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Povezanost polimorfizama gena Kkoji kodiraju enzime folatnog ciklusa sa efikasnosS¢u i

toksi¢nos¢u metotreksata kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom

Sazetak

Reumatoidni artritis (RA) je hroni¢na autoimuna bolest koju karakteriSe hroni¢no
zapaljenje, oStecenje zglobova 1 bol. Najcesce koriS¢en lek u terapiji reumatoidnog artritisa
jeste metotreksat (MTX). Dokazano je da metotreksat redukuje akitvnost bolesti i odlaze
pocetak pojave erozija na zglobnim okrajcima kostiju. Medutim, pacijenti sa reumatoidnim
artritisom ne pokazuju istovetne odgovore na terapiju metotreksatom, koji nekada mogu
biti praceni manje ili viSe izrazenim neZeljenim efektima leka. Samo oko 50% pacijenata
pokazuje dobar klinicki odgovor na terapiju metotreksatom, dok je oko 30% njih
prinudeno da prekine terapiju usled pojave ozbiljnih nezeljenih dogadaja tokom lecenja.
Moze se pretpostaviti da je ovo, izmedu ostalog, posledica prisustva razli¢itih varijanti
gena koji kodiraju enzime odgovorne za transport, delovanje 1 metabolizam metotreksata, a
koje mogu dovesti ili do promenjene ekspresije gena ili do izmenjene enzimske aktivnosti

proteina koje kodiraju.

Predmet ove doktorske disertacije jeste identifikovanje genotipova izabranih
polimorfizama u genima koji kodiraju enzime koji uCestvuju u transportu (RFC-1) i
metabolizmu (DHFR, MTHFR, MTHFD-1) metotreksata kod pacijenata sa reumatoidnim
artritisom le¢enih metotreksatom u trajanju od najmanje Sest meseci 1 ispitivanje

eventualne veze genotipova i efikasnosti 1/ili nezeljenih efekata leka.

Klini¢ki odgovor na terapiju metotreksatom procenjuje se na osnovu EULAR (engl.
European League Against Rheumatism) kriterijjuma, odnosno, pra¢enjem DAS28 vrednosti
(engl. Disease Activity Score), izraCunate na osnovu pregleda 28 zglobova, brzine
sedimentacije eritrocita 1 subjektivne procene pacijenta o sopstvenom opStem
zdravstvenom stanju. NeZeljeni efekti leka registruju se na osnovu izjava pacijenata,

rezultata laboratorijskih merenja i pregleda lekara.



U istrazivanje su bila ukljucena 243 pacijenta sa reumatoidnim artritisom le¢ena na
Institutu za reumatologiju Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, koji su duze od
Sest meseci bili na terapiji metotreksatom. Dijagnoza je postavljena na osnovu EULAR
(engl. European League Against Rheumatism) kriterijuma. Studija je uradena na Institutu

za humanu genetiku Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu.

U nasSoj studiji nije utvrdena statisticki znacajna ascocijacija izmedu polimorfizama
MTHFR C677T, A1298C, MTHFD-1 G1958A, RFC-1 G80A 1 efikasnosti 1 toksi¢nosti
metotreksata kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom. Uocen je statisticki znacajan
protektivni efekat alela 1 DHFR rs3045983 polimorfizma kada je u pitanju toksi¢nost
metotreksata. Nije primecena veza ovog polimorfizma sa odgovorom na terapiju.
Ispitivanjem rs1650697 polimorfizma u DHFR genu uocena je statisti€ki znacajno visa
ucestalost C alela kod pacijenata sa poviSenim nivoom transaminaza, odnosno
hepatotoksi¢nim efektima metotreksata. Asocijacija ovog polimorfizma sa efikasnos¢u

metotreksata nije uocena.

Dobijeni rezultati mogu posluziti kao smernica za dalja istraZzivanja povezanosti
odredenih haplotipova koji sadrze rs3045983 1 rs1650697 DHFR polimorfizme sa

efikasnosc¢u 1 toksicnos¢u metotreksata kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom.

Kljuéne reci: reumatoidni artritis, metotreksat, genski polimorfizmi, efikasnost,

nezeljeni efekti leka
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Association of polymorphisms in genes that code for folate cycle enzymes with

efficacy and toxicity of methotrexate in patients with rheumatoid arthritis

Abstract

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic autoimmune disease characterized by
systematic inflammatory status, joint destruction and pain. Among agents for the treatment
of rheumatoid arthritis, methotrexate (MTX) is the most commonly used drug.
Methotexate has been confirmed to reduce disease activity and delay the development of
bone erosions. However, major drawbacks are that patients show great interindividual
variability in response to methotrexate and only about 50% show a good clinical response.
Additionally, occurrence of a broad spectrum of side effects forces 30% of patients to
discontinue therapy. It is suspected that this interindividual variability is due, among other
reasons, to presence of different alleles of genes coding for enzymes responsible for
transport and metabolism of methotexate, which may cause changes in gene expression or

modify enzyme activity.

The aim of this study was to identify genotypes of the patients with rheumatoid
arthritis that have been treated with methotrexate at least six months and investigate
whether selected polymorphisms in DHFR, MTHFR, MTHFD-1 and RFC-I genes

modulate methotrexate efficacy and/or influence adverse drugs effects.

The efficacy of the methotrexate has been estimated using the disease activity score
in 28 joints based on EULAR (European League Against Rheumatism) criteria and relative
DAS28 (Disease Activity Score) values based on 28 swollen or tender joints count,
erythrocyte sedimentation rate and subjective assessment of patients themselves about their
general health condition. All adverse drug events were recorded based on patient's
statements, laboratory analysis and medical examination. Association studies have been

conducted between obtained genotypes and the efficacy and toxicity of methotrexate.



The study included 243 patients with rheumatoid arthritis treated and prospectively
followed at the Institute of Rheumatology, Faculty of Medicine, University of Belgrade,
Serbia. Current or past treatment with methotrexate for at least six months was the main
criterion for patient inclusion in the study. For each patient diagnosis was established
according to EULAR (European League Against Rheumatism) criteria for RA. The study
was conducted at the Institute for Human Genetics, Faculty of Medicine, University of

Belgrade.

In our study, association between MTHFR C677T, A1298C, MTHFD-1 G1958A,
RFC-1 G80A polymorphisms and efficacy and toxicity of methotrexate in RA patients was
not observed. However, we have found a significant protective effect of DHFR rs3045983
allele 1 in regards to methotrexate toxicity. There was no association of this polymorphism
with therapy response. We have also found a higher frequency of C allele of rs1650697
DHFR polymorphism among the patients with elevated transaminaze levels, result of MTX
hepatotoxicity in those patients. Association of this polymorphism with the efficacy of

methotrexate has not been noticed.

These findings may be considered as a guide mark for further research of
association of certain haplotypes containing 1s3045983 and rs1650697 DHFR

polymorphisms with efficacy and toxicity of methotrexate in RA patients.

Key words: rheumatoid arthritis, methotrexate, gene polymorphisms, efficacy,

adverse drug effects
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1. UVOD

1. 1. REUMATOIDNI ARTRITIS

Reumatoidni artritis je hroni¢na inflamatorna i autoimuna bolest koju karakteriSe
progresivno oStecenje zglobova (Alamanos & Drosos, 2005). Iako je ovo sistemska bolest
vezivnog tkiva koja se manifestuje u citavom telu, njene najizrazenije klinicke
manifestacije su prisutne u zglobovima (Crowley, 2007). Uglavnom su zglobovi pogodeni
simetricno, mada nije isklju¢eno da u inicijalnim fazama bolesti budu zahvaceni i
asimetri¢no (Colledge et al., 2010). Reumatoidni artritis se naj¢esce javlja kod mladih Zena
1 Zena srednje dobi 1 uglavnom pogada male zglobove Saka i1 stopala (Crowley, 2007)
(Slika 1). Kod 15% do 25% pacijenata prisutne su promene i na drugim organima.
Reumatoidni ¢vori¢i koji se javljaju kod oko 20% pacijenata na koZi su najcesca
manifestacija pored obolenja zglobova (Turesson et al., 2003). Simptomi se obi¢no
javljaju postepeno, tokom nedelja i meseci. Rendgen i laboratorijske analize mogu podrzati
dijagnozu ili iskljuciti druge bolesti sa slicnim simptomima kao Sto su [lupus
erythematosus, psorijaticni artritis 1 fibromijalgija (Majithija, 2007). Rendgenski snimak

Saka osobe obolele od reumatoidnog artritisa prikazan je na slici 2.

Reumatodini artritis pogada od 0.5 do 1% odraslih osoba u razvijenom svetu
(Pugner et al., 2000; Alamanos & Drosos, 2005; Scott et al., 2010). Etiologija bolesti je i
dalje nepoznata (Mclnnes & Schett, 2011), ali je izvesno da veliki znacaj za njen nastanak
1 razvoj imaju kako geneticki, tako 1 sredinski faktori (Klareskog et al., 2004; Oliver &
Silman, 2006). Reumatoidni artritis je kompleksna, poligenska i heterogena bolest koju

karakteriSe sloZena interakcija geneti¢kih 1 sredinskih faktora (Castanieda et al., 2016).



Nema dokaza da fizicki i emocionalni efekti stresa mogu da pokrenu proces razvoja bolesti

(Edwards et al., 1999).

Slika 1. Sake pacijentkinje obolele od reumatoidnog artritisa. Primetni su

deformiteti malih zglobova Sake. (slika dostupna na: http://www.medscape.com)

Slika 2. Rendgenski snimak Saka osobe obolele od reumatoidnog artritisa.

(slika dostupna na: http://www.svuhradiology.ie/case-study/rheumatoid-arthritis-hands-2/)



Znacajan faktor rizika za nastanak reumatoidnog artritisa predstavlja pozitivna
porodi¢na anamneza (Plenge et al., 2007; Goeldner et al., 2010). Prema nekim podacima,
polovina rizika za pojavu reumatoidnog artritisa pripisuje se genetiCkim faktorima (Scott et
al., 2010). Prevalencija bolesti kod prvostepenih rodaka je od 2 do 3%, a studije blizanaca
ukazuju da je konkordantnost ispoljavanja RA od 15 do 30% kod monozigotnih blizanaca i
5% kod dizigotnih blizanaca (Bellamy et al., 1992; Silman et al., 1993; MacGregor et al.,
2000). Pusenje je najznacajniji negeneticki faktor rizika (Scott et al., 2010) i reumatoidni
artritis se oko dva puta ceSc¢e javlja medu pusac¢ima (Sugiyama et al., 2010). Reumatoidni
artritis je povezan sa pove¢anim morbiditetom 1 mortalitetom (Alamanos & Drosos, 2005).
Zapaljenski proces kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom uti¢e na mozak (zamor 1
redukovane kognitivne funkcije), jetru, pluca, egzokrine zlezde, misic¢e 1 kosti (Gough et
al., 1994; Schett et al., 2006; Giiler-Yiiksel et al., 2009). Rizik od nastajanja limfoma je
povecan (Smitten et al., 2008). Takode, povecana je ucCestalost tumora plu¢a medu
pacijentima sa reumatoidnim artritisom (Mclnnes & Schett, 2011). Oc¢ekivani zivotni vek
je skracen, uglavnom usled mortaliteta uzrokovanog kardiovaskularnim komplikacijama
(Wolfe et al., 1994; Goodson et al., 2005). Iako je pojava reumatoidnog artritisa tri puta
¢eS¢a medu zenama (Alamanos & Drosos, 2005; Capellino et al., 2010) u svim starosnim

grupama, razlika medu polovima je najoc¢iglednija u mladem dobu (Masi, 1994).

Kod bolesnika sa reumatoidnim artritisom zapaljenje zglobova ima hronic¢an i
najces¢e progresivan tok i dovodi do zadebljavanja sinovijske membrane (sinovitis).
Zapaljensko tkivo se Siri preko povrSine zglobne hrskavice i tako je postepeno ostecuje
(Crowley, 2007). Zglobovi postaju oteceni, osetljivi i topli, a ukoCenost im ograni¢ava
pokretljivost (Colledge et al., 2010). Ozbiljna oStec¢enja artikularnih povrSina ¢ine zglob
nestabilnim $to vodi devijaciji ili pomeranju kostiju usled povlacenja okolnih ligamenata i

tetiva (Crowley, 2007).

Hiperplastiéna sinovija je glavni uzrok oSte¢enja hrskavice u patogenezi
reumatoidnog artritisa. Ubrzo se pojavljuju i erozivne promene na kostima pogadajuci ¢ak

80% pacijenata ve¢ tokom prve godine nakon postavljanja dijagnoze (van der Heijde,



1995). Erozije su povezane sa prolongiranom, pove¢anom inflamacijom (Visser et al.,
2002). Sinovitis vodi sras¢ivanju tkiva sa smanjivanjem pokretljivosti i pojavi erozija na
zglobnim povrSinama $to na kraju izaziva deformaciju i gubitak funkcije zahvaéenog
zgloba (Majithija, 2007). U isto vreme prisutan je bol i zamor, kao i smanjenje snage
okolnih miSi¢a (Ekdahl & Broman, 1992; Eberhardt & Fex, 1995). Shematski prikaz
zdravog (levo) i erodiranog (desno) kolenog zgloba predstavljen je na slici 3. Kod
neleCenog reumatoidnog artritisa u zglobu se razvijaju fibrozne adhezije, tako da i krajevi
susednih kostiju mogu potpuno srasti (Crowley, 2007). Vremenom bivaju zahvaceni brojni
zglobovi (poliartritis). Najcesc¢e su pogodeni mali zglobovi Saka, stopala i cervikalnog dela
ki¢me, ali mogu biti ukljuceni 1 veci zglobovi, kao Sto su ramena 1 kolena (Colledge et al.,
2010). Na slici 4. predstavljen je rendgenski snimak zdravog kolena (levo) i kolena
zahvacenog reumatoidnim artrtitisom (desno). Na desnom snimku primetno je smanjenje

prostora izmedu kostiju usled oSte¢enja 1 gubitka hrskavice.

Tok bolesti je progresivan i1 predstavlja znaCajan ekonomski teret za pacijente,
njihove porodice 1 drustvo u celini (Kobelt et al, 1999; March & Lapsley, 2001).
Progresivno smanjenje pokretljivosti povezano sa sistemskim komplikacijama vodi ka
invaliditetu, Sto za posledicu ima visoke socioekonomske troSkove (Firestein, 2003).
Troskovi ukljucuju medicinsku negu, kao i troskove nastale usled bolovanja, gubitka posla,
psiholoskih tegoba i1 ogranienja funkcije. Oko polovine pacijenata sa reumatoidnim
artritisom postaje nesposobno za rad, a stopa mortaliteta je poviSena kod pacijenata sa
ozbiljnom aktivnom formom bolesti (Ranganathan et al., 2003). Cak 33% pacijenata sa
reumatoidnim artritisom postaje trajno nesposobno za rad tokom dve godine od pocetka

bolesti (Barrett et al., 2000).



Slika 3. Prikaz zdravog (levo) i erodiranog (desno) kolenog zgloba
(modifikovano). (slika dospuna na: http://www.lifemartini.com/causes-and-symptoms-of-

knee-arthritis/)

Slika 4. Rendgenski snimak zdravog (levo) i kolena zahva¢enog reumatoidnim
artritisom (desno). (slika dostupna na: http://arthritiskerala.com/disease-
treatment8803.html?id=7)



1. 2. KRITERIJUMI KOJI SE KORISTE ZA POSTAVLJANIJE
DIJAGNOZE

Postavljanje dijagnoze reumatoidnog artritisa uobiCajeno se vrSi prema ACR
kriterijumima, odnosno, kriterijumima Americkog koledza za reumatologiju (engl
American College of Rheumatology). Dijagnoza pacijenata koji su ucestvovali u ovoj

studiji postavljena je prema slede¢im ACR kriterijumima (revidiranim 1988. godine):

1. jutarnja ukocenost u 1 oko zglobova u trajanju od najmanje sat vremena pre
maksimalnog poboljaSanja

2. oticanje mekih tkiva tri ili viSe zglobnih podrucja ustanovljeno od strane lekara

3. oticanje proksimalnih interfalangnih, metakarpofalangnih ili ru¢nih zglobova

4. simetri¢no oticanje

5. reumatoidni ¢vorovi (nodule)

6. prisustvo reumatoidnog faktora

7

. radiografske erozije i/ili periartikularna osteopenija

Kriterijumi od 1. do 4. moraju biti ispoljeni najmanje Sest nedelja. Smatra se da
pacijent boluje od reumatoidnog artritisa ukoliko su prisutna Cetiri ili viSe kriterijjuma
(Arnett et al., 1988). Kriterijumi za klasifikovanje RA revidirani su ponovo 2010. godine
(Aletaha et al., 2010). Revidirani kriterijumi prikazani su u tabeli 1. Neophodno je da

pacijent ispuni dva uslova, kako bi se bolest klasifikovala kao reumatoidni artritis:

1. da ima bar jedan zglob sa klini¢ki nedvosmisleno potvrdenim sinovitisom

2. da utvrdeni sinovitis nije posledica neke druge bolesti, odnosno, da ne moze biti
"bolje objasnjen" drugom bolescu.

Potrebno je da zbir poena prema kriterijumima za dijagnozu reumatoidnog artritisa
bude veci ili jednak Sest kako bi se oboljenje kona¢no klasifikovalo kao reumatoidni

artritis (tabela 1).



Tabela 1. Kriterijumi za klasifikovanje reumatoidnog artritisa revidirani 2010.
godine (Aletaha et al. 2010). Skrac¢enice: RF - reumatoidni faktor; CCP - anti-citrulirani
citricni peptid; ESR - (engl. erythrocyte sedimentation rate) brzina sedimentacije eritrocita;
CRP - C reaktivni protein; * nizak nivo predstavlja nivo manji od trostruke gornje granice
normalne vrednosti; ** visok nivo predstavlja nivo najmanje tri puta ve¢i od vrednosti

gornje granice.

KRITERIJUM BROJ POENA

Trajanje simptoma

Manje od 6 nedelja 0
Vise od 6 nedelja 1
Raspored zahvacenih zglobova

1 veliki zglob 0
2-10 velikih zglobova 1
1-3 mala zgloba (sa ili bez velikih 2
zglobova)

4-10 malih zglobova (sa ili bez velikih ;
zglobova)

Vise od 10 zglobova (najmanje 1 mali 5
zglob)

Seroloski rezultati

RF -1 CCP - 0
Nizak RF” + ili CCP + 2
Visok RF™ + ili CCP + 3
Reaktanti akutne faze

Normalan ESR ili CRP 0
Odstupanje od normalnog ESR ili CRP 1




1. 3. PRISTUPI U LECENJU REUMATOIDNOG ARTRITISA

Savremena strategija leCenja RA podrazumeva pocetak agresivne terapije odmah
po postavljanju dijagnoze vodene prema proceni aktivnosti bolesti. Medutim, prisutne su
brojne prepreke u ovakvom pristupu. Aktuelni konvencionalni 1 bioloski lekovi koji
menjaju tok bolesti ne pokazuju uvek zadovoljavaju¢u efikasnost. Takode, 1 dalje
nedostaju pouzdani prediktivni biomarkeri za predvidanje terapeutskog odgovora i1
toksi¢nosti primenjenih lekova, a odrZiva remisija reumatoidnog artritisa zahteva

kontinuiranu farmakolosku terapiju (Mclnnes & Schett, 2011).

Rano postavljena dijagnoza i rano otpoceta terapija zajedno sa strogim rezimom
kontrole bolesti mogu znatno poboljSati ishod bolesti. Terapija reumatoidnog artritisa je

bazirana na dve razliite terapeutske grupe lekova:

1. konvencionalni (sinteticki) lekovi koji menjaju tok bolesti

2. bioloski lekovi koji menjaju tok bolesti koji uklju¢uju TNF inhibitore,
monoklonska antitela usmerena protiv CD20 receptora B celija (Rituximab),
antagoniste interleukin 6 receptora (7ocilzumab) 1 specificne neutralizatore
sjedinjavanja CD80/CD86 na antigen-prezentuju¢im celijama i CD28 na T
limfocitima (Abatacept). Poslednjih godina je nova generacija inhibitora Janus
kinaza (JAK) u nekim zemljama preporucena kao deo terapije reumatoidnog
artritisa. Medutim, ovi agensi nisu jo§ uvek dobro klinicki ispitani u smislu
predvidanja terapijskog odgovora kod bolesnika sa razli¢itim manifestacijama

bolesti (Castaneda et al., 2016).

