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KRATAK SADRŽAJ
Uvod  Ti o pu rin-S-me til tran sfe ra za (TPMT) je en zim ko ji ka ta li zu je inak ti va ci ju mer kap to pu ri na, le ka ko ji se ši ro-
ko pri me wu je u le če wu akut ne lim fo blast ne le u ke mi je (ALL) kod de ce. Ka da se oso be s ne do stat kom TPMT le če stan-
dard nim do za ma mer kap to pu ri na, kod wih se raz vi ja te ška i po ži vot opa sna mi je lo tok sič nost.
Ciq rada  Ciq ra da je bio da se utvr di da li kod de ce s ALL ko ji su no si o ci mu ta ci je u ge nu za TPMT in di vi du a li zo-
va wem do zi ra wa mer kap to pu ri na mo že da se sma wi mi je lo tok sič nost te ra pi je, te da li broj tan dem skih po no va ka (en-
gl. va ri a ble num ber of tan dem re pe ats – VNTR) u pro mo to ru ge na za TPMT ima uti ca ja na efek te te ra pi je mer kap to pu ri nom.
Metod rada  Me to di ma lan ča ne re ak ci je umno ža va wa DNK (engl. polyme ra se chain re ac tion – PCR) is pi ta no je 50 na su-
mič no oda bra ne de ce le če ne ALL IC-BFM 2002 pro to ko lom na naj če šće mu ta ci je u ge nu za TPMT. Za 20 de ce je PCR me to-
di ma od re đen VNTR ge no tip. Ispi ta ni ci ma je to kom fa ze odr ža va wa be le žen broj ne de qa ka da su te ra pi ju do bi ja li 
u pu nim ili sma we nim do za ma, kao i broj ne de qa bez te ra pi je.
Rezultati  Me đu 50 de ce bi lo je 29 de ča ka (58%) i 21 (42%) de voj či ca, uz ra sta od 1,8 do 17,3 go di ne (me di ja na 6,2 go di-
ne). Utvr đe no je če tvo ro (8%) he te ro zi got nih no si la ca mu ta ci ja, kod ko jih je ot kri ve na TPMT*3A va ri jan ta. Po sle 12, 
14, 16 i 19 ne de qa le če wa sma we nim do za ma mer kap to pu ri na bo le sni ci su, zbog do brog pod no še wa te ra pi je, po ste-
pe no po če li da pri ma ju pu nu do zu le ka. Ni je bi lo od la ga wa te ra pi je. Sma we we ku mu la tiv ne do ze mer kap to pu ri na za 
bo le sni ke sa TPMT mu ta ci ja ma bi lo je 7,8%, 7,4%, 11,2% i 16,6%. Između de ce bez TPMT mu ta ci ja i he te ro zi go ta ni je za-
be le že na sta ti stič ki zna čaj na raz li ka u tra ja wu le če wa pu nim (53,6 na su prot 55,7 ne de qa) i sma we nim do za ma mer-
kap to pu ri na (19,9 na su prot 15,2 ne de qe). Ot kri ve nih VNTR bi lo je iz me đu če ti ri i se dam. Većina bo le sni ka ima la je 
raz li čit broj VNTR na ho mo log nim hro mo zo mi ma. Naj če šće uočen po li mor fi zam bio je VNTR*5. Ni je za be le že na ko-
re la ci ja iz me đu na sle đi va wa TPMT i VNTR ge no ti pa.
Zakqučak  Far ma ko ge net skim prin ci pi ma u le če wu ALL de ce mo že se po sti ći na pre dak u pod no še wu le če wa mer-
kap to pu ri nom.

Kqučne reči: tiopurin-S-metiltransferaza; farmakogenetika; akutna limfoblastna leukemija; deca

UVOD

Ti o pu rin-S-me til tran sfe ra za (TPMT) je ci to-
sol ni en zim ko ji ka ta li zu je S-me ti la ci ju ili inak-
ti va ci ju aro ma tiè nih i he te ro ci kliè nih sul fhi-
dril nih je di we wa u ko ja se ubra ja ju i le ko vi iz gru-
pe ti o pu ri na, kao što su mer kap to pu rin, ti o gu a nin 
i aza ti o prin [1]. Ovi le ko vi se ši ro ko pri me wu ju 
u le èe wu akut nih le u ke mi ja, raz li èi tih vr sta za pa-
qew skih i auto i mu nih bo le sti, kao i u tran splan ta-
ci o noj me di ci ni [2].

U ve æi ni is pi ta nih po pu la ci ja be la ca ak tiv nost 
TPMT en zi ma po ka zu je tri mo dal ni ras po red, pa ta-
ko oko 90% qu di ima vi so ku, 10% sma we nu i oko 0,3% 
sla bu ili ne mer qi vu en zim sku ak tiv nost [1]. Ova-
kva en zim ska ak tiv nost je uslo vqe na iz ra zi tim po-
li mor fi zmom u ge nu za TPMT. Ho mo zi go ti za nor-
mal ni alel ima ju nor mal nu en zim sku ak tiv nost, he-
te ro zi go ti za ne ki od po li mor fi za ma sma we nu, dok 
ho mo zi go ti za po li mor fi zme ima ju sla bu ili ne-
mer qi vu en zim sku ak tiv nost. Kod oso ba sa sla bom 
ak tiv no šæu TPMT, ka da se le èe stan dard nim do za-
ma ti o pu ri na, is po qa va se te ška, po ten ci jal no le-

tal na, he ma to po et ska tok siè nost [1]. De ca s akut nom 
lim fo blast nom le u ke mi jom (ALL) ko ja su ho mo zi go-
ti za TPMT po li mor fi zme (mu ta ci je) mo gu se uspe-
šno le èi ti uko li ko im se da je 5-15% od uobi èa je nih 
do za ti o pu ri na, a da se pri tom ne raz vi ju tok siè ne 
kom pli ka ci je [3]. Ta ko ðe je po ka za no da he te ro zi got-
ni no si o ci mu ta ci ja, zbog sma we ne en zim ske ak tiv-
no sti, ima ju po ve æan ri zik od raz vo ja ti o pu rin ske 
tok siè no sti [4-8].

