se umnoZava u PCR reakciji. Niska Ct vrednost oznacava veliki broj kopija target
sekvence u uzorku pre pocetka umnozavanja i obrnuto, velika Ct vrednost pokazuje da je target
sekvenca prisutna u malom broju kopija na pocetku reakcije.

U ovoj studiji radena je relativna kvantifikacija podataka dobijenih real-time PCR-om, koja
podrazumeva predstavljanje rezultata kao relativni odnos referentnog uzorka, odnosno kalibratora, i
ispitivanog uzorka. Prilikom kvantifikacije neophodno je sprovesti normalizaciju dobijenih
podataka, kako bi se izbegle greSke u postavci eksperimenta. Budu¢i da Ct vrednost direktno zavisi
od pocetne kolicine target sekvence u uzorku, paralelno sa umnoZavanjem fragmenta od interesa
sprovodi se 1 umnoZzavanje unutrasnje kontrole. Unutrasnju kontrolu predstavlja gen koji se

konstitutivno eksprimira u svim uzorcima koji se kvantifikuju i €iji nivo ekspresije nije pod
uticajem eksperimentalnih procedura.
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Ekspresioni profil gena NUDT15 u ispitivanim uzorcima odredivan je na aparatu ABI 7500
Real-Time PCR System (Applied Biosystems, USA) upotrebom TagMan tehnike. Za normalizaciju
podataka kao unutrasnja kontrola koris¢en je gen ABLL. Kalibrator je predstavljala medijana
normalizovanih vrednosti za ekspresiju gena NUDT15 u mononuklearnim ¢elijama izolovanim iz
periferne krvi dece obolele od idiopatske trombocitopenijske purpure, koja se smatraju zdravim
kontrolama za de¢ju ALL. Svaki uzorak je eksperimentalno ispitivan u duplikatu.

Smesa za NUDT15 PCR reakciju bila je ukupne zapremine 10 ul i sastojala se od sledecih
komponenti:

1 pl cDNK

5 Ul TagMan™ Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, SAD)

0.5 pl TagMan Gene Expression Assay Hs01087148_m1 (Applied Biosystems, SAD)
3.5 pl ddH20.

SmesSa za ABL1 PCR reakciju bila je ukupne zapremine 10 pl i sastojala se od slede¢ih
komponenti:

e 1ulcDNK

e 5l TagMan™ Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, SAD)

e 1 pl 2 pmol ABL probe: 5’-(FAM)-CCATTTTTGGTTTGGGCTTCACACCATT-
(TAMRA)-3’

o 1 pl 3 pmol ABL ushodnog prajmera (5

TGGAGATAACACTCTAAGCATAACTAAAGGT-3)
1 pl 3 pmol ABL nishodnog prajmera (5’-GATGTAGTTGCTTGGGACCCA-3)
1 pl ddH20.

Temperaturni profil za sve PCR reakcije je bio;
1. 95°C /10 min
2. 50 ciklusa:

. 95°C/15sec

. 60 °C / 1 min.

Za obradu rezultata koris¢en je komparativni AACt metod [127]. prema kome je relativni
nivo ekspresije gena NUDT15 izracunat po formuli:

Q =224C gde je

AACt = ACtuzorak - ACtkaIibrator = (CtNUDT15, uzorak — CtABLl, uzorak) - (Ct NUDT15, kalibrator — Ct
ABLl,kaIibrator)-

3.4. Statisti¢ka obrada podataka

Prikupljeni podaci su statisticki obradeni a potom adekvatno prikazani u vidu tabela ili
grafikona. Rezultati koji predstavljaju diskretne promenljive prikazani su kao ucestalosti 1 procenti.

Opisne statisticke mere koje su kori$¢ene su aritmeticka sredina, medijana i raspon vrednosti
(minimum i maksimum). Za proveru normalnosti raspodele koris¢eni su Sapiro-Vilkov ili
Kolgomorov-Smirnov testovi.
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Za ispitivanje Hardi-Vajnbergove ravnoteze detektovanih varijanti koris¢en je egzaktni test.
Razlike u ucestalostima alela i genotipova izmedu uporedivanih grupa ispitivane su x> testom ili
egzaktnim testom.

Analize asocijacije genetickih varijanti i surogat markera ukljucivale su linearnu i logisticku
regresiju. Ispitivanje jacine veze izmedu dve kontinuirane varijable vrSeno je metodom Spirmanove
korelacije (Spirmanov koeficijent korelacije). Veza izmedu kategorijskih varijabli ispitivana je
FiSerovim egzaktnim testom. Za ispitivanje razlika izmedu grupa kontinuiranih promenljivih
primenljivan je Man-Vitnijev U-test. Svi izvedeni testovi su bili dvostrani, sa pragom statisticke
znacajnosti p=0.05.

Sve statisticke analize izvedene su upotrebom SPSS softvera (IBM SPSS Statistics v.21).
Graficko predstavljanje rezultata izvedeno je upotrebom softvera SPSS i MS Eksel (Microsoft
Excell, v.2022).

3.5. Racunanje poligenskog skora rizika

Poligenski skor rizika (PRS) racunat je za pojavu hepatotoski¢nosti povezanu sa primenom
visokih doza metotreksata u konsolidacionoj fazi terapije. PRS je racunat za varijante:

1. rs1801133:C>T u genu MTHFR

2. rs4149056:T>C u genu SLCO1B1.
Ove dve varijante su izabrane zato §to je za njih izvedena genotipizacija na najve¢em broju
ispitanika i jer za njih postoji procena povezanosti sa hepatotoksi¢no$¢u u metastudijama. Podaci o
genotipizaciji varijante rs1801133:C>T u genu MTHFR za ovu grupu ispitanika izvedeni su iz
prethodno objavljenih rezultata [80].

Bodovanje za racunanje PRS vrseno je na slede¢i nacin:

1. Ispitanicima sa 2 kopije alela asociranog sa pojavom hepatotoksi¢nosti dodeljivan je 1
poen (g(x)=1)
2. Ispitanicima sa 1 kopijom alela asociranog sa pojavom hepatotoksicnosti dodeljivano je
0.5 poena (g(x)=0.5)
3. Ostalim ispitanicima dodeljivano je 0 poena (g(x)=0).
Dodeljene vrednosti potom su umnozene relativnim doprinosom razvoju hepatotoksicnosti,
za svaku varijantu, upotrebom P koeficijenata koji su izvedeni iz vrednosti koli¢nika verovatnoce,
dobijenih iz adekvatnih metastudija [128,129].

Ovako izraunati doprinosi se potom sabiraju, ¢ime se dobija ukupni geneticki rizik za
pojavu hepatotoksic¢nosti usled primene visokih doza metotreksata u konsolidacionoj fazi terapije.
Matematicki, PRS je racunat prema formuli [130]:

_ 2
foCx) ==5—"=

Dobijena vrednost za PRS ukljucena je u model logisti¢ke regresije, zajedno sa dozama
metotreksata u fazi konsolidacije.
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Rezultati

4.1. Retrospektivna klini¢ka studija odgovora na terapiju tiopurinskim lekovima u srpskoj
populaciji dece obolele od ALL

4.1.1. Demografske i osnovne klini¢ke karakteristike ispitanika

U ovu studiju bilo je ukljuceno 48 ispitanika, obolelih od de¢je ALL izmedu 2003. i 2012.
godine. Ispitivana grupa se sastojala od 28 ispitanika (58.3%) muskog, i 20 ispitanika (41.7%)
zenskog pola (Slika 4.1.1.1).

58.3%

® Muski pol ® Zenski pol

Slika 4.1.1.1. Udeo polova u ispitivanoj grupi

Medijana uzrasta ispitanika pri postavljanju dijagnoze bila je 5.2 godina, u rasponu od 0.9
do 17.6 godina. Cetrdeset Getiri ispitanika (91.7%) obolelo je od B-¢elijskog oblika ALL, dok je 4
ispitanika (8.3%) imalo T-Celijski imunofenotip. Standardni rizik od relapsa imalo je 9 ispitanika
(18.7%), srednji rizik 32 (66.7%), dok je 7 ispitanika (14.6%) imalo visok rizik od relapsa (Tabela
4.1.1.1).
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Tabela 4.1.1.1. Osnovne demografske i klini¢ke karakteristike ispitanika. SR- standardni
rizik; IR- srednji rizik; HR- visok rizik

Uzrast (godine)

Medijana 5.2
Opseg 0.9-17.6
Imunofenotip (No(%))

B-linija 44 (91.7%)
T-linija 4 (8.3%)

Grupa rizika (No(%))

SR 9 (18.75%)
IR 32 (66.67%)
HR 7 (14.58%)

U ispitivanoj grupi 27 ispitanika (56.3%) leceno je prema ALL IC-BFM 2002 protokolu,
dok je 21 ispitanik (43.7%) leCen prema ALL IC-BFM 2009 protokolu. Primenjivani protokoli se ne
razlikuju u fazi odrzavanja i podrazumevaju primenu standardnih dnevnih doza 6-merkaptopurina
(6-MP) od 50 mg/m?.

Pracenje toksi¢nosti vrSeno je na dvonedeljnoj bazi i bilo je zasnovano na broju leukocita.
Ukoliko je broj leukocita bio ispod 2.0 x 10%L, 6-MP doze su umanjivane za 25% u nedeljnim
intervalima do oporavka. U sludaju da je broj leukocita bio veéi od 3.0 x 10%L, 6-MP doze su
povecavane za 25% u nedeljnim intervalima do smanjenja. Ako je broj leukocita bio ispod 1.0 x
10%/L, terapija 6-MP je prekidana do oporavka (epizoda leukopenije). SniZene, uveéane i proseéne
doze su ra¢unate u odnosu na standardnu dozu (50 mg/m? = 100%).

U ispitivanoj grupi procenat nedelja koje su ispitanici provodili sa snizenim dozama 6-MP
kretao se izmedu 0% 1 94.3% (medijana 17.7% ). Ispitanici su provodili izmedu 0% 1 19.4% nedelja
bez terapije (medijana 3.3%), a broj leukopenijskih epizoda se kretao izmedu 0 i 9 (medijana 1).
Prose¢ne doze 6-MP koje su ispitanici primali tokom terapije odrZzavanja kretale su se od 34% do
197% standardne doze (50 mg/m2 = 100%) (medijana 106%).