Deformitet, onesposobljenost i smrtnost mogu biti u znacajnoj meri redukovani

upotrebom antireumatskih lekova koji menjaju tok bolesti (engl. disease modifying



antirheumatic drugs - DMARDSs) (Ranganathan et al., 2003). Nazalost, odgovor na terapiju
u ledenju reumatoidnog artritisa nije uniforman i prisutne su izraZzene individualne
varijacije. Cilj prouCavanja odgovora na terapiju je da se u skorijoj buduénosti razvije
personalizovana medicina koja ¢e omoguciti da se pomoc¢u biomarkera za svakog pacijenta
predvidi odgovor na terapiju i1 izbegne moguca pojava nezeljenih efekata. To je
neophodno, jer 40% do 60% pacijenata sa reumatoidnim artritisom ne pokazuje
zadovoljavaju¢i odgovor na terapiju lekovima koji menjaju tok bolesti 1 kod njih se moraju
primeniti kombinacije ovih lekova, a 15% do 30% pacijenata ima razne nezeljene dogadaje
tokom lecenja (Kooloos et al. 2010). Od svih lekova koji menjaju tok bolesti dostupnih za
leCenje reumatoidnog artritisa najzastupljeniji je metotreksat (Ranganathan et al., 2003;
Weinblatt, 2013). Iako su se tokom poslednjih nekoliko godina pojavili novi lekovi za
terapiju reumatoidnog artritisa (Ranganathan et al., 2003; Weinblatt, 2013), metotreksat je
1 dalje najCesS¢e primenjivani lek u terapiji ove bolesti (Ranganathan et al., 2003; Weinblatt,

2013).

Skorasnji nalazi ukazuju da su odredeni bioloSki agensi efikasni u usporavanju
progresije bolesti kada se koriste sami ili u kombinaciji sa metotreksatom (Bathon et al.,
2000; Lipsky et al., 2000). Medutim, visoka cena nekih od ovih lekova, posebno bioloskih
agenasa 1 sumnja u dugoro¢nu bezbednost i efikasnost iskljucile su njihovu primenu u
prvoj liniji leCenja bolesnika sa reumatoidnim artritisom (Kremer, 2001). Stoga,
metotreksat je 1 dalje lek prvog izbora kada su u pitanju lekovi koji menjaju tok
reumatoidnog artritisa (prema American College of Rheumatology Subcommittee on

Rheumatoid Arthritis, 2002).

Znacajno je naglasiti da mladi pacijenti sa reumatoidnim artritisom pokazuju bolji
odgovor na terapiju metotreksatom, a aktivni puSaci lo$iji, verovatno zbog toga Sto imaju

poviSene nivoe proinflamatornih citokina (Castanieda et al., 2016).



1. 4. METOTREKSAT U TERAPIJI REUMATOIDNOG ARTRITISA

Metotreksat je folatni analog koji se koristi za leCenje kancera (akutna
limfoblasticna leukemija, ne-Hockinova leukemija, osteosarkom, rak debelog creva) i
autoimunih bolesti (reumatoidni artritis, Kronova bolest, psorijaza) (Mikkelsen et al.,

2011). Hemijska formula metotreksata prikazana je na slici 5.

U le€enju autoimunih bolesti metotreksat se primenjuje peroralno ili subkutano
(Widemann et al., 2004; Dervieux et al., 2009; Pui et al., 2009). U leCenju reumatoidnog
artritisa metotreksat se uobicajeno primenjuje u dozama od 15 mg do 25 mg nedeljno,
mada su u brojnim studijama koriS¢ene manje ili vece doze (Cronstein, 2005).
Farmakokinetika i1 farmakodinamika metotreksata pokazuju veliku varijabilnost medu
pacijentima, nevezano za nac¢in primene ili bolest koja se tretira (Tetef et al., 2000; Trevino

et al., 2009; Buitenkamp et al., 2010).

HoN N N
\’4 = | CH;
|
N S N
N O
H
NH, N.r‘i,
- OH

Slika 5. Hemijska formula metotreksata.

(slika dostupna na: http://moldb.wishartlab.com/molecules/DB00563/image.svg)
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Metotreksat je razvijen kao visoko selektivan kompetitivan inhibitor enzima
dihidrofolat reduktaze DHFR (Kremer, 1999). Zapravo, metotreksat je dizajniran tako da
"imitira" folatni molekul, vezuje se za aktivno mesto folat-zavisnih enzima i time blokira

njihovu aktivnost (slika 6).

i Metotreksat
L -

Slika 6. Trodimenzionalni prikaz molekula folata i molekula metotreksata
(modifikovano).

(slika dostupna na: http://pdb101.rcsb.org/motm/34 (RCSB Protein Data Bank))

Gubner i1 Ginsburg prvi su 1951. godine objavili da je aminopterin (metotreksat)
uspesan u supresiji sinovitisa kod Sest pacijenata sa reumatoidnim artritisom (Gubner &
Ginsburg, 1951). Dokazi o efikasnosti metotreksata u le¢enju reumatoidnog artritisa
primarno su potekli iz Cetiri studije sprovedene sredinom osamdesetih godina (Thompson
et al., 1984; Williams et al., 1985; Andersen et al., 1985; Weinblatt et al., 1985). Od tada
su brojne studije pokazale pozitivne efekte ovog leka u lecCenju reumatoidnog artritisa

(Ranganathan et al., 2003).

Metotreksat je genericko ime leka i na trziStu se danas moZe naci pod razli¢itim

imenima, u zavisnosti od proizvodaca: Trexall, Rasuvo, Rhematrex, Otrexup (Cannon,
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2015). U klinickoj praksi metotreksat se koristi ¢esto kao inicijalni lek koji menja tok
bolesti dok se eventualno ne pokaze da pacijent ne odgovara na terapiju ili delimi¢no
odgovara na terapiju, kada se dodaje lek iz grupe lekova koji menjaju tok bolesti ili se
metotreksat potpuno zamenjuje drugim lekom (Kremer, 2001). Glavni faktori koji
ograni¢avaju upotrebu metotreksata su varijabilna efikasnost i toksi¢nost (Alarcon et al.,

1989; Kremer & Phelps, 1992).

Uprkos generalno dobroj efikasnosti metotreksata, odgovor na terapiju kod
pacijenata sa reumatoidnim artritisom nije univerzalan. Pozitivni odgovor pacijenata sa
reumatoidnim artritisom na terapiju metotreksatom, baziran na osnovu ACR20 kriterijuma
(poboljsanje od najmanje 20% u najvaznijim pokazateljima aktivnosti bolesti) Ameri¢kog
koledza za reumatologiju (engl. American College of Rheumatology), varira od 46% do
65% (Strand et al., 1999; Bathon et al., 2000). Nivoi metotreksata u serumu smatrani su
nedovoljno informativnim u odredivanju efikasnosti leka posto se lek eliminiSe iz seruma
tokom 24 ¢asa od primene, a u leCenju bolesnika sa reumatoidnim artritisom primenjuje se
u nedeljnim dozama (Bannwarth et al, 1996). Nasuprot tome, unutarcelijski nivoi
metotreksat poliglutamata u eritrocitima i polimorfonuklearnim ¢elijama su u korelaciji sa
klinickom efikasnos¢u leka, ali zahtevaju upotrebu komplikovanih sistema eseja Sto

onemogucava primenu u vecini klinickih ustanova (Angelis-Stofordis, 1999).

Trajanje bolesti ima izrazen uticaj na verovatnocu da ¢e pacijent pokazati dobar
odgovor na terapiju lekovima koji menjaju tok bolesti, ukljucujuci 1 metotreksat. Pacijenti
kod kojih bolest traje godinu dana ili krace, pokazuju najbolji odgovor na terapiju

(Anderson et al., 2000).

Kriticne determinante rezistencije na metotreksat identifikovane su u studijama na
limfoblastima dece sa akutnom limfoblastnom leukemijom (ALL). One ukljucuju
membranski transport metotreksata, nivoe dihidrofolat reduktaze (DHFR) i poliglutamaciju

metotreksata (Matherly & Taub, 1996). Jedan od mehanizama rezistencije na metotreksat
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je 1 prekomerna ekspresija P-glikoproteina, molekula pumpe koja smanjuje unutarcelijsku

koncentraciju leka povecavajuci njegov efluks iz ¢elije (Hooijberg et al., 1999).

Nasuprot mnostvu podataka u onkoloskoj literaturi, broj podataka kada je u pitanju
rezistencija na metotrekstat kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom je ograni¢en
(Ranganathan et al., 2003). Posto se u terapiji reumatoidnog artritisa koriste znatno manje
doze metotreksata nego u terapiji neoplazme, postoji moguénost da je osnova odgovora na
lek u slu€aju reumatoidnog artritisa drugacija. U jednoj studiji je uoceno da je ekspresija P-
glikoproteina u mononuklearnim c¢elijama periferne krvi pacijenata sa reumatoidnim
artritisom bila veca kod 16 pacijenata koji su imali lo§ odgovor na terapiju u poredenju sa
osam pacijenata koji su imali dobar odgovor na terapiju metotreksatom, bilo u vidu
monoterapije ili u kombinaciji sa drugim lekovima koji menjaju tok bolesti (Llorente et al.,
2000). U pokusajima da se predvidi odgovor na terapiju metotreksatom kod pacijenata sa
reumatoidnim artrtitisom ispitivani su brojni klinicki pokazatelji kao Sto je trajanje bolesti,
stepen oStecenja fiziCkih funkcija kod bolesnika, nivoi razli¢itih citokina i serumska i
intracelijska koncentracija metotreksata. Iako su se varijacije u aktivnosti nekoliko enzima
(kao Sto su P-glikoprotein i DHFR) uklju¢enih u metaboli¢ki put metotreksata pokazale
kao znaCajne za odredivanje odgovora na lek, ovi nalazi jo$ uvek nisu nedvosmisleno

potvrdeni (Ranganathan et al., 2003).

Bitan faktor koji ogranicava primenu metotreksata je njegova toksi¢nost (Alarcon
et al, 1989). Studije koje su ukljucivale period pracenja odgovora na terapiju
metotreksatom od 60 meseci i duZe, pokazale su da oko 10-30% pacijenata sa
reumatoidnim artritisom prekida lecenje usled toksi¢nih efekata metotreksata (Alarcon et
al., 1989). Poznati faktori rizika za toksi¢nost metotreksata su godine starosti (Buchbinder
et al.,, 1993), smanjena renalna funkcija (Henderson et al., 1965) 1 istovremena primena
drugih lekova (Groenendal & Rampen, 1990). Posto su i koli¢ina leka i duzina terapije
metotreksatom u korelaciji sa toksi¢nos¢u, moguce je da bi nivoi metotreksata u serumu
mogli imati ulogu u predvidanju odredenih vrsta toksi¢nih efekata, kao Sto je npr.

gastrointestinalna toksi¢nost ili mijelosupresija (Wallace & Sherry, 1995). Medutim, kako
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metotreksat nestaje iz seruma tokom 24 sata od primene, nivoi u serumu nisu dovoljno
precizni za predvidanje toksiCnosti. Zbog toga su ustanovljene smernice za pracenje
toksi¢nosti metotreksata, posebno hepatotoksi¢nosti, koje ne ukljucuju merenje nivoa u
serumu (Ranganathan et al., 2003). Takve smernice su definisane upotrebom pokazatelja
osStecenja krajnjih organa, kao $to je npr. pradenje poviSenih nivoa transaminaza za
ostecenja jetre (Kremer et al.,, 1994). Iako je sam lek relativno jeftin, metotreksat ima
najviSe cene monitoringa u poredenju sa ostalim rasprostranjenim lekovima koji menjaju

tok bolesti (Prashker & Meenan, 1995).

Toksi¢nost metotreksata je najve¢im delom povezana sa efektima leka na
metabolizam folata (Ranganathan et al., 2003). Smatra se da su toksi¢ni efekti na
gastrointestinalni trakt, mijelosupresija 1 moguce hepatotoksi¢nost u direktnoj vezi sa
antagonizmom folata u ovim tkivima, koja imaju visok stepen proliferacije ¢elija i visoke
potrebe za purinima, timidinom i1 metioninom (van Ede et al, 1998). U uzorcima
dobijenim biopsijom jetre pacijenata sa reumatoidnim artritisom uocCena je hepaticna
akumulacija metotreksat poliglutamata, prac¢ena nedostatkom folata u celijama jetre, Sto
ukazuje da metotreksat poliglutamati mogu uzrokovati hepatotoksi¢nost troSenjem folata
(Kremer et al., 1986). Uzimanje 1 mg folne kiseline dnevno redukuje znacajno ovakvu
toksicnost (Morgan et al., 1990). Drugi mehanizmi za koje se smatra da posreduju u
toksicnim efektima su: inhibicija metabolizma purina, inhibicija adenozin deaminaze sa
akumulacijom adenozina i deoksiadenozina, inhibicija sinteze poliamina 1 inhibicija

metabolizma homocisteina (van Ede et al., 1998).

Trenutno ne postoje pouzdani testovi ili eseji pomocu kojih je moguce predvideti
toksicnost ili efikasnost metotreksata. Medutim, postoji potencijal za dalje unapredivanje
efikasnosti i smanjenje toksicnosti leka kroz bolje razumevanje njegove farmakodinamike i
farmakokinetike. Ovo razumevanje moZe biti postignuto upotrebom principa
farmakogenetike, kako bi se ispitale genetiCke razlike (polimorfizmi) enzima uklju€enih u

metabolicke puteve metotreksata (Ranganathan et al., 2003).
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1. 4. 1. METABOLICKI PUT I MEHANIZAM DEJSTVA METOTREKSATA

Metotreksat prelazi iz gastrointestinalnog trakta u krv aktivnim transportom koji je
posredovan redukovanim folatnim nosa¢em SLCI19A1, a jednim delom mozda i proton-
kuplovanim folatnim transporterom SLC46A1 u apikalnoj membrani enterocita (Qiu et al.,
2006). Biodostupnost metotreksata nakon oralne primene moze biti 1 pod uticajem ABC
transportera koji mogu da premeste metotreksat iz enterocita nazad u intestinalni trakt
(APCC2, ABCBI i ABCG2) ili u krv (ABCCI1 i ABCC3) (Chan et al., 2004; Kruh et al.,
2007; Grahand & Kim, 2008). Pri vancelijskim koncentracijama metotreksata ispod 20
umol/L, metotreksat primarno ulazi u ¢elije preko redukovanog folatnog nosaca SLC19A1
(Zhang et al., 1998; Belkov et al., 1999), dok mu je efluks posredovan razli¢itim ABC
transporterima (Mikkelsen et al., 2011). U krvno-mozdanoj barijeri ABC transporteri sa
afinitetom za metotreksat locirani su u endotelijalnim c¢elijama, ali je nejasan efekat

olakSanog transporta metotreksata iz cerebrospinalne tecnosti (Lischer & Potschka, 2005).

Prelazak metotreksata u celije jetre omogucen je transporterima SLCOIBI i
SLCO1B3. Polimorfizmi pojedina¢nih nukleotida (SNPs - engl. single nucleotide
polymorphisms) u genima za ove transportere mogu da objasne do 1% varijabilnosti pri
oslobadanju organizma od visokih doza metotreksata (Vlaming et al., 2009). Ve¢i deo
metotreksata iz hepatocita ponovo ulazi u cirkulaciju transportnim proteinima ABCC3 1
ABCC4 u bazolateralnoj membrani i samo mali deo metotreksata biva ekskretovan u zucni
kanal preko ABCC2 i ABCBI transportera (Vlaming et al., 2006; Kitamura et al., 2008;
Vlaming et al., 2008; Vlaming et al., 2009). Sistemsko oslobadanje od metotreksata odvija
se primarno kroz renalnu glomerularnu filtraciju i1 aktivnu sekreciju preko proksimalnih
tubularnih ¢elija (Vlaming et al., 2009). Unutar Celija, metotreksat biva konvertovan u
aktivnu formu - metotreksat poliglutamat (MTXPG) enzimom folipoliglutamat sintetazom

koja dodaje glutamatne ostatke metotreksatu (Baredo et al.,, 1994). Farmakodinamicki
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profil metotreksata moze u velikoj meri biti objasnjen njegovim interakcijama sa enzimima

folatnog ciklusa (Mikkelsen et al., 2011).

Shematski prikaz delovanja metotreksata ilustrovan je na slici 7.
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Slika 7. Shematski prikaz metaboli¢kog puta metotreksata (modifikovano). (Schmeling et
al., 2014).

Skracenice: 5-CH3-THF, 5-metil tetrahidrofolat; 5,10-CH>-THF, 5,10-metilen
tetrahidrofolat; ABC, adenozin trifosfat vezujuc¢a kaseta; ABCB1, ABC transporteri B1;
ABCC1-4, adenozin trifosfat vezuju¢i kasetni transporteri Cl1-4; ADA, adenozin
deaminaza; AICAR, 5-aminoimidazol-4-karboksiamid ribonukleotid; AMPD, adenozin
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monofosfat  deaminaza; ATIC, 5-aminoimidazol-4-karboksiamid ribonukleotid
formiltransferaza/IMP ciklohidrolaza, bifunkcionalni protein biosinteze purina PURH;
DHF, dihidrofolat; DHFR dihidrofolat resuktaza; dTMP, deoksitimidin monofosfat;
dUMP, deoksiuridin monofosfat; FAICAR, 10-formil-5-aminoimidazol-4-karboksimaid
ribonukleotid; FPGS, folipoliglutamat sintetaza; GGH, y-glutamil hidrolaza; IMP, inozin-
5-monofosfat; MTHFR, metilentetrahidrofolat reduktaza, MTR, metil tetrahidrofolat
reduktaza; MTRR, metionin sintaza reduktaza; MTX, metotreksat; MTXPG, metotreksat
poliglutamat; SHMT1, serin hidroksimetil transferaza; SLC19A1, solubilni nosa¢ 19A1;
THF, tetrahidrofolat; TYMS, timidilat sintaza.

Metotreksat ulazi u ¢elije aktivnim transportom putem SLC19A1 transportera, dok
je efluks Sirom celijske membrane posredovan razliCitim ABC transporterima. Kada se
nade u celiji, metotreksat (MTX) biva podvrgnut reakciji poliglutamacije katalizovanoj
enzimom FPGS (folipoliglutamat sintetaza). Ova konverzija moZe biti reverzibilna
zahvaljuju¢i enzimu y-glutamil hidrolazi (GGH). MTX poliglutamat (MTXPG) inhibira
nekoliko klju¢nih enzima u metabolizmu folata, kao $to je dihidrofolat reduktaza (DHFR),
Sto dovodi do troSenja tetrahidrofolata (THF) (prekursora kofaktora folata 5-metil
tetrahidrofolata, 5-CH3-THF). Smanjena dostupnost 5-CH3-THF redukuje remetilaciju
homocisteina do metionina §to vodi akumulaciji homocisteina 1 smanjenom
unutarc¢elijskom kapacitetu za transmetilaciju. Inhibicija timidilat sintaze (TYMS) MTX
poliglutamatom 1 indirektno putem trosenja THF vodi inhibiciji biosinteze pirimidina.
Nemogucnost da se sintetiSu aktivna folatna jedinjenja takode vodi inhibiciji biosinteze
purina. MTX poliglutamat inhibira 1 5-aminoimidazol-4-karboksiamid ribonukleotid
formiltransferaza/IMP ciklohidrolazu (ATIC), dovode¢i do unutarcelijske akumulacije 5-
aminoimidazol-4-karboksiamid ribonukleotida (AICAR), Sto dalje dovodi do stvaranja

adenozina, antiinflamatornog agensa (Schmeling et al., 2014).
Kao $to je ve¢ reCeno, metotreksat je analog folata i njegovo primarno delovanje se

zasniva na kompetitivnoj inhibiciji enzima dihidrofolat reduktaze (DHFR) (Stamp et al,,

2006), koja konvertuje dihidrofolat u tetrahidrofolat (THF) (Askari & Krajinovi¢, 2010).
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Shematski prikaz kompleksa koji stvaraju metotreksat (oznafen zelenom bojom) sa

aktivnim mestom dihidrofolat reduktaze (oznaceno plavom bojom) dat je na slici 8.

