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Analiza polimorfizama gena za receptor za vitamin D i gena asociranih sa

trombofilijom kod hena sa idiopatskim
SAHETAK
Uvod. Geneti ke anali ze mogu wukazat. na
k I i ntesto misu uspeli da utvrde razloge reproduktivnog neuspeha.

Cilj. Cilj ovog rada je da se ispita postojanje veze genskih polimorfizama
asociranih sa trombofilijom i polimorfizama u genu za receptor za vitamin D

(VDR) sa idiopatskim infertilitetom.

Materijal 1 metode. U studiju | e ukl jul eno 117 paadmj entKki

infertilitetom , kao i130 fMe@nanaj manje jednom trudnol om

komplikacija. Primenom TagMan metode uzorci su genotipizirani u odnosu na
polimorfizme: FV 1691G>A, Fll 20210G>A, MTHFR 677 C>T, MTHFR 1298A>C,
PAI-1 -675 4G/5G, ATIII 786 G>A, ACE I/D i ITGB3 1565 T>C dok su
polimorfizmi u VDR genu analizirani primenom restrikcionih enzima (Fokl, Bsmli,

Apal i Taql).

uzr ok

n

r

Rezultati.| spi ti vanjem eti ol ogki hpofraokdtidrnaa pmpalkanna

znal aj an faktor plwalnog pizika zae infertilitet ndti wri Lje deo

vi s ok o rvarijantd R\We 1691A i Fll 20210A predstavljaju nezavisne faktore
rizika za nastanak primarnog infertiliteta. Analizom multilokusnih interakcija
definisani su komple ksniji genotipovi asocirani sa sekundarnim infertilitetom.
Ispitivanja polimorfizama u VDR genu pokazala su postojanje protektivhe uloge
alela F u Fokl i alela B u Bsml polimorfizmu. Pored toga, analizom vezanosti
markera u VDR genu identifikovano je postojanje haplotipova, od kojih je bAT
p ov el av azasekundarni kfertilitet, dok je BAT imao protektivhu ulogu za
nastanak primarnog infertiliteta.

Z a k | j.Afakz& polimorfizama u genima asociranim sa trombofilijom i genu za

VDRne samo da gduelfei nkilgiemieiok d ke di j agnostil ke

f



~

sugeri ge mogul e mehanizme za odrhavanje hemo
procesu reprodukcije.
KI j ul n eiopatski infertilitet, geni asocirani sa trombofiljom, VDR gen,

multilokusne interakcij e
Naul na B8ibldgigast :
Uha naul n@Gendiktal ast :

UDK: 612.663: [575.22:[[577.117+577.161.2]+612.115])(043.3)



Analysis of the polymorphisms in  vitamin D receptor gene and genes associated

with thrombophilia in women with idiopatic infertility
ABSTRAC T

Introduction . Genetic analysis may indicate cause of infertility in women to whom

clinical trials have failed to determine the causes ofreproductive failure.

Aim. The aim of this study is to investigate a link between polymorphisms
associated with throm bophilia and polymorphisms in the vitamin D receptor gene

(VDR) with idiopathic infertility.

Material and m ethods. This study included 117 female patients with idiopathic

infertility , as well as 130 women with at least one pregnancy without
complications. Using TagMan method, the samples were genotyped for
polymorphisms: FV 1691 G>A, Fll 20210 G>A, MTHFR 677 C>T, MTHFR 1298
A>C, PAI-1-675 4G/5G, ATIIl 786 G>A, ACEI/D and ITGB31565 T>C while VDR
gene polymorphisms were analyzed using restriction enzymes (Fokl, Bsml, Apal

and Tagq]l).

Results. Examination of etiological factors has shown that family history is a
significant factor in assessing individual risk for infertility. High risk variants  FV
1691A and FIl 2021A have been shown to be independent risk factors for
occurrences of primary infertility. An analysis of multilocus interactions defined
more complex genotypes associated with secondary infertility. Polymorphisms

testing in VDR gene showed the existence of a protective role ofallele F in Foki
and allele B in Bsml polymorphisms . In addition, the analysis of the link age in
VDR gene identified the existence of haplotypes, of which bAT increased the risk
of secondary infertility, while BAT had a protective role of primary infertility.



Conclusions. The analysis of polymorphisms in the genes associated with
thrombophilia and the VDR gene not only defines possible clinical-genetic
diagnostic procedures, but suggests possible mechanisms for maintaining

hemostatic and immune balance in the reproductive pro cess.

Keywords: idiopathic infertility, genes associated with thrombophilia, VDR gene,

multilocus interactions
Scientific field: Biology
Scientific subfield : Genetics

UDC: 612.663: [575.22:[[577.117+577.161.2]+612.115]](043.3)
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Skraleni ce:

WHO - Svetskazdravstvena organizacija, engl. World Health Organization
ART - tehnologija asistirane reprodukcije, engl. Assisted Reproductive Technology
VWF - Von Wilebrandov Faktor

TF - tkivni faktor

tFPI - inhibitor puta tkivnog faktora

tPA - tkivni aktivator plazminogena

uPA - urokinazni aktivator plazminogena

FDP - produkti degradacije fibrinogena, engl. Fibrinogen Degradation Products
PAI-1 - plazminogen aktivator inhibitor tip 1

ACE-angiotenzin konvertujul.i enzim
RAS - renin angiotenzin sistem

GPI - glikozil -fosfatidilinozitol

AT1 - angiotenzin tip 1

APS - antifosfolipidni sindrom

IVF - in vitro fertilizacija

ATIIl - antitrombin Il

PC- protein C

PS- protein S



DVT - duboke venske tromboze

MTHFR - metilentetrahidrofolat reduktaza

SNP d jednonukleotidni polimorfizmi, engl. Single Nucleotide Polymorphism
APCR - rezistencija na aktivrani protein C, engl. Actiavted Protein C Resistance
FVL - Factor V Leiden mutacija

APC - aktivirani prot ein C

CVD - kardio vaskularne bolesti, engl. Cardio Vascular Diseases

VT - venske tromboze

NTD 0 defekti neuralne tube, engl. Neural Tube [2fect

ECM 0 ekstracelularni matriks

RPL & ponovljeni gubici ploda, engl. Recurrent Pregnancy Loss

ATIIl ¢ antitrombin 1l

IUGR - intrauterina restrikcija rasta, engl. Intrauterine Growth Restriction

UFH - nefrakcionisani heparin, engl. Unfractionated Heparin

LMWH -heparin niske mol e&wMolsckla WeightHepar , engl

aPTT - aktivisano parcijalno tromboplast insko vreme, engl. Activated Partial

Thromboplastin Time
DBP-vi t ami n D vezuj Vitmin DBnding EBrotein, e n gl

VDR 4 receptor za Vitamin D



HDL - lipoprotein holesterol visoke gustine, engl. High Density Lipoprotein

Cholesterol

LDL - lipoprotein holesterol niske gustine, engl. Low Density Lipoprotein Cholesterol
Th1-T pomol|l ne 1 Theyperiij e, engl
IFN- A- interferon gama

IL-2 - interleukin 2

TNF-A - faktor nekroze tumora alfa

TregdT regul atorne | elije

Th2-T pomol ekbi P &helperd gl

AF2 o faktor funkcije 2

RXR - retinoid X receptor

VDRE - engl. Vitamin D Response Elements

BMD dmineralnak o g t a n a , eggh. Bane Minaral Density
LD-neravnot eha v knkagassquiibijume ng |
BMI - indeks telesne mase, engl.Body Mass Index

HGVS 6 engl. Human Gene Variants Society

FRET - transfera energije fluorescentnom rezonancijom, engl. Fluorescence

Resonance Energy Transfer
VEGF - vaskularni endotelni faktor rasta, engl. Vascular Endothelian GrovtFactor

HRM - topljenje visoke rezolucije, engl. High Resolution Melting
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RFLP -pol i mor fi z mi duhi ne r est Resthiciion Bragmdnt f r a g me
Lengh Polymorphisms

OR60d nos dng.OddsRatio

Cl dinterval poverenja, engl. Confidencénterval

GMDR - generalizovana multifaktorska redukcija dimenzionalnosti
CVC - engl. CrossV alidation Consistency

TrBA - engl. Training BalancedA cauracy

TeBA - engl. TestingBalancedA ccuracy

HWE & Har di Vaj nber genglr aHamyeWeiaeterg , Equilibrium



1. UVOD



Uvod

1.1. Infertilitet: definicija i epidemiologija

Uspegna reprodukadi jbd joslroiggka o j ed rolsanmjven vr st e,
samo fertilizaciju i dobi j anj potorpstvda domst va n
reproduktivnog doba kako bi se geni kontinuirano prenosili kroz  generacije.

Pojava steriliteta i infertiliteta sgi hmofhievoutoilnijtsik ikho dv rr
tegko utvrditi broj infertilnih jedinki u sl

dovode do ove pojave. Svetska zdravstvena organizacija (engl. World Health

Organizaton- WHO) defini ge infertilit eistemaakod bol est
koje izostaje zalele nakon 12 meseci nezagt.
postoje drugi razl ozi , kao gto su dojenje i

nakon jedne godine redovnog seksualnog odnosa, kod oko 8595% parova dolazi
doprirodnog zal el a. Ukol i ko se klinilki uzro

testovima fertilnosti, kod oko 50% parova koji nisu ostvarili reproduktivni uspeh u

toku prve godine, do trudnol|le dolazi u drugo
godinipart nerstva (Gel baya i sar ., 2014) . Kod f
smatra se da tretman treba zapoleti nakon 6

godinama (ASRM, 2015).

Danas je dijagnoza infertiliteta pansthwbj ena
I j udi sa ovom dijagnozom tegko utvrditdi Zboc
za njenu definiciju, kao I nepotpunijim poda

Prema podacima objavljenim 2004., 2007. i 2012. godine, broj osoba sa inferttetom
varira izmelLu 48.5 i 186 miliona (lzzo i sar

izmelu 8% i 12% u delu populacije koja se nalazi udobu reproduktivne zrelosti

(1549 godi na, prema WHO) , sa proselnom gl obal
isar,2007) . lako u nekim regionima sveta, kao
i stol na | severna Afri ka, kao i i stolna Ev
dostigne i 3 0 %, Bovin i saradnici (2007) sug
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nema velike razlike u pr eval enci infertilite2.d4%)i zmelu

manje razvijenih zemalja (5.0-25.7%).

Uzroci reproduktivnog neuspeha se kod d v e t rpedrionvea  mogu KT i ni
identifikovat:. kao zdravstveni probit e mi ko
anatomskom,bi ohemi j s k o m, hor monskomUi i uli muevoi mag |
kada postoje anomalije na nivou reproduktiwvn
doLbLe do fertilizacije, kao gto su ovarijalna
se termin sterilnost. Us i t uaci j ama kada postoji smanj ena
nesposobnost zalel a i trudnol e, koja mohe b

osim reproduktivnog, upotrebljava se termin infertilitet. ~Kod 30% do 40%

infertilnih parova poe gdnlifikovati nn fledostacimh ut et a s e
reproduktivnom zdravlju hene, kod oko 40% u
kod mugkar «a,2080kloj 80% sl ul ajeva razlog inf
oba partnera. U o d536%)e moem nporhoec éegetv uarokwir d i t i n
kod mugkarca ni kod hene, standardni testovi
z a ovu poj avu, pa infertilitet ostaje K1 ir

idiopatski infertilitet (Gelbaya i sar., 2014jzzo i sar., 2015).
1.1.1.Uzroci i podela infertiliteta

Ne ul azel.| u porekl o i uzrok infertiliteta,

na primarni i sekundarni infertilitet. Primarni infertilitet podrazumeva da nikada

nije dolazilo do zal el a, dok se pod gsekunda
zalela nakon uspedgne trudnol e, al i [ nemogul
do kraj a, usl ed prekida trudnol e (spontano

vanmaterdhoée t{Mascarenhas Piostsajre, mRd®&di2 bi
eti ol ogki famabraj kopyzr sleni ci ma infertilitet

faktora koji utilu na gansu prirodnog zal el



Uvod

pugenj e, fizilTka aktivnost, tel esna masa k.
podvrgnutost odre L.enim medicinskiminterv e nci j ama, kaio do0 @isalhod loig
faktor (Izzo i sar., 2015). Parovi koji imaju aktivan i redovan seksualni odnos imaju

znatno vele ganse z a prirodno zal el e od or
reprodukti vni kapacitet h eenestarnsne dobiijekse]j mer i
kvalitet oocita smanjuje tokom reproduktivn
znatno izrahenije posle 35 godina hivota. S
prirodno zal el e, a povel ava s e stopa spon
hromozomski h anomalija. Jedan od znal ajnih f
i pugenj e, koj e mehaau sdevjaeprisdukcigt.oGtsermamj uti caj
pugenawai si od koliline i broja godina tokom
duvanskom di mu u okruhenju. Nikotin i druge gte
ometaju sposobnost tela da stvori estrogen,jedanod gl avni h hor mona Kkoj

folikulogenezu i ovulaciju. TakolLe, pugenje

receptivnost endometri juma, angiogenezu endometrijuma, ali i na miometrijum

materice i protok krvi u njoj (Dechanet i sar., 2011) . Pored navedeni |
faktor a, u danagnj e VI eme [ socijalni f a
proporcionalnosti godina i reproduktivnosttkod hene. U urbanim sredin
se sve vige okrelu obrazovanju, karijer: [

i me se odlahe ralkanje dece.

Prema biologkim faktorima koji mogu biti wuzr

podeliti na:

1. Infertilitet geni talnog porekla, koji, u odnosu na lokaliz aciju, obuhvata
vaginalni, cervikalni, uterusni, ragkubarni
henskog inferti | ulacgetkeji sesmanifestujo heredormim o v
ili potpunim odsustvom menstrualnog ciklu sa. U osnovi ovarijalne

di sfunkcije wuglavnom se nal azi pol icisti
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neuhranjenost, poremel aj i tiroidne hlezd:¢
Dokras, 2008). Pored ovarijalne disfunkcije mogu se javiti i anomalije

materice (510 %) t ] . promene na grlilu materice,
grlila materice (nakon hroniflnih upala i
koj a s e javl j a S a ulestaloglu od 15 %,
endometrijuma materice van materice (na jajovodima, jaj ni ci ma, trbug
duplji, mokralnoj begici).

2. Hormonski uzrokovan infertilitet, koji nastaje kao por emel| aj [ [

menst ruaci je usled disbalansa hor mona. U o
poremel aj i ovul aci j e, smanj enj f@znasty ari j al r
prekomerna mrgavost, poremel aj rada ¢gtit

prolaktina i stres.

3. Infertilitet ekstragenitalnog porekla, kojise javlau2 -3 % sl ul ajeva, a o
se na poremel aj rada drugih endokrinih
hl ezhdiapot al amus, hipofiza) wusled [ega moh
neuspeha.

4. Imunski uzrokovan infertilitet, koji se javla u oko 3-5% sl ul aj eva,

predstavlja pojavu imunizacije hene na a
slulaju dol azi do stwWarndanjaantanteil sap ekromait o
kretanje spermatozoida prema jajnoj l el i j
Postavljanje di jagnoze infertiliteta obuhva
ukl juluju ne samo medicinske i fiziologke te
l' iTnedi Il peranamneze. Ultrasonografska dijagn
bazi | ni Kkhtestouwnsumprsi pregledi koji se obavljaju. Na osnovu indikacija
nekada je potrebno wuradit.i [ dodatne dijagrt

metoda koje se koriste za uspostavljanje dijagnoze infertiliteta su i histeroskopija i

lapar askopi ja kojom se i spituje unutragnjost
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sluzokoha, kao i postojanje septuma, pol i peé
Provera infertil i tiermetodom hifterosalpimografijdmakoja t i

podrazumeva kontrastno snimanje rendgenom, a daj e znal aj nu i nfor
prohodnost.i jajovoda kao vrl o vahrDokmas f akt or u
2008; ASRM 2015) . Pored medici nesrkmfge ibiktlii ni
uzrokovan i unutragnjim psihologkim konfl i}
frustracija, depresija, socijalno neprihvatanje i mnogi drugi probl e mi
pojavu prddinetom i nt eresovanj a [ razl i 201@;i h psSi

Chachamovich i sar., 2010).
1.1.2.Idiopatski infertilitet i asistirana reprodukcija

U nekim situaci j ama rekdgenskipfeglediniswdbvoljaidassa I n i il
sagledastarj e unutragnji h oradgowonania da tsaenj ko lgea ad g e

reproduktivnog neuspeha, pa se uspostavlja dijagnoza idiopatskog infertiliteta.

Studija Somigliana i saradni ka (2016) je po
| ahno pozitivnih rezultata kada je u pitanj
infertiliteta i n aigtl ia graa al idiapatgkegimesilietao pr a v

infertiliteta uzr okoyvaRPaslgdnjib texaniastahmlwogijad o b i he

asistirane reprodukcije (engl. Assisted Reproductive TechnologyART) dobija sve

veli znal aj, al i upr ko aka gsistivapelrepmodukcijepstopame ne p o
trudnol e [ uspegnih porolLaja nije s e znal
(Ferraretti i sar.,, 2013 Ku p k a | sar., 2016) . MelLutim, asis
vi ge kori sti bez obzira natnkKodwelikbgkbemjai ndi kac
parova sa smanjenom fertilnodglu koji posel uj
koji redukuju fertilit et. Studija Kerstena i saradnika (2015) je pokazala da je

otprilike 1/3 parova sa dijagnozom idiopatskog infertiliteta, koja je im ala dobre

ganse za prirodno zal el e, bila podvrgnut a

reprodukcije. Pod ovim terminom se podrazumeva da je tretman fertilnosti



Uvod

zapolet posle 6 meseci neuspegnog prirodnog
smanj uj e @uarmesnee za prirodno zalele. Povel an;
reprodukcije, usled karijernih, socijalnih ili drugih razloga, stavlja lekare pod

pritisak da interveni gu kada do prirodnog za
intervalu. Na osnovu individualnih kar akteri sti ka, potrebno | e

period tokom kojeg se daje gansa prirodnom z

fiziologkih karakteristika, u ovu kal kul aci j
reprodukcij e, trogkovea ii rvizG&«stod kiklo mpIriukl:
infertiliteta jog j edan j e od faktora ko]
reprodukcije. Pokazano je da parovi sa pri ma
prevremeno podvrgavanje ART procedur.i u [
sskundarnim infertilitetom, kao i da duhina
predstavljaju znalajan faktor Kkoji dovodi d

(Kersten i sar., 2015).

Ponovljeni gubici ploda i idiopatski infertilitet su vrlo heterogena sta nja koja mogu

biti uzrokovana ne samo geneti lkim il:@ fakt
interakcijiom. Danas se dijagnostika, u situacijama Kk
da nalLe odgovor za wuzrok infertiliteta, SV
ispituju | i promene na nivou gena koje mogu bit]i
neuspehom. Br zi i ekstenzivni razvo,j mol eku
znal aj u obl ast:i ginekol ogije i akugerstva.
genski polimorfizmi koji mogu i mat. i znal ajan efekat na
trudnol e, al i [ na sam reproduktodmel eursipeh.
genski markeri pov el avajzapojeding b &l est i i nehel jena s

trudnol e -Nr&ikiewscn) a043).
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1.2. Trombofilija

Termin trombofilija prvi put su upo trebili Jordan i Nandorff (1956) u cilju
opi sivanj a nasl edne tendencij e ka trombotil
oznal ava prisustvo bol esti, vel s e odnosi
abnormalnu koagulaciju. Trombofili j a mohe bi ti i denti fi kovan:
nasl edna, a danas se smatra multifaktorskim
stelene f axd omastramakkat r omboze .maKioadledaue| i ne 0
trombofiliju nitkradre ondolgkadigaog tbga se ovo stanje i
kod takvih osoba mora razmatrati u kontekstu asocijacije sa drugim faktorima
rizika za pojavu tromboza, kao @gto su oper
(oralnih kontraceptiva ili zamenske hormonske t erapije), kao i neka druga stanja
(imobili zaci j a, tr udn opereod)(CbhoonpHeis 29 a4) al Mmrombot i I
dogalaj podrazumeva nastajanje krvnog ugr t

hemostaze koji | e biti objagnjeni u narednom
1.2.1.Hemostaza - primarna, sekundarna (koagula cija) i fibrinoliza

Hemostaza | e fiziologki mehani zam Kkoj i kon
neometanu cirkulaciju. Potencijalno, hemostaza ima ulogu u formiranju krvnog
ugrugka, kako bi se zaustavil o i1/ ograni il
sar ., 2007) . Nor mal na hemostaza s e odr ha
prokoagulantnih i antikoagulantnih faktora. Tri zasebne faze hemostatskog

procesa su: primarna hemostaza, sekundarna hemostaza (koagulacija) i fibrinoliza,

a glavne komponente ovog sistema su. endotel krvnih sudova, trombociti, proteini

koagulacije i fibrinolize.

1) Primarna hemostaza inicirana je povredom vaskularnog endotela koja
dovodi do izlaganja kolagenih vlakana na koje se adheriraju trombociti. Kao

rezultat ove interakcije sa kolagenom, trombociti se aktiviraju i adheriraju jedan na
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drugi preko adhezionih receptora, integrina, koji se vezuju za isti receptor na
susednim trombociti ma. Gl avni ipdstkejigie i n na
neophodan za agregaciju trombocita i kao takav jedan od centralnih molekula

ukl jul enih u hemostazu. Aktivacij a tromb
transformaci ju iomoegirl danse yvezup tza fibrimgen i VWF

(engl. Von Wilebrand Factor- VWF, poznat i kao Faktor 1), ligande koji spajaju

tromboci te, ili za druge ligande, kao gto su v
agregaciju (Ma i sar., 2007). Aktivacija trombocita dalje rezultuje u aktivaciji

nekoliko fosfolipidnih transporterskih proteina, koji dovode do transporta

negativno naelektri sanih fosfolipidasaunutragnj e na spoljagnju s
trombocit a. Ov i negativno nael ektrisani fc
povrginu za aktivaciju sistema koagul acij e,

koagul acije, kao ¢gto su fsarkld79;Maisa.a2007). VI I |1 a (

2) Sekundarna hemostaza, poznata i kao koagulacija, predstavlja proces
zgrugavanja krvi. Velina faktora koagul aci j
cirkulaciju uglavnom u neaktivnoj formi, formi  profaktora . Prili kama zgruga
krvi, profaktori prelaze u svoj aktivni oblik ili oblik  kofaktora. Faktori koagulacije
obel ehavaju s e ri mskim brojevima, dok s e
dodavanjem mal og sl ova aao. U profaktore spa
prekalikrei n i faktori VII, IX, X, XIi XIl, dok u kofaktore spadaju: tkivni faktor (TF)

i faktori Voo VIl NeKi od faktora koagul ac

protrombin, protein C, protein S, faktori VII, IX i X. Ovi enzimi su strukturno dost a

sl i, nai si nt et.iS§ pripasagu sarin groteeizama, osim proteina S koji

nema katalitil ke domene u struktur.i [ pr e
i nhi bitornu aktivnost aktivisanog proteina
posttranslacionoj modifikacij i koju kat algil zdjaeni é n kiambAksi | az

aktivnost zavisna od vitamina K. Grup a faktora V i VIII predstavlja kofaktore
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serinskim proteazama. Ov a

dv a

proteina

karakteristikama. Faktor VIIl ¢ i r k udiedng sa v\¥F koji, pored uloge u adheziji

I agregaciji trombocita, delujeikaost abi | i zat or

biti aktiviran ili inhibiran, u zavisnosti od potrebe organizma.

a Aktivacija koagulacije: Pr oce s

spol jagnj.i [ unutragnji put,

posl ednjem koraku stvara

fibrin i stvaranja krvnog

tr ombi

FVI

Koj i

n.

ugrugka
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Fibrinogen — Fibrin (solubilni) —  Fibrin (nesolubilni)
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Kl julna komponenta spoljagnjeg puta jeste TF
FVII. U fiziologkim wuslovima TF se ne nal
me mbrana u tkivi ma. Klkavdog sudap TFedospleva ukre ivur e d e
prisustvu kalcijuma stvara kompleks sa FVII koji zatim prelazi u svoj aktivirani

obl i k, FVIIa. Mal e koliline ovog faktora ci

povratno ol akgavaju dal ju aktorXlaakivirajFda, FVI | a v

a FVIII j e kofaktor koj i maksi malnu aktivno
Aktivirani FXa je jedini enzim koj i mohe da
Trombin |je serinska proteaza koja 1 @&aa mnogc
izrazit agonist trombocita i i ma kIl julnu ul c
Di rektno j e ukl jul en u stvaranje krvnog u
fi brinogena u fibrin, tako ¢gto ga cepa na mo

povezujuigr ade fibrinsku mrehu u koju se hvataju
ugrugak. Trombin takolLe aktivira I neke od f
a kada se vehe sa trombomodulinom (glikopro
endot el ni h zbjeibktivacgu)proteinatCaklodgulacijskog inhibitora FVa i

FVIIIa. Trombin del uje i na endotelne | eli]
vVWF, PAI-1, PDGF (Labor i sar., 2007, Segersi sar ., 2007) . Uprogl

koagulacije krvi prikazan je na Slici 2.