4.1.2. Detekcija i ucestalost varijanti u kodirajuéim i okolnim regionima gena NUDT15

Genotipizacija kodiraju¢ih i okolnih regiona gena NUDT15 izvedena je metodom
Sangerovog sekvenciranja. Detektovano je 5 varijanti, od kojih se jedna varijanta nalazi u prvom
egzonu i ne dovodi do zamene aminokiseline. Tri varijante nalaze se u prvom intronu, dok je jedna
otkrivena varijanta lokalizovana u 3’-nekodiraju¢em delu gena (eng. untraslated region, UTR)
(Tabela 4.1.2.1).
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Tabela 4.1.2.1. Zastupljenost i lokacija detektovanih varijanti u genu NUDT15 u ispitivanoj

grupi
Varijanta Lokacija u genu Genotip (Broj)
rs61746486 AA (47)
NM_018283.4:¢.36A>C Egzon 1 AC (1)
(p.Prol12=) CC (0)
79687000 cC (49)
rs
) Intron 1 CT (3)
NM_018283.4:¢.158+117C>T T (0)
GG (30)
N 4(?1582;):3 4:0.158+174G>A Intron 1 ALY
- S AA (1)
GG (46)
rs41284205 GA (2)
. Intron 1
NM_018283.4:¢.159-91G>A AA (0)
GG (42)
rs61973267 , GA (5)
3’UTR
h X
(NM_018283.4:c.*7G>A AA (1)

Prisustvo svih detektovanih varijanti je potvrdeno u razlicitim svetskim populacijama.
Ucestalosti detektovanih varijanti u evropskoj populaciji dobijene su iz baze podataka gnomAD
(slika 4.1.2.1).
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Slika 4.1.2.1 Ucestalosti manje zastupljenog alela (eng. minor allele frequencies, MAF) varijanti
detektovanih u genu NUDT15 u ispitivanoj grupi i evropskoj populaciji (izvor podataka za evropsku
populaciju: baza podataka gnomAD)

4.1.3. Rezultati merenja nivoa ekspresije gena NUDT15

4.1.3.1 Ekspresija gena NUDT15 u mononuklearnim ¢elijama poreklom iz koStane srzi i
periferne krvi u trenutku postavljanja dijagnoze

Relativna ekspresija gena NUDT15 odredivana je u mononuklearnim ¢elijama izolovanim iz
17 uzoraka kosStane srzi i 7 uzoraka periferne krvi ispitanika u trenutku postavljanja dijagnoze.
Srednja vrednost ekspresije u uzorcima kostane srzi bila je 1.11, a u uzorcima krvi 0.96. Srednja
vrednost ekspresije gena NUDT15 u mononuklearnim ¢éelijama poreklom iz koStane srzi bila je za
14.5% viSa u odnosu na srednju vrednost ekspresije ovog gena u mononuklearnim celijama
poreklom iz periferne krvi. Budu¢i da razlika u distribuciji ekspresije nije dostigla prag statisticke
znacajnosti (Man-Vitni U test, p=0.534), u daljim analizama svi uzorci tretirani su kao jedna,
zajednicka grupa.

4.1.3.2 Uticaj uzrasta ispitanika na nivo ekspresije gena NUDT15 u trenutku postavljanja
dijagnoze

Primenom statistickog testa za Spirmanovu korelaciju pokazano je da uzrast ispitanika nije
statisticki znacajno povezan sa nivoom ekspresije gena NUDT15 u trenutku postavljanja dijagnoze,
odnosno pre pocetka hemoterapije (p= 0.264) (Slika 4.1.3.2.1)
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Slika 4.1.3.2.1 Povezanost uzrasta ispitanika i relativnog nivoa ekspresije gena NUDT15

4.1.3.3 Uticaj pola ispitanika na nivo ekspresije gena NUDT15 u trenutku postavljanja
dijagnoze

Medijana relativnog nivoa ekspresije gena NUDT15 pre pocetka terapije kod ispitanika
muskog pola iznosila je 0.94, dok je kod ispitanika Zenskog pola iznosila 0.76. Primenom Man-
Vitnijevog U testa pokazano je da razlike u ekspresiji ovog gena kod ispitanika muskog i zenskog
pola ne dostizu prag statistiCke znacajnosti (p=0.835) (slika 4.1.3.3.1)
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Slika 4.1.3.3.1 Relativan nivo ekspresije gena NUDT15 kod ispitanika muskog i zenskog
pola
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4.1.3.4. Korelacija nivoa ekspresije gena NUDT15 u trenutku postavljanja dijagnoze i
procenta nedelja bez terapije 6-MP u fazi odrzavanja

Za ispitivanje predvidanja uticaja relativnog nivoa ekspresije gena NUDT15 pre pocetka
terapije na vreme koje ispitanici provedu bez terapije lekom 6-MP u terapiji odrzavanja (izrazeno u
procentima nedelja bez terapije) koriSéen je Spirmanov test korelacije. Rezultati nisu pokazali
statisti¢ki znacajnu Korelaciju ova dva parametra (rs= 0.142; p=0.507) (Slika 4.1.3.4.1).
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Slika 4.1.3.4.1 Korelacija relativnog nivoa ekspresije gena NUDT15 u trenutku postavljanja
dijagnoze i procenta nedelja koje ispitanici provedu bez terapije 6-MP u fazi odrzavanja

4.1.3.5 Korelacija nivoa ekspresije gena NUDT15 u trenutku postavljanja dijagnoze i broja
leukopenijskih epizoda u fazi odrzavanja

Predvidanje uticaja relativnog nivoa ekspresije gena NUDT15 pre pocetka terapije na broj
leukopenijskih epizoda u terapiji odrZavanja izvedeno je upotrebom Spirmanovog testa korelacije.
Rezultati nisu pokazali statisti¢ki znacajnu korelaciju ova dva parametra (rs=0.49; p=0.821) (Slika
3.1.34.1).
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Slika 3.1.3.5.1 Korelacija relativnog nivoa ekspresije gena NUDT15 u trenutku postavljanja
dijagnoze 1 broja leukopenijskih epizoda u fazi odrzavanja

4.1.3.6. Korelacija nivoa ekspresije gena NUDT15 u trenutku postavljanja dijagnoze i
procenta nedelja sa smanjenom dozom 6-MP u fazi odrZavanja

Utvrdivana je potencijalna korelacija izmedu relativnog nivoa ekspresije gena NUDT15 pre
pocetka terapije i vremena koje ispitanici provedu primaju¢i smanjenu dozu leka 6-MP (izrazeno u
procentima nedelja sa smanjenim dozama 6-MP) u terapiji odrzavanja. Primenom Spirmanovog
testa korelacije pokazano je da ova dva parametra nisu statisticki znacajno povezana (rs=0.167;
p=0.434) (slika 4.1.3.5.1)
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Slika 4.1.3.6.1 Korelacija relativnog nivoa ekspresije gena NUDT15 u trenutku postavljanja
dijagnoze i procenta nedelja koje ispitanici provedu primajuci smanjene doze 6-MP u fazi
odrzavanja

4.1.3.7. Korelacija nivoa ekspresije gena NUDT15 u trenutku postavljanja dijagnoze i
prosecne primenjene doze 6-MP u fazi odrZavanja

U cilju procene farmakotranskriptomskog potencijala relativnog nivoa ekspresije gena
NUDT15 pre pocetka terapije utvrdivana je korelacija ovog parametra i proseéne doze leka 6-MP
koje su ispitanici primali tokom terapije odrzavanja. Spirmanovim testom korelacije pokazano je da
ova dva parametra nisu statisti¢ki znacajno povezana (rs= -0.190; p=0.374) (slika 4.1.3.6.1)
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Slika 4.1.3.7.1 Korelacija relativnog nivoa ekspresije gena NUDT15 u trenutku postavljanja
dijagnoze i prosecne doze leka 6-MP koju ispitanici primaju u fazi odrzavanja
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4.2. Retrospektivna klini¢ka studija odgovora na terapiju metotreksatom u srpskoj populaciji
dece obolele od ALL

4.2.1. Demografske i osnovne klini¢ke karakteristike ispitanika

U studiju je bilo uklju¢eno 139 ispitanika kod kojih je dijagnostikovana dec¢ja ALL na
Univerzitetskoj decjoj klinici u Beogradu, u periodu od 2003. do 2012. godine. Polnu strukturu
ispitivane grupe ¢inilo je 83 ispitanika (59.7%) muskog i 56 ispitanika (40.3%) zenskog pola (slika
4.2.1.1).

® Muski pol ® Zenski pol

Slika 4.2.1.1. Udeo polova u ispitivanoj grupi

Medijana uzrasta ispitanika pri postavljanju dijagnoze bila je 5.7 godina, u rasponu od 0.9
do 17.6 godina. Najveci broj ispitanika (82.7%) oboleo je od B-¢elijskog oblika decje ALL, dok je
manji broj ispitanika razvio T-Celijsku ALL (17.3%) (Tabela 4.2.1.1).

Prema Kriterijumima za stratifikaciju na osnovu rizika od relapsa, 29 ispitanika (20.9%)
svrstano je u grupu standardnog rizika, 91 ispitanik (65.4%) u grupu srednjeg rizika, dok je grupu
ispitanika sa visokim rizikom ¢inilo 19 ispitanika (13.7%) (Tabela 4.2.1.1).
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Tabela 4.2.1.1 Osnovne demografske i klinicke karakteristike ispitanika. SR- standardni
rizik; IR- srednji rizik; HR- visok rizik

Uzrast (godine)

Medijana 5.7

Opseg 0.9-17.6
Imunofenotip (No(%))

B-linija 115 (82.7%)
T-linija 24 (17.3%)
Grupa rizika (No(%))

SR 29 (20.86%)
IR 91 (65.47%)
HR 19 (13.67%)

U ispitivanoj grupi, 103 ispitanika (74.1%) lecena su prema ALL IC-BFM 2002 protokolu,
dok je 36 ispitanika (25.9%) leceno prema ALL IC-BFM 2002 protokolu. Ove dve verzije protokola
se ne razlikuju u tretmanu metotreksatom u fazi konsolidacije. Ispitanici koji su ucestvovali u studiji
tokom faze konsolidacije primali su 4 doze metotreksata. Ukoliko su imali visok rizik od relapsa
primali su doze od 5 g/m? (HR protokol), dok su ostali ispitanici, u zavisnosti od imunofenotipa,
rizika od relapsa i randomizacije, primali doze od 2 g/m? (mM protokol), odnosno 5 g/m? (M
protokol). Prema HR protokolu leceno je 18 ispitanika (13.0%), M protokol primalo je 29 ispitanika
(20.8%), dok je 92 ispitanika (66.2%) primalo mM protokol (Slika 4.2.1.2).

AmM MM ®MH

Slika 4.2.1.2 Distribucija ispitanika na osnovu protokola terapije metotreksatom u fazi
konsolidacije. mM- ispitianici su primali 2g/m? MTX po dozi, M- ispitanici su primali 5g/m? po
dozi, HR- ispitanici su primali 5g/m? po dozi
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4.2.2. Zastupljenost varijante rs4149056:T>C u genu SLCO1BL1 u ispitivanoj grupi, srpskoj i
evropskoj populaciji

Genotipizacija varijante 1s4149056:T>C u ispitivanoj grupi izvrSena je metodom
Sangerovog sekvenciranja. Podaci o ucestalosti ove varijante u srpskoj populaciji dobijeni su
analizom klinickog egzoma 134 osobe srpskog porekla (TruSight One Sequencing panel gena,
MiSeq platforma), upotrebom softvera VariantStudio (verzija 3, lllumina, SAD). Ucestalost ove
varijante u evropskoj populaciji dobijena je iz Projekta 1000 genoma (1000 Genome Project), preko
baze podataka Ensembl.

Testiranje Hardi-Vajnbergove ravnoteze egzaktnim testom pokazalo je da su ucestalosti
genotipova varijante rs4149056:T>C u ravnoteZi u svim analiziranim grupama (Tabela 4.2.2.2).

Tabela 4.2.2.2 Ucestalosti genotipova varijante rs4149056:T>C 1 Hardi- Vajnbergova
ravnoteZa u ispitivanoj grupi obolelih od de¢je ALL, srpskoj 1 evropskoj populaciji

Ispitivana grupa Srpska populacija Evropska
P grup P bop J populacija
Gen (varijanta) ~ Genotip Hardi- N Hardi- N Hardi-
(%) Vajnbergova (%) Vajnbergova (%) Vajnbergova
ravnoteza ravnoteza ravnoteza
TT 100 100 351
(71.9) (74.6) (69.8)
SLCO1B1 32 32 142
TC 0.06 1 0.41
(rs4149056:T>C) (23.0) (23.9) (28.2)
7 2 10
cC (5.0) (1.5) (2.0)

Ucestalosti manje zastupljenog alela u ispitivanoj grupi, srpskoj 1 evropskoj populaciji
prikazane su na slici 4.2.2.1.
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Slika 4.2.2.1 Ucestalosti manje zastupljenog alela (eng. minor allele frequencies, MAF) varijante
rs4149056:T>C u genu SLCO1B1 u ispitivanoj grupi, srpskoj i evropskoj populaciji (izvor podataka
za evropsku populaciju: baza podataka 1000 Genome Project)

4.2.3. Asocijacija kinetike metotreksata u fazi konsolidacije sa varijantom rs4149056:T>C u
genu SLCO1B1

Podaci 0 nivoima MTX u plazmi tokom faze konsolidacije bili su dostupni za 41 ispitanika
koji su leCeni M i HR protokolom.

