VLIV GENETICKEHO POZADI NA UCINNOST/TOXICITU SOUCASNE
PROTINADOROVE CHEMOTERAPIE

INFLUENCE OF GENETIC BACKGROUND ON EFFECTIVENESSTOXICITY OF
CURRENT ANTICANCER THERAPY

MIHAL V.1, HAJDUCH M .1, JAROSOVA M .2

IDETSKA KLINIKA LFUP A FN, OLOMOUC,
2HEMATO-ONKOLOGICKA KLINIKA LFUPA FN, OLOMOUC

Souhrn: Kli¢ovym problémem souc¢asné protinadorové chemoterapie je odhad jeji ucinnosti v eradikaci nadoru a soucasné
miry jeji toxicity pro pacienta. Bylaidentifikovanatada faktori, které mohou ovlivnit odpovéd pacientaalei jeho nadoru na
cytostatickoulécbu. Mezi nejvyznamngjsi patii alterace genomu nadorové buiky afarmakogeneticky fenotyp pacienta. Vétsina
dispoziénich faktora vsak ¢eka naobjasnéni. Na prikladech détské akutni lymfoblastické leukémie s hyperdiploidnim poétem
chromozomii nebo s komplexnim karyotypem autoti demonstruji vysokou vnimavost nadorovych bunék na metotrexat nebo
L-asparaginazu. Autoii podavaji prehled syndromi genomové instability, které se vyznaduji vysokou vnimavosti nemocnych
na lééebné postupy poskozujici DNA. Na piikladé pacienta s Nijmegen breakage syndromem zdraziiujeme vyznam
individualizace lé¢ebného protokolu pro prevenci letalni toxicity protinadorové [écby.

Kliova slova: farmakogenetika, akutni lymfoblasticka leukémie déti, hyperdiploidie, komplexni chromozomalni zmeny,
nemoci s charakterem genomové nestability, Nijmegen breakage syndrom

Summary: The key problem of current anticancer therapy is the prediction of it’s effectiveness in the eradication of tumor
mass on the one hand and treatment of toxicity on the other. So far, various factors influencing the patient’s and
tumor’s response to therapy have been identified. Among the most important of these are tumour gene alterations and the
pharmacogenetic phenotype of the patient. However, the majority of the factorsremain to be elucidated. Using the example of
childhood acute lymphoblastic leukaemia bearing a complex karyotype or hyperdiploidia we demonstrate a higher
susceptibility of these cells to L-asparaginase and methotrexate respectively. We also surmise that there is an enormous
susceptibility of patients with genomic instability syndromes to various DNA damaging events. In the case of one patient
suffering from Nijmegen breakage syndromewewouldliketo stresstheimportance of individualization of the cancer treatment
protocol to prevent the lethal toxicity of anticancer therapy.

Key words: pharmacogenetics, childhood acute lymphoblastic leukaemia, hyperdiploidia, complex karyotype, genomic

instability syndromes, Nijmegen breaskage syndrome

Vysledky léeby détské akutni lymfoblastické leukémie (ALL),
nemoci vitalni dalezitosti, se v poslednich dvou dekadach
vyznamné zlepsily (1). Vice jako 95% détskych pacientt
s ALL dosahuje remisi onemocnéni a 70-80% z nich ma
realnou $anci na vyléceni. Lécebny trend détské ALL doznal
v prabéhu uvedeného obdobi zasadnich zmén. Zavedeni
preventivni lécby leukémie CNS, podavani nékterych
cytostatik  ve  vysokych  davkach  (metotrexat,
cytosinarabinosid), aplikace novych kombinaci cytostatik
s cilem snizit riziko rezistence, rozsifeni chemoterapie
0 cytostatika s odlisnym mechanizmem udinku, ale
i zdokonaleni podpurné lécby, se nejvice podilely na
markantnim zlepsenim Iééby ALL. Vsechny vyse uvedené
Ié¢ebné upravy byly bez ohledu naptvod |écebnych protokolt
v relativné kratkém ¢asovém obdobi zapracovany do vsech
novych verzi jednotlivych lé¢ebnych doporuceni.