Slika 8. Metotreksat (oznacen zelenom bojom) povezan sa aktivnim mestom DHFR

enzima (oznacen plavom bojom). (Matthews et al., 1977).

Tetrahidrofolat je esencijalan za de novo sintezu purina. U bioloski aktivnoj formi,
5-metil-tetrahidrofolat je vazan kofaktor u metabolizmu prenosa metil grupe. Efekat
metotreksata zavisi od funkcije i1 ekspresije nekoliko drugih enzima u folatnom ciklusu,
ukljucujuéi metilentetrahidrofolat dehidrogenazu (MTHFD-1), 5,10-metilentetrahidrofolat
reduktazu (MTHFR) i timidilat sintetazu (TYMS). U poredenju sa metotreksatom, aktivni
metabolit, metotreksat poliglutamat (MTXPG) indukuje snazniju inhibiciju ciljnih enzima i
dalje inhibira kljuéne enzime kao Sto su fosforibozilglicinamin formiltransferaza,
fosforibozilglicinamid sintetaza, fosforibozilaminoimidazol sintetaza i 5-aminoimidazol-4-
karboksiamid ribonukleotid formiltransferaza/IMP ciklohidrolaza (ATIC) u putu de novo
sinteze purina. Inhibicija uzrokovana MTXPG dovodi do smanjene metilacije proteina i

DNK, kao i do smanjenog procesa sinteze i popravke DNK. MTXPG opstaje duze u ¢eliji
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nego metotreksat. Degradacija MTXPG metotreksata zavisi od aktivnosti lizozomalnog
enzima y-glutamil hidrolaze koja katalizuje uklanjanje poliglutamata (Panetta et al., 2002;
Cheng et al., 2005; Cheng et al., 2006). U RA 1 juvenilnom idiopatskom artritisu (JIA) su
analizirani nivoi MTXPG u odnosu na klinicke rezultate terapije metotreksatom. Vise
koncentracije MTXPG dugih lanaca povezane su sa zeljenim ishodima terapije u RA
(Dervieux et al, 2004) i poveéanim rizikom od gastrointestinalne toksi¢nosti i

hepatotoksi¢nosti u JIA (Becker et al., 2011).

1. 5. FARMAKOGENETIKA

Koncept personalizovane medicine predvideo je krajem 19. veka kanadski lekar Ser
Vilijam Osler, koji je primetio "veliku varijabilnost medu individuama" (Issa, 2007).
Savremena definicija farmakogenetike podrazumeva 1 ukljucivanje licne genomske
informacije u klinicku procenu pacijenta i porodi¢nu istoriju, kako bi se optimizovalo
upravljanje resursima u medicinskom menadzmentu (Scott, 2011). Farmakogenetika je
postala vodeca oblast personalizovane medicine (Scott, 2011). Mada su prva opazanja
neuobicajenih reakcija na lek, zasnovana na biohemijskoj individualnosti pacijenata,
zabeleZzena tridesetih godina proslog veka, termin "farmakogenetika" je prvi put upotrebio

nemacki lekar Fridrih Vogel (Vogel, 1959).

Lekovi se prepisuju po principu "jedna doza odgovara svima" (engl. "one size fits
all") (Marshall, 1997). Medutim, intenzivan razvoj farmakogenetike i farmakogenomike

uskoro bi mogao da promeni ovu ustaljenu praksu.
Farmakogenetika se bavi genetickim razlikama koje uti¢u na metaboli¢ke puteve i

na taj nacin na individualne odgovore u pogledu terapeutskog dejstva lekova i nuspojava

(Klotz, 2007). Istrazivanja iz ove oblasti fokusirana su najveéim delom na geneticke
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varijacije (polimorfizme) u enzimima koji metaboliSu lekove, pra¢enje nasledivanja razlika
u pogledu odgovora na terapiju (McLeod & Evans, 2001), kao i predvidanje efikasnosti i
pojave nezeljenih efekata za specifian lek kod odredenog pacijenta (Castanieda et al.,

2016).

Tokom poslednje dekade, broj podataka dobijenih kroz istrazivanja u poljima
farmakogenetike 1 farmakogenomike porastao je eksponencijalno i, paralelno sa tim,
povecano je interesovanje za implementiranje ovih otkri¢a u klinicku praksu. Federalna
agencija Sjedinjenth Americkih Drzava za hranu i lekove (engl. US Food and Drug
Administration, FDA) ve¢ je dala preporuke da se uz neke lekove ukljuce relevantne

farmakogeneticke informacije (Scott, 2011).

Donedavno su klini¢ki znacajni geneti€ki polimorfizmi u metabolizmu lekova
otkrivani na osnovu porodi¢nih pojava ekstremnih fenotipskih razlika u dejstvu leka u
odnosu na pojedince u istoj u populaciji. Sa razvojem tehnologije molekularnog
sekvenciranja, genetiCki polimorfizmi, kao $to su polimorfizmi pojedina¢nih nukleotida
(engl. single nucleotide polymorphisms, SNPs), mogu biti relativno brzo detektovani.
Primena ove metodologije u klinickim studijama omogucuje ispitivanje polimorfizama u
enzimima uklju¢enim u metabolizam lekova koji mogu imati klini¢ki znaCajne posledice,
kao $to je interindividualna varijabilnost u odgovoru na terapiju ili toksi¢nost (Evans &
Relling, 1999). Geneticki polimorfizmi mogu biti detektovani kako bi se omogucila
procena odgovora na lek ili toksi¢nosti leka kada tradicionalni pristupi ne daju rezultate

(Ranganathan et al., 2003).

Varijacije u humanom genomu su prisutne na svakih 500 do 1000 baznih parova
(Roses, 2000). Geneticki polimorfizmi mogu uzrokovati smanjenu aktivnost kodiranog
proteina. Geni se smatraju funkcionalno "polimorfnim" kada alelske varijante, od kojih
jedna ili viSe menjaju aktivnost proteina koje kodiraju u odnosu na wild-type sekvencu,
postoje stabilno u populaciji (Evans & Relling, 1999). Mada su farmakogeneticke studije

uglavnom usmerene na polimorfizme u enzimima koji metaboliSu lekove, ispitivani su i
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polimorfizmi u transporterima leka (kao §to je P-glikoprotein) i ciljnim proteinima leka

(kao $to su receptori) (Evans & Relling, 1999).

Uloga naslednih genskih varijanti proucavana je intenzivnije od pedesetih godina
proslog veka i do sada su objavljena mnogobrojna istrazivanja gena za koje je pokazano da
mogu da utiCu na efikasnost i/ili toksi¢nost lekova (Evans & Relling, 1999).
Farmakogeneticka ispitivanja mogla bi da ucine izvodljivim precizniji izbor lekova 1 doza
koje su optimalne za pojedine pacijente. U tom smislu, "geneticki ¢ipovi" bazirani na
automatizovanim sistemima pomoc¢u kojih bi polimorfni genotip svakog pacijenta bio
ukljuéen u ispitivanje patogeneze bolesti, metabolizam 1 iskoriS¢enje lekova uskoro bi
mogli postati dostupni. Ovakvi geneticki ¢ipovi mogli bi da postanu "blueprint” otisak,

plan individualizovane terapije u buduc¢nosti (Evans & Relling, 1999).

Napori nauc¢nika ukljucenih u farmakogeneticka ispitivanja usmereni su na klini¢ko
usvajanje  rezultata istrazivanja  pravljenjem  protokola za  implementiranje
farmakogenetickih testiranja u klinicke laboratorije (Valdes et al., 2010), kao 1 na pisanje
uputstava za kliniare, vezanih za nacin interpretiranja rezultata testova (Amstutz &

Carleton, 2011; Becquemont et al., 2011; Relling & Klein, 2011; Swen et al., 2011).

1. 6. DNK POLIMORFIZMI

U genetici, polimorfizam je definisan kao pojava dve ili viSe geneticki odredene
forme (alela, sekvenci, varijanti) u populaciji sa ucestalos¢u takvom da se ni najreda forma
medu njima ne moZe objasniti isklju¢ivo pojavom novih mutacija (Turnpenny & Ellard,
2007). Drugim rec¢ima, genski polimorfizam je pojava multiplih diskretnih alela u
populaciji od kojih najmanje dva imaju frekvencu vecu od 1% (Miller-Keane & O'Toole,
2003).
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Opste je prihvaceno da je polimorfni DNK lokus pozicija na kojoj postoje najmanje
dva alela, pri ¢emu je frekvencija najredeg veca od 1%. Aleli ¢ija je frekvencija manja od
1% oznadavaju se kao retke varijante. Genom &oveka se sastoji od 3.2x10° nukleotidnih
(baznih) parova, a smatra se da je u proseku bar svaki hiljaditi nukleotid polimorfan, tj. da
se razlikuje izmedu dva lokusa (Turnpenny & Ellard, 2007). Proucavanja varijabilnosti
enzima i proteina pokazala su da je kod ljudi najmanje 30% strukturnih gena (tj. gena za
polipeptide) polimorfno, a da je svaka osoba heterozigotna za 10% do 20% svih
strukturnih gena (Turnpenny & Ellard, 2007). Mnogi polimorfizmi mogu se na¢i u genima
1 mogu uticati na razliCite karakteristike, dok neki doprinose sklonosti ka bolestima i mogu
uticati na odgovor na terapiju. Medutim, brojni polimorfizmi su van gena 1 imaju neutralan

efekat (Barnes & Gray, 2003).

1. 6. 1. VRSTE POLIMORFIZAMA

DNK polimorfizmi su posledica mutacija koje se mogu kretati u rasponu od
zamene samo jedne baze do variranja u segmentu koji sadrzi nekoliko stotina ili ¢ak hiljada
baza. Polimorfizme mozemo podeliti na tri osnovna tipa: polimorfizmi pojedinacnih
nukleotida (SNP - engl. single nucleotide polymorphism), polimorfizmi broja uzastopnih
ponovaka (u koje spadaju VNTR - engl. variable number of tandem repeats i STR - engl.

short tandem repeats) 1 inserciono-delecioni polimorfizmi (Griffiths et al., 2000).

Najjednostavniji tip polimorfizama su polimorfizmi pojedinaénih nukleotida koji
nastaju kao posledica mutacija tipa bazne supstitucije (Orapan & Suthat, 2007).

Supstitucije jedne baze bazom istog tipa (purinska baza purinskom G — A ili A — G,

pirimidinska baza pirimidinskom: C — T ili T — C) nazivaju se tranzicije, dok
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transverzije predstavljaju zamenu baze bazom drugog tipa (purina pirimidinom ili obrnuto)

(Griffiths et al., 2000).

Polimorfizmi pojedina¢nih nukleotida su najceséi izvor geneticke varijabilnosti u
humanom genomu i predstavljaju oko 98% svih polimorfizama (Griffiths et al., 2000)
(slika 9). U humanom genomu je prisutno oko 3 miliona SNP polimorfizama (Russel,
2002). Gustina je procenjena okvirno na jedan SNP na svakih 500-1000 baza u celoj
humanoj DNK sekvenci (Riva & Kohane, 2002). Neki delovi genoma su bogatiji ovim
polimorfizmima u poredenju sa ostatkom genoma. Na primer, hromozom 1 humanog
genoma sadrzi SNP u proseku na svakih 1.45 kb, dok hromozom 19 prosecno sadrzi SNP

na svakih 2.18 kb (Thorisson & Stein, 2003).

Ogroman broj podataka prikupljenih poslednjih godina doveo je do potrebe za
obelezavanjem polimorfizama 1 sistematizacijom njihovih fenotipskih efekata. Za
polimorfizme pojedina¢nih nukleotida uveden je takozvani rs broj (engl. reference SNP
number). Broj koji se dodeljuje datom polimorfizmu je jedinstven i registrovan u bazama
podataka. U upotrebi je 1 obelezavanje prema poloZaju varijabilnog nukleotida u genu, kao
1 oznake koje se odnose na fenotipski efekat polimorfizma, odnosno strukturu proteina
(Griffiths et al., 2000). Primer ovakve nomenklature je rs1801131 polimorfizam u MTHFR
genu koji se joS obelezava 1 kao A1289C ili Glu429Ala (engl. National Center for
Biotechnology Information - NCBI).

SNP su prisutni u kodirajuéim i nekodiraju¢im regionima genoma. Posto samo 1,5%
humane DNK sekvence kodira proteine, promene u nekodirajuéim regionima su cesce
(99% SNP nisu u genima). Utvrdeno je da SNP mogu biti povezani sa odgovorom na
terapiju (Eichelbaum et al., 2006). Najbolji primer su polimorfizmi u genima koji kodiraju
enzime koji ucestvuju u metabolizmu lekova, a za koje se procenjuje da uticu na efikasnost
30% svih lekova (Eichelbaum et al., 2006). Najadekvatniji lek za odredenu osobu moze

biti odreden pre terapije analiziranjem SNP profila pacijenta (Eichelbaum et al., 2006).
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Raznolikost  polozaja 1 vrste SNP-ova  (unutar  gena, van  gena,
kodirajuc¢i/nekodirajuéiregion gena) ¢ini da jednostavna sistematizacija nije mogucéa

(Griffiths et al, 2000).

Slika 9. Prikaz polimorfizama pojedina¢nih nukleotida.

(slika dostupna na:

https://neuroendoimmune. files.wordpress.com/2014/03/snp.png)

Ukoliko zamena baze dovede do promene kodona za jednu aminokiselinu u kodon
za drugu aminokiselinu, ovakva mutacija naziva se “misens” (engl. missense) 1 dovodi do
sinteze izmenjenog proteina. Ako bazna supstitucija dovede do promene kodona za jednu
aminokiselinu u stop kodon, radi se o mutaciji "bez smisla" (engl. nonsense) i dolazi do
prekida sinteze polipeptidnog lanca. Mnogo je ¢es¢i slucaj da se unutar kodona javi tiha
(engl. silent) mutacija, koja ne dovodi do promene aminokiseline. Ovo ne mora nuzno da
zna¢i da su takva mesta u kodiraju¢im regionima bez ikakvog efekta. Novonastali

alternativni tripleti koji kodiraju iste aminokiseline mogu imati razli¢itu brzinu
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transkripcije, dok iRNK moze imati razliitu brzinu translacije usled ograni¢enog pula

dostupnih tRNK (Griffiths et al, 2000).

U slucaju da se polimorfizam nade u promotoru, intronu, 5' regulatornom regionu
ili 3' regionu koji se ne prevodi (5'UTR odnosno 3'UTR), on tada nece direktno uticati na
strukturu proteina. Medutim, on moZe imati regulatornu ulogu. U promotorskom regionu,
funkcionalna posledica bilo koje tackaste mutacije (supstitucije) zavisi od njene pozicije 1
od toga da li ometa interakciju odgovaraju¢e DNK sekvence sa odredenim proteinom
(transkripcionim faktorom ili RNK polimerazom). Mutacije koje ometaju ove veze imaju
potencijal da promene nivo ekspresije gena Sto moze dovesti do smanjene koliine
odgovarajuceg proteinskog produkta ili do njegove prekomerne sinteze, Sto takode moze
imati znacajne posledice. Pored toga, ovaj tip mutacija moze da dovede do aktiviranja gena

u pogreSno vreme ili u pogreSnom tkivu (Kid et al., 2005).

Inserciono-delecioni polimorfizmi predstavljaju prisustvo (inserciju) ili odsustvo
(deleciju) odredene sekvence nukleotida u molekulu DNK. Najces¢e su ove nukleotidne
sekvence duzine od nekoliko do nekoliko stotina nukleotida, ali mogu biti dugacke i
nekoliko stotina kilobaza. Inserciono-delecioni polimorfizmi su, kao i SNP-ovi, najcesce
dialelni polimorfizmi, a kroz generacije se stabilno prenose s obzirom na to da su nastali

nakon jednog mutacionog dogadaja u evoluciji (Kid et al., 2005).

Dve vaZzne kategorije tandemskih ponovaka jesu varijabilni broj tandemskih
ponovaka (engl. variable number of tandem repeats, VNTR) (Slika 10) 1 kratki
tandemski ponovci (engl. short tandem repeats, STR) (Slika 11). Varijacija u alelima je
prisutna usled razlike u broju tandemski ponovljenih jedinica, $to rezultira njihovim
razli¢itim duZinama, te su ovi polimorfizmi poznati i kao polimorfizmi duzine (Goodwin et

al., 2007).
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VNTR su predominantno pozicionirani u subtelomernim regionima hromozoma i
sadrze ponovljene sekvence ¢ija duzina varira od 6 do 100 baznih parova (Jeffreys et al.,
1985; Jeftreys et al., 1995). U nekim alelima ponovci su prisutni sa hiljadama kopija i
varijacije u duzini dovode do alela ¢ija duzina varira od 500 bp do preko 30 kb. Broj
potencijalnih alela moze biti izuzetno velik. Inace, VNTR su bili prvi polimorfizmi
kori§¢eni za kreiranje DNK profila (Goodwin et al., 2007). Nazivaju se jo§ i minisateliti

(Russel, 2002; Goodwin et al., 2007).

VNTR A
LLEL

Slika 10. Shematski prikaz polimorfizma varijabilnog broja tandemskih ponovaka (VNTR)
(modifikovano). (slika dostupna na:

http://www.scienceinschool.org/2012/issue22/fingerprinting)

Kratki tandemski ponovci (STR) oznacavaju varijaciju u broju ponovaka duzine 1-
10 bp (najceS¢e 2-4 bp) koji se ponavljaju 10-50 puta. Ovaj tip polimorfizama
identifikovan je uglavnom van gena ili u okviru introna, a njihova uloga za sada nije
poznata. Zbog velikog broja varijanti, danas se Siroko koriste u identifikaciji osoba i
indirektnoj medicinskoj dijagnostici (Mitchell-Ods et al.,, 2007). Nazivaju se jo§ i
mikrosateliti (Goodwin et al., 2007).
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[Osobali] CTAGAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATACTAGACTAGACTAG
[O'=oba 2| CTAGAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATACTAGACTAGA

@8  CTAGAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATACTAGACTAGA
CTAGAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATACTAGAD

|

10 ponovala

Slika 11. Shematski prikaz polimorfizma kratkih tandemskih ponovaka (STR)
(modifikovano). (slika dostupna na: https://prezi.com/liz8b8zattt2/short-tandem-repeat-
strs/)

Polimorfizmi broja uzastopnih ponovaka u odnosu na SNP-ove i inserciono-
delecione polimorfizme imaju znacajno vecu stopu mutacija i najceSée je nemoguce

utvrditi izvorni, (ancestralni) alel (Mitchell-Ods et al., 2007).
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1. 7. GENI I POLIMORFIZMI ISPITIVANI U STUDIJI

1. 7. 1. DHFR GEN, PROTEIN I rs3045983 I rs1650697 POLIMORFIZMI

DHFR familija gena, odnosno, gena za dihidrofolat reduktazu, ukljucuje
funkcionalni DHFR gen 1 Cetiri pseudogena bez introna (DHFRP [-4) (Anagnou et al.,
1984). Kloniran je, mapiran i sekvenciran zahvalju¢i naucnicima "Neinhuis & Attardi"”
laboratorije (Chen et al, 1982, 1984; Masters & Attardi, 1983; Maurer et al., 1984, 1985).
Funkcionalni gen kod ljudi se nalazi na petom hromozomu, na poziciji 5q11.2-13.2 1
eksprimiran je u vidu tri iRNK izoforme koje su alternativno splajsovane na 3' UTR

krajevima (Morandi et al., 1982).