Kinetika metotreksata pracena je standardizovanim biohemijskim metodama, 36h i 48h
nakon primene svake od 4 doze. Dobijeni podaci su koriS¢eni za procenu profila eliminacije MTX
(normalan ili nizak). Za svakog pacijenta, eliminacioni profil MTX koris¢en je za odredivanje broja
epizoda usporene kinetike MTX (izmedu 0 i 4). Broj epizoda usporene kinetike MTX korelisan je
sa varijantom rs4149056:T>C u genu SLCO1B1. Rezultati dobijeni linearnom regresijom ne
ukazuju na postojanje asocijacije izmedu varijante rs4149056:T>C u genu SLCO1B1 i broja
epizoda usporene kinetike MTX (p=0.85) (Slika 4.2.2.1).
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Slika 4.2.2.1 Broj epizoda usporene kinetike metotreksata kod nosilaca varijante rs4149056:T>C u
genu SLCO1B1

4.2.4. Asocijacija razvoja toksi¢nosti usled primene metotreksata u fazi konsolidacije sa
varijantom rs4149056:T>C u genu SLCO1B1

Nakon svake primenjene doze MTX vrSena je procena toksi¢nosti na osnovu pravilnika
Americkog nacionalnog instituta za rak [123]. Prema kriterijumima ovog pravilnika, toksi¢nost je
gradirana od 0 (odsustvo toksi¢nosti) do 4 (najtezi oblici toksi¢nosti). Ispitanici koji su imali visok
rizik od relapsa i1 uglavnom leceni HR protokolom nisu uklju¢eni u analize toksi¢nosti, budu¢i da
primaju agresivnu terapiju koju ¢ini vise hemoterapeutika, tako da bi bilo tesko proceniti doprinos
MTX u razvoju toksic¢nosti.

Za svakog pacijenta leCenog mM ili M protokolom (N=121) procenjivane su toksi¢nosti
posle svake primenjene doze. U obzir su uzimani oralni mukozitis, gastroitnestinalna toksi¢nost 1
hepatotoksi¢nost. Za svaki oblik toksi¢nosti ispitanici su na osnovu gradusa podeljeni u dve grupe-
grupu niske toksi¢nosti (gradusi 0 1 1) i grupu visoke toksicnosti (gradusi 2, 3 1 4) (Tabela 4.2.2.1).
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Tabela 4.2.2.1 Ispitanici grupisani na osnovu intenziteta toksi¢nosti usled primene MTX u
fazi konsolidacije

Tip toksi¢nosti Niska toksi¢nost Visoka toksi¢nost
Oralni mukozitis 109 12
Gastrointestinalna toksi¢nost 89 32
Hepatotoksi¢nost 114 7

Testovi asocijacije varijante rs4149056:T>C sa pojavom toksi¢nosti vrseni su logistickom
regresijom, koriS¢enjem recesivnog genetickog modela (referentnu grupu cinili su referentni
homozigoti i heterozigoti). IzvrSene su korekcije za uzrast, pol i MTX doze. Primenjenim
statistickim testovima nije bilo moguce proceniti asocijaciju ispitivane varijante sa pojavom
hepatotoksic¢nosti i oralnog mukozitisa, dok rezultati analize asocijacije varijante rs4149056:T>C
sa pojavom gastrointestinalne toksi¢nosti nisu dostigli statistiCku znacajnost (OR= 1.65, 95%CI=
0.27-10.02, p=0.59).

4.3. Retrospektivna klini¢ka studija odgovora na terapiju vinkristinom u srpskoj populaciji
dece obolele od ALL

4.3.1. Demografske i osnovne klinicke karakteristike ispitanika

U studiju je bilo uklju¢eno 56 dece obolele od ALL, od kojih je 29 (51.8%) bilo muskog, a
27 (48.2%) pola (slika 4.3.1.1). Medijana uzrasta ispitanika pri postavljanju dijagnoze bila je 5.3
godina, u rasponu od 0.7 do 17.9 godina. U ispitivanoj grupi 52 ispitanika (92.9%) obolela su od B-
¢elijske ALL, dok je 4 (7.1%) ispitanika imalo T-¢éelijski oblik ALL.

48.2% 51.8%

® Muski pol ® Zenski pol

Slika 4.3.1.1 Udeo polova u ispitivanoj kohorti ispitanika

Na osnhovu kriterijuma za stratifikaciju, 12 ispitanika (21.4%) je imalo standardarni rizik
(SR) od relapsa. U grupu srednjeg rizika (IR) klasifikovano je 27 ispitanika (48.2%), od Cega je 8
(14.3%) ispitanika leCeno pojacanom granom protokola (IR-2). Preostalih 17 ispitanika (30.4%)
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svrstano je u grupu visokog rizika (HR), od koji je 4 (7.1%) ispitanika leCeno pojacanom granom
protokola (HR-2) (Slika 4.3.1.2).

MSR MIR-1 MI|R-2 WMHR-1 ®MHR-2

Slika 4.3.1.2 Stratifikacija ispitanika na osnovu rizika od relapsa. SR- standardni rizik; IR-1- srednji
rizik, grana leCenja bez uvecanja; IR-2- srednji rizik, grana leCenja sa uvecanjem; HR-1- visoKi
rizik, grana leCenja bez uvecanja; HR-2- visoki rizik, grana leCenja sa uvec¢anjem

Tokom terapije, 10 ispitanika (17.86%) je razvilo VIPN. Vecinu ispitanika sa VIPN-om
¢inile su devojcice (70%). Medu pacijentima koji su ispoljili VIPN medijana uzrasta prilikom
postavljanja dijagnoze bila je 3.7 godina, u rasponu od 1 do 17.1 godina. Svi pacijenti koji su razvili
simptome VIPN-a oboleli su od B- ¢elijskog oblika ALL. Devet od deset ispitanika sa VIPN-om
stratifikovano je u grupe srednjeg ili visokog rizika (IR-1=2, IR-2=3, HR-1=3, HR-2=1). Pregled
karakteristika pacijenata sa i bez VIPN dat je u Tabeli 4.3.1.1.
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Tabela 4.3.1.1. Osnovne demografske i klinicke karakteristike ispitanika sa i bez VIPN. SR-
standardni rizik; IR-1- srednji rizik, grana lecenja bez uvecanja; IR-2- srednji rizik, grana lecenja sa
uvecanjem; HR-1- visok rizik, grana leCenja bez uvecanja; HR-2- visok rizik, grana leCenja sa

uvecanjem
Ispitanici Ispitanici
bez sa P vrednost?
VIPN VIPN

Uzrast (godine) 0.9132
Medijana 55 3.7
Raspon 0.7-17.9 1.0-17.1
Pol (No/%) 0.1713
Muski 26 (56.5%) 3 (30%)
Zenski 20 (43.5%) 7 (70%)
Imunofenotip (No(%)) 13
B-ALL 42 (91.3%) 10 (100%)
T-ALL 4 (8.7%) 0 (0%)
Grupa rizika (No(%)) 0.346°
SR 11 (23.9%) 1 (10%)
IR-1 17 (37%) 2 (20%)
IR-2 5 (10.9%) 3 (30%)
HR-1 10 (21.7%) 3 (30%)
HR-2 3 (6.5%) 1 (10%)

! p-vrednost se odnosi na statisticko testiranje razlika izmedu grupe ispitanika sa i bez VIPN; ?
Logisti¢ka regresija; ° Fiserov egzaktni test

Iako je uocen trend ceS¢e pojave VIPN kod ispitanika Zenskog pola, nije pokazana
statisticka znac¢ajnost ove pojave (p= 0.171, FiSerov egzaktni test, OR=3.03) (Tabela 3.4.1.1.).

Uocen je 1 trend ¢eS¢e pojave VIPN kod pacijenata koji su primili viSe doza VCR tokom
terapije. Broj ukupnih doza koje su ispitanici primili tokom terapije zavisio je od kategorije rizika i
grane radomizacije u koju si bili svrstani (Tabela 3.4.1.2).
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Tabela 4.3.1.2. Broj primljenih doza vinkristina tokom terapije prema kategorijama rizika od
relapsa

Kategorija rizika Broj VCR doza
SR (standardni rizik) 8
IR-1 (srednji rizik, bez uve¢anja) 8
IR-2 (srednji rizik, sa uve¢anjem) 12
HR-1 (visoki rizik, bez uveéanja) 12
HR-2 (visoki rizik, sa uve¢anjem) 16

Ispitanici koji su primili viSe od 10 doza VCR tokom terapije imali su 3.6 puta vecu Sansu
da razviju VIPN od ispitanika koji su primili manje od 10 doza. Ovaj trend takode nije dostigao
prag statisticke znacajnosti (p=0,092; FiSerov egzaktni test, OR=0.363) (Tabela 3.4.1.1.).

4.3.2. Zastupljenost potencijalnih farmakogeneti¢kih varijanti u ispitivanoj grupi i evropskoj
populaciji

Genotipizacija svih ispitivanih varijanti izvrSena je metodom Sangerovog sekvenciranja i
dobijeni rezultati podvrgnuti su daljim testiranjima. Podaci o ucestalosti ispitivanih varijanti u
evropskoj populaciji dobijeni su iz baze podataka gnomAD.

Testiranje Hardi-Vajnbergove ravnoteze pokazalo je da su ucestalosti genotipova svih
ispitivanih ~ varijanti  uklju¢enih u ovu studiju bile u ravnotezi (Tabela 4.3.2.1).
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Tabela 4.3.2.1. Zastupljenost genotipova i Hardi-Vajnbergova ravnoteza istrazivanih varijanti u
ispitivanoj grupi

Hardi-
Gen Varijanta Genotip N Vajnbergova
ravnoteza
CC 25
ACTG1  rs1135989:C>T CT 24 0.768
TT 7
CC 17
CEP72 rs924607:C>T CT 29 0.790
TT 10
GG 38
MIR3117 rs12402181:G>A GA 17 1
AA 1
TT 20
MIR4481  rs7896283:T>C TC 27 1
CC 9
AA 0
CYP3A5  rs776746:A>G AG 13 1
GG 43

Ucestalosti analiziranih varijanti u ispitivanoj grupi i kontrolnoj grupi evropskog porekla
prikazane su naslici 4.3.2.1.
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Slika 4.3.2.1. Ucestalosti manje zastupljenih alela istrazivanih varijanti (minor allele
frequencies, MAF) u ispitivanoj grupi i u evropskoj populaciji (izvor: gnomAD baza podataka)
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4.3.3. Povezanost potencijalnih farmakogeneti¢kih markera sa razvojem VIPN

Sve ispitivane varijante podvrgnute su odgovaraju¢im statistickim analizama za utvrdivanje
povezanosti sa razvojem VIPN.

Za svaku varijantu procenjivan je doprinos svakog dodatnog alternativnog alela u
verovatnoci nastanka VIPN koris¢enjem multiplikativnog geneti¢kog modela [131].

Univarijantne analize pokazale su da nijedna varijanta ne pokazuje statisticki znacajnu
asocijaciju sa nastankom VIPN u ispitivanoj grupi. Primenom logisticke regresije dobijene su
slede¢e p-vrednosti koje su povezane sa ispitivanim varijantama u genima ACTG1, CEP72,

MIR3117, MIR4481 i CYP3A5, redom: 0.917, 0.898, 0.788, 0.310i 0.577 (Tabela 4.3.3.1).

