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Protocol Abstract

	제목 : 조혈모세포이식을 받은 환자에서 약물유전체연구

	연구책임자 : 강 형진 

	공동연구자 : 신 희영, 홍채리, 최정윤, 홍경택

	연구목적 :

- 약물유전체를 기반 조혈모세포이식 임상시험기법 개발을 위한 기반자료 확보

	연구개발내용 및 방법 
- 조혈모세포이식은 백혈병과 여러 희귀난치성 질환을 완치 시킬 수 있는 효과적인 방법이지만 기존의 전신방사선 또는 고용량 항암제를 사용한 전처치는 독성으로 인한 치료 관련 사망률이 높음.

- 고비용이며 위험한 시술인 조혈모세포이식을 성공적으로 수행하기 위해서는 전처치 관련 독성이 심하게 올 수 있는 환자를 미리 예측하여 예방하는 것이 절실함.

- 조혈모세포이식 후 발생하는 합병증의 치료 약제도 약제부작용이 심한 경우가 많으며, 환자에 따라 효과나 부작용이 일정치가 않음.

- 이에 본 연구에서는 전처치에 사용되는 약제의 대사 관련 약물유전체 및 조혈모세포이식 합병증의 발생 및 치료과 관련된 약물유전체를 분석하여 개인별 맞춤치료의 기반 자료를 확보하고자 함.

<연구의 방법>
- 전처치약제 대사 관련 혹은 조혈모세포 이식 합병증의 발생 및 치료와 관련된 약물유전체 분석기법 확립

- 조혈모세포이식을 받은 환자에서 약물유전체 분석 

	대상환자 선정기준 :

( 환자 나이: 제한 없음

( 조혈모세포이식을 받은 환자
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1. Background

○ 세포독성 치료제의 적정 용량 투여와 약물유전체

- 항암제를 비롯한 세포독성 치료제는 암 치료와 조혈모세포이식과 같이 극단적인 상황에서 사용되는 약제들임.

- 대부분의 세포독성 치료제는 일정 용량 이상을 투여하면 전신독성이 심하게 일어나서 환자의 생명이 위태해 지기에 적절한 치료를 위해서는 전신독성이 일어나지 않는 최대 용량을 찾아 투여하는 것이 필요함.

- 이에 실제 투여 용량과 이에 따른 혈중 농도를 측정하여 적정 용량의 therapeutic window를 찾는 제1상 임상시험이 세포독성 치료제 개발에 필수적임.

- 하지만 약물은 투여 전에 혈중농도 예측이 불가능하며 적정 혈중 농도라 하더라도 치료 결과는 개개인에 따라 상이해 질 수 있음.

- 이에 약물유전체를 기반으로 혈중농도와 치료결과를 투여 전에 예측하여 부작용을 예방하고 치료 효과를 극대화 하고자 하는 노력이 이루어지고 있음.

○ 조혈모세포이식에서 약물유전체 

- 조혈모세포이식에는 여러 가지 약제가 사용됨.

- 전처치에는 busulfan, etopoisde, cyclophosphamide, fludarabine, thiotepa, carboplatin, melphalan, topotecan, BCNU, cytarabine 등이 사용됨.

- 이식편대 숙주병 예방으로 cyclosporin, methotrexate, MMF, Fk506 등이 사용됨.

- 조혈모세포이식이후 간정맥폐쇄질환, 이식편대 숙주병 등에서도 다양한 종류의 약물이 사용됨.

- 여러 약제의 약물유전체에서 다양한 이식 성적이 나타나는 것으로 되어 있음.

- 여러 약제 중 busulfan이 독성이 가장 심하며 조혈모세포이식 결과에 절대적인 영향을 끼침.

○ 약물유전체학적 정보를 이용한 맞춤 치료

- Busulfan 등 전처치 약제는 therapeutic window가 좁기에 적절한 약물 혈중농도를 통한 노출이 필요하며 적게 투여되면 생착 실패나 재발의 위험이 높고 많이 투여되면 간독성이 심하게 나타남.

- 이에 전처치 관련 독성을 감소시키려는 노력이 지속되었고 test dose또는 첫 투여 후 약동학적 모델을 통해 적정용량의 busulfan을 투여하려는 노력이 지속되고 있음(Kletzel M, 2006, Bartelink IH, 2008).

