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

trombofilijom kod Zena sa idiopatskim infertilitetom
SAZETAK

Uvod. Geneticke analize mogu ukazati na uzrok infertiliteta kod Zena kod kojih
klini¢ki testovi nisu uspeli da utvrde razloge reproduktivnog neuspeha.

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

Materijal i metode. U studiju je uklju¢eno 117 pacijentkinja sa idiopatskim
infertilitetom, kao i 130 Zena sa najmanje jednom trudnoc¢om realizovanom bez
komplikacija. Primenom TagMan metode uzorci su genotipizirani u odnosu na
polimorfizme: FV 1691 G>A, FII 20210 G>A, MTHFR 677 C>T, MTHFR 1298 A>C,
PAI-1 -675 4G/5G, ATII 786 G>A, ACE 1/D i ITGB3 1565 T>C, dok su
polimorfizmi u VDR genu analizirani primenom restrikcionih enzima (FokI, Bsml,
Apali Taql).

Rezultati. Ispitivanjem etioloskih faktora pokazano je da je porodi¢na anamneza
znacajan faktor pri proceni individualnog rizika za infertilitet. Utvrdeno je da
visokorizi¢ne varijante FV 1691A i FII 20210A predstavljaju nezavisne faktore
rizika za nastanak primarnog infertiliteta. Analizom multilokusnih interakcija
definisani su kompleksniji genotipovi asocirani sa sekundarnim infertilitetom.
Ispitivanja polimorfizama u VDR genu pokazala su postojanje protektivne uloge
alela F u Fokl i alela B u Bsml polimorfizmu. Pored toga, analizom vezanosti
markera u VDR genu identifikovano je postojanje haplotipova, od kojih je bAT
povecavao rizik za sekundarni infertilitet, dok je BAT imao protektivnu ulogu za
nastanak primarnog infertiliteta.

Zakljucak. Analiza polimorfizama u genima asociranim sa trombofilijom i genu za

VDR ne samo da definise moguce klini¢ko-geneticke dijagnosticke procedure, ve¢



sugeriSe moguce mehanizme za odrzavanje hemostatskog i imunoloskog balansa u
procesu reprodukcije.
Kljuéne reci: idiopatski infertilitet, geni asocirani sa trombofilijom, VDR gen,

multilokusne interakcije
Naucna oblast: Biologija
UZa nauc¢na oblast: Genetika

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



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

with thrombophilia in women with idiopatic infertility
ABSTRACT

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

clinical trials have failed to determine the causes of reproductive failure.

Aim. The aim of this study is to investigate a link between polymorphisms

associated with thrombophilia and polymorphisms in the vitamin D receptor gene

(VDR) with idiopathic infertility.

Material and methods. This study included 117 female patients with idiopathic
infertility, as well as 130 women with at least one pregnancy without
complications. Using TagMan method, the samples were genotyped for
polymorphisms: FV 1691 G>A, FII 20210 G>A, MTHFR 677 C>T, MTHFR 1298
A>C, PAI-1-6754G/5G, ATIII 786 G>A, ACE1/D and ITGB3 1565 T>C, while VDR
gene polymorphisms were analyzed using restriction enzymes (Fokl, Bsml, Apal

and Taq]l).

Results. Examination of etiological factors has shown that family history is a
significant factor in assessing individual risk for infertility. High risk variants FV
1691A and FII 20210A have been shown to be independent risk factors for
occurrences of primary infertility. An analysis of multilocus interactions defined
more complex genotypes associated with secondary infertility. Polymorphisms
testing in VDR gene showed the existence of a protective role of allele F in Fokl
and allele B in Bsml polymorphisms. In addition, the analysis of the linkage in
VDR gene identified the existence of haplotypes, of which bAT increased the risk
of secondary infertility, while BAT had a protective role of primary infertility.



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

hemostatic and immune balance in the reproductive process.

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

multilocus interactions
Scientific field: Biology
Scientific subfield: Genetics
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Skracéenice:

WHO - Svetska zdravstvena organizacija, engl. World Health Organization
ART - tehnologija asistirane reprodukcije, engl. Assisted Reproductive Technology
vWEF - Von Wilebrandov Faktor

TF - tkivni faktor

tFPI - inhibitor puta tkivnog faktora

tPA - tkivni aktivator plazminogena

uPA - urokinazni aktivator plazminogena

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

ACE - angiotenzin konvertujudi enzim

RAS - renin angiotenzin sistem

GPI - glikozil-fosfatidilinozitol

AT1 - angiotenzin tip 1

APS - antifosfolipidni sindrom

IVF - in vitro fertilizacija

ATIII - antitrombin III

PC - protein C

PS - protein S



DVT - duboke venske tromboze

MTHER - metilentetrahidrofolat reduktaza

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

APC - aktivirani protein C

CVD - kardiovaskularne bolesti, engl. Cardio Vascular Diseases

VT - venske tromboze

NTD - defekti neuralne tube, engl. Neural Tube Defect

ECM - ekstracelularni matriks

RPL - ponovljeni gubici ploda, engl. Recurrent Pregnancy Loss

ATIII - antitrombin III

IUGR - intrauterina restrikcija rasta, engl. Intrauterine Growth Restriction

UFH - nefrakcionisani heparin, engl. Unfractionated Heparin

LMWH - heparin niske molekulske teZine, engl. Low Molecular Weight Heparin

aPTT - aktivisano parcijalno tromboplastinsko vreme, engl. Activated Partial

Thromboplastin Time
DBP - vitamin D vezujuéi protein, engl. Vitamin D Binding Protein

VDR - receptor za Vitamin D



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

LDL- lipoprotein holesterol niske gustine, engl. Low Density Lipoprotein Cholesterol
Thl - T pomocne 1 Celije, engl. T helper 1

IFN- y - interferon gama

IL-2 - interleukin 2

TNF-a - faktor nekroze tumora alfa

Treg - T regulatorne celije

Th2 - T pomo¢ne 2 celije, engl. T helper 2

AF?2 - faktor funkcije 2

RXR - retinoid X receptor

VDRE - engl. Vitamin D Response Elements

BMD - mineralna kostana gustina, engl. Bone Mineral Density
LD - neravnoteza vezanosti, engl. Linkage Disequilibrium

BMI - indeks telesne mase, engl. Body Mass Index

HGVS - engl. Human Gene Variants Society

FRET - transfera energije fluorescenthom rezonancijom, engl. Fluorescence

Resonance Energy Transfer
VEGEF - vaskularni endotelni faktor rasta, engl. Vascular Endothelian Growth Factor

HRM - topljenje visoke rezolucije, engl. High Resolution Melting



RFLP - polimorfizmi duZine restrikcionih fragmenata, engl. Restriction Fragment

Length Polymorphisms

OR - odnos sansi, engl. Odds Ratio

CI - interval poverenja, engl. Confidence Interval

GMDR - generalizovana multifaktorska redukcija dimenzionalnosti
CVC - engl. Cross Validation Consistency

TrBA - engl. Training Balanced Accuracy

TeBA - engl. Testing Balanced Accuracy

HWE - Hardi Vajnberg ravnoteza, engl. Hardy-Weinberg Equilibrium



1. UVOD



Uvod

1.1. Infertilitet: definicija i epidemiologija

Uspesna reprodukcija, ¢iji je osnovni bioloski smisao odrzanje vrste, ukljucuje ne
samo fertilizaciju i dobijanje potomstva nego i preZivljavanje potomstva do
reproduktivhog doba kako bi se geni kontinuirano prenosili kroz generacije.
Pojava steriliteta i infertiliteta se moZe uociti kod mnogih zivotinjskih vrsta ali je
tesko utvrditi broj infertilnih jedinki u slobodnim populacijama, kao i uzroke koji
dovode do ove pojave. Svetska zdravstvena organizacija (engl. World Health
Organization - WHO) definiSe infertilitet kao bolest reproduktivnog sistema, kod
koje izostaje zacece nakon 12 meseci nezasti¢enog seksualnog odnosa, ukoliko ne
postoje drugi razlozi, kao $to su dojenje ili postpartalna amenoreja. Smatra se da
nakon jedne godine redovnog seksualnog odnosa, kod oko 85-95% parova dolazi
do prirodnog zaceca. Ukoliko se klinicki uzrok infertiliteta ne otkrije standardnim
testovima fertilnosti, kod oko 50% parova koji nisu ostvarili reproduktivni uspeh u
toku prve godine, do trudnoce dolazi u drugoj godini, a kod dodatnih 12% u trecoj
godini partnerstva (Gelbaya i sar., 2014). Kod Zena koje su starije od 35 godina
smatra se da tretman treba zapoceti nakon 6 meseci zbog infertilnosti povezane sa

godinama (ASRM, 2015).

Danas je dijagnoza infertiliteta postavljena kod viSe miliona ljudi, ali je tac¢an broj
ljudi sa ovom dijagnozom tesko utvrditi zbog razlicitih kriterijuma koji se koriste
za njenu definiciju, kao i nepotpunijim podacima o ucestalosti muskog infertiliteta.
Prema podacima objavljenim 2004., 2007. i 2012. godine, broj osoba sa infertilitetom
varira izmedu 48.5 i 186 miliona (Izzo i sar., 2015). Procenjuje se da je taj procenat
izmedu 8% i 12% u delu populacije koja se nalazi u dobu reproduktivne zrelosti
(15-49 godina, prema WHO), sa prose¢nom globalnom prevalencom od 9% (Bovin
i sar., 2007). lako u nekim regionima sveta, kao §to su juzna i centralna Azija,
isto¢na i severna Afrika, kao i isto¢na Evropa, incidenca infertiliteta moze da

dostigne i 30%, Bovin i saradnici (2007) sugerisu da, uprkos dosadasnjem uverenju,
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nema velike razlike u prevalenci infertiliteta izmedu viSe razvijenih (6.6-26.4%) i

manje razvijenih zemalja (5.0-25.7%).

Uzroci reproduktivnog neuspeha se kod dve tre¢ine parova mogu klinicki
identifikovati kao zdravstveni problemi kod muskarca ili Zene, na morfo-
anatomskom, biohemijskom, hormonskom ili imunoloskom nivou. U slucajevima
kada postoje anomalije na nivou reproduktivnih organa usled kojih nije moguce da
dode do fertilizacije, kao $to su ovarijalna ili testikularna disfunkcija, upotrebljava
se termin sterilnost. U situacijama kada postoji smanjena moguénost ili trenutna
nesposobnost zaceca i trudnoce, koja moze biti i na nivou nekog drugog sistema
osim reproduktivnog, upotrebljava se termin infertilitet. Kod 30% do 40%
infertilnih parova poreklo infertiliteta se moZe identifikovati u nedostacima u
reproduktivhom zdravlju Zene, kod oko 40% uzrok infertiliteta se moZe pronaci
kod muskarca, dok je kod 20% do 30% slucajeva razlog infertiliteta prisutan kod
oba partnera. U odredenom procentu (15-30%) ne moze se utvrditi njegov uzrok ni
kod muskarca ni kod Zene, standardni testovi fertilnosti ne mogu dati objasnjenje
za ovu pojavu, pa infertilitet ostaje klini¢ki neobjasnjen i oznacava se kao

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

Ne ulaze¢i u poreklo i uzrok infertiliteta, ovo zdravstveno stanje se moze podeliti
na primarni i sekundarni infertilitet. Primarni infertilitet podrazumeva da nikada
nije dolazilo do zaceca, dok se pod sekundarnim smatra nemoguénost ponovnog
zaceca nakon uspesne trudnoce, ali i nemogucnost da se trudnoca uspesno iznese
do kraja, usled prekida trudnoce (spontanog ili namernog), biohemijske ili
vanmatericne trudnoce (Mascarenhas i sar., 2012). Postoje mnogi bioloski i
etioloski faktori koji se smatraju uzrocnicima infertiliteta. Neki od ekstrinzi¢kih

faktora koji uti¢u na Sansu prirodnog zacec¢a su: ucestalost seksualnog odnosa,
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pusenje, fizicka aktivnost, telesna masa kod Zene, upotreba nekih lekova ili
podvrgnutost odredenim medicinskim intervencijama, kao i psiholoski i socioloski
taktor (Izzo i sar., 2015). Parovi koji imaju aktivan i redovan seksualni odnos imaju
znatno vece Sanse za prirodno zacece od onih koji ga nemaju. Pored toga,
reproduktivni kapacitet Zene u velikoj meri zavisi i od njene starosne dobi, jer se
kvalitet oocita smanjuje tokom reproduktivnog zivota, a ovo smanjenje postaje
znatno izrazenije posle 35 godina Zivota. Sa staro$¢u Zene, smanjuje se Sansa za
prirodno zacece, a povecava se stopa spontanih abortusa i embrionalnih
hromozomskih anomalija. Jedan od znacajnih faktora koji moZe uticati na zacece je
i pugenje, koje moze dovesti do smanjenja uspegnosti reprodukcije. Stetan uticaj
pusenja zavisi od koli¢ine i broja godina tokom kojih Zena pusi, ali i izloZenosti
duvanskom dimu u okruZenju. Nikotin i druge Stetne hemikalije u cigaretama
ometaju sposobnost tela da stvori estrogen, jedan od glavnih hormona koji regulise
folikulogenezu i ovulaciju. Takode, puSenje utice na folikule, embrionalni transfer,
receptivnost endometrijuma, angiogenezu endometrijuma, ali i na miometrijum
materice i protok krvi u njoj (Dechanet i sar., 2011). Pored navedenih spoljasnjih
faktora, u danasnje vreme i socijalni faktor znatno doprinosi obrnutoj
proporcionalnosti godina i reproduktivnosti kod Zene. U urbanim sredinama Zene
se sve viSe okrecu obrazovanju, karijeri i efikasnim kontraceptivnim sredstvima,

¢ime se odlaZe radanje dece.

Prema bioloskim faktorima koji mogu biti uzro¢nici ove pojave, infertilitet se moze

podeliti na:

1. Infertilitet genitalnog porekla, koji, u odnosu na lokalizaciju, obuhvata
vaginalni, cervikalni, uterusni, tubarni i ovarijalni infertilitet. Najc¢es¢i uzrok
zenskog infertiliteta su problemi ovulacije koji se manifestuju neredovnim
ili potpunim odsustvom menstrualnog ciklusa. U osnovi ovarijalne

disfunkcije uglavnom se nalazi policisti¢ni ovarijalni sindrom, gojaznost,
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neuhranjenost, poremecaji tiroidne Zlezde i hiperprolaktonemija (Quaas i
Dokras, 2008). Pored ovarijalne disfunkcije mogu se javiti i anomalije
materice (5-10%) tj. promene na grli¢u materice, suZen ili neprohodan kanal
grlica materice (nakon hroni¢nih upala ili operacija), kao i endometrioza
koja se javlja sa wucestalos¢u od 15%, a predstavlja pojavu celija
endometrijuma materice van materice (na jajovodima, jajnicima, trbusnoj
duplji, mokraénoj besici).

menstruacije usled disbalansa hormona. U ovu grupu uzro¢nika spadaju:
poremecaji ovulacije, smanjenje ovarijalne rezerve, prekomerna gojaznost,
prekomerna mrsavost, poremecaj rada Stitne Zlezde, povisene vrednosti
prolaktina i stres.

3. Infertilitet ekstragenitalnog porekla, koji se javlja u 2-3% slucajeva, a odnosi
se na poremecaj rada drugih endokrinih Zlezda (tiroidna, nadbubrezna
zlezda, hipotalamus, hipofiza) usled ¢ega moZze do¢i i do reproduktivnog
neuspeha.

4. Imunski uzrokovan infertilitet, koji se javlja u oko 3-5% slucajeva,
predstavlja pojavu imunizacije Zene na antigene spermatozoida. U ovom
slucaju dolazi do stvaranja antispermatozoidnih antitela koji sprecavaju

kretanje spermatozoida prema jajnoj celiji.

Postavljanje dijagnoze infertiliteta obuhvata detaljna klinicka ispitivanja, koja
uklju¢uju ne samo medicinske i fizioloSke testove, nego i psiholosko stanje i pitanja
liéne i porodi¢ne anamneze. Ultrasonografska dijagnostika materice i jajnika, kao i
bazi¢ni hormonski testovi su prvi pregledi koji se obavljaju. Na osnovu indikacija
nekada je potrebno uraditi i dodatne dijagnosticke analize. Neke od dodatnih
metoda koje se koriste za uspostavljanje dijagnoze infertiliteta su i histeroskopija i

laparaskopija kojom se ispituje unutrasnjost materice, tj. materi¢cna duplja i
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sluzokoza, kao i postojanje septuma, polipa, mioma ili drugih abnormalnosti.
Provera infertiliteta moZe se obaviti i metodom histerosalpinografijom koja
podrazumeva kontrastno snimanje rendgenom, a daje znacajnu informaciju o
prohodnosti jajovoda kao vrlo vaznom faktoru za uspesno zacece (Quaas i Dokras
2008; ASRM 2015). Pored medicinskog i klinickog aspekta, infertilitet moze biti
uzrokovan i unutrasnjim psiholoskim konfliktima kod Zene, mogu se javiti
frustracija, depresija, socijalno neprihvatanje i mnogi drugi problemi, $to ovu
pojavu ¢ini predmetom interesovanja i razlic¢itih psihologa (Ciu L., 2010;

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

U nekim situacijama klini¢ki, ultazvu¢ni ili rendgenski pregledi nisu dovoljni da se
sagleda stanje unutrasnjih organa i da se dode do odgovora na pitanje ta je uzrok
reproduktivnog neuspeha, pa se uspostavlja dijagnoza idiopatskog infertiliteta.
Studija Somigliana i saradnika (2016) je pokazala da postoji odredeni procenat
lazno pozitivnih rezultata kada je u pitanju postavljanje dijagnoze idiopatskog
infertiliteta i naglasava da je vazno praviti razliku izmedu idiopatskog infertiliteta i
infertiliteta uzrokovanog starosnom dobi Zene. Poslednjih decenija tehnologija
asistirane reprodukcije (engl. Assisted Reproductive Technology - ART) dobija sve
vedi znacaj, ali uprkos povecéanju primene postupaka asistirane reprodukcije, stopa
trudnoce i uspe$nih porodaja nije se znacajno poboljsala proteklih godina
(Ferraretti i sar., 2013; Kupka i sar., 2016). Medutim, asistirana reprodukcija se sve
viSe koristi bez obzira na klini¢ke indikacije i potrebe za tim. Kod velikog broja
parova sa smanjenom fertilnos¢u koji posec¢uju lekare, ne mogu se utvrditi uzroci
koji redukuju fertilitet. Studija Kerstena i saradnika (2015) je pokazala da je
otprilike 1/3 parova sa dijagnozom idiopatskog infertiliteta, koja je imala dobre
Sanse za prirodno zaceée, bila podvrgnuta prevremenom tretmanu asistirane

reprodukcije. Pod ovim terminom se podrazumeva da je tretman fertilnosti



Uvod

zapocet posle 6 meseci neuspesnog prirodnog zaceca (Kersten i sar., 2015), ¢ime se
smanjuje Sansa i vreme za prirodno zacece. Povecana tendencija za odlaganje
reprodukcije, usled karijernih, socijalnih ili drugih razloga, stavlja lekare pod
pritisak da interveni$u kada do prirodnog zaceca ne dode u kratkom vremenskom
intervalu. Na osnovu individualnih karakteristika, potrebno je pazljivo odrediti
period tokom kojeg se daje Sansa prirodnom zacecu, a takode pored medicinskih i
fizioloskih karakteristika, u ovu kalkulaciju treba ukljuciti i uspes$nost asistirane
reprodukcije, troskove i rizik od komplikacija i viSestrukih trudnoda. Tip
infertiliteta jo$ jedan je od faktora koji dovode do prevremene asistirane
reprodukcije. Pokazano je da parovi sa primarnim infertilitetom imaju vedi rizik za
prevremeno podvrgavanje ART proceduri u poredenju sa parovima sa
sekundarnim infertilitetom, kao i da duZina trajanja infertiliteta i godine Zene
predstavljaju znacajan faktor koji dovodi do prevremene asistirane reprodukcije

(Kersten i sar., 2015).

Ponovljeni gubici plodaiidiopatski infertilitet su vrlo heterogena stanja koja mogu
biti uzrokovana ne samo genetickim ili faktorima okruzenja, nego i njihovom
interakcijom. Danas se dijagnostika, u situacijama kada klini¢ka medicina ne moze
da nade odgovor za uzrok infertiliteta, sve viSe spusta na molekularni nivo,
ispituju¢i promene na nivou gena koje mogu biti asocirane sa reproduktivnim
neuspehom. Brzi i ekstenzivni razvoj molekularne biologije sve viSe ima uticaj i
znacaj u oblasti ginekologije i akuSerstva. Poslednjih godina otkriveni su mnogi
genski polimorfizmi koji mogu imati znacajan efekat na komplikacije tokom
trudnoce, ali i na sam reproduktivni uspeh. Takode je sugerisano da odredeni
genski markeri povecavaju rizik za pojedine bolesti i neZeljena stanja tokom

trudnoce (Seremak-Mrozikiewicz, 2013).
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1.2. Trombofilija

Termin trombofilija prvi put su upotrebili Jordan i Nandorff (1956) u cilju
opisivanja nasledne tendencije ka trombotickim dogadajima. Sam termin ne
oznacava prisustvo bolesti, ve¢ se odnosi na stanje povecanog rizika za
abnormalnu koagulaciju. Trombofilija moZze biti identifikovana kao stecena ili
nasledna, a danas se smatra multifaktorskim stanjem koje ukljucuje geneticke i
stecene faktore rizika za nastanak tromboze. Kod veéine osoba koje imaju naslednu
trombofiliju nikada ne dode do trombotickog dogadaja i zbog toga se ovo stanje i
kod takvih osoba mora razmatrati u kontekstu asocijacije sa drugim faktorima
rizika za pojavu tromboza, kao Sto su operacije, upotreba odredenih lekova
(oralnih kontraceptiva ili zamenske hormonske terapije), kao i neka druga stanja
(imobilizacija, trudnoca ili postpartalni period) (Cohoon i Heit, 2014). Tromboticki
dogadaj podrazumeva nastajanje krvnog wugruska slozenim mehanizmima

hemostaze koji ¢e biti objasnjeni u narednom poglavlju.
1.2.1. Hemostaza - primarna, sekundarna (koagulacija) i fibrinoliza

Hemostaza je fizioloski mehanizam koji kontroliSe te¢no stanje krvi i njenu
neometanu cirkulaciju. Potencijalno, hemostaza ima ulogu u formiranju krvnog
ugruska, kako bi se zaustavilo ili ogranicilo krvarenje na mestu povrede (Segers i
sar., 2007). Normalna hemostaza se odrzava finim balansom izmedu
prokoagulantnih i antikoagulantnih faktora. Tri zasebne faze hemostatskog
procesa su: primarna hemostaza, sekundarna hemostaza (koagulacija) i fibrinoliza,
a glavne komponente ovog sistema su: endotel krvnih sudova, trombociti, proteini

koagulacije i fibrinolize.

1) Primarna hemostaza inicirana je povredom vaskularnog endotela koja

dovodi do izlaganja kolagenih vlakana na koje se adheriraju trombociti. Kao

rezultat ove interakcije sa kolagenom, trombociti se aktiviraju i adheriraju jedan na
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drugi preko adhezionih receptora, integrina, koji se vezuju za isti receptor na
susednim trombocitima. Glavni integrin na trombocitima jeste amPs koji je
neophodan za agregaciju trombocita i kao takav jedan od centralnih molekula
uklju¢enih u hemostazu. Aktivacija trombocita predstavlja specificnu
transformaciju integrina, sto mu omogucava da se vezuje za fibrinogen i vVWF
(engl. Von Wilebrand Factor - vWF, poznat i kao Faktor I), ligande koji spajaju
trombocite, ili za druge ligande, kao Sto su vitronektin i fibronektin, koji modulisu
agregaciju (Ma i sar., 2007). Aktivacija trombocita dalje rezultuje u aktivaciji
nekoliko fosfolipidnih transporterskih proteina, koji dovode do transporta
negativno naelektrisanih fosfolipida sa unutrasnje na spoljasnju stranu membrane
trombocita. Ovi negativno naelektrisani fosfolipidi obezbeduju kataliticku
povrsinu za aktivaciju sistema koagulacije, jer se za njih vezuju neki od faktora

koagulacije, kao sto su faktori Va i VIIla (Sakariassen i sar., 1979; Ma i sar., 2007).

2) Sekundarna hemostaza, poznata i kao koagulacija, predstavlja proces
zgruSavanja krvi. Vedina faktora koagulacije se sintetiSe u jetri i izlucuje u
cirkulaciju uglavnom u neaktivnoj formi, formi profaktora. Prilikom zgrusavanja
krvi, profaktori prelaze u svoj aktivni oblik ili oblik kofaktora. Faktori koagulacije
obelezavaju se rimskim brojevima, dok se njihov aktivni oblik obelezava
dodavanjem malog slova ,a”. U profaktore spadaju: protrombin (poznat i kao FII),
prekalikrein i faktori VII, IX, X, XI'i XII, dok u kofaktore spadaju: tkivni faktor (TF)
i faktori V i VIII. Neki od faktora koagulacije zavisni su od vitamina K, kao $to su:
protrombin, protein C, proteinS, faktori VII, IX i X. Ovi enzimi su strukturno dosta
sli¢ni, a sintetiSu se u jetri. Svi pripadaju serin proteazama, osim proteina S koji
nema Kkataliticke domene u strukturi i predstavlja kofaktor koji pospesuje
inhibitornu aktivnost aktivisanog proteina C. U jetri ovi faktori podlezu
posttranslacionoj modifikaciji koju katalizuje enzim y-glutamil karboksilaza cija je

aktivnost zavisna od vitamina K. Grupa faktora V i VIII predstavlja kofaktore
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serinskim proteazama. Ova dva proteina vrlo su sli¢na u strukturi i biohemijskim
karakteristikama. Faktor VIII cirkuliSe zajedno sa vVWF koji, pored uloge u adheziji
i agregaciji trombocita, deluje i kao stabilizator FVIIL. Sam proces koagulacije moze

biti aktiviran ili inhibiran, u zavisnosti od potrebe organizma.