Gen za TPMT se na la zi na krat kom kra ku hro mo zo-
ma 6, na po zi ci ji p22.3, a sa sto ji se od de set eg zo na, 
od ko jih osam ko di ra pro tein [9]. Do sad je ot kri ve na 
21 mu ta ci ja u ovom ge nu, od ko jih su ne ke po ve za ne sa 
sma we nom en zim skom ak tiv no šæu [10-14]. Nor mal ni 
alel ili ne mu ti ra ni, funk ci o nal ni gen sa vi so kom 
en zim skom ak tiv no šæu, tzv. wild type, ozna èa va se sa 
TPMT*1. Mu ti ra ni ge ni (mu ti ra ni ale li) se ozna-
èa va ju sa TPMT*2-22, pre ma re do sle du ko jim su mu ta-
ci je ot kri va ne. Do sa da šwa po pu la ci o na is tra ži-
va wa su po ka za la da tri mu ti ra na ale la – TPMT*2, 
TPMT *3A i TPMT*3C – èi ne 80-95% svih di jag no-
sti ko va nih slu èa je va sa smawenom ili sla bom ak tiv-
no šæu TPMT en zi ma [10]. TPMT*2 alel sa dr ži 238 
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G>C mu ta ci ju, TPMT*3A dve mu ta ci je (460 G>A i 719 
A>G), dok TPMT*3C ima sa mo mu ta ci ju 719 A>G (Sli-
ka 1) [11]. Ve li ki broj stu di ja je po ka zao da u raz li-
èi tim is pi ti va nim po pu la ci ja ma i et niè kim gru-
pa ma po sto je zna èaj ne raz li ke u uèe sta lo sti i vr sti 
mu ta ci ja u ge nu za TPMT [15].

Po ka za no je da po sto ji ko re la ci ja iz me ðu TPMT 
ge no ti pa i we go ve en zim ske ak tiv no sti [16]. S ob-
zi rom na to da su ese ji za od re ði va we en zim ske ak-
tiv no sti kom pli ko va ni i sku pi i da za vi se od ve-
li kog bro ja raz li èi tih èi ni la ca, od re ði va we ge no-
ti pa TPMT je da nas su ve ren me tod ko ji se ko ri sti 
za pro ce nu ri zi ka od is po qa va wa mi je lo tok siè no-
sti to kom le èe wa ti o pu ri ni ma [17, 18]. PCR ana li-
za va ri jan ti TPMT ale la mo že se ura di ti br zo, jed-
no stav no i u sva kom tre nut ku, jer re zul tat ne za vi si 
od pri ma wa tran sfu zi je [17].

Osim mu ta ci ja u ko di ra ju æem re gi o nu ge na za 
TPMT, po li mor fi zmi u gen skom pro mo to ru uti èu 
na ak tiv nost en zi ma pre ko re gu la ci je tran skrip ci je 
[19]. Istraživawa pro mo tor skog re gi o na ot kri la su 
da i u ovom seg men tu TPMT ge na po sto je in di vi du al-
ne raz li ke ko je mo gu da do ve du do raz li ka u ak tiv no-
sti en zi ma. U pro mo to ru su ot kri ve ne tri vr ste uza-
stop nih po no va ka va ri ja bil nog bro ja (engl. va ri a ble 
num ber of tan dem re pe ats – VNTR), ko ji mo gu bi ti du-
ži ne 17-18 bp, ali pr vih 14 bp im je iden tiè no [20]. 
Tan dem ski po no vak 5’-GAGGCGGGGCGCGGA GA-3’ se 
obe le ža va sa A, GAGGCGGGGCGCGGGCG-3’ sa B i 

5’-GAGGCGGGGCGCGGGA AA-3’ sa C. Ovih tan dem-
skih po no va ka kod raz li èi tih oso ba mo že da bu de od 
tri do de vet, a po sto ji mo guæ nost va ri ja ci ja raz li-
èi tih vr sta u okvi ru istog bro ja po no va ka, na pri-
mer, VNTR*5a ili VNTR*5b [21]. Naj èe šæi ale li u 
po pu la ci ji su oni ko ji u pro mo to ru TPMT ge na ima-
ju èe ti ri ili pet po no va ka (VNTR*4, VNTR*5) [22] . 
U ogle di ma in vi tro je utvr ðe no da ma wi broj po no va-
ka u pro mo to ru iza zi va ve æu ak tiv nost tzv. re por-
ter-ge na i obr nu to [20]. Po pu la ci o na is tra ži va wa 
su po ka za la da po sto ji sta ti stiè ki zna èaj na, obr nu-
to pro por ci o nal na ko re la ci ja iz me ðu ak tiv no sti 
TPMT en zi ma i ukup nog bro ja po no va ka (zbi ra po-
no va ka s oba hro mo zo ma) [21].

CIQ RADA

Ciq ra da je bio da se utvr di da li kod de ce s ALL 
ko ji su no si o ci mu ta ci je u ge nu za TPMT in di vi du a-
li zo va wem do zi ra wa mer kap to pu ri na mo že da se sma-
wi mi je lo tok siè nost te ra pi je, te da li VNTR ge no-
tip ima uti ca ja na efek te le èe wa mer kap to pu ri nom.