- 세포독성 치료제의 적정 용량을 결정하기 위해서는 혈중 농도 측정이 필요하며 이를 위해서는 필히 치료제가 투여 되어야 하기에 약동학적 모델링으로는 투여 전에 적정 용량을 미리 예측하여 합병증을 예방하기 어려움.

- 또한 세포독성 치료제의 혈중 농도를 일정하게 하더라도 부작용이 나타나거나 부족한 치료가 되는 경우가 있음.

- 최근 혈중농도 대신 약물유전체를 이용하여 therapeutic window가 좁은 약물의 효과와 부작용을 투여 전에 예측하고자 하는 연구가 활성화 되고 있는데 busulfan에 대해서도 혈중 농도 및 부작용이 약물유전체와 관련됨이 알려져 있음(Srivastava A, 2004; Schechter T, 2007).

○ Busulfan 대사 약물유전체 기반 혈중 농도 예측

- Busulfan의 가장 중요한 약물대사 효소인 GSTA1의 polymorphysm에 따라 혈중 농도가 달라질 수 있음(Kusama M, et al Influence of glutathione S-transferase A1 polymorphism on the pharmacokinetics of busulfan. Clin Chim Acta. 2006 Jun;368(1-2):93-8).
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그림. GSTA1subtype에 따라 Busulfan 약동학이 달라질 수 있음(Kusama M, 2006).

○ Busulfan 관련 약물유전체 기반 부작용 예측

- Busulfan 대사 효소 중 GSTM1 null type의 경우 간 독성이 심하게 나타남(Srivastava A, et al. Glutathione S-transferase M1 polymorphism: a risk factor for hepatic venoocclusive disease in bone marrow transplantation. Blood. 2004 Sep 1;104(5):1574-7).

○ Busulfan 약동-약력학적 임상시험과 약물유전체

- Busulfan등 전처치제 관련 약물유전체를 이용하여 혈중 농도, 나아가 합병증을 예측하는 것은 효과적이며 경제적인 방법으로 전처치 관련 독성이 심하게 올 수 있는 환자를 미리 예측하여 적극적으로 예방함으로써 고비용이며 위험한 시술인 조혈모세포이식의 성공률을 높일 수 있음.

- 현재 busulfan에서 약동학적 분석을 통하여 적정 용량 투여를 위한 연구가 준비되고 있음.

- 본 연구는 상기 연구 대상 환자에서 전처치에 사용되는 약제인 busulfan 관련 약물유전체(Czerwinski M, 1996; Gibbs JP, 1996; Bredschneider M, 1992; Srivastava A, 2004; Kusma M, 2006)와 기타 약제의 약물유전체를 분석하여 첫 투여용량의 결정과 치료 관련 합병증을 예측할 수 있는지를 알아보고자 함.

- Busulfan을 전처치 약제로 사용한 조혈모세포이식 임상시험은 뚜렷한 치료 결과 지표를 나타내는데 혈중 농도가 높을 시에는 전신 독성이 생기고 낮을 시에는 재발 또는 생착 실패가 되기에 측정된 busulfan의 혈중농도와 치료 결과의 상관관계를 분석하기 쉬운 세포독성 치료제 중 가장 좋은 약동-약력학 약물유전체 기반 맞춤치료 모델임.

- 본 연구의 통하여 약동-약력학 약물유전체 기반 모델링을 통한 적정 용량 결정 기술의 개발로 세포독성 치료제의 효과를 극대화 하는 기반 기술을 개발하여 향후 타 조혈모세포이식 전처치제와 다른 세포독성 치료제의 맞춤치료에 사용할 수 있음.

2. Objectives

◦ 최종 목표 
 - 약물유전체를 기반 조혈모세포이식 임상시험기법 개발을 위한 기반자료 확보
3. Study Design 

연구기간: IRB 승인일 – 2017.02.10 

4. Study Population

서울대학교병원 및 타 병원에서 조혈모세포이식을 받은 환자.