Univarijantne 1 multivarijantne analize nisu pokazale statisticki znacajnu asocijaciju sa
razvojem VIPN u ispitivanoj grupi ni posle korekcija za broj primljenih doza i pol (Tabela 4.3.3.1).

Tabela 4.3.3.1. Povezanost analiziranih varijanti sa razvojem VIPN u ispitivanoj grupi

Gen Genotip No (%) Ispitanici  Ispitanici P p! P2

(varijanta) bez VIPN sa VIPN

ACTG1 cC 25 (44.6%) 21 (45.7%) 4 (40%) 0917 0.837 0.886
(rs1135989:C>T)  CT 24 (42.9%) 19 (41.3%) 5 (50%)
TT 7(125%)  6(13%) 1 (10%)

CEPT72 cC 17 (30.4%) 14 (30.4%) 3(30%) 0.898 0.909 0.791
(rs924607:C>T)  CT 29 (51.8%) 24 (52.2%) 5 (50%)
TT 10 (17.9%) 8 (17.4%) 2 (20%)

MIR3117 GG 38 (67.9%) 31(67.4%) 7(70%) 0788 0.963 0.605
(rs12402181:G>A) g 17 (30.4%) 14 (30.4%) 3 (30%)
AA 1(1.8%)  1(2.2%) 0 (0%)

MIR4481 TT 20 (35.7%) 15 (32.6%) 5(50%) 0.310 0.188 0.500
(rs7896283:T>C)  TC 27 (48.2%) 23 (50%) 4 (40%)
cC 9(16.1%)  8(17.4%) 1 (10%)

CYP3A5 AA 0 (0.0%) 0 (0%) 0(0%) 0577 0702 0.360
(rs7T76746:A>G)  AG 13(23.2%) 10 (21.8%) 3 (30%)
GG 43 (76.8%) 36 (78.2%) 7 (70%)

! korigovano za broj VCR doza; 2 korigovano za pol
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4.4. Poligenski skor rizika u predikciji pojave hepatotoksi¢nosti usled primene metotreksata
u fazi konsolidacije

Na osnovu vrednosti za koli¢nik verovatnoce, preuzetih iz odgovarajué¢ih metastudija,
izraCunate su vrednosti beta koeficijenata. Za varijantu rs1801133:C>T u genu MTHFR dobijena
vrednost B koeficijenta bila je 0.15, a za varijantu rs4149056:T>C u genu SLCO1B1 dobijena
vrednost B koeficijenta je 0.33.

Tabela 4.4.1. B koeficijenti koriS¢eni u racunanju poligenskog skora rizika za pojavu
hepatotoski¢nosti povezanu sa primenom visokih doza metotreksata u konsolidacionoj fazi terapije

MTHFR SLCO1B1
Alel sa efektom*
rs1801133:C>T rs4149056:T>C
OR** 1.35[128] 1.94 [129]
B 0.15 0.33

*Alel asociran sa pojavom hepatotoksi¢nosti usled primene visokih doza metotreksata u fazi
konsolidacije

**OR- vrednosti koli¢nika verovatnoce, koriSéeni za racunanje § koeficijenata

Na osnovu ovih beta koeficijenata izracunat je poligenski skor rizika za sve ispitanike. U
model logisticke regresije ukljuCeni su poligenski skor rizika i doza metotreksata u fazi
konsolidacije (2 g/m? i 5 g/m?). Primenom logisti¢ke regresije pokazano je da su pacijenti koji su
primili ve¢u dozu imali 4.2 puta ¢eS¢u pojavu hepatotoksi¢nosti gradusa 2 ili vise u odnosu na
pacijente koji su primali manju dozu.

Poligenski skor rizika nije bio statisticki znacajno povezan sa razvojem hepatotoksi¢nosti
(p=0.56).
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Diskusija

5.1. Farmakogeneticke varijante od znacaja za terapiju tiopurinskim lekovima,
metotreksatom i vinkristinom u de¢joj ALL

Unapredenjem protokola le¢enja decje ALL postignuta je visoka stopa prezivljavanja
obolelih, pogotovo u razvijenijim zemljama, i to je jedno od velikih dostignu¢a medicine u
poslednjih nekoliko decenija. Fokus istrazivanja u ovoj oblasti sada je usmeren ka povecanju
efikasnosti same terapije, odnosno ka smanjenju broja i ozbiljnosti nezeljenih efekata lekova koji se
primenjuju u savremenim protokolima. Vecina lekova koji se koriste u terapiji dec¢je ALL ima uzak
terapijski indeks 1 veliku toksicnost. U poslednje vreme ulaZzu se ogromni napori u otkrivanje
prediktivnih genetickih varijanti koje mogu da imaju vaznu ulogu u farmakokinetici 1
farmakodinamici ovih lekova. Najbolji primer vaznosti ovakvog pristupa je klini¢ki usvojena
primena farmakogenetickih markera u genu TPMT, koji se rutinski koriste u prediktivnom testiranju
prilikom propisivanja terapije tiopurinskim lekovima. Medutim, prijavljene su ozbiljne neZeljene
reakcije na tiopurinske lekove i kod pacijenata kod kojih nije detektovan nijedan od priznatih TPMT
farmakogenetiCkih markera. Zaista, veliki broj relevantnih gena ¢iji proteinski produkti ucestvuju u
metabolizmu tiopurinskih lekova, a ¢ije bi varijante mogle da imaju klini¢ki znacaj i njihovo
poznavanje moglo da ima veliki znafaj u individualizaciji terapije, trenutno su u fokusu
istrazivanja.

U Srbiji su farmakogeneticka istrazivanja de¢je ALL otpocela studijom Domanovi¢ i
saradnika iz 2006. godine [132]. U ovoj studiji ispitivani su ucestalost i tipovi varijanti U genu
TPMT u populaciji Srbije i Crne Gore, kao i asocijacija identifikovanih varijanti sa brojem
neutropenijskih epizoda do kojih dolazi usled primene 6-merkaptopurina u le¢enju dece obolele od
ALL. Ucestalost i tipovi varijanti u genu TPMT u ovoj studiji asocirani su i sa duzinom trajanja
terapije. Rezultati studije, koja je ukljuCivala i retrospektivni i prospektivni pristup, pokazali su da
medu obolelima od de¢je ALL cak i heterozignotni nosioci alela TPMT*2, TPMT*3A i TPMT*3B
imaju povecan rizik od pojave neutropenija izazvanih primenom tiopurinskih lekova. Dodatno,
pokazano je da modifikovanje doze tiopurinskih lekova na osnovu TPMT genotipa pre uvodenja
samog leka omogucuje i heterozigotnim nosiocima varijantnih TPMT alela da terapiju zavrse bez
pojave neutropenija indukovanih tiopurinima, u punom vremenskom trajanju i bez modifikacije
doze drugih lekova koji se u terapijskom protokolu primenjuju (konkretno, bez modifikacije doze
leka metotreksata). Na kraju, heterozigotni nosioci TPMT alela kod kojih je doza tiopurinskih
lekova modifikovana na pocetku terapije odrzavanja su uz neprekidan nadzor lekara mogli
postepeno da povecavaju dozu merkaptopurina i da na kraju terapije dostignu punu dozu ovih
lekova bez pojave nezeljenih efekata. Time je dokazana opravdanost uvodenja farmakogeneti¢kog
testiranja za ove varijante u srpskoj populaciji 1 od objavljivanja ovih rezultata farmakogeneti¢ko
TPMT testiranje se rutinski koristi u klini¢koj praksi prilikom propisivanja tiopurinske terapije za
lecenje dece sa ALL u Srbiji.

Primeceno je da deca sa ALL koja nisu nosioci TPMT varijantnih alela mogu da ispoljavaju
nezeljene efekte usled primene tiopurinskih lekova. Potraga za novim farmakogenetickim
markerima je najpre bila fokusirana na promotor gena za TPMT, koji nema arhitekturu tipi¢nog
eukariotskog promotora i sadrzi varijabilni broj tandemskih ponovaka (eng. varible number tandem
repeats, VNTR). Pocetna analiza korelacije broja VNTR u okviru promotora gena TPMT kod
obolelih sa pojavom neZeljenih efekata usled primene tiopurinskih lekova nije pokazala znaajnost
[133]. Studija Zuki¢ i saradnika je ukazala je na to da i broj i vrsta VNTR ponovaka, odnosno
VNTR arhitektura, kao i ushodni regulatorni region promotora, odreduju nivo ekspresije TPMT
gena 1 samim tim uticu na aktivhost TPMT enzima, pa arhitektura VNTR mozZe biti novi
potencijalni marker toksi¢nosti tiopurinskih lekova [134]. Dalje su Kotur i saradnici pokazali da
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VNTR arhitektura promotora gena TPMT potencijalno moze biti kori¢ena kao farmakogeneticki
marker u predikciji toksi¢nosti do koje dolazi usled primene tiopurinskih lekova kod dece obolele
od ALL [135]. Ispitivanje ekspresije TPMT gena na pocetku bolesti i u toku terapije odrzavanja kod
dece obolele od ALL je pokazalo povecanu ekspresiju ovog gena tokom faze odrzavanja, koja je
zavisila od arhitekture VNTR regiona promotora. Ovi rezultati mogu objasniti zasto su pune doze
tiopurinskih lekova mogle biti davane deci sa ALL, heterozigotnim nosiocima TPMT varijanti zbog
kojih je doza tiopurinskih lekova inicijalno morala biti modifikovana u skladu sa TPMT genotipom
da bi se izbegle nezeljene reakcije, i idu u prilog hipotezi da bi VNTR region TPMT gena mogao
biti potencijalni farmakogeneticki marker prilikom uvodenja terapije tiopurinima [136]. Milosevi¢ i
saradnici su dalje, pored TPMT gena, ispitivali ulogu varijanti u genima ITPA, ABCC4 i ABCB1 u
nastanku nezeljenih efekata uzrokovanih tiopurinskim lekovima u fazi odrzavanja leenja dece sa
ALL u Srbiji [35]. Nije pokazana veza izmedu varijanti u genima ITPA i ABCC4 i toksi¢nosti do
kojih dolazi upotrebom tiopurina tokom terapije odrZavanja, ali je ukazano na vezu izmedu
varijantog alela gena ABCBL1 i ¢eS¢e pojave hepatotoksi¢nosti kod dece obolele od ALL lecene
tiopurinima u fazi odrzavanja. Nova studija koja je za cilj imala odredivanje uticaja varijanti u
genima TYMS, MTHFR, SLC19A1 i DHFR na pojavu toksi¢nosti usled primene tiopurina u fazi
odrzavanja terapije dece obolele od ALL pokazala je da varijante u genima TYMS, SLC19A1l i
DHFR mogu biti koriS¢ene kao potencijalni farmakogeneticki markeri prilikom individualizacije
tiopurinske terapije [137].

Osim farmakogenetickih istrazivanja koja su proucavala potencijalne markere toksicnosti
tiopurinskih lekova, radena su farmakogeneti¢ka istraZivanja primene metotreksata 1
glukokortikoidnih lekova u terapiji decje ALL u Srbiji.

Lazi¢ i saradnici su proucavali dve varijante u genu MTHFR (¢c.677C>T i ¢.1298A>C) kao
potencijalne farmakogeneticke markere toksi¢nosti metotreksata i prediktore relapsa [80]. Rezultati
ove studije pokazali su da prisustvo MTHFR ¢.677TT genotipa moze biti asocirano sa manjom
toksi¢noscu usled primene metotreksata tokom faze intenzifikacije u leCenju dece obolele od ALL.
Medutim, ni ¢.677C>T ni ¢.1298 A>C varijanta u genu MTHFR nije bila povezana sa pove¢anim
brojem smrti usled toksi¢nosti terapije metotreksatom ili pojavom relapsa.