11
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Factor VIII

Factor IX

\‘ Factor X “/

-

TF: Vlla

-

:

| Protrombin I

-- | Protein C | Antitrombin I
-- | Protein S l
% Trombin o

Fibrinogen

l

Fibrin

Slika 2.

Uprogl en

a Inhibicija koagulacije

hemostaze

faktore koagulaci j e .

protein S, trombomodulin, inhibitor puta tkivhog faktora (tFPI), C1 inhibitor,
heparin kofaktor Il i drugi (Slika 3). Aktivacija FX kompleksom FVIla/TF je

Najznal ajniji

Por ed

p (Viargaa 200 7greuaetp urodifikavgne)

ukl jul eni

su i

aktivator a

i nhi bi't

or i

k

kratkog veka, zbog prisustva inhibitora puta tkivhog faktora. Ovaj faktor je

kompl eks FVI

serinska

proteaza

cirkul aciiji

inhibitornu aktivnost ostvaruje najpre vezivanjem, a potom

tFPI/FXa/FVIla/TF.  Drugi

stvaranjem

koagulacionog puta jeste antitrombin Ill, plazmatski glikoprotein koji neutralizuje

inhibitorne

j

e

k o

ja r

vezan Z a

strukture

eqgulige

krvi

koagul aci |

oagul ac

anti koagul ansi S

| i poproteine, a os|

inhibitor

inhibicijom FXa i

trombin i faktore FIXa, FXa, FXla i FXlla. Stvaranje kompleksa antitrombina IlI i

navedenih faktora je sporo bez heparina, Kkoji

se | daje kao jedna od

antikoagulatnih terapija, kako bi se ubrzal a inhibitorna aktivhost ovog pr oteina.

Trel

nakon vezivanja trombina natrombomod u |l i n
l el i ] a. Nastal. kompl eks
FVIIIlIa i FVa i da na t aj

kKoj i s e

aktivira

nal i n

t 1 pprocesakoagolacigeijeptesistem proteina C. Protein C se aktivira

nal azi na po

spreli

12

panet ei n C

dal j e



Uvod

pojalava drugi, takolkLe vitamin K zavisni, [

povrginu trombocita (Labor i sar., 2007).

TF + Vlla |
Xa + Villa |
TN
- Xa + Va H

\

I — lla ( Trombin )

Fibrinogen |——| Fibrin

Slika 3. Tri glavna antikoagulantna mehanizma : inhibitor puta tkivhog faktora,
antitrombin i protein C sistem (Margetic, 2012- preuzeto, modifikovano).

3) Trela faza hefiomiadizu a z ep owskelbjannl wjreoces ko]

Krvni ugrugak nastao u toku koagduprimani j e. Sam
[ sekundarni . Primarna fibrinoliza je priroo
dok je sekundarna fibrinoliza nasilno razgr
usl ed nekih medicinskih poremel| aja. Gl avni €

nastaje aktivacijom plazminogena, neaktivnog proteina krvne plazme. U
organizmu se aktivacija plazminogena ostvar
plazminogena (tPA) i urokinaznog aktivatora plazminogena (uPA). Plazmin
poseduje veliki afinitet za fibrin i nagomil ava se u formiranom Krvni
koji je bogat fibrinom, a ima mogulnost da p

nastaju produkti degradacije fibrina (engl. Fibrinogen Degradation ProductsFDP)

13
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(Segers i sar ., 2007) . Uekrivnfoagktplraz mioj s e si
dejstvo aktivatora plazmina nazvani inhibitori aktivatora plazmina. Pla zminogen

aktivator i nhi bi tor tip 1 ( SE RPjeskeEserid |, t ako
proteazni i nhibitor koji funkci obriigneo |l k aa I krei
aktivnosti, tako ¢gto inhibira tPA i uPA, gl
fibrinolize. Vezujul. se za tkivni pl azmino
pl azmi nogena do plazmina, dovodeli do opadan
balans i zmelu plazminogéniaktbivaborna mbhe Al mat
posl edi ce. Vi gak pl azmi noger anothiev adtoovreas tii @
hemoragi | e, dok se obrnuta situacij a, defi ci

PAI-1 inhibitora, manif estujekao povel an ri zi k gmm@isar.rl89mb oz u ( V

i -
/ Disfunkcija \
v endotela .
~

-~

~ -

v tPA Rl

uPA

T PAI-1

Slika 4. Prikaz fibrinolize  (Margetic, 2012preuzeto, modifikovano).

Pored inhibitora aktivatora plazminogenatip 1, angi ot enzin konvertuj
(engl. Angiotensine converting enzyme ACE) t a k ojbee  u k luj ufliebnr i nol i t i I

proces. Angi otenzin konvertujul.i enzim pre

14
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karboksipeptidaza ukljulenih u regulaciju kr
od hlorida i <cinka, a prisueamijphel i pavr ¢Nj
glavna ulogu je da konvertuje dekapeptid angiotenzin | (neaktivha komponenta) u

oktapeptid angiotenzin 1|1 (aktivna komponent
od glavnih efektora re nin-angiotenzin sistema (RAS) [ ukl jobdlnren j e u
regulaciju krvnog pritiska, kao i bal ansa el
Angiotenzin |1 deluje na suhavanje krvnih s
al dosterona, a posreduje i u |elijskom rastu

i disfunkciju endotela (Fleming, 2006; Sayed-Tabatabaeii sar., 2006). Pored toga,

ACE enzim se vezuje zaendoté ne | el i j e i st i shinhibitagyjaga pr o d u k ¢
ukl julen je i u razgradnju bradi kinina koj.
dopr i nosi smanjivanju fi br i noombozueVaughapiove]| av al
sar, 1997)Br adi kinin je peptid koji uzrokuje pro
sni hava krvni pritisak, a njegova razgradn]

(Jaspard i sar., 1993) Pored osnovnih uloga u stvaranju Angiotenzina Il i
razgradniji bradi kinina, razlilita iiusgurahi van

i u putu signalne trans dukcije (Fleming, 2006), in vitro razgradnji amiloid -beta-

peptida (Hu i sar., 2001), kao iuticaj na aktivnost glikozi Ifosfatidilinozitolaze I i me
se omogatilmpw@t anje glikozilfosfatidilinozitol
(Kondoh i sar ., 2005) . Angiotenzin I takol

gena preko receptora za angiotenzin tip 1 (AT1 receptor) (Nakamura i sar., 2000).
Lekovi koji se daju za hipertenziju, a imaju ulogu da inhibiraju ACE enzim
(takozvani ACE inhibitori) ,t akolLe mogu da r edukiujnuae tiajninvad

da smanje incidencu kardiovaskularnih komplikacija (Brown i sar., 2002).

15
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l122Stelena i nasledna trombofilija
Trombofilij a, kao stanje povelanog rizika z
kombi naci j a nasl edni h [ stelenih faktor a.
trombofilijom najznal ajnije meomt(APS),zkajiuzi ma a

ukl juluje anti fosf ol anpkpagutaas i aantikardiolpinsBa (| up us

antitela) (De Santis i sar., 2006). APS je veoma kompleksan sindrom koji deluje na

nekoli ko glavni h komponent. koje reguligu h
inhi biraju protein C aktivaciju i formiranje
aktivaciju FV i FVIII. Ova i nh-2dikogratejna de gav a
Koj i je preduslov za vezivanje antifosfolip
antifosfol i pi dna antitela mogu vrgit.i regu-l aciju
selektin, intracelularni adhezioni molekul , itd.) i povel avati sel
proinflamatornih citokina (interleukin beta i interleukin -6 ) , i nel i i nfl at

jednomodznal aj ni hca AP&a(Cheatt,i 201 2) . Ne ki podaci S Ug
sindrom mohe biti uzrolnik gubitaka ploda i
stanja povelane koagul acije i pojave trombo
infarkcija placente, ali i putem aktiviranja i nflamatornog odgovora. Kod trudnica
s a APS sindromom pank aek@zaa akutea inflamacigal u

porelkenju sa henama koje su imale normal nu

Pored toga, sugerisanojeda APS mohe da wuzrokuje zubitak

fosfolipide koji su eksprimirani na trofobl a
mohe del ovati i na embri onaldmoliemp(lDan tScnmo nue
sar ., 1999) , gto ga [ i nneus ppeogtnei nhc InlytedAd n(i emn gul z.

fertilization - IVF) procedura (Coulam i sar., 1997).

U stelene trombotfidmiestdmadajuuzrokovana spo
faktorima kao gto su: imobilizacija, operaci

terapij e, trudnol a, anpegdanabdnifjakt atacajpjj

16
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dob. I ncidenca venskih tromboza | e 0006 oma ma
godi gnj e dak starogl u A% wvaKe agudine. dedno odk o
objagnj enj aainpidence I a v mb p tdiolgkaibLhaj a u ufatijar i j o]
(osobe preko 60 godina) jeste postojanje spe
starosti, kamj @ joe san agsemnandigjunkcijea,i veaskad ot e

insuficijencija (Engbers i sar., 2010).

Nasledna trombofilja s e mojdvie usled kongenitaine deficijencije ili

abnormalnosti antitrombina (ATIIl), proteina C (PC), proteina S (PS), ili usled

prisustva mut aci j a koj e povelavaju rizik Za nas
nasledne trombofili je opisao je Oleg Egeberg (196p u jednoj skandinavskoj

porodici, u kojoj je pokazano da nasledna deficijencija antitrombina Il dovodi do

venske trombne embolije. Egeberg je ovu deficijenciju opisao kao autozomalno-

domi nant ni poremel aj . Heterozigotna defici|j
smanjenju ikKolidkthievnost:i antitrombina, gto
koagul acionog stanja u Kkrvi i Deficigescijaaugled no do
heterozigotnog oblika ni j e t ol i ko ulestal a, i nci denca | e
1:5000 individua, dok se homozigo tno stanje smatran&k o mpati bi | ni m sa hi
(Varga, 2007). Opisane mutacije koje mogu da dovedu do hiperkoagulacije

podeljene su u 3 grupe:

- mutacije u genima koji kodiraju za inhibitor e koagul acije (gto d

smanjene inhibicije koagulacije),

- mutacij e u geni ma koj i kodiraju za prokoagu
povelane sinteze ovih faktora il: smanj en
- mutacije u genima koji kodiraju za fakto

l'ega dol azi d o p o ibrenotize) (mjo a L @ sap.,R@l4)e s u f

17
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Deficijencija ATIll, PC i PS se javlausa mnogo manjom ulestal og
polimorfizmima  (jednonukleotidni  polimorfizam, engl. Single  Nucleotide
Polymorphismd SNP)u odr eleni m geniFakr,V Leidea (FYyl)io s u

Faktor Il p rotrombin mutacije (FIl 20210 G>A). Populacione studije pokazale su da

postoji razli ka u preval enci ovi h nasl edninh
populaciji, kod pacijenata sa dubokim venskim trombozama (DV T ) i u porodi Ir
studijama u kojima je prisutna nasledna trombofilija, prikazano u Tabeli 1

(Koendermani Reitsma, 2011). U Azijskim populaciji ma
ATHI, PC i PS | e vela nego u Evropskim tako da s
polimorfizama, deficijencije ovih prot ei na smatraju najznal ajni

nasledne trombofilije u Azijskim populacijama (Robert si sar., 2009).

18
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Tabela 1. Prevalenca glavnih naslednitiaktora rizika za trombofiliju .
(Koenderman i Reitsma, 204dreuzeto, modifikovano)

Prevalenca
Nasledni faktor zka . __— Porodi
Opgta p| VIE pacient trombofiija
AT deficiencija 0.00020.002% 1% 4%
PC deficiencija 0.2-0.4% 3-5% 6%
PS deficiencija 0.030.13% 1-5% 6%
FV 1691 G>A 1-15% 10-50% 45%
Fll 20210 G>A 1-3% 6% 10%
Ne-O krvna grup 57% 73% /
U nasledne trombofilije spadajuiindire kt ni akti vat or. procesa koez¢

je hiperhomocisteinemija. Homocistein je neproteinska aminokiselina koja nastaje

u Vi gestepenom procesu aneino akisaedihei nzetivaina.e s enci |
Homo loga je amino-kiselini cisteinu od koje se razlikuje po dodatnoj metil ( -CH2-)

grupi . Gl avni enzim koji ulestvuje u prevol
metilentetrahidrofolat reduktaza ( MTHFR). Usled smanjene aktivhosti ovog

enzi ma dwliie poj ave hi perhomoci steinemi]je,

prekomerno da aktivira proces koagulacije. Ova aktivacija, posredovana

homoci stei nom, odvija se kroz nekoli ko meha
ekspresije tkivnog faktor a, sl abl jenje pr
reaktivacije trombocita i proizvodnje tro mb i n a, povel astifakioae/, akt i v nc

ogtelenje fibrinolitil lpogrepdeenaikjlghwd uij uv as|

di sfunkci ju. Mol ekul ar ni mehani z mi koj i | e he
homoci steina ni su do kraj a poznati |, al i u
hipometilaciju i proinflamatorne efekte (Undas i sar., 2005).

Potencijalni kandidati za skrining za prisustvo nasledne trombofilije su svi

pacijenti sa venskim tromboembolizmom, nezavisno od starosne dobi kada se

t r ombodadalaj desi o (pdene) | paci jee MtSit es @y ohe
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bol estima, sve trudnice sa komplikacijama tc
koje su u prvom stepenu srodstva sa pacijen
trombofilije ili asi mptomatske hezmmenasa pozi
trombodod &leaj e, u toku trudnol e il pre Kkori

supstitucione hormonske terapije (De Stefano i sar., 2002).

Do sada su opisani brojni polimorfizmi u genima koji kodiraju za proteine

ukl jul ene, d i r rekutnekbod procésa hemodtaze EVKk1I691 G>A FlI
20210 G>A, PAI-1 -675 4G/5G, MTHFR 677 C>T, MTHFR 1298 A>C, ATIII 786
G>A, ACE I/D, GPlla L33P, VEGF-A), a neki od njih, koji su analizirani

eksperi mentalno u ovom radu, bipoglavlijuaz matr ani

1.2.3.Polimorfizmi asocirani sa trombofilijom

Leste razli ke u sekvenci DNK koje postoj e
popul aci ji oznal ene su kao polimorfi zmi sekyv
DNK sekvencenekog gena oznal enwi ¢gkea ot iap oeva .p oPloisnioor]
sekvenci DNK, kao ¢gto su: p o | kojmabuhfatajp mi nukl
tal kast e i-d eil resce rocnieo npo |l i mor fi zme) , pol i morf |
pol i morfizmi broja kopi jednonukleatitink pos moirfiznp ol i mor f
(SNP) vezani su za varijabilnost tipa baze, dok su inserciono-delecioni

polimor fi z mi vezani za inserciju il:i del-eci ju o
Pavil evi |l i ZaMeké adpalimoZfigatnd asociranih sa trombofilijom (FV

1691 G>A, FIl 20210 G>A, MTHFR 677 C>T) pokazana je jasna asocijacija sa

kompl i kaci jama tokom tr uma pon@ljeninvagmcemai m t r om
ploda, intrauterinom restrikcijom rasta i infertilitetom ( La Farina i sar., 2016 Fatini

I sar., 2000; 2012 Koiwa./2010; Li atsi kos isars2010,TprabRi0O 16 ; Mi
sar., 2012; Yenicesu i sar.,, 2010)J) mnogi m sl ul ajevima i ntraut e

pokazane su promene na placent.i povezane s a
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infarkciju placente, mikrovaskularne t romboze i obliteraciju krvnih sudova
placente. Polimorfizmi asocirani sa naslednom tromb ofilijom: FV 1691 G>A, FlI
20210 G>A,MTHFR 677 C>T i 1298A>C, PAI-1-675 4G/5G, ATIIl 786 G>A, ACE
I/ID, ITGB31565 T>C koji su i spitivaakiponasosasbuom r adu

narednim poglavljima.
1.2.3.1. FaktorV 1691 G>A

Prekr et ni cvanju wmaslédset trorabofilije bila j e ot kri | enarezi st e
aktivirani protein C (engl. Activated Protein C Resistance APCR) od strane

Dahlback i saradnika (1993), avrlo brzoiot kr i | e mut achVikagajeu genu
odgovorna za ovu rezistenciju. Ustanovljeno je da se ova izmena javlja na poziciji

1691FV gena, a nazvana jeFV Lajden po gradu u kome je otkrivena (engl. Factor V

Leiden- FVL) (Bertina i sar., 1994). Zamena guaninslog nukleotida adeninskim na

ovoj poziciji dovodi do supstitucije arginina glutamatom na poziciji 506 u
proteinskom | ancu, usl ed [ e gaktivifam groteonrC V. p o st &

(Kujovich, 2011). APC (aktivirani protein C) je prirodni antikoagulant ni protein

koj i i naktivige faktor e jadaogmnukledtida, F\ajeokdJs | ed i z
10puta sporije inaktivisan nego U nei zmenjen
prekomernnu koagul aci j u. I naktivacij a FV pr
isecanjemm 3 mesta: Arg306, Arg506 i Arge6729, gt c
aktivacije. Mutacija FVL d ov o d i do eliminacije jednog AP
dovodi do smanjene degradacije aktiviranog |

t r o mb odstanjd, & taogematski prikazano na Sici 5 (Dahlback i sar., 2008).
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FV protein - e I
Al A2 B A3 Cl1 C2
709 1018 *"8- Xa 1545
Fva LI 1 O Ca* I o enl I
306 *APC
- C v
FVi = 506 676 a E 1

wt FV (R506) gen | GAC AGG CGA GGAATA  FV Leiden (Q506) gen - GAC AGG CAA GGA ATA
normalni protsin ‘Asp Arg Arg Gly lle mutirani protein : Asp Arg _GIn Gly e
A

APC APC

Slika 5. Gematski p rikaz FV genai proteina, u wti mu tiranom obliku, sa APC
mestima (Dahlback isar., 2008preuzeto, modifikovano).

l zmelu 3% I 8% | judi evropskog oprikegdna a nos e
osoba na 5000 ima homozigotnu izmenu za mutirani alel (Kujovich, 2011). To je

jedan od najleglih uzrolnika nasledne trombo
populaciji amerikanaca kavkazoidnog porekla (Ridker i sar., 1997 a), mada je njena
geografska i etnil ka distri bucBogilovavsal.,o het er
2012). Za razliku od evropskih populacija, ova mutacija je vrlo retka u Aziji (Rees i

sar., 1995; Pepe i sar., 1997). Haplotipska analiz&V gena ukazuje da je mutacija

postala zastupljenij a usl| ed ef ekt Boundrsefiect)kagi keadesjoepme g |
0ko2000030000 godina, kada je doglo do razdvajan

Afri kanaca (Zivelin i sar , 1997) . Vi soka pr
sugeri ge da shalansnendp oloi mor fi zmu koj i donosi i

prednost. prehivljavanj a 0s obama koj e S u h
(Zivelin i sar , 1997). Tako na primer neki a
posledilno mokealliemepeyg Pgooirombinskog stanj

mortaliteta uzrokovanu krvarenjima, ali i manji gubitak krvi tokom menstrualnog

ci kl us a, porolLaja I oper acbopahue ssarc, 2003).L1 ndqvVv i
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Druge studije sugerhsall el ajuewa, he&mdf itleigkei,
heterozigotni nosioci FVL mutacije imaju manje ozbiljna krvarenja (Lee i sar.,

2000a) . Do d at n isukivaakgtumakaja,nije kidtao(ne g kov na grupa),

mogu znalajno da wutil u na avket|li vpaosatna eplruw tred mi
vige povelaju rizik za tromboze. Ojuesa kr vne ¢
povelanim nivormiFbWlal Itaj walin povelavaju |
dogalaj (Morel I i [ sar., 2005) .konMaxepsvh i  an na
na APC senzitivnost, kod nosilaca FVL mut aci | e, dovodi do povel:
tromboze. Ov aj r i z i Rrost zbia fizk p kojonosi syvakivédvih ne g o
faktora posebno. Rizik za tromboze kod osoba koje koriste oralne kontraceptiv e je

4 put a pov el mone kojeoakariste avu vrstu kontracepcije. Sa druge

strane, rizik za tromboze kod nosilaca FVLj e 8 puta vel. nego kod
divlijeg tipa, dok je u por eRVeimekorise aralfee nama k
kont raceptive, rizik 30 puta W¥Uikoristeomlae su u i
kontraceptive (Vanderbroucke i sar., 1994). Ovaj polimorfizam je do sadaispitivan

u cil ju asocijacije s a razlilitim patol ogi

(Rosendaal i sar., 1995; Margaglione i sar., 2001), abdominalne tromboze ([BAmico

[ sar ., 2013) , ponovl jeni VTE dogalaj.i kod

Mansilha i sar., 200 5) [ razlilsbn kasaeri @AMOBGImM | p:
ispitvan i asociransar az | i 'i ti m patol ogijama tokom tru
postoji znal ajna asocijacija mapleda (Finehiaci j e s
sar., 2002; Yenicesu i sar., 2010; BirGAn dr e an i i sar., 2009) i pr

deteta (Hiltunen i sar., 2011).
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1.2.3.2. Faktor Il 20210 G>A

Nekol i ko godi na nakon Ooit AVl mutazmije, ARriCen jee zi st en

poli morfizam u genu za protrombin, Koj i proe
venske tromboze. Protrombin je prekursor troc
hemost aze. Sintetige se predominanto u jetri

crkul i ge u f or mi z tkarektiyaeije.aPripdda vitamire K zavisnim

proteinima, isto kao i faktori VII, IX i X, protein C i protein S. Gen za ovaj protein

sekvenciran je 1987. godine (Degenisar.,1987dugal ak je oko 21kb, s:
i 13 introna. Nalazi se na hromozomu 11 (p11-g12), u blizini centromere (Royle i

sar., 1987). Gen za protrombin je predominanino eksprimiran u jetri, mada je

pokazano da se u manjoj meii eksprimira i u mozgu, dijafragmi, bubrezima,

pl acental nom i adrenalnom tkivu. Mutacije
povezane S a poremel aji ma hemostatske ravnot
Protrombinski gen i ma specifi I'maykomekanonsk
postoj e regioni manj e efi kasni u i skrajanj
predstavlja potencijalno mesto za pronal ahe
koje mogu da dovedu do povelane ekspresije
Melu do samdiam ogeinsski m varijantama na 306 kr aj
je izmena FIl 20210 G>A koja je otkrivena 1996 godine (Poort i sar., 1996). Mesto

ove mutacije u protrombin genu ¢gematski je prikazana na Slici 6. Kao i za FVL,

utvrlkLeno je da degabtaaceifrermeéeoan DISCB godifaa pr e o

(Zivelin i sar., 2006). Ova izmena nal azi S €
predstavlja mesto i skrajanja 1 RNK (Poort i
eukariotskih iRNK kod kojih je dinukleotid CAkara kt er i sti an za mesto

nemutirana sekvenca protrombina na ovom mestu poseduje CG dinukleotid. In
vitro studija (Danckwardt i sar., 2004) je pokazala da je isecanje iza CG

di nukl eoti da naj manj e efi kasno od svih mo

24



Uvod

nukleoti da bilo kojim drugim na ovoj poziciji u protrombinskom genu dovodi do

povel ane efikasnost.i i secanj a i povel ane ek
20210G nukl eotidom, 20210C i 20210T dovodi |l i
1 1.5 puta, dok jeizmena202L 0O A dovodila do povelanja nivoa
odnosu na wt alel na ovoj poziciji. Ovo pove

sa proteinskom sintezom (Danckwardt i sar., 2004).