METOD RADA

Bolesnici

U is tra ži va we je ukqu èe no 50 na su miè no oda bra ne 
de ce le èe ne po pro to ko lu ALL IC-BFM 2002 [23], ko ji 
se pri me wu je od no vem bra 2002. go di ne za svu no vo-
di jag no sti ko va nu de cu s ALL u Sr bi ji. Istraživawe 
je bi lo pro spek tiv no s ob zi rom na to da je TPMT ge-
no tip od re ðen pre po èet ka le èe wa mer kap to pu ri-
nom. Krv bo le sni ka za ana li zu je uzi ma na pri li kom 
ru tin skih po se ta bol ni ci, kad je ve ne punk ci ja oba-
vqa na ra di dru gih ana li za.

Fa za odr ža va wa po pro to ko lu ALL IC-BFM 2002 
tra je 57-74 ne de qe, za vi sno od gru pe ri zi ka ko ja se od-
re ðu je shod no pro to ko lu [23]. Pre ma istom pro to ko-
lu, to kom te ra pi je odr ža va wa pri me wu ju se mer kap-
to pu rin (u dnev noj do zi od 50 mg/m2) i me to trek sat 
(u do zi od 20 mg/m2 jed nom ne deq no). Ciq ove te ra pi-
je je da se po stig ne že qe na le u ko pe ni ja od 2-3×109/l. 
Uko li ko se broj le u ko ci ta sma wi is pod 2×109/l ili 
se po ve æa iz nad 3×109/l, do ze oba le ka se sma wu ju, od-
no sno po ve æa va ju, u ko ra ci ma od po 50% od po sto je-
æih. Ka da se broj le u ko ci ta sma wi is pod 1×109/l, te-
ra pi ja se ob u sta vqa dok se broj le u ko ci ta ne po ve æa 
na 2×109/l. Broj le u ko ci ta ma wi od 2×109/l je ko ri-
šæen kao ve štaè ki oda bra na gra ni ca za de fi ni sa-
we mi je lo tok siè no sti.

Kod bo le sni ka ovog is tra ži va wa te ra pi ja odr ža-
va wa je za vi si la od TPMT ge no ti pa. Pro to kol je mo-
di fi ko van za de cu kod ko je je ot kri ve na ne ka mu ta-
ci ja u ge nu za TPMT. Wi ma je te ra pi ja za po èi wa na 
sa 50% ma wom do zom mer kap to pu ri na i pu nom do-

SLIKA 1. Najčešće alelske varijante humanog gena za TPMT: TPMT*2 
(mutacija 238 G>C u egzonu 5), TPMT*3B (mutacija 460 G>A u egzonu 7), 
TPMT*3C (mutacija 719 A>G u egzonu 10), TPMT*3A (sadrži dve tačka-
ste mutacije – 460 G>A i 719 A>G).
FIGURE 1. Most prevalent allele variants of human TPMT gene: TPMT*2 

(238 G>C mutation in exon 5), TPMT*3B (460 G>A mutation in exon 7), 

TPMT*3C (719 A>G mutation in exon 10), TPMT 3*A (contains two po-

int mutations – 460 G>A and 719 A>G).

TPMT – tiopurin-S-metiltransferaza; E – egzoni; P – promotor
TPMT – thiopurine S-methyltransferase; E – egzons; P – promoter
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zom me to trek sa ta. Krv na sli ka je kon tro li sa na jed-
nom ne deq no. Leèewem se broj le u ko ci ta odr ža vao u 
že qe nom ra spo nu od 2-3×109/l. Uko li ko bi broj le u-
ko ci ta bio ve æi od 3×109/l, po ve æa va na je sa mo do za 
mer kap to pu ri na u ko ra ci ma od po 50% od po sto je æe.

Bo le sni ci ma je kon tro li sa na krv na sli ka, pro ce-
wi va na mi je lo tok siè nost i pre ma woj mo di fi ko va na 
te ra pi ja. Za sva kog bo le sni ka je be le žen broj ne de qa 
ka da su do bi ja li te ra pi ju mer kap to pu ri nom u pu noj 
i sma we noj do zi, kao i broj ne de qa bez te ra pi je. Ta-
ko ðe su iz ra èu na te ku mu la tiv ne do ze za mer kap to pu-
rin i me to trek sat.

Mo di fi ka ci ju pro to ko la za de cu sa mu ta ci jom u 
ge nu za TPMT odo brio je na ci o nal ni ko or di na tor za 
pro to kol ALLIC-BFM 2002. Ro di te qi de ce sa TPMT 
mu ta ci ja ma su da li pi sa nu sa gla snost da se wi ho voj 
de ci mo di fi ku je te ra pi ja odr ža va wa.

Metodi

Ge nom ska DNK je iz dva ja na iz pe ri fer ne kr vi po 
me to du Šina (Shean) i sa rad ni ka [24]. Svi uzor ci su 
ana li zi ra ni na pri su stvo mu ta ci ja ese ji ma za sno-
va nim na me to di ma re ak ci je lan èa nog umno ža va wa 
DNK (engl. polyme ra se chain re ac tion – PCR). Ot kri-
va we mu ta ci ja 460 G>A i 719 A>G je ra ðe no me to dom 
PCR-RFLP (engl. re stric tion frag ment length polymorp-
hism – RFLP), a mu ta ci je 238 G>C me to dom PCR spe-
ci fiè nim za alel (ARMS-PCR) [10].