Gasi¢ 1 saradnici ispitivali su farmakogeneticke markere odgovora na terapiju
glukokortikoidnim lekovima u inicijalnoj fazi indukcije remisije kod dece obolele od ALL [138].
Naime, cilj ovog istrazivanja bio je izucavanje varijanti u genima NR3C1, GSTP1 i ABCB1 koje bi
mogle biti koris¢ene u poboljsanju odgovora na terapiju glukokortikoidima. Rezultati su pokazali da
varijante rs6198 u genu NR3C1 i haplotip rs1695-rs1138272 gena GSTP1 pokazuju najvise
potencijala kao farmakogeneticki markeri odgovora na terapiju glukortikoidima kod obolelih od
decje ALL.

Prvu studiju koja se bavila farmakotranskriptomskim markerima u de¢joj ALL sproveli su
Gasic i saradnici 2019. godine [139]. Ova studija proucavala je ekspresiju duge nekodirajuée RNK
GAS5, za koju je prethodno pokazano da interaguje sa glukokortikoidnim receptorom, kao i da
njena ekspresija moze biti izmenjena u kancerima usled uloge koju ima u apoptozi i supresiji rasta
¢elije. Rezultati su ukazali na to da bi nivo ekspresije GAS5 mogao biti marker odgovora na terapiju
glukokortikoidnim lekovima u fazi indukcije terapije obolelih od decje ALL.

Ova studija je nastavak farmakogenetickih ispitivanja de¢je ALL u Srbiji. U okviru ove
studije kod ispitanika obolelih od dec¢je ALL istraZivane su potencijalne varijante u farmakogenima
koji kodiraju vazne enzime, transportere, targete ili regulatore dejstva tiopurinskih lekova,
metotreksata 1 vinkristina. Cilj studije je bio otkrivanje asocijacija izmedu ispitivanih varijanti i
odgovora na terapiju ovim lekovima, kako bi se ustanovio njihov potencijal za uvodenje u klinicku
praksu.
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5.1.1. Farmakogeneticki potencijal varijanti u genu NUDT15

Pored klini¢ki dokazane vaznosti farmakogenetickih markera u genu TPMT, ustanovljeno je
da i funkcionalne varijante u genu NUDT15 mogu da dovedu do pojave ozbiljne mijelosupresije
tokom terapije tiopurinskim lekovima. Varijante u NUDT15 genu znacajne za tiopurinsku terapiju
posebno su Ceste u azijskim populacijama. lako su varijante u ovom genu u populacijama
evropskog porekla retke, znacaj proucavanja NUDT15 gena i u ovim populacijama je ogroman [61].
Nazalost, veoma malo studija se bavilo izu¢avanjem potencijalnih farmakovarijanti u NUDT15
genu u evropskim populacijama. Zbog toga je izvedena pilot studija, kojom je izvrSen skrining
kodiraju¢ih i okolnih regiona NUDT15 gena u grupi ispitanika obolelih od dec¢je ALL u Srbiji, sa
ciljem da se potencijalno otkrivene varijante dovedu u vezu sa pojavom tiopurinske toksi¢nosti.

Rezultati genotipizacije pokazali su da u ispitivanoj grupi ni jedan ispitanik nije nosilac
nijedne prethodno opisane funkcionalne varijante u ovom genu. Sta viSe, od detektovanih 5
varijanti, samo jedna je locirana u kodiraju¢em regionu gena NUDT15 (rs61746486, p.Prol2, u
egzonu 1). Ova varijanta je sinonimna i prema predikcijama bioinformatickim alatom Ensembl
Variant Effect Predictor nema patogen efekat, koji bi doveo do poremecaja u funkcionisanju
enzima NUDT15. Prisustvo ove varijante detektovano je i u prethodno sprovedenoj studiji koja se
bavila uticajem varijacija u genu NUDT15 na razvoj tiopurisnke toksi¢nosti kod pacijenata
evropskog porekla [61].

Ostale 4 detektovane varijante nalaze se u nekodiraju¢im regionima gena NUDT15 i
bioinformaticke predikcije alatom Ensembl Variant Effect Predictor pokazuju da ni one nemaju
funkcionalni znacaj. U literaturi nisu opisani efekti tri NUDT15 varijante detektovane u ovoj studiji,
a koje se nalaze u intronskim regionima (rs79687000, rs45465203, rs41284205). Varijanta koja je u
ovoj studiji detektovana u 3’-nekodiraju¢em regionu (rs61973267, ¢.*7G>A), takode je prethodno
detektovana [61].

Sve detektovane varijante prethodno su opisane u genomskim bazama podataka (1000
Genome Project, GnomAD). Ucestalosti manje zastupljenih alela svih detektovanih varijanti u grupi

ispitanika obolelih od de¢je ALL u Srbiji odgovaraju ucestalostima u evropskoj populaciji (slika
4.1.2.1).

lako ovom studijom nisu otkrivene funkcionalne varijante u genu NUDT15, dobijeni
rezultati su znacajni, budu¢i da su podaci dobijeni u okviru ove prvi podaci o uéestalosti varijanti u
genu NUDT15 kod kod dece obolele od ALL u Srbiji. Sprovedena pilot studija je bila malog obima,
a varijante od funkcionalnog znacaja u ovom genu su veoma retke za evropsku populaciju [61].
Uzimaju¢i u obzir da, bez obzira na malu ucestalost, varijante u ovom genu mogu imati veliki
klini¢ki znacaj, kao 1 da CPIC propisuje preporuke na osnovu prisustva funkcionalnih varijanti u
genu NUDT15 [60], potrebno je sprovesti dalja i opseznija istrazivanja. Ukljuéivanje veceg broja
ispitanika u studiju, kao i primena sveobuhvatnijih tehnika genotipizacije bi potencijalno otkrilo
nove ili prethodno opisane varijante u ovom genu i u populaciji dece obolele od ALL u Srbiji.

5.1.2. Farmakogeneticki potencijal varijante rs4149056 u genu SLCO1B1

Metotreksat je jedini lek koji se prema BFM protokolu za lecenje de¢je ALL koristi u svim
fazama terapije. U fazi konsolidacije se primenjuje u visokim dozama, zbog cega su oboleli u
povecanoj opasnosti da razviju neki od nezeljenih efekata primene ovog leka. Buduci da je
metotreksat antagonist folata, poremecaji u funkciji bilo kog enzima ili transportera ukljucenih u
metabolicki put folata mogu uticati na efikasnost i pojavu toksic¢nosti usled primene ovog leka [66].
Farmakogeneticka istrazivanja odgovora na terapiju metotreksatom u decjoj ALL su zato posebno
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vazna. Medu najbolje proucenim farmakogenima koji se dovode u vezu sa odgovorom na terapiju
metotreksatom su varijante u genima DHFR, TYMS, MTHFR, SLC19A1 [78,140-142]. Ipak, i
pored velikog broja istrazivanja u ovoj oblasti nije identifikovan farmakogeneticki marker koji bi
mogao da se rutinski koristi u klinickoj praksi u cilju individualizacije terapije ovim lekom. Gen
SLCO1B1 je u poslednje vreme u fokusu farmakogenetickih istrazivanja odgovora na terapiju
metotreksatom, budu¢i da je proteinski produkt ovog gena transporter leka metotreksata
eksprimiran u hepatocitima i odgovoran za preuzimanje metotreksata iz krvi.

U okviru ove studije ispitivana je varijanta rs4149056 u genu SLCO1B1, kao potencijalni
farmakogeneticki marker usporene eliminacije metotreksata i pojave toksi¢nosti usled primene
visokih doza ovog leka u fazi konsolidacije. Prisustvo varijantnog alela dovodi do zamene valina
alaninom na poziciji 174 u proteinu, Sto moze dovesti do smanjene eliminacije metotreksata [143] i
generalnog povecanja rizika od pojave toksi¢nosti usled primene visokih doza ovog leka [144].

Rezultati genotipizacije sprovedene u ovoj studiji pokazuju da alelska ucestalost i ucestalosti
genotipova varijante rs4149056 u genu SLCOI1B1 u ispitivanoj grupi u srpskoj populaciji ne
odstupaju od odgovarajucih ucestalosti u evropskoj populaciji (u ispitivanoj grupi je 15.5%, u
srpskoj populaciji je 13.4%, a u evropskoj populaciji je 16.1%), tako da se populaciona specifi¢nost
ispitivane genske varijante moze iskljuciti pri interpretaciji rezultata.

Rezultati dobijeni ovom studijom ne ukazuju na postojanje asocijacije varijante rs4149056
gena SLCO1B1 gena i kinetike metotreksata u fazi konsolidacije. Takode, nije utvrdena ni veza
izmedu prisustva ove varijante 1 pojave oralnog mukozitisa, gastrointestinalane toksi¢nosti i
hepatotoksi¢nosti kod ispitanika ukljucenih u ovo istrazivanje. lako je u vise studija pokazano da
rs4149056 SLCO1B1 funkcionalna varijanta moze imati uticaja na smanjenu eliminaciju
metotreksata i pojavu toksi¢nosti [144-146], u drugim studijama ova zavisnost nije potvrdena
[79,147,148]. Ramzi i saradnici pokazali su da sve retke i uCestale varijante u genu SLCO1B1 koje
su ispitivali mogu da objasne 10.7% varijabilnosti u eliminaciji metotreksata [145]. Ovakvi razli¢iti
rezultati medu studijama potencijalno ukazuju na vaznost drugih genetickih i negenetickih faktora u
odgovoru na terapiju visokim dozama metotreksata u fazi konsolidacije. Potencijalno su vazni i
epigeneticki faktori, razlike u regulatornim miRNK, posttranslacionim modifikacijama, kao i drugi
klini¢ki i sredinski faktori, poput razlika u terapijskim protokolima, nac¢inima procene toksi¢nosti
metotreksata i homogenosti ispitivanih populacija.

5.1.3. Potencijalni farmakogeneticki markeri nastanka vinkristinom indukovane periferne
neuropatije

Za razliku od tiopurinskih lekova i metotreksata, vinkristin je tek od nedavno predmet
farmakogenetickih studija i postoji relativno malo saznanja o potencijalnim farmakogenetickim
markerima odgovora na terapiju ovim lekom. Najvazniji nezeljeni efekti vezani su za pojavu
neurotoksicnosti, pre svega vinkristinom indukovane periferne neuropatije (VIPN). VIPN je
relativno Cesta pojava u terapiji dece obolele od ALL, koja varira po intenzitetu i trajanju, ostavlja
potencijalno ireverzibilne posledice u senzornim, motori¢kim i autonomnim funkcijama pacijenata.
Takode, teski oblici VIPN do kojih dolazi u toku terapije mogu dovesti do potpunog obustavljanja
le¢enja obolelog, Sto povecava rizik od relapsa i smrtnog ishoda primarne bolesti [149].

U okviru ove studije procenjivan je farmakogeneticki potencijal varijanti u 5 gena
ukljucenih u razli¢ite aspekte farmakokinetike i farmakodinamike vinkristina. Analize sprovedene u
ovom istrazivanju nisu pokazale asocijaciju nijedne od ispitivanih varijanti sa pojavom VIPN kod
dece obolele od ALL u Srhiji.