Protrombin gen

Exons 12 34 56 789101112 13 14

13 14

G20210A mutacija ~ ATGGTTOOCAATAAAAGTGACTCTCAGCgAGCCTC

Slika 6. Pozicija 20210 G>A mutacije u Fll genu (Dahlback i sar., 2008preuzeto,
modifikovano).

Mutacija FIl 20210 G>A se javlja sa negto velom wu
Evrope i Ameri ke (1.2% do 4. 6 %), dok se veor
popul aci j ama (Bosl er [ sar ., 20 Celafjvpo gt o g C
recentnom nastanku ove mutacije. U populaciji pacijenata sa dubokim venskim

trombozama wulestal ost se povelasaypazitivnam 6. 2 %, d

porodil nmenoann dmaj procenat penje na 18% (Poor
studijesuFll20210 G>A i zmenu asocirale sa razlilit
rezul tat:i ni su konzistentni . lako je velina
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t r o mb o tstadjikka (mo r L eisar.|2011, Margaglione i sar., 2001; Liatsikos i

sar., 2016), studja D6 Amico i saradnika (2013) nije pokazala da postoji ova

asocijacija sa abdominalnim trombozama. Studija Ridkera i saradnika (1999) je

takolLe pokazala dRImoetemei peosajianfaektom miok
venskim trombozamanmKkzkanm za it r 8 snb pdoovgedkLiaa | kod
pacijentkinja sa kancerom dojke koje su na tamoksifenskoj terapiji (Abramson i

sar., 2006). lako je dosta ispitivan kod odraslih osoba, ovaj polimorfizam se nalazi

sa znalajno velom ulestalagpanaovlkjoan ed etcreo nkboc
dogalaje (Young i sar ., 20009) . Pored navederil
sa trudnol om i razlilitim komplikacijama to
veza sa venskim trombozama i gubicima ploda, dok je asocijacija polimorfizma

20210 G>A sa preeklampsijom, intrauterinom restrikcijom rasta i abrupcijom

pl acente bil a kontrover zn(hiatsikos idsars 2@l@).g nj o j I
Prthodne studije u Srbiji pokazale su da hen:

povel an reinzikle za owboze mot b & sari,00%), dubitek e (

pl oda iGaj2010)l i ntrauteri nu isanr2010)pStudijdRiler{ Ko v al

i saradnici (2010) pokazala je da i fetalnigenotipsaFllmut aci j om mohe bi ti
rizika zaintraut er i nu restri kciju rasta ploda, ukazu
genotipa u objagnjenju nekonzistentnost:i rez

1.2.3.3. MTHFR: 677 C>Ti1298 A>C

Metilentetrahidrofolat reduktaza( MTHFR) j e enzim koji i ma vrl o
folat-z avi s noj remetil aciji homoci stei na, koj a

puta folata (Slika 7).
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BIOSINTEZA
NUKLEOTIDA

5,10-metilen-
tetrahidrofolat reduktaza

(MTHFR)

I T

RECEPTOR FOLNE
KISELINE

CISTATION

Cistation sintaza
plus Vitamin B6

‘\

S-adenozil-
homocistein

Metilovana DNK
proteini

S-adenozil-
metionin

5,10-metilen - fjtmelt‘i_"l folat
tetrahidrofolat ctrahidrotola )
HOMOCISTEIN
metion sintaza
redukstaza, MSR
tetrahidrofolat plus Vitamin B12
METIONIN
Metil-
transferaza
FOLNA KISELINA

lipidi

Slka 7. Uprogl en

me t a Hotath i K okji i
metilentetrahidrofolat reduktazu) i MSR enzim (reduktazu metionin

sintaze) (Botto i Yang, 2000preuzeto, modifikovano).

Fol na ki

sel i

na i

MTHFR

enzi

m ukl j

pwktl j ul uj e -

MTHFR

ul eni Ssu u

enzim katalizuje redukciju 5,10 -metilen tetrahidrofolata do 5 -metil tetrahidrofolata,

koji konvertuje amino kiselinu homocistein do metionina. Metionin se dalje

konvertuj

e i

vahan je

u

mnogim biologkimr

e

Glavni kofaktori ovog puta su vitamini B6 i B12 (Slika 7). Normalna MTHFR

aktivnost mo h e

potencijalno

d a

da

spreli

pomogne

nagomil avanj e

homoci

u a folrek rkisedine ai mmjetioning iu t

steina

Kang i saradnici su 1988 godine opisali termolabilnu varijantu ovog enzima, za

koju
dol i

S u

do

pokazal.i

da | e

asoci

rana

S a

povelangpanai wodl maamoci ©dgovor

Ssmanj enj

na pi-t

ove termolabilnosti M THFR enzima dali su Frosst i saradnici 1995 godine kada su

identifikovali polimorfizam na poziciji 677 u genu za MTHFR, koji dovodi do
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zamene citozina timinom. alasauegamiulbdadavaddna i zm
do supstitucije amino kiseline alanin sa amino kiselinom valin u proteinskom

lancu na poziciji 222. Kao i za prethodno navedene polimorfizme asocirane sa

trombofil i j MVTHFR 6717@>9 izraenegesutpopulaciji belihljudi ve | a u
odnosu na Afril ku popul aci ju (Rosenberg i
povelanje prevalence ove izmene iduli od sev
i sar., 1998). Ovakva distribucija mohe se

ishrani mediteranskih populacija u p or e L e nj uevrepakinspepulacijama.
Polimorfizam 677 C>T |j e veoma [ est ugrupada.& Evwopiisen et ni [ k

ulestal ost homozigotne mutacije krele od 8 d

van Evrope (Kanada, Ameri k a , Brazil, Australija) ta ul ec:c
(Botto i Yang, 2000) . U tAdiojsg kionv ep oipzunheancei | je
manja, saoko 11%se javljakod Japanaca, dokseu af r i I ki m padjasal aci j am

ul est al b2yl (Bottoo Hang, 20M).

Druga Il esta mutaci | aMTHFR IR98ARC ugegzonu 7,jkejas t e

rezultuje zamenom glutamata alaninom na poziciji 429 u aminokiselinskom nizu.

Studija in vitro (Weisberg i sar., 200] je pokazala da ovaj polimorfizam dovodi do

sinteze enzima kome je smanjena aktivnost, ali za razliku od 677 polimorfizma,

enzim nije termolabilan Varijantni enzimi, koji se eksprimiraju kod bakterija sa

konstruktima napravljenim od cDNA sa 677T odnosno sa 1298C mutacijom,
zadrhavaju samo 45% ( 6 @keelzimske akt’ridsti.(Pbredd 8 C) no.
toga, ova studija je pokazala da ukoli ko en:
on ispoljava jog nihu aktivnost, okd 41% no
vitro rezultati bili su u korelaciji sa prethodno objavljenim rezultatima merenja
aktivnosti enzima i1z | i mfoci tiavit Sdieqd er g i ¢
mogu u potpunosti da imitiraju in vivo stanja. U svojoj funkcionalnoj formi, ovaj

enzim | e homodi mer . Razlilite komdmnmaci | e f
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kiseline, mogu da formiraju razlilite oblike er
Teorijski, ovaj enzim, kao di mer, mohe da s
odnosu na polimorfizme 677C>T/ 1298A>C:. CC/AA , CC/AC , CC/CC, CT/AA ,

CT/AC i TT/IAA .Uol'enealsem mazli ke u kinetil kim parar
varijantnog homodi mera al/ j e pokazano da |
stabilizuje homodimer 222Val/222Val (genotip TT/ AA) nego homodimere

222Ala/222Ala  (genotip CC/ AA) i 222Ala-429Ala/222Ala -429Ala (genotip

CC/CC). Det al j na i spitivanj a [ mer enj a met abol
znal aj nu razl i ku u kol i i ni fol ata i t Hcy
serumskom nivou folata  genotipovi se mogu rangirati kao

CC/ AA>CC/ AC>CC/ CCACT/ AA>CT/ AC>TT/ AA. Zbog toga je
pretpostav!ljeno da pov el radulkeijuéfamnocestieibaikedn o s t na
osoba koje su homozigotni nNosi oci TT al el a
folatnom stabilizacijom ovakvog homodimera MTHFR enzima (Ogino i Wilson.,

2003; Ulvik i sar., 2007).

Od 1995 godine, polimorfizmi u MTHFR genu bili su u fokusu ispitivanja i
asociranja sa razl il it amaupamicajednesaand, giom ho mo
i, sa druge strane, sa razl il it ivaskularmei ni I ki m
bolesti (engl. Cardio Vascular Disease<VD) (Frosst i sar., 1995; Christensen i sar.,

1997; Saffari i sar., 2013; Hanson i sar., 2001; Morita i sar., 1997), VT (venske

tromboze) (n o r L e var.,|2011)i defekti zatvaranj a nervne cevi (engl. Neural Tube

Defect- NTD) (van der Put i sar ., 1998; Beaudin i
razumevanje biohemijske prirode veze i zmelu
kl inilkih stanja | e nap dasvargaate u MTeIFSRt geriuo . Pokaz
folatnom statusu mogu uticati na DNK metilaciju i gensku regulaciju (Friso i sar.,

2002) . U skorije vreme, otkrila da osobe =
i spoljavaju nihi n i o mskod fldtnogneatusal (Frisoii sae., us | e
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2002) , a da | e hi p omstadijumiana iummoaogeneael (Iomeai u r a
sar ., 2005) , sugerisal. su da ova anmterhaci j a r

(Araujo i sar., 2015; Al-Motassem i sar., 2015)MTHFR genske varijante su dosta

I spitivane kod depresi vni hidepresivrel tempijaglia | odg
su i u ovom slulaju rezultati dosta raznol il
i zmelLu TT genotipa 677 | okusa i depresivnog
uolil e post oj an Gabriela Wielsemaissar.c 20]5n Aaliziranje 1298

MTHFR genskog lokusa ukazalo j e na 2 pan trizak za depres|vni

por e mied d jakkejesu homozigotni AA nosioci (Gabriela Nielsen i sar., 2015).

Termolabilna varijanta MTHFR enzima predstavlja faktor rizika za nastanak

hiperhomocist ei nemi j e, narolito ako je nivo fol a
kol ilina fol at a adekvatna, homozi gotni nos

hiperhomocisteinemiju. Ovakva gensko -nutriciona interakcija pokazuje da

dovoljna kolilina fol atia prmorheemedlaajprie vdaaz i s-per e
hi perhomoci steinemije. Uz nedostatak fol at a
kao i pri mena | ekova koji del uju na metabol
anti konvul zi vna terapij a. Por edkomazoci j aci
kardi ovaskul arne bol esti i tumore, ovaj gen
parametar kod hena sa razlilitim komplikaci ]
intrauterina restrikcija rasta, infertilitet, neuspegne | VF pricanedur e)

2010; Safdarian i sar., 2014, Coriu i sar., 2014b; Tiwari i sar., 2015).

1.2.3.4. PAI-1-6754G/5G

Inhibitor aktivatora plazminogena tip 1 , za koji kodira gen SERPINE 1, je

jednol anl ani gl i kopr oamnoskisekna [Bosmaisar.,sL288)t 0 | i od
Pripada famil i j.i serin proteaznih inhibitora Kk
endogene fibrinolitilke aktivnosti, tako gto

(tPA) i urokinazni aktivator plazminogena (UPA), glavne aktivatore plazminogena
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I same fibrinolize. PAI-1 gen lokalizovan je na hromozomu 7, u regionu q21.3-922, i

sastoji se od 9 egzona i 8 introna (Bosma i sar., 1988). Sinteza i sekrecija PAl

proteina mohe biti modi fi kovana razlilitim f
rasta, endotoksini, ci toki ni , al/i na kolilinu i aktivn
uti cati i genetil ki faktori . Pokazanb je da
mohe biti izmenjena u zavisnosti SBRPINBIr i sust v
gena. Povel amvao gs i prt cetzeai n a povezuj e s e S a

koagulacije, dok intenzivna fibrinoliza usled smanjenog nivoa PAI -1 proteina

mohe biti asocirana sa kompl i krgt98% Dievedi us | ed
sar., 1991). Interesana n j e sl ul ajicijepciget PAIFDh @pisad ekbd
devetogodi gnje devojlice koja je imala nek:t
nakon povrede ili operacije. Sekvenciranjem njene DNK na PAI-1 genpokazano je

da na 30 krppostay insegcia® maznafara koja dovodi do pomerenog

okvira litanja i ni zvodnog formiranja preur a
Vige polimorfizama otkriveno je u ovom geni
polimorfizam u promotorskom regionu na poziciji -675 s1799889

NM_000602.4:¢-821 -820insG). Insercija/delecija jednog guanina u ovom regionu

igra znalajnu ulogu u regulaciji genske ek:
plazmatskim nivoom PAI -1. Za sada je pokazano da 4G alel, koji se javlja sa
ulestaloglu od oko 50%, voalBA-bdpr atoe ipnoay, e | lainme
redukuje fibrinoliza, usl ed ega mohe do| i
povel anog trombaze (O@Amizcai sar., 2013; 2015; Lijnen, 2005Parveen i

sar., 2013; Sartori i sar., 1998 Ovaj polimorfizam ispitivan je i u studijama

asocijacije sa razlilitim patologijama i st
ukl jul eni u proces fibrinolize s u neophoc
endometrij um, gto ih Tini vahnim faktorom u

tokom asistirane reprodukcije (Dossenbach-Glaninger i sar., 2003). Usled smanjenja

procesa fibrinolize, vi gak fibrina s e akur
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~

i ntervilusnom prostoru i na taj nalin mohe s
isar ., 201 3nose 4leh eo bkloijke i maj u veli rizi k za
trudnol e, kao gto su preekl ampsij a, ponovl | e
homoci stein i pl azminogen dovode do degr adse

sastava esktracelul amobg matokksat{ EEMEvV@EmeE
ili ponovljeni gubitak ploda (engl. Recurrent Pregnancy LossRPL) (Dossenbach
Gl ani nger [ sar ., 200 3; Parveen i ldar. , 201
TakolLe je pohamambgdanised GhaGakodd ifkena gdej § s
imale neuspeh implantacije nakom embrio transfera, nego kod fertilne kontrolne

grupe (Coulam i sar., 2006a).

M5
5-Methyl THF ¢mmmmmms) Metionin

l MTHFR

5,10-Methylene THF SAdo-Met )
MTHFD M5

DNK, protein,
lipid- metilacija
5,10-Methenyl THF S Ado-Hey

lmch HDJIDCISTED’J

10-Formyl THF I

-

THF oksidativni stres

l pro-inflamatorni citokini
PLAZMINOGEN AKTIVATOR

alternativna genska ekspresija MIMP i TIMNP
4G =P AL ]
Alel

PLAZMINOGEN  msssssmmsd PLASMINs===p ECM degradacija ===} RPL

Trombin g Fibrinogen m==p Fibrin === Fragmenti fibrina

Slika 8. Veza i zmel:lu phroorioeciinsa eii nfai,brPiAnlal i ti [ k
(Parveen i sar., 2013preuzeto, modifik ovano).
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1.2.3.5. ATIHI 786 G>A

Jedan od glavnih inhibitora koagulacionog puta jeste antitrombin Il (ATIII)

kodiran SERPINC1genom, poznatim i kao ATIIl gen. Antitrombin je protein od

58kDa koji pripada grupi inhibitornih faktora. Za razliku od drugih prirodnih

anti koagul anasa, kao ¢gto su parngetzavisan odC i pro
vitamina K. U svojoj strukturi poseduje dva funkcionalna domena, jedan je heparin

vezuj ul e majsteaktvni eentat enmiga (Lane i sar., 1996). Glavna uloga

ovog enzima jeste u inhibiciiji mnogobrojnih
koagulacije,od koj i h  su naj znal ajniji aktivirani fakt
negto manj oj mer i ildla&ktpost o Xia, vxXffa 1 nKilbit

pokazano je da antirombin i ma k!l jul nu wul ogu u regul aciiji
0 b e z Iyeulbkio 80% prirodnog antikoagulantnog efekta (Maclean i Tait, 2007).

Pored anti koagul antne ul oge, pokazano je da
inflamatornom efektu koji se ostvaruje njegovom interakcijom sa endotelom.

I nhi birajuli trombin i reXpeinflansathmikk citgkiea s e i 0 !
posredovano faktorima Flla/FXa ,kaogt o su i nterl eukKadasé i i nt
anti tr omb iheparansuifat koj se nalazi na endotelu,dolazidopovel ane
produkcije v a h ni hinflamatdrriin citokina (prostaciklina) koji posreduje u

rel aksaciji glatkih migila, vazodil ataci i

i nfl amatorni efekat AT je povezan sa njego
endotelske glukozaminoglikane i nje pri mel en u nj egovVvo,j reakeci
cirkul i gul i m h gRataaiki n Moll, 2008). He par an sul fat ] e
glikozaminske familije ugljenih hidrata koja obuhvata i blisko srodni molekul

heparin. Heparin se produkuje u mastociti ma
se heparan sulfat produkuje u skor o svim tipovimano| el hj e [
antikoagulantni efekat od heparina. Heparin dovodi do konformacione promene

na proteinu otkrivajuli njegovu reaktivnu pe
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uloga antitrombina i do nekoliko hiljada puta (Wang i s ar., 2015). Préhodne

studije spekulisale su da promene u nivou ATIIl proteina ili njegove aktivnosti

mo g u da dovedu do razlilite S e rukkovatloi v no st i
i strahi van jATlinsaplemdntadijeant laeparinsku senzitivnost (Despotis i

sar., 1997; Dietrich i sar., 2013). Pored suplementacije ATIIl proteina, novije studije
okrenule su se ispitivanj i mATIitgedakoisdgu h pol i n
dovesti d o pr o nieaktignosti ovdg @ioteitiai 1©Gen za ovaj enzim

sastoji se od 7 egzona i nalazi se na 1g225 hromozomu (Lane i sar., 1996), a
najvige je eksprimiran u parenhimskim | eli]j
prvi opisani nasl edni por emel ay sadrombefiljeannbiouie v e
deficijencija antitrombina, kojase j avl ja usl ed odreleni h muta
danas je identifikovamdll geée e loaj € 2Ma mud alcii Ij ic
mogu dovest.i do deficijencije ovog enzi ma,

venske tromboze. Neke od ovih mutacija dovo de do deficijencije tipa |, koja se

smatr a akl asi I'nom ant i urkojoplsé reduktje fsintezéa j e nci j ¢
antitrombinalll dovodel i do @#eficgendjeovog eénzimanNeke dovode
do i zmena u strukturi protei nadonfehagysladr i n vez

l'ega dol azi do dekinekedoyoeden doimuliépnog iefekda u kdme
dolazi do izmene i u funkcionalnom delu proteina i u njegovom nivou (Lane i sar.,
1996) . Genetil ki faktori koj i dovoowam do i nt
antitrombina jog uvek nisu precizno definis
heparinsku terapiju pre operacije srca identifikovala je dve mutacije u egzonu 5 u
ATllgenu (rsb5877, rs5878) koje mogu biti odgo
viemeipotrebu za vigim terapijskim nivoom hepar
ovih mutacija na preoperativhu senzitivnost na heparin (Wang i sar., 2015). Jedna
od mutacija za koju je pokazano da dovodi do funkcionalnih posledica jeste
izmena u intronu 1, loka lizovana oko 140bp nizvodno od egzona 1. Ova mutacija,

koja se oznalava kao 786 G>A (rs2227589), d o
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usl ed I ega dol azi do smanjenja antitrombina
gto povel ava rizik za (Arion a rsana 12009). Okap agul ac |
polimorfizam ispitivan je u studijama asocijacije sa venskim trombozama (Bezemer

i sar ., 2008) , kao i kompl i kaci jama tokom tr

(Cao i sar., 201®; Guerra-Shinohara i sar., 2012; Sharma i sar.,@L5).

1.2.3.6. ACEI/D

~

Angi otenzin konvertujuli e n z i mangiptenzin-v a h n a k
aldosteron sistema. Njegova uloga je da konvertuje angiotenzin | u angiotenzin I,

jedan od najmolnijih vazokonstriktora u org
vazodilatatorne ki ni ne u organi zmu. Kolilina ACE en
j e rel ativno konstantna. Me Luti m, vel i ka

i zmerenim vrednostima ACE sugerige znal aj n
kontroli nivoa ovog enzima u plazmi (Alhenc -Gelas i sar., 1991). Gen odgovoran za
ekspresiju ACE enzima nalazi se na dugom Kkr a

je 21 kb i sastoji se od 26 egzona i 25 introna (Sayedabatabaeii sar., 2006). Ovaj

gen nosi i nformaciju zZ a d v e somatskd fortmii t e for
mol ekul ske mase od 170 kDa, koja je ekspri mi
se kao sACE i testikularna forma, tACE, koja se nalazi u germinativnim | el i j a ma

testisa i manje je molekul ske mase, od oko
sasvim jasna, al i se smatra da mohe i mati ul
ekspresiju pojedinih formi ACE enzima odgovVv.

Tabatabaei i sar.,, 2006). Somatski ACE molekul nastaje kao iRNK transkript od

egzona 1 do egzona 26 i skl julujuli egzon 13, dok te
transkripcijom od egzona 13 do egzona 26 (Hubert i sar., 1991). Smatra se da

struktura ACEgena mohe biti rezul t at duplikacij e
Egzoni 4 do 11 i 17 do 24, kodiraju 2 homologa domena ACE molekula, koja su

vrl o slilna i po velilini [ po sekvenci . Za

35



Uvod

i ntronske sekvence s e znal ajno razl i kuju [

Pretpostavlja se da se u svim sisarskim vrstama u kojima je ovaj genispitivan

(ljudi, mi dpgodila duplikacjae dok se kod Drosophila melanogaster

homolog ACEgena javlja bez duplikacije, ¢gto mohe
formu (Coates i sar ., 2000) . Sugeri ge se da
miliona godi na. Danas je identifikovano vige od
ACE, od kojihsesamo34nahze u kodirajulim rl8missensei ma od

mutacije (SayedTabatabaei i sar., 2006). Do sada je aj vipggeoul av an
inserciono/delecioni polimorfizamsek vence dugal ke 278 nukl eotid
u intronu 16 ovog gena, a otkrili su ga Rigat i saradnici (1990). Homozigoti za

del eci ju DD i maj u dvostruko vel isupd azmat sl
homozigote za inserciju Il, dok heterozigotni nosioci | D imaju intermedijalni nivo

(Ri gat [ sar ., 1990) . Novije studije pokaza
PAI-l nivoa u plazmi (izraheno u ng/mL) kod o:

ID genotipovi) u odnosu na one sa homozigotnom insercijom (Il genotip) (de

Carval ho i sar ., 2016) . Ov a | pol i morfizam i
razlilitim stanji ma i bol esti ma, kao ¢gto s
tromboze, hi pertenzij a, koronarne srlane bo

t ok om t r(@odgisar.&015; Fatini i sar., 2000Morgan i sar., 1999; Munhoz i
sar., 2005; Su i sar., 2013).