Hledanim ug¢inngjsich 1é¢ebnych postup  zefména
v sedmdesatych letech, kdy jsme rezistentni druhy nadori
chtéli eliminovat maximalné tolerovanou agresivni
chemoterapii, negjenom Ze nevedly k o¢ekavanym lé¢ebnym
vysledkum, ale staly sejednou z pri¢in sekundarnich nadort.
Zeiména u téch druht rakoviny, kde agresivni chemoterapie
bylakombinovanasradioterapii (10-15% sekundarnich nadora
u Hodgkinovy nemoci po 15-20 letech od ukonéeni [é¢by).
Diagnostika a lécba ALL podle Ié¢ebnych protokolt ma
obrovsky medicinsky, védecky alei eticky vyznam. Jakékoliv
diagnostické nebo 1é¢ebné opomenuti je nepiipustné a ¢asto
seprojeviv kone¢némlécebnémvysledku. Ku prikladu jedina

modifikacelé¢ebného protokolu ,,ANZ study VI« (zaménal -
asparaginazy (L-asp) pfipravené z kmene E. coli za L-asp
zErwiniachrysanthemia), ktera mélasnizit toxicitu uvedeného
cytostatika, vedlake zhorseni 1é¢ebnych vysledki 0 12 % (2)!

Vysvétlenim je ziejmé kratsi biologicky polocas L-asp
z Erwinie (0,65 dne) v porovnani sL-asp z E. coli (1,24 dne).
Poznani novych vlastnosti leukemické buiiky a charakteristika
jgjihobiologického chovani v riznych etgpach nadorového procesu
dovolujerozdlit pacienty jiz pii diagnoze onemocnéni do vetsiho
poctu 1écebnych skupin, které se mezi sebou lisi ngjenom vysi
agresivity chemoterapie, aei stupném kurability. Jnymi dovy,
snahoujemaximalné snizit nadmerné zatizeni détskéhoorganizmu
lécbou pii zachovani vysokého stupné lécebného taspéchu.
Z pohledu dnesniho poznani se individuaizace |é¢ebnych
protokoli nejevi jiz tak nerealnym cilem.

Kegtratifikaci pacientd SALL dnesvyuzivamerizné vlastnosti

leukemické buiky: jeji morfologické odlisnosti, rozdilny
imunofenotyp, cytogenetické zmény ve smyslu poctu
chromozomii nebo jegjich strukturalnich abnormit a nejnovg;i

i znaky detekovatel né pouze metodami molekularni genetiky.

Hledaji se vazby mezi zdanlivé nesouvisgjicimi vliastnostmi

avyhodnocuje sejegjich statisticka vyznamnost.

Od roku 1948, kdy Farber pii [é¢bé hemoblastozy
metotrexatem jako prvni chemoterapii navodil remisi

onemocnéni, uplynulo padesat let. Ziskali jsme mnoho
zkugenosti schemoterapii nadorovych onemocréni, alenékteré
nepiedvidatelné Gc¢inky jednotlivych cytostatik jsme
nedokazali dodnes dostatecné vysvétlit.
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Interindividualni variabilita u¢inkd chemoterapeutik se
v poslednich letech daii |épe interpretovat zejména studiem
genetické  predispozice vnimavosti pacienta na
protinadorovou lécbu. Bez vyuziti modernich technologii
molekularni genetiky by pokrok v oblasti far makogenetiky
nebyl tak velky.