Duzina DHFR gena je oko 30 kilobaza (Chen et al., 1984). On sadrzi Sest egzona i
pet introna sa visoko konzerviranim intron-egzon granicama. DuZina introna varira izmedu
0.35 kb (intron 1) i 11.4 kb (intron 3) (Abali et al., 2008). Humani DHFR gen ima dva
promotora, pri ¢emu je sa nizvodnog promotora kodirano 99% DHFR iRNK (Blume et al.,
2003; Martianov et al., 2007). DHFR gen je "housekeeping"” gen. Nizvodni promotor
sadrzi multiple GC boksove, dva inicijatorska elementa, ali ne i TATA blok. Ovaj
promotor je bidirekcioni 1 koristi se za transkripciju MSH3 gena sa komplementarnog lanca
u suprotnom smeru (Shinya & Shimada, 1994; Watanabe et al., 1996). Dva glavna mesta
pocetka transkripcije ova dva gena su odvojena sa samo 90 nukleotida (Shinya & Shimada,

1994).

Humani DHFR je monomerni protein sastavljen od 186 aminokiselina sa
molekulskom masom od 21.544 Da (Blakley, 1995). Jezgro humanog DHFR je sacinjeno
od B ploce koju ¢ini 8 lanaca od kojih je sedam medusobno paralelno, a lanac na C-

terminalnom delu je antiparalelan u odnosu na njih. Pet ¢ heliksa upakovano je naspram
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jezgra B ploce (Abali et al, 2008). Dihidrofolat reduktaza je ¢lan enzimske familije

reduktaza koje su prisutne u svim organizmima (Askari & Krajinovi¢, 2010).

DHFR katalizuje NADPH zavisnu redukciju dihidrofolata do tetrahidrofolata

(THF), molekula koji je neophodan za vise reakcija transfera ugljenikovog atoma u sintezi

pirimidina i purina (Jensen et al., 1997). Reakcija katalizovana dihidrofolat reduktazom

prikazana je na slici 12.

Slika 12. Reakcija redukcije dihidrofolata do tetrahidrofolata katalizovana dihidrofolat

reduktazom. (slika dostupna na:

https://en.wikipedia.org/wiki/Dihydrofolate reductase#/media/File:DHFR rxn.svg)

DHFR je takode neophodna za unutarcéelijsku konverziju sinteticke folne kiseline,

prisutne u suplementima, u THF forme koje mogu ucestvovati u metabolozmu folata i

homocisteina. Smanjenje enzimske aktivnosti DHFR proteina dovodi do smanjenja

koli¢ine THF u ¢eliji, Sto uti¢e na nivoe folatnih koenzima i stoga na sintezu pirimidina 1
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purina (Chen et al., 1984). Tetrahidrofolat je neophodan za aktivnost folat-zavisnih enzima

i stoga je esencijalan za DNK sintezu i metilaciju (Askari & Krajinovi¢, 2010).

Inhibicija delovanja DHFR enzima dovodi do prekida biosinteze purina i timidilata
i DNK replikacije, $to dovodi do smrti ¢elije. Stoga je DHFR znacajan ciljni molekul u
hemioterapiji mnogih bolesti, ukljucujuci kancer (Abali et al., 2008). Inhibicija DHFR je
klju¢ni mehanizam dejstva antifolatnih lekova koji se upotrebljavaju u terapiji kancera 1
nekih inflamatornih oboljenja, ukljucujuéi i metotreksat (Blaney et al., 1984; Gorlick et al.,

1996; Assarafet al., 2007; Morales et al., 2009).

Polimorfizam rs3045983
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=3045983) u DHFR genu je
kombinacija polimorfizma inserciono/delecionog tipa i polimorfizma varijabilnog broja
ponovaka. Pretpostavljeno je da bi ovaj polimorfizam mogao da ima ulogu u regulaciji
ekspresije DHFR gena poSto se nalazi u promotoru DHFR gena (Fujii & Shimada, 1989).
Ovaj polimorfizam sastoji se od 2 motiva, insercija ili delecija GGGAGCTGG na poziciji
63 1 varijabilnog broja ponovaka GCCGCTGCG na poziciji 91, ¢ija kombinacija

predstavlja 5 alela:

1.9bpdeli1x9 bp
2.9 bp ins 1 2x9 bp
3.9bp ins 13x9 bp
4.9 bp ins 14x9 bp

5.9bp insi5x9 bp

Alel 3 se naziva 1 glavni (engl. major) alel, dok su ostali zastupljeni sa

frekvencijom od 1% do 36% (Al-Shakfa et al., 2009).
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Polimorfizam rs1650697 (C35T) u DHFR genu
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=1650697) predstavlja
polimorfizam pojedina¢nog nukleotida (SNP), nalazi se u glavnom promotoru i moze

dovesti do promena ekspresije (Askari & Krajinovié¢, 2010).

1.7.2. MTHFR GEN, PROTEIN I C677T 1 A1298C POLIMORFIZMI

MTHFR gen, odnosno gen za 5, 10 - metilentetrahidrofolat reduktazu, nalazi se na
hromozomu 1 na poziciji 1p36.3. Duzine je 2.2 kilobaze i sastoji se iz 11 egzona.
Alternativno splajsovanje prisutno je 1 kod ljudi i kod miSeva (Goyette et al., 1998). Kod
ljudi, glavni produkt MTHFR gena je kataliticki aktivan protein od 77 kDa, mada u nekim
tkivima postoji manja izoforma od oko 70 kDa (Rozen, 1997). MTHFR katalizuje
konverziju 5, 10 - metilentetrahidrofolata u glavni cirkuliSu¢i oblik folata, 5-
metiltetrahidrofolat (Lorenzo & Yang, 2000). Reakcija koju katalizuje MTHFR enzim
prikazana je na slici 13. MTHFR 1 folna kiselina su uklju¢eni kompleksne biohemijske
puteve (Rosenblatt, 1995). Folat 1 njegova 5-metil forma ucestvuju u transferima ugljenika
koji se desavaju kao deo sinteze nukleotida; sinteza S-adenozil-metionina; remetilacija
homocisteina do metionina; metilacija DNK, proteina, neurotransmitera 1 fosfolipida.
Normalna aktivnost MTHFR moze biti korisna u odrzavanju koli¢ine cirkuliSuceg folata 1

metionina i potencijalno spreciti nagomilavanje homocisteina (Lorenzo & Yang, 2000).
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Slika 13. Reakcija katalizovana MTHFR enzimom (modifikovano).
(slika dostupna na: https://www.sott.net/article/310858-The-Health-Wellness-Show-
MTHFR-Gene-with-Dr-Andrew-Rostenberg)

Polimorfizam rs1801133 u MTHFR genu (C677T)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp ref.cgi?rs=1801133) predstavlja tackastu
mutaciju na poziciji 677 koja dovodi do promene citozina u timin. Ova promena dalje
dovodi do aminokiselinske zamene alanina u valin u enzimu (Frosst et al., 1995; Rozen,
1997). Alel 677T poznat je joS i kao termolabilan, jer je aktivnost kodiranog enzima
redukovana na temperaturi od 37°C 1 viSoj (Kang et al., 1991). Stoga je aktivnost MTHFR
medu 677TT homozigotima za 50-60% niza na temperaturi od 37°C. Aktivnost enzima
kod heterozigota je u srednjem opsegu. Ljudi koji su homozigoti za 677T alel imaju blago
poviSen nivo homocisteina u krvi ako unose nedovoljne koli¢ine folata, a normalan nivo
ako je unos folata adekvatan (Rozen, 1997). Homocistein je aminokiselina koja se ne
koristi u sintezi proteina i1 ima posrednicku ulogu u metabolizmu metionina. U

metabolickim putevima ili biva ireverzibilno degradirana kroz put transsulfuracije do
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cisteina ili biva remetilovana do metionina (Blom & Smulders, 2011). Unutar ¢elija 5-
metil THF deluje kao metil donor za remetilaciju homocisteina (Blom et al., 2006).
Funkcija MTHFR enzima stoga je od velikog znacaja za regulaciju 5-metil THF koji moze

posluziti dalje za remetilaciju homocisteina (Blom & Smulders, 2011).

U sluc¢aju alela rs1801131 (A1298C)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp ref.cgi?rs=1801131) u MTHFR genu
tackasta mutacija u egzonu 7 rezultuje aminokiselinskom zamenom glutamata u alanin u
enzimu (Viel et al., 1997; van der Put et al., 1998 Weisberg et al., 1998). Aktivnost enzima
je smanjena, mada je uticaj ovog polimorfizma na aktivnost enzima manji nego u slucaju

alela 677T (van der Put et al., 1998; Weisberg et al., 1998).

1.7.3. RCF-1 (SLC1941) GEN, PROTEIN I GE8OA POLIMORFIZAM

Humani RFC-1 (engl. reduced folate carrier 1) koji se joS naziva i SLC19A41 (engl.
solute carrier family 19 member 1) gen se nalazi na hromozomu 21, na poziciji 21q22.3
(Wah Yee et al., 2010). Nekoliko grupa istrazivaca kloniralo je ¢cDNK, duzine oko 2.7
kilobaza, koja kodira humani protein RFCI sastavljen od 591 aminokiseline (Prasad et al.,
1995; Williams et al., 1995; Wong et al., 1995; Nguyen et al., 1997). Utvrdeno je da
humani RFC-1 gen sadrZi pet egzona (od egzona 2 do egzona 6) koji kodiraju RFC-1
protein (Tolner et al. 1998; Williams & Flintoff, 1998; Whetstine et al., 2002). Postoje
najmanje Cetiri 5' alternativna egzona, koja se koriste u transkripciji RFC-I iRNK u
limfoblastnim ¢elijama (Wah Yee et al., 2010). Semi-kvantitavni PCR pokazao je da se
egzon 1 najcesce prepisuje (William & Flintoff, 1998). Analiza funkcionalne delecije
regiona uzvodno od mesta pocetka transkripcije SLC19A1 gena dovela je do identifikacije
dva promotora bez TATA sekvence, od kojih je svaki pokazao znacajne razlike u

efikasnosti transkripcije (Wah Yee et al., 2010).
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Celijsko preuzimanje folata najve¢im delom je posredovano redukovanim folatnim
nosacem 1 (engl. reduced folat carrier 1, RFC-1) koji je kodiran genom RFC-1. RFC-1 je
dvosmerni transporter visokog kapaciteta za S-metiltetrahidrofolat i tiamin monofostaft.
RFC-1 takode aktivno transportuje u celije antifolatne hemoterapijske agense poput
metotreksata (Prasad et al., 1995; Nguyen et al., 1997; Wah Yee et al., 2010). Dodatno,

RFC-1 ima klju¢nu ulogu u homeostazi folata u sisarskim ¢elijama (Ifergan et al., 2008).

SLC19A41 je visoko polimorfan gen kod ljudi (Wah Yee et al., 2010). Polimorfizam
11051266 (G80A) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp ref.cgi?rs=1051266)
je najcesce izuCavana varijanta SLC19A41 gena. Ovaj SNP u egzonu 2 gena dovodi do
aminokiselinske promene arginina u histidin na poziciji 27 u proteinu (Wah Yee et al.,
2010). Ova varijanta gena intenzivno je ispitivana usled uticaja na transport folata, kao 1
zbog povezanosti sa nastankom bolesti poput defekta neuralne cevi 1 razli¢itim vrstama
kancera, odgovorima na terapiju i toksi¢nos¢u (Wah Yee et al., 2010). Tako je nejasno da li
ova varijanta utice na transport folata, pokazano je da je genotip 80AA povezan sa viSim

nivoima folata u plazmi (Drozdzik et al., 2007).

1. 7. 4. MTHFD-1 GEN, PROTEIN I G1958A POLIMORFIZAM

Humani MTHFD-1 gen nalazi se na hromozomu 14, na poziciji 14q24. Sadrzi 28
egzona 1 kodirajuéi region od 2805 baznih parova (Rozen et al., 1989). Kodira protein od

101kDa 1935 aminokiselina (Hum et al., 1988).

Metilentetrahidrofolat dehidrogenaza 1 je trifunkcionalni protein koji kod ljudi
funkcioniSe kao 5, 10-metilentetrahidrofolat dehidrogenaza, 5, 10-meteniltetrahidrofolat
ciklohidraza 1 10-formiltetrahidrofolat sintetaza (Rozen et al., 1989). Ovaj enzim sa tri

funkcije ucestvuje u konverziji 5, 10-metilentetrahidrofolata, 5, 10-meteneiltetrahidrofolata
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i 10-formiltetrahidrofolata. Poslednja dva jedinjenja imaju ulogu kao donori ugljenika
tokom de novo biosinteze purina i pirimidina i stoga u biosintezi DNK (Fox & Stover,

2008).

Polimorfizam 1s2236225 (G1958A) u kodonu 653
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp ref.cgi?rs=2236225) dovodi do
supstitucije alanina glicinom unutar domena enzima sa funkcijom 10-formiltetrahidrofolat
sintetaze (Krajinovi¢, 2008). Rezultat ove aminokiselinske zamene je smanjena aktivnost 1
stabilnost enzima (Hol et al., 1998). Kako je MTHFD-1 jedan od klju¢nih enzima u
metabolizmu folata, promena u njegovoj aktivnosti mogla bi da utiCe na terapeutski

odgovor na antifolatne agense kao $to je metotreksat (Vejnovic et al., 2016).
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2. CILJEVI RADA

Nauchni ciljevi istrazivanja bili su da se kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom,
lecenih metotreksatom u trajanju od najmanje Sest meseci na Institutu za reumatologiju

Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu:

1. odrede genotipovi odabranih polimorfizama DHFR (rs3045983 1 rs1650697),
MTHFR (rs1801133 irs1801131), MTHFD-1 (rs2236225) i RFC-1 (rs1051266) gena

2. ispita eventualna veza izmedu detektovanih genotipova odabranih polimorfizama
sa efikasnoS¢u metotreksata, pri cemu smo za procenu efikasnosti leka koristili DAS28 1

rDAS28 vrednosti

3. ispita eventualna veza izmedu detektovanih genotipova odabranih polimorfizama

sa pojavom neZeljenih efekata metotreksata
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3. MATERIJALI I METODE

3. 1. DIZAJN STUDIJE

U studiju su bila uklju¢ena 243 pacijenta sa reumatoidnim artritisom koji su
najmanje Sest meseci primali terapiju metotreksatom. Svi pacijenti uklju€eni u studiju
leCeni su 1 praceni na Institutu za reumatologiju Medicinskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu. Za svakog pacijenta dijagnoza je postavljena prema ACR kriterijumima (engl.
American College of Rheumatology) revidiranim 1988. godine (Arnett et al., 1988).
Laboratorijsko osoblje nije imalo uvid u klini¢ke informacije tokom studije, a lekari 1
pacijenti nisu imali uvid u podatke o genotipovima. Eticki komitet Instituta za
reumatologiju odobrio je protokol studije 1 svaki pacijent je potpisao informisani pristanak
za ucesce u studiji. Takode, Eticki komitet Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu

dao je odobrenje za sprovodenje istrazivanja.

Glavni kriterijum za uceS¢e pacijenata u studiji bio je tretman metotreksatom u
trajanju od najmanje Sest meseci, dok su pacijenti koji su primali intraartikularne
kortikosteroide (injekcije u zglob), iskljuceni iz studije. Nesteroidni antiinflamatorni lekovi
(engl. nonsteroid antiiflamatory drugs, NSAIDs), niske doze kortikosteroida (<10 mg
dnevno), prethodno koris¢eni antireumatski lekovi koji menjaju tok bolesti, osim
metotreksata (auroterapija, Sulphasalazine, Chloroquine) i suplementi folne kiseline bili su

dozvoljeni.
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3. 2. PROCENA EFIKASNOSTI METOTREKSATA

Za klinicku procenu efikasnosti terapije metotreksatom koris¢ene su DAS28
vrednosti (engl. Disease Activity Score), izraCunate na osnovu pregleda 28 zglobova,
brzina sedimentacije eritrocita i1 subjektivne procene pacijenta o sopstvenom opStem
zdravstvenom stanju. Preciznije, klinicki odgovor na terapiju metotreksatom procenjivan je
prema EULAR (engl. European League Against Rheumatism) kriterijjumima za odgovor na
terapiju koriS¢enjem DAS28 vrednosti (Prevoo et al. 1995). Na slici 14. prikazano je 28
zglobova koji se koriste pri izraunavanju DAS28 vrednosti. PoboljSanje u odnosu na

pocetak terapije nakon Sest meseci izracunavano je slede¢om formulom:

ADAS28=DAS281-DAS280

DAS280 predstavlja DAS28 vrednost na pocetku terapije metotreksatom, a
DAS281 predstavlja DAS28 vrednost nakon Sest meseci terapije.
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Slikal4. Zglobovi na osnovu kojih se izra¢unava DAS28 vrednost. (Jeong, 2014).

Na osnovu EULAR kriterijuma, odgovor na terapiju moze biti dobar, umeren 1 los.
Smatra se da pacijent ima dobar odgovor na terapiju kada je DAS281<3.2 i ADAS28>1.2,
umeren odgovor kada su vrednosti 3.2<DAS281<5.1 1 0.6<ADAS28<1.2 (ili ADAS28>1.2,
nezavisno od vrednosti DAS281), dok lo§ odgovor odgovara vrednostima DAS281>5.1 1
0.6<ADAS28<1.2 1 (ili ADAS28<0.6, nezavisno od vrednosti DAS281). Pacijenti koji su
na osnovu ovih kriterijuma imali dobar ili umeren odgovor klasifikovani su kao ,,pacijenti
koji pokazuju odgovor na terapiju’’, dok su oni koji su pokazali lo§ odgovor na terapiju

klasifikovani kao ,,pacijenti koji ne pokazuju odgovor na terapiju’’.

Za procenu klinickog odgovora na terapiju metotreksatom takode smo koristili 1
relativne DAS28 (rDAS28) vrednosti. tDAS predstavlja poboljSanje u DAS28 skoru

relativno u odnosu na bazi¢ne vrednosti i racuna se pomoc¢u formule:

rDAS28 = (DAS280-DAS281)/DAS280
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3. 3. PROCENA NEZELJENIH EFEKATA METOTREKSATA

Nezeljeni efekti leka praceni su prema izjavama pacijenata, rezultatima rutinskih
laboratorijskih analiza i lekarskih pregleda. Nezeljena dejstva leka procenjivana su prema

definisanim kriterijumima i klasifikovana kao blaga, umerena i ozbiljna.

Od neZeljenih efekata metotreksata ocekivani su bili:

- hepatotoksi¢nost (povisen nivo transaminaza)

- toksican efekat na kostanu srz (leukopenija, trombocitopenija, pancitopenija)
- pulmonarna toksi¢nost (kasalj, pneumonitis, dispnea)

- dermatoloski simptomi (osip, vaskulitis, gubitak kose)

- gastrointestinalni simptomi (anoreksija, povra¢anje, mucnina)

- mukozitis (Albrecht & Miiller-Ladner, 2010).

Mucénina, alopecija, kasalj i leukopenija sa 3-4x10° éelija/L, trombocitopenija sa
100-150x10° éelija/L i porast transaminaza do tri puta u odnosu na normalne vrednosti
smatraju se blagim nezeljenim dogadajima. Anoreksija, mucnina pra¢ena povracanjem,
difuzni gubitak kose, mukozitis, dispnea, leukopenija sa manje od 3x10° ¢elija/L,
trombocitopenija sa 70-100x10° éelija/L i do tri puta povisene transaminaze u odnosu na
gornju normalnu granicu smatraju se umerenim nezeljenim efektima. Ozbiljni neZeljeni
efekti zahtevali su hospitalizaciju pacijenta i prekid terapije metotreksatom, a od simptoma
prisutni su intenzivan kaSalj i pneumonitis, leukopenija sa manje od 2x10° &elija/L i

trombocitopenija sa manje od 70x10° éelija/L.
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3. 4. MOLEKULARNO-GENETICKE ANALIZE

Sve molekularno-geneticke analize uradene su na Institutu za humanu genetiku
Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu i Institutu za humanu genetiku

Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu.