Za de cu kod ko je je ot kri ven *3A mu ti ra ni alel 
ana li zirane su tri naj èe šæe mu ta ci je u ovom ge nu i 
kod wi ho vih ro di te qa. Ovim ti pom po ro diè ne stu-

di je mo že da se na pra vi raz li ka iz me ðu *1/*3A he-
te ro zi go ta i dvo stru kih he te ro zi go ta *3B/*3C ko ji 
ima ju dve iste mu ta ci je (460 G>A, 719 A>G), ali su 
kod pr vih obe sme šte ne na jed nom hro mo zo mu, a kod 
dru gih na dva hro mo zo ma. Ova kvo is pi ti va we omo gu-
æa va raz li ko va we ge no ti pa *1/*3A, ko ji ima sma we nu 
en zim sku ak tiv nost, od ge no ti pa *3B/*3C, kod ko jeg je 
ak tiv nost TPMT ne mer qi va.

PCR am pli fi ka ci ja pro mo tor skog re gi o na TPMT 
ge na ura ðe na je po me to du Ja na (Yan) i sa rad ni ka [22].

Po da ci do bi je ni is tra ži va wem su sta ti stiè ki 
ob ra ðe ni po mo æu pro gra ma SPSS 10.0. Broj ne de qa ka-
da su da va ne pu ne i sma we ne do ze, od no sno ka da su bo-
le sni ci bi li bez te ra pi je mer kap to pu ri nom be le-
žen je za sva kog bo le sni ka. Nor mal na ras po de la re-
zul ta ta is pi ta na je Kol mo go rov-Smir no vqe vim me-
to dom. Sred we vred no sti su po re ðe ne pri me nom Stu-
den to vog t-te sta za dva ne za vi sna uzor ka. Vred no sti 
za p<0,05 su uzi ma ne kao sta ti stiè ki zna èaj ne.

REZULTATI

U gru pi od 50 is pi ta ne de ce bi lo je 29 de èa ka (58%) 
i 21 (42%) de voj èi ca, uz ra sta od 1,8 do 17,3 go di ne (me-
di ja na 6,2 go di ne). Me ðu wi ma je bi lo èe tvo ro (8%) 
he te ro zi got nih no si la ca mu ta ci ja, kod ko jih je ot-
kri ve na TPMT*3A va ri jan ta (Sli ke 2 i 3). Po ro diè-
nim stu di ja ma je do ka za no da je sve èe tvo ro ima lo 
TPMT*1/TPMT*3A ge no tip (Sli ka 4), a ne TPMT*3B/
TPMT*3C.

Sve èe tvo ro de ce kod ko jih su ot kri ve ne TPMT va-
ri jan te to kom te ra pi je odr ža va wa le èe no je mo di fi-

SLIKA 2. Otkrivawe mutacije 460 G>A u genu za TPMT metodom 
PCR-RFLP.
FIGURE 2. PCR-RFLP detection of TPMT 460 G>A mutation. 

1 – marker DNK – „lestvica” od 100 baznih parova; 2 – nedigeri-
ran PCR proizvod; 3 – heterozigotni nosilac mutacije 460 G>A; 4 
– homozigot za normalni alel *1/*1; 5 – kontrola reakcije PCR; bp 
– bazni par
1 – DNA marker – ladder of 100 base pairs; 2 – undigested PCR frag-

ment; 3 – heterozygous carrier of the mutation 460 G>A; 4 – homozy-

gote for wild type *1/*1 allele; 5 – water control (PCR amplification done 

in the absence of the template); bp – base pair

SLIKA 3. Otkrivawe mutacije 719 A>G u genu za TPMT metodom 
PCR-RFLP.
FIGURE 3. PCR-RFLP detection of TPMT 719 A>G mutation.

1 – marker DNK – „lestvica” od 100 baznih parova; 2 – heterozigot-
ni nosilac mutacije 719 A>G; 3 – homozigot za normalni alel 
*1/*1; 4 – kontrola reakcije PCR; bp – bazni par
1 – DNA marker – ladder of 100 base pairs; 2 – heterozygous carrier of 

the mutation 719 A>G; 3 – homozygote for wild type *1/*1 allele; 4 – 

water control (PCR amplification done in the absence of the template); 

bp – base pair
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ko va nim pro to ko lom (vi de ti Me tod ra da). Kod wih je 
te ra pi ja odr ža va wa za po èe ta sa po lo vi nom do ze mer-
kap to pu ri na pred vi ðe ne pro to ko lom i pu nom do zom 
me to trek sa ta. Ni kod jed nog bo le sni ka te ra pi ja ni-
je pre ki da na zbog mi je lo tok siè no sti. Po sle 12, 14, 
16 i 19 ne de qa le èe wa sma we nim do za ma mer kap to-
pu ri na, kod svih bo le sni ka je, zbog do brog pod no še-
wa na ovaj na èin do zi ra ne te ra pi je, po ste pe no po èe-
la da se pri me wu je pu na do za ovog le ka. Ku mu la tiv-
ne do ze le ko va to kom fa ze odr ža va wa su iz ra že ne u 
pro cen tu od pu nih ku mu la tiv nih do za ko je pred vi ða 
pro to kol, a ne u ne de qa ma, s ob zi rom na to da je, shod-
no gru pi ri zi ka, tra ja we fa ze odr ža va wa raz li èi to. 
Sma we we ku mu la tiv ne do ze mer kap to pu ri na za sva-
kog bo le sni ka po je di naè no je bi lo 7,8%, 7,4%, 11,2% 
i 16,6% od pu ne do ze. Do ze me to trek sa ta za ovo èe tvo-
ro bo le sni ka su bi le pu ne, bu du æi da to kom te ra pi-
je odr ža va wa ni je za be le že na le u ko pe ni ja, zbog ko-
je bi bi lo po treb no ili sma wi ti do zu le ka ili ob u-
sta vi ti te ra pi ju (Ta be la 1).