1.2.3.7. I1TGB3 1565 T>C

U adheziji i agregaciji trombocita tokom hemostaze glavnu ulogu ima integrinski
kompleks na povrgini t r ombocsiat au k | Jjeudlaenn i chd ug
mehani zme jeste glikoproteinski mwhia.mpdieks GPI
kompleks se formira kroz kalcijum zavisnu asocijaciju GPIIb i GPIlla, neophodnu

za agregaciju trombocita i njihovu adheziju na endotel (Calvete i sar., 1995).

Ekstracel ul arni deo ovog gli koproteinskog re
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I VWF i ima ulogu u aktivaciji trombocita (Ma i sar., 2007). Inhibitori GPIIb/llla se

danas koriste da sprele nastanak pkjavwnog wugr
srlogn udara i gl oga. Gl i koprotein 111 a, pozr
kodiran je ITGB3genom koj i se nal azi na hromozomu 1
koja je otkrivena u ovom genu jeste 1565 T>C, poznata i kao PLA1/A2

polimorfizam, i nalazi se u drugom egzonu, na hromozomskoj lokaciji 17921.32.

Ulestal ost ove izmene je i zmelu 1IPerikovai 20% u
sar., 2016). Ova nukleotidna izmena, dovodi do zamene amino kiseline leucin sa

amino kiselinom proli nom na poziciji 59 u polipeptidnom | anc u, gto dovodi

konf ormaci one promene koja je asocirana sa p

[ povelanjem protrombotil ke ak-Penkovaosat, i (Tor a
2016). Ovaj polimorfizam je proudistanpma. i asoc
Pokazano je da izmenal565Cd o v o d i do povelanog rizika za
infarkt miokarda, koronarne arterijske bolesti i heparin om indukovanu

trombocitopeniju (Khatami i sar., 2016; Harris i sar., 2008; Pourgheysari i sar., 2013;
Renner i sar., 2001; Ridker i sar., 1993; Weiss isar., 1996). Meta analize pokazale
su asocijaciju C al el a s a i shemiI'nim ¢glogom (Floyd
miokardijalnom infarkcijom (Floyd i sar., 2014b; Pastinen i sar., 1998). Ovaj
pol i morfizam pgtowdiajvama jesociuj aci je sa razl:il
su ovarijalni kancer i kancer dojke (Bojesen i sar., 20032005;Langsenlehneri sar.,
2006) . Novija istrahivanja pokazala su da |

faktor rizika zZa pro jdabw (<45 Miha), za panbvgenie

tromboti l ki dogalaj, k a o omsa-Penkovari @ar.j 201§;u b i t a k
Ruzzi [ sar ., 2005) . MelLuti m, r dzma Inisua t | I sp
uniformni. Neke studije nisu nagl e nskihhtboznbogaa ci j u AZ

(Renner i sar., 2001), kao ni infarkcije miokarda (Ridker i sar., 199D). Smatra se da
dodatni faktori koji povel akwaag ugtpa oswombodhn

postpartalni per i od i oral ni kontraceptivi,i mogu b
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ponovl!ljenih tromboza kod ml alkLih hena koje

Pankova i sar., 2016).

1.2.4. Trombofilija i reprodukcija

Nasl edna trombofil i jad i monhee mirtai npuriin®u tinnad u k «

hiperkoagulacije kojad ov o d i do kIl i niostdeeosoberkodnkbjib zee . P

iako su nosioci trombofilne mutacije, nikada ne javit r ombot i I ki dogalaj
toga se smatra da dodatni, spol jagnj.i fakt ol
razvao,j hi perkoagul acij e [ poj.aveka bilw enske tr
prepoznato da postoje tri gl avna faktora koc
venama: dinamil ki, me ha@v il kfiakt driiohssuni jmsakifi zi o
melLusobno povezani [ mogu da potenciraju | ec
dovode do tromboze odnose se nazastoj cirkulacije,k 0 j i se mohe javiti u
perioda imobilizacije (-bagat, aWphom ilijdemskimhnj a du
prevozom, boravak u krevetu duhi od 3 dana,
hi vota). Qlvoev osdiet udaoc ipjoevel anog ri zi ka za nakupg
ekstremitetima gde se I formira kiroambora ugr ugae
su mehanil ke povrede Kkoje povelavaju verove
narugavanja integrizkdq@ Kaweali én e updroovdau kicliij e
faktor a i faktora koagul aci j e. Trel i fakt

predstavljaju promene u biohemijskom sastavu krvi. Ove biohemijske promene

mo g u biti nasl edne (kao ¢gto su ianmeneiuci j enci
odrebkLenim geni ma), [ privremene,ukdzrudkug wan
[ di namil ke i me hdavade tioktrembbza knbobilizacija,kopeyacija,
kancer, k o rnih kdneaneptiva ilb supstitucione hormonske terapije,

trud n o |ilapostpart alni period) (Varga, 2007 Varga i Kujovich, 2012).Nal i n na
kojiint erakcija spoljagnjih faktora sa nasl edni

povela rizik za tpnkazangeoutTabklk2Zi dogal aj
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Trombot i | ki d 0 g a L anjom u gemma@socrananrsa trombofilijom,

prviput se mohe doloditi udno|amogipdrioda (Raspollimia r t

sar., 2007). Tudnol a j e fiziologko stanj e s a pove
predstavlja nezavi sni f akt ¢ mpogaotovazza ba@avuz a tr om
dubokih venskih tromboza kod trudnice. Ovo stanje uzrokovano je hormonalnim
promenama u majlinoj kr vae upotveed umekélikond rvam| e
koagulacionih faktora (FVII, FVII, FX, FvW), redukuje se aktivnost prirodnih

antkoagul anasa (PC, PS), a umanjuju se fibrino

De Santis i sar., 2006).
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Tabel a 2.

Stel eni

faktori

ri zi ka i i

Faktor rizka

Rizk za VT (OR)

Interakcija sa naslednim faktorom

1000 (detinjstvo vs.

Prisutvo nasledne trombofilije dovodi do

Godine 065 godilpojave VT u mlalem
Antiosfolipidni 4 Dodatno povelan riz
sindrom
: Veli je VT rizik uk
Porodil|n 23 | hava u porodicma ml
Prisustvo FVLi FIl mutacije dodatno
Kancer 6-7 povel ava r-4ptakod pa@enata
koji imaju kancer
Prisustvo FVLi FIl mutacie dodatno
CVK 2 , I
povel ava ri-3pua za V
Imobilizacija 2.6 Prisustvo FVLpovd ava VT ri-=z
24 puta
Hospitalizacija 8 Nie definisano
Dodatni rizk usled nasledne trombofilije je
Operacia 6 relativno mal. u od
P J usled operacieFVL i Fll-kontradiktorni
podaci
Mehanil] k 5-13 Jog uvek nedovoljno
trauma
Prisustvo FVLii Flpovel avaj u
OK 3-5 30 puta.Deficjencija AT, PCi PS
p o vaeaju rizk za oko 1423 puta.
FVLiFlhet erozigot i, d
HST 24 rizk 14-25 puta.
SMER 2-3 Nie poznato
Gojaznost 2-3 Povelan rizik
Putovanja 5 Letene avionom i nasledna trombofilija

povel avajl@puai zi k 14

VT-venska tromboza, CV¥entralni venski kateter, Oldralni kontraceptivi HS3hormonska
supstituciona terapija, SME&elektivni modulatori estrogenskog receptdrsl|-faktor V Lajden,
Fll-faktor Il protrombin, ATantitrombin, PGprotein C, PSrotein S. (Varga Kujovich, 2012
preuzeto, modifikovano)
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Protekli h godina i nt enzipolmorizagma asocggmih $ai vana u

trombofiljiom kod hena sa reprodukti vnijaomatkeaspehom

trudnol e. Pokazano | e da su genetil ke vari
nasl ednom trombofilijom mnogo egl e prisutnn
tokom trudnol e, venskim tromboemboliamom i g

zdravom, fertilnom kontrol om (Finan i sar., 2002; Bion-Andreani i sar., 2009;

Ko v a $ar., 2010; Yenicesu i sar., 2010). Sam repduktiv ni uspeh umnogome

zavisi od adekvatne maternalno-fetalne cirkulacije. Proces intravaskularne

koagul acije na nivou ut enabkaj an pflaakcteonrt eu mMoO1
ponovljenih gubitaka ploda, intrauterine smrti ploda, preeklampsije, kao i

abrupcije placente. Ta k o L. e, ne treba smetnuti sa uma da

u samom plodu zavise od interakcije koagulacijskih faktora koje produkuje

embri on, odnosno fetus, sa jJjedne strane, [
koj i mo g u proli k r oz sapruge csteanet @dl 1980. gbdme | | er u
pokazano |je da i stelena i nasl edna trombofi
studije pokaz al e s u j asnu asocijaciju i ZzmelLu

reproduktivnog uspeha. Smatra se da raniji gubitak ploda (do 12 ili 14 nedelje)
mohe Dbiti asociran sa maternalnom trombofil
procese, kao ¢gto su pltereaso@ | ampeétaat acirjaa v
Znal ajno v e | anasledne ctrombofilje au o I a v a kods @zbiljnih
kompli kacija tokom trudnol e, koje ukljuluju

intrauterinu restrikciju rasta ( engl. Intrauterine growth restriction - IUGR) i

mrtvorolenu decu.lj Bl at e fneaatieprifnead sntiavor gan i zgr
tkiva majke (zida materice) [ tkiva embri on
samo u toku intrauterinog razvi| a. Preko pl
endokri nol oihbkeaol ogke [ nutri krapej ifuoktjj e mbyp
normalanr ast i razvao,j fetusa. Razvoj pl acente z
u mat ernal ni endometrij um. Citotrofobl asne
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pravilnom povezivanju sa zidom mat er i ce kako bi se omogul
adekvatno snabdevanje fetusa nutrijentima (L
sumononukleusne e pi t el ne | edlnogperekia kptipadhje unotra g nj e m

sloju trofoblasta. Od diferencijacije ov i h | aviki fupkéja horio nskih resica koje
predstavljaju glavne funkcionalne jedinice |
di ferencijacije i fuzije f opolmororaklewsnits pol j agn
sinciciotrofoblastnih lae | ti j an s ploirjta mad egil par
hormona humanog horionskog gonadotropina (hHCG). Glavna funkcija ovog

hormona jeste indukcija hut og tel a da nastavi sa lulen

uzrokuje opstanak endometrijalne sluznice (decidue). U procesu endovaskularne

invazije, citotrofoblast n e l el i j e zamenpujluel epdotiel mj gi |
materilnih arteriola, tako da su do kraja dr
obavijeni citotrofoblastnim |elijama. Gl avni

da decidualn e spiralne arteriole postanu gire i
omogulio | akgi i adekvatniji protok majline
Putem difuzije i osmoze, kao i neki h drugih
ova dva krvotokase uspostavljla pri sna veza koja trKajize sve d:«
pl acente odl azi u embrion preko umbilikal ne

pl acentu preko puplane arterije.

Nedovoljna prokrvljenost placente mohe da na
bilo u maternal n o j [ u fetal noj cirkulaciiji, koj i
nasl edne ili stelene trombofilije. Pregledom
trombof i | i ju uol eno | e postojanj e patol ogki h
povezane sa njenom vaskula i zaci j om. Ove promene ukljulu
pl acent e, vi gestruke infarkcije pl acent e i
hroni I ni vilitis, k ao [ fetal nu t2006;mb ot i I k
Raspollinii sar., 2007).Placentalna insuficijencja mohe da dovede i do i
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fiziologke restrikcije rasta fetusa koja na
fetusa zavisi od kapaciteta placente da prenosi oksigenisanu krv i hranljive
materije od maternalne do fetalne cirkulacije. Pokazano je da hiperkoagulabilno
stanj e | u fetal noj cirkulaciiji mohe da dove
krvnim sudovi ma I posl ediIno do placental ne

(Yalcintepe i sar., 2015).

Kako trombofilij a mo h e d a trdniboze che&e mestu d o poj
i mpl antacij e, vahno j e uzet.i u obzir i an
implantacije embiona. Neuspegna i mplantacija oplolenog
gl avni h problema | VF procedure, a javlja se
podvrgnuth ovom postupku. Postoj e mnog.i faktori

uspegnost asistirane reprodukahiogdene au snpeekdineo
trudnol e, bazal ni ni vo hor mona, broj antral
endometrijuma, p oerusac kag iaehnika egnbribtiansfera koja se

koristi (Templeton i sar., 1996; Egbase i sar., 2000; Ng i sar., 2000; Akande i sar.,

200 2; Kovacs i sar ., 200 3; Qubl an i sar ., 2
takolkLe studirana | rasmacg rgmhi tslaa pmwlj ad/a mi ne
procedure, jer je pokazano da ova stanja ometaju inicijalnu vaskularizaciju koja se

degava u toku i mplantaciij e, a neophodna | e z
sar., 2004; Coulam i sar., 1997; Grandone i sar., 200Geva i sar., 1995; Martineli i

sar., 2003).Rezultati ovih ispitivanja, koji su pokazali da nasledna trombofilija

mohe predstavljati rizi k za neuspeh ART proc
markera nasledne trombofilije u etiologiji idiopatskog inferti | i t et a, dovodel i

poremel|l aja u mehanizmima ukl julenim u proces
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125Terapija trombofilija u toku trudnol e

Anti koagul ant na terapij a u t oku trudnol e d
prevencija i tretman venskog tromboembolizma, a u kombinaciji sa aspirinom

Kori sti s e i kao prevencij a kompl i kacij a
antifosfolipidnim sindromom ili naslednom trombofiljom. Danas je dostupno

nekoli ko razlilitih antitromboti ka bwma koje s
(nefrakcionisani heparin, engl. Unfractionated heparin- UFH i heparin niske

molekulske mase, engl. Low Molecular Weight Heparin LMWH), direktni inhibitori

trombina (oralni antikoagulansi, varfarin i kumarinsk i antikoagulansi),

fibrinolitil ki | ek o\wgacitkslakoviegrdtisakcilmakizekng, i anti
kl opi dogrel ). Direktni i nhi bitori trombi na
trudnica jer mogu da probLu kr Cmnigdr.,&2e@ nt u i 0
Grandone i sar., 2002; De Santis i sar., 2006 Incidenca javljanja spe
embriopatija, usled koriglenja ove terapiije,
Ne ki autori veruju da je rizik posebno vel il
i zmelLu geste i devete nedelrjug.ogTear apiejl @& gv a&rrfi
asocirana | e S a mogulim neurologkim posl ed
kagnjenje u razvoju i hi potoniju kod fetusa

intrakranijalne mikrohemoragije (Yarrington i sar., 2015). Pored toga, pokazana je i
povel|lana incidenca spontanih pobalaja kod h
anti koagul anse u porelbLenju sa trudniviama Kkoj

9.5%, respektivno). 1z navedenih razloga danas se kaoantikoagulantna terapija

kod trudnica kor i st i heparin. Nai me, zbog velike
prolazi fetalno-p| acent al nu barijeru i ne mo h e I sp
uzrokovat. krvarenje kod-hieobusa. |l Aabdbherekea

l'i ne ga veoma pojgwdwnitmr elae Bpedobaosta kariguje

aktivisano parcijalno tromboplastinsko vreme  (engl. Activated Partial
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Thromboplastin Time- aPTT) , i ndi kator koj i mer i efi ke
spoljagnjeg puta koagul acij e, njaefikasnostist i s e
terapije heparinom, u roku od 4 sata nakon poslednje doze smanjuje stopu
postporolajnog kr vabreeznhead nio &madg wll &ezgee | ok al
(Yarrington i sar ., 2015) . Neheljeni ef ekt
ukl jjwliu osteoporozu, trombocitopeniju, al er g
incidencom od oko 3% koja je slillna kao kod
sar.,, 2002). Uprof il akti Il kom tdneamase tsvwedmwiicgae kori
zbog svoje efektivnosti i sigurnosti jer, kao i nefrakcionisani heparin, ne prolazi
placentalnu barijeru. Komparativne studije ove dve terapije pokazale su bolju
bi oraspol ohi vwisuqt diuhpr epbilkut i vnu abMWHkoagul a
u odnosu na nefrakcionisani heparin. Ove karakteristike dozvoljavaju da doza leka
koja se daje trudnici bude fi ksna i da se z
tako da nije potrebno pralenje aPTT. Pored t
manju incidencu trombocitopenije i smanjen risk za osteoporozu, a do sada nije
zabel ehena ni pojava fetalnog il neonatal nc

na terapiji LMWH (Greer i sar., 2005; Yarington i sar., 2015). Sekundarna profilaksa

anti koagul antnim | ekovima nije gertagp@rul |l jiv
davala wusled prolazni h, klinilkih faktora ri
traume, upotreba oral ni h oboont 1 &Haite potd). v a [
Sekundarna profilaksa se preporuluje u sl ul e

prisustva antifosfolipidnih antitela, deficijencije proteina C i proteina S,
hiperhomocisteinemije, ali i nosioca heterozigotne ili homozigotne mutacije FVL ili
FIl 20210 G>A. Benefit, ali i rizik od krvarenja koji nosi sekundarna profilaksa,
mora se pahmajtirvad i r i eval uirati u odnosu n.

parametre (Cohoon i Heit, 2014).
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1.3. Vitamin D

Vitamin D (kalciferol) pripadagrupi st er oi dni h hor mona, a dva na
kojima se javlja su vitamin D 2 (ergokalciferol) i vitamin D 3 (holekalciferol). Vitamin

Dsprodukuje senupekmofunl eviamazitamioDmaosiudok se

organizam ishranom. Naj v el i prirodni i zvor vitamina |
ri bama (kao gto su tuna i |l osos) , dok se
humancetupgé¢lajrakama i siru. U mnogim zemljama
namirnice, kao gto su mleko i ml el ni proi zvec
vitami nom D, ['i me se povelava njegov unos (

sinteze ovog vitamina jestei z| aganj em kohe sunlevim zraci m;
i ndukuj u f ot ol i t idehidioholekteralav dor pre jvitamina7 D s.
Adekvatno izl aganje sunlevim zracima dovodi
tako da nije potrebna dodatna suplementacija putem ishrane, a kakobi ol o g k i
aktivna forma vitamina D ima steroidnu strukturu , mnogi ovaj vitamin smatraju i

hormonom. Ispitivanja nivoa vitamina D u serumu su ukazala na postojanje i

znal ajnih interpopulacionih razlika u kol ili
kako njihovim demografskim poreklom, tako i sre dinskim faktorima kojima su bile

izl ofemeohenost sunlevim zraci ma i dostupno:
Prema trenutnim podacima, veliki deo svetske populacije ima deficijenciju ili
insuficijencjuovog vitamina, ¢gto je posledica nedovo
vi soki h zagtitnih faktor a protiv sunl evi h

siromagne vitaminom D (Dusso i sar ., 2005) .
1.3.1.Sinteza i metabolizam vitamina D

VitaminD3s e s i n t7-dihidrofpcelesterala (derivata holesterola) koji se zatim

fotolizira UV zracima i kao produkt ove reakcije nastaje pre -vitamin D 3. Ova forma
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izomerizuje do vitamina D3 termo-senzi ti vnim procesom. Nast

aktivne forme ukljuluje vije grkazdanena€licie. kompl eks

HO"

7 - dehidroholesterol pre-vitamin D3 vitamin D3

jetra
25-hidroksilaza

OH MOH

| ciljno tkivo bubrezi
I e e —a—— e — |
24-hidroksilaza 10~ hidroksilaza
H OH HO™ HOo™
kalcitroi¢na Kiselina 1,25-dihidroksivitamin D3 25-hidroksivitamin D3

Slika 9. Sinteza aktivne forme vitamina D od 7 -dehidroholesterola
(Dusso i sar., 2005preuzeto, modifikovano).

Konformaciona promena pre -vitamina Dso mogu| ava da sswefvd t@aani n
vitamin D v e z wengu VitaminpD Bindmg Brotei6 - DBP) i da se

krvotokom transportuje do jetre. Nivo DPB -a u p | a z mi je dvadeset p
gto j e potrebno za vezivanje ukupne kol ilin

preko 99% metabolita vezuje za ovaj protein i transportuje cirkulacijom do jetre

( Dusso i sar ., 2005) . Po ulasku u | eliju DB
osl obalLa za dalju metabolilku obradu. U jetr
C25 uz pomol enzima iz superfamilije ci toh

CYP2D25) dovodel i-hidroksivitaminanD sr(25(@H)RA3). @va forma

a7
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vitamina D je glavna cirkuligula forma koj a
DBP proteina (Christakos i sar., 2010). U bubrezima citohrom P450
monooksi genaza 25 {agaHpoihatdikao IKYP27B) knetabolizuje

25(0H)D3 d o 1-ditedBo ksivitamina D 3 (1,25(0OH)Ds- kalcitriol). | ako obe forme
vitamina D (D2iDs) podl ehu ovim metabolilkim izmena
1,25(0OHxDsp ot i I eformmed U dyom obliku, 1,25(OH) 2D3, vitamin D je u svoj0j
aktivnoj f or mi [ di fuzijom ul azi u ciljne |

vitamin D (engl. Vitamin D receptor- VDR) preko koga modifikuje transkripcio nu

aktivnost ciljnih gena (Zella i sar ., 2008) . DBP reubi@iunhi je
1,25(0OH)Ds, alinema uticajna pul 1,25(0OH)2D3vi t ami na koj i ulLe u | el
bi ol ogki aktivan (Zella i sar., 2D:0BY. Zbog

ne mora nuhno da odrahava kol i:DiBikieidni,ol ogKk.i
1985). Ovo e jedan od razl oga zbog l'ega | e g
serumskog nivoa 25(OH)D3 predstavlja najbolji indikator inidividualnog vitamin D

statusa. l ako se ove reakcije degavaju pr e
eksprimiranjeiudrugi m organi ma, ukl julujuli kohu, pl.

se nalazi i u placenti, monocitima i makrofagima (Christakos i sar., 2010).

1.32Bi ol ogke funkcije vitamina D

Sterodini hormon vitamin D, njegov receptor ( VDR) i metabolil Kk i enzi mi koj i
ukl jul Bafr miuranj e bi ol ogki aktivne forme ovec
znalajnu ulogu u vitamin D endokrinom siste
odrhavanje homeostaze | konstantne koncentr
tako gto podstile neeagalbapdizj ucrewiah i miomogul
deponovanje u kostima. Neophodan je za pravilan rast kostiju i zuba, kao i za

dobar rad migila i nervnog tkiva. Nedostat al

hipokalcenemije, hipofosfatemije, demineralizacije kostiju i spo ntanih fraktura,
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bol ova i sl abosti mi gi | a. Pored ovih klasi/

spektar neklasilnih uloga u razlilitim proce

Vitamin D i vaskularni sistem . Pored glavne uloge koju ima u metabolizmu
kalcijuma i fos f at a, u poslednje vreme se sve Vi g«

vitamina D u patofiziologiji kardiovaskularnin  oboljenja (Beveridge i sar., 2013).