3.4. 1. [ZOLACIJA DNK

U studiji je koriS¢ena DNK pacijenata izolovana iz leukocita periferne krvi. DNK
je izolovana metodom isoljavanja (engl. salting out), prema Miller-u i1 saradnicima (Miller

et al., 1988). Hemijski sastav pufera koris¢enih pri izolaciji DNK prikazan je u tabeli 2.

Uzorak krvi od 5 ml sa antikoagulansom (natrijum-citrat, etilendiamintetraacetatna
kiselina - EDTA) mesa se sa istom koliCinom pufera za lizu nakon ¢ega se 15 do 20 minuta
drzi na temperaturi od +4 °C. Sledi centrifuguranje na 2000 rpm u trajanju od 15 minuta.
Supernatant se odbacuje, a talog resuspenduje u 5 do 10 ml fizioloskog pufera. Uzorak se
ponovo centrifugira 15 minuta na 2000 rpm. Postupak se ponavlja dok talog ne pobeli.
Posle poslednjeg ispiranja supernatant se odbacuje, a talogu se dodaje 3 ml pufera A, 30 pl
10% proteinaze K 1 200 pl 10% SDS (natrijum-dodecisulfat). Uzorak se temeljno
resuspenduje i inkubira tokom no¢i na 37 °C. Narednog dana se dodaje 1 ml 6M NaCl,
energi¢no promucka i centrifugira 15 minuta na 3000 rpm. Supernatant se prenosi u Ciste
epruvete 1 centrifugira 15 minuta na 4000 rpm. Nakon toga supernatant se preliva u Cistu
graduisanu epruvetu i dodaje mu se ista zapremina izopropanola. Blagim muckanjem

izdvaja se kon¢i¢ DNK beli¢aste boje. Konci¢ se pazljivo kupi staklenim Stapi¢em i 30
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sekundi potapa u 70% etanol. DNK se na staklenom Stapi¢u susSi na vazduhu i potom se

rastvara u 300 ul destilovane vode (Miller et al., 1988).

Tabela 2. Sastav pufera koris¢enih za izolaciju DNK metodom isoljavanja.

Pufer za lizu* Fizioloski pufer Pufer A TE pufer
0.32M saharoza 0,075 M NaCl 10 mM TRIS HCI # 10 mM TRIS HCI#
10 mM TRIS HCl # 0,025 M EDTA pH 8 400 ml NaCl ImM EDTA
1% TRITON x 100 2 mM EDTA
5 mM MgCl,

*autoklavirati i uvati na temperaturi od +4°C; # pH 7.5

Koncentracija DNK merena je spektrofotometrom na 260 nm, a Cisto¢a uzorka

odredivana je na osnovu apsorbance na 260 i1 280 nm.

3.4.2. LANCANA REAKCIJA POLIMERAZE (PCR)

Analiza sekvenci nukleotida DNK nekom od metoda molekularne biologije zahteva
prethodno umnozavanje DNK molekula koji se analizira. Najefikasnija i najjednostavnija
metoda amplifikacije DNK molekula je lan¢ana reakcija polimeraze, PCR (engl.

polymerase chain reaction).

Lancana reakcija polimeraze je metoda koja, uz upotrebu prajmera i Tagq

polimeraze, omogucava in vitro amplifikaciju ciljne DNK sekvence. PCR metoda je

42



zasnovana na visokoj termostabilnosti 7aq polimeraze, DNK polimeraze izolovane iz
bakterije Thermus aquaticus, koja zivi u termalnim izvorima i adaptirana je na ekstremne
temperaturne uslove. 7ag polimeraza je stabilna na visokim temperaturama koje se koriste
za denaturaciju DNK tokom PCR-a i optimalno sintetiSe DNK na temperaturi od 72°C.
Prajmeri predstavljaju oligonukleotide, najées¢e duzine 20 do 25 nukleotida, koji se
komplementarno vezuju za DNK. Umnozavanje ciljne DNK pomoc¢u prajmera, moguée je
zahvaljuju¢i ¢injenici da se oni vezuju za DNK na tatno odredenim, njima
kompelementarnim mestima gde formiraju dvolanc¢anu strukturu koja predstavlja signal za
Taq polimerazu, koja od date pozicije ugraduje u novi lanac nukleotide komplementarne sa
matricom. U reakciji umnoZavanja koriste se dva prajmera: prednji (engl. forward, F), koji
se vezuje za pocetak regiona DNK koji se umnozava i to za lanac koji je orijentisan u 3'-5'
smeru, 1 reverzni (engl. reverse, R) ili "suprotnosmerni" prajmer, koji se vezuje za kraj
regiona DNK koji se umnoZava, i to za lanac orijentisan u 5'-3' smeru. Kroz veci broj
uzastopnih ciklusa (25-40), enzim Taq polimeraza od mesta na kome se prajemer vezao za
matricnu DNK, ugraduje nukleotide komplementarne matrici, kopirajuci tako ciljni region
DNK i omogucujuéi njegovo umnozavanje u vise od milijardu kopija (Mari¢ & Jovié,

2012).

Svaki PCR ciklus se sastoji od tri koraka:

1. denaturacija DNK (raskidanje vodoni¢nih veza izmedu dva lanca DNK) na

temperaturi izmedu 92°C 1 95°C

2. hibridizacija prajmera (aniling, komplementarno vezivanje prajmera za maticnu

DNK) na temperaturi izmedu 50°C 1 70°C

3. elongacija lanaca (sinteza DNK nadovezivanjem nukleotida na prajmere

komplementarno matrici) na temperaturi od 72°C.
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Kao rezultat navedenih reakcija, za svega par sati formira se viSe od milijardu
kopija ciljnog regiona DNK ograni¢enog F i R prajmerima, oznacenih kao PCR produkti.
Veliki broj kopija DNK ciljnog regiona omoguéava njenu vizuelizaciju elektroforetskim
razdvajanjem u gelu koji se zatim boji standardnim metodama (npr. etidijum-bromidom ili

srebrom) (Mari¢ & Jovi¢, 2012).

3. 4. 3. RESTRIKCIONA DIGESTIJA PCR PRODUKATA (RFLP)

Analiza polimorfizama duzine restrikcionih fragmenata (engl. restriction fragment
length polymorphism, RFLP) moze biti upotrebljena za odredivanje genotipa. Procedura
podrazumeva digestiju umnozenih fragmenata DNK restrikcionim endonukleazama.
Restrikcione endonukleaze su enzimi koji seku DNK u okviru sekvenci (restrikciona
mesta) koje specifiéno prepoznaju. Svaki enzim ima specifi¢nu sekvencu nukleotida koju
prepoznaje kao restrikciono mesto, odnosno, u okviru koje se¢e DNK. Restrikciono mesto
najcesce ¢ini sekvenca nukleotida duzine od 4 do 6 bp, mada ono moze biti i znatno duze.
Sekvence restrikcionih mesta su naj¢es¢e palindromske strukture, tj. redosled nukleotida

isti je na 5'-3'1 3'-5' lancu kada se Cita u 5'-3' smeru (Mari¢ & Jovi¢, 2012).

3.4.4. METODA PCR U REALNOM VREMENU

Jedna od metoda koja se koristi za odredivanje polimorfizama pojedinacnih
nukleotida jeste PCR u realnom vremenu (engl. real time PCR). Takode se naziva i
kvantitativni PCR. Ova metoda, pri kojoj se dinamika umnozavanja fragmenta meri u
realnom vremenu nakon svakog ciklusa reakcije, predstavlja modifikaciju
konvencionalnog PCR-a. U ovoj vrsti PCR reakcije koriste se, pored prajmera, alel

specificne oligonukleotidne probe koje su obeleZzene na 5' kraju razli¢itim fluorescentnim
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bojama koje se jo$ nazivaju i reporter boje (npr. VIC, FAM), dok se na 3' kraju nalazi
prigusivac (engl. quencher) koji blokira emisiju fluorescencije. Tokom faze vezivanja
prajmera u PCR reakciji za ciljnu sekvencu DNK se po principu komplementarnosti vezuje
i jedna od proba. U fazi PCR ciklusa kada Taq polimeraza dodaje nove nukleotide, dolazi
do uklanjanja probe 5'-3' egzonukleaznom aktivno$¢éu enzima. PosSto se najpre odvaja 5'
nukleotid sa reporterskom bojom usled udaljavanja od prigusivaca, ova boja pocinje da
fluorescira Sto aparat za real time PCR registruje. Intenzitet fluorescencije raste tokom
svakog ciklusa 1 omogucava pracenje dinamike reakcije u realnom vremenu. Po zavrSetku
PCR reakcije, ukoliko je detektovano znacajno povecanje fluorescencije samo jedne od
boja, to ukazuje na homozigotnost ispitivanog alela. Povecanje fluorescencije obe boje
ukazuje na heterozigotno stanje. Izuzetna prednost real time PCR-a je §to se celokupna
analiza odvija u jednoj reakcionoj tubi tokom jedne PCR reakcije, bez potrebe za daljom
obradom uzorka. Moguce je vrSiti istovremeno analizu 96 uzoraka. Rezultate reakcije
obraduje prate¢i program 1 prikazuje ih u vidu tabele. Prikaz ciklusa real time PCR-a

prikazan je na slici 15.
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1. Komponente eseja i DNK matrica
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Slika 15. Faze real time PCR reakcije (modifikovano).

(slika dosupna na http://tools.thermofisher.com/content/sfs/brochures/tagman-assay-

genetic-variation-research-br.pdf)

3.4.5. ODREDIVANIE GENOTIPOVA ZA MTHFR, RFC-11 MTHFD-1 GENE

Genotipovi za polimorfizme MTHFR C677T 1 A1298C, RFC-1 G80A 1 MTHFD-1
G1958A odredivani su PCR-RFLP metodom (Frosst et al. 1995; Hol et al. 1998; Van der
Put et al. 1998; Dervieux et al. 2004). PCR reakcije vrSene su u aparatu Applied
Biosystems Thermal Cycler 2720, dok je enzimska digestija vrSena u termostatu na 37°C.
Nakon enzimske digestije PCR produkata, fragmenti su razdvajani vertikalnom
elektroforezom 1 analizirani na 8% poliakrilamidnom gelu bojenom etidijum-bromidom.
Gelovi su prosvetljivani na UV-transiluminatoru Vilber Lourmat (B.P. 66 TORCY-
Z.1.5UD).
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Standardna reakciona smeSa za PCR sadrzi H»O, dezoksinukleotid trifosfate
(dNTP), pufer 10X, jone Mg**, prajmer 1 i 2, DNK i Taq polimerazu. Pri analizi
polimorfizama koji su analizirani PRC-RFLP metodom u ovom radu, za svaki uzorak smo

koristili 25 pl reakcione smeSe za PCR koje su sadrzale:

- 2.5 ul 10x PCR pufera

- 1.5 ul 25 mM MgCl

- 0.5 ul 10 mM dNTP (smeSa, 10 mM svaki)
- 0.5 pl prajmer R (300 ng/pul)

- 0.5 prajmer F (300 ng/pl)

- 2 ul DNK (100 ng/pl)

- 0.2 ul Taq polimeraze (5U/ul)

- 17.3 ul H>2O (ampulirana)

Sastav smese za pripremu poliakrilamidnog gela bio je slede¢i:

- 6 ml voda

-2 ml TBE (5X)

- 2 ml akril-amid (40%)
- 70 ul APS (10%)

-13 ul TEMED

47



3.4.5. 1. ANALIZA C677T POLIMORFIZMA U MTHFR GENU

Za analizu C677T polimorfizma u MTHFR genu koris¢en je 5'-
CCGAAGCAGGGAGCTTTG-3" forward i 5'-CGGTGCATGCTTCACAA -3’ reverse
prajmer. Temperatura anilinga bila je 60°C. HinfI restrikcioni enzim specificno prepoznaje
restrikciono mesto 5°..GJA N T C ..3’, a dobijen je iz soja bakterije Haemophilus

influenzae.

PCR reakcija odvijala se u 35 ciklusa. Inicijalna denaturacija odvijala se tokom 5

minuta na temperaturi od 94 °C 1 bila je prac¢ena sa 35 ciklusa koji su se sastojali od:

1. Denaturacije na 94 °C, 1 minut
2. Hibridizacije prajmera (aniling) na 60°C u trajanju od 1 minuta

3. Sinteze novih lanaca (elongacija) na 72°C u trajanju od 1 minuta

Finalna ekstenzija odvijala se na 72 °C tokom 7 minuta.

Digestija produkata PCR reakcija Hinfl enzimom vrSena je preko noc¢i na

temperaturi od 37°C u termostatu. Sastav smese za digestiju po uzorku bio je slede¢i:

- 8 ul vode (ampulirane)
- 1 pl enzima Hinf1
- 1.5 pl pufera

- 5 pl amplifikata.
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Ukoliko je prisutan T alel, digestija PCR produkata duzine 198 bp Hinfl enzimom
daje DNK fragmete duzine 175 bp i 23 bp. Ukoliko je prisutan C alel, restrikciono mesto je

odsutno.

3.4.5.2. ANALIZA A1298C POLIMORFIZMA U MTHFR GENU

Za detekciju MTHFR A1298C polimorfizma umnozeni su DNK fragmenti duZine
163 bp wupotrebom 5'-TTTGGGGAGCTGAAGGACTACTA-3" forward 1 5'-
CACTTGTGACCATTCCGGTTTG-3' reverse prajmera. Produkti amplifikacije seCeni su

Mboll restrikcionim enzimom.

Inicijalna denaturacija tokom PCR reakcije odvijala se na 95 °C u trajanju od 5

minuta i bila je prac¢ena sa 40 ciklusa koji su se sastojali od:

1. Denaturacije na 94 °C tokom 30 sekundi
2. Hibridizacije prajmera (aniling) na 58°C u trajanju od 30 sekundi

3. Sinteze novih lanaca (elongacija) na 72°C u trajanju od 45 sekundi

Finalna ekstenzija odvijala se na 72 °C tokom 7 minuta.

Mboll restrikcioni enzim specifi€no prepoznaje restrikciono mesto 5°..G A A G A

(N)s] ...3’. Dobijen je iz soja bakterije Moraxella bovis.

Sastav smeSe za digestiju po uzorku bio je sledeci:
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- 3.1 pl voda (ampulirana)
- 0.4 pl enzima Mboll
- 1.5 pl pufera

- 10 pl amplifikata.

Enzimska digestija PCR produkata vrSena je u trajanju od dva sata u termostatu na
temperaturi od 37 °C. Produkti digestije duzine 56 bp, 31 bp, 30 bp, 28 bp 1 18 bp
odgovaraju alelu A, dok produkti duzine 84 bp, 31 bp, 30 bp 1 18 bp odgovaraju alelu C.

3.4.5.3. ANALIZA G80A POLIMORFIZMA U RFC-1 GENU

Za identifikovanje RFC-I G80A polimorfizma koris¢eni su slede¢i forward i
reverse prajmeri: 5'-AGGCACAGTGTCACCTTCG -3° i 5°-
GAGGTAGGGGGTGATGAAGC -3'. Inicijalna denaturacija odvijala se na 95 °C u

trajanju od 3 minuta i bila je prac¢ena sa 40 ciklusa prema slede¢im uslovima:
1. Denaturacija na 94 °C tokom 30 sekundi
2. Hibridizacija prajmera (aniling) na 58°C u trajanju od 30 sekundi

3. Sinteza novih lanaca (elongacija) na 72°C u trajanju od 45 sekundi

Finalna ekstenzija odvijala se na 72 °C tokom 7 minuta.

Sastav smeSe za digestiju po uzorku bio je sledeci:

50



- 4 ul voda (ampulirana)
- 0.6 pl enzima Hin6l
- 1.4 pl pufera

- 8 ul amplifikata.

Hin6l restrikcioni enzim specificno prepoznaje restrikciono mesto 5°..G |C G
C...3°. Dobijen je iz bakterije Haemophilus influenza RFL6. Nakon digestije PRC
produkata duzine 207 bp pomocu Hin6l restrikcionog enzima, genotipovi su odredeni
prema slede¢em rasporedu produkata digestije: GG (167 bp 1 40 bp), AA (207 bp) i GA
(207 bp, 167 bp 140 bp). Digestija je vrSena na temperaturi od 37 °C preko no¢i.

3.4.5.4. ANALIZA G1958A POLIMORFIZMA U MTHFD-1 GENU

Kako bi analizirali polimorfizam G1958 A u MTHFD-1 genu, koris¢ene su sledece
sekvence forward 1 reverse prajmera: 5’-CACTCCAGTGTTTGTCCATG-3" 1 5’-
GCATCTTGAGAGCCCTGAC-3’. Duzina amplifikovanih produkata bila je 330 baznih
parova. Inicijalna denaturacija odvijala se na 95 °C u trajanju od 3 minuta i bila je pracena

sa 40 ciklusa koji su se sastojali od:

1. Denaturacije na 94 °C tokom 30 sekundi
2. Hibridizacije prajmera (aniling) na 62°C u trajanju od 30 sekundi

3. Sinteze novih lanaca (elongacija) na 72°C u trajanju od 45 sekundi

51



Finalna ekstenzija odvijala se na 72 °C tokom 7 minuta.

Aleli su odredivani uz pomo¢ digestije restrikcionim enzimom Mspl. Ovaj enzim
specificno prepoznaje restrikciono mesto 5°...C |C G G...3’ i izolovan je iz soja bakterije
Moraxella sp. Digestija restrikcionim enzimom Mspl vrSena je tokom no¢i na 37 °C u

termostatu.

Smesa za digestiju bila je sledeceg sastava:

- 3.1 pl voda (ampulirana)
-0.4 pl enzima Mspl
-1.5 pl pufera

- 10 pl amplifikata.

Produkti digestije duzine 196 bp, 70 bp, 56 bp i 8 bp odgovaraju alelu G, dok
produkti duzine 266 bp, 56 bp 1 8 bp odgovaraju alelu A.

3.4. 6. ODREDIVANIJE GENOTIPOVA ZA DHFR GEN

3.4.6. 1. ANALIZA rs3045983 POLIMORFIZMA U DHFR GENU

Polimorfizam rs3045983 (63/91) je kombinacija inserciono/delecionog tipa i
varijabilnog broja ponovaka i sastoji se od 2 motiva, insercija ili delecija GGGAGCTGG
na poziciji 63 i varijabilnog broja GCCGCTGCG ponovaka na poziciji 91, koji daju 5

alela:
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1. 9bp del i 1x9bp
2. 9bp ins 1 2x9bp
3. 9bp ins i 3x9bp
4. 9bp ins 1 4x9bp

5. 9bp ins 1 5x9bp

Genotipovi su odredeni PCR amplifikacijom, pri ¢emu su koriS¢eni forward i
reverse prajmeri: 5'-CCCAGTCCCAGACAGAACCT-3' i 5'-
TGAGCCGATTCTTCCAGTCT-3". Pripremana je smeSa za PCR od 9ul (Qiagen Fast
Cycling PCR Kit) u koju je dodato 0.7 ul DNK (100 ng/ul). Sastav smese bio je sledeci:

- 5 ul Qiagen Master Mix

- 0.2 pul prajmer F (0.5uM)
- 0.2 pul prajmer R (0.5uM)
- 2 ul Q solution

- 0.75 ul Dye

- 0.85 ul voda (ampulirana).

Za PCR reakciju koriS¢en je aparat Agilent Technologies Sure Cycler 8800.
Inicijalna denaturacija odvijala se na 95 °C u trajanju od 3 minuta i bila je pracena sa 40

ciklusa koji su se sastojali od:

1. Denaturacije na 96 °C tokom 5 sekundi
2. Hibridizacije prajmera (aniling) na 56°C u trajanju od 5 sekundi

3. Sinteze novih lanaca (elongacija) na 68°C u trajanju od 6 sekundi
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Finalna ekstenzija odvijala se na 72 °C tokom 7 minuta.