> Aktivacija koagulacije: Proces zgrusavanja krvi se tradicionalno deli na
spoljasnji i unutras$nji put, koji se spajaju u zajednicki put, pri cemu se u
poslednjem koraku stvara trombin. Trombin dovodi do prevodenja fibrinogena u

tibrin i stvaranja krvnog ugruska (Slika 1).

UNUTRASNJI PUT SPOLJASNIJI PUT

Kontaktna aktivacija Tkivna povreda
Faktor — Faktor
XIl Xlla
Faktor v Faktor Faktor Faktor
— —
Xl \l/Xla Vil Vila
Faktor —s Faktor tkivni faktor

IX Ca*  IXa
Faktor VIII, fosfolipidi l

R R R R
1 \ 4
1
Faktor X —i e > Faktor Xa
i Faktor Va
! ca?
] . w g
! Protrombinaze  Fosfolipidi
i kompleks
1
Faktor II NG Faktor lla
protrombin T > trombin

Faktor Xl —> Faktor Xllla

Fibrinogen — Fibrin (solubilni) —  Fibrin (nesolubilni)
\) Fibrinopeptidi A iliB

Slika 1. Unutrasnji i spoljasnji put koagulacije (Kohler i Grant., 2000-

preuzeto, modifikovano).
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Kljuéna komponenta spoljasnjeg puta jeste TF (tkivni faktor) koji ima jak afinitet za
FVIL. U fizioloskim uslovima TF se ne nalazi u krvi, nego je deo celijskih
membrana u tkivima. Kada dode do povrede krvnog suda, TF dospeva u krv i u
prisustvu kalcijuma stvara kompleks sa FVII koji zatim prelazi u svoj aktivirani
oblik, FVIIa. Male koli¢ine ovog faktora cirkulisu i aktiviraju FXa i FIXa koji
povratno olaksavaju dalju aktivaciju FVIIa vezanog za TF. Faktor Xla aktivira FXa,
a FVIII je kofaktor koji maksimalnu aktivnost FXa povecava oko 200 000 puta.
Aktivirani FXa je jedini enzim koji moZe da pretvori protrombin (FII) u trombin.
Trombin je serinska proteaza koja ima mnogobrojne fizioloske funkcije. On je
izrazit agonist trombocita i ima klju¢nu ulogu u aktivaciji i agregaciji trombocita.
Direktno je uklju¢en u stvaranje krvnog ugruska katalizirajuc¢i pretvaranje
fibrinogena u fibrin, tako $to ga cepa na monomerne jedinice. Monomeri fibrina se
povezuju i grade fibrinsku mreZu u koju se hvataju krvne ¢elije i formiraju krvni
ugrusak. Trombin takode aktivira i neke od faktora koagulacije (FV, FVIII i FXIII),
a kada se veZe sa trombomodulinom (glikoproteinom koji se nalazi na povrsini
endotelnih celija) katalizuje i aktivaciju proteina C, koagulacijskog inhibitora FVa i
FVIIla. Trombin deluje i na endotelne celije i stimuliSe stvaranje prostaciklina,
vWF, PAI-1, PDGF (Labor i sar., 2007, Segers i sar., 2007). Uproséen prikaz

koagulacije krvi prikazan je na Slici 2.
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Factor IX « TF: Vlla

Factor VIII +\ /
Factor X

+ -- | Protein C | Antitrombin I

-- | Protein S
- Fibrinogen
I Protrombin I ———————3% Trombin o l
Fibrin

Slika 2. Uproséen prikaz koagulacije krvi (Varga, 2007-preuzeto, modifikovano)

> Inhibicija koagulacije: Pored aktivatora koagulacije, u odrzavanju
hemostaze ukljuceni su i inhibitori koagulacije, koji specifi¢no inhibiraju odredene
faktore koagulacije. Najznacajniji antikoagulansi su: antitrombin, protein C,
protein S, trombomodulin, inhibitor puta tkivnog faktora (tFPI), C1 inhibitor,
heparin kofaktor II i drugi (Slika 3). Aktivacija FX kompleksom FVIla/TF je
kratkog veka, zbog prisustva inhibitora puta tkivnog faktora. Ovaj faktor je
serinska proteaza koja regulise kompleks FVIIa/TF i kataliticku aktivnost FXa. U
cirkulaciji je vezan za lipoproteine, a oslobada se stvaranjem trombina. Svoju
inhibitornu aktivnost ostvaruje najpre vezivanjem, a potom inhibicijom FXa i
stvaranjem  inhibitorne strukture tFPI/FXa/FVIla/TF. Drugi inhibitor
koagulacionog puta jeste antitrombin III, plazmatski glikoprotein koji neutralizuje
trombin i faktore FIXa, FXa, FXla i FXIla. Stvaranje kompleksa antitrombina III i
navedenih faktora je sporo bez heparina, koji se i daje kao jedna od
antikoagulatnih terapija, kako bi se ubrzala inhibitorna aktivnost ovog proteina.
Tredi tip inhibicije procesa koagulacije jeste sistem proteina C. Protein C se aktivira
nakon vezivanja trombina na trombomodulin koji se nalazi na povrsini endotelnih
¢elija. Nastali kompleks aktivira protein C koji je sposoban da razgradi aktivirane

FVIlla i FVa i da na taj nacin spreci dalje stvaranje trombina. Delovanje proteina C
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pojacava drugi, takode vitamin K zavisni, protein S, koji vezuje protein C za

povrsinu trombocita (Labor i sar., 2007).

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

\

I — lla ( Trombin )

Fibrinogen |——| Fibrin

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

3) Trec¢a faza hemostaze ukljucuje fibrinolizu, poseban proces koji razlaze
krvni ugrusak nastao u toku koagulacije. Sam proces fibrinolize mozZe biti primarni
i sekundarni. Primarna fibrinoliza je prirodni proces koji se deSava u organizmu,
dok je sekundarna fibrinoliza nasilno razgradivanje tromba pomocu lekova ili
usled nekih medicinskih poremecaja. Glavni enzim fibrinolize jeste plazmin, koji
nastaje aktivacijom plazminogena, neaktivhog proteina krvne plazme. U
organizmu se aktivacija plazminogena ostvaruje uz pomoc¢ tkivnog aktivatora
plazminogena (tPA) i urokinaznog aktivatora plazminogena (uPA). Plazmin
poseduje veliki afinitet za fibrin i nagomilava se u formiranom krvnom ugrusku
koji je bogat fibrinom, a ima mogucnost da proteoliticki degraduje fibrin, pri ¢emu

nastaju produkti degradacije fibrina (engl. Fibrinogen Degradation Products - FDP)
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(Segers i sar., 2007). U krvnoj plazmi se takode nalaze i faktori koji sprecavaju
dejstvo aktivatora plazmina nazvani inhibitori aktivatora plazmina. Plazminogen
aktivator inhibitor tip 1 (SERPINE 1, takode poznat i kao PAI-1) jeste serin
proteazni inhibitor koji funkcioni$e kao primarni inhibitor endogene fibrinoliticke
aktivnosti, tako $to inhibira tPA i uPA, glavne aktivatore plazminogena i same
fibrinolize. Vezujudi se za tkivni plazminogen aktivator on inhibira konverziju
plazminogena do plazmina, dovodeci do opadanja fibrinolize (Slika 4). Poremecen
balans izmedu plazminogen aktivatora i PAI-1 inhibitora moZe imati klinicke
posledice. Visak plazminogen aktivatora i deficijencija PAI-1 moZe dovesti do
hemoragije, dok se obrnuta situacija, deficijencija plazminogen aktivatora i visak

PAI-1 inhibitora, manifestuje kao povecan rizik za trombozu (Vaughan i sar., 1997).

= ~

+” Disfunkeija "
& endotela v
JtPA | -7
uPA
_____ D

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

Pored inhibitora aktivatora plazminogena tip 1, angiotenzin konvertujuci enzim
(engl. Angiotensine converting enzyme - ACE) takode je ukljucen u fibrinoliticki

proces. Angiotenzin konvertujuéi enzim predstavlja jednu od najznacajnijih
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karboksipeptidaza uklju¢enih u regulaciju krvnog pritiska. Ovaj enzim zavisan je
od hlorida i cinka, a prisutan je na povrsini epitelnih i endotelnih ¢elija. Njegova
glavna ulogu je da konvertuje dekapeptid angiotenzin I (neaktivna komponenta) u
oktapeptid angiotenzin II (aktivna komponenta). CirkuliSuci angiotenzin Il jedanje
od glavnih efektora renin-angiotenzin sistema (RAS) i ukljucen je u globalnu
regulaciju krvnog pritiska, kao i balansa elektrolita i zapremine telesnih tec¢nosti.
Angiotenzin II deluje na suzavanje krvnih sudova (vazokonstrikciju), otpustanje
aldosterona, a posredujeiu ¢elijskom rastu i proliferaciji, tako da moZze uzrokovati
i disfunkciju endotela (Fleming, 2006; Sayed-Tabatabaei i sar., 2006). Pored toga,
ACE enzim se vezuje za endotelne celije i stimuli$e produkciju PAI-1 inhibitora, a
ukljucen je i u razgradnju bradikinina koji stimuli§u produkciju tPA, i na taj na¢in
doprinosi smanjivanju fibrinolize i povecavanju rizika za trombozu (Vaughan i
sar., 1997). Bradikinin je peptid koji uzrokuje prosirenje krvnih sudova ¢ime se
snizava krvni pritisak, a njegova razgradnja moze dovesti do vazokonstrikcije
(Jaspard i sar., 1993). Pored osnovnih uloga u stvaranju Angiotenzina II i
razgradnji bradikinina, razli¢ita istrazivanja pokazala su da ACE moze imati ulogu
i u putu signalne transdukcije (Fleming, 2006), in vitro razgradnji amiloid-beta-
peptida (Hu i sar., 2001), kao i uticaj na aktivnost glikozilfosfatidilinozitolaze ¢ime
se omogucava otpustanje glikozilfosfatidilinozitola (GPI) vezanog za membranu
(Kondoh i sar., 2005). Angiotenzin II takode pozitivno reguliSe ekspresiju PAI-1
gena preko receptora za angiotenzin tip 1 (AT1 receptor) (Nakamura i sar., 2000).
Lekovi koji se daju za hipertenziju, a imaju ulogu da inhibiraju ACE enzim
(takozvani ACE inhibitori), takode mogu da redukujue i nivo PAI-1 i na taj nacin

da smanje incidencu kardiovaskularnih komplikacija (Brown i sar., 2002).
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1.2.2. Stecena i nasledna trombofilija

Trombofilija, kao stanje povedanog rizika za tromboze, uglavnom nastaje kao
kombinacija naslednih i ste¢enih faktora. Od stecenih stanja asociranih sa
trombofilijom najznacajnije mesto zauzima antifosfolipidni sindrom (APS), koji
ukljucuje antifosfolipidna antitela (lupus antikoagulans i antikardiolipinska
antitela) (De Santis i sar., 2006). APS je veoma kompleksan sindrom koji deluje na
nekoliko glavnih komponenti koje regulisu hemostazu. Antifosfolipidna antitela
inhibiraju protein C aktivaciju i formiranje aktivisanog proteina C koji sprecava
aktivaciju FV i FVIIL Ova inhibicija desava se usled prisustva beta-2-glikoproteina
koji je preduslov za vezivanje antifosfolipidnih anititela za protein C. Takode,
antifosfolipidna antitela mogu vrsiti regulaciju adhezionih molekula (kao sto su: E-
selektin, intracelularni adhezioni molekul, itd.) i povedavati sekreciju
proinflamatornih citokina (interleukin beta i interleukin-6), ¢ineéi inflamaciju
jednom od znacajnih posledica APS-a (Check, 2012). Neki podaci sugerisu da ovaj
sindrom mozZe biti uzro¢nik gubitaka ploda i komplikacija tokom trudnoce putem
stanja povecane koagulacije i pojave tromboza, $§to posledi¢no moZe dovesti do
infarkcija placente, ali i putem aktiviranja inflamatornog odgovora. Kod trudnica
sa APS sindromom pokazana je povecana nekroza i akutna inflamacija u
poredenju sa Zenama koje su imale normalnu trudno¢u (Van Horn i sar., 2004).
Pored toga, sugerisano je da APS moze da uzrokuje gubitak ploda vezivanjem za
fosfolipide koji su eksprimirani na trofoblastima ¢ime se inhibira razvoj placente, a
moZze delovati i na embrionalnu implantaciju u toku rane trudnoce (Di Simone i
sar., 1999), sto ga ¢ini i potencijalnim uzro¢nikom neuspesnih IVF (engl. In vitro

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

U steCene trombofilije spadaju i tromboticka stanja uzrokovana spoljasnjim
faktorima kao $to su: imobilizacija, operacije, maligne bolesti, primena hormonske

terapije, trudnoca, a jedan od faktora koji ima najizraZeniji uticaj jeste i starosna
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dob. Incidenca venskih tromboza je veoma mala u mladoj populaciji (<1:10 000
godisnje) dok se sa staro$¢u povecava za oko 1% svake godine. Jedno od
objasnjenja povecavanja incidence trombotickih dogadaja u starijoj populaciji
(osobe preko 60 godina) jeste postojanje specifi¢nih faktora asociranih sa godinama
starosti, kao Sto su: smanjenje snage misica, endotelna disfunkcija i venska

insuficijencija (Engbers i sar., 2010).

Nasledna trombofilija se moZze javiti usled kongenitalne deficijencije ili
abnormalnosti antitrombina (ATIII), proteina C (PC), proteina S (PS), ili usled
prisustva mutacija koje povecavaju rizik za nastanak tromboza. Prvi slucaj
nasledne trombofilije opisao je Oleg Egeberg (1965) u jednoj skandinavskoj
porodici, u kojoj je pokazano da nasledna deficijencija antitrombina III dovodi do
venske trombne embolije. Egeberg je ovu deficijenciju opisao kao autozomalno-
dominantni poremecaj. Heterozigotna deficijencija ovog proteina rezultuje u
smanjenju koli¢ine ili aktivnosti antitrombina, $to dovodi do povecanog
koagulacionog stanja u krvi i posledi¢no do formiranja ugruska. Deficijencija usled
heterozigotnog oblika nije toliko ucestala, incidenca javljanja se krec¢e od 1:500 do
1:5 000 individua, dok se homozigotno stanje smatra nekompatibilnim sa zivotom
(Varga, 2007). Opisane mutacije koje mogu da dovedu do hiperkoagulacije

podeljene su u 3 grupe:

- mutacije u genima koji kodiraju za inhibitore koagulacije (Sto dovodi do
smanjene inhibicije koagulacije),

- mutacije u genima koji kodiraju za prokoagulantne faktore ($to dovodi do
povecane sinteze ovih faktora ili smanjenja mogucnosti njihove inhibicije) i

- mutacije u genima koji kodiraju za faktore fibrinolitickog sistema (usled

¢ega dolazi do poremecaja u procesu fibrinolize) (Pordevic i sar., 2014).
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Deficijencija ATIII, PC i PS se javljaju sa mnogo manjom ucestalos¢u od SNP
polimorfizmima (jednonukleotidni polimorfizam, engl. Single Nucleotide
Polymorphism - SNP) u odredenim genima, kao Sto su Faktor V Leiden (FVL) i
Faktor II protrombin mutacije (FII 20210 G>A). Populacione studije pokazale su da
postoji razlika u prevalenci ovih naslednih faktora rizika za trombofiliju u opstoj
populaciji, kod pacijenata sa dubokim venskim trombozama (DVT) i u porodi¢nim
studijama u kojima je prisutna nasledna trombofilija, prikazano u Tabeli 1
(Koenderman i Reitsma, 2011). U Azijskim populacijima ucestalost ove deficijencije
ATII, PC i PS je veéa nego u Evropskim tako da se, za razliku od SNP
polimorfizama, deficijencije ovih proteina smatraju najznacajnijim uzro¢nikom

nasledne trombofilije u Azijskim populacijama (Roberts i sar., 2009).
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Tabela 1. Prevalenca glavnih naslednih faktora rizika za trombofiliju.
(Koenderman i Reitsma, 2011-preuzeto, modifikovano)

Prevalenca
Nasledni faktor rizika Opéta populaciia | VTE pacijent tg?;ggﬁﬁ?a

AT deficijencija 0.0002-0.002% 1% 4%
PC deficijencija 0.2-0.4% 3-5% 6%
PS deficijencija 0.03-0.13% 1-5% 6%
FV 1691 G>A 1-15% 10-50% 45%
FI1 20210 G>A 1-3% 6% 10%
Ne-O krvna grupa 57% 73% /

U nasledne trombofilije spadaju i indirektni aktivatori procesa koagulacije kao $to
je hiperhomocisteinemija. Homocistein je neproteinska aminokiselina koja nastaje
u viSestepenom procesu metabolizma esencijalne amino kiseline metionina.
Homologa je amino-kiselini cisteinu od koje se razlikuje po dodatnoj metil (-CHa-)
grupi. Glavni enzim koji ucestvuje u prevodenju homocisteina u metionin jeste
metilentetrahidrofolat reduktaza (MTHFR). Usled smanjene aktivnosti ovog
enzima moZe doé¢i do pojave hiperhomocisteinemije, koja posledi¢cno moze
prekomerno da aktivira proces koagulacije. Ova aktivacija, posredovana
homocisteinom, odvija se kroz nekoliko mehanizama, kao $to su: povecéavanje
ekspresije tkivnog faktora, slabljenje procesa antikoagulacije, povecanje
reaktivacije trombocita i proizvodnje trombina, poveéavanje aktivnosti faktora V,
ostecenje fibrinolitickog potencijala i vaskularne povrede, uklju¢ujuéi endotelnu
disfunkciju. Molekularni mehanizmi koji leZe u osnovi protromboticke aktivnosti
homocisteina nisu do kraja poznati, ali uklju¢uju oksidativni stres, DNK

hipometilaciju i proinflamatorne efekte (Undas i sar., 2005).

Potencijalni kandidati za skrining za prisustvo nasledne trombofilije su svi
pacijenti sa venskim tromboembolizmom, nezavisno od starosne dobi kada se

tromboticki dogadaj desio (pre ili posle 45te godine), pacijenti sa hematoloskim
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bolestima, sve trudnice sa komplikacijama tokom trudnoce, asimptomatske osobe
koje su u prvom stepenu srodstva sa pacijentima koji imaju klinicku dijagnozu
trombofilije ili asimptomatske Zene sa pozitivhom porodi¢nom anamnezom na
tromboticke dogadaje, u toku trudnoce ili pre koriséenja oralnih kontraceptiva ili

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

Do sada su opisani brojni polimorfizmi u genima koji kodiraju za proteine
ukljucene, direktno ili indirektno, u neki od procesa hemostaze (FV 1691 G>A, FII
20210 G>A, PAI-1 -675 4G/5G, MTHFR 677 C>T, MTHFR 1298 A>C, ATIII 786
G>A, ACE 1/D, GPlla L33P, VEGF-A), a neki od njih, koji su analizirani

eksperimentalno u ovom radu, bi¢e razmatrani posebno u narednom poglavlju.

1.2.3. Polimorfizmi asocirani sa trombofilijom

Ceste razlike u sekvenci DNK koje postoje izmedu individua jedne vrste u
populaciji oznac¢ene su kao polimorfizmi sekvence DNK, dok su razli¢ite varijante
DNK sekvence nekog gena oznacene kao aleli. Postoji vise tipova polimorfizama
sekvenci DNK, kao $to su: polimorfizmi nukleotidne sekvence (koji obuhvataju
tackaste i inserciono-delecione polimorfizme), polimorfizmi duZzine sekvenci i
polimorfizmi broja kopija. Tackasti polimorfizmi ili jednonukleotidni polimorfizmi
(SNP) vezani su za varijabilnost tipa baze, dok su inserciono-delecioni
polimorfizmi vezani za inserciju ili deleciju odredenog niza nukleotida (Savi¢-
Pavicevi¢i Mati¢, 2011). Za neke od polimorfizama asociranih sa trombofilijom (FV
1691 G>A, FII 20210 G>A, MTHFR 677 C>T) pokazana je jasna asocijacija sa
komplikacijama tokom trudnocde, venskim trombozama, ponovljenim gubicima
ploda, intrauterinom restrikcijom rasta i infertilitetom (La Farina i sar., 2016; Fatini
i sar., 2000; 2012; Kovac i sar., 2010; Liatsikos i sar., 2016; Miti¢ i sar., 2010; Torabi i
sar., 2012; Yenicesu i sar., 2010). U mnogim sluc¢ajevima intrauterine smrti ploda

pokazane su promene na placenti povezane sa hiperkoagulacijom, koje uklju¢uju

20



Uvod

infarkciju placente, mikrovaskularne tromboze i obliteraciju krvnih sudova
placente. Polimorfizmi asocirani sa naslednom trombofilijom: FV 1691 G>A, FII
20210 G>A, MTHEFR 677 C>T i 1298 A>C, PAI-1 -675 4G/5G, ATIII 786 G>A, ACE
I/D, ITGB3 1565 T>C koji su ispitivani u ovom radu, bi¢e opisani svaki ponaosob u

narednim poglavljima.
1.2.3.1. Faktor V 1691 G>A

Prekretnica u istrazivanju nasledne trombofilije bila je otkrice rezistencije na
aktivirani protein C (engl. Activated Protein C Resistance - APCR) od strane
Dahlback i saradnika (1993), a vrlo brzo i otkri¢e mutacije u genu za FV koja je
odgovorna za ovu rezistenciju. Ustanovljeno je da se ova izmena javlja na poziciji
1691 FV gena, a nazvana je FV Lajden po gradu u kome je otkrivena (engl. Factor V
Leiden - FVL) (Bertina i sar., 1994). Zamena guaninskog nukleotida adeninskim na
ovoj poziciji dovodi do supstitucije arginina glutamatom na poziciji 506 u
proteinskom lancu, usled c¢ega faktor V postaje rezistentan na aktivirani protein C
(Kujovich, 2011). APC (aktivirani protein C) je prirodni antikoagulantni protein
koji inaktiviSe faktore Va i Vllla. Usled izmene ovog jednog nukleotida, FV je oko
10 puta sporije inaktivisan nego u neizmenjenom obliku, §to povecava Sansu za
prekomernu koagulaciju. Inaktivacija FV proteina deSava se od strane APC
isecanjem na 3 mesta: Arg306, Arg506 i Arg679, sto dovodi do inhibiranja njegove
aktivacije. Mutacija FVL dovodi do eliminacije jednog APC mesta isecanja $to
dovodi do smanjene degradacije aktiviranog proteina FVa i povedanog rizika za

tromboticka stanja, sto je Sematski prikazano na Slici 5 (Dahlback i sar., 2008).
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FV protein [l o ) | [
Al A2 B A3 Cl1 C2
709 1018 *"8- Xa 1545
Fva === Ca* I o enl I
306 APC
- C v
FVi ] 506 676 a E 1

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

APC APC

Slika 5. Sematski prikaz FV genai proteina, u wt i mutiranom obliku, sa APC
mestima (Dahlback isar., 2008-preuzeto, modifikovano).