ALL je genetické onemocnéni a aspésnost |écby je pevné
svazana s genotypem nadorové bunky. V letech 1987-1994
proved! Pinkel aspal. (3) u151 détskych pacienta SALL pilotni
studii, ve které byl vybér [écby uréen v souladu s genotypem
blastt, ktery byl stanoven pomoci DNA indexu a jinych
cytogenetickych a molekularné genetickych metod. Autofi
navrhli cytogenetickou klasifikaci ALL, ve které uréili vztah
mezi genotypem nadorové buriky, biologickymi aklinickymi
vlastnostmi dané formy ALL astanovili i procento kurability
afrekvence vyskytu dané varianty onemocnéni (tab.1).
Dlouho se nevédélo, pro¢ maji déti s ALL s hyperdiploidnim
po¢tem chromozoma >52 signifikantné lepsi prognozu
dlouhodobého preziti nez déti s jinym poctem chromozomi.
Studiem této varianty bylo nedavno zjisténo, ze nej éastéji jsou
multiplikovany (trizomie, tetrazomie) zejména chromozomy
21,4 a10. Pui (4) uvedl, ze u détskych ALL s hyperdiploidni
formou se nadpocetny chromozom 21 vyskytoval az u 87 %
détskych ALL této skupiny. Podrobnou molekul arng
genetickou analyzou byl nedavno na 21. chromozomu
lokalizovan gen pro folatovy transportér ( reduce folate
carrier - RFC ) v pozici 21g22.3. RFC protein, ktery je
lokalizovan na buné¢né membrang, umoziuje aktivni vstup
metotrexatu do buiiky (obr.1). Membranovy folatovy receptor
(FR), ktery ma vysokou afinitu k MTX, ale nizkou kapacitu,
senaprocesu nitrobunééného transportu M TX netiéastni nijak
vyznamné. Pasivni difuze (PD) se navstupu do buiiky uplatiiuje
zeiménav modelu vysokodavkované chemoterapie. Vyznam
multiplikace21. chromozomu u déti SALL prispél k objasnéni
nekterych,,lé¢ebnich zahad™ uleukemickych déti sDownovym
syndromem. Dérdelmann a spol. (5) popsdli, ze az u 43%
pacient s trizomii 21. chromozomu musela byt cytostaticka
Ié¢baredukovananebo prerusena, co sev kone¢ném disledku
projevilo horsim Iécebnym vysledkem.

Dnes jiz vime, Ze nadpocetny 21. chromozom s obsahem
nadpocetného folatového transportéru, je pricinou vysoké
toxicity metotrexatu, ktera postihuje zejménatkané svysokou

Tab. 1: Cytogeneticka (molekularné geneticka) klasifikace ALL
Upraveno adoplnéno podle: Pinkel,B. (1997) Blood, 90: 185a

Genotyp Frekvence Vlastnogti Létba Kurabilita
Hyperdiploidie >52, 25% vek 2-10 MTX+6MP 80%
trizomie 4,10, 21 CD10+ 90%
TEL-AML 20% 90%
MLL 6% vek <1 ? 10%

CD10-
EA-PBX 5% clg+ MTX+6MP 60%
ARA-C?
Daunorubicin?
BCR-ABL 5% vek <6 ? 20%
hyperleukocytoza
Hypodiploidie 6% nespecifické ? 30%
IL3-IGM eosinofilie ? nizka
carditis
HLF-E,A <1% koagulopatie ? ?
TCR 15% vek >8 Cyklofosfamid, 60%
hyperplazie ARA-C,L-ASP,
thymu Daunorubicin,
CD2,3,5,7 HD MTX?
Neklasifikovany 15% - - -
Komplexni ? ? Vysoka invitro velmi
karyotyp citlivostnaL-ASP,  nizka?
redukce davky
L-ASP?
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proliferacni aktivitou (GIT a hemopoeticky systém). U téchto
pacienttt Garré a spol. (6) popsali systémovou toxicitu MTX
i po jeho nizkych davkach, které podavali intratekalné za
ucelem prevence CNS leukémie. Pro déti s Downovym
syndromem, které onemocnély leukémii, doporucuje Evans(7)
i pfi podani nizkych davek MTX pouzit model ochrany
(leukovorinerescue) jak jeuzivan pii aplikaci vysokych davek
MTX. Autoii nazakladé vyse uvedeného poznani doporucuji
rovnéz zvazitupravu davkovani MTX: a) 1,5g/m? pro skupinu
détské prekurzorové B-ALL s hyperdiploidii >50
chromozomdl, b) 2,5 g/ m? pro déti se stejnymimunofenctypem,
ale s po¢tem chromozomi <50.