MelLuti m, i spitivanje i asocijacija nivoa Vi
probl ematil magiatuartimimi CVD, kao gto su go
i fizilTka aktivnost, dovode i do smanjenja n

Pokazana je asocijacija nivoa vitanina D i HDL holesterola (engl. High Density

Lipoprotein CholesterelHDL hole st er ol ), §gto sugeri ge da vita
smanjenog rizika za CVD. Uoleno | e i postoj a
vitamina D i LDL holesterola (engl. Low Density Lipoprotein Cholesterel LDL

hol esterol ), tri gl bsveideidadatnoiu pritog ipoteziosulbze i na, gt
vitamina D u smanjenju rizika za kardiovaskularna oboljenja (Glueck i sar., 2016,

Wang i sar., 2016).Nizak nivo plazmatskog 25 -hidroksivitamina D asociran je sa
povelanim arterijskim kr va hipertergijui(famezk om i r
Thadhani, 2012). In vitro studije su sugeri sal e da vitamin D
antitrombotilku aktivnost i mogulu protektiywv
sar., 2016; Saliba i sa, 2016). Studija Saliba isaradnika (2016) je pokazalada

supl ementacija vitamitndm obbmdkdddacienamttdg k a t

imaju insuficijenciju ovog vitamina, ali je zdravstvena korist ove suple mentacije

kod CVD pacijenata bila predmet intenzivnih debata proteklih godina (Autier i

sar., 2014 Bolland i sar., 2014).

Studija Vimaleswaran i saradnika (2014 i spi ti val a je asocijaci|j
sa cirkuligulom formom vitamina D, njegov
povelan rizi k za hi parntzenrmZaaywiormutdaminak o j | s u

su CYP2R1 i DHCR7 (koji kodira za 7-dehidroholesterol reduktazu) koji su
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uk Il j ulveamin D sintezu, kao i GC, CYP24A1i CYP27B1lu k | j u Inggov u
katabolizam. Za neke od polimorfizama u ovim genima pokazano je postojanje
asocijacije sakoncentracijom 25(0OH)Dz (Berry i sar., 2012;Vimaleswaran i sar.,

2013;2014).

Vitamin D i imunski sistem. Receptor za vitamin D eksprimiran je u brojnim

| el i jmanskog si st ema, ukl julujul. l' i mfoci te, mo n
'i nil o pr e d mega mnogihiinsupoi-nedijatarskih bolesti. Vitamin D

del uje na funkciju iimunskagsti isMrearp it akmolge mgg g
govorel i, 2D3lr,e2d5u(kQuH)e aktivnost adaptivnog, a
ur oL eimungkog sistema (Shin i sar., 2010). U daptivhom imunskom sistemu,

1,25(OH)D3 inhibira produkciju IgG anti -tela, proliferaciju i diferencijaciju B

limfocita, i inhibira proliferaciju T limfocita. Pored toga, 1,25(OH) 2Ds inhibira

proliferaci j u T pomo | ni K hdperll-e'thl), § samng tenn grddukciju
citokina od strane ovih | el iA)a,, iknatoe rglteou ksiun i
2) i faktor nekroze tumora-A ( TANF. Suprotno tome, OV aj Vi
stvaranje citokina od straege IiT T daguntaltiner nijha
(engl. Thelper22Th2) | el i j a, uUkiaidL-4gHL-6, ILSUL-9 IIn10elE-1 e

13 (Shin i sar., 2010). Zbog svoje sposobnosti da inhibira adaptivni imunski

odgovor, vitamin D, kao i agonisti VDR receptora, sesve vVvi ge loresiii ste u
aut oi munol o gk iulkkspernmemamienimadelama bol e s t i kod hivoti
k ao @ trewmatoidni artritis, dijabetes tip 1, encefalitis, sistemski lupus i

al ergijski encefalitis, a sve Vi @wlesie nj ego:

kod ljudi (Cutolo 2010; Laverny i sar., 2010: Shin i sar., 2010).

Vitamin D i | elijska prodogfeerdoaj @adi nekfl arse d
vitamina D jeste i u | elijsko]j proliferaci]j
ulogu i u apoptozi (Shin i sar., 2010). Tokom poslednjih nekoliko decenija

ispitivano je i pokazano da 1,25(0OH)2D3 ima anti-proliferativnu i pro -
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di ferenaiknnajvwiniowst u razlilitim tipovima | el
osteobl asti, mezenhi mskeaskluli aeni newmndat enle
i munol ogkog si st ema -fr@8iferatinni éfekasse,rbarem jediind 0 ) . Ant
del om, ostvaruj e preko i ndukci j e i nhi bitor :

prelazak iz G1 u S fazu ciklusa, a efekti na diferencijaciju se tvaruju kroz

promenu u ekspresij.i faktora nrRediahibita ci t oki
uvek ©proliferacuvekudiif e nen @iojka eil jeu . U dendrit
pokazano da vitamin D ima ulogu u odrhavanju
ukazuje da je efekat ovog vitamina na prolif
razli kuje se u odnosu na tip l|lelije (Shin i
Pored navedenih uloga vitamina D, u posl ednj

njegov znal aj u gteemwdukriepnochukti vnom uspe

detal jno objagnjeno u posebnom poglavlju 1.3

1.3.3.Receptor za vitamin D - VDR receptor

Bi ologku aktivnu formu vitamin tdbzaciamin ar uj e Kk

D koji pripada familiji steroidnih jedarnih rec eptora. VDR je eksprimiran u jedrima

razlilitih Jelija imunskog sistema (T i B |
endokrinog si stema (pankreasu, pituitarnoj
kompleksu) i reproduktivnog sistema (ovarijumu, uterusu, place nti i

endometrijumu) (Shahrokhi i sar., 2016). Prisustvo receptora za vitamin D u

reproduktivnim tkivima, kao i postojanje polimorfizama u VDR ge nu, sugeri ge
njegov potencijalni znal aj u reproduktivnim
Humani VDR ©protei n jibreceosaporganizavanluinakaikoj ed ar n

regiona (A-E) (Slika 10).
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NH2- Oﬂ -COOH

A/B chZn = E I
427
AF-1
H_J L% >
Y
DNK vezujuéi domen Ligand vezujuéi domen AF-2
Slika 10. Gemat s ki pri kaza (@ussdiesar.V2D@ preueetoe pt or a

modifikovano )

Na COOH-t er mi nusu u E regionu nal azi se |ligand
regi onu, >terminie uNHnal azi DNK vezujuli domen
prstiju. Da bi izmenio nivo transkripcije ciljnih gena, VDR se sv ojim ligand
vezujulim domsmkmmsafinitetom vezuje za | ed
kalcitriola -1,25(0OHrDs. | druge met abcoiltirlikoel af,o rkmego kéat o s
i 24,25(0OH)Ds3, vezuju se za ovaj domen, ali sa mnogo manjim afinitetom. Afinitet

za vezivanje liganda nije apsolutni pokazatelj transkripcione aktivnosti VDR
proteina, j er i ntracel ul arni vaetanspomuju i prote
ligand do VDR receptora, mogu da menjaju stepen asocijacije liganda i VDR-a. Na

COOH kraju Iligand vezujuleg domena nal azi S
(AF2) koji ima glavnu ulogu u ostvarivanju konformacionih promena
trodimenzionalne strukture receptora i koji je esencijalan za aktivaciju

transkripcije. Ovaj korak je neophodan za pokretanje motornih proteina koji su
odgovorni za brzo translociranje <citopl azma

pomol mi krotubul a ( Du senuanalnom kragur VDR pr@ein@ 5 ) . N a
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nalazi se A/B domen u okviru koga se nalazi ligand zavisni transkripcioni domen

AF1, koji ima bitnu ulogu u ostvarivanju tkivno speci fi ' ne funkci je st
receptora (Orlov i sar., 2012). Vezivanjem 1,25(0OH)}Ds za VDR dolazi do
heterodimerizacije receptora za vitamin D sa retinoidnim X r eceptorom (RXR) pri

e mu on postaje aktivirani transkripcioni
regulatorima i preinicijacionim kompleksom transkripcije .DNK v ez uj ul i d o men
visoko konzerviran i nalazi se u C regionu VDR proteina, a organizo van je u dva

modula cinkanih pr stiju. Ovaj motiv odgovoran je za visoko afinitetnu interakciju

ovog kompleksa (kalcitriol -V DR/ RXR) s a speci f entama m DNK
takozvanim VDRE elementima (engl. Vitamin D Response Element3/DRE). VDRE

se sastoje od dva heksanukleotidna ponovka koja su razdvojena varijabilnim

brojem nukleotida, a ova sekvenca usmerava VDR/RXR heterodimer do

promotorskog regiona ciljnih gena vitamina D (Orlov i sar., 2012). Ove sekvence se

nal aze u promotorskom regionu ciljnih gena,
represiju transkripcije (Haussler i sar.,, 1998; Laverny i sar., 2010). Kontrola

transkripcije zahteva dodatno regrutovanje koregulatora koji se mogu podeliti u tri

funkcionalne gr up e: oni koji regul i gu transkripec

interakcijom sa transkripcionim faktorima i RNK polimerazom Il, kompleks

koregul ator a koj i ul estvuj e u modi fi kaci i
deacetil acijom i k omp | eXPs zavisrm j remodg¢lovanjeu k | j ul e
hromatina.

Aktivacija transkripcije uk]Il jSKIP u histonskeoa kt i v a

acetiltransferaze (CBRp300 i PBARSW-SNF ) , koj i vr ge acetil ac
nukl eozomi ma i osl obalaju DNK z akohdemija,s kr i pci
VDR-i nt eraguj ul i proteini formiraju kompl eks
za AF2 domene VDR receptora. VDRI nt er aguj ul i proteini pre
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i zme L u -aM DpBkretanja transkripcije jer interaguju sa transkripcionim

faktorimaiRNK pol i mer az om | | trafiskriptga (Busso iisar.j 200b)r a
Represija transkripcije zapolinje vezivanj e
regrutuju se korepresori VDR-i nt eraguj ul i h proteina Iz f
deacetil aza koji spaeli aaajiu piomsll egarnjneo hreaem v
( TATA vezujulih proteina) za inicijacioni Kk
2005).

Primenom metode masivnog paralelnog DNK sekvenciranja od strane

Ramagopalan i saradnika (2010) identifikovanoje27 76 V DR fmestaij220| i

gena i j a s e ekspresija znal ajno g@womeni | e
(Ramagopal an i sar ., 2010) . ldenti fi kovana \
gena za koje je pokazana asocijacija sa kancerom i autoimunskim bolestima, kao

g t o IR&8) asociran sa multiplom sklerozom i PTPN2, asociran sa Kronovom
boleglu (Ramagopal an i sar ., 2 0 AriitfombinO v i el er
genuu k| j ul eni mkoagulapije,@ac etsakole je pokazano da s
ovim VDR vezujul| iersNFoegasioma raal aza odrelbLenim

(Toderici i sar., 2016).

Pored toga gto funkcionigge kao transkripeci
posttranskripcione, mikro RNK molekulima posredovane, mehanizme regulacije

genske ekspresije Mikro RNK su mali, e volucionok onzer vi r ani , nekodir e
molekuli koji se sastoje odoko 20 nukleotida. Pokazano je da imaju uloge u
razlilitim biologkim procesi ma, kao gto su
apoptozai inicijacija i progresija razvoja kancera. Mi kro RNK (miRNK) prepoznaju

30UTR region ciljne informacione RNK (i RNK)

I RNK degradacije (Mohri i sar . , préo 2500) . Kod
zrelih miRNAK (Kozomara i Griffiths -Jones, 2014) a z a v iugqanihgeda 1/ 3 h
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se smatra da predstavljaju targete za miRNK. Poslednjih godina ispitivano je da li

neke od ovih miRNK mogu biti regulisane od strane VDR -a. Novija studija

i dentifi kovala | e 111 mi RNK u razlilitim |
ekspresijaregulisanaVDR-om. Neke od ovi h | edmaligne,kaoh | i ni j
gt o s u-1,RIWP BPriAR , dok su neke bile maligne i metastatske (RWPE2,

LNCaP, PC3) . Ekspresija mi RNK ispitivana | e
l el ij a, ] edne s&klp2ph(@HpDs,edoktjer deuga kacakordrolna grupa

tretirana sa etanolom (Singh i sar., 2015) Navedena studija je pokazala da se u

nekim slulajevima javlja povelana =ekspresi|j
ekspresija miRNK kao odgovor na tretman vitaminom D . VDR vezujuldi re
nalazili su se na udaljenosti od 5, 10, 50 i 100 kb od miRNK sekvence. Ovi rezultati

sugerisali su da je direktno vezivanje VDR -a u blizini ovih miRNK funkcionalno

znal aj no u obrazcu mi RNK eskpreXiDa@a kao o]
I spitivanja na ovim |elijama pokazala su in

ovih miRNK i njihovih targetnih iRNK (Singh i sar., 2015).

Sa druge strane, i spitivano | e i da | i sam

uticajem neke od mdanBkilkamiRNK wmajlkempemgnearmu

sekvencuUTRa r&@i onom i RNK humanog VDR gen
naj konzervativnij a me L uniR\v25kza lojonpe pokezadRNUK |, bil a
posttranskripciono regulige VDR receptor, d
nivoa VDR -a , a utifle i na ekspresiju ciljnih ger
ti povima kancera dolazi do i zmenjene ekspres
je u tumorskim | elijama smanjena mi RNK ekspr
al i v e | iamaakongept costojanja tumor-speci fi I'ni h obrazaca ¢

povel ane ekspresije mi BNKugépraa Sa pdougkasar
VDRgena kod nekoli ko tipova kancer a, gto | e

bolesti. Kako je ova studija pokazala negativnu regulaciju ekspresije VDR gena od
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strane miR-125h to je bio jog jedan do/bRgenadila j e po
kancerima rezultat smanjene ekspresijemiR-125h gt o posl edi I no mohe
poboljganj a anti tumo B k(Maohri iesfae, k20@9). Fore@ 5 ( OH)
navedene, kao zn aniRxd2 koga dgprenosiuirdibiternoan efektu
1,25(0OHeDzsna proliferaciju i migraciju |lelija ka
MiRNK vremenski i dozno je zavisan od tretmana 1,25(OH)2D3 u odr eleni m

| e ama jkancera. Pokazano je da je smanjena ekspresija ove miRNK u velikom
procentu |l elija tumora kol ona i da je njen
ekspresijom VDR. U saglasnosti sa ovom tumor supresivnom ulogom miR-221 e h i i
podatak da je ekspresije ovemi RNK znal ajno smanjena kod 3¢
(78%) u odnosu na normalno tkivo, dok je eskpresija VDR gena bila smanjena kod

36 od 50 (72%) tumorskih u odnosu na normalno tkivo. Ovi podaci pokazali su da

je miR-22 target za 1,25(OH}D3i da posreduje u njegovoj protektivnoj ulozi protiv

kancera kolona, ali da je ukljulena I u regu

metabolizam i fiziol ogkuDiamilsar.g2012)vi t ami na D (A

1.3.4.Gen za receptor za vitamin D - VDR gen

Receptor za vitamin D kodiran je VDR genom koji se nalazi na hromozomskoj

l okacij i 12q13.1 i veliline |jea.ozkovagl00 kb
hromozomski region se smatrada j e wukl julen u mnoge bol es
anomal i j e, k a o-asagitame balesti, tkpé-A aindiom, kongenitalna

malformacija Milerovog kanala i druge (Lee i sar., 2000b). Gen zaVDR nalazi se u

ovom regionu nizvodno od gena za alfa 1 polipeptid kolagena tipa Il ( COL2A1).

Ova dva gena lokalizovana su na dva odvojena PAC klona (P1057120 i P228P16

(Slika 11) . Pored nekih vel identifikovani h gena
fosfofrutokinaza (PFKM), sentrin (SUMO s peci f i || BENP)pirhistbne a z a

deacetilaza(HDAC7),ident i fi kovani su i nekikcgeni jog u
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e TELOMERE CENTROMERE =%
PAC 228P16 PAC 1057120
0 30 60 90 120 150  Kbp
L L 1 1 1 1 1 1 L 1 1 1 1 L 1 L L
PFK VATPase SENP1 COL2A1 VDR o HDAC7
I | n 1 | (Y | 11 11 1 | 11
o

Slika 11. Genomska struktura V DR-COL2AL1 lokusa na hromozomu 12q13.1.
Strelica predstavlja pravac transkripcije VDR gena (Uitterlinden i sar.,
2004apreuzeto, modifikovano).

Najlegle proul avuwwbRgepuolt kmo vfeinzmisu poletkom d
godi na progl og v e knka Kmjre ¢ li enmjj @am nti é u speci
senzitivnost, kao gto j e skrining pol i morfnih ob
hi bridizaciji. Ov aj skrining vrgio se sa res
otkriveni polimorfizmi  Apal, EcoRV, Bsml Taqgli Tru9l n a kB VDR gena

(prikazani na Slici 12) (Uitterlinden i sar., 2004a). Mnogo informativniji pristup za

detekciju polimorfizama jeste analiza nukleotidnih sekvenci istog VDR regiona

kod odrelLenog broja individua. Ov wadnitiet odu p
1999 anal i zirajuldi 3.2 kb VDrRagera &od pacignata sasUTR r eg
por eme| amiemmerwl!| noj k o (@rigla Boonej Mingral Bensitya BMD).

Kada su sekvencirali ovaj lokus kod dve osobe koje su bile homozigoti za Bsml-

Apal-Taql haplotip (BAt-BAt i baT-baT) ustanovili su da postoji 13 dodatnih

poli morfnih mesta u ovom 3.2kb dugalkom reg
primenili sui Brownisaradnici( 2000) anali ziraj uwDRgekRaodi r aj u

kod pacijenata sa paratiroidnim tumorom. Por ed ranije opisanih polimorfizama,
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Taql i Fokl, ovi autori nisu wuolili postojan
regionima, al i su wuol il dve intronsk&2.i zmene u |
100 kb
5' PROMOTOR [KODIRAJUCI REGIONI |3' REGULATORNI REGION ]

1

f ead b
1 it
4]
Cdx2
G/A
RFLP: Bsml Trudl EcoRV Apal Taql*
bp: AIG GIA G/A GIT TIC
Slika 12. Egzon-intron struktura VDR gena i pozicije na j I eg | e i spitiva
polimofizama. * predstavlja polimorfizme Kkoji S

sekvenci. (Uitterlinden i sar., 2004a-preuzeto, modifikovano).

Od velikog broja otkrivenih polimorfizama u VDR genu, intenzivnije je studirano

samo nekoliko: dva polim orfizma u intronu 8 ovog gena (rs1544410-Bsml i
rs7975232Apal), i dva u egzonima 2 (rs2228570-Fokl) i 9 (rs731236Taql).

Pol i morfizam Fokl ] e, Z a sada, jedi ni ot kr
regionu koji dovodi do izmene strukture VDR proteina,tako da | e se u ovom r
razmatrati nezavisno, dok je za polimorfizme Taql, Apal i Bsml pokazano

postojanje jakeg amet ske ner avnot elinkagewieerudibriond 1tD), ( eng |

zbog l'ega | e se oni razmatrat:i u jednom pogl
1.3.4.1. Fokl rs2228570

Polimorfizam Fokl (rs2228570) je, do sada, jedini opisani polimorfizam u VDR

genu koji dovodi do funkcionalne izmene primarne strukture samog proteina.
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Nalazi se u kodonu 2 na poziciji +27823, a naziv je dobio po restrikcionoj

endonukleazi Foklk 0 j a mo he d aa genetipizadju. Ussetl supstitucije

timina citozinom (ATG -ACG) dolazi do stvaranja drugog start mesta translacije, a

Uu zavisnosti od start mesta sintetigu se i
Postojanje T alela (poznatog i kao falel)dovodidosi nt eze duhe varijante
(427 amino kiselina), koja se naziva i M1 forma, zbog metionina na prvoj poziciji.

Ukoliko se na datoj poziciji nalazi C alel (poznat i kao F alel) dolazi do sinteze

protei na kanano «igeling g24 @amino kiseline), koja predstavlja M4

formu receptora, jer se metionin nalazi na 4 poziciji. Ove dve varijante receptora za

vitamin D se ne razlikuju prema vezivanju za DNK, afinitetu za ligand, niti po

heterodimerizaciji sa RXR-om, ali je pokazano da izmenjeni protein,uslul aj u FF

genotipa, ima 1.7 puta povel ana.Kak&gseobwjnost (U
polimorfizam nalazi u egzonu 2, moMDB se s me
gena, buduli da su anali ze LD bivezknosisa pokaza

drugim analiziranim polimorfizmima u ovom genu (Uitterlinden i sar., 2004a).

Fokl poli morfizam dosta | e proul avan u st
kanceri ma. Znal aj natela vFokl golimoifiznsat javlja oss kod
kancera doj ke, porroeskttaatl en,o gk oih eqg v akroilj al nog k a

melanoma (Kostner i sar., 2009 Denzer i sar., 2011). Osim ovih ispitivanja,
pokazano je da Fokl polimorfizam ima znal aj a
mnogo aktivniji kod nosioca F alela (Van Etten i sar., 2007). Pokazano je da osobe
sa HIV infekcijom imaju znalajno brhu progr
genotipa Fokl pol i morfizma (Nieto i sar ., 2
asocijacije F alela sa razvo)@avesavaboblestimuns ki h
Hagi mot o sunovom (n &imar sar, 2006).1l&o dovodi do
povel anog rizika zZa neka stanja, F al el u

protektivnu ul ogu. |l spitivanje njegove veze
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daFFnos oci i maju blahi oblik bolesti i bolji o
sar ., 2016) , a uolena e i protektivna ul oge
sar., 2011).

1.3.4.2. Bsml rs1544410 Apal rs7975232 Taqgl rs731236

Za razliku od Fokl polimorfizma, os t al i proul avani pol i morfi zn

nemaju uticaj ni na nivo njegove ekspresije, niti na aktivnost samog VDR

receptor a, al i je u brojnim studijama poka:
bol esti ma. Pojava ove asoci hpolmofizamakdk¢ agnj av a
sa neki m, jog uvek neidentifikovani m, funkc

unutar samog VDR gena, tako i sa polimorfizmima u nekim susednim genima na

istom hromozomu, koji mogu imati f unkcionalnu ulogu u ispoljavanj u tih bolesti

(Jurutk a i sar ., 2001) . Pol i mor fi zmi BRI , Apal
gena (Slika12) . l zmene na ovim pozicijama ne dovod:«
sekvenci, pa samim tim ni do strukturnih modifikacija u receptoru, ali neki autori

sugeri gu udta cmdgu na stabilnost i RNK zbog svo
regi ona. Ovi regi oni poznat. su po tome ¢gto
destabilizacije iIRNK i uticati na nivo genske ekspresije. Bsml, Apal i Taq|l

pol i morfi zmi s u I akaj gametskop m s i a¥vamaot elhi, p vezano

sugerisano je postojanje i LD sa drugim polimorfizmima koji mogu uticati na

funkciju VDR gena, ¢gto mohe biti jedno od objagnj
razl i I it ijama(pitetlirdéno gan., 2004a). Merenje LD-a opisuje asocijaciju

alela susednih polimorfizama jedan sa drugi I
jednog polimorfizma mohe da egamisapnjinezbogi de sus
mal e stope rekombinacija izmelLu njimlutokom
funkci onal ni, uoleno je postojanje jake veze s
na 30 UTR kraju, gto mohe wuticati na stabil

asocijacije ispitivale su vezu ovih polimorf i zma sa tel eésgomazebighaoam
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(engl. Body Mass Index BMI), gustinom kostiju, insuli nski zavisnim dijabetesom,

autoi munskim bol esti ma, aplastilnom anemijom
stanjima (Al-Daghri i sar., 2014; Cooper i sar., 1996 nNnurovi |l ] sar . ,
McDermott i sar., 1997 Vasilopoulos i sar., 2013).Me L ut i m, rezul tat.i IS

poj edi pdimonfizama u ovom lokusu nisu konzistentni. Kada je otkriveno

postojanje jakoglLD-a i zmelu ovi h pozicija, istrahivalk
ispitivanjima haplotipova Bsml -Apal-Taql kako bi objasnile postojanje veze ovih

blokova sa nekim bolestima (Denzer i sar., 2011; Yei sar., 2001; Yu i sar., 2016).