대상환자 

• 조혈모세포이식을 받은 환자

• 환자 나이: 제한 없음
5. Investigational Plan

□ 조혈모세포이식 관련 약물유전체 분석기법 개발

  ○ Busulfan 관련 약물유전체 분석

- Glutathione S transferases(GST) 특히 중요대사효소인 GST A1 및 GST M1, GST P1의 약물유전체 분석기법 정립(Bredschneider M, 2992; Srivastava A, 2004; Kusma M, 2006)

- Glutathione S transferases A1(GSTA1): GSTA1 exon 5 (375A>G), GSTA1 ( 52G>A, 69C>T, 513A>G, 567T>G, 631G>T, 1066T>A, 1142G>C) 다변이 검사

- 그 외 Glutathione S transferases(GSTM1, GSTP1, GSTT1): GSTP1 313A>G, GSTM1 deletion, GSTT1 deletion 검사

○ 기타 조혈모세포이식에 사용되는 세포독성 치료제 약물유전체 분석

1. Etoposide

- cytochrome P4503A4(CYP3A4): CYP3A4*1B(A>G at position -392) 다변이 검사

- cytochrome P4503A5(CYP3A5): CYP3A5*3(G>A at position 22893) 다변이 검사

- UDP-glucuronosyltransferase 1A1(UGT1A1): UGT1A1 promoter repeat 검사

- Glutathione S transferases(GSTM1, GSTP1, GSTT1): GSTP1 313A>G, GSTM1 deletion, GSTT1 deletion 검사

- vitamin D receptor(VDR): MDR1, CYP3 조절 관여 - VDR intron 8 G>A

2. Methotrexate

- gamma-glutamyl hydrolase(GGH): GGH 452C>T

- methylenetetrahydrofolate reductase(MTHFR): MTHFR 677C>T, MTHFR 1298A>C 다변이 검사

- thymidylate synthetase(TYMS): TYMS enhancer repeat 검사 

- reduced folate carrier(RFC, 또는 SLC19A1): RFC 80G>A

3. Cyclophosphamide

- Cytochrome P450 (CYP) enzyme: CYP2B6 (64C>T, 785A>G, 1459C>T, 516G>T), 

    CYP2C9 *2 (430C>T),*3 (1075A>C), CYP2C19 *2 (681G>A), CYP3A4 *1B(392A>G), 

    *3 (1334T>C), CYP3A5 *2 (27289C>A), *3(6986A>G) 다변이 검사

- Glutathione S transferases(GSTA1, GSTP1): GSTA1 (69C>T, 52G>A), GSTP1 (313A>G, 

    341C>T)다변이 검사 

- Aldehyde dehydrogenase (ALDH): ALDH1A1*2 (17 bp deletion - 416/ - 432), ALDH3A1*2 

    (985C>G)다변이 검사

4. 기타 전처치 약제 및 조혈모세포이식 합병증 관련 약제의 약물유전체 분석

□ 약물유전체를 이용한 조혈모세포이식 결과 예측 지표 개발

 ○ Busulfan 전처치를 받은 환자에서 약물유전체 분석

- Busulfan 전처치를 받은 환자의 검체 확보.

- 환자 검체에서 약물유전체 분석. 

- 치료 받은 환자에서 이식 효과와 합병증 등 임상 자료를 수집.

- 임상 양상과 연관성 높은 약물유전체 확인.

□ Busulfan 관련 약물유전체를 이용한 적정 투여 용량 산출 기법 개발 및 치료 결과 예측 기반 연구

  ○ Busulfan 전처치를 받은 환자에서 약동학과 약물유전체 분석

- 약동학과 약물유전체 비교 분석.

- 약물유전체로 약동학 예측 가능 확인.

- 치료 받은 환자에서 이식 효과와 합병증 등 임상 자료를 수집.

- 임상 양상과 연관성 높은 약물유전체 확인.

- 약물유전체 기반 맞춤 조혈모세포이식 기반 확보.

□ 약동-약력학 모델링 기반 약물유전체 정보를 이용한 맞춤 조혈모세포이식 임상시험 기법 개발 기반 연구

  ○ 약동-약력학 모델링 기반 약물유전체 정보를 이용한 맞춤 조혈모세포이식 임상시험

- 별도로 준비된 약동-약력학 기반 임상시험에서 환자의 약동학과 약물유전체 비교 분석.

- 약물유전체 기반 적정용량 및 부작용 예측모델 개발.

- 약동-약력학 모델링 기반 약물유전체 정보를 이용한 맞춤 조혈모세포이식 임상시험 기반 연구.