Izmedu 3% i 8% ljudi evropskog porekla nose jedan mutirani alel, a otprilike jedna
osoba na 5 000 ima homozigotnu izmenu za mutirani alel (Kujovich, 2011). To je
jedan od naj¢escih uzro¢nika nasledne trombofilije, sa prevalencom od oko 5.27% u
populaciji amerikanaca kavkazoidnog porekla (Ridker i sar., 1997a), mada je njena
geografska i etni¢ka distribucija vrlo heterogena (Adler i sar., 2012; Bozikova i sar.,
2012). Za razliku od evropskih populacija, ova mutacija je vrlo retka u Aziji (Rees i
sar., 1995; Pepe i sar., 1997). Haplotipska analiza FV gena ukazuje da je mutacija
postala zastupljenija usled efekta osnivaca (engl. Founder effect) koji se desio pre
oko 20 000-30 000 godina, kada je doslo do razdvajanja bele populacije od Azijata i
Afrikanaca (Zivelin i sar, 1997). Visoka prevalenca ove mutacije medu belcima
sugeriSe da se radi o balansnom polimorfizmu koji donosi i odredeni stepen
prednosti preZivljavanja osobama koje su heterozigotni nosioci ove izmene
(Zivelin i sar, 1997). Tako na primer neki autori spekuli$u da ovakav genotip, koji
posledi¢no moze dovesti do izrazenijeg protrombinskog stanja, donosi i redukciju
mortaliteta uzrokovanu krvarenjima, ali i manji gubitak krvi tokom menstrualnog

ciklusa, porodaja i operacije srca (Lindqvist i sar, 2001; Donahue i sar., 2003).
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Druge studije sugerisale su da, kod teskih slucajeva hemofilije, osobe koje su
heterozigotni nosioci FVL mutacije imaju manje ozbiljna krvarenja (Lee i sar.,
2000a). Dodatni faktori, kao sto su krvna grupa koja nije nulta (ne-O krvna grupa),
mogu znacajno da uti¢u na ve¢ postojecu rezistenciju na aktivirani protein Cijo$
viSe povecaju rizik za tromboze. Ove krvne grupe, naime, pokazuju asocijaciju sa
povecanim nivoom FVIII i vWF i na taj na¢in povecavaju rizik za tromboticki
dogadaj (Morelli i sar., 2005). Na sli¢an nacin, dodatni efekat oralnih kontraceptiva
na APC senzitivnost, kod nosilaca FVL mutacije, dovodi do poveéanog rizika za
tromboze. Ovaj rizik znacajno je veci nego prosti zbir rizika koji nosi svaki od ovih
faktora posebno. Rizik za tromboze kod osoba koje koriste oralne kontrace ptive je
4 puta povecan u odnosu na one koje ne koriste ovu vrstu kontracepcije. Sa druge
strane, rizik za tromboze kod nosilaca FVL je 8 puta vedi nego kod nosilaca alela
divljeg tipa, dok je u poredenju sa Zenama koje nisu nosioci FVL i ne koriste oralne
kontraceptive, rizik 30 puta vedi kada su u isto vreme i nosioci FVL i koriste oralne
kontraceptive (Vanderbroucke i sar., 1994). Ovaj polimorfizam je do sada ispitivan
u cilju asocijacije sa razli¢itim patologijama, kao Sto su venske tromboze
(Rosendaal i sar., 1995; Margaglione i sar., 2001), abdominalne tromboze (D’ Amico
i sar., 2013), ponovljeni VTE dogadaji kod dece i omladine (Young i sar., 2009;
Mansilha i sar., 2005) i razli¢iti kanceri (Abramson i sar., 2006). Ipak, najvise je
ispitivan i asociran sa razli¢itim patologijama tokom trudnoce. Pokazano je da
postoji znacajna asocijacija ove mutacije sa ponovljenim gubicima ploda (Finan i
sar., 2002; Yenicesu i sar., 2010; Biron-Andreani i sar., 2009) i prevremenog rodenja

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

Nekoliko godina nakon otkrica APC rezistencije i FVL mutacije, otkriven je
polimorfizam u genu za protrombin, koji predstavlja znacajan faktor rizika za
venske tromboze. Protrombin je prekursor trombina, klju¢nog regulatora procesa
hemostaze. SintetiSe se predominanto u jetri i izluc¢uje u krvotok, gde ostaje da
cirkuliSe u formi zimogena do trenutka aktivacije. Pripada vitamin K zavisnim
proteinima, isto kao i faktori VII, IX i X, protein C i protein S. Gen za ovaj protein
sekvenciran je 1987. godine (Degeni sar., 1987), dugacak je oko 21kb, sa 14 egzona
i 13 introna. Nalazi se na hromozomu 11 (p11-q12), u blizini centromere (Royle i
sar., 1987). Gen za protrombin je predominantno eksprimiran u jetri, mada je
pokazano da se u manjoj meri eksprimira i u mozgu, dijafragmi, bubrezima,
placentalnom i adrenalnom tkivu. Mutacije u genu za protrombin najvise su
povezane sa poremecajima hemostatske ravnoteze u smeru hiperkoagulacije.
Protrombinski gen ima specifiénu, nekanonsku organizaciju 3’ kraja u kome
postoje regioni manje efikasni u iskrajanju iRNK, usled cega ovaj region
predstavlja potencijalno mesto za pronalaZenje funkcionalnih genskih varijanti
koje mogu da dovedu do povecane ekspresije gena (Danckwardt i sar., 2004).
Medu do sada opisanim genskim varijantama na 3’ kraju ovog gena, najznacajnija
je izmena FII 20210 G>A koja je otkrivena 1996 godine (Poort i sar., 1996). Mesto
ove mutacije u protrombin genu Sematski je prikazana na Slici 6. Kao i za FVL,
utvrdeno je da se ova izmena fiksirala efektom osnivaca pre oko 24 000 godina
(Zivelin i sar., 2006). Ova izmena nalazi se u 3'UTR regionu na poziciji 20210 koje
predstavlja mesto iskrajanja iRNK (Poort i sar., 1996). Za razliku od vecine
eukariotskih iRNK kod kojih je dinukleotid CA karakteristican za mesto isecanja,
nemutirana sekvenca protrombina na ovom mestu poseduje CG dinukleotid. In
vitro studija (Danckwardt i sar., 2004) je pokazala da je isecanje iza CG

dinukleotida najmanje efikasno od svih moguc¢ih kombinacija. Zamena G
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nukleotida bilo kojim drugim na ovoj poziciji u protrombinskom genu dovodi do
povecane efikasnosti isecanja i povecane ekspresije ovog gena. U poredenju sa
20210G nukleotidom, 20210C i 20210T dovodili su do povecanja nivoa iRNK za 1.4
i 1.5 puta, dok je izmena 20210A dovodila do povecéanja nivoa iRNK za 2.15 puta u
odnosu na wt alel na ovoj poziciji. Ovo povecanje koli¢ine iRNK bilo je u korelaciji

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

Protrombin gen

Exons 12 34 56 /789101112 13 14

13 14

G20210A mutacija ATGGTTCOCAATAAMAGTGACTCTCAGC SAGCCTE

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

Mutacija FII 20210 G>A se javlja sa nesto ve¢om ucestalos¢u u populacijama
Evrope i Amerike (1.2% do 4.6%), dok se veoma retko javlja u Africkim i Azijskim
populacijama (Bosler i sar., 2006), sto govori u prilog hipotezi o relativho
recentnom nastanku ove mutacije. U populaciji pacijenata sa dubokim venskim
trombozama ucestalost se povecava na 6.2%, dok se kod pacijenata sa pozitivhom
porodi¢nom anamnezom taj procenat penje na 18% (Poort i sar., 1996). Dosadasnje
studije su FII 20210 G>A izmenu asocirale sa razli¢itim patoloskim stanjima, mada

rezultati nisu konzistentni. Iako je vecina studija uocila postojanje asocijacije sa
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tromboti¢kim stanjima (Pordevi¢ i sar., 2011, Margaglione i sar., 2001; Liatsikos i
sar., 2016), studija D’ Amico i saradnika (2013) nije pokazala da postoji ova
asocijacija sa abdominalnim trombozama. Studija Ridkera i saradnika (1999) je
takode pokazala da nema asocijacije FII mutacije sa infarktom miokarda, slogom i
venskim trombozama, kao ni sa povecanim rizikom za tromboticki dogadaj kod
pacijentkinja sa kancerom dojke koje su na tamoksifenskoj terapiji (Abramson i
sar., 2006). lIako je dosta ispitivan kod odraslih osoba, ovaj polimorfizam se nalazi
sa znacajno vec¢om ucestalos¢u i kod dece koja su imala ponovljene tromboticke
dogadaje (Young i sar., 2009). Pored navedenog, intenzivno je studiran i asociran
sa trudnocom i razli¢itim komplikacijama tokom trudnoce, gde je uocena jasna
veza sa venskim trombozama i gubicima ploda, dok je asocijacija polimorfizma
20210 G>A sa preeklampsijom, intrauterinom restrikcijom rasta i abrupcijom
placente bila kontroverzna u dosadasnjoj literaturi (Liatsikos i sar., 2016).
Prethodne studije u Srbiji pokazale su da Zene koje su nosioci ove izmene imaju
povecan rizik za venske tromboze u toku trudnoce (Pordevi¢ i sar., 2005), gubitak
ploda (Miti¢ i sar., 2010) i intrauterinu smrt ploda (Kovac i sar., 2010). Studija Pileri
i saradnici (2010) pokazala je da i fetalni genotip sa FII mutacijom mozZe biti faktor
rizika za intrauterinu restrikciju rasta ploda, ukazujuéi na mogucu ulogu fetalnog

genotipa u objasnjenju nekonzistentnosti rezultata u dosadasnjoj literaturi.

1.2.3.3. MTHFR: 677 C>T 11298 A>C

Metilentetrahidrofolat reduktaza (MTHFR) je enzim koji ima vrlo zna¢ajnu ulogu u
folat-zavisnoj remetilaciji homocisteina, koja se deSava u procesu metabolickog

puta folata (Slika 7).
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BIOSINTEZA 5,10-metilen-
NUKLEOTIDA tetrahidrofolat reduktaza
(MTHFR)

T /_\ CISTATION

5,10-metilen - f;:::lt‘llil(-lrﬂfulat Cistation sintaza
tetrahidrofolat HOMOCISTEIN plus Vitamin B6
L i
metion sintaza ‘\
redukstaza, MSR ) .
tetrahidrofolat plus Vitamin B12 S-adenozil-
homocistein
METIONIN
Metil- Metilovana DNK
transferaza proteini
FOLNA KISELINA lipidi
S-adenozil-
metionin
RECEPTOR FOLNE DNK, proteini, lipidi
KISELINE

Slika 7. Uproséen metabolicki put folata koji ukljuc¢uje MTHFR (5,10-
metilentetrahidrofolat reduktazu) i MSR enzim (reduktazu metionin
sintaze) (Botto i Yang, 2000-preuzeto, modifikovano).

Folna kiselinai MTHFR enzim ukljuéeni su u kompleksni metabolicki put. MTHFR
enzim katalizuje redukciju 5,10-metilen tetrahidrofolata do 5-metil tetrahidrofolata,
koji konvertuje amino kiselinu homocistein do metionina. Metionin se dalje
konvertuje i vazan je u mnogim bioloskim reakcijama, kao $to je metilacija DNK.
Glavni kofaktori ovog puta su vitamini B6 i B12 (Slika 7). Normalna MTHFR
aktivnost moze da pomogne u odrzavanju puta folne kiseline i metionina i

potencijalno da spreci nagomilavanje homocisteina (Botto i Yang, 2000).

Kang i saradnici su 1988. godine opisali termolabilnu varijantu ovog enzima, za
koju su pokazali da je asocirana sa smanjenjem enzimske funkcije, usled ¢ega moze
doéi do povecanja nivoa homocisteina u plazmi. Odgovor na pitanje sta dovodi do
ove termolabilnosti MTHFR enzima dali su Frosst i saradnici 1995. godine kada su

identifikovali polimorfizam na poziciji 677 u genu za MTHFR, koji dovodi do
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zamene citozina timinom. Ova nukleotidna izmena de$ava se u egzonu 4, a dovodi
do supstitucije amino kiseline alanin sa amino kiselinom valin u proteinskom
lancu na poziciji 222. Kao i za prethodno navedene polimorfizme asocirane sa
trombofilijom, uéestalost MTHFR 677 C>T izmene je u populaciji belih ljudi veca u
odnosu na Africku populaciju (Rosenberg i sar., 2002). Takode je primeceno
povecanje prevalence ove izmene iduci od severa ka jugu (Botto i Yang, 2000; Pepe
i sar., 1998). Ovakva distribucija moze se objasniti uticajem vece koli¢ine folata u
ishrani mediteranskih populacija u poredenju sa severno-evropskim populacijama.
Polimorfizam 677 C>T je veoma cest u odredenim etnickim grupama. U Evropi se
ucestalost homozigotne mutacije krece od 8 do 18%, dok se medu belcima koji Zive
van Evrope (Kanada, Amerika, Brazil, Australija) ta ucestalost kre¢e od 10 do 14%
(Botto i Yang, 2000). U Azijskim populacijama ucestalost ove izmene je nesto
manja, sa oko 11% se javlja kod Japanaca, dok se u africkim populacijama javlja sa

ucestaloséu od 1-2% (Botto i Yang, 2000).

Druga cesta mutacija u ovom genu jeste MTHFR 1298 A>C u egzonu 7, koja
rezultuje zamenom glutamata alaninom na poziciji 429 u aminokiselinskom nizu.
Studija in vitro (Weisberg i sar., 2001) je pokazala da ovaj polimorfizam dovodi do
sinteze enzima kome je smanjena aktivnost, ali za razliku od 677 polimorfizma,
enzim nije termolabilan Varijantni enzimi, koji se eksprimiraju kod bakterija sa
konstruktima napravljenim od cDNA sa 677T odnosno sa 1298C mutacijom,
zadrzavaju samo 45% (677T) i 68% (1298C) normalne enzimske aktivnosti. Pored
toga, ova studija je pokazala da ukoliko enzim sadrzi obe mutacije (677T i 1298C),
on ispoljava jo$ nizu aktivnost, oko 41% normalne aktivnosti enzima. Ovakvi in
vitro rezultati bili su u korelaciji sa prethodno objavljenim rezultatima merenja
aktivnosti enzima iz limfocita (Weisberg i sar., 1998). Medutim, in vitro studije ne
mogu u potpunosti da imitiraju in vivo stanja. U svojoj funkcionalnoj formi, ovaj

enzim je homodimer. Razli¢ite kombinacije peptida sa izmenom jedne amino
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kiseline, mogu da formiraju razli¢ite oblike enzima sa razli¢itom aktivnoscu.
Teorijski, ovaj enzim, kao dimer, moze da se nade u 6 razlicitih konfiguracija u
odnosu na polimorfizme 677C>T/1298A>C: CC/AA, CC/AC, CC/CC, CT/AA,
CT/AC i TT/AA. Uocene su male razlike u kineti¢ckim parametrima izmedu wt i
varijantnog homodimera ali je pokazano da je potrebna veca koli¢ina folata da
stabilizuje homodimer 222Val/222Val (genotip TT/AA) nego homodimere
222Ala/222Ala (genotip CC/AA) i 222Ala-429Ala/222Ala-429Ala (genotip
CC/CC). Detaljna ispitivanja i merenja metabolickih koncentracija nasla su
znacajnu razliku u koli¢ini folata i tHcy izmedu razli¢itih genotipova. Prema
serumskom  nivou  folata  genotipovi se  mogu rangirati = kao
CC/AA>CC/AC>CC/CC=CT/AA>CT/AC>TT/AA. Zbog toga je
pretpostavljeno da povecana senzitivnost na folatnu redukciju homocisteina kod
osoba koje su homozigotni nosioci TT alela na 677 lokusu moZe biti objasnjena
folatnom stabilizacijom ovakvog homodimera MTHFR enzima (Ogino i Wilson.,

2003; Ulvik i sar., 2007).

Od 1995. godine, polimorfizmi u MTHFR genu bili su u fokusu ispitivanja i
asociranja sa razli¢itom koncentracijom homocisteina u plazmi, sa jedne strane, ali
i, sa druge strane, sa razli¢itim klinickim stanjima, kao $to su: kardiovaskularne
bolesti (engl. Cardio Vascular Diseases - CVD) (Frosst i sar., 1995; Christensen i sar.,
1997; Saffari i sar., 2013; Hanson i sar., 2001; Morita i sar., 1997), VT (venske
tromboze) (Pordevi¢ i sar., 2011) i defekti zatvaranja nervne cevi (engl. Neural Tube
Defect - NTD) (van der Put i sar., 1998; Beaudin i sar., 2009). Medutim, detaljno
razumevanje biohemijske prirode veze izmedu nivoa homocisteina i odredenih
klini¢kih stanja je za sada izostalo. Pokazano je da varijante u MTHFR genu i
folatnom statusu mogu uticati na DNK metilaciju i gensku regulaciju (Friso i sar.,
2002). U skorije vreme, otkrica da osobe sa homozigotnom izmenom 677TT

ispoljavaju nizi nivo DNK metilacije usled niskog folatnog statusa (Friso i sar.,
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2002), a da je hipometilacija uo¢ena u ranim stadijumima tumorogeneze (Jones i
sar., 2005), sugerisali su da ova mutacija moZe biti povezana sa razvojem kancera
(Araujo i sar., 2015; Al-Motassem i sar., 2015). MTHFR genske varijante su dosta
ispitivane kod depresivnih poremecaja i odgovora na antidepresivnu terapiju ali
su i u ovom slucaju rezultati dosta raznoliki. Nekoliko studija naslo je jasnu vezu
izmedu TT genotipa 677 lokusa i depresivnog poremecaja, dok druge studije nisu
uocile postojanje ove asocijacije (Gabriela Nielsen i sar., 2015). Analiziranje 1298
MTHFR genskog lokusa ukazalo je na 2 puta povecan rizik za depresivni
poremecaj kod Zena koje su homozigotni AA nosioci (Gabriela Nielseni sar., 2015).
Termolabilna varijanta MTHFR enzima predstavlja faktor rizika za nastanak
hiperhomocisteinemije, narocito ako je nivo folata u plazmi smanjen. Ako je
koli¢ina folata adekvatna, homozigotni nosioci 677TT izmene ne pokazuju
hiperhomocisteinemiju. Ovakva gensko-nutriciona interakcija pokazuje da
dovoljna koli¢ina folata moZe da prevazide genski poremecaj i da spreci pojavu
hiperhomocisteinemije. Uz nedostatak folata od znacaja je i nivo vitamina B6 i B12,
kao i primena lekova koji deluju na metabolizam folata, kao $to su metotreksat i
antikonvulzivna terapija. Pored asocijacije sa povedanim rizikom za
kardiovaskularne bolesti i tumore, ovaj gen je prepoznat i kao znacajni prediktivni
parametar kod Zena sa razlic¢itim komplikacijama tokom trudnoce (gubitak ploda,
intrauterina restrikcija rasta, infertilitet, neuspesne IVF procedure) (Kovac i sar.,

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

1.2.34. PAI-1-6754G/5G

Inhibitor aktivatora plazminogena tip 1, za koji kodira gen SERPINE 1, je
jednolancani glikoprotein koji se sastoji od 379 amino-kiselina (Bosma i sar., 1988).
Pripada familiji serin proteaznih inhibitora koji funkcioni$e kao primarni inhibitor
endogene fibrinoliticke aktivnosti, tako $to inhibira tkivni aktivator plasminogena

(tPA) i urokinazni aktivator plazminogena (uPA), glavne aktivatore plazminogena
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i same fibrinolize. PAI-1 gen lokalizovan je na hromozomu 7, u regionu q21.3-q22, i
sastoji se od 9 egzona i 8 introna (Bosma i sar., 1988). Sinteza i sekrecija PAI-1
proteina moze biti modifikovana razli¢itim faktorima, kao $to su hormoni, faktor
rasta, endotoksini, citokini, ali na koli¢inu i aktivnost ovog proteina zna¢ajno mogu
uticati i geneticki faktori. Pokazano je da transkripciona regulacija sinteze PAI-1
moze biti izmenjena u zavisnosti od prisustva odredenih alelskih oblika SERPINE1
gena. Povecana sinteza ovog proteina povezuje se sa stanjem povecane
koagulacije, dok intenzivna fibrinoliza usled smanjenog nivoa PAI-1 proteina
moZe biti asocirana sa komplikacijama usled krvarenja (Schleef i sar., 1989; Dieval i
sar., 1991). Interesantan je slucaj potpune deficijencije PAI-1 opisan kod
devetogodisnje devojcice koja je imala nekoliko ozbiljnih epizoda hemoragije
nakon povrede ili operacije. Sekvenciranjem njene DNK na PAI-1 gen pokazano je
da na 3’ kraju egzona 4 postoji insercija 2 bazna para koja dovodi do pomerenog
okvira ¢itanja i nizvodnog formiranja preuranjenog stop kodona (Fay i sar., 1992).
Vise polimorfizama otkriveno je u ovom genu, a najvise je proucavan 4G/5G
polimorfizam u promotorskom regionu na poziciji -675 (rs1799889,
NM_000602.4:c.-821_-820insG). Insercija/delecija jednog guanina u ovom regionu
igra znacajnu ulogu u regulaciji genske ekspresije i asocirana je sa razli¢itim
plazmatskim nivoom PAI-1. Za sada je pokazano da 4G alel, koji se javlja sa
ucestalosé¢u od oko 50%, dovodi do povecanog nivoa PAI-1 proteina, ¢ime se
redukuje fibrinoliza, usled ¢ega moze do¢i do stanja povecane koagulacije i
povecanog rizika za tromboze (D’ Amico i sar., 2013; 2015; Lijnen, 2005; Parveen i
sar., 2013; Sartori i sar., 1998). Ovaj polimorfizam ispitivan je i u studijama
asocijacije sa razli¢itim patologijama i stanjima tokom trudnoce. Proteini koji su
uklju¢eni u proces fibrinolize su neophodni za invaziju trofoblasta na
endometrijum, $to ih ¢ini vaznim faktorom u procesu implantacije embriona ali i
tokom asistirane reprodukcije (Dossenbach-Glaninger i sar., 2003). Usled smanjenja

procesa fibrinolize, viSak fibrina se akumulira u spiralnim arterijama i u
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intervilusnom prostoru i na taj nacin moze spreciti normalni razvoj fetusa (Parveen
i sar., 2013). Zene koje nose 4G4G oblik imaju ve¢i rizik za komplikacije tokom
trudnoce, kao $to su preeklampsija, ponovljeni gubici ploda i mrtvorodena deca. I
homocistein i plazminogen dovode do degradacije ili poremecaja u regulaciji
sastava esktracelularnog matriksa (ECM) $to moze uzrokovati prevremeni porodaj
ili ponovljeni gubitak ploda (engl. Recurrent Pregnancy Loss - RPL) (Dossenbach-
Glaninger i sar., 2003; Parveen i sar., 2013), sto je Sematski prikazano na Slici 8.
Takode je pokazano da se homozigotni 4G4G oblik ¢esce javlja kod Zena koje su

imale neuspeh implantacije nakom embrio transfera, nego kod fertilne kontrolne

grupe (Coulam i sar., 2006a).
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Slika 8. Veza izmedu homocisteina, PAI-1 proteina i fibrinolitickog puta kod RPL-a
(Parveen i sar., 2013-preuzeto, modifikovano).
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1.2.3.5. ATIII 786 G>A

Jedan od glavnih inhibitora koagulacionog puta jeste antitrombin III (ATIII)
kodiran SERPINC1 genom, poznatim i kao ATIII gen. Antitrombin je protein od
58kDa koji pripada grupi inhibitornih faktora. Za razliku od drugih prirodnih
antikoagulanasa, kao $to su protein C i protein S, ovaj protein nije zavisan od
vitamina K. U svojoj strukturi poseduje dva funkcionalna domena, jedan je heparin
vezujuce mesto, a drugi je reaktivni centar enzima (Lane i sar., 1996). Glavna uloga
ovog enzima jeste u inhibiciji mnogobrojnih serin proteaza koje su ukljuc¢ene u put
koagulacije, od kojih su najznacajniji aktivirani faktor X (FXa) i trombin (FIla), a u
nesto manjoj meri i faktori IXa, XIa i XIla. Iako postoji viSe inhibitora koagulacije,
pokazano je da antitrombin ima klju¢nu ulogu u regulaciji procesa koagulacije
obezbedujud¢i oko 80% prirodnog antikoagulantnog efekta (Maclean i Tait, 2007).
Pored antikoagulantne uloge, pokazano je da ATIIl ima vaznu ulogu i u anti-
inflamatornom efektu koji se ostvaruje njegovom interakcijom sa endotelom.
Inhibirajué¢i trombin i FXa redukuje se i oslobadanje proinflamatornih citokina
posredovano faktorima Flla/FXa, kao $to su interleukin 6 i interleukin 8. Kada se
antitrombin veZe za heparan sulfat koji se nalazi na endotelu, dolazi do poveéane
produkcije vaznih anti-inflamatornih citokina (prostaciklina) koji posreduje u
relaksaciji glatkih miSic¢a, vazodilataciji i inhibiciji agregacije trombocita. Anti-
inflamatorni efekat AT je povezan sa njegovom sposobnos¢u da se veze za
endotelske glukozaminoglikane i nije primecen u njegovoj reakciji sa slobodno
cirkuliSsuéim heparinom (Patnaik i Moll, 2008). Heparan sulfat je ¢lan
glikozaminske familije ugljenih hidrata koja obuhvata i blisko srodni molekul
heparin. Heparin se produkuje u mastocitima i funkcioni$e kao antikoagulant, dok
se heparan sulfat produkuje u skoro svim tipovima celije i ima znatno nizi
antikoagulantni efekat od heparina. Heparin dovodi do konformacione promene

na proteinu otkrivajuéi njegovu reaktivnu petlju ¢ime se povecava antikoagulantna
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uloga antitrombina i do nekoliko hiljada puta (Wang i sar., 2015). Prethodne
studije spekulisale su da promene u nivou ATIII proteina ili njegove aktivnosti
mogu da dovedu do razli¢ite senzitivnosti za heparin, Sto je rezultovalo
istrazivanjima efekata ATIII suplementacije na heparinsku senzitivnost (Despotis i
sar., 1997; Dietrich i sar., 2013). Pored suplementacije ATIII proteina, novije studije
okrenule su se ispitivanjima tackastih polimorfizama unutar ATIII gena koji mogu
dovesti do promena u koli¢ini ili aktivnosti ovog proteina. Gen za ovaj enzim
sastoji se od 7 egzona i nalazi se na 1q23-25 hromozomu (Lane i sar., 1996), a
najvise je eksprimiran u parenhimskim celijama jetre. Kao $to je ve¢ naglaseno,
prvi opisani nasledni poremecaj doveden u vezu sa trombofilijom bio je
deficijencija antitrombina, koja se javlja usled odredenih mutacija u ovom genu. Do
danas je identifikovano vise od 120 mutacija u ATIII genu koje na razli¢ite nacine
mogu dovesti do deficijencije ovog enzima, $to rezultira u povecanom riziku za
venske tromboze. Neke od ovih mutacija dovode do deficijencije tipa I, koja se
smatra ,klasicnom antitrombin deficijencijom” u kojoj se redukuje sinteza
antitrombina Il dovodeci do kvantitativne deficijencije ovog enzima. Neke dovode
do izmena u strukturi proteina (heparin vezujuceg ili reaktivnog domena) usled
¢ega dolazi do deficijencije tipa II, dok neke dovode i do multipnog efekta u kome
dolazi do izmene i u funkcionalnom delu proteina i u njegovom nivou (Lane i sar.,
1996). Geneticki faktori koji dovode do interindividualne varijabilnosti u nivou
antitrombina jo$ uvek nisu precizno definisani. Studija analize senzitivnosti na
heparinsku terapiju pre operacije srca identifikovala je dve mutacije u egzonu 5 u
ATIII genu (rs5877, 1s5878) koje mogu biti odgovorne za produzeno koagulaciono
vreme i potrebu za visim terapijskim nivoom heparina, sugeriSuci postojanje efekta
ovih mutacija na preoperativnu senzitivnost na heparin (Wang i sar., 2015). Jedna
od mutacija za koju je pokazano da dovodi do funkcionalnih posledica jeste
izmena u intronu 1, lokalizovana oko 140bp nizvodno od egzona 1. Ova mutacija,

koja se oznacava kao 786 G>A (rs2227589), dovodi do izmene guanina adeninom,
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usled ¢ega dolazi do smanjenja antitrombina i znacajnog povecanja FXa proteina,
Sto povecava rizik za abnormalnu koagulaciju (Anton i sar.,, 2009). Ovaj
polimorfizam ispitivan je u studijama asocijacije sa venskim trombozama (Bezemer
i sar., 2008), kao i komplikacijama tokom trudnoce i ponovljenim gubicima ploda

(Cao i sar., 2013b; Guerra-Shinohara i sar., 2012; Sharma i sar., 2015).