Bs ml polimorfizam nal azi se U negto sl abijoj
polimorfizma, dok se Apal i Tagl nalaze jal e ezani. Pretpostavlja se da se
polimorfizmiu VDR genunalazeulD-uisa nekim drugim, funkci on
alelskim mestima unutar VDR gena ili nekog drugog gena u blizini, i da na taj

nalin imaju ulogu u ispoljavanju bol esti
1.3.5.Vitamin D i reprodukcija

Viamin D je asociran sa fertilnoglu i reprod
studije na model u pacova pokazale su da po
forme vitamina D, 1,25(0OH)2Ds, za VDR receptor u reproduktivnim tkivima, kao

gt o su ut egrtuos jie tkeasstniisjie, potvr Leno i kod | j uc
pokazano da su enzimi CYP27B1 i CYP24Al, kao i receptori VDR i RXR,
eksprimirani i funkcional ni u humanoj pl ac:¢
aktivnog 1,25-dihidroksivitamina D i lokalno (Diaz i sar., 2000; Tanamura i sar.,

1995). Metabolizamvi t ami na D, kao i KT jul ni regul ato
placentalnom i fetalnom sistemu prikazani su g e ma na3fidi 13. Konverzija pre -

vitamina 25(0OH)D 3 u vitamin 1,25(0OH)2Ds u bubrezima majke katalizovana je

enzi mom CYP27B1 koj.i povel alaitammmeaake n i ni vo
trudnolEkspresija ovoge i a rfeminimarofollastimav al

maternal nim decidualnim |elijama (koje preds
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i zmelu nrmeajtlues ail) odmah na poletku rane gestaci
ovog enzima u decidualnim |Jelijama 8 puta Ve
treld tri mestar trudnol e sugDevitangna bitokuz nal aj ni
rane trudnole (Ch20%0pkobelkutiam, prol azak kr
lak. Prisustvo CYP27B1 enzima i VDR receptora i u maternalnoj i u fetalnoj

komponent i p | ac e niemlnussintgze vitamina D. @retpostavhena

funkcija dodatne placentalne sinteze 1,25(0OHkD3 t o k o m trudnol e i

imunomodulatornu ulogu (Liu i Hewison, 2012).

25(0H)D;
i
[cvpart |, [cvparet |
|
nx

- =1,25(0H),D;, 1,25(0H),D;

1,25(0H),D,

|

fetus

- - -

11,25(0H),D,——]

majka

VDR I VDR

skeletni razvoj

homeostaza kalcijuma
anti-mikrobna

anti-inflamatorna
L]

decidua trofoblast
majka fetus
Slka 13 Vi tamin D metabolizam i njegova ul oga t

(Liu i sar., 2012preuzeto, modifikovano).

U humanim sinciciotrofoblastima je pokazano da 1,25(OH)2Dsst i mul i e sekr ec

estradiola (Barrera i sar., 2007), a da on ima ulogu u angiogenezi i prokrvljenosti

pl acente (Al brecht [ sar ., 1990; 2010) . Jog
govore o ulozi vitamina D u vaskularizaci]ji
postojanje asocipci | e I zmelLu ni ske koncentracije Vi
vazodil atatorne funkcije na nivou endotel a (
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da | e povel an maternal ni ni vo vitamina D
poremel|l aja u vaskuldartirzuadcniojlie pul akcoejnotje ,j ek opl o
(Gernand i sar ., 2013) . Ovo ukazuje na mogu
ni voa vitamina D u fetalnoj restri kciji rast
potvrlLuje hipotezu da p o s tteonplni nutrittvra $tatuk,a u o0 d g «
ukl julujuli i vi t paahploda OGe run aonddn ois us aira. 2013)
komponenta vaskularne funkcije placente, k o
uticajem vitamina D, je angiogeneza. In vitro studija (Grundmann i sar., 2012) je

pokazal a d a vitamin D poboplrjogaiviaer angivaghna
endotelaida 1,25(OHyD povel|l ava sekreciju vaskul arnog e
u fibroblastima (engl. Vascular Endothelian Growth FacterVEGF), direktno kroz

aktivaciju promotora VEGF i indukciju genske ekspresije (Levine i Teegarden,

2004) . TakolLe Jje pokazana i vi soka ©preval en
infertilnih hena u postupku asistirane reprc
vitamina D u implantaciji embriona i ranim fazama trudnol e (Pa
2015).
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1.4. Vitamin D i trombofilija

SerumsKki ni vo vitamina D asociran je sa go]j
metabol il kim sindromom (Ford i s anotiv,za 200 9 ; |
Ispitivanja asocijacije ovog vitamina sa rizikom za kardiovaskularne bolesti

(Anderson i sar., 2010; Beveridge i sar., 2013). Nizak nivo vitamina D je asociran sa

povelanim rizikom za kardiovaskul arne bol est
koronarne bolesti i tromboembolizam ( Modarresi-Ghazanii s ar ., 2016) . I ak
studija nije pokazala postojanje asocijaci]je
asocijacija s a trombozama | og uvek nedovol
prevalenca pacijenata sa CVDk o j i i maju deficijenciju vitam
dal j i m i st rMedairesi&hazanin asar.,(2016). Novije in vitro studije

sugerisal e s u da vitamin D mohe i mati ant i
protektivnu ul ogu u r a z | obdljanjima.mPokkzanade ov as k u
l nverzna asocijacija ovog Vvitamina sa ni Vvo{
njegovu protektivhu ulogu u CVD bolestimai t r o mb o tstardjika (@lueck i

sar ., 2016; Sal i ba [ sar ., 2016) , k ao i m
metabolizam i bi ol ogku d1dHFR wena. dcrdd toga, t a mi n a
sugerisano je postojanje potencijalne uloge vitamina D u regulaciji nivoa

antitrombina, preko VDR. Pokazano je da VDR knock outmi § e v i i maju znal
smanjenu ekspresiju ATIIl gena u jetr i kao i da je oko 20% ni f
ATIIl proteina kod vdr-/-mi geva u odnosu na kontrolnu gr
2004) . Regul acija antitrombina od strane vi

rezul tate wu postojanj u veze . Nekofke Istudijavi t ami n

pokazal o je inverznu r el acigsjipredisppaitgelza s er ums
venski tromboembolizam i aterotrombotil ke bo
vitamin D ipak ne igra znal ajnu Jaghgru u pat c
sar ., 201 2; Br odi n velika gtudija sprovefedalna evropskim k o L e
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populacijama pokazala je da suplementacija vitaminom D ima zanemarljiv efekat

na smanjivanje rizika za t raojeipakokazanoaul ko vi |
mogul u ruwrdiuzkickiag za i1 di opat ski venski tromboe
primale kalcijum i vitamin D suplementaciju (Blondon i sar., 2015). Jedan od

mogul i h mehani z aonedekig viasinaD na impnske &istem. L elije

ovog sistemai maj u znal aj rkwlarnim bolestima koju wsavaruju preko
produkcije citokina i posl ediI'ne i munomodul
glavni h faktora koji su vahni u patofizi ol
(Beveridge i sar., 2013)Studija Toderici i saradnika (2016) je ukazala na postojanje

novog el ementa Kkoji mo h e i mat i ul ogu u oV
identifikovane su tri gen ske mutacije (c.42-1087-1068dup, ¢.4210601057dupTTGA,

c421 056 G>A) u i nt r o nirusilico predikaje u JABPAR soétveru,

koje se nalaze u VDRE sekvenciATIll gena kod pacijenata koji imaju antitrombin
deficijenciju, podrhavajuli koncept regul ato
kontroli ovog gena. Ista studija pokazala je da se polimorfizam u intronu 1 -

rs2227589 Toderici i sar., 2016, koji je analiziraniu na g o ,%d naldzi § i

VDRE elementu ATIIl ge na . Genetil ke wvari jAlitgena u VDRE
mogu pogorgati stanje def imoigjudorbdpiaj gen jveintjaamijnea
deficijencija datdmviede Ddmopevel anog rizika
osobakoesu nosioci specifilnih mutacija i/l./I fun

sekvencama razlilitih gena, kao I u VDR i R

metabolizam i aktivaciju vitam ina D (Toderici i sar., 2016).
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Rezultati i spitivanja pojedinalnih polimorf
njihova asocijacija sa odrelLenim patologkim
je put koagulacije veoma kompleksan, sa mnogobrojim faktorima koj i ulestvuju wu
uspostavljanju hemostatske r awiogetspitvanje j edan

interakcije polimorfizama u genima asociranim sa trombofiljom i detekcija

potencijalninvisokor i zi I ni h genoti pova za pojavu infer

Pored koagulacije, novij a i strafhi vam§ia sugergagiuz da [
koj i ma u\VitamntDvmogue a k aldvestido pojaver az | i 'i ti h obol j e
autoi munski h, preko mal(Cotpmesehi,sar.,d2015).0sinme k ol o § k
osnovne uloge u metabolizmu k alcijuma i fosfata, pokazana je i potencijalna uloga

vitamina D u imunskom , kardio vaskularnom i reproduktivnom sistemu. Prisustvo

receptora za vitamin D u reproduktivnim tkivima, kao i postojanje polimorfizama

U genu za receptor za vieami haDnpismgefageuny
Pored toga, novije in siicopr edi kt orne studije ukazale su
VDRE elemenata u genima asociranim sa trombofilijom, kao i potencijalnim

mutacijama koje mogu objasniti ulogu vitamina D u povelanonm ri zi ku
t r o mb o d$tanjd Kraderici i sar., 2016). Na osnovusvega toga postavljene su

sl edel e radne hipoteze

0 Vi sokorizil ni al el i u geni FPAIEHG>ACHITr ani m s
20210G>A, MTHFR 677 C>T, MTHFR 1298A>C, PAI-1-675 4G/5G, ATIII
786 G>A, ACE | / D IT&B3 1565 T>C), kao i polimorfizmi u vitamin D
receptor genu (Fokl, Apal, Tagl i Bsml) asocirani su sa pojavom primarnog
i sekundarnog idiopatskog infertiliteta.

O Interakcija izmelLu gena VDRa@ena kamnsvih sa trc
analizir ani h gena zajedno, mo h e dovest.i do

genotipova koji mogu predstavljati rizik za repr oduktivni neuspeh.
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i

U cilju

Postojanje specirmnfai3idnikWbDRiganp (BarttApa -dagid

asocirani su sa pojavom infertiliteta, primarnog i sek undarnog.

ispitivanja radnih hipoteza, postavl jeni su sl edeli ci | j
| spitati ulestal ost etiologkih mmaiktora i
postojanje eventualnih razlika i1 zmelLu isp
Ut vrdi ti gdnetisovaa i @lsla polimorfizama u genima za

trombofiliju , ispitati razlik e u di stribuciiji genoti pova
ispitivanih grupa i i zralunat. rizik za nastanak i

odnosu na ispitivani polimorfizam.
Analizirati multilokusne interakcij e u genima asociranim sa trombofilijom i

utvrditi da li ove interakcije formiraju visokor i zeigénatipove za pojavu

infertiliteta.
Ut vrdi ti ul e st adletapolimafie ama u VPRogerau, ispitati
razli ke u dobijeni mamlizitanihbuepaamai zeambluno

rizik za nastanak idiopatskog infertiliteta.
Ispitati postojanje haplotipskog blokailLD -a i zmelLu pol VDRor f i z a me
genu i utvrditi da |i postoje razlike u di stri buci i hapl ot i j

analiziranih grupa.

Analizirati multilokus ne interakcijieuVDR g e nu i I S p paostajanp mogul e
visokor i zi 'ni h genotipova za nastanak infert
Ispitati multilokusne interakcije svih ispitivanih polimorfizama u genima

asociranim sa trombofilijamai VDR genu i utvrditi postojanje visoko r i zih I n

genotipova za nastanak idiopatskog infertiliteta.
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3.1. Ispitivane grupe

| spitanici Koj i su ukljuleni u ovu studiiju
standardi zovanog medicinskog upitnika koji ]
tokom trudnole (tipthaodhdertrudnelk a, poeovI j eni
i ntrauterina s mrt pl oda, br oj neuspegni h
trenutnom i  pre thodnom  zdravstvenom stanju (pojavi tromboza,
kardiovaskularnih oboljenjailidrugihbolestt kod 1 spi tani ka), porodil
(koja je ukljulivala pitanja o postojanju k¢
kompli kacija tokom trudnole u porodici), k ac
(pugenje i fizilka aktliivimarmjte .i ZKrsittuediijjernbi Izi
stelene trombofilije (deficijencija proteina
| upus anti koagul ans) , kao i pri sustvo pozna
(mugki faktor, kongeni t aelnree ga moenkaolliojgek iunt eprruesg
ultrazvulnom dijagnosti kom, sindom policisti
Svi testirani i spitanici dal i Ssu potpisani
studiju. Et i I ki komitet Medicinskoeg dfna kcuil toedtrah aun of e
semptembra 2013. godine odobrio-®provolenje

U studiju je ukljuleno 117 pacijenata hensko
kojih je 58 (49.57%) bilo sa primarnim, a 59 (50.43%) sa sekundarnim infertitetom.

Od hena sa sekundarnim infertilitetom 52 (
spontani gubitak ploda , koji se kod 45 pacijentkinja dogodio u prvom trimestru

trudnol e, dok se kod 7 od njih gubitak plod
preostalih 7 (11.8%) pacijentkinja 5 je imalo biohemijski registrovanu t r udno | u,
jedna pacijentkinja je imala v a n ma tue rti rl tndanza jednu pacijentkinju nije

bio dostupan podatak o vremenu gubitka ploda. Ispitanic ama iz studijske grupe

ut vr L i vboohemijsls paramet r i hemostaze i antituel a na

kako bi se selektovale osobe sa negativnim n
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Kontrol nu @rjeulpu0 lfiensdi nog geogkagefimduog por e
najmanjej edno roleno det eSvbenelzkordrome bripk sudbilej a .
sa negativnom | il nom anamnezom nantimomboze

toku trudnol e.
32.Biologki wuzorci i izolacija DNK

Prikupljeni bi ol og ki u ztkonja cii kontpla dili jswe ruzorci krvi (108

pacijentkinja, 30 kontrola) ili uzorci bukalne sluznice (9 pacijentkinja, 100 kontrola).

Ispitanicama se uzimao uzorak pune krvi u vaku um epruvete sa EDTA, ukupne

zapremine o d 5ml . Za uzi manj e bukal nog bri sa k
(kolektor) kojim se nekoliko puta protrljala un ut ragnj a strana obr
prikupljenih uzoraka krvi i brisa izolovana je ukupna DNK za analizu,p o mo | u
komercijalno dostupnog kita za neorgansku izolaciju (Qiagen, GmbH, Hilden,

Ne mal).k a

3.3. Real Time PCR genotipizacija

3.3.1.Genotipizacija Real Time PCR metodom sa TagMan probama

Genotipizacija polimorfizama u genima za trombofiliju: FV 1691 G>A, Fll 20210

G>A, MTHFR 677C>T, MTHFR 1298A>C, PAI-1-675 4G/5G, ATIIl 786 G>A, ACE

/D i ITGB3 1565 T>C sprovedena | e pri menom met
polimerizacije u re alnom vremenu (engl. Real TimePCR) na RealTime PCR ViiA7

instrumentu (Applied Biosystems, SAD). Za sve navedene polimorfizme, osim

PAI-14 G/ 5G, kori gl eni S u eesa (hagMan iSNPa Gemaiypingo st up ni
Assay, Applied Biosystems, SAD),s a r a zjima 4DxXza prajmere i probe i 2x za

reakcioni rastvor (Universal TagMan Master Mix, Applied Biosystems, SAD).

Detalji o polimorfizmima analiziranim ovom metodom prikazane su u Tabeli 3.

Polimorfizam PAI-1 4 G/ 5G anal i ziran j e pri mehnom spe

praj mera i proba [Iije su (deeHaas esarc 2010hPaev e d e n e
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reakcije genotipizaci|j e, ralkenéaomerejainbevanti fi

dostupnim prajmerima i TagMan probom za hTERT (humana telomerazna

reverzna transkriptaza) (Applied Biosystems, SAD), po istom protokol u kao i

navedeni SNP polimorfizmi. Za reakcije genotipizaciiej e kori gl ena koncer

DNK i zmelu &0 ukupn&oOvolumgru reakcionog rastvora .

Tabela 3.Genske pozicije i tipovi polimorfizama koji suanalizirani TagMan Assay-om.

Gen P olimorfizam HGVS nomenklatura rs broj ID TagMan Assay
FV 1691 G>A NM_000130.4:c.1601G>A rs6025 C__ 11975250 _10
Fll 20210 G>A | NM_000506.4.c.*97G>A rs1799963 | C__ 8726802_20
MTHER 677 C>T NM_001330358.1:c.788C>T |rs1801133 | C__ 1202883 20

1298 A>C NM_001330358.1:c.1409A>C | rs1801131 | C___ 850486_20
ATIII 786 G>A NM_000488.3:c.41+141G>A | rs2227589 | C__ 16180170 20
ITGB3 1565 T>C NM_000212.2:c.176T>C rs5918 C___ 818008 30

HGVS-engl. Human Gene Variants Society

Komercijalno dizajni ran kit za TagMan genotipizaciju sastojao se od uzvodnog
(engl. Forwardd F ) i nizvodnog(engl. Revers& R) prajmera i dve TagMan probe
koje su komplementarne sa ciljnom sekvencom u kojoj se nalazi SNP od interesa.
TagMan probe su na enefloarescerinonk bojam FAMalVEC) e h

l'i geesl obalanje i posl edil na fl uorReaszde nlciitjoa

f

ob el eTagviareprobe kojesek or i ste za det ekciajlikujuseal kast il

samo u jednom nukleotidu, u odnosu na to da li je sekvenca komplementarna

divljem (wt) ili varijantnom alelu (mut). U intaktnom stanju probe ne fluoresciraju

zato gto se na 308 kr aj englr @ubneheykailindilzra apr i gu

emitovanje fluorescentnog signala preko transfera energije fluorescentnom

rezonancijom (engl. Fluorescence Resonance Energy TrandiRET). Kod ovog tipa

fluorescencij e, dva mol ekula koja su wudal jer

prenesu ener gigdoosnbmuiem ezorahcgengnexgija fluorescencije

safuorescentne hromofore se prebacije na pri

hromofora na bliskom rastojanju (na primer na istoj kratkoj probi). Hidroliza probe
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razdvaja ove mol ekul e, tako da se fluoresce
Nakon hibridizacije pragmeraipr obe sa <ci |l jnom sekvencom, T
ekstenziju i istovremeno hidrolizuje komplementarnu TagMan probu sa 506 kr aj a,
'i me se fl uorescentmrai ghuadyjeraitigedse flumresadn@a u o d
reakcionom rastvoru. Kod homozigotnog genotipa (bilo wt ili varijantnog)

instrument detektuje samo jednu boju, dok | e prisustvo heteroz
obe fluorescentne boje ( Br aj u gk o.vAlel-s pexG2f2)f ne fl uorescen
detektovane su i anal udioiReahTine PGRsoffvevapvo3l2 Quant S

(Applied Biosystems, SAD).

Tabela 4. Sekvenceizvodnog(F) i nizvodnog(R) prajmera za ACE i PAI-1 polimorfizam.

Sekvence uzvodnog (F) i nizvodnog (R)

Gen | Polimorfizam HGVS nomenklatura )
prajmera
F:55GCCAGACAAGGTTGTTGACACA 3
R:5' GCCGCCTCCGATGATACA 3
= 675 4G/5G v 5
E (rs1799889) NM_0006024:c.-816A>G Sekvence TagMan proba

5 VIC-TCCCCACGTGTCCAMGB 36
5' FAM-CTCCCCCACGTGTGM GB 36

I/D NM_000789.3:c.230419 2306 |F: 56 CTGGAGACCACTCCCAI
(rs1799752) 118insATACAGTCACTTTTTTT [ R: 50 GATGT GGCCATCACATT(

ACE

HGVS-engl. Human Gene Variants Society
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3.3.2.Genaotipizacija HRM metodom

Rezultati za ACE I/D polimorfizam dobijeni su primenom HRM (engl. High

Resolution Melting - HRM) PCR metode koja je razvijena
laboratoriji (engl. inhouse) U reakciji je koriglen HRM Mas
Scientific, SAD) u totalnom volumenu reakcije od 2001 dok je finalna

koncentracija prajmera u reakciji iznosila po0 . 450OM. Sekvence prajmer
su u Tabeli 4 (preuzete iz Munhoz i sar., 2005. PCR amplifikacijai ut vr Li vanj e
krive topljenja amplikona r a L e ni su na VinstrAmemu (Rppleett Ti me

Bi osystems, SAD) , a rezultati su anali zirani
PCR softvera,v. 3.2 (Applied Biosystems, SAD). Nakon 40 ciklusa amplifikacije (15

sekundi denaturacije na 95A C i 1hibridizacijeti ekstenzije prajmerana 62 AC)
dobijeni PCR produkti su denaturisani 10 sekundi na 95A C, zhibridizavani 1

minut na 62A C, nakon [ ega | e afragnieeata nakempesakuramao p|l j e n |
od 62AC @54 C, brsirem promene od 0. 02AC/ sekundi . Profil
analizirani koriglenjem HR M SyStenf {(Appied Mo dul &
Biosystems, SAD), kojin a m o mo grazliksovaaje ACE genotipova (D ili ) na

osnovu oblik a krive topljenja i vrednosti t a é tépljenja amplikona (Tm vrednost).

Dobijeni genotipovi su provereni na podgrupi od 20 uzoraka , elektroforezom na

gelu, pr i e mu s u dolalilp0&rkonzistewtrs salrezwdtatima HRM

analize.
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3.4. Genotipizacija RFLP metodom

Polimorfizmi u genu za receptor za vitamin D: Fokl (rs2228570Q
NM_000376.2:c.2T>C) Bsml (rs1544410 NM_000376.2:c.1024+283G>A), Apal
(rs7975232NM_000376.2:¢.102519G>T) i Taql (rs731236 NM_000376.2:¢c.1056T>C)

ti pizirani su anal i zom (kaonih fregmenataz (angla duhin
Restriction Fragment Length PolymorphismsRF L P) . Segment i DNK Kkoj
analizirane polimorfizme ummeakdie v &kmiri gl e pjr & m

Gr een Tagq Master Mi x a (Ther mo Fi sher Sci el
uzvodnim i nizvodnim prajmerima (sekvence prajmera date su u Tabeli 5) u

ekvimol arnoj koncentraci jtermandm profilu :09582G0 M, p o
3min, 10 ciklusa: 95A €30sek, 6% €30sek, 72 G1min, 30 ciklusa: 95A €30sek, 60\ €

30sek i 72A €min, finalna elongacija 72A &min. Nakon dobijanja PCR produkta,

ampl i koni su digerirani pomol u odgovarajul il
Apal i Tagl (New England Biolabs, SAD). Digestija za sva 4 analizirana
polimorfizma vrgena je prekd rm@leic,i fnd nopt izmec
od primenjenih enzima: Fokl na 25A CApal na 37A Ca Taql i Bsml na 65\ CNakon
zavrgene digestij e, restri kcioni fragment.
bojenom etidijum bromidom. Elektroforeza se odvijala u 0.5xTBE puferu, pri

konstantnom naponu od 200V, u trajanju od 30min. Gel je analiziran pod UV
svetloglu transiluminatora (Vilber Lour mat ,
restrikcionih fragmenata k or i gl en j e Lonz @&onzaDSAD)pMalDlNA | ed e r
sl ovi ma (pohaitanroesdlrok@i onog enzi ma) obel eha
restrikcionog mesta, dok je velikim slovima oznal avano odsustvo res
mesta u datom polimorfizmu. Informacije o analiziranim polimorfizmima, kao i

duhinama restrikcionihlifsragmenata date su u
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Tabela 5. Detalji o polimorfizmima analiziranih RFLP metodom.