Dobijeni su produkti slede¢ih duzina: 162 bp (alel 1), 180 bp (alel 2), 189 bp (alel
3), 198 bp (alel 4) 1207 bp (alel 5).

3.4.6.2. ANALIZA rs1650697 POLIMORFIZMA U DHFR GENU

SNP polimorfizam rs1650697 (C35T) u DHFR genu analiziran je real-time PCR
metodom u laboratoriji Instituta za humanu genetiku StomatoloSkog fakulteta Univerziteta
u Beogradu. Za ovu analizu kori$¢en je TagMan proba (TagMan® SNP Genotyping
Assays), C 27863089 10. Reakcija je izvodena u ukupnom volumenu od 25 pl. Sastav

reakcione smese po uzorku bio je sledeci:

- 12,5 ul TagMan Universal Mater Mix
- 0,625 ul 40x stock

- 10,875 ul voda (ampulirana)

- 1 ul DNK

PCR reakcija odvijala se u aparatu 7300 Applied Biosystems,prema slede¢im

uslovima:

1. aktivacija enzima 10 minuta na 95 °C
2. 40 ciklusa od dva koraka:
- denaturacija 15 sekundi na 92 °C
- vezivanje prajmera, ekstenzija prajmera i polimerizacija DNK, 1 minut na 60 °C

3. zavr$na ekstenzija, 7 minuta na 72 °C

54



VIC boja odgovarala je alelu 1 (T), dok je FAM boja odgovarala alelu 2 (C).

3. 5. STATISTICKE METODE

Promene DAS28 nakon Sest meseci terapije analizirane su Wilcoxon testom sume
rangova (Wilcoxon signed-rank test). Mann-Whithey U test upotrebljen je za analiziranje
razlika u nedeljnim dozama metotreksata izmedu pacijenata sa i bez nezeljenih efekata
leka. Razlike u srednjim rDAS28 vrednostima izmedu genotipova su anlizirane
Studentovim t testom. Hi kvadrat test upotrebljen je za analizu razlike u ucestalostima
genotipova 1 alela izmedu pacijenata koji su pokazali odgovor na terapiju i onih koji nisu
pokazali odgovor na terapiju, kao 1 pacijenata sa 1 bez nezeljenih efekata leka.
Multivarijantna logisti¢ka regresiona analiza je takode sprovedena i ukljucivala je starost,
pol, trajanje bolesti i leCenja lekovima koji menjaju tok bolesti, nedeljne doze metotreksata
1 primenu folata i/ili niske doze kortikosteroida kao kovarijante. Statisticke analize

sprovedene su koris¢enjem SPSS statistiCkog programa, verzija 16.0 (SPSS, Inc. IL, USA).
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4. REZULTATI

4. 1. REZULTATI KLINICKIH I MOLEKULARNO-GENETICKIH
ANALIZA ZA POLIMORFIZME MTHFR C677T 1 A1298C, RFC-1 G80A 1
MTHFD-1 G1958A

Za analizu polimorfizama C677T 1 A1298C MTHFR gena, G80OA RFC-I gena 1
G1958A MTHFD-1 gena uzorak su ¢inila 184 pacijenta. Od 184 pacijenta, 150 (81.5%) su
bile Zene. ProseCna starost pacijenata bila je 58.04 £ 10.20 godina (opseg od 20 do 84
godine). Bolest je prose¢no trajala 48.95 + 39.95 (od 6 do 240) meseci, a terapija
metotreksatom je sprovodena 36.72 + 33.13 meseci. Nedeljne doze metotreksata su bile
10.72 £ 2.83 mg (7.5-20.0 mg). 99 (53%) pacijenata je uzimalo folnu kiselinu (5-10
mg/nedeljno), a 121 pacijent (65.8%) je uzimao niske doze kortikosteroida (6.5 + 4.9

mg/dnevno). Klini¢ki podaci predstavljeni su u tabelama 5. 1 6.

Tabela 5. Klinicki podaci grupe od 184 pacijenta kod kojih su ispitivani
polimorfizmi u MTHFR, RFC-1 i MTHFD-1 genima. Skracenice: RF - reumatoidni faktor;
DAS28 - parametar aktivnosti bolesti u 28 zglobova; rDAS28 - relativna vrednost DAS28
skora; podaci su iskazani u brojevima (procenti) ili srednjim vrednostima + SD, sa

opsegom datim u zagradama.

Klinicki podaci Vrednost
Seropozitivan RF, n (%) 154 (83.7)
DAS28 osnovni 7.69+0.82 (5.52-9.14)
DAS28 nakon 6 meseci 5.25+1.57 (1.64- 8.46)
rDAS28 0.32+0.18 (0.02-0.80)
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Tabela 6. Nezeljeni efekti i broj pacijenata koji su osetili nezeljene efekte nakon 6

meseci terapije metotreksatom.

NeZeljeni efekti metotreksata Broj pacijenata (%)
Hepatotoksi¢nost 18 (9.8)
Povracanje 20 (11.4)
Toksi¢ni efekti na koStanu srz 4(2.7)
Stomatitis 3 (1.6)
Opadanje kose 7 (3.8)

Kasalj 1(0.5)

Na kontrolnom pregledu Sest meseci od pocetka terapije metotreksatom primeceno
je znacajno smanjenje u DAS28 vrednostima (p<0.0005) u ispitivanoj grupi pacijenata.
Prema EULAR kriterijumima za procenu odgovora na terapiju, nakon Sest meseci terapije,
146 (79.3%) pacijenata je svrstano u grupu koja pokazuje odgovor na terapiju, (17
pacijenata (9.2%) pokazalo je dobar i 129 pacijenata (70.1%) umeren odgovor na terapiju),
a 38 pacijenata (20.7%) u grupu koja nije pokazala odgovor na terapiju. Statisticki
znacCajna razlika (p<0.0005) primecena je izmedu prosecne nedeljne doze koju su primali
pacijenti koji su pokazali odgovor na terapiju (10.3 mg/nedeljno) i onih koji nisu pokazali
odgovor na terapiju (12.3 mg/nedeljno). Veca ucestalost pacijenata koji su primali
kortikosteroide primecena je medu onima koji nisu pokazivali odgovor na terapiju
(p<0.0005). Dalje, nije bilo znacajne razlike izmedu broja pacijenata koji su uzimali
suplemente folne kiseline ili DMARDs pored metotreksata izmedu grupa sa i bez odgovora
na metotreksat. Nije primecena znafajna korelacija izmedu doze metotreksata i rDAS
vrednosti. Tokom terapije metotreksatom, 53 pacijenta (28.8%) imalo je neZeljene efekte
leka. Vecina ispoljenih neZeljenih efekata leka bila je blaga i primeceni su kod 36
(19.56%) pacijenata, do umerena koji su primeceni kod 12 (6.52%) pacijenata. Od pet

pacijenata (2.7%) sa teSkim nezeljenim efektima leka kod Cetiri su uoceni toksicni efekti na
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kostanu srz, a jedan je imao ispoljen kaSalj. Nedeljne doze metotreksata koje su uzimali
pacijenti koji su imali nezeljene efekte leka (srednja vrednost 10.8 mg/nedeljno) i one koje
su uzimali pacijenti koji nisu imali nezeljene efekte (srednja doza 10.4 mg/nedeljno) nisu

bile znacajno razlicite.

Istovremeno sa pra¢enjem odgovora na terapiju metotreksatom odredivani su
genotipovi pacijenata za odabrane polimorfizme. Rezultati razdvajanja fragmenata
vertikalnom elektroforezom na 8% poliakrilamidnom gelu nakon digestije restrikcionim

enzimima prikazani su na slikama 16, 17, 181 19.

Slika 16. Polimorfizam RFC-1 G80A - izgled traka na gelu nakon digestije restrikcionim
enzimom (kolone od 1 do 7 - pacijenti sa GA genotipom; kolone 8 1 9 - pacijenti sa AA

genotipom).
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Slika 17. Polimorfizam MTHFR C677T - izgled traka na gelu nakon digestije restrikcionim
enzimom (kolone 1, 3 1 5 - pacijenti sa genotipom CT; kolone 2, 4, 6 1 7 - pacijenti sa

genotipom CC).

Slika 18. Polimorfizam MTHFR A1298C - izgled traka na gelu nakon digestije
restrikcionim enzimom (kolone od 1 do 11 - pacijenti sa genotipom AC; kolona 12 -

pacijent sa genotipom AA; M - marker).
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Slika 19. Polimorfizam MTHFD-1 G1958A - izgled traka na gelu nakon digestije
restrikcionim enzimom (kolone 1, 3, 5, 6, 7, 8 - pacijenti sa genotipom GA; kolone 2, 4, 9 -

pacijenti sa genotipom AA).

Utvrdene ucestalosti genotipova analiziranih polimorfizama u genima RFC-I,
MTHFD-1 1 MTHFR bile su u saglasnosti sa ucestalostima prethodno objavljenim za
populaciju kavkazoida (engl. National Center for Biotechnology Information - NCBI baza
podataka). Distribucija genotipova u odnosu na efikasnost metotreksata definisano

EULAR kriterijumima prikazana je u tabeli 7.
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Tabela 7. Distribucija genotipova analiziranih polimorfizama MTHFR, RFC-1 i MTHFD-1

gena u odnosu na efikasnost metotreksata definisanu EULAR kriterijumima (df - stepen

slobode, engl. degrees of freedom).

Broj Broj
pacijenata koji | pacijenata koji
Genotip je pokazao nije pokazao Statisticka
odgovor na odgovor na znacajnost
terapiju, n terapiju, ®)
(%) n (%)
CC 50 (34.2%) 14 (36.8%)
CT 79 (54.1%) 15 (39.5%) 0.110
MTHFR C677T TT 17 (11.6%) 9 (23.7%) x2=4.416, df=2
AA 71 (48.6%) 22 (57.9%)
AC 64 (43.8%) 13 (34.2%) 0.553
MTHFR A1298T CcC 11 (7.5%) 3 (7.9%) x2=1.185, df=2
GG 48 (32.9%) 8 (21.1%)
GA 64 (43.8%) 22 (57.9%) 0.256
MTHFD-1 G1958A AA 34 (23.3%) 8 (21.1%) x2=2.726, df=2
GG 30 (20.5%) 11 (28.9%)
GA 67 (45.9%) 16 (42.1%) 0.536
RFC-1 G80A AA 49 (33.6%) 11 (28.9%) | x2=1.247, df=2

Iako je frekvencija 677TT genotipa bila viSa u grupi pacijenata koja nije pokazala odgovor

na terapiju (23.7%) u poredenju sa pacijentima koji su pokazali odgovor na terapiju

(11.6%), ova razlika nije bila statisti¢ki znacajna (p=0.07) (tabela 8).
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Tabela 8. Razlike u ucestalosti genotipova polimorfizma MTHFRC677T izmedu pacijenata

koji su pokazali odgovor na terapiju i pacijenata bez odgovora na terapiju

MTHFR C677T CC+CT TT p
Broj pacijenata sa
odgovorom na 129 (88.4%) 17 (11.6%) 0.07
terapiju, n (%)
Broj pacijenata bez
odgovora na 29 (76.3%) 9 (23.7%) 0.07

terapiju, n (%)

Asocijacije izmedu rs1051266 (RFC-1 gen), 1s2236225 (MTHFD-1 gen) i

rs1801131 (MTHFR gen) polimorfizama i efikasnosti metotreksata procenjivane na osnovu

EULAR kriterijuma ili relativne vrednosti DAS28 (rDAS28).

Distribucija genotipova u odnosu na neZeljene efekte metotreksata pokazana je u

tabeli 9. Znacajne asocijacije izmedu genotipova analiziranih polimorfizama i uocenih

nezeljenih efekata leka nisu utvrdene.
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Tabela 9. Distribucija genotipova analiziranih polimorfizama MTHFR, RFC-1 i

MTHFD-1 gena u grupama pacijenata sa i bez nezeljenih efekata metotreksata.

Broj pacijenata sa

Broj pacijenata bez

neZeljenim neZeljenih efekata
Genotip efektima metotreksata,
metotreksata, n (%)
n (%)

CC 17 (32.1%) 47 (35.9%)
MTHFR C677T CT 29 (54.7%) 65 (49.6%)
TT 7 (13.2%) 19 (14.5%)
AA 25 (47%) 68 (51.9%)
MTHFR A1298T AC 22 (41.6%) 55 (42.0%)

CcC 6 (11.4%) 8 (6.1%)
GG 16 (30.2%) 40 (30.6%)
MTHFD-1 G1958A GA 25 (47.2%) 61 (46.7%)
AA 12 (22.6%) 30 (22.7%)
GG 15 (28.3%) 26 (19.8%)
RFC-1 G80A GA 24 (45.3%) 59 (45.1%)
AA 14 (26.4%) 46 (35.1%)

4. 2. REZULTATI KLINICKIH I MOLEKULARNO-GENETICKIH
ANALIZA ZA POLIMORFIZAM rs3045983 U DHFR GENU

Analiza polimorfizma rs3045983 je sprovedena kod 243 pacijenta sa reumatoidnim

artritisom, odnosno, kod 191 Zene (78.6%) 1 52 (21.4%) muskarca. Svi pacijenti bili su na
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terapiji metotreksatom najmanje Sest meseci i srednja doza leka koju su primali je bila
11.75+£3.17 mg (od 7.5 do 20 mg nedeljno). Srednja starost pacijenata bila je 57.40 + 10.56
godina (od 24 do 84 godine). Srednja vrednost trajanja bolesti bila je 46.57 + 40.68 meseci
(od 6 do 240 meseci). Pacijenti su primali monoterapiju metotreksatom ili dozvoljene
lekove koji menjaju tok bolesti u kombinaciji sa metotreksatom. Duzina trajanja terapije
bila je u proseku 33.81 + 34.18 meseci. 156 pacijenata (64.2%) je primalo niske doze
kortikosteroida (< 10 mg dnevno; prose¢no 6.20 + 4.81 mg dnevno), a 163 pacijenta
(67.1%) suplemente folata.

Srednje vrednosti DAS28 na pocetku terapije (DAS280) 1 nakon Sest meseci
terapije (DAS281) bile su 7.52 + 0.86 1 4.94 + 1.56, respektivno. Primeceno je znacajno
smanjenje DAS28 vrednosti nakon Sest meseci (p<0.0005). Nakon Sest meseci terapije,
prema EULAR kriterijumima za odgovor na terapiju, 200 pacijenata (82.3%) svrstano je u
grupu pacijenata koji pokazuju odgovor na terapiju. Od toga, 27 pacijenata (11.1%) je
pokazalo dobar odgovor na terapiju, 173 pacijenta (71.2%) umeren odgovor na terapiju, a
43 pacijenta (17.7%) nisu pokazala odgovor na terapiju. IzraCunate relativne DAS28

vrednosti (rDAS28) bile su u opsegu od 0.02 do 0.85 (0.34 + 0.18).

Nezeljeni efekti metotreksata bili su prisutni kod 58 pacijenata (23.9%). Najcesci
nezeljeni efekti leka bili su muc¢nina (24 pacijenta) i poviSen nivo transaminaza (22
pacijenta), zatim toksicni efekti na kosStanu srz (9 pacijenata), alopecija (6 pacijenata),
stomatitis (4 pacijenta), pneumonitis (2 pacijenta) 1 kasalj (1 pacijent). Sedam od 58
pacijenata imalo je ozbiljne nezeljene dogadaje (kod 5 pacijenata uocen je toksi¢ni efekat
na koStanu srz, dok su 2 pacijenta imala pneumonitis), zbog ¢ega su bili prinudeni da

prekinu terapiju metotreksatom.
Utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu nedeljne doze metotreksata koju su

primali pacijenti koji su osetili neZeljene efekte leka (10.73 + 2.89 mg/nedeljno) i1 doze

koju su primali pacijenti bez neZeljenih efekata leka (12.06 £ 3.19 mg/nedeljno; p =
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0.003). Asocijacija izmedu starosne dobi pacijenata u kojoj se javila bolest i pojave

nezeljenih efekata leka nije utvrdena.

Polimorfizam rs3045983 u DHFR genu sastoji se od 2 motiva (insercija ili delecija
na poziciji 63 i varijabilnog broja ponovaka GCCGCTGCG na poziciji 91) koji daju 5
alela. Izgled traka nakon vertikalne elektroforeze na 8% poliakrilamidnom gelu prikazan je

na slici 20.

1 IRRE 2 N AR A S S e B IS 8 a9

Slika 20. Polimorfizam DHFR 63/91 - izgled traka na gelu nakon elektroforetskog
razdvajanja (kolona 8 - genotip 11; kolone 1, 3, 9, 11, 16 - genotip 13; kolona 2 - genotip
14; kolone 4, 6, 10, 12 - genotip 22; kolona 14 - genotip 23; kolone 13, 15, 17 - genotip 33;
kolone 5, 7, 18 - genotip 34; kolona 19 - genotip 44; M - marker).

Analiza genotipova polimorfizma rs3045983 u DHFR genu pokazala je da su
ucestalosti alela u saglasnosti sa rezultatima prethodno objavljene studije Al-Shakfa i
saradnika (Al-Shakfa et al.,, 2009). Najces¢e su bili prisutni alel 3 (57.41%) 1 alel 1
(27.78%), a od genotipova 1-3 (33.71%) 1 3-3 (31.69%) (tabela 10). U naSem uzorku nisu
bili prisutni genotipovi 1-2, 2-2, 2-4, 2-5 1 5-5.
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Tabela 10. Distribucija genotipova i alela za DHFR 1s3045983 polimorfizam.

rs3045983 Broj pacijenata

genotipovi 0 (%) aleli procenat (%)
11 16 (6.58) 1 27.78
13 82 (33.71) 2 1.44
14 17 (6.99) 3 57.41
15 4 (1.65) 4 9.46
23 7 (2.88) 5 3.91
33 77 (31.69)
34 23 (9.46)
35 13 (5.35)
44 2 (0.82)
45 2 (0.82)

Ukupno 243 (100)

Distribucija genotipova i prisustvo ili odsustvo svakog alela analizirani su izmedu
pacijenata koji su pokazali odgovor na terapiju i onih kod kojih je odgovor na terapiju
izostao, kao i izmedu pacijenata sa i bez nezeljenih efekata metotreksata. Analiza je
pokazala znacajan protektivni efekat alela 1 protiv toksi¢nosti metotreksata (OR - (odds
ratio), odnos verovatnoce: 0.37; 95% CI - (confidence interval), interval poverenja: 0.19 -

0.70; p=0.002; tabela 11).
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Tabela 11. Analiza asocijacije alela 1 rs3045983 polimorfizma u DHFR genu sa
efikasnosc¢u i toksi¢noscu metotreksata. *p<0.05; + genotipovi bez alela 1 (2-3, 3-3, 3-4, 4-
4, 4-5); ++genotipovi sa alelom 1 (1-1, 1-3, 1-4, 1-5); ADEs - nezeljeni efekti leka
(adverse drug effects); OR - odnos verovatnoce (odds ratio); CI - interval poverenja

(confidence interval).