1.2.3.6. ACEID

Angiotenzin konvertuju¢i enzim je vazna komponenta renin-angiotenzin-
aldosteron sistema. Njegova uloga je da konvertuje angiotenzin I u angiotenzin II,
jedan od najmo¢nijih vazokonstriktora u organizmu. Takode, ACE razgraduje i
vazodilatatorne kinine u organizmu. Koli¢ina ACE enzima u plazmi tokom Zivota
je relativno konstantna. Medutim, velika interindividualna varijabilnost u
izmerenim vrednostima ACE sugeriSe znacajno uce$c¢e genetickog faktora u
kontroli nivoa ovog enzima u plazmi (Alhenc-Gelas i sar., 1991). Gen odgovoran za
ekspresiju ACE enzima nalazi se na dugom kraku hromozoma 17 (17q23), dugacak
je 21 kb i sastoji se od 26 egzona i 25 introna (Sayed-Tabatabaei i sar., 2006). Ovaj
gen nosi informaciju za dve razli¢ite forme ACE enzima, somatsku formu
molekulske mase od 170 kDa, koja je eksprimirana u somatskom tkivu i obelezava
se kao sACE i testikularna forma, tACE, koja se nalazi u germinativnim celijama
testisa i manje je molekulske mase, od oko 100 kDa. Funkcija tACE jo$ uvek nije
sasvim jasna, ali se smatra da moze imati ulogu u fertilnosti kod muskaraca. Za
ekspresiju pojedinih formi ACE enzima odgovorni su razli¢iti promotori (Sayed-
Tabatabaei i sar., 2006). Somatski ACE molekul nastaje kao iRNK transkript od
egzona 1 do egzona 26, iskljucujuci egzon 13, dok testikularni ACE nastaje
transkripcijom od egzona 13 do egzona 26 (Hubert i sar., 1991). Smatra se da
struktura ACE gena moze biti rezultat duplikacije u okviru predackog gena.
Egzoni 4 do 11 i 17 do 24, kodiraju 2 homologa domena ACE molekula, koja su

vrlo sli¢na i po veli¢ini i po sekvenci. Za razliku od egzona u ova dva klastera,
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intronske sekvence se znacajno razlikuju po duzini (Hubert i sar., 1991).
Pretpostavlja se da se u svim sisarskim vrstama u kojima je ovaj gen ispitivan
(ljudi, miSevi i zec) dogodila duplikacija, dok se kod Drosophila melanogaster,
homolog ACE gena javlja bez duplikacije, $to moZe predstavljati njegovu predacku
formu (Coates i sar., 2000). SugeriSe se da se ova duplikacija desila pre oko 300
miliona godina. Danas je identifikovano vise od 160 polimorfizama u genu za
ACE, od kojih se samo 34 nalaze u kodiraju¢im regionima od kojih su 18 missense
mutacije (Sayed-Tabatabaei i sar., 2006). Do sada je mnajvise proucavan
inserciono/ delecioni polimorfizam sekvence dugacke 278 nukleotida koja se nalazi
u intronu 16 ovog gena, a otkrili su ga Rigat i saradnici (1990). Homozigoti za
deleciju DD imaju dvostruko veéi plazmatski nivo enzima, u odnosu na
homozigote za inserciju II, dok heterozigotni nosioci ID imaju intermedijalni nivo
(Rigat i sar., 1990). Novije studije pokazale su da postoji znacajna veza izmedu
PAI-1 nivoa u plazmi (izraZeno u ng/mL) kod osoba koje su nosioci D alela (DD i
ID genotipovi) u odnosu na one sa homozigotnom insercijom (I genotip) (de
Carvalho i sar., 2016). Ovaj polimorfizam intenzivno je proucavan i asociran sa
razli¢itim stanjima i bolestima, kao Sto su dijabetes, razli¢iti kanceri, venske
tromboze, hipertenzija, koronarne sréane bolesti, Slog i razli¢ite komplikacije
tokom trudnoce (Gong i sar., 2015; Fatini i sar., 2000; Morgan i sar., 1999; Munhoz i
sar., 2005; Su i sar., 2013).

1.2.3.7. ITGB3 1565 T>C

U adheziji i agregaciji trombocita tokom hemostaze glavnu ulogu ima integrinski
kompleks na povrsini trombocita. Jedan od glavnih kompleksa uklju¢enih u ove
mehanizme jeste glikoproteinski kompleks GPIIb/Illa, poznat i kao ambpPira. Ovaj
kompleks se formira kroz kalcijum zavisnu asocijaciju GPIIb i GPIlla, neophodnu
za agregaciju trombocita i njihovu adheziju na endotel (Calvete i sar., 1995).

Ekstracelularni deo ovog glikoproteinskog receptora sluZi za vezivanje fibrinogena
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i vWF i ima ulogu u aktivaciji trombocita (Ma i sar., 2007). Inhibitori GPIIb/Illa se
danas koriste da sprece nastanak krvnog ugruska i da smanje rizik za pojavu
sréanog udara i Sloga. Glikoprotein Illa, poznat i kao Integrin Beta 3 Receptor,
kodiran je ITGB3 genom koji se nalazi na hromozomu 17. Najznacajnija izmena
koja je otkrivena u ovom genu jeste 1565 T>C, poznata i kao PLA1/A2
polimorfizam, i nalazi se u drugom egzonu, na hromozomskoj lokaciji 17q21.32.
Ucestalost ove izmene je izmedu 15% i 20% u zdravoj populaciji (Komsa-Penkova i
sar., 2016). Ova nukleotidna izmena, dovodi do zamene amino kiseline leucin sa
amino kiselinom prolinom na poziciji 59 u polipeptidnom lancu, sto dovodi do
konformacione promene koja je asocirana sa povecanjem agregabilnosti trombocita
i povecanjem protromboticke aktivnosti (Torabi i sar., 2012; Komsa-Penkova i sar.,
2016). Ovaj polimorfizam je proucavan i asociran sa razli¢itim bolestima i stanjima.
Pokazano je da izmena 1565C dovodi do povedanog rizika za venske tromboze,
infarkt miokarda, koronarne arterijske bolesti i heparinom indukovanu
trombocitopeniju (Khatami i sar., 2016; Harris i sar., 2008; Pourgheysari i sar., 2013;
Renner i sar., 2001; Ridker i sar., 1997b; Weiss i sar., 1996). Meta analize pokazale
su asocijaciju C alela sa ishemi¢nim S$logom (Floyd i sar., 2014a) i sa
miokardijalnom infarkcijom (Floyd i sar., 2014b; Pastinen i sar., 1998). Ovaj
polimorfizam proucavan je i u studijama asocijacije sa razli¢itim kancerima, kao $to
su ovarijalni kancer i kancer dojke (Bojesen i sar., 2003; 2005; Langsenlehner i sar.,
2006). Novija istrazivanja pokazala su da je 1565C varijanta kod Zena znacajan
faktor rizika za pojavu DVT u mladem dobu (<45 godina), za ponovljeni
trombotic¢ki dogadaj, kao i za rani gubitak ploda (Komsa-Penkova i sar., 2016;
Ruzzi i sar., 2005). Medutim, rezultati ispitivanja ovog polimorfizma nisu
uniformni. Neke studije nisu nasle asocijaciju A2 alela i dubokih venskih tromboza
(Renner i sar., 2001), kao ni infarkcije miokarda (Ridker i sar., 1997b). Smatra se da
dodatni faktori koji povecavaju protromboticku aktivnost, kao sto su trudnoca,

postpartalni period i oralni kontraceptivi, mogu biti okidac¢i za pojavu DVT i
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ponovljenih tromboza kod mladih Zena koje su nosioci ove izmene (Komsa-

Pankova i sar., 2016).

1.2.4. Trombofilija i reprodukcija

Nasledna trombofilija moZe biti prisutna ali ne mora nuzno indukovati stanje
hiperkoagulacije koja dovodi do klinicke tromboze. Postoje osobe kod kojih se,
iako su nosioci trombofilne mutacije, nikada ne javi tromboti¢ki dogadaj. Zbog
toga se smatra da dodatni, spoljasnji faktori, predstavljaju okida¢ za pokretanje i
razvoj hiperkoagulacije i pojavu venske tromboze. Jos od 19. veka bilo je
prepoznato da postoje tri glavna faktora koja doprinose formiranju ugruska u
venama: dinamicki, mehanicki i biohemijski. Ovi faktori su, na fizioloSkom nivou,
medusobno povezani i mogu da potenciraju jedan drugog. Dinamicki faktori koji
dovode do tromboze odnose se na zastoj cirkulacije, koji se moze javiti usled duzeg
perioda imobilizacije (kao $to je voznja duza od 4-5 sati, avionom ili drumskim
prevozom, boravak u krevetu duZzi od 3 dana, noSenje gipsa ili stacionarni nac¢in
zivota). Ove situacije dovode do povecanog rizika za nakupljanje krvi, uglavnom u
ekstremitetima gde se i formira krvni ugrusak. Drugi faktor za nastanak tromboza
su mehani¢ke povrede koje povecavaju verovatnocu nastanka tromba ili zbog
narusavanja integriteta krvnih sudova ili zbog povecane produkcije inflamatornih
faktora i faktora koagulacije. Tre¢i faktor za povecdani tromboticki rizik
predstavljaju promene u biohemijskom sastavu krvi. Ove biohemijske promene
mogu biti nasledne (kao S$to su deficijencija odredenih proteina ili izmene u
odredenim genima), ili privremene, uzrokovane spoljasnjim faktorima, uklju¢ujudi
i dinamicke i mehanicke faktore koji dovode do tromboze (imobilizacija, operacija,
kancer, koris¢enje oralnih kontraceptiva ili supstitucione hormonske terapije,
trudnoca ili postpartalni period) (Varga, 2007; Varga i Kujovich, 2012). Nacin na
koji interakcija spoljasnjih faktora sa naslednim predispozicijama moze dodatno da

poveca rizik za tromboticki dogadaj prikazan je u Tabeli 2.
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Tromboticki dogadaj, uzrokovan izmenom u genima asociranim sa trombofilijom,
prvi put se moze dogoditi tokom trudnoce ili postpartalnog perioda (Raspollini i
sar., 2007). Trudnoca je fizioloS8ko stanje sa poveéanom koagulacijom, koja
predstavlja nezavisni faktor rizika za tromboticki dogadaj, pogotovo za pojavu
dubokih venskih tromboza kod trudnice. Ovo stanje uzrokovano je hormonalnim
promenama u majc¢inoj krvi u toku trudnoée kada se povecava nivo nekoliko
koagulacionih faktora (FVII, FVII, FX, FvW), redukuje se aktivnost prirodnih
antikoagulanasa (PC, PS), a umanjuju se fibrinoliticki procesi (Coriu i sar., 2014a;

De Santis i sar., 2006).
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Tabela 2. Steceni faktori rizika i interakcija sa naslednom trombofilijom.

Faktor rizika Rizik za VT (OR) Interakcija sa naslednim faktorom
Godine 1000 (detinjstvo vs. Prisutvo nasledne trombofilije dovodi do
>65 godina) pojave VT u mladem dobu
AmrfOSfO“pldm 4 Dodatno povecan rizik za VT
sindrom
Porodicna istoriia 9.3 Veci je VT rizik ukoliko se javlja kod vise
! ¢lanova u porodici mladih od 50 godina
Prisustvo FVL i FIl mutacije dodatno
Kancer 6-7 povecava rizik za VT 2-4 puta kod pacijenata
koji imaju kancer
CVK 9 Prisustvo FVL i FIl mutacije dodatno
povecava rizik za VT za 2-3 puta
a Prisustvo FVL povec¢ava VT rizik za oko 17-
Imobilizacija 2-6
24 puta
Hospitalizacija 8 Nije definisano
Dodatni rizik usled nasledne trombofilije je
Operaciia 6 relativno mali u odnosu na tromboticki rizik
peracy usled operacije. FVL i Fll-kontradiktorni
podaci
Mehanicka 5-13 Jo§ uvek nedovoljno jasni podaci
trauma
Prisustvo FVL ili FIl povecavaju rizik za 16-
OK 3-5 30 puta. Deficijencija AT, PCi PS
povecavaju rizik za oko 10-23 puta.
i FVL i FIl heterozigoti, dodatno povecavaju
HST 2-4 rizik 14-25 puta.
SMER 2-3 Nije poznato
Gojaznost 2-3 Povecan rizik
Putovanja 5 Letenje avionom i nasledna trombofilija

povecavaju rizk 14-16 puta

VT-venska tromboza, CVK-centralni venski kateter, OK-oralni kontraceptivi, HST-hormonska
supstituciona terapija, SMER-selektivni modulatori estrogenskog receptora, FVL-faktor V Lajden,
Fll-faktor Il protrombin, AT-antitrombin, PC-protein C, PS-protein S. (Varga i Kujovich, 2012-

preuzeto, modifikovano)
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Proteklih godina intenzivno je ispitivana ucestalost polimorfizama asociranih sa
trombofilijom kod Zena sa reproduktivnim neuspehom i komplikacijama tokom
trudnoce. Pokazano je da su geneticke varijante koje se dovode u vezu sa
naslednom trombofilijom mnogo c¢esée prisutne kod Zena sa komplikacijama
tokom trudnoce, venskim tromboembolizmom i gubicima ploda, u poredenju sa
zdravom, fertilnom kontrolom (Finan i sar., 2002; Biron-Andreani i sar., 2009;
Kova¢ i sar., 2010; Yenicesu i sar., 2010). Sam reproduktivni uspeh umnogome
zavisi od adekvatne maternalno-fetalne cirkulacije. Proces intravaskularne
koagulacije na nivou uterusa i placente moze biti znacajan faktor u stanjima
ponovljenih gubitaka ploda, intrauterine smrti ploda, preeklampsije, kao i
abrupcije placente. Takode, ne treba smetnuti sa uma da nastanci krvnih ugrusaka
u samom plodu zavise od interakcije koagulacijskih faktora koje produkuje
embrion, odnosno fetus, sa jedne strane, i koagulacijskih faktora iz majc¢ine krvi
koji mogu proé¢i kroz placentalnu barijeru, sa druge strane. Od 1980. godine
pokazano je da i stecena i nasledna trombofilija moZze biti faktor za RPL, a razlicite
studije pokazale su jasnu asocijaciju izmedu nasledne trombofilije i
reproduktivnog uspeha. Smatra se da raniji gubitak ploda (do 12 ili 14 nedelje)
mozZe biti asociran sa maternalnom trombofilijom koja je znacajna za kljucne
procese, kao Sto su uterusna implantacija oplodenog jajeta i razvoj placente.
Znacajno veca incidenca nasledne trombofilije uocava se kod ozbiljnih
komplikacija tokom trudnoce, koje ukljucuju preeklampsiju, abrupciju placente,
intrauterinu restrikciju rasta (engl. Intrauterine growth restriction - IUGR) i
mrtvorodenu decu. Placenta predstavlja sloZeni feto-maternalni organ izgraden od
tkiva majke (zida materice) i tkiva embriona (horionske resice) koji funkcionise
samo u toku intrauterinog razvica. Preko placente se obavljaju sve metabolicke,
endokrinoloske, imunoloske i nutritivne funkcije ¢iji krajnji cilj omogucava
normalan rast i razvoj fetusa. Razvoj placente zapocinje implantacijom blastociste

u maternalni endometrijum. Citotrofoblasne celije imaju klju¢nu ulogu u
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pravilnom povezivanju sa zidom materice kako bi se omoguéila razmena i
adekvatno snabdevanje fetusa nutrijentima (Lam i sar., 2005). Citotrofoblasne ¢elije
su mononukleusne epitelne celije ektodermalnog porekla i pripadaju unutrasnjem
sloju trofoblasta. Od diferencijacije ovih ¢elija zavisi funkcija horionskih resica koje
predstavljaju glavne funkcionalne jedinice placente. Citotrofoblasne celije putem
diferencijacije i fuzije formiraju spoljasnji trofoblastni sloj polimorfonukleusnih
sinciciotrofoblastnih delija, ¢ija je glavna funkcija transport materija i lucenje
hormona humanog horionskog gonadotropina (hHCG). Glavna funkcija ovog
hormona jeste indukcija Zutog tela da nastavi sa lucenjem progesterona Sto
uzrokuje opstanak endometrijalne sluznice (decidue). U procesu endovaskularne
invazije, citotrofoblastne Ccelije zamenjuju endotelijalne celije i miSi¢ni sloj
materi¢nih arteriola, tako da su do kraja drugog trimestra krvni sudovi iskljucivo
obavijeni citotrofoblastnim ¢elijama. Glavni cilj ove endovaskularne invazije jeste
da decidualne spiralne arteriole postanu S$ire i manje izuvijane, kako bi se
omogucio laksi i adekvatniji protok majcine krvi u placentu (Lam i sar., 2005).
Putem difuzije i osmoze, kao i nekih drugih nedovoljno ispitanih procesa, izmedu
ova dva krvotoka se uspostavlja prisna veza koja traje sve do kraja trudnoce. Krv iz
placente odlazi u embrion preko umbilikalne (pupcane) vene, dok se vrada u

placentu preko pupcane arterije.

Nedovoljna prokrvljenost placente moZze da nastane usled tromboti¢kog dogadaja,
bilo u maternalnoj ili u fetalnoj cirkulaciji, koji moZze biti uzrokovan postojanjem
nasledne ili steene trombofilije. Pregledom placente kod Zena koje imaju naslednu
trombofiliju uoceno je postojanje patoloskih karakteristika placente koje su
povezane sa njenom vaskularizacijom. Ove promene uklju¢uju smanjen razvoj
placente, viSestruke infarkcije placente i placente sa fibrinoidnim nekrozama,
hroni¢ni vilitis, kao i fetalnu tromboticku vaskulopatiju (Many i sar, 2001;

Raspollini i sar., 2007). Placentalna insuficijencija moZe da dovede i do intrauterine
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tizioloske restrikcije rasta fetusa koja nastaje usled fetalne neuhranjenosti. Rast
fetusa zavisi od kapaciteta placente da prenosi oksigenisanu krv i hranljive
materije od maternalne do fetalne cirkulacije. Pokazano je da hiperkoagulabilno
stanje i u fetalnoj cirkulaciji moze da dovede do pojave mikrotromboza u fetalnim
krvnim sudovima i posledi¢no do placentalne infarkcije i spontanog pobacaja

(Yalcintepe i sar., 2015).

Kako trombofilija moze da dovede i do pojave mikrotromboze na mestu
implantacije, vazno je uzeti u obzir i angiogenezu koja se deSava u toku
implantacije embiona. Neuspe$na implantacija oplodenog embriona je jedan od
glavnih problema IVF procedure, a javlja se ¢ak u oko 70% slucajeva kod Zena
podvrgnutih ovom postupku. Postoje mnogi faktori koji mogu da uticu na
uspesnost asistirane reprodukcije, a neki od njih su: godine, prethodne uspesne
trudnoce, bazalni nivo hormona, broj antralnih folikula pre stimulacije, debljina
endometrijuma, pozicija i duzina uterusa, kao i tehnika embriotransfera koja se
koristi (Templeton i sar., 1996; Egbase i sar., 2000; Ng i sar., 2000; Akande i sar.,
2002; Kovacs i sar., 2003; Qublan i sar., 2005). Nasledna ili ste¢ena trombofilija je
takode studirana i asocirana sa pojavom ranog gubitka ploda i neuspesne IVF
procedure, jer je pokazano da ova stanja ometaju inicijalnu vaskularizaciju koja se
desava u toku implantacije, a neophodna je za uspesno zacece i trudnoc¢u (Azem i
sar., 2004; Coulam i sar., 1997; Grandone i sar., 2001; Geva i sar., 1995; Martinelli i
sar., 2003). Rezultati ovih ispitivanja, koji su pokazali da nasledna trombofilija
moze predstavljati rizik za neuspeh ART procedure, ukazali su na mogucu ulogu
markera nasledne trombofilije u etiologiji idiopatskog infertiliteta, dovode¢i do

poremecaja u mehanizmima uklju¢enim u proces implantacije.
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1.2.5. Terapija trombofilija u toku trudnoce

Antikoagulantna terapija u toku trudnoce danas se S$iroko primenjuje kao
prevencija i tretman venskog tromboembolizma, a u kombinaciji sa aspirinom
koristi se i kao prevencija komplikacija tokom trudno¢e kod Zena sa
antifosfolipidnim sindromom ili naslednom trombofilijom. Danas je dostupno
nekoliko razli¢itih antitrombotika u koje spadaju: indirektni inhibitori trombina
(nefrakcionisani heparin, engl. Unfractionated heparin - UFH i heparin niske
molekulske mase, engl. Low Molecular Weight Heparin - LMWH), direktni inhibitori
trombina (oralni antikoagulansi, varfarin i kumarinski antikoagulansi),
tibrinoliticki lekovi (streptokinaze) i antiagregacijski lekovi (acetilsalicilna kiselina,
klopidogrel). Direktni inhibitori trombina se ne preporucuju kao terapija kod
trudnica jer mogu da produ kroz placentu i da ugroze trudnoc¢u (Chan i sar., 2000;
Grandone i sar.,, 2002; De Santis i sar.,, 2006). Incidenca javljanja specifiénih
embriopatija, usled koris¢enja ove terapije, krece se od 5 do 10% (Chan i sar., 2000).
Neki autori veruju da je rizik posebno veliki kada je trudnica izloZena ovom leku
izmedu Seste i devete nedelje. Terapija varfarinom u toku drugog i tre¢eg trimestra
asocirana je sa mogudéim neuroloskim posledicama, koje ukljuc¢uju napade,
kasnjenje u razvoju i hipotoniju kod fetusa, stanja koja se mogu pripisati pojavi
intrakranijalne mikrohemoragije (Yarrington i sar., 2015). Pored toga, pokazana je i
povecana incidenca spontanih pobacaja kod Zena koje su koristile kumarinske
antikoagulanse u poredenju sa trudnicama koje su bile na terapiji UFH (34.6% vs.
9.5%, respektivno). Iz navedenih razloga danas se kao antikoagulantna terapija
kod trudnica koristi heparin. Naime, zbog velike molekulske teZine, UFH ne
prolazi fetalno-placentalnu barijeru i ne moze ispoljiti teratogene efekte i
uzrokovati krvarenje kod fetusa. Takode, kratak polu-zivot i lakoca reverzibilnosti
¢ine ga veoma pogodnim za terapiju u treCem trimestru. Sposobnost da koriguje

aktivisano parcijalno  tromboplastinsko vreme (engl. Activated Partial
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Thromboplastin Time - aPTT), indikator koji meri efikasnost i unutrasnjeg i
spoljasnjeg puta koagulacije, a koristi se i kao marker za pracenje efikasnosti
terapije heparinom, u roku od 4 sata nakon poslednje doze smanjuje stopu
postporodajnog krvarenja i omogucéava bezbedno koriS¢enje lokalne anestezije
(Yarrington i sar., 2015). Nezeljeni efekti ove terapije koji se javljaju kod majke
ukljuc¢uju: osteoporozu, trombocitopeniju, alergije i hemoragiju, sa prose¢nom
incidencom od oko 3% koja je sli¢na kao kod Zena koje nisu trudne (Grandone i
sar., 2002). U profilaktickom tretmanu trudnica danas se sve vise koristi LMWH
zbog svoje efektivnosti i sigurnosti jer, kao i nefrakcionisani heparin, ne prolazi
placentalnu barijeru. Komparativne studije ove dve terapije pokazale su bolju
bioraspolozivost, duzi polu-zivot i prediktivnu antikoagulantnu aktivnost LMWH
u odnosu na nefrakcionisani heparin. Ove karakteristike dozvoljavaju da doza leka
koja se daje trudnici bude fiksna i da se zasniva na individualnoj telesnoj teZini,
tako da nije potrebno pracenje aPTT. Pored toga, smatra se da LMWH terapija ima
manju incidencu trombocitopenije i smanjen risk za osteoporozu, a do sada nije
zabelezena ni pojava fetalnog ili neonatalnog krvarenja kod trudnica koje su bile
na terapiji LMWH (Greer i sar., 2005; Yarington i sar., 2015). Sekundarna profilaksa
antikoagulantnim lekovima nije preporucljiva u slucajevima kada se terapija
davala usled prolaznih, klini¢kih faktora rizika za tromboze, kao $to su operacije,
traume, upotreba oralnih kontraceptiva ili trudnoéa (Cohoon i Heit, 2014).
Sekundarna profilaksa se preporucuje u slucajevima ponovljenih tromboza, kao i
prisustva antifosfolipidnih antitela, deficijencije proteina C i proteina S,
hiperhomocisteinemije, ali i nosioca heterozigotne ili homozigotne mutacije FVL ili
FII 20210 G>A. Benefit, ali i rizik od krvarenja koji nosi sekundarna profilaksa,
mora se pazljivo razmatrati i evaluirati u odnosu na klinicke i biohemijske

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

Vitamin D (kalciferol) pripada grupi steroidnih hormona, a dva najvaznija oblika u
kojima se javlja su vitamin D2 (ergokalciferol) i vitamin D3 (holekalciferol). Vitamin
D3 produkuje se u koZi izlaganjem suncevim zracima, dok se vitamin D2 unosi u
organizam ishranom. Najveéi prirodni izvor vitamina D nalazi se u masnim
ribama (kao $to su tuna i losos), dok se nesto manja koli¢ina moze naéi u
Zumancetu jaja, pecurkama i siru. U mnogim zemljama, ukljuc¢ujudi i Srbiju, razne
namirnice, kao $to su mleko i mle¢ni proizvodi, Zitarice i margarini, obogaceni su
vitaminom D, ¢ime se povecava njegov unos (Davis i Milner, 2011). Drugi nacin
sinteze ovog vitamina jeste izlaganjem koze suncevim zracima, pri ¢emu UV zraci
indukuju fotoliticku konverziju 7-dehidroholesterola do pre-vitamina Da.
Adekvatno izlaganje suncevim zracima dovodi do dovoljne sinteze vitamina D
tako da nije potrebna dodatna suplementacija putem ishrane, a kako bioloski
aktivna forma vitamina D ima steroidnu strukturu, mnogi ovaj vitamin smatraju i
hormonom. Ispitivanja nivoa vitamina D u serumu su ukazala na postojanje i
znacajnih interpopulacionih razlika u koli¢ini ovog vitamina, koje se objasnjavaju
kako njihovim demografskim poreklom, tako i sredinskim faktorima kojima su bile
izlozene (izloZenost suncevim zracima i dostupnost hrane bogate vitaminom D).
Prema trenutnim podacima, veliki deo svetske populacije ima deficijenciju ili
insuficijenciju ovog vitamina, $to je posledica nedovoljnog suncanja ili koriséenja
visokih zastitnih faktora protiv suncevih zraka, kao i konzumiranje hrane

siromasne vitaminom D (Dusso i sar., 2005).