Proteinski produkt gena CYP3AS5 je glavni enzim odgovoran za metabolizam i inaktivaciju
vinkristina u hepatocitima [150], Osim njega, u metabolizam vinkristina u hepatocitima moze biti
ukljucen i enzim CYP3A4, koji je 9-14 puta manje efikasan u metabolizmu vinkristina od CYP3A5
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[151]. Ispitivana varijanta rs776746 gena CYP3A5 uvodi skriveno mesto iskrajanja u intronu 3, §to
rezultuje sintezom neaktivnog proteinskog produkta [152]. Ucestalost ove varijante najveca je u
evropskim, a najreda u africkim populacijama. Zanimljivo je da i nivo ekspresije proteinskog
produkta gena CYP3A5 oslikava ovu populacionu distribuciju [153]. Takode, u studiji koju su
sproveli Renbarger i saradnici pokazano je da se, medu obolelima od de¢je ALL, neurotoksi¢nosti
do kojih dolazi usled primene vinkristina znatno ¢e$¢e uocavaju kod dece evropskog porekla
(34.8%) nego kod dece africkog porekla (4.8%) [154]. Egbelakin i saradnici su potom u studiji koja
je ukljucivala ispitanike pretezno evropskog porekla (105 ispitanika bilo je evropskog porekla, 1
azijskog, 1 africkog porekla), od kojih su 88% bili homozigotni nosioci za varijantni rs776746 alel,
pokazali da je ova varijanta od znacaja za razvoj VIPN [150]. Takode, u maloj studiji sprovedenoj
2016. godine [155] pokazano je da medu ispitanicima obolelim od dec¢je ALL postoji veéi procenat
obolelih evropskog porekla (80.6%) koji pokazuju simptome VIPN u odnosu na obolele africkog
porekla (76.5%). U istoj studiji pokazano je da nosioci varijantnog rs776746 alela CeS¢e imaju
simptome VIPN, iako ovi rezultati nisu dostigli statisticku znac¢ajnost. Medutim, Aplenc i saradnici
pokazali su da rs776746 varijanta moze imati protektivan efekat na razvoj VIPN kod dece obolele
od ALL koja su le¢ena vinkristinom [156]. U studiji sprovedenoj 2010. godine Hartman i saradnici
pokazali su da varijanta rs776746 ne moze biti asocirana sa motori¢kim perifernim neuropatijama
do kojih dolazi usled primene vinkristina kod dece obolele od ALL [157]. Studija koju su sproveli
Gulhamu i saradnici koja je ukljucivala ispitanike obolele od vise razli¢itih solidnih tumora, leCenih
vinkristinom, nije pokazala vezu izmedu ove varijante i razvoja VIPN [158]. Medu studijama koje
nisu uspele da pronadu asocijaciju izmedu nastanka VIPN 1 varijante rs776746 nalazi se i studija
Mura i saradnika. Ovaj istrazivacki tim takode nije pronasao znacajnu asocijaciju izmedu CYP3A5
genotipa i farmakokinetike vinkristina [159]. Ni istrazivanje Cepija i saradnika nije pokazalo
statistiCki znacajnu asocijaciju izmedu ove varijante i pojave neurotoksicnosti kod dece obolele od
ALL [96]. Eksperimentalno dobijeni rezultati istrazivanja sprovedenih u okviru izrade ove teze
takode ne ukazuju na znacaj ove varijante u nastanku VIPN kod dece obolele od ALL koja su
lecena vinkristinom.

Geni ACTGL1 i CEP72 vazni su za odrzavanje integriteta citoskeleta, ali nisu direktni targeti
vinkristina.

Proteinski produkt gena CEP72 je centrozomalni protein Kkoji ima vaznu funkciju u
organizaciji mikrotubula. Poremecaji u komponentama i procesima koji dovode do obrazovanja
centrozoma mogu dovesti do nepravilnog obrazovanja deobnog vretena [160]. Molekularni modeli
pokazali su da prisustvo ispitivane varijante rs924607 obrazuje mesto vezivanja za transkripcioni
represor NKX-6.3, sto potencijalno dovodi do smanjenja ekspresije ovog proteina [91]. Analize
promene mobilnosti u elektroforezi (eng. electrophoretic mobility shift analysis) potkrepljuju
molekularne modele i predikcije o smanjenju ekspresije ovog proteina usled prisustva varijantnog
alela u promotoru. Kao posledica toga mikrotubule, za koje vinkristin i inace ima veliki afinitet,
bivaju podloZnije depolimerizaciji. Ova varijanta jeste najozbiljniji kandidat predikcije pojave
VIPN kod dece obolele od ALL, budu¢i da je najcesce bila predmet farmakogenetickih istrazivanja
pojave VIPN, ali i dalje ne postoji konzistentnost u rezultatima izmedu razli¢itih studija. Diouf i
saradnici su 2015. godine sproveli preliminarnu GWA studiju u kojoj su prvi pokazali da varijanta
rs924607 u genu CEP72 moze biti povezana sa povecanim rizikom od nastanka, kao i veéim
intenzitetom VIPN kod dece obolele od ALL [91]. Stok i saradnici su potom pokazali da ova
varijanta moze biti povezana sa nastankom VIPN i kod odraslih obolelih od ALL [92]. U
metastudiji koja je ukljucivala viSe od 500 ispitanika, Rajt i saradnici potvrdili su vezu izmedu
varijante rs924607 u genu CEP72 i nastanka VIPN [161]. Medutim, postoje i studije koje nisu
potvrdile ove opservacije. Gutjerez-Kamino i saradnici nisu uspeli da utvrde postojanje veze
izmedu ove varijante i nastanka VIPN u ranoj fazi leenja dece obolele od ALL, tokom koje je
vinkristin najvazniji terapeutik koji se koristi [93]. Slicno zapazanje uocili su i Zgajb i saradnici u
studiji koja je ukljucivala decu arapskog porekla, leCenu od ALL [162]. Rezultati ove studije ne
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potkrepljuju hipotezu da varijanta rs924607 u genu CEP72 moze biti prediktivni marker razvoja
VIPN kod dece obolele od ALL koja su leCena vinkristinom. Vazno je uociti da medu studijama
postoje razlike u kriterijumima kori$¢enim za procenu VIPN, kao i u krajnjim tackama u kojima su
vrsene analize asocijacije, Sto pored razlika u populacionim specifi¢nostima ispitanika ukljuc¢enih u
ove studije, moze predstavljati uzrok razlika u dobijenim rezultatima. Trenutno je u toku klinicka
studija u okviru koje se sprovodi randomizovano ispitivanje zavisnosti incidence i intenziteta VIPN
kod obolelih od de¢je ALL koji su nosioci varijantnog rs924607 alela, od primenjene doze
vinkristina [163].

Proteinski produkt gena ACTG1 je y-aktin, citoskeletni protein koji je u direktnim
interakcijama sa mikrotubulama i vazan za odrZanje citoskeleta. Pokazano je da razlic¢ite forme
ovog proteina mogu uticati na slabljenje interakcija sa miktorubulama i na taj nacin, kroz
destabilizaciju citoskeleta, ¢ine ¢eliju osetljivijom na dejstvo vinkristina i ostalih antimitotika [95].
Ispitivana varijanta rs1135989 u genu ACTGL potencijalno utice na regulatorne sekvence
splajsovanja egzona, ali funkcionalna vaznost ove varijante nije poznata [96].. Pokazano je da ova
varijanta moze biti asocirana sa nastankom teZih oblika VIPN, kao i podnoSenjem niZih doza
vinkristina kod dece obolele od ALL [96]. Ovom studijom nije pokazana veza izmedu varijante
rs1135989 u genu ACTGL1 i nastanka VIPN kod dece obolele od ALL koja su le¢ena vinkristinom.

Kao §to je poznato, miRNK su male nekodiraju¢e RNK koje imaju funkciju u utiSavanju
ekspresije gena na posttranskripcionom nivou. Geneticke varijacije u miRNK mogu uticati na nivo
njihove funkcije. Varijante u genima za miRNK koje su ispitivane u okviru ove studije su od
regulatornog znacaja. Naime, studija sprovedena u Spanskoj populaciji pokazala je da varijanta
rs12402181 u genu MIR3117 smanjuje verovatno¢u pojave VIPN [108]. Protektivni efekat ove
varijante zasnovan je na smanjenju ta¢nosti prepoznavanja targeta ove miRNK, medu kojima su i
transporteri RALBP1 i ABCCL. Ranije studije pokazale su da su ovi transporteri odgovorni za
efluks vinkristina [164,165]. Usled slabijeg prepoznavanja informacione RNK ovih transportera
dolazi do vece ekspresije ovih proteina, Sto povecava efluks vinkristina iz aksona i smanjuje
njegovo vezivanje za mikrotubule i Stetne efekte do kojih zbog toga dolazi [108]. S druge strane,
ista studija ukazala je na to da varijanta rs7896283 u genu MIR4481 potencijalno ometa procese
regeneracije perifernih nerava, koji su od velike vaznosti u oporavku od VIPN [108]. Predlozeni
efekat ove varijante ostvaruje se putem povecanja stabilnosti pre-miRNK, §to moze pojacati efekat
zrele miRNK [109]. Povecana stabilnost zrele miR-448 vodila bi smanjenoj ekspresiji ciljnih gena.
Niska ekspresija gena uklju¢enih u procese regeneracije perifernih neurona moze biti razlog zbog
koga dolazi do povecane incidence VIPN, asocirane sa varijantom rs7896283. Rezultati ove studije,
medutim, nisu pokazali asocijaciju izmedu varijanti rs12402181 u genu MIR3117 i rs7896283 u
genu MIR4481 sa nastankom VIPN kod dece obolele od ALL koja su leCena vinkristinom.

Ova studija ukazuje na znacaj daljih farmakogenetickih istrazivanja pojave VIPN kod dece
obolele od ALL. Mali broj ispitanika u nasoj studiji su tokom terapije razvili VIPN, zbog Cega je
statisticka snaga studije relativno mala. Medutim, studija ukazuje i na fundamentalne izazove
proucavanja farmakogenetike VIPN kod dece obolele od ALL. Budu¢i da se VIPN manifestuje
tegobama neuroloske prirode, postoji realna opasnost da veliki broj obolelih, s obzirom na to da su
u pitanju uglavnom deca ranog pedijatrijskog uzrasta, nije u mogucnosti da prepozna, prijavi i opise
simptome nadleznim lekarima [5]. Razvoj metoda koje bi objektivnije procenjivale pojavu i gradus
VIPN kod dece obolele od ALL znacajno bi unapredio pouzdanost dobijenih rezultata. Takode, na
interpretaciju rezultata izmedu razlicitih studija uticu i razli€iti terapijski reZimi koji se u studijama
primenjuju, a koji podrazumevaju razli¢iti broj doza i duzinu trajanja terapije vinkristinom, kao i
razli¢ite vremenske tacke u kojima se vr$i evaluacija pojave VIPN kod obolelih. Osim toga, moguce
je 1 postojanje dodatnih, populaciono specifi¢nih varijanti od znacaja za pojavu VIPN.

Pomenuti izazovi mogli bi biti prevazideni sprovodenjem opseznijih genomskih ispitivanja,
na ve¢im, bolje okarakterisanim i raznovrsnijim kohortama ispitanika.
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5.2. Nivo ekspresije gena NUDT15 u trenutku postavljanja dijagnoze kao
farmakotranskiptomski marker

Farmakogeneticka istrazivanja do sada su neosporno pokazala da odredeni markeri
odgovora na terapiju mogu rutinski da se koriste u klini¢koj praksi. Ostale farmako-omike su nove
nauke koje se brzo razvijaju i sa puno potencijala da u narednim godinama daju veliki doprinos u
poboljsanju strategija lecenja.