Izmeðu de ce bez TPMT mu ta ci ja i he te ro zi go ta 
ni je po sto ja la sta ti stiè ki zna èaj na raz li ka u tra ja-
wu te ra pi je pu nim (53,6 na su prot 55,7 ne de qa) i sma-
we nim do za ma mer kap to pu ri na (19,9 na su prot 15,2 
ne de qe).

Pro mo tor TPMT ge na je ana li zi ran za 20 de ce 
ukqu èe ne u stu di ju. Ot kri ve nih VNTR bi lo je iz me-
ðu èe ti ri i se dam. Veæina bo le sni ka ima la je raz li-
èit broj VNTR na ho mo log nim hro mo zo mi ma (Sli-

TABELA 1. Klinički podaci za bolesnike heterozigotne nosioce mutacija u genu za TPMT.
TABLE 1. Clinical data of heterozygous TPMT mutation carriers.
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Terapijska 
grana

Therapy 

branch

Faze održavawa 
(nedeqe)

Maintenance 

phase (weeks)

Lečewe smawenom 
dozom 6-MP 

(nedeqe)
Therapy with 

reduced dose 

of MP (weeks)

Bez terapije 
(nedeqe)

No therapy 

(weeks)

Smawewe 
kumulativne 

doze 6-MP

Reduction in 

cumulative 

dose of MP

Smawewe 
kumulativne doze 

metotreksata
Reduction in 

cumulative dose 

of methotrexate

1 SR-1 74 12 0 7.8% 0%
2 IR-1 74 14 0 7.4% 0%
3 HR-1 58 16 0 11.2% 0%
4 IR-2 57 19 0 13.6% 0%

MP – merkaptopurin; SR – standardni rizik; IR – intermedijarni rizik; HR – visok rizik
MP – mercaptopurine; SR – standard risk; IR – intermediate risk; HT – high risk

SLIKA 4. Potvrda genotipa TPMT*1/TPMT*3A kroz porodičnu stu-
diju.
FIGURE 4. Pedigree of patents with TPMT*1/TPMT*3A genotype.

SLIKA 5. Analiza broja tandemskih ponovaka (VNTR) u promotoru 
gena za TPMT PCR metodom.
FIGURE 5. PCR detection of variable number of tandem repeats (VN-

TR) in the TPMT gene promotor.

1 – marker DNK – „lestvica” od 50 baznih parova; 2 – VNTR*5/VN-

TR*5; 3 – VNTR*5/VNTR*7; 4 – VNTR*5/VNTR*7; 5 – VNTR*4/VNTR*6; 6 – 
VNTR*5/VNTR*6; 7 – VNTR*5/VNTR*7; 8 – VNTR*5/VNTR*5; 9 – VNTR*5/

VNTR*5; bp – bazni par
1 – DNA marker – ladder of 50 base pair; 2 – VNTR*5/VNTR*5; 3 – VN-

TR*5/VNTR*7; 4 – VNTR*5/VNTR*7; 5 – VNTR*4/VNTR*6; 6 – VNTR*5/VN-

TR*6; 7 – VNTR*5/VNTR*7; 8 – VNTR*5/VNTR*5; 9 – VNTR*5/VNTR*5; bp 

– base pair

ka 5). Naj èe šæe usta no vqen po li mor fi zam bio je 
VNTR*5. Ni je za be le že na ko re la ci ja iz me ðu na sle-
ði va wa TPMT i VNTR ge no ti pa.

To kom is tra ži va wa je ana li zi ran i pro mo tor ge-
na za TPMT bo le sni ka kod ko jeg se is po qa va la iz ra-
zi ta re zi sten ci ja na le èe we mer kap to pu ri nom. Pri 
naj ve æoj do zi mer kap to pu ri na (150% te ra pij ske do-
ze) broj le u ko ci ta kod ovog de te ta je kon stant no bio 
znat no ve æi od 3×109/l. Ovo je in di rekt no uka zi va lo 
na po ve æa nu ak tiv nost TPMT en zi ma. Je dan od raz-
lo ga za to mo gla bi bi ti po ve æa na eks pre si ja ge na za 
TPMT, od no sno po ja va do dat nih po ja èi vaè kih (ak-
ti va tor skih) re gu la tor nih ele me na ta u pro mo to ru, 
DNK re gu la tor nom ele men tu ko ji je lo ci ran uz vod-
no od pr vog eg zo na ovog ge na. Pri me nom PCR umno-
žen je frag ment du ži ne 422 bp, od èe ga 243 bp pri pa-
da prok si mal nom pro mo tor skom re gi o nu u ko jem su 
sme šte ni VNTR, a osta li deo ob u hva ta eg zon TPMT 
ge na (Sli ka 6).

Di rekt no se kven ci ra we PCR pro iz vo da je po ka-
za lo da ana li zi ra ni pro mo tor ima isto ve tan broj 
(pet) VNTR na oba hro mo zo ma, da su tan dem ski po-
nov ci isto vet no po re ða ni na oba hro mo zo ma u vi-
du VNTR*5a ale la (alel sa pet po no va ka ar hi tek tu-
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re ti pa A2-B2-C) i da na po zi ci ji -183 po sto ji pro-
me na u vi du za me ne ba ze (T>G) u od no su na tzv. wild 
type se kven cu.

DISKUSIJA

TPMT je glav ni en zim ko ji u he ma to po et skom tki-
vu ka ta bo li še ti o pu ri ne, le ko ve ko ji se ši ro ko 
pri me wu ju u le èe wu akut nih le u ke mi ja kod de ce. Gen 
za TPMT ko ji ko di ra en zim od re ðe ne ak tiv no sti se 
na sle ðu je auto zom no ko do mi nant no i is po qa va gen-
ski po li mor fi zam, što je po tvr ðe no u svim do sad 
oba vqe nim stu di ja ma ko je su ob u hva ti le ve li ki broj 
is pi ta ni ka.