Gen | Polimorfizam | Pozcija | Sekvence uzvodnog (F) i nizvodnog (R) prajmg Enzim Restrikciono mesto Produkt
Z
rs2228570 | Egzon 2| F5 NSGATGCCAGCTGGCCCTGGCA Fok 5.NGGATG(N) .3 T (f): 198bp+75bp
T/C il TF +27823 |R:I5 NKGGAAACACCTTGCTTCTTC 5 .N@GATG(N);V...S Nij C (F):273bp
Z G (b):648bp+175b
rs1544410 | o |[FF50CAACCAAGACTACAAGTACG 5.NGAATGCN .3 A ((B;,SZ%Z P
o G/A il b/B R56 AACCAGCGGAAGAGGTCA A 5.N§:TTAG§/GN...3 Nj
&)
Z
> | rs7975232 | Intron 8 Apal 5.N:GGCCC..3 G (a):831bp+245bp
GIT i a/A +61888 . T (A):745b
F'5 NAGAGCATGGACAGGGAGCAA 5.NGyCCGGG..3 Nj (A):745bp
R:5NNGCAACTCCTCATGGCTGAGG VA
rs731236 | Egzon 9 ’ Taq | 5 CGA-3 T (T):496bp+249bp
TIC i Th +61938 5. NAGGYT...3 Nj C(t):293bp+251bp+201bp

76



Materijal i metode

35, Statistil ka anali za

Za analizu distribucije ulestal ostBRSSkako g:¢

stati sti | k.il7.0iB6 8RSE maen SAD). Tablice kontigencije su analizirane

primenom hi-kvadrattesta((®) , a u sl ul aju kada su dobijenc
od 5% koriglen je Figerov egzaktni test.

Rizik k 0 j i NoSsi odreleni al el i | nja (pfertiteta i p 2z a p
posmatranogkao j edi nstven kIl i niiraknog iliesektindarnegt |, odnos
infertiliteta, posmatranih zasebno) procenjivao sepr i menom | ogi sti ke r
anali ze, koj omn¢e @malh@ddsaRatiod OR) sa intervalom

poverenja (engl. Confidance Intervat Cl) od 95%, k or i gth e n pdpakets
SPSS/.170.Ukol i ko su p vrednostsusmahosankesDati §6
z n a lina. jRagresiona analiza je metoch p 0 mo | ue s&k anglizra povezanost

Il zmelu zavi s nipmomenljivinePosebna forma regresione analize je

logist i  ka regresija koja se koristi kada zavi s
vrednosti (r e L. e Vvi gedookd ndevzea)v,i sne promenljive mog:!
kategorijalne il:i nji hova kombinacija. Zbog
regresioni model s e nazi va [ bi narni l ogi stil ki r e
promenl jiva se kodira tako gto se jednom i sh
dobio | ogi sti | ki regresioni model , potrebno |
zavisne promenljive, koja se naziva logit transformacija. Logit transformacija

predstavlja prirodni logaritam unakrsnog odnosa varijabli.  Unakrsni odnos ili

o dn o s dgj@mesuipovezanosti nezavisne promenljive sa ishodom od interesa.

Gansa je odnos verovatno|l avdanseki dogasteadadegs

desi . Ukoli ko je OR=1, ni j eidnaaj ad ggnepaza
ostvarivanje i shodiao.d Ukotlo kmonaglei GlRa vaeklo s e t
varijabla povel a, rizi k da binarnaevVvawiaj abl a

Ako je OR manje od 1 ptroedzrkaloirsd#da whkpopi jsaeblta
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smanjuje se rizik da binarna varijabla dobije vrednost 1 (Peng et al, 2002;

Sperandei, 2014)

I nterakcija gena, odnosno ispitivaniem pol i mo
analize generalizovane multifaktorske redukcije  dimenzionalnosti  (engl.

Generalized Multifactor Dimensionality Reduction GMDR) (GMDR softver, v. 0.9).

Ov aj neparametar ski statistil ki opigivanijest up on
nelinarnih interakcija izme L u di s kr et nfakiorag sredmgkih falkt oreh

kako onih sa diskretnom, tako i onih sa kontinualnom distribucijom. Najbolji

model odabran je prema parametrima CVC (engl. Cross Validation Consistengy

TrBA (engl. Training Balanced Accurady TeBA (engl. Testing Balanced Accuragy p

vrednosti. Vrednosti pO Os@mBtrane su statistil ki znal aj
preciznost aulenjado programskog procesa na
slul aju i spitivegmiihkugonliihmdrofditinogipena), dok r az | i [

TeBA predstavlja preciznost testiranog procesa na osnovu prethodno anaul enoga

modela.Nai me, ovaj statistilKki mo d e | naj pre za
svakom nivou, tj. uz i maj ul i u obzir dv.pproteogjjeuizikena tri | o
osnovu toga da | se takva Ipaipbkin@alcu j a [ eg]|
kontrolnoj grupi. Na t aj nalin se vige dimenzija (pr
odrebken brojem ispitivanih | okusa) svodi na
na lokusima koji su definisani modelom). Ova selekcijan zi I ni h gseneoti pova
obavlja na [T it asveo nl iutzaovr kwz o rdakkl deset grupmial n o

a ul e rs¢ abavlja nadelu uzorka koji se sastoji od devet desetina celokupnog
ispitivanog uzorka . T o k o nenja, ddabira se onaj model (kombinacija genotipova)
koji najmanje agregi o, odnosno koji u navele
odgovar aj ulUkolikgseup w.i I ni zagte otlkoije kog pacijentkinje,
rezul t at za tu ospephbhavisepd=zifiinvmgied kad wkol i k

kontrolnoj grupi -kaod ahno p®Rriedivnmost model a (kako t
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tako i prilikom primene danaulenogo) predstayv
specifil nosti ((senzi tilvennois semzgimaesic ¥ pravi nost ) / Z
pozitivni/ (pravi pozitivni+lahno= mavizi ti vni )

negativni/ (l ahno poziti @baiparametrap(batansirana negat i v
preciznost uTraenimg Balancele Acguracy i balansirana preciznost

test i r anj a angluTesingRalgnce Accuracy mogu da imaju vrednosti od O

do 1, ppiodream abirasuumpaedgline j kojui predi kci ji
genoti pova k o|jinfertlitetah (§. kad kofihssa aojittove vrednosti v e } e

bl i hew lbNakon procesa aulenjao, u svakoj od
val i dnost model a pronalenog, odnosno anaul e
procenjuje se prediktivha sposobnost modela. Par amet ar CVC oznal ava
broju eksperimenata unakrsne validacijie ( od mogul i h 10) i spitivani
ukl jufl en u auwn ezultaz unakrsr@t validacije konzistentniji , to je
pronaleni mo d e | pouzdani ji u predi kci i 3
kombinacije genotipova. Dakle, multilokusni genotipovi se ovom analizom

kal asi fi kuj u u vriisaoiklomd zk Ilaa®ee ,i [Inii ,se&loi da se

redukuje sa n-dimenzija na jednu dimenziju (Lou i sar., 2008; Chen i sar., 2011).

Za analizu hapl otipova polimorfizama wu VDR
program Haploview v.42koj i m se i dentifikuju haplotipsk
viednost.i neravnotehe vezanost iHaplowievejeu i spi t

dizajniran tako da, na osnovu dobijenih genotipova za ispitivane polimorfizme,
omogul ava sveolbiuzhhw ah anpul catniapova za razlilite
obuhvata informacije o LD-u, haplotipskim blokovima, kao i asocijaciju

pojedinal nih mar ker a UH&ployiew l tean k did-reo g ualnaavia z u .

ralunanje wulestal osti hapl ot i pdnila asoba uanal i zi
nagem sl ulaju pacijenti i kont r oExgegtatonpr i me no
Maximisation) algoritma. Za i dent i fi kaci ju haplotipskih bl
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Solid Spingj er j e najfleksibilnija sa majgsahahi dam
se na relativno maloj studijskoj grupi identifikuje haplotipski blok. Zasniva se na

kriterjumima da su prvi i poslednji SNP u jakom LD -u, dok se SNP-0 Vv i I zmelLu
mogu nalaziti u slabom LD -u i | i 'ak ni s u-uBartetu sao,l2005;, u L D
Fallin i Schork, 2000)
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Rezultati

Rezultati dobijeni ovom studijom predstavljeni su u 4 poglavlja. U prvom delu

pri kazana je analiza zastupljenost:i razl il
grupa i postojanj e r azl inkaga navedee suurezudtatiu pa ( 4.
analize polimorfizama u genima asociranim s
al el a i genotipova pojedinalnih | okusa (4. 2.

polimorfizama (4.2.2.). Rezultati analize polimorfizama u VDR g enu prikazani su u
narednom poglavl ju kao pojedinalno analizir
SNP-SNP interakcije (4.3.2.) i analiza haplotipova (4.3.3.). U poslednjem poglavlju
pri kazani su rezul tat.i i spitivanj a I nt er &

poli morfizama, u genima asociranim sa trombofilijom i u VDR genu (4.4.).

41.Anal i za zastupljenosti etiologkih
grupa
Anal i za zastupljenosti etiologkih faktora (]
pugenje) u i spi,taiispimmii kre glriujpiamau podaci bil i
analizu, prikazani su u Tabeli 6. Statistil ki znal ajna veza

pozitivne por odi Inferglitetaa n domkaloz primarnog tako i

sekundarnog ( p < 0 . Ve®tL Naimé, 45% ispitanica (542% u grupi sa primarn im

infertilitetom i 41.9% u grupi sa sekundarnim infertilitetom) prijavilo je prisustvo

nekog od pralenih parametara (prisustvo kard
Pl kompli kacija u trudnoli) kodadlsamb4mova sv
hena u kont rRPdziotji vgoraupppoor odi 'na anamneza bi
pacijentkinja sa primarnim infertilitetom u odnosu na pacijentkinje sa
sekundarnim infertilitetom al.i ova razlika
Zastupljenostpugenj a i bavl jenja sportom kod ispita
je bila bez znal &jTaveli7pazkakan (jpeli DB5alunat r
na etiologki fakt or Okamualiza je pokazalawa prisustvog r up a .
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nekog od elemenata pozitivne por odnnlerkee gmavel|l ava ri zi k za
'ak 20 95p0Ck 6e8-62(7), i to 28 puta za primarni infertilitet i 17 puta za

sekundarni infertilitet.
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Rezultati

Tabela6U| estal ost et i ol oaglka ihz niealkut oirsapilt inyd rhiohvagr upa

Faktor Kontrola | Pacienti| Primarni | Sekundani | Kont. vs Padjenti | Kont. vs Prim.| Kont. vsSek.| Prim vs Sek.
n®) | n(%) | n(%) n (%) p p p p
anameza | Nogaina | 96(080 | 36637 | 11459 (g | 000 | <oowr | <ooms | 0333
wr |22 |mErm@Es Rt T an | o | oms | ose
vaen By, g o B s ume T e | o | owr | ows

*za st at i stpQOokKonk-komralal Rrifnprimasnit Seksekundarni

Tabela 7. Eti ol ogki faktori i. rizik za nastanak infertiliteta
Faktor Kontrola vs Rcijenti Kontrola vs Rimarni Kontrola vs &kundarni
OR (95% CI) p OR (95% CI) p OR (95% CI) p
Por odi | nal 20667 (6.8142.679) | <0.00T | 28.364 (7.868.02.281) | <0.001*| 17.280 (5.3665.642) | <0.001*
Pugenje 0.585(0.2681.278) | 0.179 | 0.348 (0.0931..309) | 0.119 | 0.716 (0.3061.686) | 0.448
Sport 1.211 (0.5812.524) | 0.610 | 0.975 (0.348.734) | 0.962 | 1.353 (0.5928.059) | 0.467

*za statistpdokw5znal aj nost
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4.2. Analiza polimorfizama asociranih sa trombofilijjom

Analiza poj edinalnih | okusa, di stalLboai jj& al eSPa
statistilkom programu. Dobijene ulestal osti
ol ekivanim iz Hardi V(engl.nHardyr\Weeinberg Eqpilibroim-or ci | e
HWE) , za svepolimorfiz ame, osim za FVL i Fll 20210G>A u grupi pacijenata, Fli

20210G>A u podgr upi sa primarnim infertilitetom i u podgrupi sa sekundarnim

infertilitetom FVLIiITGB31565T >C. U kontrol noj grupi odstup
ul estal osti MIHFR I1298A5Ca AGE® D polimorfizma (Tabela 8).

Nakon Bonferoni aproksimacije, koja postavlja no v u grani l nu vredno
p(D.00156samo jeFVLostaos a znal aj ni m ods wuukomo grgpim od HWE

pacijenata i podgrupi sa sekundarnim infertilitetom (p<0.00156) (Tabela8).
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Tabela8. Dobi jene

grupama pacijentkinja sainfertilitetom.

I | ®¢$ ei&énotipovaaa ispitivane polimorfizme u genima asociranimsa trombofiljom u kontrolnoj grupi i

Gen Kontrole Kontrole Pacijenti Pacijenti Primarni Primarni Sekundarni Sekundarni
Genotip n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
SNP dobijeno ol ekiv dobijeno ol eki v dobijeno ol eki v dobijeno ol eki v
FV GG 126 (96.9) 126.0(97.0 108 (92.3) 106.3(90.8 52 (89.7) 51.2 (88.3) 56 (94.9) 55.1 (93.4)
1691 G>A GA 4 (3.1) 39 @0 7 (6.0) 10.5 (9.0 5 (8.6) 6.6 (11.4) 2 (3.4) 3.9(6.6)
AA 0 (0.0) 0.0(0.0 2 (1.7 0.3(0.2 1.7 0.2(0.3) 1(1.7) 0.01 (0.02)
HWE p 0.86 <0.001* .07 <0.00%
Fll GG 129 (99.2) 1290 (99.2) 109 (93.2) 1082 (92.5 53 (91.4) 52.2 (90.0) 56 (94.9) 56.0 (94.9)
20210 G>A GA 1(0.8) 1.0(0.8) 7 (6.0) 8.7 (7.9 4 (6.9) 5.7 (9.8) 3(.1) 29(4.9
AA 0 (0.0 0.0 (0.0 1(0.8) 0.2(0.0 1(.7) 0.2 (0.3) 0 (0.0 0.0 (0.0
HWE p 0.96 0.04* 0.02* 0.84
cC 51 (39.2) 53.63 (41.2 50 (42.7) 49.4 (42.2 25 (43.1) 25.6 (44.1) 25 (42.4) 23.8 (40.3)
677 c>T | €T 65 (50.0) 59.73 (46.D 52 (44.4) 53.3 (45.5 27 (46.6) 25.9 (44.7) 25 (42.4) 27.3 (46.3)
o TT 14 (10.8) 16.63 (12.3 15 (12.8) 14.4 (12.3 6 (10.3) 6.6 (11.4) 9 (15.2) 7.8 (13.2)
% HWE p 0.31 0.80 0.74 0.51
= AA 59 (45.4) 536 (41.2 46 (39.3) 48.7 (41.9 24 (41.4) 24.9 (42.9) 22 (37.3) 23.8 (40.3)
= | 1098 A>c | AC 49 (37.7) 59.7 (46.0 59 (50.4) 536 (45.9 28 (48.3) 26.2 (45.2) 31 (52.5) 27.3 (46.3)
CC 22 (16.9 16.6 (12.8 12 (10.3) 14.7 (12.9 6 (10.3) 6.9 (11.9) 6 (10.2) 7.8(13.2)
HWE p 0.04* 0.27 0.60 0.30
PAI-1 5G5G 20 (15.4) 20.8 (160) 22 (18.8) 19.3(16.5 13 (22.4) 10.3 (11.8) 9 (15.2) 9.0 (15.3)
-675 4G/5G 5G4G 64 (49.2) 62.4 (480) 51 (43.6) 56.4 (48.2 23 (39.7) 28.3 (48.8) 28 (47.5) 28.1 (47.6)
4GAG 46 (35.4) 46.8 (360) 44 (37.6) 41.3(35.3 22 (37.9) 19.3 (33.3) 22 (37.3) 22.0(37.3)
HWE p 0.77 0.30 0.15 0.95
ATII GG 107 (82.3) 106.2 (81 95 (81.2) 96.0 (82.0) 43 (74.1) 44.2 (76.2) 52 (88.1) 52.2 (88.5)
786 G>A GA 21 (16.2) 22,6 (17.% 22 (18.8) 19.9 (17.0 15 (25.9) 13.1 (22.6) 7 (11.9) 6.6 (11.2)
AA 2 (15 1.2 (0.9 0 (0.0) 1.0(0.9 0 (0.0) 1.0(1.7) 0 (0.0) 0.2(0.3)
HWE p 0.42 0.26 0.26 0.63
ACE Il 30(23.1) 22.4(17.2 23 (19.7) 18.89(16.) 11 (19.0) 8.0 (13.8) 12 (20.3) 11.0 (18.6)
I/D ID 48 (36.9) 63.1 (48.9 48 (41.0) 56.2 (48.0) 21 (36.2) 27.1 (46.7) 27 (45.8) 29.0 (49.2)
DD 52 (40.0) 44.4 (34.9 46 (39.3) 41.9(35.9 26 (44.8) 23.0(39.7) 20 (33.9) 19.0 (32.2)
HWE p 0.006* 0.11 0.09 0.60
ITGB3 1T 89 (68.5) 88.89 (68.% 87 (74.4) 846 (72.3 41 (70.7) 40.6 (70.0) 46 (78.0) 44.1 (74.7)
1565 T>C TC 37 (28.5) 37.21 (285 25 (21.4) 29.8 (25.9 15 (25.9) 15.9 (27.4) 10 (16.9) 13.8 (23.4)
CC 4 (3.1) 3.89 (3.0 5 (4.3) 26(2.2 2 (3.4) 1.6(2.8) 3(.1) 1.1(1.9)
HWE p 0.95 0.08 0.67 0.03*

*za statistpdokw5znal aj nost
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Rezultati

421Pojedinalno analizirani pol i morfi zmi a

Rezultati analize ul est al ost i al el a ia agp@ranomt $ap o v a u

trombofilijom prikazani su u Tabeli 9 i Tabeli 10, respektivho. U ispitivanom

polimorfizmu FV 1691 G>A wuolena je statistilKki znal
vi sokoorgi zalleml a i zme L u ikfertinthr padijentkinjai (1.580vsu p e
47%,p=0. 03 Byt &4 tg)e, kao i i poahgeup @ pakijentkinja sal ne i

primarnim infertil itetom (1.5%vs. 6%, p=0.023, Fgerovt est ) . egolvenanj e

ul estal ® 6 k oog aletail@89DA kodpodgrup e sa sekundarnim infertilitetom

u odnosu na kontrolnu grupu (3.4 % vs. 1.5%,p=0.215, Figerov test), kaoi razlika u

ul est alelaAit 2 me godgrup e sa primarnim i podgrup e sa sekundarnim

infertilitetom ( 6.0% vs. 3.4%, p=0.373, Figerov test). Analiza distribucije FVL

genotipova (TabelalO)pokazal a je velu ulestal ost heterc
genotipa za mutaciju u grupi pacije ntkinja nego u kontrolnoj grupi koja nije

dostigla statist({(pko0.2esaldjnu razliku

SliTan obrazac razli ka izmelLu ispitivanih gi
polimorfizma FIl 20210 G>A Ova analizajep ok az al a da p a@stadjaij not at i
vel a ulestalost visokorizilnog &8%®308064 ukupn
Figerov test), kao i u podgrupi sa primarnim infertilitetom (5 .2%, p=0.0041, Fierov
test), u odnosu na kontrolnu grupu (0 .4%). U podgrupi pacijenata sa sekundarnim
infertilitet om (2.5%) u odnosu na kontrolu ( 0. 4 %) povelanj e ul e

visokorizilnog alela nije(po6t2debt)i Bigeravt at i st i

test), dok u odnosu na ©primarni infertilite
podgrupe. Razlikeu u [l essttiathao genoti pova i zmelLu kontrol
grupe pacijenata, k a o [ i zmelu k o npbdgmipe npacijerata s e i
primarnim infertilitetom , bi | e s (pP=0.038,adnaspope 0. R1e3t), U
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Rezultati

U drugim ispitivanim polimorfizmima asociranim sa trom bofilijom ( MTHFR 677
C>T i 1298 A>C, ATl G>A, PAI-1 4G/5G, ACEI/IDi ITGB3T>C) ni je wuol en
statistil ki znal ajna razlika u ulestal osti ma

grupa ( pted)(Tabble9ido)

Analizom polimorfizama u MTHFR genuni j e pronalena osoba Kkoj
diplotipsku kombinaciju TT/CC na ova dva blisko postavljena lokusa. Naime, u

ovom genu utvrlLLene su s amo tori kombi naci j
677C/1298A, 677C/1298C i 677T/1298A, dok su retki rekombinanti 677T/1298C

is k1 j ul e ovatnije sekekcijom.Ovatrihaplot i pa,ulle gtealsasti pri ke
uTabeli9, defini gu ukupno ¢§gest swwmgiimapiikhzarsm pl ot i po
uTabelil0. Naj ul est al i j lnojgrupipio j@ Ci/AA sai26.R %, rdokrjeo

u celokupnoj grupi pacijenata, kao i u podgrupi sa primarnim infertilitetom,

n aj u lijietsot dplotip CC/AC sa 25.6% i 25.9 %, respektivnho. U podgrupi
pacijentkinja sa sekunda riiplatip bimjd¢ GfACsal i t et o m,
27.1%. Distribucije dobi j eni h di pl ot i p otestom lojnja pokazaor ane s u

da nema znaliazjmeel ur aaznlailkiezi rani h grupa (p>0.0F¢
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Rezultati

Tabela 9. Ul e st dshitvamih padinhodizaraa asociranih sa trombofilijom u kontrolnoj grupi, u grupi
pacijenata sa infertilitetom, kao i u podgrupama sa primamim i sekundamim infertilitetom.
L . . .| Kontrolavs | Kontrolavs | Kontrolavs
Gen Alel Kontrola Pacijenti Primarni Sekundarni Paciienti Primarni Sekundami
SNP n (%) n (%) n (%) n (%)
p p p
FV G | 256 (98.5) | 223 (95.3) | 109 (94.0 114 (96.6
(%6.3) (953 (94.0) (96.6) 0.036* 0.024* 0.215
1691 G>A A |45 11 (4.7) 7 (6.0) 4 (3.4)
FlI G | 259 (99.6) | 225(93.2) | 110 (94.8 115 (97.5
(996) (93.2) (548) (575 0.006* 0.004* 0.092
20210G>A | A | 1(0.4) 9 (3.8) 6 (5.2) 3(25)
MTHFR C | 167 (64.2) | 152 (65.0) | 77 (66.4) 75 (63.6)
0.866 0.687 0.900
677 C>T T |93(358 |[82(350 |[39(33.6) 43 (36.4)
MTHFR A | 167 (64.2) | 151 (64.5) | 76 (65.5) 75 (63.4)
0.945 0.810 0.900
1298 A>C C | 93(35.8) |83(355 |[40(345) 43 (36.4)
MTHER CIA | 74 (28.4) | 69 (29.5) | 37 (3L.9) 32 (27.1)
677/1008 | C/T | 93(358) |83 (355) |40 (345) 43 (36.45) 0.966 0.794 0.932
T/IA | 93 (35.8) |82 (35.0) |39 (33.6) 43 (36.45)
PAI-1 5G | 104 (40.0) | 95 (40.6) | 49 (42.2) 46 (39.0)
0.865 0.662 0.874
-6754G/5G | 4G | 157 (60.0) | 139 (59.4) | 67 (57.8) 72 (61.0)
ATII G | 235(90.4) | 212 (90.6) | 101 (87.1) | 111 (94.1)
0.936 0.335 0.233
786 G>A A | 25 (9.6) 22 (9.4) 15 (12.9) 7 (5.9)
ACE | | 108 (41.54) | 94 (40.2) | 43 (37.1) 51 (43.2)
0.758 0.414 0.759
D D | 152 (58.46) | 140 (59.8) | 73 (62.9) 67 (56.8)
ITGB3 T | 215(82.7) | 199 (85.0) | 97 (83.6) 102 (86.4)
0.479 0.825 0.359
1565 T>C C |45@173) |[35(15.00 |19 (16.9) 16 (13.6)
*zast atistil OO, z0bal aj nost

lonetaledF i ger ov

egzakt niolteeksitd,eerdaoa li g4 tein

karmdjae sad 5
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Rezultati

Tabela 10.