Genotip, n (%)
Ukupan broj
p vrednost | OR (95% CI)
0" | pacijenata, n
(%)
Broj
pacijenata sa 106

94 (38.68) 200 (82.30)
odgovorom na | (43.62)

terapiju 0.64 (0.33-
0.24 (

Broj 1.24)
pacijenata bez
18 (7.41) | 25(10.29) 43 (17.69)
odgovora na

terapiju

Broj
pacijenata sa | 84 (34.57) | 101 (41.56) | 185 (76.13)

ADEs . 0.37 (0.19-
0.002

Broj 0.70)
pacijenata bez | 40 (16.46) | 18 (7.40) 58 (23.87)
ADEs

Ukupno 124 119 243
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Rezultati prikazani u tabeli 11. su bili znac¢ajni (p=0.03) i nakon multiple logisticke
regresione analize koja je ukljucivala godine i pol pacijenata, duzinu trajanja bolesti i
terapije, nedeljne doze metotreksata i primenu folata i/ili niske doze kortikosteroida kao
kovarijante. Dodatno smo poredili prisustvo nezeljenih efekata metotreksata u podgrupi
pacijenata koji su primali monoterapiju sa podgrupom pacijenata koji su koristili
kombinovanu terapiju, kako bismo isklju¢ili moguénost nezeljenih efekata leka usled
interakcije sa drugim lekovima. Izmedu pomenutih grupa pacijenata nije uocena statisticki
znacCajna razlika. Kako bismo dalje ispitali uticaj alela 1 na pojavu nezeljenih efekata leka,
uporedili smo prisusvo alela 1 u grupi od sedam pacijenata koji su osetili ozbiljna
nezeljena dejstva leka nasuprot prisustvu ovog alela kod drugih pacijenata. Alel 1 je bio
manje zastupljen u grupi od sedam pacijenata sa ozbiljnim nezeljenim efektima leka, ali
ova razlika nije bila statisticki znacajna. Nije utvrdena asocijacija izmedu prisustva alela 1
1 odgovora na metotreksat prema EULAR kriterijjumima (OR - odnos verovatnoca 0.64; CI
- interval poverenja 95%: 0.33 - 1.24; p = 0.24; tabela 11). Takode, nije utvrdena
asocijacija izmedu rDAS vrednosti 1 genotipova analiziranih polimorfizama. Nije uocena
statistiCki znaCajna razlika izmedu starosne dobi pacijenata i pojave nezeljenih efekata

metotreksata.

4. 3. REZULTATI KLINICKIH I MOLEKULARNO-GENETICKIH
ANALIZA ZA POLIMORFIZAM 151650697 U DHFR GENU

U slucaju polimorfizma rs1650697 (C35T) analiza je sprovedena u grupi od 234
pacijenta sa reumatoidnim artritisom. Graficki prikaz rezultata genotipizacije za ovaj

polimorfizam sprovedene real time PCR metodom prikazan je na slici 21.
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Slika 21. Graficki prikaz rezultata real time PCR analize polimorfizma C35T u
DHFR genu (crvena boja - alel T, plava boja - alel C, zelena boja - heterozigoti CT).

Od ukupnog broja pacijenata, 184 su bile zene (78.6%), a 50 (21.4%) muskarci. Svi
pacijenti bili su na terapiji metotreksatom najmanje Sest meseci i srednja doza leka koju su
primalibila je 11.70 = 3.20 mg (od 7.5 do 20 mg nedeljno). Srednja vrednost starosti
pacijenata bila je 57.49 + 10.62 godina (od 20 do 84 godine). Srednja vrednost duzine
trajanja bolesti bila je 46.75 = 41.06 meseci (od 6 do 240 meseci). Pacijenti su primali
monoterapiju metotreksatom ili dozvoljene lekove koji menjaju tok bolesti u kombinaciji
sa metotreksatom. DuZina trajanja terapije bila je, u proseku, 33.77 + 34.20 meseci. 149
pacijenata (63.7%) primalo je niske doze kortikosteroida (< 10 mg dnevno; prosec¢no 6.20

+4.81 mg dnevno), a 159 pacijenata (67.9%) suplemente folata.
Srednje vrednosti DAS28 na pocetku terapije (DAS280) i nakon Sest meseci

terapije (DAS281) bile su 7.50 + 0.86 1 4.95 = 1.55, respektivno. Primeéeno je znacajno

smanjenje DAS28 vrednosti nakon Sest meseci (p < 0.0005). Nakon Sest meseci terapije,
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prema EULAR kriterijumima za odgovor na terapiju, 196 pacijenata (83.8%) svrstano je u
grupu pacijenata koji su pokazali odgovor na terapiju. Od toga, 25 pacijenata (10.7%) je
pokazalo dobar odgovor na terapiju, a 171 pacijent (73.1%) umeren odgovor na terapiju.
Grupu pacijenata koja nije pokazala odgovor na terapiju ¢inilo je 38 pacijenta (16.2%).
IzraCunate relativne DAS28 vrednosti (rDAS28) bile su u opsegu od - 0.02 do 0.85 (0.34 +
0.18). Distribucija genotipova pacijenata za rs1650697 polimorfizam u DHFR genu u

odnosu na odgovor na terapiju metotreksatom prikazana je u tabeli 12.

Tabela 12. Distribucija genotipova pacijenata za rs1650697 polimorfizam u DHFR
genu u odnosu na ogovor na terapiju metotreksatom (p=0.177, y2=3.461, df=2).

CC CT TT
Broj pacijenata sa
odgovorom na 113 (48.29) 38 (16.24) 45 (19.23)
terapiju, n (%)
Broj pacijenata bez
odgovora na 28 (11.96) 5(2.14) 5(2.14)
terapiju, n (%)
Ukupno 141 43 50

Nezeljeni efekti metotreksata bili su prisutni kod 55 pacijenata (23.5%). Najces¢i
nezeljeni efekti leka bili su mucnina (20 pacijenata) i poviSen nivo transaminaza (24
pacijenta), zatim, toksi¢ni efekti na koStanu srz (9 pacijenata), alopecija (7 pacijenata),
stomatitis (4 pacijenta), pneumonitis (2 pacijenta) i kaSalj (1 pacijent). Jedanaest od ovih
55 pacijenata imalo je ozbiljne neZeljene dogadaje (kod 9 pacijenata je uocen toksicni
efekat na koStanu srz, a kod 2 pacijenta pneumonitis) i bili su prinudeni da prekinu terapiju

metotreksatom.
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Utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu nedeljne doze metotreksata koju su
primali pacijenti koji su osetili nezeljene efekte leka (10.73 £ 2.92 mg nedeljno) i doze
koju su primali pacijenti bez nezeljenih efekata leka (11.98 + 3.24 mg nedeljno; p = 0.003).
Asocijacija izmedu starosne dobi pacijenata u kojoj se javila bolest i pojave nezeljenih

efekata leka nije utvrdena.

Statisticki znacajno (p=0.05) veca ucestalost C alela je utvrdena kod pacijenata koji
su imali poviSen nivo transaminaza nakon Sest meseci terapije metotreksatom. Distribucija

genotipova pacijenata u odnosu na povisen nivo transaminaza prikazana je u tabeli 13.

Tabela 13. Distribucija genotipova pacijenata u odnosu na nivo transaminaza (TA)

(p=0.05).

CC CT+TT
Broj pacijenata sa
normalnim nivoom TA, 122 (52.12) 88 (37.60)
n (%)
Broj pacijenata sa
povisenim nivoom TA, n 19 (8.12) 5(2.14)
(Y0)
Ukupan broj pacijenata 141 93
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5. DISKUSIJA

Metotreksat je lek izbora u leCenju reumatoidnog artritisa. Lek je analog folata i
njegovo primarno delovanje se zasniva na kompetitivnoj inhibiciji enzima dihidrofolat
reduktaze (DHFR) (Stamp et al., 2006), koja konvertuje dihidrofolat u tetrahidrofolat
(Askari & Krajinovi¢, 2010). Medutim, neobjaSnjena varijabilnost u dejstvu leka izmedu
pacijenata moze da dovede u pitanje njegov ucinak i primenu u odredenim slucajevima
(Saag et al.,, 2008). Trenutno ne postoje pouzdani testovi pomocu kojih je moguce
predvideti toksicnost ili efikasnost metotreksata, ali postoji potencijal za dalje
unapredivanje efikasnosti i smanjenje toksicnosti leka ispitivanjem polimorfizama gena za
enzime ukljuene u metabolizam metotreksata (Ranganathan et al., 2003). U naSoj studiji
ispitali smo izabrane polimorfizme u genima koji su u ukljuceni u transport (RFC-1) 1
metobolizam metotreksata (MTHFR, DHFR 1 MTHFD-1) i njihovu eventualnu vezu sa

efikasnoscu 1 toksi¢nim efektima leka.

5. 1. EFIKASNOST 1 TOKSICNOST METOTREKSATA 1 G80A
POLIMORFIZAM U RFC-1 GENU

Transport folata u ¢elije posredovan je RFC-1 proteinom (redukovani folatni nosa¢
1, reduced folat carrier 1). Ovaj protein predstavlja dvosmerni transporter visokog
kapaciteta za S-metiltetrahidrofolat 1 tiamin monofostaft. RFC-1 takode aktivno
transportuje u Celije antifolatne hemoterapijske lekove poput metotreksata (Prasad et al.,
1995; Nguyen et al., 1997; Wah Yee et al., 2010). U ¢elijama sisara RFC-1 ima i klju¢nu

ulogu u homeostazi folata (Ifergan et al., 2008).
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Polimorfizam G80A predstavlja najceS¢e izuCavanu varijantu RFC-1 gena. Ovaj
SNP polimorfizam u egzonu 2 dovodi do promene arginina u histidin na poziciji 27 (Wah
Yee et al., 2010). Mada je i dalje nejasno da li i na koji nacin polimorfizam uti¢e na
transport folata od strane RFC-1 proteina, genotip 80AA je povezan sa poveéanim nivoima
folata u plazmi (Drozdzik et al., 2007), $to bi moglo da znaci da dovodi do smanjene

transportne aktivnosti RFC-1.

U naSoj studiji nije uocena asocijacija RFC80 polimorfizma sa efikasnos¢u ili
toksi¢noscu leka Sto je u skladu sa rezultatima dobijenim u studiji koju su sproveli Takatori
1 saradnici (Takatori et al., 2006). Vecina studija utvrdila je asocijaciju izmedu RFC80
polimorfizma 1 toksi¢nosti, ali ne 1 efikasnosti metotreksata kod pacijenata sa
reumatoidnim artritisom (Bohanec Grabar et al., 2008; Samara et al., 2014; Sweirkot et al.,
2015). Tako je RFC 80AA genotip udruzen sa hepatotoksi¢noséu (Swierkot et al., 2015),
RFC 80GG povezan sa gastrointestinalnom toksi¢no$¢u (Samara et al., 2014), dok je RFC
80G alel asociran sa smanjenom efikasnoS¢u leka (Hayashi et al., 2013). Medutim, jedina
do sada uradena meta-analiza ukazala je na asocijaciju ovog polimorfizma sa efikasnos¢u
leka, ali ne i sa njegovim neZeljenim efektima (Kung et al., 2014). Uprkos brojnim
studijama, stavovi o povezanosti RFC80 polimorfizma sa efikasnoS¢u 1 toksi¢noscu

metotreksata su oprecni.

5. 2. EFIKASNOST 1 TOKSICNOST METOTREKSATA 1 GI1958A
POLIMORFIZAM U MTHFD-1 GENU

Metilentetrahidrofolat dehidrogenaza 1 je trifunkcionalni enzim koji ucestvuje u
konverziji 5, 10-metilentetrahidrofolata, 5, 10-meteneiltetrahidrofolatai  10-
formiltetrahidrofolata. Poslednja dva jedinjenja imaju ulogu u de novo sintezi purina i

pirimidina (Fox & Stover, 2008). Humani MTHFD-1 protein funkcioni$e kao tri enzima: 5,
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10-metilentetrahidrofolat dehidrogenaza, 5, 10-meteniltetrahidrofolat ciklohidraza i 10-

formiltetrahidrofolat sintetaza (Rozen et al., 1989).

Polimorfizam rs2236225 (G1958A) uzrokuje zamenu alanina glicinom u kodonu
653 koji se nalazi u domenu 10-formiltetrahidrofolat sintetaze (Krajinovi¢, 2008). Ova
aminokiselinska zamena dovodi do smanjene aktivnosti i stabilnosti enzima (Hol et al.,
1998). Posto MTHFD-1 predstavlja jedan od klju¢nih enzima u metabolizmu folata,
promena u njegovoj aktivnosti mogla bi da uti€e na terapijski odgovor na antifolatne
lekove kao §to je metotreksat (Vejnovi¢ et al., 2016). MTHFD-1 moze uticati na odgovor
na terapiju MTX putem uticaja na nivoe 5-metil-THF 1 5,10-metilen-THF. Kako MTX
poliglutamat direktno inhibira folat-zavisne enzime, a timidilat sintaza zahteva 5,10-
metilen THF za svoju aktivnost, moguce je da viSi nivo ovog kofaktora, usled povecane
aktivnosti MTHFD-1, olakSava sintezu timidilata i time smanjuje efikasnost MTX. Stoga,
troSenje folatnih kofaktora indukovano metotreksatom, kao §to su 10-formil-THF i 5, 10 -
metilen-THF, doprinosi inhibiciji folat-zavisnih enzima i de novo sintezi purina i timidilata
(Jolivet et al., 1983). MozZe se pretpostaviti da smanjeni nivo timidilat sintaze i 5, 10-
metilen-THF olakSavaju delovanje MTX, dok bi poviSeni nivo vodio loSijem odgovoru na

terapiju.

Jos uvek je nejasno da li razli¢iti genotipovi MTHFD-1 polimorfizma rs2236225
predstavljaju nezavisan faktor koji doprinosi razli¢itom odgovoru na terapiju
metotreksatom. Kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom, rs2236225 polimorfizam je
povezan sa koncentracijom folata u eritrocitima i gastrointestinalnim nezeljenim efektima
(Stamp et al., 2010), ali ne 1 sa efikasnoS¢u metotreksata (Owen et al., 2013a). Povezanost
MTHFD-1 G alela sa slabim odgovorom na terapiju je, do sada, detektovana u samo jednoj
studiji (Wessels et al., 2007). Trenutno postoje samo dva farmakogeneticka modela koja su
razvijena kako bi se predvidela efikasnost monoterapije metotreksatom u lecenju
reumatoidnog artritisa (Fransen et al. 2012; Wessels et al., 2007). Oba modela, pored
drugih parametara, koriste rs2236225 polimorfizam u MTHFD-I genu za procenu
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odgovora na terapiju. Rezultati nase studije nisu pokazali vezu ovog polimorfizma sa

efikasnosc¢u 1 toksi¢nos¢u metotreksata u terapiji reumatoidnog artritisa.

5. 3. EFIKASNOST I TOKSICNOST METOTREKSATA I C677T 1 A1298C
POLIMORFIZMI U MTHFR GENU

Metilentetrahidrofolat ~ reduktaza  katalizuje konverziju 5, 10 -
metilentetrahidrofolata u glavni cirkuliSuci oblik folata, 5-metiltetrahidrofolat (Lorenzo &
Yang, 2000). Folat 1 njegova 5-metil forma ucestvuju u transferima ugljenika koji se
deSavaju u toku sinteze nukleotida, sinteze S-adenozil-metionina, remetilacije
homocisteina do metionina 1 metilacije DNK, proteina, neurotransmitera i fosfolipida

(Lorenzo & Yang, 2000).

Polimorfizam C677T predstavlja promenu citozina u timin na poziciji 677. Rezultat
ove promene je zamena aminokiseline alanina valinom u enzimu (Rozen, 1997; Frosst et
al., 1995). Alel C677T naziva se joS i termolabilan, jer je aktivnost ovakvog enzima

smanjena na temperaturi visoj od 37°C (Kang et al., 1991).

U slucaju alela A1298C, tackasta mutacija na poziciji 1298 dovodi do zamene
aminokiseline glutamina alaninom u enzimu (Viel et al., 1997; Weisberg et al., 1998; van
der Put et al., 1998). Ova forma enzima takode ima smanjenu aktivnost, mada u manjoj

meri nego u slucaju prisustva 677T alela (Weisberg et al., 1998; van der Put et al., 1998).

Posto su polimorfizmi C667T 1 A1298C MTHFR gena povezani sa smanjenom
aktivnos¢u MTHFR enzima (Frosst et al., 1995; Van der Put et al., 1998), moze se
pretpostaviti da mogu da utiCu na razliCitu efikasnost ili toksi¢nost metotreksata. Brojne

studije su ispitivale povezanost genotipova ova dva polimorfizma sa terapijskim efektima
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metotreksata u leCenju reumatoidnog artritisa, ali su dobijeni oprecni rezultati (tabela 14).
Ovo bi mogla biti posledica slozene interakcije doze i vremena primene leka, primene
drugih lekova, aktivnosti bolesti i nepoznatih geneti¢kih faktora, ali i razliitog dizajna
studija ili tumacdenja rezultata, zbog Cega je neophodno standardizovati ovakve vrste

istrazivanja.

U nasoj studiji nije uo€ena asocijacija ispitivanih polimorfizama u MTHFR genu sa
efikasnoS¢u 1 toksi€noS¢u metotreksata kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom.
Medutim, prema rezultatima naSe studije, prisustvo 677TT genotipa bilo je ceSc¢e kod
pacijenata sa slabim odgovorom na terapiju MTX. lako razlika nije bila statisticki znac¢ajna
u odnosu na grupu bez navedenog polimorfizma, verovatno¢a nulte hipoteze bila je blizu

granice prihvacene za statisti¢ki znacajnu razliku.

Tabela 14. Pregled relevantnih studija asocijacije MTHFR polimorfizama C677T 1 A1298C
1 toksiCnosti 1 efikasnosti metotreksata u terapiji reumatoidnog artritisa. Skrac¢enice: ADEs

(adverse drug effects) - nezeljeni efekti leka; CNS - centralni nervni sistem.