Ispi ti va wa fre kven ci je mu ti ra nih TPMT ale la 
su po ka za la da po sto je me ðu et niè ke raz li ke u wi ho voj 
ras po de li. Ove raz li ke su na ro èi to uoè qi ve u po re-
ðe wu pri pad ni ka be le ra se i po pu la ci ja sa Da le kog 
is to ka, jer se kod ovih dru gih naj èe šæe ja vqa mu ti ra-
ni alel TPMT*3C, dok se osta li mu ti ra ni ale li ili 
uop šte ne po ja vqu ju ili je uèe sta lost wi ho vog po-
ja vqi va wa za ne mar qi vo ma la. Kod pri pad ni ka be le 
ra se naj èe šæi je mu ti ra ni alel TPMT*3A, dok naj ma-
wu uèe sta lost ima mu ti ra ni alel TPMT*3B (Ta be la 
2). Me ðu na šim is pi ta ni ci ma pro na ðe na su èe ti ri 
he te ro zi got na no si o ca TPMT*3A va ri jan te, od no sno 
4% alel ske va ri jan te TPMT*3A. U po pu la ci o noj stu-
di ji zdra vih is pi ta ni ka u Sr bi ji za be le že na je uèe-
sta lost TPMT*3A ale la od 3,25% [8], što je u skla du s 
ra ni je ob ja vqe nim po da ci ma za su sed ne slo ven ske na-
ro de (3,6% kod Bu ga ra i 4,1% kod Slo ve na ca) [25, 26].

Za sve oso be ko je su he te ro zi go ti za mu ti ra ni alel 
TPMT*3A (460 G>A, 719 A>G mu ta ci je se na la ze na 
istom hro mo zo mu, dok je na dru gom „zdrav” (wild type) 
alel, neo p hod no je ura di ti po ro diè na is pi ti va wa, da 
bi se po ka za lo da even tu al no ni je u pi ta wu dvo stru-
ki he te ro zi got TPMT*3B/TPMT*3C (460 G>A mu ta-
ci ja se na la zi na jed nom, a 719 A>G mu ta ci ja na dru-
gom hro mo zo mu). Kod dvo stru kih he te ro zi go ta ni vo 
TPMT je ni zak i is po qa va se te ška mi je lo tok siè-
nost ka da se le èe stan dard nim do za ma ti o pu ri na [8, 
27]. Po ro diè na is tra ži va wa ura ðe na kod nas su po-
ka za la da je u svim slu èa je vi ma za i sta bi la reè o ge-
no ti pu TPMT*1/*3A, od no sno da su svi is pi ta ni ci 

SLIKA 6. Grafički prikaz dela sekvence PCR fragmenta dugog 422 
bp u proksimalnom promotorskom regionu u kojem su smešteni VNTR.
FIGURE 6. DNA sequence of 422 bp PCR fragment comprising VNTRs 

within the proximal promoter region of TPMT gene.

VNTR – varijabilni broj tandemskih ponovaka
VNTR – variable number of tandem repeats

ima li po je dan funk ci o na lan TPMT alel. Ova kav na-
laz je oèe ki van jer se u na šoj po pu la ci ji, kao i kod 
osta lih na ro da be le ra se, TPMT*3B/*3C ge no tip na-
la zi iz u zet no ret ko. U ovoj stu di ji alel *3B ni je ot-
kri ven, ali se po ka za lo da se u na šoj zdra voj po pu la-
ci ji, kao i kod Slo ve na ca, ret ko ja vqa mu ta ci ja 460 
G>A (Ta be la 2). Izvoðewe po ro diè nih stu di ja za na-
šu po pu la ci ju je neo p hod no ka da se ot kri va ju udru-
že ne 460 G>A i 719 A>G mu ta ci je.

Na ša stu di ja je po ka za la da le èe we he te ro zi go ta 
za TPMT sma we nim do za ma mer kap to pu ri na omo gu æa-
va sma we we od la ga wa te ra pi je (Ta be la 1). He te ro zi-
got nim bo le sni ci ma ne sa mo da te ra pi ja ni je od la ga-
na, veæ je im je na kon 12-19 ne de qa pri me ne mer kap-
to pu ri na u sma we nim do za ma on mo gao bi ti da van u 
pu nim do za ma, što je do ve lo do sma we wa ku mu la tiv-
nih do za ovog le ka od sve ga 7,8% do 16,6% (Ta be la 1). 
Osim TPMT ge no ti pa, uti caj na pod no še we te ra pi-
je ti o pu ri ni ma ima ju i dru gi fak to ri ko ji uti èu na 
TPMT ak tiv nost. Ne ki le ko vi, kao što su di u re ti-
ci, mo gu da iza zo vu in hi bi ci ju ak tiv no sti en zi ma i 
na taj na èin po ve æa ju tok siè nost ti o pu ri na [27]. Po-
ka za no je da je kod no vo ro ðen èa di i bo le sni ka s ure-
mi jom vi ša TPMT ak tiv nost [18, 28]. Naj zad, zna èa-
jan fak tor re gu la ci je TPMT ak tiv no sti je en zim ska 
in duk ci ja od stra ne mer kap to pu ri na. Eri tro cit na 
TPMT ak tiv nost se po ve æa va sa me di ja nom od 33% tri 
me se ca od po èet ka le èe wa mer kap to pu ri nom kod de ce 
s ALL [29]. Me ha ni zam ove en zim ske in duk ci je do sad 
ni je ob ja šwen. Lošije pod no še we mer kap to pu ri na 
na kon pe ri o da du žeg od la ga wa te ra pi je mo glo bi se 
ob ja sni ti iz o stan kom fe no me na en zim ske in duk ci-
je sup stra tom. U sve tlu ove èi we ni ce sma tra mo da 
je mo gu æe is ko ri sti ti fe no men en zim ske in duk ci je 
kod oso ba sa sma we nom ak tiv no šæu TPMT, ako se te-
ra pi ja ne bi od la ga la.