6. Patient Registration

▶ 연구 참여

- 조혈모세포이식을 받을 예정인 환자의 경우 진료를 위한 검체 채취 시에 부모 또는 법적 보호자에게 연구 내용에 대해 설명하고 참가를 권유하고 참여 의사를 밝히면 연구참가동의서를 받아 연구대상장부에 등록하고 추가적 검체 채취를 하고 연구를 진행. 소아 연구대상자의 연령별로 임상시험의 성격과 목적을 이해할 수 있는 능력에 따라 적절한 승낙을 구함. 7세 미만은 구두로 승낙을 진행하며, 7세 이상의 소아 연구대상자에게는 쉬운 언어로 기술된 소아용 승낙서를 취득함.
- 이전에 조혈모세포이식을 받았고 치료 중 또는 종료된 환자로 서울대학교병원 소아암 세포유전자 은행에 검체가 보관되어 연구가 가능할 경우 부모 또는 법적 보호자에게 연구 내용에 대해 설명이 가능한 경우는 참가를 권유하고 참여 의사를 밝히면 연구참가동의서를 받아 연구대상장부에 등록하고 연구를 진행. 환자의 사망 또는 추적 탈락 등으로 동의가 불가능한 경우는 이전에 연구용 검체 채취에 동의한 경우 등록.

▶ 연구 탈퇴  
- 부모 또는 법적 보호자가 어떤 이유에서든지 탈퇴 의사를 밝히는 경우
- 연구 책임자에 의해 대상 환자의 연구 진행이 어렵다고 판단되는 경우
7. Statistical Considerations

- 본 연구는 약물유전체를 이용한 조혈모세포이식 기반을 조성하려는 탐색적 연구로 서울대학교 어린이병원에서 조혈모세포이식을 시행 받았으며 검체가 보관되어 있는 환자 및 이식이 예정된 환자를 포함한 약 500례 이상의 환자를 연구대상으로 함. 

- 유전체의 차이가 있는 군간의 임상양상의 분석은 Wilcoxon rank sum test, 상관 관계 분석은 Spearman’s rank correlation test 등의 이용함.

- 생존 곡선은 각 유전체에 따라 Log-rank test의 95%% 신뢰구간을 이용하여 비교함. 

- 위험 요소는 Cox proportional hazard model을 이용함.
8. Safety

- 추가적인 검체 채취에 대한 부담 외에는 안전성에 대한 문제는 없음.

9. Ethical Considerations

- 연구 개시 전에 IRB로부터 연구계획서와 연구참여동의서에 대한 승인을 득해야 함. 

- 환자 등록 전에 부모 또는 법적 보호자로부터 연구참여동의서에 서명을 받아야 함. 

- 연구자는 연구계획서에 따라 성실히 연구를 수행하여야 하며 진행과정을 IRB에 보고하여야 함.

- 부모 또는 법정대리인이 연구 탈퇴 의사를 밝히면 조건 없이 탈퇴할 수 있음.

10. Confidentiality of study documents and patient records 

대상자의 신원에 대한 모든 기록은 비밀보장이 되도록 주의함. 본 연구에 참여한 대상자의 개인 정보 수집과 운영은 연구의 분석에 필요한 경우로 제한함. 이러한 자료는 관련 자료 비밀 보장 법령과 규정을 준수 및 비밀 유지 보장을 위해 주의하여 수집하고 운영될 것임. 개인 정보의 접근이 필요한 관련 인력들은 대상자의 신원에 대한 비밀 유지에 동의할 것이며 대상자의 의무기록번호는 책임시험자의 책임하에 별도의 파일로 보관하며 이를 code화하여 연구데이터를 개인 신상확인이 불가능하도록 관리함. 이외 대상자와 관련된 모든 정보들은 일반 진료 기록에 준하여 보호함.
11. Humanderived material storage and discard methods 
환자의 혈액샘플을 비침습적인 방법으로 채취하거나 기 보관된 혈액 샘플을 향후 약물유전체를 기반 조혈모세포이식 임상시험기법 개발을 위한 기반자료 확보를 위해 보관할 예정임. 보관은 소아청소년 혈액종양 환자의 인체유래물 저장소(IRB No. 1102-085-353)에 보관함. 검체는 환자의 이름이 아닌 별도의 관리번호를 붙여서 보관하며, 연구대상자와 보호자의 선택에 따라 향후 10년 또는 영구 보존하는 것으로 함. 향후 연구를 위한 사용 동의를 받지 못하는 경우에는 폐기함.
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