Broj Odgovor na
Autori studija SNPs Toksi¢nost
pacijenata terapiju
677CT-1298AC
Soukup et al. Co677T
120 haplotip i /
(2015) A1298C
neefikasnost
CC/TT
. ‘ smanjenje broja
Swierkot et al. Co677T 677CC - brzi
273 ADEs; 677T -
(2015) A1298C odgovor _
povisene
aminotransferaze
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C677T i ukupna

toksi¢nost, neki

Saleh et al. C677T Lo haplotipovi u
159 bez asocijacije ]
(2015) A1298C vezi sa
odredenim
ADEs
Salazar et al. 174 C677T bez asocijacije bez asocijacije
(2014) A1298C
Lima et al. 677TT - bez
233 C677T /
(2014) odgovora
677TT sa
ukupnim ADEs;
677TT sa
ukupnim ADEs;
677TT sa
meta-analiza,
Song et al. Co677T ukupnim ADEs
12 studija, 2288 / .
(2014) . A1298C kod pacijenata
pacijenata o
koji uzimaju
folate; 1298CC
sa ukupnim
ADEs
meta-analiza,
C677T - 4
studije, 812 o
Morgan et al. - C677T bez asocijacije
pacijenata; /
(2014) A1298C
A1298C -3

studije, 694

pacijenta
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Co677T - 302

Morgan et al. pacijenta; C677T ) )
(2014) A1298C - 300 A1298C
pacijenata
. povezanost
Davis et al. C677T
319 / 1298C sa
(2014) A1298C
izrazenim ADEs
De Rotte et al. bez asocijacije bez asocijacije
285 C677T
(2013)
Owen et al. 300 C677T bez asocijacije bez asocijacije
(2013a) A1298C
meta-analiza:
efikasnost-
C677T 10
studija,
A1298C 8
Ownen et al. . Co677T bez asocijacije bez asocijacije
studija;
(2013b) A1298C
toksi¢nost -
C677T 13
studija, 1298C8
studija
Plaza Plaza et - C677T ) 677TT sa
al. (2012) A1298C ukupnim ADEs
1298 AA-niza
Kato et al. Ce677T ‘
55 srednja DAS28 /
(2012) A1298C
vrednost
Céliz et al. C677T 677TT sa
468 /
(2012) A1298C ukupnom
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toksi¢noscu

(OR=1.95)
1298CC i
677C/1298A
¢esce su imali
Choe et al. 167 C677T ) bar jedan ADEs
(2012) A1298C u poredenju sa
1298AA i
677C/1298C,
respektivno
Tasbas et al. o Co677T ) bez asocijacije
(2011) A1298C
A1298C -
Mena et al. C677T
70 / poviSeni nivoi
(2011) A1298C .
transaminaza
1298CC/AC 677CT/TT
Xiao et al. C677T
110 bolji odgovor | povecan rizik od
(2010) A1298C
od AA ADEs
Inoue et al. C677T
36 bez asocijacije /
(2009) A1298C
meta-analiza, 8
Fisher et al. C677T 677TT sa
studija, 1441 /
(2009) . A1298C toksi¢noscéu
pacyent
Lee et al.
262 C677T bez asocijacije /
(2009)
Taraborelli et Ce677T L L
79 bez asocijacije | bez asocijacije
al. (2009) A1298C
Bohanec Grabar C677T 1298CC - manji
213 bez asocijacije o
et al. (2008) A1298C rizik od
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toksiénosti

Ghodke et al. Ce677T L L
34 bez asocijacije | bez asocijacije
(2008) A1298C
677T - veca
o frekvenca
Kurzawiski et Co677T o
174 remisije; 1298C /
al. (2007) A1298C
- visa stopa
remisije
Fukino et al. C677T
100 bez asocijacije /
(2007) A1298C
Aggarwal et al.
150 Co677T bez asocijacije bez asocijacije
(2006)
Weisman et al. 677T - AEu
214 C677T /
(2006) CNSu
Kumagai et al. Co677T
115 bez asocijacije bez asocijacije
(2003) A1298C
CT/TT - rizik od
van Ede et al.
236 Co677T bez asocijacije | poviSenih nivoa

(2001)

enzima jetre

5. 4. EFIKASNOST I TOKSICNOST METOTREKSATA I rs3045983
POLIMORFIZAM U DHFR GENU

Inhibicija DHFR enzima predstavlja klju¢ni mehanizam dejstva antifolatnih lekova,

ukljucujuéi 1 metotreksat, u hemioterapiji brojnih bolesti (Abali et al., 2008; Blaney et al.,

1984; Gorlick et al., 1996; Stamp et al., 2006; Assaraf et al., 2007; Morales et al., 2009).
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DHFR katalizuje NADPH =zavisnu redukciju dihidrofolata do tetrahidrofolata
(THF), neophodnog za viSe reakcija transfera ugljenikovog atoma u sintezi pirimidina i
purina (Jensen et al, 1997). Ovaj enzim je neophodan i u unutarcelijskoj konverziji
sinteticke folne kiseline u THF forme esencijalne za aktivnost folat-zavisnih enzima i DNK
sintezu 1 metilaciju (Askari & Krajinovi¢, 2010). Poznato je da izmenjeni nivoi DHFR
enzima mogu voditi ka rezistenciji na metotreksat (Matherly et al.,, 1995; Goker et al.,
1995). Polimorfizmi u DHFR genu mogli bi takode da utiCu na akitvnost enzima i,
posledicno, na odgovor na metotreksat. Nekoliko polimorfizama u kodiraju¢im 1
regulatornim sekvencama DHFR gena su povezani sa rizikom za ispoljavanje loSeg
odgovora (Mili¢ et al., 2012; Salazar et al., 2014 ) 1/ili neZeljenim efektima u terapiji
metotreksatom u leCenju reumatoidnog artritisa (Owen et al., 2013). Ovi rezultati bi tek

trebalo da budu dalje ispitani u novim studijama.

Za polimorfizme u DHFR genu koji su izu¢avani u ovoj studiji do sada postoji vrlo
malo podataka u literaturi. Polimorfizam 63/91 lociran je u promotoru DHFR gena i
transkribuje se u 5’ kraj interferiraju¢e RNK, a sastoji se od 2 motiva - insercija ili delecija
na poziciji 63 1 varijabilnog broja ponovaka GCCGCTGCG sekvence na poziciji 91. Ova
dva motiva kombinuju se u 5 alela (Askari & Krajinovi¢, 2010). Na osnovu do sada
objavljenih rezultata pretpostavlja se da bi ovaj polimorfizam mogao da ima ulogu u

regulaciji ekspresije gena (Fujii & Shimada, 1989).

U naSoj studiji primecen je zna€ajan protektivni efekat alela 1 protiv toksi¢nosti
metotreksata. Ovakav efekat mogao bi biti objaSnjen RNK interferencijom (Jeki¢ et al.,
2016). Pretpostavlja se da interferiraju¢a RNK reguliSe transkripciju od glavnog promotora
kroz nekoliko mehanizama, kao Sto su formiranje stabilnog kompleksa sa promotorskim
sekvencama, interakcija sa faktorom transkripcije IIB 1 disocijacija preinicijalnog

transkripcionog kompleksa sa glavnog promotora (Martianov et al., 2007).
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Humani DHFR minor transkript razlikuje se od predominantne DHFR iRNK u nizu
od oko 400 nukleotida u 5' netransliraju¢em regionu koji odgovara major promotoru
(Blume et al., 2003). Usled ovakve sekvence, moguée je pretpostaviti da minor transkript
5'-UTR moze da menja preinicijacioni transkripcioni kompleks na glavnom promotoru
putem direktne interakcije RNK sa specificnim regulatornim polipeptidima ili samim
promotorom (Blume et al., 2003). Pokazano je da minor 5-UTR transkript selektivno
"zaposeda" transkripcioni faktor Sp3 i1 u manjoj meri Spl, spreCavajuci ih da se vezu za

DHFR glavni promotor (Blume et al., 2003).

Ocigledno je da je ova sekvenca vazna za regulaciju ekspresije DHFR gena, a
samim tim utice na nivo DHFR enzima u ¢eliji, $to moZe uticati na terapijski odgovor na
metotreksat. Rezultati naSe studije ukazuju da je alel 1 polimorfizma rs3045983 znacajan
protektivni faktor protiv nezeljenih efekata metotreksata. Ovo bi moglo da se objasni
pretpostavkom da prisustvo alela 1 smanjuje nivo transkripcije sa glavnog promotora, npr.
¢vrs¢im vezivanjem interferirajue iRNK koja nastaje njegovim prepisivanjem za
promotorsku sekvencu u poredenju sa ostalim alelima (Jeki¢ et al., 2016). Uloga ovog
polimorfizma trebalo bi da bude dalje ispitana kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom
koji koriste metotreksat u terapiji. Nije primecena asocijacija izmedu polimorfizma 63/91 u
DHRF genu 1 efikasnosti terapije metotreksatom kod pacijenata sa reumatoidnim

artritisom.

5. 5. EFIKASNOST I TOKSICNOST METOTREKSATA I rs1650697
POLIMORFIZAM U DHFR GENU

Kao 1 u slu€aju prethodno opisanog DHFR polimorfizma, prisutno je vrlo malo

literaturnih podataka o rs1650697 polimorfizmu. Polimorfizam rs1650697 (C35T) u
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DHFR genu je polimorfizam pojedinacnog nukleotida (SNP) i nalazi se u glavnom

promotoru (Askari & Krajinovi¢, 2010).

Izgleda da ovaj polimorfizam sam nema uticaj na nivoe iRNK, ali je primec¢eno da
je T alel jedan od alela u 1b* haplotipu koji moze imati uticaja na povecanu ekspresiju

DHFR gena (Askari & Krajinovi¢, 2010).

U grupt od 205 pacijenata sa reumatoidnim artritisom, ispitivan je potencijalni
uticaj nekoliko polimorfizama, izmedu ostalih 1 C35T polimorfizam, na efikasnost 1
toksi¢nost metotreksata 1 asocijacija ovakve vrste nije primecena (Wessels et al., 2006;

2007).

U nasoj studiji primecena je povecana ucestalost C alela kod RA pacijenata koji su
imali poviSen nivo transaminaza nakon Sest meseci terapije metotreksatom. Ovakav nalaz
mogao bi da ukaze na protektivni efekat T alela u slucaju hepatotoksicnog efekta
metotreksata. Dalje analize na veem broju pacijenata su potrebne kako bi nasi nalazi bili
potvrdeni. Asocijacija C35T polimorfizma sa efikasnoS¢u metotreksata kod RA pacijenata

nije uocena, kao i u prethodnim studijama (Wessels et al., 2006; 2007).
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6. ZAKLJUCCI

U skladu sa postavljenim ciljevima istrazivanja, a na osnovu iznetih rezultata

mogu se formulisati slede¢i zakljucci:

1. Nije utvrdena asocijacija izmedu MTHFR C667T 1 A1298C polimorfizama i

efikasnosti 1 toksi¢nosti metotreksata kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom.

2. Nije utvrdena asocijacija izmedu MTHFD-1 G1958A polimorfizma i efikasnosti

1 toksi¢nosti metotreksata kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom.

3. Nije utvrdena asocijacija izmedu RFC-I G80A polimorfizma 1 efikasnosti i

toksi¢nosti metotreksata kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom.

4. UocCena je statisticki znaCajan protektivni efekat alela 1 DHFR rs3045983
polimorfizma u odnosu na toksi¢nost metotreksata kod pacijenata sa reumatoidnim

artritisom.

5. Nije uocena asocijacija DHFR 1s3045983 polimorfizma sa odgovorom na

terapiju metotreksatom kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom.

6. Kod C35T polimorfizma u DHFR genu primecen je protektivni efekat alela T u
slucaju hepatotoksi¢nosti izazvane terapijom metotreksatom kod pacijenata sa
reumatoidnim artritisom. C alel se srece sa statisticki znac¢ajno ve¢om ucestalos¢u kod

pacijenata sa poviSenim nivoom transaminaza.

7. Nije uocena asocijacija DHFR C35T polimorfizma sa efikasnoS¢u metotreksata

kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom.

Dobijeni rezultati mogu da posluze kao smernica za dalja istraZivanja povezanosti
odredenih haplotipova koji sadrze rs3045983 1 rs1650697 DHFR polimorfizme sa
efikasnoS¢u 1 toksicnoS¢u metotreksata kod RA pacijenata. Bilo bi poZeljno ponoviti

opisane analize na ve¢im uzorcima pacijenata obolelih od reumatoidnog artritisa. U tom
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slu¢aju prikazani rezultati bi mozda mogli na¢i primenu u kreiranju jedinstvenog modela
za predvidanje odgovora na terapiju i minimiziranje nezeljenih efekata metotreksata kod

pacijenata sa reumatoidnim artritisom.
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SPISAK KORISCENIH SKRACENICA

ACR - American College of Rheumatology - Americki koledz za reumatologiju

ADE:s - adverse drug effects — nezeljena dejstva leka

ALL - akutna limfoblastna leukemija

ATIC - 5-aminoimidazol-4-karboksiamid ribonukleotid formil transferaza/IMP
ciklohidrolaza

CCP - anti-citrulirani citriéni peptid

CI - confidence interval — interval poverenja

CNS - centralni nervni sistem

CRP - C reaktivni protein

DHFR - dihidrofolat reduktaza

DMARD:s - disease modifying antirheumatic drugs - antireumatski lekovi koji menjaju tok
bolesti

ESR- erythrocyte sedimentation rate - brzina sedimentacije eritrocita

FDA - US Food and Drug Administration - Savezna uprava Sjednjenih Americkih Drzava
za hranu 1 lekove

JAK - Janus kinaza

JIA - juvenilni idiopatski artritis

MTHFD-1 - metilentetrahidrofolat dehidrogenaza

MTHEFR - metilentetrahidrofolat reduktaza

MTX - metotreksat

MTXPG - metotreksat poliglutamat

NCBI - MNational Center for Biotechnology Information - Nacionalni centar za
biotehnoloske informacije

NSAIDs - nonsteroid antiiflamatory drugs - nesteroidni antiinflamatorni lekovi

OR - odds ratio — odnos verovatnoca

PCR - polymerase chain reaction — lan€ana reakcija polimeraze

PDB - Protein Data Bank - Banka podataka o proteinima

RA - reumatoidni artritis



RF - reumatoidni faktor

RFC-1 - reduced folate carrier - redukovani folatni nosac¢ 1

RFLP - restriction fragment length polymorphism — polimorfizam duZzine restrikcionih
fragmenata

SLCI19AL1 - solute carrier - rastvoreni nosa¢ folata, drugi naziv za RFC-1 nosac

SNP - single nucleotide polymorphism — polimorfizam pojedina¢nog nukleotida

STR - short tandem repeats — kratki tandemski ponovci

TA - transaminaze

TNF - tumor necrosis factor - faktor nekroze tumora

TYMS - timidilat sintetaza

VNTR - variable number of tandem repeats — varijabilan broj tandemskih ponovaka
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Mpwunor 1.

Usjasa o ayTopcTBy

Wme v npesume aytopa [y6paska T. BejHosuh

Bpoj nHaekca 63047/2011

UsjaBmyjem
Aa je AOKTopcKa aucepTaumja noj Hacrosom

MNoBesaHocT nonumopusama reHa Koju Kogupajy eHaume donaTtHor uuknyca ca
edukacHoWwRy 1 ToKCUYHOLWNRY MeToTpekcaTa Ko nauvjeHaTa ca peyMaTongHnUm

apTPUTUCOM

® pe3ynTaTt COnCTBEHOr UCTPpaXKMBaJKor paga;

° Aa AvcepTaumja y LenuHu HW y Aenosuma Huje Guna npeanoxeHa sa cTvlamke
Apyre pgunnome rnpema CTYAW|CKAM NpoOrpaMumMa ApYruX BUCOKOLLIKOMCKUX
yCTaHoBa;

° [a cy pe3ynTaTh KOPEeKTHO HaBeaeHU U1

° Aa Hucam KpLuno/na ayTopcka npasa W KOPUCTWUO/Ma WHTENEKTyanHy CBOjUHY
APYruX nuua.

MoTnuc aytopa

Y beorpapay, 24. 3. 2017.

PeObal o Poegtreols el
gl U



Mpunor 2.

UsjaBa 0 uCTOBETHOCTM WITAaMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Wme n npeaume ayTtopa: fly6paska T. BejHosuh

Bpoj uHpekca: 53047/2011

Cryavjcku nporpam: Buonoruja

Hacnoe paga: lNosesaHocT nonumopdusama reHa Koju Koavpajy eHavme chonaTHor
uvknyca ca edukacHowhy u TokcuuHowhy MeToTpekcaTa Kog nauvjeHata ca
peymMaToungHUM apTpuTUCOM

MeHTopu: BaHnpeaHu npodecop ap. Coduja MNaskosuh - Jlyuuh, BaHpeaHu npodecop
ap. Bursana Jekuh

WsjaBrbyjem Aa je wramnaHa Bepauja MOr AOKTOPCKOr paja WCTOBETHa €NEeKTPOHCKO)]
BEP3WjU KOjy cam npefao/na pagv noxpareHa y [AUrutanHom penosutopujymy
YHuBepauteta y Beorpagy.

AossorbaBam fAa ce objaBe Moju NUYHM NOAALN BesaHW 3a foGujare akagemckor
HasnBa AOKTOpa Hayka, kao LUTO Cy MMe 1 Npesume, roAnHa U MecTo poRiera 1 AaTym
oabpaHe paga.

OBM nunynHm nogjaun Mory ce 06jaBUTM Ha MPEXHUM CTpaHuuama AurnTanHe
BubnuoTeke, y enektpoHckom kaTanory u y nybnukauujama YHuBepsauTeTa y Beorpagy.

MoTnuc aytopa

Y beorpapy, 24. 3. 2107.

Daipscies W



Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwhery

Osnawhyjem YHusepauteTcky Gubnuoteky ,Ceetosap Mapkosuh* ga y Adurutanum
penosuTopujym YHusepsuteTa y Beorpaay yHece MOjy AOKTOPCKYy AucepTauujy nog
HacrnoBom:

MoBesaHocT nonumMopdusama reHa Koju koaupajy eHsume chonaTHor Luknyca ca
edmkacHowhy n TokcuyHowhy MeToTpekcaTa KOA NaumjeHaTa ca peymaTougHum

apTpuTUCOM

Koja je moje ayTopcko Aeno.

AvcepTauujy ca cBum npunosuma npegao/na cam Y €NneKTpoOHCKOM hopmMaTy norogHom
3a TpajHO apxuBUpame.

Mojy aokTopcky  AucepTauujy noxpaweHy y [lurutanHom  penosuTopujymy
YHusepauteTa y Beorpagy u BocTynHy y oTBOpeHoOM NPUCTYNy MOry Aa KOpWUcTe CBU
koju nowTyjy ogpenbe cagpxaHe y oaabpaHom Tuny nuueHue KpeaTtusHe 3ajegHuue
(Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyuuo/na.

1. Aytopcteo (CC BY)

2. AyTopcTBo — HekomepumjanHo (CC BY-NC)

8 AyTopcTeO — HekoMepumjanHo — 6es npepaaa (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HeKoMepLmjanHo — AenuTy noa UCTUM ycnosuma (CC BY-NC-SA)
5. AyTopcTeo — 6es npepaga (CC BY-ND)

6. AyTOpCcTBO — OenUTW NoA UCTUM YCrioBUMa (CC BY-SA)

(Monumo ha 3a0KpyxuTe camo jeaHy oA LecT NOHYReHWUX nuueHuu.
KpaTtak onuc nuueHum je cactasHu geo ose usjase).

MoTtnuc aytopa

Y beorpagy, 24. 3. 2017.

FUDNiee Prfotsdy
(R



1. AyTopcTBO. [lo3sorbaBate yMHOXaBatbe, AMCTPUOYyUMjy WM jaBHO caonwTaBake
[ena, u npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH oapefeH of cTpaHe ayTopa
Unu AaBaoua NuuUeHUe, Yak u y komepuunjanHe cepxe. OBo je HajcnobogHuja o4 cBux
NULEHLN.

2. AyTOpCTBO — HekoMmepuujanHo. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTpubyumjy u
jaBHO caonwTaBake Aena, W npepaje, ako ce HaBefe UMe ayTopa Ha HayuH oapeheH
o/ CTpaHe ayTopa wnu aaeaoua nuueHue. OBa nuuerUa He A03BorbaBa KoMmepuunjanHy
ynoTpeby gena.

B/ AyTopcTBo — HekomepuMjanHo — Gea npepapa. [JosBorbaeaTe ymMHOXaBarbe,
anctpubyunjy v jaBHO caonwTaBake fena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa WK
ynotpebe fena y cBOM [Jeny, ako Ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HaduH onpeheH o
cTpaHe ayTopa wunu gasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He O03BOSbaBa KOMepuujanHy
ynoTpeby fena. Y oaHocy Ha cBe ocTane nuueHLe, OBOM JIMLIEHLIOM CE orpaHuyaea
Hajsehu obum npaBa kopuwhera gena.

4. AYyTOpPCTBO — HEKOMEpPLUMUjanHO — AennTU noa UCTUM ycnosuma. [lo3Borbasare
yMHOXaBake, agncTpubyumnjy 1 jaBHO caonwitasake Aena, U npepage, ako ce HaBene
UMEe ayTopa Ha HaduH oapefeH of CTpaHe ayTopa Wiv gasaoua JvUeHLe W aKko ce
npepaga Aauctpubyvpa noa WCTOM WNWM CMYHOM nuueHuom. OBa nuueHuUa He
[03BOSbaBa komepuujanHy ynotpeby gena n npepaga.

5. AytopcTtBo — 6e3 npepapa. [losBorbasaTe yMHOXaBake, ANCTpubyuujy n jaBHo
caonwTaBamwe gena, 6es npomeHa, npeobnukosara unu ynotpebe fena y csom aeny,
aKo ce HaBefe Wme ayTopa Ha HaudvH oapefeH of cTpaHe ayTopa wnu gasaoua
nuueHue. OBa NvueHUa 4o3BoSbaBa KomepuujanHy ynotpeby aena.

6. AyTOpCTBO - f[enuTu noa WUCTUM ycrnoBuma. [losBorbaBate yMHOXaBahe,
ancTpubyLujy 1 jaBHO caoniiTaBawe Aena, u npepaje, ako ce Hase[e ume aytopa Ha
HauvH oapeRheH of cTpaHe ayTopa WnuM jJasaoua nWUEHUEe W ako ce npepaja
amctpubyupa nog uUCToM WNM  cnnyHoMm nmueHuom. OBa nuueHua [03BOSbaBa
koMmepuujanHy ynotpeby pena w npepaga. CnuyHa je codTBepckum nuueHuama,
OHOCHO NLEeHLaMa OTBOpPeHOor Keaa.
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