1.3.1. Sinteza i metabolizam vitamina D

Vitamin D3 se sintetiSe iz 7-dihidroholesterola (derivata holesterola) koji se zatim

fotolizira UV zracima i kao produkt ove reakcije nastaje pre-vitamin D3. Ova forma
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izomerizuje do vitamina D3 termo-senzitivnim procesom. Nastanak bioloski

aktivne forme ukljucuje visestepene kompleksne reakcije, prikazane na Slici 9.
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Slika 9. Sinteza aktivne forme vitamina D od 7-dehidroholesterola
(Dusso i sar., 2005-preuzeto, modifikovano).

Konformaciona promena pre-vitamina D3 omogucava da se vitamin D3 veZe za
vitamin D vezujuéi protein (engl. Vitamin D Binding Protein - DBP) i da se
krvotokom transportuje do jetre. Nivo DPB-a u plazmi je dvadeset puta visi nego
Sto je potrebno za vezivanje ukupne koli¢ine metabolita vitamina D, tako da se
preko 99% metabolita vezuje za ovaj protein i transportuje cirkulacijom do jetre
(Dusso 1i sar., 2005). Po ulasku u ¢eliju DBP se degraduje, pri ¢emu se vitamin D
oslobada za dalju metabolicku obradu. U jetri se vitamin D hidroksiluje na poziciji
C-25 uz pomo¢ enzima iz superfamilije citohrom P450 (CYP2R1, CYP2D11 i
CYP2D25) dovode¢i do formiranja 25-hidroksivitamina D3 (25(OH)Ds). Ova forma
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vitamina D je glavna cirkuliSuc¢a forma koja se transportuje do bubrega uz pomoc¢
DBP proteina (Christakos i sar., 2010). U bubrezima citohrom P450
monooksigenaza 25(OH)D 1a hidroksilaza (poznata i kao CYP27B1) metabolizuje
25(OH)Ds do 1a25-dihidroksivitamina D3 (1,25(0OH)2Ds- kalcitriol). Iako obe forme
vitamina D (D2 i D3) podlezu ovim metabolickim izmenama, veé¢i deo ukupnog
1,25(0OH)2Ds poti¢e od Ds forme. U ovom obliku, 1,25(0OH)2D3, vitamin D je u svojoj
aktivnoj formi i difuzijom ulazi u ciljne celije gde interaguje sa receptorom za
vitamin D (engl. Vitamin D receptor - VDR) preko koga modifikuje transkripcionu
aktivnost ciljnih gena (Zella i sar., 2008). DBP protein je vaZzan za cirkulisuci
1,25(OH)2Ds, ali nema uticajna pul 1,25(0OH)2Ds vitamina koji ude u ¢eliju i postaje
bioloski aktivan (Zella i sar., 2008). Zbog toga direktno merenje 1,25(0OH)2Ds u krvi
ne mora nuzno da odrazava koli¢inu bioloski dostupnog 1,25(0OH)2Ds (Bikle i sar.,
1985). Ovo je jedan od razloga zbog cega je Siroko prihvaceno da analiza
serumskog nivoa 25(OH)Ds predstavlja najbolji indikator inidividualnog vitamin D
statusa. lako se ove reakcije deSavaju predominantno u bubrezima, CYP27B1
eksprimiranje i u drugim organima, uklju¢ujucéi kozu, pluca, tanko crevo, a takode

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

1.3.2. Bioloske funkcije vitamina D
Sterodini hormon vitamin D, njegov receptor (VDR) i metabolicki enzimi koji su
ukljuceni u formiranje bioloski aktivne forme ovog vitamina, zajedno igraju
znacajnu ulogu u vitamin D endokrinom sistemu. Primarna uloga vitamina D je
odrzavanje homeostaze i konstantne koncentracije kalcijuma i fosfata u plazmi,
tako Sto podstice resorpciju ovih minerala iz creva i omogucava njihovo
deponovanje u kostima. Neophodan je za pravilan rast kostiju i zuba, kao i za
dobar rad mis$ic¢a i nervnog tkiva. Nedostatak ovog vitamina dovodi do klinicke

hipokalcenemije, hipofosfatemije, demineralizacije kostiju i spontanih fraktura,
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bolova i slabosti misi¢a. Pored ovih klasi¢nih funkcija, vitamin D ima i $irok

spektar neklasi¢nih uloga u razlic¢itim procesima i sistemima u organizmu.

Vitamin D i vaskularni sistem. Pored glavne uloge koju ima u metabolizmu
kalcijuma i fosfata, u poslednje vreme se sve viSe ispituje potencijalna uloga
vitamina D u patofiziologiji kardiovaskularnih oboljenja (Beveridge i sar., 2013).
Medutim, ispitivanje i asocijacija nivoa vitamina D i kardiovaskularnih bolesti je
problemati¢na zato $to mnogi uzroc¢nici CVD, kao $to su godine, gojaznost, pusenje
i fizicka aktivnost, dovode i do smanjenja nivoa vitamina D (Beveridge i sar., 2013).
Pokazana je asocijacija nivoa vitamina D i HDL holesterola (engl. High Density
Lipoprotein Cholesterol - HDL holesterol), sto sugeriSe da vitamin D moze dovesti do
smanjenog rizika za CVD. Uoceno je i postojanje inverzne asocijacije izmedu nivoa
vitamina D i LDL holesterola (engl. Low Density Lipoprotein Cholesterol - LDL
holesterol), triglicerida i homocisteina, $to sve ide dodatno u prilog hipotezi o ulozi
vitamina D u smanjenju rizika za kardiovaskularna oboljenja (Glueck i sar., 2016,
Wang i sar., 2016). Nizak nivo plazmatskog 25-hidroksivitamina D asociran je sa
povedanim arterijskim krvnim pritiskom i rizikom za hipertenziju (Tamez i
Thadhani, 2012). In wvitro studije su sugerisale da vitamin D moZze imati
antitromboti¢ku aktivnost i mogucu protektivnu ulogu u ovim bolestima (Glueck i
sar., 2016; Saliba i sar., 2016). Studija Saliba i saradnika (2016) je pokazala da
suplementacija vitaminom D moZe imati antitromboticki efekat kod pacijenata koji
imaju insuficijenciju ovog vitamina, ali je zdravstvena korist ove suplementacije
kod CVD pacijenata bila predmet intenzivnih debata proteklih godina (Autier i
sar., 2014; Bolland i sar., 2014).

Studija Vimaleswaran i saradnika (2014) ispitivala je asocijaciju geneti¢kog faktora
sa cirkuliSsuéom formom vitamina D, njegov uticaj na krvni pritisak i mogudi
povedan rizik za hipertenziju. Geni koji su najznacajniji za ovu formu vitamina D

su CYP2R1 i DHCR7 (koji kodira za 7-dehidroholesterol reduktazu) koji su
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ukljuceni u vitamin D sintezu, kao i GC, CYP24A1 i CYP27B1 ukljuceni u njegov
katabolizam. Za neke od polimorfizama u ovim genima pokazano je postojanje
asocijacije sa koncentracijom 25(OH)Ds (Berry i sar., 2012; Vimaleswaran i sar.,

2013; 2014).

Vitamin D i imunski sistem. Receptor za vitamin D eksprimiran je u brojnim
¢elijama imunskog sistema, ukljuc¢ujuéi limfocite, monocite i makrofage, sto ga je
¢inilo predmetom ispitivanja mnogih imuno-medijatorskih bolesti. Vitamin D
deluje na funkciju i adaptivnog i urodenog imunskog sistema tako $to, generalno
govoredi, 1,25(0OH)2D3 redukuje aktivnost adaptivnog, a poboljsava aktivnost
urodenog imunskog sistema (Shin i sar., 2010). U adaptivnom imunskom sistemu,
1,25(OH)2Ds inhibira produkciju IgG anti-tela, proliferaciju i diferencijaciju B
limfocita, i inhibira proliferaciju T limfocita. Pored toga, 1,25(OH)2Ds inhibira
proliferaciju T pomo¢nih 1 éelija (engl. T helper 1 - Thl), a samim tim i produkciju
citokina od strane ovih ¢elija, kao $to su interferon gama (IFN-y), interleukin 2 (IL-
2) i faktor nekroze tumora-a (ITNF-a). Suprotno tome, ovaj vitamin, indukuje
stvaranje citokina od strane T regulatornih ¢elija (engl. Treg) i T pomoc¢nih 2 celija
(engl. T helper 2 - Th2) éelija, kao $to su interleukini: IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 i IL-
13 (Shin i sar., 2010). Zbog svoje sposobnosti da inhibira adaptivni imunski
odgovor, vitamin D, kao i agonisti VDR receptora, se sve vise koriste u supresiji
autoimunoloskih poremecaja u eksperimentalnim modelima bolesti kod Zivotinja,
kao $to su reumatoidni artritis, dijabetes tip 1, encefalitis, sistemski lupus i
alergijski encefalitis, a sve viSe se njegov uticaj ispituje i u le¢enju ovih oboljenja

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

Vitamin D i éelijska proliferacija i diferencijacija. Jo$ jedna od neklasi¢nih uloga
vitamina D jeste i u celijskoj proliferaciji i diferencijaciji, a pokazano je da ima
ulogu i u apoptozi (Shin i sar., 2010). Tokom poslednjih nekoliko decenija

ispitivano je i pokazano da 1,25(0OH):Ds ima anti-proliferativnu i pro-
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diferenciraju¢u aktivnost u razli¢itim tipovima celija, kao Sto su keratinocite,
osteoblasti, mezenhimske celije, neuralne Ccelije, vaskularni endotel i Ccelije
imunoloskog sistema (Shin i sar., 2010). Anti-proliferativni efekat se, barem jednim
delom, ostvaruje preko indukcije inhibitora celijskog ciklusa koji sprecavaju
prelazak iz G1 u S fazu ciklusa, a efekti na diferencijaciju se ostvaruju kroz
promenu u ekspresiji faktora rasta i citokina. Medutim, 1,25(OH)2Ds ne inhibira
uvek proliferaciju i ne pokreée uvek diferencijaciju. U dendritskim celijama je
pokazano da vitamin D ima ulogu u odrZavanju ovih ¢elija u stanju nezrelosti, §to
ukazuje da je efekat ovog vitamina na proliferaciju i diferencijaciju veoma sloZen i

razlikuje se u odnosu na tip ¢elije (Shin i sar., 2010).

Pored navedenih uloga vitamina D, u poslednjih par godina se sve vise ukazuje na
njegov znacaj u reproduktivnom sistemu i reproduktivnom uspehu, sto e biti

detaljno objasnjeno u posebnom poglavlju 1.3.5.
1.3.3. Receptor za vitamin D - VDR receptor

Biolosku aktivnu formu vitamin D ostvaruje kroz vezivanje za receptor za vitamin
D koji pripada familiji steroidnih jedarnih receptora. VDR je eksprimiran u jedrima
razli¢itih celija imunskog sistema (T i B limfocitima, makrofagima i monocitima),
endokrinog sistema (pankreasu, pituitarnoj i tiroidnoj zlezdi i adrenalnom
kompleksu) i reproduktivhog sistema (ovarijumu, uterusu, placenti i
endometrijumu) (Shahrokhi i sar., 2016). Prisustvo receptora za vitamin D u
reproduktivnim tkivima, kao i postojanje polimorfizama u VDR genu, sugerise

njegov potencijalni znacaj u reproduktivnim procesima.

Humani VDR protein je, kao i vecina jedarnih receptora, organizovan u nekoliko

regiona (A-E) (Slika 10).
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DNK vezujuéi domen Ligand vezujuéi domen AF-2

Slika 10. Sematski prikaza grade VDR receptora (Dusso i sar., 2005- preuzeto,

modifikovano)

Na COOH-terminusu u E regionu nalazi se ligand vezujué¢i domen, dok se u C
regionu, blize NH»-terminusu, nalazi DNK vezuju¢i domen sa motivom cinkanih
prstiju. Da bi izmenio nivo transkripcije ciljnih gena, VDR se svojim ligand
vezujuéim domenom sa visokim afinitetom vezuje za jednu metabolicku formu
kalcitriola-1,25(OH)2Ds. I druge metabolicke forme kalcitriola, kao $to su 25(OH)D3
i 24,25(OH)2Ds3, vezuju se za ovaj domen, ali sa mnogo manjim afinitetom. Afinitet
za vezivanje liganda nije apsolutni pokazatelj transkripcione aktivnosti VDR
proteina, jer intracelularni vezujuéi proteini, koji imaju ulogu da transportuju
ligand do VDR receptora, mogu da menjaju stepen asocijacije liganda i VDR-a. Na
COOH kraju ligand vezujuceg domena nalazi se ligand zavisni faktor funkcije 2
(AF2) koji ima glavnu wulogu u ostvarivanju konformacionih promena
trodimenzionalne strukture receptora i koji je esencijalan za aktivaciju
transkripcije. Ovaj korak je neophodan za pokretanje motornih proteina koji su
odgovorni za brzo translociranje citoplazmati¢nog VDR molekula do jedra uz

pomo¢ mikrotubula (Dusso i sar., 2005). Na N terminalnom kraju VDR proteina
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nalazi se A/B domen u okviru koga se nalazi ligand zavisni transkripcioni domen
AF1, koji ima bitnu ulogu u ostvarivanju tkivno specificne funkcije steroidnih
receptora (Orlov i sar., 2012). Vezivanjem 1,25(0OH)2Ds3 za VDR dolazi do
heterodimerizacije receptora za vitamin D sa retinoidnim X receptorom (RXR) pri
¢emu on postaje aktivirani transkripcioni faktor, koji dalje interaguje sa ko-
regulatorima i preinicijacionim kompleksom transkripcije. DNK vezujuc¢i domen je
visoko konzerviran i nalazi se u C regionu VDR proteina, a organizovan je u dva
modula cinkanih prstiju. Ovaj motiv odgovoran je za visoko afinitetnu interakciju
ovog kompleksa (kalcitriol-VDR/RXR) sa specificnim DNK sekvencama,
takozvanim VDRE elementima (engl. Vitamin D Response Elements - VDRE). VDRE
se sastoje od dva heksanukleotidna ponovka koja su razdvojena varijabilnim
brojem nukleotida, a ova sekvenca usmerava VDR/RXR heterodimer do
promotorskog regiona ciljnih gena vitamina D (Orlov i sar., 2012). Ove sekvence se
nalaze u promotorskom regionu ciljnih gena, $to za ishod ima aktivaciju ili
represiju transkripcije (Haussler i sar.,, 1998; Laverny i sar.,, 2010). Kontrola
transkripcije zahteva dodatno regrutovanje koregulatora koji se mogu podeliti u tri
funkcionalne grupe: oni koji reguliSsu transkripcionu aktivnost direktnom
interakcijom sa transkripcionim faktorima i RNK polimerazom II, kompleks
koregulatora koji ucestvuje u modifikaciji histonskih repova acetilacijom i
deacetilacijom i kompleks koji je uklju¢en u ATP zavisno remodelovanje

hromatina.

Aktivacija transkripcije uklju¢uje koaktivatore SRC1, NcoA62-SKIP i histonske
acetiltransferaze (CBP-p300 i PBAF-SW-SNF), koji vrSe acetilaciju histona u
nukleozomima i oslobadaju DNK za transkripciju. Kada se hromatin dekondezuje,
VDR-interagujucdi proteini formiraju kompleks (od oko 15 proteina) koji se vezuje

za AF2 domene VDR receptora. VDR-interagujuci proteini predstavljaju vezu
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izmedu VDR-a i pokretanja transkripcije jer interaguju sa transkripcionim

faktorima i RNK polimerazom II ¢ime se inicira transkripcija (Dusso i sar., 2005).

Represija transkripcije zapocinje vezivanje VDR/RXR kompleksa za VDRE,
regrutuju se korepresori VDR-interaguju¢ih proteina iz familije histonskih
deacetilaza koji sprecavaju izlaganje hromatina i posledi¢no vezivanje proteina
(TATA vezujuéih proteina) za inicijacioni kompleks ciljnih gena (Dusso i sar.,

2005).

Primenom metode masivnog paralelnog DNK sekvenciranja od strane
Ramagopalan i saradnika (2010) identifikovano je 2 776 VDR vezujuéih mesta i 229
gena Cija se ekspresija znacajno promenila nakom stimulacije kalcitriolom
(Ramagopalan i sar., 2010). Identifikovana VDR vezujuc¢a mesta bila su u blizini
gena za koje je pokazana asocijacija sa kancerom i autoimunskim bolestima, kao
$to su IRF8, asociran sa multiplom sklerozom i PTPN2, asociran sa Kronovom
boles¢u (Ramagopalan i sar., 2010). Ovi elementi identifikovani su i u antitrombin
genu uklju¢enim u proces koagulacije, a takode je pokazano da se na mnogim
ovim VDR vezujuéim mestima nalaze SNP-ovi asocirani sa odredenim bolestima

(Toderici i sar., 2016).

Pored toga Sto funkcioniSe kao transkripcioni faktor, VDR je ukljucen i u
posttranskripcione, mikro RNK molekulima posredovane, mehanizme regulacije
genske ekspresije. Mikro RNK su mali, evoluciono konzervirani, nekodirajuci RNK
molekuli koji se sastoje od oko 20 nukleotida. Pokazano je da imaju uloge u
razli¢itim bioloskim procesima, kao $to su celijska proliferacija, diferencijacija,
apoptozai inicijacija i progresija razvoja kancera. Mikro RNK (miRNK) prepoznaju
3’UTR region ciljne informacione RNK (iRNK) i dovode do represije translacije ili
iRNK degradacije (Mohri i sar., 2009). Kod ¢oveka je identifikovano preko 2500
zrelih miRNAK (Kozomara i Griffiths-Jones, 2014), a za vise od 1/3 humanih gena
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se smatra da predstavljaju targete za miRNK. Poslednjih godina ispitivano je da li
neke od ovih miRNK mogu biti regulisane od strane VDR-a. Novija studija
identifikovala je 111 miRNK u razli¢itim delijskim linijama prostate cija je
ekspresija regulisana VDR-om. Neke od ovih ¢elijskih linija bile su ne-maligne, kao
sto su RWPE-1, HPr1, HPr1AR , dok su neke bile maligne i metastatske (RWPE-2,
LNCaP, PC3). Ekspresija miRNK ispitivana je i uporedivana izmedu dve grupe
¢elija, jedne koja je tretirana sa 1,25(OH):Ds3, dok je druga kao kontrolna grupa
tretirana sa etanolom (Singh i sar., 2015). Navedena studija je pokazala da se u
nekim slucajevima javlja povecana ekspresija, dok se u nekim javlja sniZena
ekspresija miRNK kao odgovor na tretman vitaminom D. VDR vezujudi regioni
nalazili su se na udaljenosti od 5, 10, 50 i 100 kb od miRNK sekvence. Ovi rezultati
sugerisali su da je direktno vezivanje VDR-a u blizini ovih miRNK funkcionalno
znacajno u obrazcu miRNK eskpresije kao odgovor na 1,25(OH)2Ds. Dalja
ispitivanja na ovim delijama pokazala su integrisanu vezu regulacije ekspresije

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

Sa druge strane, ispitivano je i da li sama ekspresija VDR gena moze biti pod
uticajem neke od miRNK. Utvrdeno je da nekoliko miRNK imaju komplementarnu
sekvencu sa 3’-UTR regionom iRNK humanog VDR gena. Medu njima,
najkonzervativnija medu vrstama miRNK, bila je miR-125b za koju je pokazano da
posttranskripciono regulise VDR receptor, dovodi do potiskivanja endogenog
nivoa VDR-a, a utic¢e i na ekspresiju ciljnih gena (Mohri i sar., 2009). U mnogim
tipovima kancera dolazi do izmenjene ekspresije miRNK. Neke studije sugerisu da
je u tumorskim celijama smanjena miRNK ekspresija u odnosu na normalno tkivo,
ali veéina podrzava koncept postojanja tumor-specificnih obrazaca smanjene i
povecane ekspresije miRNK gena. Sa druge strane, uoc¢ena je povecana ekspresija
VDR gena kod nekoliko tipova kancera, $to je asocirano sa boljom prognozom

bolesti. Kako je ova studija pokazala negativnu regulaciju ekspresije VDR gena od
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strane miR-125b, to je bio jos jedan dokaz da je povecana ekspresije VDR gena u
kancerima rezultat smanjene ekspresije miR-125b, $to posledi¢no moze dovesti do
poboljSanja antitumorskog efekta 1,25(OH)2Ds (Mohri i sar., 2009). Pored
navedene, kao znacajna je uocena i miR-22 koja doprinosi inhibitornom efektu
1,25(OH)2Ds na proliferaciju i migraciju ¢elija kancera kolona. Nivo ekspresije ove
miRNK vremenski i dozno je zavisan od tretmana 1,25(0OH)2D3 u odredenim
¢elijama kancera. Pokazano je da je smanjena ekspresija ove miRNK u velikom
procentu celija tumora kolona i da je njena ekspresija direktno korelisana sa
ekspresijom VDR. U saglasnosti sa ovom tumor supresivnom ulogom miR-22 leZzi i
podatak da je ekspresije ove miRNK znacajno smanjena kod 39 od 50 kancera
(78%) u odnosu na normalno tkivo, dok je eskpresija VDR gena bila smanjena kod
36 od 50 (72%) tumorskih u odnosu na normalno tkivo. Ovi podaci pokazali su da
je miR-22 target za 1,25(OH)2Ds i da posreduje u njegovoj protektivnoj ulozi protiv
kancera kolona, ali da je ukljucenai u regulaciju nekoliko ciljnih gena uklju¢enih u

metabolizam i fizioloSku ulogu vitamina D (Alvarez-Diaz i sar., 2012).

1.3.4. Gen za receptor za vitamin D - VDR gen

Receptor za vitamin D kodiran je VDR genom koji se nalazi na hromozomskoj
lokaciji 12q13.1 i velic¢ine je oko 100 kb (Uitterlinden i sar., 2004a). Za ovaj
hromozomski region se smatra da je ukljuéen u mnoge bolesti i hromozomske
anomalije, kao $to su keratin-asocirane bolesti, tripl-A sindrom, kongenitalna
malformacija Milerovog kanala i druge (Lee i sar., 2000b). Gen za VDR nalazi se u
ovom regionu nizvodno od gena za alfa 1 polipeptid kolagena tipa II (COL2A1).
Ova dva gena lokalizovana su na dva odvojena PAC klona (P1057120 i P228P16)
(Slika 11). Pored nekih ve¢ identifikovanih gena u ovom regionu, kao $to su
fosfofrutokinaza (PFKM), sentrin (SUMO specificna proteaza, SENPI) i histon

deacetilaza (HDAC?), identifikovani su i neki geni jo§ uvek nepoznate funkcije.