Od la ga we te ra pi je to kom fa ze odr ža va wa je zna-
èa jan fak tor ri zi ka za po ja vu re ci di va kod ALL [5, 
30, 31]. Na ši he te ro zi go ti za TPMT mu ta ci je ni su 
se sta ti stiè ki zna èaj no raz li ko va li u po gle du tra-
ja wa te ra pi je u pu nim i re du ko va nim do za ma od de-
ce bez TPMT mu ta ci ja (Ta be la 3). Efi ka snost le èe wa 
mer kap to pu ri nom je upra vo pro por ci o nal na tra ja wu 
kon ti nu i ra ne pri me ne ovog le ka to kom fa ze odr ža-
va wa. Inten zi vi ra we te ra pi je mo že ima ti su pro tan 
efe kat na is hod le èe wa, jer do vo di do od la ga wa te ra-
pi je [5]. Ide a lan pri stup op ti ma li zo va wu te ra pi je 
mer kap to pu ri nom bi bi lo in di vi du a li zo va we te ra-
pi je u za vi sno sti od TPMT ge no ti pa.

Pro to kol za ALL pred vi ða da se pri is po qa va-
wu mi je lo tok siè no sti isto vre me no pro por ci o nal-
no sma we do ze oba le ka ko ji se da ju to kom fa ze odr-
ža va wa. Na ša mo di fi ka ci ja pro to ko la za TPMT he-
te ro zi go te omo gu æi la je da se sve vre me te ra pi je odr-
ža va wa da ju pu ne do ze me to trek sa ta (Ta be la 1), što 
sva ka ko do pri no si uspe šno sti le èe wa.

Ra zno vr snost VNTR ge no ti po va u raz li èi tim 
po pu la ci ja ma, kao i naj no vi ja sa zna wa da raz li èit 
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TABELA 2. Etničke varijacije mutiranih TPMT alela.
TABLE 2. Ethnic variation in polymorphic TPMT alleles.

Etnička grupa
Ethnic group

Autor i godina
Author and year

Broj alela
Number of 

alleles

TPMT*2 TPMT*3A TPMT*3B TPMT*3C

Britanci belci
British Causasians

Ameyaw, 1999 398 0.5% 4.5% 0 0.3%

Francuzi belci
French Caucasians

Ganiere-Monteil, 2004 608 0.7% 3% 0 0.4%

Nemci belci
German Caucasians

Schaeffeler, 2004 2428 0.2% 4.4% 0 0.4%

Italijani
Italians

Rossi, 2001 206 0.2% 4.0% 0 1.0%

Amerikanci
Americans

Belci
Caucasians

Hon, 1999

564 0.17% 3.2% 0 0.17%

Afroamerikanci
Afro-Americans

484 0.4% 0.8% 0 2.4%

Kolumbijci
Columbians

Isaza, 2003 280 0.35% 3.57% 0 0

Argentinci
Argentineans

Larovere 2003 294 0.7% 3.1% 0 0

Jugozapadna Azija 
South Asian

Belci
Caucasians

Collie-Duguid, 1999

198 0 1% 0 0.5%

Kinezi
Chinese

384 0 0 0 4.5%

Tajlanđani 
Thais

Srimartpirom, 2004 400 0 0 0 4.75%

Singapurci
Singaporeans

Kinezi
Chinese

Kham, 2002

400 0 0 0 3%

Malajci
Malayans

400 0 0 0 2.3%

Indijci
Indians

400 0 0.5% 0 0.8%

Japanci
Japanese

Kubota, 2001 302 0 0 0 0.3%

Kenijci
Kenyans

McLeod, 1999 202 0 0 0 5.4%

Ganci
Ghanians

Ameyaw, 1999 434 0 0 0 14.8%

Poqaci
Polish

Kurzawski, 2004 716 0.4% 2.7% 0 0.1%

Bugari
Bulgarians

Indjova, 2003 626 0.25% 3.6% 0 0.25%

Slovenci
Slovenians

Milek, 2006 - 0 4.1% 0.3% 0.5%

Srbija i Crna Gora
Serbia and Montenegro

Dokmanović, 2006 400 0.25% 3.25% 0.5% 0

TPMT – tiopurin-S-metiltransferaza; TPMT – thiopurine S-methyltransferase

broj VNTR u pro mo to ru mo že ima ti ulo gu u raz li-
èi toj ak tiv no sti TPMT en zi ma bi li su raz log da se 
oba vi ana li za bro ja VNTR i kod na ših is pi ta ni ka. 
VNTR ge no tip je od re ði van kod 20 bo le sni ka. Ana-
li za VNTR ge no ti pa kod bo le sni ka sa mu ta ci ja ma u 
ge nu za TPMT je ra ðe na sa ci qem da se pro na ðe ko re-
la ci ja iz me ðu od re ðe nog VNTR i TPMT ge no ti pa. Ta-
kva ko re la ci ja ni je pro na ðe na. Ogra ni èa va ju æi fak-
tor u ovoj ana li zi bi mo gao bi ti ma li broj is pi ta ni-
ka, te je za ne ke re le vant ni je za kquè ke po treb no iz-
ve sti is pi ti va wa na ve æem uzor ku.