I U podgrupama saprimamim i sekundamim infertilitetom .

Gen ; Kontrola Pacijenti Primarni Sekundarni Kontrola Kontrpla Kontrola
SNP Genotip n (%) n (%) n (%) n (%) Vs rI;’ac. Vs Enm. Vs Eek.
Fv GG 126 (96.9) 108 (92.3) 52 (89.7) 56 (94.9)
GA 4 (3.1) 7 (6.0) 5 (8.6) 2 (3.4) 0.171 0.08 0.327
1691 G>A AA 0 (0.0) 2 (1.7) 1(L7) 1(L7)
- GG 129 (99.2) 109 (93.2) 53 (91.4) 56 (94.9)
GA 1(0.8) 7(6.0) 4 (6.9) 3(5.1) 0.038* 0.017* 0.056
20210 G>A AA 0 (0.0) 1(0.8) 1(1.7) 0 (0.0)
CC 51 (39.2) 50 (42.7) 25 (43.1) 25 (42.4)
677 C>T CT 65 (50.0) 52 (44.4) 27 (46.6) 25 (42.4) 0.668 0.881 0.531
TT 14 (10.8) 15 (12.8) 6 (10.3) 9 (15.2)
AA 59 (45.4) 46 (39.3) 24 (41.4) 22 (37.3)
1298 A>C AC 49 (37.7) 59 (50.4) 28 (48.3) 31 (52.5) 0.090 0.300 0.136
CC 22 (16.9) 12 (10.3) 6 (10.3) 6 (10.2)
o CCIAA 11 (85) 8 (6.9) 4 (6.9) 4 (6.9)
T CCIAC 18 (13.8) 30 (25.6) 15 (25.9) 15 (25.4)
s cc/ac 22 (16.9) 12 (10.3) 6 (10.3) 6 (10.2)
677C>T/1298A>C | CT/AA 34 (26.2) 23 (19.7) 14 (24.1) 9 (15.2)
diplotipske CTIAC 31(23.8) 29(24.8) 13 (22.4) 16 (27.1) 0.158 0.454 0.188
kombinacije TT/AA 14 (10.8) 15 (12.8) 6 (10.3) 9 (15.2)
TT/IAC 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
CT/CC 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
TT/CC 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
PAIL 5G5G | 20 (15.4) 22 (18.8) 13 (22.4) 9 (15.2)
675 4G/5G 564G | 64 (49.2) 51 (43.6) 23 (39.7) 28 (47.5) 0.629 0.369 0.967
4GAG | 46 (35.4) 44 (37.6) 22 (37.9) 22 (37.3)
AT GG 107 (82.3) 95 (81.2) 43 (74.0) 52 (88.1)
286 GoA GA 21 (16.2) 22 (18.8) 15 (25.9) 7 (11.9) 0.357 0.202 0.455
AA 2 (1.5) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
ACE [ 30 (23.0) 23 (19.7) 11 (19.0) 12 (20.3)
ID 48 (36.9) 48 (41.0) 21 (36.2) 27 (45.8) 0.737 0.763 0.514
Vo DD 52 (40.0) 46 (39.3) 26 (44.8) 20 (33.9)
TGB3 TT 89 (68.5) 87 (74.4) 41 (70.7) 46 (78.0)
TC 37 (28.5) 25 (21.4) 15 (25.9) 10 (16.9) 0.411 0.930 0.210
1565 T>C cc 4(3.) 5 (4.3) 2 (3.4) 3(5.)

*za st at i s tpiO0kRaGmrGent; Rrim:primarii infertiitet, Seksekundarni infertiltet

Ul e st al o spgtvaghe polonorfizgma vasociranih sa trombofilijom u kontrolnoj grupi, u grupi pacijenata sainfertilitetom, kao
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Rezultati

Rezultati | ogi stil ke r e@,rpekazanm sueu Tabelalli z e , OR
Ovom analizom pokazano je da nosioci A alela na poziciji 1691FV gena imaju 4

puta povel an r i z(0.0R7) Za @d&stanak4prirhainOg, infegiliteta. U

sl ul aj u MFWO2a0cE>Aei sokori zi I n10 apwtla Avenloisiri zi
nastanak infetiliteta bilo kog tipa (primarnog ili sekundarnog) (OR: 10.360,

p=0.027), dok je rizik za nastanak primarnog infertiliteta kod nosioca A alela

povelan 14 puta u odnosu na kontrolnu grupu

FIl 20210GA nosioci imaju pove | an ri zi k 8 p=0.058) zgd nadtanak 8 . 2 8 4 ,

infertiliteta, dok je za nastanak primarnog

p=0. 04 4) . Ri zi k za pojavu infertiliteta u z
homozigotnih nosioca mutacije (GG vs. GA+AA) pove9 pma (OR:e9.468,

p=0.035) kod ukupnog infertiliteta i 12 puta (OR: 12.170,p=0.024) kod primarnog

infertiliteta. Kod sekundarnog infertiliteta nije pokazano postojanje rizika u

odnosu na navedene polimorfizme u FV i FIl genu.

U ostalim anali zi rani m geni ma, u svim navedenim ge
uol eno postojanj e povelanog rizika, ni ti

infertiliteta (Tabela 11).
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Rezultati

Tabela 11. Polimorfizmi u genima asociranim sa trombofilijom i rizik za nastanak infertiliteta .

SNP Geneti | ki Kontrola vs Pacijenti Kontrola vs Primarni Kontrola vs Sekundarni
< Model OR (95% CI) p OR (95% CI) p OR (95% CI) p
(/5 GVvsA 3.157 (0.99%10.054) 0.052 4.110 (1.179.4.328) 0.027* 2.246 (0.5528.137) 0.259
ﬁ = GG vs GA 2.042 (0.582.162) 0.265 3.029 (0.988.3.413) 0.109 1.125 (0.2065.322) 0.894
© GG vs AA NR NR NR
vs GA+ . ) . . . ) . ) . . . .
- GG vs GA+AA® 2.625 (0.7868.763) 0.117 3.635 (0.988.3.413) 0.053 1.687 (0.3667.791) 0.503
o GvsA 10.360 (1.30:82.405) 0.027* | 14.127 (1.681118.727) 0.015* 6.757 (0.69%55.648) 0.100
_ << | GG vsGA 8.284 (1.0048.383) 0.050* | 9.763 (1.0639.151) 0.044* 6.911 (0.70%7.889) 0.097
= N A
L oo [ GG vsAA NR NR NR
AN
GG vs GA+AA® 9.468 (1.16676.887) 0.035* | 12.170 (1.389.06.663) 0.024* 6.911 (0.7037.889) 0.097
VS ) ) . . ) . . } . . . .
o CvsT 0.969 (0.67€1.402) 0.866 0.910 (0.573..442) 0.687 1.030 (0.655L.619) 0.900
L~ | CCvsCT 0.816 (0.47€1.392) 0.455 0.847 (0.4461.633) 0.621 0.785 (0.4041.525) 0.474
E S 5 | covsTT 1.093 (0.478.497) 0.833 0.874 (0.302.547) 0.806 1.311 (0.50€8B.440) 0.582
= CC vs CT+TT? 0.865 (0.52€1.438) 0.576 0.852 (0.6171.596) 0.617 0.878 (0.47€1..640) 0.683
o AvsC 0.987 (0.6831.427) 0.945 0.945 (0.5971.496) 0.810 1.030 (0.655L.619) 0.900
LIL 3 Q AA vs AC 1.544 (0.902.651) 0.115 1.405 (0.722.729) 0.316 1.697 (0.873.266) 0.119
E3c | AAvsCC 0.700 (0.3141.560) 0.383 0.670 (0.2421.859) 0.442 0.731 (0.262.042) 0.551
= AA vs AC+CC? 1.283 (0.772.129) 0.336 1.177 (0.622.202) 0.610 1.398 (0.744.626) 0.298
o 5G vs 4G 0.969 (0.676L.389) 0.865 0.906 (0.5811.412) 0.662 1.037 (0.6641.618) 0.874
= P o | 5G5G vs 5G4AG 0.724 (0.3571.471) 0.373 0.553 (0.2371.288) 0.169 0.972 (0.394.399) 0.951
E @ g 5G5G vs 4G4G 0.870 (0.418..810) 0.709 0.736 (0.31€1.745) 0.486 1.063 (0.4172.711) 0.899
5G5G vs 5G4G+4G4G 0.785 (0.4041.526) 0.476 0.629 (0.289..372) 0.244 1.010 (0.43.375) 0.982
GvsA 0.975(0.5341.781) 0.936 1.396 (0.7062.759) 0.337 0.593 (0.249..412) 0.238
=9 < GG vs GA 1.180 (0.6112.280) 0.622 1.777 (0.8338.767) 0.133 0.686 (0.274..717) 0.420
=0 | GG vsAA NR NR NR
GG vs GA+AA? 1.077 (0.5642.057) 0.821 1.623 (0.7743.403) 0.200 0.626 (0.2521.554) 0.313
IvsD 1.508 (0.7391.516) 0.758 1.206 (0.7691.892) 0.414 0.933 (0.6041.449) 0.759
8 a IlvsID 1.304 (0.664.561) 0.440 1.193 (0.508.821) 0.687 1.406 (0.6268.189) 0.414
= Il vs DD 1.154 (0.582.261) 0.677 1.364 (0.5913.146) 0.467 0.962 (0.412.239) 0.982
Il vs ID+DD ? 1.226 (0.6652.261) 0.514 1.282 (0.5922.777) 0.529 1.175 (0.552.497) 0.675
o TvsC 0.840 (0.5191.361) 0.479 0.936 (0.5201.684) 0.825 0.749 (0.4041.389) 0.360
Qo Q TTvsTC 0.691 (0.3841.243) 0.218 0.880 (0.438L.781) 0.722 0.523 (0.2391.145) 0.105
9 arF TT vsCC 1.279 (0.3324.921) 0.721 1.085 (0.19%.167) 0.926 1.451 (0.3136.760) 0.635
B TT vs TC+CC? 0.749 (0.4291..305) 0.307 0.900 (0.4591..769) 0.760 0.613 (0.2991.258) 0.182

*statist i Médnostizon0a.0,0dbjerter ozi got

mut i r aNmRi

nhpewoziadathazdrugeno
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Rezultati

4.2.2 Analiza multilokusnih  interakcija polimorfizama asociranih sa

trombofilijom

Nakon poj edi nal no anal i z tivara el laditivii oelfekat a , i sp
visokor i zi I ni h al e | genina asocranimisa trombofilijorm Razlika

I zmelLu ari t me throfakvii s o & p e dledanpb ruzotku i z me L u
ispitivanih grupa analizirana je Studentovim t -testom, dok je (2testk or i g | e n

kako bi se utvrdilo eventualno postojanje razlike u distribuciji broja HRA

i zmelLu i spitUolaeneadae Isgednapa ednost broja vi sok:
alela po uzorku kod pacijenata u odnosu na kontrole, kao i kod primarnog

infertiliteta u odnosu na kontrol nu grupu (p>0.05 Tabela 12) a postojanje

razlike u distribuciji broja HRA nije detektovano (p>0.05, Tabelal?2).
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Rezultati

Tabela 12. Analiza br oj a

Vi s ok o(RAIu analiziranina lgenima kod

i spitivani h grppasie| unpl@A gblisptan&uwmij 2me Lu. gr upa
Broj HRA Kgrz’;;la Pr?c(:g/(j)ntl P r:w(r:)z;m Senkl;;od)arnl
0 0 (0.0 0 (0.0 0 (0.0 0 (0.0
1 2 (1.54) 2(1.71) 1(1.72) 1 (1.69)
2 9 (6.92) 5 (4.27) 1(1.72) 4 (6.78)
3 29 (22.31) 27 (23.08) | 12 (20.69) 15 (25.42)
4 31 (23.85) 22 (18.80) | 10 (17.24) 12 (20.34)
5 27 (20.77) 38 (32.48) | 23 (39.66) 15 (25.42)
6 23 (17.69) 13 (11.11) | 6 (10.34) 7 (11.86)
7 7 (5.38) 8 (6.84) 4 (6.90) 4 (6.78)
8 2 (1.54) 2 (1.71) 1(1.72) 1 (1.69)
o> 0 (0.0) 0 (0.0 0 (0.0) 0 (0.0
gg‘fa” broj 569 521 266 255
Srednja vrednost 4.38 4.45 4.59 4.32
g;%?g;f;a 1.469 1.423 1.351 1.491
p' P’
Kont. vs.Pac. 0.680 0.452
Kont vs.Prim. 0.357 0.198
Kont vs.Sek. 0.813 0.970
p-studentov t test za analizu razlika u proselr

p>-6 2 zaamalizu razlika u distribucii broja HRA
Kont.-kontrola; Pac-pacijenti, Primtprimarni infertiitet, Seksekurarni infertilitet
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Rezultati

Gen-gen (SNP-SNP) interakcije ispitivanih lokusa i njihova asocijacija sa

infertilitetom i spi ti vana | e pri menom statistil koocd
multifaktorske redukcije dimenzionalnosti (GMDR modela) i prikazana je u

Tabelama 13-16. Rezultati analize kojom je pok ugano da se ut vrdi
interakcija ispitivanih lokusa asociranih sa trombofiljom (od 1 do 8) mo h e

dovesti do infertiliteta, bez obzira da li se radi o primarnom ili sekundarnom

infertilitetu  prikazani su u Tabeli 13, dok su eventualne multilokusne

kombinacije genotipova koje dovode do primarnog, odnosno sekunda rnog

infertiliteta prikazane u T abelamal4i 15, respektivno. Ovim analizamau o I e n a

je statistilKki znal ajna razlika izmelLu kon
MTHFR 1298 lokus (p=0.001). U ispii vanj u i nterakcija 1 zmel
podgrup e sa sekundarnim infertilitetom uol esnle dve znal ajne int
(p<0.05): jedna i z me L u | ok us a-MMAFRHR8B-PA-T-ITGB3 1565

(p=0.0107), dokjeu drugu z n a I' anfemakeiju , pored ovih navedenih gena bio
ukl j ulpdimorfizam u okviru ACE gena (p=0.0010). Na Slici 14, koja
prikazuje rezultat prve znMIHBR 1298PAI-b-t er ak c i

| TGB3 1565) , mo h e s evi ss@K aiht imolilgkwssit o) anj e
kombinacija al el a ( @enova bop@redstavlja genotip [ e mu
karakteristilniji za gQgrupu pacijentkinja,

kombinaciju karakter i st Bdihvwdraz predstavljagiu r ol nu g
odsustvo navedene kombinacije genotipova u obe ispitivane grupe. L e Vv i stubi |
predstavlja skor (relativnu meru rizika) za pojavu sekundarnog infertiliteta kod
pacijenat a, dpoelstadj®skar u kostrolnopgrupi. Na osnovu ove

analize wuolava se postojanj eMTHFR 6&@CG nog r i
MTHFR 1298AC-PAI-1 4GAGITGB3 1565CCi MTHFR 677CGMTHFR 1298AA-

PAI-1 4G5GITGB3 1565CCgenotipova (Slika 14). U drugoj interakc i j i , uol eni
visokor i zi I ni genoti p MIHFR &77CCMTHFR aX98CDRAL-1 | a
4G4G-ACE DD-ITGB3 1565CC Izmelu kontrole i primarnog infertiliteta, kao i

l zmelu primarnog i sekundarnog infertilite

i nterakcije i zmelu i slpiilgrespektivioh | okusa (Tabe
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Rezultati

ITGB31565T>C = CC
PAI-1-6754GI5G
4G4G 4G5G 5G5G
MTHFR677C>T MTHFR677C>T MTHFR677C>T
cc CT T CcC CcT T cc CT T

AL
@ 00 23
2
©
2]
N
E AC
w
':'_: 00 03
=

cc

00 903

Slika 14. Prikaz interakcije MTHFR 677-MTHFR 1298PAI-1-ITGB3 lokusa
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Rezultati

Tabelal3.Inter akci ja anal i zi r an ikéntolpeogiupemgrupé pacjenatea 1 z me L u
N | Model TrBA TeBA | Sign test (p) | CVC

1 | M2 0.5637 | 0.5638 | 10 (0.0010* 10/10

2 | M2-PAI 0.5953 | 0.4768 | 5 (0.6230) 5/10

3 | M2-PAI-ITGB3 0.6456 | 0.5139 |5 (0.6230) 9/10

4 | M1-M2-PAI-ITGB3 0.7017 | 0.4899 | 4 (0.8281) 4/10

5 M1-M2-PAI-ACE-ITGB3 0.7711 | 0.5233 | 6 (0.3770) 10/10

6 | M1-M2-PAI-ATIII -ACE-ITGB3 0.8078 | 0.5231 | 5(0.6230) 10/10

7 | FV-M1-M2-PAI-ATIIl -ACE-ITGB3 0.8287 | 0.5159 | 6 (0.3770) 9/10

8 FV-FII-M1-M2-PAI-ATIII -ACE-ITGB3 0.8419 |[0.4448 |7 (0.1719) 10/10

N-broj lokusa u modeluTrBA-engl.training balanced accura¢yeBA-engl.testing balanced accuracy

CVC-engl.crossvalidationconsistengp-st at i st i | k a MEMT&FRE6T7riokus; IM2MITHEFR 1288 lokus.
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Rezultati

Tabela 14. I nterakcija analizirani h polimorfizama izmelu kontrol e i
N | Model TrBA TeBA | Sign test (p) | CVC

1 | M2 0.5574 | 0.4955 | 6 (0.3770) 6/10

2 | PAI-ACE 0.6111 | 0.4845 | 5(0.6230) 7/10

3 | M2-PAI-ACE 0.6671 | 0.4649 | 4 (0.8281) 6/10

4 | M1-M2-PAI-ACE 0.7343 | 0.4433 | 3(0.9453) 3/10

5 | M1-M2-PAI-ACE-ITGB3 0.8101 | 0.4583 | 2 (0.9893) 9/10

6 | M1-M2-PAI-ATIII -ACE-ITGB3 0.8654 | 0.4921 | 4 (0.8281) 10/10

7 | FV-M1-M2-PAI-ATIII -ACE-ITGB3 0.8868 | NaN 6 (0.3770) 10/10

8 | FV-FII-M1-M2-PAI-ATIII -ACE-ITGB3 0.8868 | NaN 5 (0.6230) 10/10

N-broj lokusa u modelu; TrBAengl.training balanced accura¢yreBA-engl.testng balanced accuracy
CVC-engl.crossvalidation consistengiWaN-engl.notanumberp-s t at i st i | k a MEMT&FRe6Y7riokus;t t est a
M2-MTHFR 1298 lokus
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Rezultati

Tabela 15. I nterakcija analizirani h polimorfi zama
N | Model TrBA TeBA | Sign test (p) | CVC

1 | M2 0.5743 | 0.5765 | 7 (0.1719) 10/10

2 | M2-ITGB3 0.6252 | 0.5429 | 6 (0.1719) 9/10

3 | M2-ACE-ITGB3 0.6871 | 0.6076 | 8 (0.0547) 9/10

4 | M1-M2-PAI-ITGB3 0.7534 | 0.6353 | 9 (0.0107)* 9/10

5 | M1-M2-PAI-ACE-ITGB3 0.8205 | 0.6414 | 10 (0.0010)* | 10/10

6 | M1-M2-PAI-ATIII -ACE-ITGB3 0.8449 | 0.5639 |4 (0.8281) 7/10

7 | FV-M1-M2-PAI-ATIII -ACE-ITGB3 0.8577 | 0.5253 | 4 (0.8281) 7/10

8 | FV-FlI-M1-M2-PAI-ATIII -ACE-ITGB3 0.8660 | 0.5361 |5 (0.6230) 10/10

N-broj lokusa u modelu; TrBAengl.training balanced accura¢yeBA-engl.testing balanced accuracy

CVC-engl.crossvalidation onsistencyp-st at i st i | k a MEMTHFRG6T 7riokus; tIM2MITHFR 1288 lokus

i zme Lu

kontrol e
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Rezultati

Tabela 16. I nterakcija analiziranih polimorfizama iizmelu primarnog
N | Model TrBA TeBA | Sign test (p) | CVC

1 | ATII 0.5774 | 0.4283 | 1 (0.9990) 6/10

2 | M2-ATIlI 0.6201 | 0.4333 | 3(0.9453) 4/10

3 | M1-PAI-ATII 0.6954 | 0.5600 | 6 (0.3770) 9/10

4 | M1-PAI-ATII-ITGB3 0.7556 | 0.5392 | 6 (0.3770) 8/10

5 | M1-M2-PAI-ATIII -ITGB3 0.8073 | 0.5558 | 6 (0.3770) 9/10

6 | M1-M2-PAI-ATIII -ACE-ITGB3 0.8401 | 0.3808 | 3(0.9453) 9/10

7 | FV-M1-M2-PAI-ATIII -ACE-ITGB3 0.8599 | 0.3392 | 3(0.9453) 5/10

8 | FV-FII-M1-M2-PAI-ATIII -ACE-ITGB3 0.8667 | 0.3183 | 3 (0.9453) 10/10

N-broj lokusa u modelu; TrBAengl.training balanced accura¢yeBA-engl testing balanced accuracy
CVC-engl.crossvalidationconsistengy-st at i st i | k a MEMTHFRGT 7riokus; tM2MITHFR 1288 lokus
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Rezultati

4.3. Analiza polimorfizama u VDR genu

Anal i za wulestal osti genoti pova VDRgerduel a i sp
(Fokl, Bs ml , Tagql i v. W@®stdti )s tria Lkeonna pjreo gu aSUS S
analizaSNP-SNP i nterakcija ralkLena u GMDR program
o haplotipovima prisutnim kod pojedinih ispitanika na osnovu kombinacije

polimorfnih lokusa u VDR genu, ulestal ostima tih hapl
razlkama i z me L u I spitivanih grupa, kori gl en
Odstupanj e od ul e s taadsoosut pretposthvki kiz Maadn i h n
Vanber gove j leadlhendo ng,e u kontrol noj grupi

polimorfizam (Tabela 17).
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