56



Uvod

G TELOMERE CENTROMERE =%
PAC 228P16 PAC 1057120
0 30 60 90 120 150  Kbp
L L 1 1 1 1 1 1 L 1 1 1 1 L 1 L L
PFK VATPase SENP1  COL2A1 VDR -~ HDAC?
I | 1l 1 | (Y | 11 |} 1 | 11
oy

Slika 11. Genomska struktura VDR-COL2A1 lokusa na hromozomu 12q13.1.
Strelica predstavlja pravac transkripcije VDR gena (Uitterlinden i sar.,
2004a-preuzeto, modifikovano).

Najc¢escée proucavani polimorfizmi u VDR genu otkriveni su pocetkom devedesetih
godina proslog veka koris¢enjem tehnika koje imaju nizu specifi¢nost i
senzitivnost, kao Sto je skrining polimorfnih obrazaca traka u Soutern blot
hibridizaciji. Ovaj skrining vr$io se sa restrikcionim enzimima uz pomo¢ kojih su
otkriveni polimorfizmi Apal, EcoRV, Bsml, Tagl i Tru9l na 3’ kraju VDR gena
(prikazani na Slici 12) (Uitterlinden i sar., 2004a). Mnogo informativniji pristup za
detekciju polimorfizama jeste analiza nukleotidnih sekvenci istog VDR regiona
kod odredenog broja individua. Ovu metodu primenilu su Morrison i saradnici
(1994) analiziraju¢i 3.2 kb na 3’ kraju UTR regiona VDR gena kod pacijenata sa
poremecajem u mineralnoj kostanoj gustini (engl. Bone Mineral Density - BMD).
Kada su sekvencirali ovaj lokus kod dve osobe koje su bile homozigoti za Bsml-
Apal-Taql haplotip (BAt-BAt i baT-baT) ustanovili su da postoji 13 dodatnih
polimorfnih mesta u ovom 3.2kb dugac¢kom regionu. Slican metodoloski pristup
primenili su i Brown i saradnici (2000) analizirajuéi kodirajuce regione VDR gena

kod pacijenata sa paratiroidnim tumorom. Pored ranije opisanih polimorfizama,
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Taql i Fokl, ovi autori nisu uocili postojanje dodatnih polimorfizama u kodiraju¢im

regionima, ali su uocili dve intronske izmene u blizini egzona 2 i 8 (Slika 12).
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Slika 12. Egzon-intron struktura VDR gena i pozicije najceSce ispitivanih
polimofizama. *predstavlja polimorfizme koji se nalaze u kodirajucoj
sekvenci. (Uitterlinden i sar., 2004a-preuzeto, modifikovano).

Od velikog broja otkrivenih polimorfizama u VDR genu, intenzivnije je studirano
samo nekoliko: dva polimorfizma u intronu 8 ovog gena (rs1544410-Bsml i
rs7975232-Apal), i dva u egzonima 2 (rs2228570-Fokl) i 9 (rs731236-Taql).
Polimorfizam Fokl je, za sada, jedini otkriveni polimorfizam u kodiraju¢em
regionu koji dovodi do izmene strukture VDR proteina, tako da ¢e se u ovom radu
razmatrati nezavisno, dok je za polimorfizme Taql, Apal i Bsml pokazano
postojanje jake gametske neravnoteze vezanosti (engl. Linkage disequilibrium - LD),

zbog ¢ega e se oni razmatrati u jednom poglavlju.
1.3.4.1. FoklIrs2228570

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

genu koji dovodi do funkcionalne izmene primarne strukture samog proteina.
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Nalazi se u kodonu 2 na poziciji +27823, a naziv je dobio po restrikcionoj
endonukleazi Fokl koja moZe da se koristi za genotipizaciju. Usled supstitucije
timina citozinom (ATG-ACG) dolazi do stvaranja drugog start mesta translacije, a
u zavisnosti od start mesta sintetisu se i dve proteinske varijante VDR receptora.
Postojanje T alela (poznatog i kao f alel) dovodi do sinteze duze varijante proteina
(427 amino kiselina), koja se naziva i M1 forma, zbog metionina na prvoj poziciji.
Ukoliko se na datoj poziciji nalazi C alel (poznat i kao F alel) dolazi do sinteze
proteina kraceg za 3 amino kiseline (424 amino kiseline), koja predstavlja M4
formu receptora, jer se metionin nalazi na 4 poziciji. Ove dve varijante receptora za
vitamin D se ne razlikuju prema vezivanju za DNK, afinitetu za ligand, niti po
heterodimerizaciji sa RXR-om, ali je pokazano da izmenjeni protein, u slucaju FF
genotipa, ima 1.7 puta povec¢anu aktivnost (Uitterlinden i sar., 2004a). Kako se ovaj
polimorfizam nalazi u egzonu 2, moze se smatrati nezavisnim markerom VDR
gena, bududi da su analize LD blokova pokazale da nije u neravnotezi vezanosti sa

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

Fokl polimorfizam dosta je proucavan u studijama asocijacije sa razli¢itim
kancerima. Znacajno vecda ucestalost alela f Fokl polimorfizma javlja se kod
kancera dojke, prostate, koZe, kolorektalnog i ovarijalnog kancera i razlicitih
melanoma (Kostner i sar., 2009; Denzer i sar., 2011). Osim ovih ispitivanja,
pokazano je da Fokl polimorfizam ima znacajan uticaj na imunoloski sistem koji je
mnogo aktivniji kod nosioca F alela (Van Etten i sar., 2007). Pokazano je da osobe
sa HIV infekcijom imaju znacajno brzu progresiju bolesti ukoliko su nosioci Ff
genotipa Fokl polimorfizma (Nieto i sar., 2004). Takode je uoc¢eno i postojanje
asocijacije F alela sa razvojem autoimunskih oboljenja, kao $to je Gravesova bolest i
Hasimoto sindrom (Purovi¢ i sar.,, 2015; Lin i sar., 2006). lako dovodi do
povecanog rizika za neka stanja, F alel u nekim situacijama moZe imati i

protektivnu ulogu. Ispitivanje njegove veze sa aplasti¢nom anemijom pokazala su

59



Uvod

da FF nosioci imaju blaZzi oblik bolesti i bolji odgovor na terapiju od ff nosioca (Yu i
sar., 2016), a uocena je i protektivna uloga F alela u nastanku melanoma (Denzer i

sar., 2011).

1.3.4.2. Bsmlrs1544410- Apal rs7975232- Taql rs731236

Za razliku od Fokl polimorfizma, ostali proucavani polimorfizmi u ovom genu
nemaju uticaj ni na nivo njegove ekspresije, niti na aktivhost samog VDR
receptora, ali je u brojnim studijama pokazana njihova asocijacija sa razli¢itim
bolestima. Pojava ove asocijacije objasnjava se vezanosc¢u ovih polimorfizama kako
sa nekim, jos uvek neidentifikovanim, funkcionalno vaznim alelskim mestima
unutar samog VDR gena, tako i sa polimorfizmima u nekim susednim genima na
istom hromozomu, koji mogu imati funkcionalnu ulogu u ispoljavanju tih bolesti
(Jurutka i sar., 2001). Polimorfizmi Bsml, Apal i Taql se nalaze blizu 3" kraja VDR
gena (Slika 12). Izmene na ovim pozicijama ne dovode do promene u kodirajucoj
sekvenci, pa samim tim ni do strukturnih modifikacija u receptoru, ali neki autori
sugerisu da mogu uticati na stabilnost iRNK zbog svoje lokacije u blizini 3" UTR
regiona. Oviregioni poznati su po tome $to sadrZe sekvence koje mogu dovesti do
destabilizacije iRNK i uticati na nivo genske ekspresije. Bsml, Apal i Taql
polimorfizmi su cesto opisivani u jakoj gametskoj neravnotezi vezanosti, a
sugerisano je postojanje i LD sa drugim polimorfizmima koji mogu uticati na
funkciju VDR gena, $to moze biti jedno od objasnjenja pokazane asocijacije sa
razlic¢itim patologijama (Uitterlinden i sar., 2004a). Merenje LD-a opisuje asocijaciju
alela susednih polimorfizama jedan sa drugim. Ovo prakti¢no znaci da analizom
jednog polimorfizma moze da se predvide susedni, koji su vezani sa njim, zbog
male stope rekombinacija izmedu njih tokom mejoze. Iako ovi polimorfizmi nisu
funkcionalni, uoceno je postojanje jake veze sa poli(A) mikrosatelitskim ponovcima
na 3" UTR kraju, $to moZe uticati na stabilnost iRNK (Ingles i sar., 1997). Studije

asocijacije ispitivale su vezu ovih polimorfizma sa telesnom teZinom i gojaznos¢u
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(engl. Body Mass Index - BMI), gustinom kostiju, insulinski zavisnim dijabetesom,
autoimunskim bolestima, aplasticnom anemijom i mnogim drugim bolestima i
stanjima (Al-Daghri i sar.,, 2014; Cooper i sar., 1996; DPurovi¢ i sar.,, 2015;
McDermott i sar., 1997; Vasilopoulos i sar., 2013). Medutim, rezultati ispitivanja
pojedinac¢nih polimorfizama u ovom lokusu nisu konzistentni. Kada je otkriveno
postojanje jakog LD-a izmedu ovih pozicija, istrazivacke studije su se viSe okrenule
ispitivanjima haplotipova Bsml-Apal-Taql kako bi objasnile postojanje veze ovih
blokova sa nekim bolestima (Denzer i sar., 2011; Ye i sar., 2001; Yu i sar., 2016).
Bsml polimorfizam nalazi se u nesto slabijoj neravnoteZzi vezanosti sa preostala dva
polimorfizma, dok se Apal i Taql nalaze jace vezani. Pretpostavlja se da se
polimorfizmi u VDR genu nalaze u LD-u i sa nekim drugim, funkcionalno vaznim,
alelskim mestima unutar VDR gena ili nekog drugog gena u blizini, i da na taj

nacin imaju ulogu u ispoljavanju bolesti.
1.3.5. Vitamin D i reprodukcija

Vitamin D je asociran sa fertilnoS¢u i reprodukcijom na razli¢itim nivoima. Prve
studije na modelu pacova pokazale su da postoji specificno vezivanje aktivne
forme vitamina D, 1,25(0OH)2Ds, za VDR receptor u reproduktivnim tkivima, kao
Sto su uterus i testisi, Sto je kasnije potvrdeno i kod ljudi (Liu i sar., 2012). Takode je
pokazano da su enzimi CYP27B1 i CYP24Al, kao i receptori VDR i RXR,
eksprimirani i funkcionalni u humanoj placenti, sto sugeriSe biolosku ulogu
aktivnog 1,25-dihidroksivitamina D i lokalno (Diaz i sar., 2000; Tanamura i sar.,
1995). Metabolizam vitamina D, kao i klju¢ni regulatorni koraci u maternalnom,
placentalnom i fetalnom sistemu prikazani su Sematski na Slici 13. Konverzija pre-
vitamina 25(OH)D3 u vitamin 1,25(OH)2D3 u bubrezima majke katalizovana je
enzimom CYP27B1 koji povecava izmereni nivo 1,25(OH)2Ds vitamina u toku
trudnoce. Ekspresija ovog enzima deSava se i u fetalnim trofoblastima i u

maternalnim decidualnim ¢elijama (koje predstavljaju mesto kontakta za razmenu
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izmedu majke i fetusa) odmah na pocetku rane gestacije. Pokazano je da je sinteza
ovog enzima u decidualnim ¢elijama 8 puta veca u prvom trimestru, u odnosu na
tre¢i trimestar trudnoce sugeriSucdi znacajnu ulogu 1,25(0OH)2Ds vitamina u toku
rane trudnoce (Christakos i sar., 2010). Medutim, prolazak kroz placentu nije tako
lak. Prisustvo CYP27B1 enzima i VDR receptora i u maternalnoj i u fetalnoj
komponenti placente sugeriSe ekstra-renalnu sintezu vitamina D. Pretpostavljena
funkcija dodatne placentalne sinteze 1,25(0OH)2D3 tokom trudnode ima

imunomodulatornu ulogu (Liu i Hewison, 2012).
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Slika 13. Vitamin D metabolizam i njegova uloga tokom trudnoce
(Liui sar., 2012-preuzeto, modifikovano).

U humanim sinciciotrofoblastima je pokazano da 1,25(0OH)2Ds stimuliSe sekreciju
estradiola (Barrera i sar., 2007), a da on ima ulogu u angiogenezi i prokrvljenosti
placente (Albrecht i sar., 1990; 2010). Jo$s uvek ne postoje precizni podaci koji
govore o ulozi vitamina D u vaskularizaciji placente kod ljudi, ali je uoceno
postojanje asocijacije izmedu niske koncentracije vitamina 25(OH)D i slabije

vazodilatatorne funkcije na nivou endotela (Ertek i sar., 2012). Takode je pokazano
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da je povedan maternalni nivo vitamina D asociran sa smanjenim rizikom
poremecaja u vaskularizaciji placente, kod trudnoce u kojoj je plod muskog pola
(Gernand i sar., 2013). Ovo ukazuje na mogucéu protektivnu ulogu maternalnog
nivoa vitamina D u fetalnoj restrikciji rasta, kod decaka, ali ne i kod devoijcica, sto
potvrduje hipotezu da postoji razlika u odgovoru na maternalni nutritivni status,
ukljucujudi i vitamin D, u odnosu na pol ploda (Gernand i sar., 2013). Jo$ jedna
komponenta vaskularne funkcije placente, koja potencijalno moze da bude pod
uticajem vitamina D, je angiogeneza. In vitro studija (Grundmann i sar., 2012) je
pokazala da vitamin D poboljSava angiogena svojstva proliferativnih celija
endotela i da 1,25(OH)2D povecava sekreciju vaskularnog endotelnog faktora rasta
u fibroblastima (engl. Vascular Endothelian Growth Factor - VEGF), direktno kroz
aktivaciju promotora VEGF i indukciju genske ekspresije (Levine i Teegarden.,
2004). Takode je pokazana i visoka prevalenca deficijencije ovog vitamina kod
infertilnih Zena u postupku asistirane reprodukcije, podrzavajuéi hipotezu uloge
vitamina D u implantaciji embriona i ranim fazama trudnoce (Pagliardini i sar.,

2015).
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14. Vitamin D i trombofilija

Serumski nivo vitamina D asociran je sa gojaznos¢u, insulinskom rezistencijom i
metabolickim sindromom (Ford i sar., 2009; Chiu i sar., 2004), sto je bio motiv za
ispitivanja asocijacije ovog vitamina sa rizikom za kardiovaskularne bolesti
(Anderson i sar., 2010; Beveridge i sar., 2013). Nizak nivo vitamina D je asociran sa
povecanim rizikom za kardiovaskularne bolesti, kao §to su hipertenzija, arterijske
koronarne bolesti i tromboembolizam (Modarresi-Ghazani i sar., 2016). lako veéina
studija nije pokazala postojanje asocijacije izmedu vitamina D i hipertenzije, dok je
asocijacija sa trombozama jo$ uvek nedovoljno istraZzena, uocena je visoka
prevalenca pacijenata sa CVD koji imaju deficijenciju vitamina D, §to otvara vrata
daljim istrazivanjima (Modarresi-Ghazani i sar., 2016). Novije in vitro studije
sugerisale su da vitamin D moze imati antitromboticku aktivnost i mogucu
protektivhu ulogu u razli¢itim kardiovaskularnim oboljenjima. Pokazana je
inverzna asocijacija ovog vitamina sa nivoom homocisteina, $to je sugerisalo
njegovu protektivnu ulogu u CVD bolestima i trombotickim stanjima (Glueck i
sar.,, 2016; Saliba i sar., 2016), kao i mogucu interakciju gena uklju¢enih u
metabolizam i biolosku dostupnost vitamina D i MTHFR gena. Pored toga,
sugerisano je postojanje potencijalne uloge vitamina D u regulaciji nivoa
antitrombina, preko VDR. Pokazano je da VDR knock out miSevi imaju znacajno
smanjenu ekspresiju ATIII gena u jetri, kao i da je oko 20% niZi plazmatski nivo
ATIII proteina kod wvdr/- miseva u odnosu na kontrolnu grupu (Aihara i sar.,
2004). Regulacija antitrombina od strane vitamina D moZe objasniti konfliktne
rezultate u postojanju veze izmedu vitamina D i tromboze. Nekoliko studija
pokazalo je inverznu relaciju izmedu serumskog 25(OH)Ds i predispozicije za
venski tromboembolizam i aterotromboticke bolesti, dok novije studije sugerisu da
vitamin D ipak ne igra znacajnu ulogu u patogenezi venskih tromboza (Targher i

sar., 2012; Brodin i sar., 2013). Takode, velika studija sprovedena na evropskim
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populacijama pokazala je da suplementacija vitaminom D ima zanemarljiv efekat
na smanjivanje rizika za tromboze (Vuckovi¢ i sar., 2015), ali je ipak ukazano na
mogucu redukciju rizika za idiopatski venski tromboembolizam kod Zena koje su
primale kalcijum i vitamin D suplementaciju (Blondon i sar., 2015). Jedan od
mogucéih mehanizama jeste i preko efekta vitamina D na imunski sistem. Celije
ovog sistema imaju znacajnu ulogu u vaskularnim bolestima koju ostvaruju preko
produkcije citokina i posledi¢ne imunomodulacije i inflamacije, kao jedne od
glavnih faktora koji su vazni u patofiziologiji sr¢anog zastoja i ateroskleroze
(Beveridge i sar., 2013). Studija Toderici i saradnika (2016) je ukazala na postojanje
novog elementa koji moze imati ulogu u ovoj patogenezi. Ovom studijom
identifikovane su tri genske mutacije (c.42-1087-1068dup, c.42-1060-1057dupTTGA,
c.42-1056G>A) u intronu 1, koriséenjem in sillico predikcije u JASPAR softveru,
koje se nalaze u VDRE sekvenci ATIII gena kod pacijenata koji imaju antitrombin
deficijenciju, podrzavajuci koncept regulatorne uloge vitamina D u transkripcionoj
kontroli ovog gena. Ista studija pokazala je da se polimorfizam u intronu 1-
rs2227589 (Toderici i sar., 2016), koji je analiziran i u nasoj studiji, ne nalazi u
VDRE elementu ATIII gena. Geneticke varijante u VDRE sekvenci ATIII gena
mogu pogorsati stanje deficijencije vitamina D. Jedno od mogucih objasnjenja je da
deficijencija vitamina D moZe da dovede do povecanog rizika za tromboze kod
osoba koje su nosioci specifi¢nih mutacija ili funkcionalnih polimorfizama u VDRE
sekvencama razli¢itih gena, kao i u VDR i RXR elementima koji su ukljuc¢eni u

metabolizam i aktivaciju vitamina D (Toderici i sar., 2016).
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Rezultati ispitivanja pojedina¢nih polimorfizama u genima za trombofiliju, i
njihova asocijacija sa odredenim patoloskim stanjem, dosta su kontroverzni. Kako
je put koagulacije veoma kompleksan, sa mnogobrojim faktorima koji ucestvuju u
uspostavljanju hemostatske ravnoteZze, jedan od ciljeva ovog rada bio je ispitivanje
interakcije polimorfizama u genima asociranim sa trombofilijom i detekcija

potencijalnih visokorizi¢nih genotipova za pojavu infertiliteta.

Pored koagulacije, novija istrazivanja sugerisu da procesi u organizmu ¢oveka u
kojima ucestvuje vitamin D mogu takode dovesti do pojave razli¢itih oboljenja, od
autoimunskih, preko malignih, do ginekoloskih (Colonese i sar., 2015). Osim
osnovne uloge u metabolizmu kalcijuma i fosfata, pokazana je i potencijalna uloga
vitamina D u imunskom, kardiovaskularnom i reproduktivnom sistemu. Prisustvo
receptora za vitamin D u reproduktivnim tkivima, kao i postojanje polimorfizama
u genu za receptor za vitamin D, sugeriSe njegov potencijalni znac¢aj u reprodukciji.
Pored toga, novije in silico prediktorne studije ukazale su na znacaj VDR, RXR i
VDRE elemenata u genima asociranim sa trombofilijom, kao i potencijalnim
mutacijama koje mogu objasniti ulogu vitamina D u povedanom riziku za
tromboticka stanja (Toderici i sar., 2016). Na osnovu svega toga postavljene su

sledece radne hipoteze:

> Visokorizi¢ni aleli u genima asociranim sa trombofilijom (FV 1691 G>A, FII
20210 G>A, MTHFR 677 C>T, MTHFR 1298 A>C, PAI-1 -675 4G/5G, ATIII
786 G>A, ACE 1I/D wn ITGB3 1565 T>C), kao i polimorfizmi u vitamin D
receptor genu (Fokl, Apal, Taql i Bsml) asocirani su sa pojavom primarnog
i sekundarnog idiopatskog infertiliteta.

> Interakcija izmedu gena asociranih sa trombofilijom, VDR gena, kao i svih
analiziranih gena zajedno, moZe dovesti do formiranja multilokusnih

genotipova koji mogu predstavljati rizik za reproduktivni neuspeh.
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» Postojanje specifi¢nih haplotipova na 3’ kraju VDR gena (Bsml-Apal-Taq])

asocirani su sa pojavom infertiliteta, primarnog i sekundarnog.
U cilju ispitivanja radnih hipoteza, postavljeni su slede¢i ciljevi istrazivanja:

1. Ispitati ucestalost etioloskih faktora infertiliteta u ispitivanim grupama i
postojanje eventualnih razlika izmedu ispitivanih grupa.

2. Utvrditi ucestalost genotipova i alela polimorfizama u genima za
trombofiliju, ispitati razlike u distribuciji genotipova i alela izmedu
ispitivanih grupa i izracunati rizik za nastanak idiopatskog infertiliteta u
odnosu na ispitivani polimorfizam.

3. Analizirati multilokusne interakcije u genima asociranim sa trombofilijom i
utvrditi da li ove interakcije formiraju visokorizi¢ne genotipove za pojavu
infertiliteta.

4. Utvrditi ucestalost genotipova i alela polimorfizama u VDR genu, ispitati
razlike u dobijenim ditribucijama izmedu analiziranih grupa i izrac¢unati
rizik za nastanak idiopatskog infertiliteta.

5. Ispitati postojanje haplotipskog bloka i LD-a izmedu polimorfizama u VDR
genu i utvrditi da li postoje razlike u distribuciji haplotipova izmedu
analiziranih grupa.

6. Analizirati multilokusne interakcije u VDR genu i ispitati moguce postojanje
visokorizi¢nih genotipova za nastanak infertiliteta.

7. Ispitati multilokusne interakcije svih ispitivanih polimorfizama u genima
asociranim sa trombofilijamai VDR genu i utvrditi postojanje visokorizi¢nih

genotipova za nastanak idiopatskog infertiliteta.
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3.1. Ispitivane grupe

Ispitanici koji su ukljuceni u ovu studiju bili su intervjuisani putem pismenog
standardizovanog medicinskog upitnika koji je sadrzao pitanja o komplikacijama
tokom trudnoce (tip infertiliteta, prethodne trudnoée, ponovljeni gubici ploda,
intrauterina smrt ploda, broj neuspesnih procedura vantelesne oplodnje),
trenuthnom i  prethodnom  zdravstvenom stanju (pojavi tromboza,
kardiovaskularnih oboljenja ili drugih bolesti kod ispitanika), porodi¢noj anamnezi
(koja je ukljucivala pitanja o postojanju kardiovaskularnih oboljenja, infertiliteta i
komplikacija tokom trudnoce u porodici), kao i informacije o Zivotnim navikama
(pusenje i fizicka aktivnost). Kriterijumi za iskljucivanje iz studije bili su: prisustvo
ste¢ene trombofilije (deficijencija proteina C, proteina S, antifosfolipidni sindrom i
lupus antikoagulans), kao i prisustvo poznatih moguéih uzro¢nika infertiliteta
(muski faktor, kongenitalne anomalije uterusa otkrivene ginekoloskim pregledom i
ultrazvuénom dijagnostikom, sindom policisti¢nih jajnika, endometrioza i drugi).
Svi testirani ispitanici dali su potpisani informisani pristanak za ukljuc¢ivanje u
studiju. Eticki komitet Medicinskog fakulteta u Beogradu je na sednici odrzanoj 25.

semptembra 2013. godine odobrio sprovodenje ove studije (broj 29/1X-19).

U studiju je uklju¢eno 117 pacijenata Zenskog pola sa idiopatskim infertilitetom, od
kojih je 58 (49.57%) bilo sa primarnim, a 59 (50.43%) sa sekundarnim infertilitetom.
Od Zena sa sekundarnim infertilitetom 52 (88.14%) je imalo najmanje jedan
spontani gubitak ploda, koji se kod 45 pacijentkinja dogodio u prvom trimestru
trudnoce, dok se kod 7 od njih gubitak ploda dogodio u drugom trimestru. Od
preostalih 7 (11.86%) pacijentkinja 5 je imalo biohemijski registrovanu trudnocu,
jedna pacijentkinja je imala vanmateri¢nu trudnocu, a za jednu pacijentkinju nije
bio dostupan podatak o vremenu gubitka ploda. Ispitanicama iz studijske grupe
utvrdivani su biohemijski parametri hemostaze i antitela na ste¢enu trombofiliju,

kako bi se selektovale osobe sa negativnim nalazom za ste¢enu trombofiliju.
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Kontrolnu grupu ¢inilo je 130 Zena, slinog geografskog porekla, koje imaju
najmanje jedno rodeno dete bez komplikacija. Sve Zene iz kontrolne grupe su bile
sa negativnom licnom anamnezom na tromboze i komplikacije pre, nakon ili u

toku trudnoce.
3.2. Bioloski uzorci i izolacija DNK

Prikupljeni bioloski uzorci pacijentkinja i kontrola bili su uzorci krvi (108
pacijentkinja, 30 kontrola) ili uzorci bukalne sluznice (9 pacijentkinja, 100 kontrola).
Ispitanicama se uzimao uzorak pune krvi u vakuum epruvete sa EDTA, ukupne
zapremine od 5ml. Za uzimanje bukalnog brisa koristio se plasti¢ni Stapic
(kolektor) kojim se nekoliko puta protrljala unutrasnja strana obraza. Iz
prikupljenih uzoraka krvi i brisa izolovana je ukupna DNK za analizu, pomocu
komercijalno dostupnog kita za neorgansku izolaciju (Qiagen, GmbH, Hilden,

Nemacka).