Vysvétleni, pro¢ je i pritomnost nadpocetného 4. a 10.
chromozomu u déti s hyperdiploidii prognosticky vyznamna,
muzemepro4. chromozom hledat vezdelokalizovanych genech
regulujicich bunéény cyklus a apoptozu (gen pro caspase 3 -
CASP3, caspase 6 - CASP6 a cyklinu A - CCNA). Na
chromozomu 10jelokaizovandalsi vyznamny gen, kontrol ujici
procesapoptozy - APO-1. Krome jiz vyse uvedenych cytostatik
ze skupiny antimetaboliti patii i kortikosteroidy k zakladnim
pilifam antileukemické terapie aindukeni [écba détské ALL je
zahgjovana ve vétsiné protokoli pravé touto skupinou léki.
Geny, které programovanou smrt buiiky kontroluji, setak mohou
nalécebném efektu vyznamné podil et.

Nemoci s charakterem genomické nestability (tab.2)
znamengji pro svého nositele vyssi vnimavost naiatrogenni
poskozeni DNA (cytostatika, ozafeni), které se vyznamné
podili na zvysené incidenci nadori. Nijmegen breakage
syndrom (NBS) ma ve skupiné syndromi s chromozomalni
instabilitou nejvyssi riziko malignity. Zatimco ataxia
teleangiectasia (AT), Bloom syndrom (BS), Fanconiho
anemia (FA), xerodermia pigmentosum (X P) piedstavuji pro
homozygoty 20- az 40% riziko malignity, u pacientd SNBS
(3) byl vyskyt nadorii az 77,7 %. Ze je znal ost specifickych
charakteristik jednotlivych onemocnéni této skupiny
nevyhnutelna, jsme se mohli piesvédEit nedavno, kdyz jsme
hospitalizovali na nasem onkologickém oddéleni 10letého
pacienta s timto syndromem. NBS je autozomalné recesivni
syndrom chromozomalni nestability (7). Klinické projevy
zahrnuji: ,,bird like* facies, kombinovany imunodeficit
avyvo] lymforetikularni malignity v détstvi. Z laboratornich
nalezt je charakteristicka nizka hladina imunoglobulindg,
translokace t(7;14), ptitomnost chromozomalnich zlom,
bunéena i chromozomalni  hyperradiosenzitivita
aradiorezistence syntézy DNA. Gen zpisobujici NBS byl
objeven v roce 1998 a nazvan NBSL, koduje protein nibrin,
jehoz funkci je oprava chromozomalnich zlomu po
ioniza¢nim zatreni. Odhad incidence homozygotua je 1:290
000, odhad frekvence u heterozygot je 1:100 (8). Nas pacient
byl homozygot NBS, ktery ve véku 10 let onemocnél preT-
NHL. Cytogenetickou analyzou jsme potvrdili translokaci
t(7;14) (g23;032.3) a zvyseny obsah (14%) chromozomalnich
zlomd  (N<3%). Cytokinetickym vysetienim ve
specializované laboratoii ve Wiirzburgu byl potvrzen blok
proliferace bunék v G2 fazi bune¢ného cyklu po ozareni s 1.5
Gy arovnéz molekularné geneticka analyza NBSL genu na
8921 potvrdila ,slovanskou“ mutaci  657del5
v homozygotnim stavu (IHG Berlin, prof.Dr.K.Sperling).
Lécba protokolem BFM musela byt pro zavazné toxické
ucinky chemoterapie pierusenaa po konsultaci C. Weemaes
z Nijmegenu zménéna na specialné upraveny protokol
SNWLK-ALL-9 NHR (striktni zakaz radioterapie, rtg
vysetieni, pouziti radionuklidovych technik a vyrazna
redukce nékterych skupin cytostatik). Zvysena frekvence
zejména heterozygotni formy NBS nanasem uzemi (Polsko,
Slovensko, Cesko) provokuje onkologak mnohym otazkam.
Jaky profit by mohl pifinést screening NBS? Neni vysetieni
kazdého onkologicky nemocného ditéte pred zahajenim
chemoterapie na nosiéstvi heterozygotni formy NBS
nevyhnutelné? Jakou roli hraje heterozygotni formaNBS ve
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Obr. 1: Schematické znazor néni
farmakokinetiky MTX
v nador ové burice