Farmakotranskriptomika je nauka koja se bavi povezivanjem varijanti u transkriptomu sa
farmakoloskim profilom primenjenog leka. Analogno farmakogenetici, farmakotranskriptomika tezi
personalizaciji terapije na osnovu interindividualnih razlika u varijantama na nivou RNK.
Farmakotranskriptomski markeri su izuzetno varijabilni, buduci da su rezultat ne samo prisustva ili
odsustva ekspresije, nego i razli¢itih nivoa ekspresije gena [166].

Farmakotranskriptomska istrazivanja u de¢joj ALL do sada nisu bila brojna. Od znacaja je
pomenuti istrazivanje farmakogenetickog potencijala duge nekodiraju¢e RNK (eng. long noncoding
RNA) GAS5, za koju je pokazana veza izmedu nivoa ekspresije ovog gena i loSeg odgovora na
terapiju glukokortikoidima koji se primenjuju u fazi indukcije [139].

NUDTI1S5 je vazan enzim u metabolickom putu tiopurina i predstavlja negativan regulator
toksi¢nosti do kojih moze do¢i usled primene ovih lekova [167]. Vaznost funkcionalnih varijanti u
genu NUDT15 je prepoznata [60], ali do sada nisu radena farmakotranskiptomska istrazivanja koja
bi se bavila povezivanjem ekspresije ovog gena i odgovora na terapiju tiopurinima u de¢joj ALL.
Medutim, nedavno je sprovedeno istrazivanje JoSide i saradnika koje ukazuje na to da niska
ekspresija proteina NUDT15 mozZe biti biohemijska osnova razvoja netolerancije na tiopurinske
lekove. Ista studija pokazala je i da je nivo proteinskog produkta ovog gena u korelaciji sa NUDT15
genotipom [168].

Jedan od ciljeva ovog istrazivanja bio je ispitati postojanje veze izmedu ekspresije gena
NUDT15 pri postavljanju dijagnoze i surogat markera toksi¢nosti primene tiopurina u terapiji
odrzavanja. Kao surogat markeri koris¢eni su broj leukopenijskih epizoda, procenat nedelja koje su
ispitanici provodili bez terapije tiopurinima, procenat nedelja tokom kojih su ispitanici primali
smanjene doze 6-MP, i prose¢ne doze 6-MP u fazi odrzavanja. Dobijeni rezultati ne podrzavaju
pretpostavku da nivo ekspresije gena NUDT15 prilikom postavljanja dijagnoze, odnosno pre
pocetka leCenja bolesti, moze biti koriS¢en kao farmakotranskripcioni marker. Ovakav rezultat je
potencijalno posledica postojanja velikog broja nezrelih blasta u perifernoj krvi i kostanoj srzi.
Naime, maligno transformisane c¢elije su nestabilne i postoji mogucénost da deo varijacija u
ekspresiji ovog gena potice od deregulisane ekspresije gena u malignim ¢elijama. Od znac¢aja mogu
biti razlike u ekspresiji kako samog gena NUDT15, tako i potencijalnih regulatora njegove
ekspresije. Takode, studija je izvedena na relativno malom broju ispitanika, zbog Cega statisticki
testovi koji su primenjeni nemaju veliku snagu. Posto se tiopurinski lekovi ne primenjuju u
znacajnoj meri pre terapije odrzavanja, u buducnosti bi trebalo sprovesti opsezniju prospektivnu
studiju u kojoj bi nivo ekspresije gena NUDT15 bio meren nakon uvodenja bolesnika u remisiju, a
pre pocetka faze odrzavanja.
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5.3. Poligenski skor rizika u modelovanju predikcije hepatotoksi¢nosti usled primene visokih
doza metotreksata u fazi konsolidacije

Unapredenje lecenja dece sa ALL ne mora nuzno da se ograni¢i potragom za jednim
jedinstvenim farmakogenetickim markerom odgovora na terapiju odredenim lekom, ili vise njih. S
obzirom na broj lekova koji se u terapiji koriste, kompleksnost njihovog metabolizma, broj gena
koji bi potencijalno mogli biti uklju¢eni u farmakogeneticki odgovor, jo§ uvek nedefinisane
negeneticke 1 epidemioloske faktore koji bi takode mogli biti znacajni, ideja je da se u potragu za
prediktivnim markerima ukljuce i napredni statisticki alati zasnovani na vestackoj inteligenciji i
maSinskom/dubokom ucenju. Tako bismo mogli da identifikujemo kombinacije geneti¢kih i/ili
negenetickih faktora koji sami po sebi ne bi morali da imaju prediktivni znacaj, ali udruZeni u ta¢no
odredenoj kombinaciji bi mogli da nam pomognu da predvidimo odgovor na terapiju odredenim
lekom.

Jedan od ciljeva ovog istrazivanja bio je i konstruisanje prediktivnih modela za odgovor na
terapiju tiopurinskim lekovima, metotreksatom i vinkristinom kod dece obolele od ALL. Izbor
prediktivnog modela bio je uslovljen rezultatima dobijenim u eksperimentima sprovedenim u
okviru studije. Zbog malog broja ulaznih varijabli za konstruisanje modela masinskog ucenja i
nedostupnosti podataka iz drugih studija, odnosno nemogucnosti koriS¢enja podataka iz meta-
analiza, izbor prediktivnog modela za ekperimentalne podatke dobijene ovom studijom je
poligenski skor rizika (PRS). PRS-ovi predstavljaju slozen genomski biomarker i potencijalne
primene PRS-a u klini¢koj praksi obuhvataju predvidanje rizika za razvoj bolesti, ranu dijagnozu,
prognozu i odabir lekova radi poboljSanja efikasnosti ili smanjenja nezeljenih reakcija na lekove.
Ipak, nijedan PRS jo§ uvek nije usvojen u rutinskoj klinickoj praksi. Osim tehni¢kih razmatranja
razvoja PRS, glavni izazovi sa kojima se PRS suocavaju ukljucuju dokazivanje klinicke korisnosti i
okolnosti koje prate uvodenje novih genomskih tehnologija u zdravstvene sisteme [169].

PRS je nacin modelovanja koji u predikcije ukljucuje vise varijanti u istom ili vie razli¢itih
gena, pri cemu se sve varijante boduju prema efektu koji imaju na razvoj odredenog fenotipa. PRS
modeli su zasnovani na statistickim podacima izvedenim iz adekvatnih GWAS ili metastudija.
Budu¢i da je odgovor na terapiju nekim lekom vrlo verovatno pod uticajem veceg broja genetickih
varijanti, PRS je odnedavno poceo da nalazi primenu i u farmakogenetickim istrazivanjima i u
zavisnosti od cilja modelovanja, kao i od obima 1 tipa podataka u studiji, primenjuju se razliciti
na¢ini PRS modelovanja [170,171]

Budu¢i da sekvenciranjem kodirajucih i okolnih regiona gena NUDT15 nije detektovana ni
jedna varijanta od funkcionalnog znacaja, prediktivni model za primenu tiopurinskih lekova nije
bilo moguce konstruisati. Skroman set podataka dobijenih u ispitivanju farmakogenetickog
potencijala varijanti od znacaja za razvoj VIPN bio je nedovoljan za konstruisanje prediktivnih
modela.

U okviru ovog istrazivanja napravljen je PRS model predikcije hepatotoksi¢nosti usled
primene visokih doza metotreksata u fazi konsolidacije. Usled dostupnosti podataka o genotipovima
ispitanika [80], model je bio ograni¢en na varijante rs1801133 u genu MTHFR i rs4149056 u genu
SLCO1B1. Ogranicenje modela na ispitivanje hepatotoksi¢nosti bilo je uslovljeno dostupnoséu
GWAS i metastudija koje su raspolagale statisticCkim podacima o tipovima toksi¢nosti pracenim u
ovoj studiji.

Dobijeni model zasnovan na poligenskom skoru rizika nije pokazao statisti¢ki znacajnu
vezu sa razvojem hepatotoksi¢nosti usled primene metotreksata. Ovaj model potvrdio je rezultate
dobijene za nezavisno ispitivanje ove dve varijante i ukazao na potrebu da se u budué¢nosti u ovakve
modele ukljuci veci broj varijanti, koje bi bile ispitane na veéem broju ispitanika.
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lako postoje studije koje ukazuju na validnost i veliki potencijal primene PRS u klinickoj
praksi, usled ¢ega bi oboleli imali bolji ishod terapije, klinicka primena PRS u individualizaciji
terapije jo§ uvek nije zazivela [113]. Neophodno je sprovesti opsezna klinicka i populaciona
istrazivanja u cilju provere ne samo tacnosti, nego i znacajnosti dobijenih PRS modela. Osim toga,
potrebno je imati na umu da je PRS mera genetickog doprinosa razvoju nekog fenotipa, i da na
razvoj kompleksnih osobina, kao S§to je odgovor na terapiju nekim lekom, uticu i negeneticki
faktori, kao Sto su interakcije lekova usled koadministracije, razli¢iti aspekti zivotnog stila poput
nacina ishrane, kao i sredinski faktori poput zagadenosti vode i vazduha ili izloZenost jonizuju¢em
zraéenju.
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Zakljucci

Skrining kodiraju¢ih i okolnih regiona gena NUDT15 kod dece obolele od ALL le¢ene tiopurinskim
lekovima identifikovao je 5 varijanti u ovom genu: rs61746486, rs79687000, rs45465203,
rs41284205, rs61973267. Ucestalosti varijantnih alela u ispitivanoj grupi odgovaraju ucestalostima
u evropskoj populaciji. Ni jedna od ovih detektovanih varijanti nema patogeni efekat. Detektovane
varijante u genu NUDT15 u srpskoj populaciji dece obolele od ALL koja su le¢ena tiopurinskim
lekovima u fazi odrzavanja nemaju farmakogeneticki potencijal.

1. Sprovedene analize asocijacije nisu pokazale zavisnost izmedu nivoa ekspresije gena
NUDT15 i ispitivanih surogat markera odgovora na tiopurinske lekove kod dece obolele
od ALL. Preliminarni rezultati ukazuju na to da nvo ekspresije gena NUDT15 u trenutku
postavljanja dijagnoze ne moze biti koris¢en kao farmakotranskripcioni marker pojave
nezeljenih efekata do kojih dolazi usled primene tiopurinskih lekova u terapiji
odrzavanja kod dece obolele od de¢je ALL u Srbiji.

2. Nije utvrdena veza izmedu varijante rs4149056 u genu SLCO1B1 i farmakokinetike leka
metotreksata, niti je pokazana zavisnost pojave toksi¢nosti od prisustva 0vog varijantnog
alela rs4149056. Varijanta rs4149056 u genu SLCO1B1 trenutno ne moze biti korisé¢ena
kao farmakogeneticki marker odgovora na primenu metotreksata u fazi konsolidacije
terapije dece obolele od ALL u Srhiji.

3. Asocijacija pet genetiCkih varijanti (rs776746 u genu CYP3A5, rs1135989 u genu
ACTG1, rs924607 u genu CEP72, rs12402181 u genu MIR3117 i rs7896283 u genu
MIR4481) sa pojavom vinkristinom indukovane periferne neuropatije ne ukazuje na
statisticki znacajnu vezu sa nastankom VIPN kod dece sa ALL.. Ucestalosti svih
proucavanih varijantnih alela u ispitivanoj grupi odgovaraju ucestalostima u evropskoj
populaciji. Geneti¢ke varijante ispitivane u okviru ove studije trenutno ne mogu biti
koris¢ene kao farmakogeneti¢ki markeri pojave VIPN kod dece obolele od ALL u Srhbiji.