3.3. Real Time PCR genotipizacija
3.3.1. Genotipizacija Real Time PCR metodom sa TaqMan probama

Genotipizacija polimorfizama u genima za trombofiliju: FV 1691 G>A, FII 20210
G>A, MTHEFR 677 C>T, MTHFR 1298 A>C, PAI-1 -675 4G/5G, ATIII 786 G>A, ACE
I/D i ITGB3 1565 T>C sprovedena je primenom metode lancane reakcije
polimerizacije u realnom vremenu (engl. Real Time PCR) na Real-Time PCR ViiA7
instrumentu (Applied Biosystems, SAD). Za sve navedene polimorfizme, osim
PAI-1 4G/ 5G, koriséeni su komercijalno dostupni eseji (TagMan SNPs Genotyping
Assay, Applied Biosystems, SAD), sa razblazenjima 40x za prajmere i probe i 2x za
reakcioni rastvor (Universal TagMan Master Mix, Applied Biosystems, SAD).
Detalji o polimorfizmima analiziranim ovom metodom prikazane su u Tabeli 3.
Polimorfizam PAI-1 4G/5G analiziran je primenom specificno dizajniranih

prajmera i proba cije su sekvence navedene u Tabeli 4 (de Haas i sar., 2010). Pre
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reakcije genotipizacije, radena je kvantifikacija izolovane DNK sa komercijalno
dostupnim prajmerima i TagMan probom za hTERT (humana telomerazna
reverzna transkriptaza) (Applied Biosystems, SAD), po istom protokolu kao i
navedeni SNP polimorfizmi. Za reakcije genotipizacije je koris¢ena koncentracija

DNK izmedu 20 i 50 ng/ pl u ukupnom volumenu reakcionog rastvora.

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

Gen Polimorfizam HGV'S nomenklatura rs broj ID TagMan Assay
FVv 1691 G>A NM_000130.4:c.1601G>A rs6025 C__ 11975250 10
Fll 20210 G>A NM_000506.4:c.*97G>A rs1799963 | C__ 8726802 20
MTHER 677 C>T NM_001330358.1:c.788C>T rs1801133 | C__ 1202883 20

1298 A>C NM_001330358.1:c.1409A>C | rs1801131 | C___ 850486 20
ATIII 786 G>A NM_000488.3.c.41+141G>A rs2227589 | C__ 16180170 _20
ITGB3 1565 T>C NM_000212.2:c.176T>C rs5918 C___818008_30

HGVS-engl. Human Gene Variants Society

Komercijalno dizajniran kit za TagMan genotipizaciju sastojao se od wuzvodnog
(engl. Forward - F ) i nizvodnog (engl. Reverse - R) prajmera i dve TagMan probe
koje su komplementarne sa ciljnom sekvencom u kojoj se nalazi SNP od interesa.
TagMan probe su na svom 5" kraju obelezene fluorescentnom bojom (FAM ili VIC)
¢ije se oslobadanje i posledi¢na fluorescencija prati u realnom vremenu. Razlicito
obelezene TagMan probe koje se koriste za detekciju tackastih varijanti razlikuju se
samo u jednom nukleotidu, u odnosu na to da li je sekvenca komplementarna
divljem (wt) ili varijantnom alelu (mut). U intaktnom stanju probe ne fluoresciraju

~ A

zato $to se na 3’ kraj probe nalazi ,prigusivac” (engl. Quencher) koji inhibira
emitovanje fluorescentnog signala preko transfera energije fluorescentnom
rezonancijom (engl. Fluorescence Resonance Energy Transfer - FRET). Kod ovog tipa
fluorescencije, dva molekula koja su udaljena ne vise od 10 nanometara, mogu da
prenesu energiju bez zracenja, odnosno putem rezonancije. Energija fluorescencije

sa fluorescentne hromofore se prebacije na prigusivac, ukoliko su i prigusivac i

hromofora na bliskom rastojanju (na primer na istoj kratkoj probi). Hidroliza probe
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razdvaja ove molekule, tako da se fluorescencija sa hromofore moze detektovati.
Nakon hibridizacije prajmera i probe sa ciljnom sekvencom, Taq polimeraza vrsi
ekstenziju i istovremeno hidrolizuje komplementarnu TagMan probu sa 5" kraja,
¢ime se fluorescentna boja oslobada od prigusivaca i emituje se fluorescenca u
reakcionom rastvoru. Kod homozigotnog genotipa (bilo wt ili varijantnog)
instrument detektuje samo jednu boju, dok ¢e prisustvo heterozigota pokazivati
obe fluorescentne boje (Brajuskovié, 2012). Alel-specificne fluorescentne krive
detektovane su i analizirane uz pomo¢ QuantStudio Real Time PCR softvera, v. 3.2

(Applied Biosystems, SAD).

Tabela4. Sekvence uzvodnog (F) i nizvodnog (R) prajmera za ACE i PAI-1 polimorfizam.

Gen | Polimorfizam HGVS nomenklatura Sekvence uzvodnog (F) i nizvodnog (R)
prajmera
F:55GCCAGACAAGGTTGTTGACACA 3
R:5' GCCGCCTCCGATGATACA 3
= 675 4G/5G Sekvence TaaM b
E (151799889) NM_000602.4:c.-816A>G ekvence TagMan proba
5 VIC-TCCCCACGTGTCCA-MGB 3’
5 FAM-CTCCCCCACGTGTC-MGB 3
EJ) I/ID NM_000789.3:c.2306-119 2306- | F:5° CTGGAGA CCACTCCCATCCTTTCT 3
b (rs1799752) 118insSATACAGTCACTTTTTTT | R:5GATGTGGCCATCACATTCGTCAGAT 3’

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

Rezultati za ACE I/D polimorfizam dobijeni su primenom HRM (engl. High
Resolution Melting - HRM) PCR metode koja je razvijena i validirana u nasoj
laboratoriji (engl. in house). U reakciji je koris¢en HRM Master Mix (Thermo Fisher
Scientific, SAD) u totalnom volumenu reakcije od 20uL, dok je finalna
koncentracija prajmera u reakciji iznosila po 0.45uM. Sekvence prajmera prikazane
su u Tabeli 4 (preuzete iz Munhoz i sar., 2005). PCR amplifikacija i utvrdivanje
krive topljenja amplikona radeni su na ViiA 7 Real Time instrumentu (Applied
Biosystems, SAD), a rezultati su analizirani koriséenjem QuantStudio Real Time
PCR softvera, v. 3.2 (Applied Biosystems, SAD). Nakon 40 ciklusa amplifikacije (15
sekundi denaturacije na 95°C i 1 minut hibridizacije i ekstenzije prajmera na 62°C),
dobijeni PCR produkti su denaturisani 10 sekundi na 95°C, zatim hibridizovani 1
minut na 62°C, nakon c¢ega je raden korak topljenja fragmenata na temperaturama
od 62°C do 95°C, sa brzinom promene od 0.02°C/sekundi. Profili topljenja su
analizirani koris¢enjem HRM Softver Modula za ViiA7 System (Applied
Biosystems, SAD), koji nam omogucdava razlikovanje ACE genotipova (D ili I) na
osnovu oblika krive topljenja i vrednosti tacke topljenja amplikona (Tm vrednost).
Dobijeni genotipovi su provereni na podgrupi od 20 uzoraka, elektroforezom na
gelu, pri ¢emu su dobijeni rezultati bili 100% konzistentni sa rezultatima HRM

analize.
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34. Genotipizacija RFLP metodom

Polimorfizmi u genu za receptor za vitamin D: Fokl (rs2228570;
NM_000376.2:c.2T>C), Bsml (rs1544410; NM_000376.2:c.1024+283G>A), Apal
(rs7975232; NM_000376.2:c.1025-49G>T) i Taql (rs731236; NM_000376.2:¢c.1056T>C)
tipizirani su analizom polimorfizama duZzine restrikcionih fragmenata (engl.
Restriction Fragment Length Polymorphisms - RFLP). Segmenti DNK koji sadrze
analizirane polimorfizme umnozavani su primenom PCR reakcije, koris¢enjem
Green Taq Master Mixa (Thermo Fisher Scientific,c, SAD) sa odgovarajuc¢im
uzvodnim i nizvodnim prajmerima (sekvence prajmera date su u Tabeli 5) u
ekvimolarnoj koncentraciji od po 0.2uM, po slede¢em termalnom profilu: 95°C -
3min, 10 ciklusa: 95°C-30sek, 65°C-30sek, 72°C -1min, 30 ciklusa: 95°C-30sek, 60°C-
30sek i 72°C-1min, finalna elongacija 72°C-5min. Nakon dobijanja PCR produkta,
amplikoni su digerirani pomocu odgovarajucih restrikcionih enzima: Fokl, Bsml,
Apal i Taql (New England Biolabs, SAD). Digestija za sva 4 analizirana
polimorfizma vrSena je preko no¢i, na optimalnoj temperaturi specifi¢noj za svaki
od primenjenih enzima: Fokl na 25°C, Apal na 37°C, a Taql i Bsml na 65°C. Nakon
zavrsene digestije, restrikcioni fragmenti su analizirani na 2% agaroznom gelu
bojenom etidijum bromidom. Elektroforeza se odvijala u 0.5xTBE puferu, pri
konstantnom naponu od 200V, u trajanju od 30min. Gel je analiziran pod UV
svetlos¢u transiluminatora (Vilber Lourmat, Francuska). Za utvrdivanje duZzine
restrikcionih fragmenata koris¢en je Lonza 100bp DNA leder (Lonza, SAD). Malim
slovima (pocetno slovo naziva restrikcionog enzima) obeleZavano je prisustvo
restrikcionog mesta, dok je velikim slovima oznacavano odsustvo restrikcionog
mesta u datom polimorfizmu. Informacije o analiziranim polimorfizmima, kao i

duZzinama restrikcionih fragmenata date su u Tabeli 5

75



Materijal i metode

Tabela 5. Detalji o polimorfizmima analiziranih RFLP metodom.

Gen | Polimorfizam | Pozicija | Sekvence uzvodnog (F) i nizvodnog (R) prajmera | Enzim Restrikciono mesto Produkt
, 1
rs2228570 Egzon 2 | F:iS'GATGCCAGCTGGCCCTGGCACTG3' ok 5'..GGATG(N)s"...3 | T (f): 1980p+75bp
T/C ili fIF +27823 | R: 5'"ATGGAAACACCTTGCTTCTTCTCCCTC3' 51 GGATG(N)sr...3" C (F):273bp
, ! G (b):648bp+175b
rs1544410 intron 8 | £ 3 CAACCAAGACTACAAGTACCGCGTCAGTGA3” | o 5'..GAATGCN"...3 AEB))_SZ%Z P
r | G/A il b/B R: 5’ AACCAGCGGAAGAGGTCA AGGG3’ 5. CTTAC{GN...3'
|
> | 157975232 Intron 8 Apal 5..666CC C...3 G (a):831bp+245hp
GIT ili a/A +61888 : , T (A):745b
F: 54GAGCATGGACAGGGAGCAAG3' 5'...C1CCGGG...3 (A):743bp
R: 5'GCAACTCCTCATGGCTGAGGTCTCA3’
rs731236 Egzon 9 Tag 5’...TlCGA...3 T (T):496bp+249bp
T/IC ili Th +61938 5. AGCqT...3' C(t):293bp+251bp+201bp
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3.5. Statisticka analiza

Za analizu distribucije ucestalosti, kako genotipova tako i alela, koris¢en je SPSS
statisticki program (v. 17.0 IBS SPSS Inc., SAD). Tablice kontigencije su analizirane
primenom hi-kvadrat testa (x2?), a u slucaju kada su dobijene ucestalosti bile manje

od 5% koriscen je FiSerov egzakini test.

Rizik koji nosi odredeni alel ili genotip za pojavu pracenog stanja (infertiliteta
posmatranog kao jedinstven klinicki entitet, odnosno primarnog ili sekundarnog
infertiliteta, posmatranih zasebno) procenjivao se primenom logisticke regresione
analize, kojom je racunat odnos Sansi (engl. Odds Ratio - OR) sa intervalom
poverenja (engl. Confidance Interval - CI) od 95%, koriS¢enjem statistickog paketa
SPSS v. 17.0. Ukoliko su p vrednosti iznosile < 0.05, razlike su smatrane statisticki
znacajnim. Regresiona analiza je metoda pomocu koje se analizira povezanost
izmedu zavisnih i nezavisnih promenljivih. Posebna forma regresione analize je
logisticka regresija koja se koristi kada zavisna varijabla moZe da uzima samo dve
vrednosti (rede viSe od dve), dok nezavisne promenljive mogu biti numericke,
kategorijalne ili njihova kombinacija. Zbog prirode zavisne promenljive, logisticki
regresioni model se naziva i binarni logisticki regresioni model. Zavisna
promenljiva se kodira tako Sto se jednom ishodu dodeljuje 1, a drugom 0. Da bi se
dobio logisticki regresioni model, potrebno je izvrsiti odredenu transformaciju
zavisne promenljive, koja se naziva logit transformacija. Logit transformacija
predstavlja prirodni logaritam unakrsnog odnosa varijabli. Unakrsni odnos ili
odnos Sansi daje meru povezanosti nezavisne promenljive sa ishodom od interesa.
Sansa je odnos verovatnoca da se dogadaj desi prema verovatno¢i da se dogadaj ne
desi. Ukoliko je OR=1, ni jedna od grupa nema niti ve¢u niti manju Sansu za
ostvarivanje ishoda. Ukoliko je OR veci od 1 to znaci da ako se ta prediktorska
varijabla poveca, rizik da binarna varijabla dobije vrednost 1 se takode povecava.

Ako je OR manje od 1 to znac¢i da ako se ta prediktorska varijabla povecava
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smanjuje se rizik da binarna varijabla dobije vrednost 1 (Peng et al, 2002;

Sperandei, 2014).

Interakcija gena, odnosno ispitivanih polimorfizama, identifikovana je koris¢enjem
analize generalizovane multifaktorske redukcije dimenzionalnosti (engl.
Generalized Multifactor Dimensionality Reduction - GMDR) (GMDR softver, v. 0.9).
Ovaj neparametarski statisticki pristup omogucava otkrivanje i opisivanje
nelinarnih interakcija izmedu diskretnih genetickih faktora i sredinskih faktora,
kako onih sa diskretnom, tako i onih sa kontinualnom distribucijom. Najbolji
model odabran je prema parametrima CVC (engl. Cross Validation Consistency),
TrBA (engl. Training Balanced Accuracy), TeBA (engl. Testing Balanced Accuracy) i p
vrednosti. Vrednosti p< 0.05 smatrane su statisticki znacajne. TrBA predstavlja
preciznost ,ucenja” programskog procesa na osnovu nasih parametara (u ovom
slucaju ispitivanih polimorfizama prisutnih kod osoba u razli¢itim grupama), dok
TeBA predstavlja preciznost testiranog procesa na osnovu prethodno ,naucenog”
modela. Naime, ovaj statisticki model najpre za svaku kombinaciju genotipova (na
svakom nivou, tj. uzimajuéi u obzir dva lokusa, tri lokusa itd.) procenjuje rizik na
osnovu toga da li se takva kombinacija ¢eSce javlja u grupi pacijentkinja ili u
kontrolnoj grupi. Na taj nacin se viSe dimenzija (pri ¢emu je broj dimenzija
odreden brojem ispitivanih lokusa) svodi na jednu dimenziju (kombinaciju stanja
na lokusima koji su definisani modelom). Ova selekcija rizi¢nih genotipova se ne
obavlja na ¢itavom uzorku, veé se ¢itav uzorak nasumic¢no deli u deset grupa, a
»~ucenje” se obavlja na delu uzorka koji se sastoji od devet desetina celokupnog
ispitivanog uzorka. Tokom ucenja, odabira se onaj model (kombinacija genotipova)
koji najmanje , gresi”, odnosno koji u navecem broju slucajeva klasifikuje jedinke u
odgovarajucu grupu. Ukoliko se rizi¢ni genotip zaista otkrije kod pacijentkinje,
rezultat za tu osobu se definise kao , pravi pozitivni“, a ukoliko je pronaden u

kontrolnoj grupi- kao ,lazno pozitivni“. Preciznost modela (kako tokom , u¢enja”
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tako i prilikom primene ,naucenog”) predstavlja prose¢nu vrednost senzitivnosti i
specifi¢nosti ((senzitivnost+specifi¢nost)/2)), pri ¢emu je senzitivnost = pravi
pozitivni/(pravi pozitivni+lazno pozitivni), dok je specificnost = pravi
negativni/(lazno pozitivni + pravi negativni). Oba parametra (balansirana
preciznost ucenja, engl. Training Balanced Accuracy i balansirana preciznost
testiranja naucenog, engl. Testing Balanced Accuracy) mogu da imaju vrednosti od 0
do 1, pri ¢emu program ,bira” modele koji su uspesniji u predikciji kombinacije
genotipova koji leZe u osnovi infertiliteta (tj. kod kojih su njihove vrednosti vece-
blize broju 1). Nakon procesa ,ucenja“, u svakoj od 10 podgrupa se testira
validnost modela pronadenog, odnosno ,naucenog” tokom procesa ucenja, tj.
procenjuje se prediktivnha sposobnost modela. Parametar CVC oznacava u kom je
broju eksperimenata unakrsne validacije (od mogucih 10) ispitivani polimorfizam
uklju¢en u analizu. Sto su rezultati unakrsne validacije konzistentniji, to je
pronadeni model pouzdaniji u predikciji analiziranog stanja na osnovu
kombinacije genotipova. Dakle, multilokusni genotipovi se ovom analizom
kalasifikuju u visokorizi¢ne i niskorizi¢ne klase, ¢ineé¢i da se veci broj genotipova

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

Za analizu haplotipova polimorfizama u VDR genu koriséen je kompjuterski
program Haploview v. 4.2. kojim se identifikuju haplotipski blokovi i izrac¢unavaju
vrednosti neravnoteZze vezanosti izmedu ispitivanih polimorfizama. Haploview je
dizajniran tako da, na osnovu dobijenih genotipova za ispitivane polimorfizme,
omogucava sveobuhvatnu analizu haplotipova za razli¢ite veli¢ine podataka, koja
obuhvata informacije o LD-u, haplotipskim blokovima, kao i asocijaciju
pojedina¢nih markera uklju¢enih u analizu. Haploview takode omogudava
racunanje ucestalosti haplotipova u analiziranim grupama nesrodnih osoba (u
nasem slucaju pacijenti i kontrole), primenom matemati¢ckog EM (engl. Expectation

Maximisation) algoritma. Za identifikaciju haplotipskih blokova koriséena je opcija
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Solid Spine, jer je najfleksibilnija sa najslabijim uslovima ¢ime se povecava Sansa da
se na relativno maloj studijskoj grupi identifikuje haplotipski blok. Zasniva se na
kriterijumima da su prvi i poslednji SNP u jakom LD-u, dok se SNP-ovi izmedu
mogu nalaziti u slabom LD-u ili ¢ak nisu medusobno u LD-u (Barret i sar., 2005;

Fallin i Schork, 2000).
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Rezultati dobijeni ovom studijom predstavljeni su u 4 poglavlja. U prvom delu
prikazana je analiza zastupljenosti razli¢itih etioloskih faktora kod ispitivanih
grupa i postojanje razlike izmedu grupa (4.1). Nakon toga navedeni su rezultati
analize polimorfizama u genima asociranim sa trombofilijom (4.2.), ucestalosti
alela i genotipova pojedinac¢nih lokusa (4.2.1.), kao i multilokusne interakcije ovih
polimorfizama (4.2.2.). Rezultati analize polimorfizama u VDR genu prikazani su u
narednom poglavlju kao pojedina¢no analiziranu lokusi (4.3.1.), multilokusne
SNP-SNP interakcije (4.3.2.) i analiza haplotipova (4.3.3.). U poslednjem poglavlju
prikazani su rezultati ispitivanja interakcija izmedu svih analiziranih

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

4.1. Analiza zastupljenosti etioloskih faktora kod ispitivanih
grupa

Analiza zastupljenosti etioloskih faktora (pozitivna porodi¢na anamneza, sport i
pusenje) u ispitivanim grupama, za ispitanike ¢iji su podaci bili dostupni za ovu
analizu, prikazani su u Tabeli 6. Statisticki znacajna veza pokazana je izmedu
pozitivne porodi¢ne anamneze i infertiliteta, i to kako primarnog tako i
sekundarnog (p<0.001, x2 test). Naime, 45% ispitanica (54.2% u grupi sa primarnim
infertilitetom i 41.9% u grupi sa sekundarnim infertilitetom) prijavilo je prisustvo
nekog od pracenih parametara (prisustvo kardiovaskularnih oboljenja, infertiliteta
ili komplikacija u trudno¢i) kod ¢lanova svojih porodica, za razliku od samo 4%
Zena u kontrolnoj grupi. Pozitivha porodi¢na anamneza bila je prisutnija kod
pacijentkinja sa primarnim infertilitetom u odnosu na pacijentkinje sa
sekundarnim infertilitetom ali ova razlika nije dostigla statisticku znacajnost.
Zastupljenost pusenja i bavljenja sportom kod ispitanika u analiziranim grupama
je bila bez znacajne razlike (p>0.05). U Tabeli 7 prikazan je izra¢unat rizik u odnosu

na etioloski faktor kod ispitivanih grupa. Ova analiza je pokazala da prisustvo
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nekog od elemenata pozitivne porodi¢ne anamneze povecava rizik za infertilitet
¢ak 20 puta (95% CI 6.8-62.7), i to 28 puta za primarni infertilitet i 17 puta za

sekundarni infertilitet.

83



Rezultati

Tabela 6. Ucestalost etioloskih faktora i njihova razlika izmedu ispitivanih grupa.

Faktor Kontrola | Pacijenti | Primarni | Sekundarni | Kont. vs Pacijenti | Kont. vs Prim. | Kont. vs Sek. | Prim vs Sek.
n®) | n(®%) | n(%) n (%) P P P P
Porodicna | Pozitivna 4(4.0) | 31(46.3) | 13(54.2) | 18 (41.9) . . .
anamneza | Negativna | 96 (96.0) | 36 (53.7) | 11 (45.8) | 25 (58.1) <0.001 <0.001 <0.001 0333
Da 19 (29.7) | 23(33.8) | 7(29.2) | 16 (36.4)
.61 .962 4 .54
Sport Ne 45 (70.3) | 45 (66.2) | 17 (70.8) | 28 (63.6) 06 0.96 0.466 0549
" Da 22 (32.4) | 14 (21.9) | 3(14.3) | 11 (25.6)
P A77 107 A47 .
WS | Ne/bivsi 46 (67.6) | 50 (78.1) | 18 (85.7) | 32 (74.4) 0 0.10 0 0-305
*za statistiCku znacajnost p<0.05, Kont.-kontrola, Prim.-primarni, Sek.-sekundarni
Tabela 7. Etiolo$ki faktori i rizik za nastanak infertiliteta.
Faktor Kontrola vs Pacijenti Kontrola vs Primarni Kontrola vs Sekundarni
OR (95% ClI) p OR (95% CI) p OR (95% ClI) p
Porodi¢na anamneza | 20.667 (6.814-62.679) | <0.001* | 28.364 (7.866-102.281) | <0.001* | 17.280 (5.366-55.642) | <0.001*
Pusenje 0.585 (0.268-1.278) | 0.179 | 0.348 (0.093-1.309) | 0.119 | 0.716 (0.306-1.686) | 0.448
Sport 1.211 (0.581-2.524) | 0.610 | 0.975 (0.348-2.734) | 0.962 | 1.353 (0.599-3.059) | 0.467

*za statisticku znacajnost p<0.05
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4.2. Analiza polimorfizama asociranih sa trombofilijom

Analiza pojedinacnih lokusa, distribucija alela i genotipova radena je u SPSS
statistickom programu. Dobijene ucestalosti bile su u saglasnosti sa u¢estalostima
oc¢ekivanim iz Hardi Vajnbergove proporcije (engl. Hardy-Weinberg Equilibrium -
HWE) , za sve polimorfizame, osim za FVL i FII 20210 G>A u grupi pacijenata, FII
20210 G>A u podgrupi sa primarnim infertilitetom i u podgrupi sa sekundarnim
infertilitetom FVL i ITGB3 1565 T>C. U kontrolnoj grupi odstupanje od oc¢ekivanih
ucestalosti uoceno je kod MTHFR 1298 A>C i ACE 1/D polimorfizma (Tabela 8).
Nakon Bonferoni aproksimacije, koja postavlja novu grani¢nu vrednost na
p<0.00156, samo je FVL ostao sa znacajnim odstupanjem od HWE u ukupnoj grupi

pacijenata i podgrupi sa sekundarnim infertilitetom (p<0.00156) (Tabela 8).
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Tabela 8. Dobijene i ofekivane ucestalosti genotipova za ispitivane polimorfizme u genima asociranim sa trombofilijom u kontrolnoj grupi i
grupama pacijentkinja sa infertilitetom.