Legenda: RFC = reduced folate carrier, PD = pasivni difuze, FR = folatovy receptor, THF = tetrahydrofolat, DHF = dihydrofolat, GARLtf = glycin-
amid-ribonukleid transformyl aza, AICARtf = aminoimidazol-karboxamid transformyl aza, FPGS = folylpolyglutamat syntetaza, MTXglu =
glutamylovana formaMTX, GGH = gama-glutamyl hydrolaza, TS = tymidylat syntetaza, PRPP = fosforibosyl pyroposfat.

vyvoji sekundarni malignity ajaky podil zavaznychlécebnich
komplikaci |ze pfipsat na ucet heterozygotni formy NBS?
U pacienti s NBS, diagnostikovanych na nasem uzemi, se
toxické ucinky chemoterapie ve viech pripadech vyznamné
podilely na kone¢ném fatalnim vysledku.

Jiz samotna identifikace nepiiznivych genetickych faktora
(ptitomnost fazniho genu BCR/ABL nebo MLL/AF4) piredurcuje
bez ohledu naprikaz dalsich rizikovychfaktora (Spatnainicialni
invivoodpoved nakortikoidy, vék <1a>9let, hyperleukocytoza
>50x10%/1) u nejéastejsi formy détské AL L z prekurzorii B bungk
zatazeni do skupiny svysokym rizikem.

Pacienti ze skupiny z vysokym rizikem dosahuji nizké
procento dlouhodobého pieziti a ani vysoce agresivni
chemoterapie, ptipadné transplantace kostni diené nevede
k vyléceni. Kromé stratifikace pacientt do rizikovych skupin
muze presna detekce vyse uvedenych aberaci navic slouzit
k detekci minimalni rezidualni nemoci. Dalsi neméng dalezité
vyuziti cytogenetické charakteristiky nadorové populace
budeme zigfme stale ¢astéji vyuzivat k farmakogenetické
stratifikaci. Kromg jiz vyse uvedenych chromozomalnich

Tab. 2: Nemoci scharakterem chromozomalni (genomové) nestability

Nemoc

Ataxiateleangiectasia (ATA)

Farmako/geneticka charakteristika
poruchareparace DNA,

zmén, které mohou byt pri¢inou pozménéné vnimavosti
pacienta na chemoterapii, se pouzitim vysoce
specializovanych metod (fluorescenéni in situ hybridizace -
FISH, komparativni genomova hybridizace - CGH) podaiilo
vymezit malou skupinudéti SALL, ktera jecharakterizovana
piitomnosti tzv. komplexnich chromozomalnich zmén.
Nosi¢ extrémné komplexnich cytogenetickych zmén je
definovan piitomnosti tii a vice chromozomalnich
abnormalit. Tyto chromozomalni zmény, pravdépodobng
nasledek genomové instability, se u dospélych pacientd
s MDS/AML podileji narezistenci k chemoterapii, ktera se
negativné podili na celkovém lécebném vysledku (10).
V détské onkohematologii nebyla zatim problematice
komplexniho karyotypu u pacientt SALL vénovanazvysena
pozornost. M ¢li jsmemoznost v priabéhu poslednich dvou let
diagnostikovat 3 déti s ALL u kterych se nam podrobnou
cytogenetickou analyzou podatilo odhalit piitomnost
komplexnihokaryotypuadedovat, i kdyznamalémsouboru, jeho
nékteré zavazné klinické projevy. V tab. 3 je uvedena stru¢na
klinicka alaboratorni charakteristikadétskych pacientt. Vzhledem

L okalizace genu

ATM gen - 11g22-23

senzitivitak radiaci amitomycinu

Bloom syndrome (BS)

Fanconiho anemia (FA)
fotosenzitivita

chromozomalni zlomy, fotosenzitivita

zlomy, reduplikace, piestavby chromozom,

gen - 11923

FANCD gen - 3pter-3p24
LOU19CR1 gen - 19913-

FA1 gen- 9922
Nijmegen breakage sy (NBS) bunééna a chromozomalni hyperradiosenzitivita, NBSL gen - 8921
radiorezistence syntézy DNA, t(7;14), zvysena (mutace 657del5)
toxicita cytostatik (alkylasni latky, antracykliny)
Xerodermia pigmentosum (XP) senzitivitak UV radiaci XPC gen - 3p25
Immunodeficiency, centromeric instability zmeény nachromozomech 1, 9 a16 ?