4. Poligenski skor rizika za varijante rs1801133 u genu MTHFR i rs4149056 u genu
SLCO1BL1 nije pokazao statisticki znac¢ajnu povezanost sa razvojem hepatotoksi¢nosti.
Ovaj prediktivni model potvrdio je rezultate dobijene za nezavisno ispitivanje pomenute
dve varijante. Ukljucivanjem varijanti rs1801133 u genu MTHFR i rs4149056 u genu
SLCO1B1 u poligenski skor rizika ne dobija se prediktivni model razvoja
hepatotoksi¢nosti usled primene metotreksata u fazi konsolidacije kod dece leCene od
ALL u Srbiji.
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Prilozi

Prilog 1. Odluka etickog odbora IMGGI o saglasnosti sa sprovodenjem istrazivanja u okviru
doktorske teze
MHCTUTYT 3A MOJIEKYJIAPHY FT'EHETUKY

MW TEHETUYKO MHXEWEPCTBO
Yuusepsnrer y Beorpany

konTakt: etickiodbor@imgge.bg.ac.rs

Ha ochosy [lpasunnuka o pamy Etmukor oanbopa Mucrurtyta 3a MOJIEKYJIapHY TF€HETHKY M TeHeTHYKO
WHXehepcTBo, YHuBep3uTeTa y beorpany, y ckmany ca Onpenbama u Hauenuma caapkaHiM y XeJCHHILKO]
neknapauuju u Konsenunju Casera Espone o sbynckum npaBuma u Guomeanumuy on 1997, roaune, ETuuku
on6op MHCTHTYTa 32 MONEKy/TapHY TeHETHKY W FeHETHYKO MHKeHepCTBO, YHHBEp3HTeTa y Beorpany je na
Ce/IHHLH oapkaHoj naHa 13.07.2021. ronuue omtyunsao o 3axtesy ap Bpanke 3ykuh i moHeo je

OUIYKY
0-EO0-031/2021/1

Eruukn onbop UMITH, VB je carnacan ca cnposohemem HeTpaxuBama Koja cy npeasnhena y
OKBHPY I0KTOpCKe Te3e kananaata bojana Pucrusojesuha

O6pasnoxere

Ynanosu Etuukor onbopa cy Ha cennmuun oapxkanoj 13.07.2021.r pasmotpunu 3axtes ap Bpauke 3ykuh,
MeHTopa aokTopanaa Bojana Puctusojesuha, na ce nokropanay Bojany PuctuBojeuhy m3na motepaa o
CarJlaCHOCTH 3a HCTPaXKHBaWka y CacTaBy HeEroBe JOKTOpcke Tese. McTpakuBama IUTAHHpaHAa y OKBHpY
nokropcke Tese Bojana Puctusojesuha cy cactaBhm aeo cryamje "dapMakoreHeTHYKH MapKepH OJroBOpa Ha
Tepanujy THOMPHHCKHM JIEKOBMMA, METOTPEKCATOM M BUHKPUCTHHOM KOJI JIeLie ¢a aKyTHOM JTHM(OBIacTHOM
neykemujom", umju je pyxosoamnau ap bpanka 3ykuh, a koja je omoGpena on crpane Etnukor oxGopa
UMITH VB (onnyka O-EO-031/2021). Ha ocHOBY npuiiokeHe 10KYMEHTALM]€ H CArIACHOCTH PYKOBOJHOLA
crynmje, Etuuxu ondop UMITH VB je 1oHeo owtyKy Kao y u3pew.

-

: ‘;1.: \\'\_M_q//‘\\
iggorPA: 3 5| HPEACEAHHK ETHUKOQT OAIEOPA

e nb Banenruna Hophesuh,

H/aylum casernuk, UMI'TH,Yb

JlocTaBuTH:
-apxuBH ETnukor onbopa
-MOIHOCHOLLY 3aXTeBa

. \
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ITIpuior 2

U3jaBa o0 ayTopcTBy

Mme n npeanme aytopa _ BojaH Puctueojesuh

Bpoj nHpekca _M3004/2017

UsjaBrbyjem

[a je AOKTOpCKa ancepTaumja no4 HacroBoM

dapmMaKkoreHeTUYKM Mapkepu 0aroBopa Ha Tepanujy TMONYPUHCKUM NIEKOBMMA, METOTPEKCATOM U

BUHKPUCTUHOM KO AeLe ca akyTHOM InmdobracTHOM eYKEMNOM

e pesynTaT COMNCTBEHOr UCTPaXXMBaYKOr paaa;

e [a aucepTauMja y LENVHW HU Yy OenoBuma Huje Guna npeprioxkeHa 3a cTuuare gpyre
AvnnomMe npema CcTyamjckMm nporpammmMa gpyrmx BUCOKOLLKONCKUX YCTaHOBA;

e [a Ccy pe3ynTtaTi KOPeKTHO HaBedEeHU U
e [a HMcaM KpLumo/na ayTopcka npasa 1M KOpUCTMO/Na NHTENeKTyanHy CBOjUHY ApyrvMx nuua.

Y Beorpaay, 11.01.2023. Motnuc aytopa



ITIpuior 3

M3jaBa 0 MCTOBETHOCTMU LUTaMMNaHE M eNeKTPOHCKE Bep3uje A,0KTOPCKOr paga

Nme n npesnme aytopa __bojaH Puctmeojesuh

Bpoj uHaexkca _M3004/2017

CTygujcku nporpam __MonekrynaTtHa 6uonoruja; moayn: moaekynapHa 6uonoruvja eykapuora

Hacnos pPada PapmaKoreHeTUYKM MapKepM 04rosopa Ha Tepanujy TMONYPUHCKMM JIEKOBMMA,

METOTPEKCAaTOM Y BUHKPUCTMHOM KO, AeLe ca aKyTHOM 1MmM$obaacTHOM IeyKEMUjOM

MeHTop __ap BpaHka 3ykuh, ap Munow BpKRywaHWH

MU3jaB/byjem Aa je wTamnaHa Bep3uja MOr AOKTOPCKOr paja WUCTOBETHA e1eKTPOHCKOj BEp3nju Kojy cam
npefao/na pagam noxparbeHa y fAMrutanHom penosutopujymy YHusepsuterta y beorpaay.

[o3Bo/baBam fa ce objaBe Moju IMYHUM NOAaLUM Be3aHU 3a AobuWjarbe akageMCKOr Ha3nBa A0KTOpa HaykKa,
Kao WTO cy MMe U1 npe3nme, rogmHa u mecto poherba 1 gatym ogbpaHe paaa.

OBW NIMYHM NOZALM MOTY Ce 06jaBUTU Ha MPEXHUM CTPaHUL,AMa gUTuTanHe 6UBNMOTEKE, Y eNEeKTPOHCKOM
KaTanory uy nybavkaumnjama YHmusepsuteTa y beorpaay.

Y beorpagay, 11.01.2023. Notnuc aytopa



[Ipusior 4

MU3jaBa o kopuwhewy

Osnawhyjem YHuBep3auteTcky bubamnoteky ,Ceetosap Mapkosuh” pga y [OurutanHu penosvtopujym
YHuBep3uTeTa y beorpasy yHece Mojy LOKTOPCKY AMCEPTaLMjy NOL HAC/IOBOM:

PapmaKoreHeTUYKM MapKepPKM 04rosopa Ha Tepanumjy TMONYPUHCKMM JIEKOBMMA, METOTPEKCATOM 1

BUHKPUCTMHOM KOJ AeLe ca akyTHOM 1MmMmdbo61acTHOM eyKeMumjom

KOja je Moje ayTOpCKO aeno.

OvcepTaumjy ca cBMM npuao3Mma npegao/na cam y enekTpoHckom ¢opmaTy MorogHom 3a TpajHO
apxuBupame.

Mojy OOKTOPCKY AucepTaumnjy noxparbeHy y AurutanHom penosuTtopujymy YHusepsuteta y beorpagy u
[OCTYMHY Yy OTBOPEHOM MPUCTYNy MOTY A3 KOpWUCTe CBU KOju MowTyjy oapenbe cagprkaHe y oaabpaHom
TMny anueHue KpeatunsHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oasyyuno/na.

1. AytopcTeo (CC BY)

2. AytopcTtBo — HekomepumjanHo (CC BY-NC)

@. AyTOpCTBO — HEKOMepLMjanHo — 6e3 npepaaa (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjaNHO — AenunTun nog nctum ycnosmma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)

6. AyTOpCTBO — AenuTu nog uctum ycnosuma (CC BY-SA)

(Monumo pa 3a0KpyKuTe camo jegHy o WwecT NoHyheHUx nuueHum.
KpaTak onuc nnueHum je cacTaBHU €0 OBe 13jaBe).

Y beorpagay, 11.01.2023. NoTtnuc ayTtopa



1. AytopctBo. [103BO/baBaTe YMHOXKaBatbe, AUCTPUDYLIMjY W jaBHO caonLwiTaBakbe Aena, U npepasae, ako ce
HaBege MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH o cTpaHe ayTopa MAWM AaBaola JIMLEHLE, YaK U Y KOMepLuujaaHe
cBpxe. OBO je HajcnoboaHMja 04, CBUX NULLEHLM.

2. AyTOpCTBO — HeKomepumjanHo. [10380/baBaTe YMHOMaBarbe, AUCTPUBYLIM]Y M jaBHO caomniTaBake Aena,
M npepaje, ako ce HaBeze MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH of cTpaHe ayTopa uaun gasaoua AnueHue. Osa
JMLEHLA He 103B0/baBa KOMepLMjaaHy ynoTpeby aena.

3. AytopcTBOo — HekomepumjanHo — 6e3 npepaga. [lo3Bos/baBaTe YMHOMKaBakbe, AUCTPUOYLMjy M jaBHO
caoniwTasare gena, 6es npomeHa, npeobankoBarba uam ynotpebe fenay cBOM Aeny, ako ce HaBee ume
ayTopa Ha HauuH ogpeheH of CTpaHe ayTopa WaM AaBaoua nuvueHue. OBa /MLUEHLA He [03BO/baBa
KomepuujanHy ynotpeby aena. Y ogHocy Ha cBe ocTasne nLeHL,Ee, OBOM JIMLEHLOM Ce OrpaHMYaBa Hajsehu
06u1Mm npaBa Kopuwherba gena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMEpUMja/JIHO — A[eNUTU Moh UCTUM ycnoBuma. [l03B0/baBaTe YMHOMKaBakbe,
ANCTPUBYLMjY U jaBHO caomnwWwTaBatbe AeNa, U Npepase, ako ce HaBeae MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH oa
CTpaHe ayTopa Wau gasaola IMLEHLLE M aKo ce npepasa AUCTpubyunpa nog UCTOM UAN CIMYHOM JIMLEHLOM.
OBa nu1ueHUa He J03BO/baBa KOMepLMjaaHy ynoTpeby aena v npepaga.

5. AytopcrBo — 6e3 npepaga. [lo3Bo/baBaTe YMHOXaBake, AUCTPUOYLIMjY W jaBHO caonwiTaBakbe aena, 6es
npomeHa, npeobnvKoBarta MAWM ynotpebe aena y CBOM Aesly, aKO Ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH
oapeheH of cTpaHe ayTopa WAWM AaBaoua nAuueHue. OBa MLEHLA [03BO/baBa KOMepLMjanHy ynotpeby
aena.

6. AyTOpCTBO — AEeNUTU MNoA, UCTUM YcnoBMMA. [J03BO/baBaTe YMHOMaBake, AUCTPUOYUMjy M jaBHO
caonwTaBare Aena, U npepaje, ako ce HaBehe MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH of cTpaHe ayTopa WM
[laBaoLa NMLEHLUEe M aKo ce npepaga AUctpubympa nog UCTOM UAU CAMYHOM auueHuoM. OBa /iMueHua
[03BO/baBa KomepumjanHy ynotpeby agena u npepaga. CivMyHa je cOGTBEPCKMM AMULEHLLAMA, OLHOCHO
JIMLEHLLaMa OTBOPEHOT KoAa.