Ana li za VNTR u pro mo to ru ge na za TPMT u ne kim 
slu èa je vi ma mo že da ob ja sni sma we nu ose tqi vost na 
le èe we ti o pu ri ni ma. Me ðu is pi ta ni ci ma ovog is-
tra ži va wa je bio i bo le snik kod ko jeg je za be le že na 
sma we na ose tqi vost na te ra pi ju mer kap to pu ri nom. 
Na oba hro mo zo ma bi lo je pet VNTR, što ne bi mo glo 
da ob ja sni ovu po ja vu, jer se zna da je ma wi zbir po no-
va ka udru žen s ve li kom ak tiv no šæu en zi ma. Na laz 

za me ne ba ze ti pa (TG) na po zi ci ji -183 u od no su na 
tzv. wild type se kven cu mo gao bi da bu de uzrok po ja-
èa ne ak tiv no sti en zi ma, ma da bi se ova pret po stav-
ka mo gla po tvr di ti sa mo kroz funk ci o nal ne ese je.

Pre ži vqa va we de ce obo le le od ALL je sko ro 90%. 
Da qe po boq ša we re zul ta ta je sve te že po sti æi, ali 
je je dan od na èi na za una pre ðe we uspe šnog iz le èe wa 
de ce s akut nim le u ke mi ja ma in di vi du a li zo va we te-
ra pi je shod no prin ci pi ma far ma ko ge ne ti ke.

ZAKQUČAK

Re zul ta ti ovog ra da su po ka za li da se kod de ce 
s ALL i mu ta ci ja ma u ge nu za TPMT mo di fi ko va-
wem pro to ko la le èe wa u smi slu sma we wa do za mer-
kap to pu ri na mo že sma wi ti ri zik od raz vo ja mi je-
lo tok siè no sti i sled stve no pre ki da we te ra pi je, te 
spre èi ti raz voj in fek ci ja opa snih po ži vot. Ova-
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kav pri stup in di vi du a li zo va wu te ra pi je kod de ce s 
ALL je do pri nos da qem una pre ðe nu uspe šno sti wi-
ho vog le èe wa.

NAPOMENA

Ovaj èla nak je re zul tat ra da na pro jek tu 143051 
Mi ni star stva za na u ku Re pu bli ke Sr bi je.
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TABELA 3. Trajawe terapije održavawa kod dece s akutnom limfoblastnom leukemijom u punim i smawenim dozama i bez terapije u za-
visnosti od TPMT genotipa.
TABLE 3. Duration of maintenance therapy with full, reduced dose and no therapy according to TPMT genotype in patients with childhood acute 

lymphoblastic leukemia.

TPMT genotip (n)
TPMT genotype (n)

Sredwe (opseg) trajawe terapije (nedeqe) / Mean (range) duration of therapy (weeks)

Puna doza
Full dose

Smawena doza
Reduced dose

Bez terapije
No therapy

*1/*1 (46) 53.6 (44-70) 19.9 (5-30) 3.5 (0-10)
*1/*3A (4) 55.7 (50-60) 15.2 (12-19) 0
p >0.05 >0.05 <0.01
Sredwa razlika
Mean difference

-2.1 [-9.3-5.1] 4.4 [-2.1-11.0] 3.4 [-0.7-6.1]

n – broj bolesnika; [95% CI]; n – number of patients; [95% CI]
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INTRODUCTION  Thiopurine S-methyltransferase (TPMT) is 
an enzyme that catalyses the inactivation of mercaptopurine 
(MP) which is widely used in the treatment of acute lympho-
blastic leukaemia (ALL) of childhood. Potentially fatal myelo-
toxicity may develop after standard doses of MP in TPMT defi-
cient patients.
OBJECTIVES  To establish if individually tailored doses of MP 
can reduce myelotoxicity in ALL patients carrying mutations 
in the TPMT gene. To establish if variable number of tandem 
repeats (VNTR) genotype influences the treatment effects of 
MP.
METHOD  Fifty randomly selected patients treated according 
to ALL IC-BFM 2002 protocol were tested for most frequent 
TPMT gene mutations using PCR based methods. VNTR geno-
type was determined in 20 children by PCR methods. During 
the maintenance phase, we recorded the number of weeks 
when therapy was applied in either full doses, reduced doses 
or when patients were without any therapy.
RESULTS  Fifty children were examined, 29 boys (58%) and 
21 girls (42%); age ranged from 1.8-17.3 years (median 6.2 
years). Four patients (8%) were heterozygous for TPMT muta-
tions, all of them carrying the TPMT*3A variant. After 12, 14, 
16 and 19 weeks of therapy with reduced doses of MP, the 
patients switched to full doses due to good tolerance. There 

was no therapy omission. Cumulative dose of MP was reduced 
for 7.8%, 7.4%, 11.2% and 16.6%, respectively, in patients 
with TPMT mutations. No significant difference was found 
between children with no mutations and TPMT heterozygotes 
regarding full dose therapy (53.6 vs. 55.7 weeks, respectively) 
and reduced dose therapy (19.9 vs. 15.2 weeks respectively). 
The number of detected VNTRs ranged from four to seven. 
The majority of patients had different number of VNTRs on 
homologous chromosomes. Most frequently detected poly-
morphism was VNTR*5. No correlation was found between 
TPMT and VNTR genotype inheritance.
CONCLUSION  Obeying pharmacogenetic principles in the 
treatment of childhood ALL may improve the tolerance of 
therapy with MP.
Key words: thiopurine S-methyltransferase; pharmacogeneti-
cs; acute lymphoblastic leukaemia; children
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