and facial anomalies sy (ICF)
Cockayne syndrome

fotosenzitivita, UV zarenim indukovené DNA

CKNL1 gen - 5pter

poskozeni (transkripéni oblast DNA)

DiGeorge syndrome

chromozomalni instabilita, zlomy

gen - 22q11 (delece, mikrodel ece)
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Tab. 3: Klinicko-laborator ni charakteristika déti sALL skomplexnim karyotypem.

PACIENT 1 PACIENT 2
Veék 17 13
Pohlavi M Z
Rizikova skupina MRG HRG
FAB klasifikace L2 L2
Imunofenotyp c-ALL c-ALL
ANBO (x mm3) 0 49312
ANBS (x mm3) 0 2623
BCC8 (%) nehodnotitelné 94,7
KD7 (%) <16 -
KD15 (%) - 52
KD34 (%) <5 1
LCso L-ASP (U/ml) 1,531 0,7585
Léceby protokol ALL-BFM 95 ALL-BFM 95

Klinicky pribgh

Geneticka klasifikace

FISH (wcp)

Po 5. aplikaci E.coli L-ASP: .
hemorhagicka pancreatitis, edém plic,
DIC, exitus

46,X X (60%)

57,XY +X,+Y +4,+del (6)
(922;924),+der (7)ins(7;11)
(p21;913?),+9,+10,+14,

der (16),t(16;17)(p13;p127?),
+18,+21,+21(40%)

X,Y,2,4,6,79, 10,11, 12, 14, 15,
16, 17,18, 21, 22

Po 5. aplikaci E.coli L-ASP:
hemorhagicka pancreatitis, edém plic,
DIC. Neptibuzenska TDK, aGVHD,
engraftment D20, KD relaps D88,
exitus.

46,XX (10%)

46,XX, t(1;4;12;13)
(p12;023,p12,q13),
t(7;11);20)(923;912;p12)
(90%)

2,4,7,11,12,13,20

PACIENT 3
5

V4
SRG
L2
preB-ALL

6650

100,0

<5
<5
0,0098
ALL-BFM 95
Po 1. aplikaci E.coli L-ASP:
lehky stupen pancreatitis, pokrasuje

v [é¢bé (zménana Erwinia
chrysanthemia L-ASP).

46,XX

45mX,-X,
t(12;21;13)(p13;q12;q22),
t(5;17;?)(q31?;923;?)

X,1,23,4,5,6,7,8,12,13, 16, 17,
18, 19, 212

Legenda: SRG = skupina se standardnim rizikem, MRG = stiednim rizikem, HRG = vysokym rizikem, c-ALL = common ALL, ANBO = absolutni
pocet blastti v den 0, ANB8 = v den 8, BCC8 = blast cell clearance v periferni krvi v den 8, KD7 = kostni dien v den 7, LCgy L-ASP = koncentrace

L-ASP, ktera usmrti 50 % blastt

k malému souboru pacienti, mizeme upozornit snad jen na
skutetnost, zekomplexni chromozomalni zmeény mohou byt steiné
jakoudospelychpacientt SMDSAML, nezavidym prognosticky
neptiznivgym znakem onemocnéni. Nadale vsak zastava
neobjasnéné, zdapiitomnost mnohocetné chromozomalni aberace
jeskuteznym prognostickym parametrem nebojenomindikatorem
rychle progredujici nadorové nemoci (12). Pro koincidenci
komplexniho karyotypu se zvysenou toxicitou L-asparaginazy
(12), mame zatim jenom hypotetickou interpretaci. Lze
poredpokladat, Ze odpovéd” maze byt ukryta, tak jako ujinych
nemoci s charakterem genomové instability ve fenotypu
chromozomalni zmény.

Chromozomalni zmeny, které sepodilg i napozmeéneéné (zvysené)
vhimavosti pacientanachemoterapii semohouvyznamnoumérou
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