Gen Kontrole Kontrole Pacijenti Pacijenti Primarni Primarni Sekundarni Sekundarni
Genotip n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
SNP dobijeno ocekivano dobijeno ocekivano dobijeno ocekivano dobijeno ocekivano
FV GG 126 (96.9) 126.0 (97.0) 108 (92.3) 106.3 (90.8) 52 (89.7) 51.2 (88.3) 56 (94.9) 55.1 (93.4)
1691 G>A GA 4 (3.1) 3.9 (3.0) 7 (6.0) 10.5 (9.0) 5 (8.6) 6.6 (11.4) 2(34) 3.9 (6.6)
AA 0 (0.0 0.0 (0.0) 2 (L7 0.3 (0.2) 1(L7) 0.2 (0.3) 1(L7) 0.01 (0.02)
HWE p 0.86 <0.001* 0.07 <0.001*
FIl GG 129 (99.2) 129.0 (99.2) 109 (93.2) 108.2 (92.5) 53 (91.4) 52.2 (90.0) 56 (94.9) 56.0 (94.9)
20210 G>A GA 1(0.8) 1.0 (0.8) 7 (6.0) 8.7 (7.4) 4 (6.9) 5.7 (9.8) 3(5.1 2.9 (4.9
AA 0 (0.0 0.0 (0.0) 1(0.8) 0.2 (0.2) 1(1.7) 0.2 (0.3) 0 (0.0) 0.0 (0.0)
HWE p 0.96 0.04* 0.02* 0.84
cC 51 (39.2) 53.63 (41.2) 50 (42.7) 49.4 (42.2) 25 (43.1) 25.6 (44.1) 25 (42.49) 23.8 (40.3)
677 C>T CT 65 (50.0) 59.73 (46.0) 52 (44.4) 53.3 (45.5) 27 (46.6) 25.9 (44.7) 25 (42.4) 27.3 (46.3)
E TT 14 (10.8) 16.63 (12.8) 15 (12.8) 14.4 (12.3) 6 (10.3) 6.6 (11.4) 9 (15.2) 7.8 (13.2)
T HWE p 0.31 0.80 0.74 0.51
— AA 59 (45.4) 53.6 (41.2) 46 (39.3) 48.7 (41.6) 24 (41.4) 249 (42.9) 22 (37.3) 23.8 (40.3)
> 1298 A>C AC 49 (37.7) 59.7 (46.0) 59 (50.4) 53.6 (45.8) 28 (48.3) 26.2 (45.2) 31 (52.5) 27.3 (46.3)
CcC 22 (16.9) 16.6 (12.8) 12 (10.3) 14.7 (12.6) 6 (10.3) 6.9 (11.9) 6 (10.2) 7.8 (13.2)
HWE p 0.04* 0.27 0.60 0.30
PAI-1 5G5G 20 (15.4) 20.8 (16.0) 22 (18.8) 19.3 (16.5) 13 (22.4) 10.3 (11.8) 9(15.2) 9.0 (15.3)
-675 4G/5G 5G4G 64 (49.2) 62.4 (48.0) 51 (43.6) 56.4 (48.2) 23 (39.7) 28.3 (48.8) 28 (47.5) 28.1 (47.6)
4G4AG 46 (35.4) 46.8 (36.0) 44 (37.6) 413 (35.3) 22 (37.9) 19.3 (33.3) 22 (37.3) 22.0 (37.3)
HWE p 0.77 0.30 0.15 0.95
ATIII GG 107 (82.3) 106.2 (81.7) 95 (81.2) 96.0 (82.1) 43 (74.1) 44.2 (76.2) 52 (88.1) 52.2 (88.5)
786 G>A GA 21 (16.2) 226 (17.4) 22 (18.8) 19.9 (17.0) 15 (25.9) 13.1 (22.6) 7 (11.9) 6.6 (11.2)
AA 2 (L5 1.2 (0.9) 0 (0.0 1.0 (0.9 0 (0.0 1.0 (1.7) 0 (0.0 0.2 (0.3)
HWE p 0.42 0.26 0.26 0.63
ACE ] 30 (23.1) 224 (17.2) 23 (19.7) 18.89 (16.1) 11 (19.0) 8.0 (13.8) 12 (20.3) 11.0 (18.6)
1/D ID 48 (36.9) 63.1 (48.6) 48 (41.0) 56.2 (48.1) 21 (36.2) 27.1 (46.7) 27 (45.8) 29.0 (49.2)
DD 52 (40.0) 44.4 (34.2) 46 (39.3) 419 (35.8) 26 (44.8) 23.0 (39.7) 20 (33.9) 19.0 (32.2)
HWE p 0.006* 0.11 0.09 0.60
ITGB3 TT 89 (68.5) 88.89 (68.4) 87 (74.4) 84.6 (72.3) 41 (70.7) 40.6 (70.0) 46 (78.0) 44.1 (74.7)
1565 T>C TC 37 (28.5) 37.21 (28.6) 25 (21.4) 29.8 (25.4) 15 (25.9) 15.9 (27.4) 10 (16.9) 13.8 (23.4)
cC 4 (3.1) 3.89 (3.0) 5(4.3) 26 (22 2 (3.4) 1.6 (2.8) 3(5.1 1.1 (1.9)
HWE p 0.95 0.08 0.67 0.03*

*za statisticku znacajnost p<0.05
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Rezultati

4.2.1. Pojedina¢no analizirani polimorfizmi asocirani sa trombofilijom

Rezultati analize ucestalosti alela i genotipova u genima asociranim sa
trombofilijom prikazani su u Tabeli 9 i Tabeli 10, respektivno. U ispitivanom
polimorfizmu FV 1691 G>A uocena je statisticki znacajna razlika u ucestalosti
visokorizi¢nog alela izmedu kontrolne i grupe infertilnih pacijentkinja (1.5% vs.
4.7%, p=0.036, FiSerov test), kao i izmedu kontrolne i podgrupe pacijentkinja sa
primarnim infertilitetom (1.5% vs. 6%, p=0.023, Fierov test). Uoc¢eno je povecanje
ucestalosti visokorizi¢nog alela 1691A kod podgrupe sa sekundarnim infertilitetom
u odnosu na kontrolnu grupu (3.4% vs. 1.5%, p=0.215, FiSerov test), kao i razlika u
ucestalosti alela A izmedu podgrupe sa primarnim i podgrupe sa sekundarnim
infertilitetom (6.0% wvs. 3.4%, p=0.373, FiSerov test). Analiza distribucije FVL
genotipova (Tabela 10) pokazala je vecu ucestalost heterozigotnog i homozigotnog
genotipa za mutaciju u grupi pacijentkinja nego u kontrolnoj grupi koja nije

dostigla statisticki znacajnu razliku (p>0.05, x? test).

Slican obrazac razlika izmedu ispitivanih grupa uocen je i kod rezultata analize
polimorfizma FII 20210 G>A. Ova analiza je pokazala da postoji statisti¢ki zna¢ajno
veca ucestalost visokorizi¢nog alela u ukupnoj grupi pacijenata (3.8%, p=0.0064,
FiSerov test), kao i u podgrupi sa primarnim infertilitetom (5.2%, p=0.0041, Fiserov
test), u odnosu na kontrolnu grupu (0.4%). U podgrupi pacijenata sa sekundarnim
infertilitetom (2.5%) u odnosu na kontrolu (0.4%) povecanje ucestalosti
visokorizi¢nog alela nije dostiglo statisticku znacajnost (p>0.05, x? test i FiSerov
test), dok u odnosu na primarni infertilitet nije bilo znacajne razlike izmedu dve
podgrupe. Razlike u ucestalostima genotipova izmedu kontrolne grupe i ukupne
grupe pacijenata, kao i izmedu kontrolne grupe i podgrupe pacijenata sa

primarnim infertilitetom, bile su znacajne (p=0.038, odnosno p=0.017, ¥ test).
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Rezultati

U drugim ispitivanim polimorfizmima asociranim sa trombofilijom (MTHFR 677
C>T i 1298 A>C, ATII G>A, PAI-1 4G/5G, ACE 1/D i ITGB3 T>C) nije uocena
statisticki znacajna razlika u ucestalostima alela i genotipova izmedu analiziranih

grupa (p>0.05, x2 test) (Tabele 91 10).

Analizom polimorfizama u MTHFR genu nije pronadena osoba koja bi imala
diplotipsku kombinaciju TT/CC na ova dva blisko postavljena lokusa. Naime, u
ovom genu utvrdene su samo tri kombinacije alela za ove dve pozicije:
677C/1298A, 677C/1298C i 677T/1298A, dok su retki rekombinanti 677T/1298C
isklju¢eni, najverovatnije selekcijom. Ova tri haplotipa, ¢ije su ucestalosti prikazane
u Tabeli 9, definisu ukupno Sest mogucih diplotipova, sa ucestalostima prikazanim
u Tabeli 10. Najucestaliji diplotip u kontrolnoj grupi bio je CT/AA sa 26.2%, dok je
u celokupnoj grupi pacijenata, kao i u podgrupi sa primarnim infertilitetom,
najucestaliji bio diplotip CC/AC sa 25.6% i 25.9%, respektivno. U podgrupi
pacijentkinja sa sekundarnim infertilitetom, najucestaliji diplotip bio je CT/AC sa
27.1%. Distribucije dobijenih diplotipova analizirane su x? testom koji je pokazao

da nema znacajne razlike izmedu analiziranih grupa (p>0.05).
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Rezultati

Tabela 9. Uéestalost alela ispitivanih polimorfizama asociranih satrombofilijom u kontrolnoj grupi, u grupi
pacijenata sa infertilitetom, kao i u podgrupama sa primarnim i sekundarnim infertilitetom.

Gen Kontrola Pacijenti Primarni Sekundarni Kontr.c.)la \.IS' Kon.trola YS' Kontrola VS.'
Alel Pacijenti Primarni Sekundarni
SNP n (%) n (%) n (%) n (%)
p p p
FVv G 256 (98.5 223 (95.3 109 (94.0 114 (96.6
(98) 3 (940) (%6.6) 0.036*! 0.024*! 0.215
1691 G>A A | 415 11 (4.7) 7 (6.0) 4 (3.4)
Fll G 259 (99.6 225 (93.2 110 (94.8 115 (97.5
(99) (932 (948) o79) 0.006*! 0.004*! 0.092!
20210 G>A A 1(0.4) 9 (3.8) 6 (5.2) 3(25)
MTHFR C | 167 (642) | 152 (65.0) | 77 (66.4) 75 (63.6)
0.866 0.687 0.900
677 C>T T 93 (35.8) 82 (35.0) 39 (33.6) 43 (36.4)
MTHFR A 167 (64.2) 151 (64.5) 76 (65.5) 75 (63.4)
0.945 0.810 0.900
1298 A>C C 93 (35.8) 83 (35.5) 40 (34.5) 43 (36.4)
MTHER CIA | 74 (284) 69 (29.5) 37 (31.9) 32 (27.1)
677/1298 C/IT | 93 (35.8) 83 (35.5) 40 (34.5) 43 (36.45) 0.966 0.794 0.932
T/A | 93 (35.8) 82 (35.0) 39 (33.6) 43 (36.45)
PAI-1 5G | 104 (40.0) 95 (40.6) 49 (42.2) 46 (39.0)
0.865 0.662 0.874
675 4G/5G 4G | 157 (60.0) | 139 (59.4) | 67 (57.8) 72 (61.0)
ATI G 235 (90.4) 212 (90.6) 101 (87.1) 111 (94.1)
0.936 0.335 0.233
786 G>A A | 25 (9.6) 22 (9.4) 15 (12.9) 7 (5.9)
ACE I 108 (41.54) | 94 (40.2) 43 (37.1) 51 (43.2)
0.758 0.414 0.759
I/D D | 152 (58.46) | 140 (59.8) | 73 (62.9) 67 (56.8)
ITGB3 T | 215(827) | 199 (85.0) | 97 (83.6) 102 (86.4)
0.479 0.825 0.359
1565 T>C C | 45 (17.3) 35 (15.0) 19 (16.4) 16 (13.6)

*Zza statisticku znacajnost p<0.05;

'one tailed Fiserov egzaktni test, koriséen kada su oekivane uéestalosti manje od 5



Rezultati

Tabela 10. Ucestalost genotipova ispitivanih polimorfizama asociranih sa trombofilijom u kontrolnoj grupi, u grupi pacijenata sa infertilitetom, kao
i u podgrupama sa primarnim i sekundarnim infertilitetom.

Gen ; Kontrola Pacijenti Primarni Sekundarni Kontrola Kontrpla Kontrola
SNP Genotip n (%) n (%) h (%) n (%) vs. FIJDac. VS. II;’rlm. vs. pSek.
Fv GG 126 (96.9) 108 (92.3) 52 (89.7) 56 (94.9)
GA 4 (3.1) 7 (6.0) 5 (8.6) 2 (34) 0.171 0.08 0.327
1691 G>A AA 0(0.0) 2 (L7) 1(L7) 1(17)
Ell GG 129 (99.2) 109 (93.2) 53 (91.4) 56 (94.9)
GA 1(0.8) 7(6.0) 4 (6.9) 3(5.1) 0.038* 0.017* 0.056
20210 G>A AA 0 (0.0) 1(0.8) 1(L7) 0(0.0)
cC 51 (39.2) 50 (42.7) 25 (43.1) 25 (42.4)
677 C>T CT 65 (50.0) 52 (44.4) 27 (46.6) 25 (42.4) 0.668 0.881 0.531
TT 14 (10.8) 15 (12.8) 6 (10.3) 9 (15.2)
AA 59 (45.4) 46 (39.3) 24 (41.4) 22 (37.3)
1298 A>C AC 49 (37.7) 59 (50.4) 28 (48.3) 31 (52.5) 0.090 0.300 0.136
cc 22 (16.9) 12 (10.3) 6 (10.3) 6 (10.2)
T CCIAA 11 (85) 8 (6.8 4 (6.9) 4 (6.8)
T CCIAC 18 (13.8) 30 (25.6) 15 (25.9) 15 (25.4)
s cc/ce 22 (16.9) 12 (10.3) 6 (10.3) 6 (10.2)
677C>T/1298A>C | CT/AA 34 (26.2) 23 (19.7) 14 (24.1) 9 (15.2)
diplotipske CT/AC 31 (23.8) 29 (24.8) 13 (22.4) 16 (27.1) 0.158 0.454 0.188
kombinacije TT/AA 14 (10.8) 15 (12.8) 6 (10.3) 9 (15.2)
TTIAC 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
CT/CC 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
TT/CC 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
PAIL 5G5G 20 (15.4) 22 (18.8) 13 (22.4) 9 (15.2)
675 4G/5G 5G4G 64 (49.2) 51 (43.6) 23 (39.7) 28 (47.5) 0.629 0.369 0.967
4GAG | 46 (35.4) 44 (37.6) 22 (37.9) 22 (37.3)
ATII GG 107 (82.3) 95 (81.2) 43 (74.0) 52 (88.1)
186 GoA GA 21 (16.2) 22 (18.8) 15 (25.9) 7 (11.9) 0.357 0.202 0.455
AA 2 (1.5) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
ACE I 30 (23.0) 23 (19.7) 11 (19.0) 12 (20.3)
ID 48 (36.9) 48 (41.0) 21 (36.2) 27 (45.8) 0.737 0.763 0.514
VD DD | 52 (40.0) 46 (39.3) 26 (44.8) 20 (33.9)
ITGB3 TT 89 (685) 87 (74.4) 41 (70.7) 46 (78.0)
TC 37 (28.5) 25 (21.4) 15 (25.9) 10 (16.9) 0.411 0.930 0.210
1565 T>C cc 43 5 (4.3) 2 (34) 3(.1)

*za statistiCku znacajnost p<0.05; Pac.-pacijenti; Prim.-primarni infertilitet,

Sek.-sekundarni infertilitet
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Rezultati

Rezultati logisticke regresione analize, OR i 95% CI, prikazani su u Tabeli 11.
Ovom analizom pokazano je da nosioci A alela na poziciji 1691 FV gena imaju 4
puta povecan rizik (OR: 4.110, p=0.027) za nastanak primarnog infertiliteta. U
slucaju mutacije FII 20210 G>A visokorizi¢ni alel A nosi 10 puta vedi rizik za
nastanak infetiliteta bilo kog tipa (primarnog ili sekundarnog) (OR: 10.360,
p=0.027), dok je rizik za nastanak primarnog infertiliteta kod nosioca A alela
povecdan 14 puta u odnosu na kontrolnu grupu (OR: 14.127, 0.015). Heterozigotni
FII 20210GA nosioci imaju povecan rizik 8 puta (OR: 8.284, p=0.050) za nastanak
infertiliteta, dok je za nastanak primarnog infertiliteta rizik nesto veci (OR: 9.736,
p=0.044). Rizik za pojavu infertiliteta u zdruzenom modelu heterozigotnih i
homozigotnih nosioca mutacije (GG vs. GA+AA) povecan je 9 puta (OR: 9.468,
p=0.035) kod ukupnog infertiliteta i 12 puta (OR: 12.170, p=0.024) kod primarnog
infertiliteta. Kod sekundarnog infertiliteta nije pokazano postojanje rizika u

odnosu na navedene polimorfizme u FV i FII genu.

U ostalim analiziranim genima, u svim navedenim genetickim modelima, nije
uoceno postojanje povecanog rizika, niti protektivhog oblika za nastanak

infertiliteta (Tabela 11).
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Rezultati

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

SNP Geneticki Kontrola vs Pacijenti Kontrola vs Primarni Kontrola vs Sekundarni

< Modkel OR (95% ClI) p OR (95% ClI) p OR (95% ClI) p

A GvsA 3.157 (0.991-10.054) 0.052 4.110 (1.179-14.328) 0.027* 2.246 (0.552-9.137) 0.259

i 8 GG vs GA 2.042 (0.582-7.162) 0.265 3.029 (0.985-13.413) 0.109 1.125 (0.200-6.322) 0.8%4
2 | GG vsAA NR NR NR

- GG vs GA+AA? 2.625 (0.786-8.763) 0.117 3.635 (0.985-13.413) 0.053 1.687 (0.366-7.791) 0.503

GVvsA 10.360 (1.302-82.405) 0.027* | 14.127 (1.681-118.727) 0.015* 6.757 (0.695-65.648) 0.100

=3 <L | GG vsGA 8.284 (1.004-68.383) 0.050* | 9.763 (1.063-89.151) 0.044* 6.911 (0.703-67.889) 0.097
LSO |GG vsAA NR NR NR

GG vs GA+AA? 9.468 (1.166-76.887) 0.035* | 12.170 (1.389-106.663) 0.024* 6.911 (0.703-67.889) 0.097

o CvsT 0.969 (0.670-1.402) 0.866 0.910 (0.573-1.442) 0.687 1.030 (0.655-1.619) 0.900

% ~ b CC vsCT 0.816 (0.470-1.392) 0.455 0.847 (0.440-1.633) 0.621 0.785 (0.404-1.525) 0.474

E©O | CCvsTT 1.093 (0.478-2.497) 0.833 0.874 (0.300-2.547) 0.806 1.311 (0.500-3.440) 0.582

= CC vsCT+TT?® 0.865 (0.520-1.438) 0.576 0.852 (0.617-1.596) 0.617 0.878 (0.470-1.640) 0.683

o AvsC 0.987 (0.683-1.427) 0.945 0.945 (0.597-1.496) 0.810 1.030 (0.655-1.619) 0.900

% ® Q AAvsAC 1.544 (0.900-2.651) 0.115 1.405 (0.723-2.729) 0.316 1.697 (0.873-3.266) 0.119

E S < | AAvsCC 0.700 (0.314-1.560) 0.383 0.670 (0.242-1.859) 0.442 0.731 (0.262-2.042) 0.551

= AA vs AC+CC ® 1.283 (0.773-2.129) 0.336 1.177 (0.629-2.202) 0.610 1.398 (0.744-2.626) 0.298

5G vs 4G 0.969 (0.676-1.389) 0.865 0.906 (0.581-1.412) 0.662 1.037 (0.664-1.618) 0.874

= 10 8 5G5G vs 5G4G 0.724 (0.357-1.471) 0.373 0.553 (0.237-1.288) 0.169 0.972 (0.394-2.399) 0.951

S g 5G5G vs 4GAG 0.870 (0.418-1.810) 0.709 0.736 (0.310-1.745) 0.486 1.063 (0.417-2.711) 0.899

5G5G vs 5G4G+4G4G *® 0.785 (0.404-1.526) 0.476 0.629 (0.289-1.372) 0.244 1.010 (0.430-2.375) 0.982

GVvsA 0.975 (0.534-1.781) 0.936 1.396 (0.706-2.759) 0.337 0.593 (0.249-1.412) 0.238

= © < | GG vsGA 1.180 (0.611-2.280) 0.622 1.777 (0.839-3.767) 0.133 0.686 (0.274-1.717) 0.420
TR O |GG vsAA NR NR NR

GG vs GA+AA? 1.077 (0.564-2.057) 0.821 1.623 (0.774-3.403) 0.200 0.626 (0.252-1.554) 0.313

lvsD 1.508 (0.739-1.516) 0.758 1.206 (0.769-1.892) 0414 0.933 (0.601-1.449) 0.759

8 a Il vsID 1.304 (0.664-2.561) 0.440 1.193 (0.505-2.821) 0.687 1.406 (0.620-3.189) 0414

<= Il vs DD 1.154 (0.589-2.261) 0.677 1.364 (0.591-3.146) 0.467 0.962 (0.413-2.239) 0.982

Il vs ID+DD ? 1.226 (0.665-2.261) 0.514 1.282 (0.592-2.777) 0.529 1.175 (0.553-2.497) 0.675

o TvsC 0.840 (0.519-1.361) 0.479 0.936 (0.520-1.684) 0.825 0.749 (0.404-1.389) 0.360

m 8 Q TTvsTC 0.691 (0.384-1.243) 0.218 0.880 (0.435-1.781) 0.722 0.523 (0.239-1.145) 0.105

|('—° S TT vsCC 1.279 (0.332-4.921) 0.721 1.085 (0.191-6.167) 0.926 1.451 (0.311-6.760) 0.635

B TT vs TC+CC ® 0.749 (0.429-1.305) 0.307 0.900 (0.459-1.769) 0.760 0.613 (0.299-1.258) 0.182

* statisticki znacajne vrednosti p<0.050; ® heterozigot i mutirani homozigot zdruZeno; NR nije racunato
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Rezultati

4.2.2. Analiza multilokusnih interakcija polimorfizama asociranih sa

trombofilijom

Nakon pojedinacno analiziranih lokusa, ispitivan je aditivni efekat
visokorizi¢nih alela u analiziranim genima asociranim sa trombofilijom. Razlika
izmedu aritmetickih sredina broja visokorizi¢nih alela po uzorku izmedu
ispitivanih grupa analizirana je Studentovim t-testom, dok je x2 test koriséen
kako bi se utvrdilo eventualno postojanje razlike u distribuciji broja HRA
izmedu ispitivanih grupa. Uocena je veca srednja vrednost broja visokorizi¢nih
alela po uzorku kod pacijenata u odnosu na kontrole, kao i kod primarnog
infertiliteta u odnosu na kontrolnu grupu (p>0.05, Tabela 12), a postojanje
razlike u distribuciji broja HRA nije detektovano (p>0.05, Tabela 12).
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Rezultati

Tabela 12. Analiza broja visokorizi¢nih alela (HRA) u analiziranim genima kod
ispitivanih grupa i uporedivanje prose¢nog broja HRA po ispitaniku izmedu grupa.

Broj HRA Kr?rzzz)o)la P:C(g/(z;ltl P;lr(rlzr)nl SeEu(rgzz;lrnl
0 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
1 2 (1.54) 2(1.71) 1(1.72) 1(1.69)
2 9 (6.92) 5 (4.27) 1(1.72) 4 (6.78)
3 29 (22.31) 27 (23.08) 12 (20.69) 15 (25.42)
4 31 (23.85) 22 (18.80) | 10 (17.24) 12 (20.34)
5 27 (20.77) 38(32.48) | 23(39.66) 15 (25.42)
6 23 (17.69) 13 (11.11) | 6(10.34) 7 (11.86)
7 7 (5.38) 8 (6.84) 4 (6.90) 4 (6.78)
8 2 (1.54) 2 (L.71) 1(1.72) 1 (1.69)
9> 0 (0.0) 0 (0.0 0(0.0) 0 (0.0
g;‘fa” broj 569 521 266 255
Srednja vrednost 4.38 4.45 4.59 4.32
3;%:}22;‘;”"" 1.469 1.423 1.351 1.491
p' p’
Kont. vs. Pac. 0.680 0.452
Kont vs. Prim. 0.357 0.198
Kont vs. Sek. 0.813 0.970

p'- studentov t test za analizu razlika u proseénim vrednostima broja HRA;
p°- y2 test za analizu razlika u distribuciji broja HRA
Kont.-kontrola; Pac.-pacijenti, Prim.-primarni infertilitet, Sek.-sekundarni infertilitet
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Rezultati

Gen-gen (SNP-SNP) interakcije ispitivanih lokusa i njihova asocijacija sa
infertilitetom ispitivana je primenom statistickog modela generalizovane
multifaktorske redukcije dimenzionalnosti (GMDR modela) i prikazana je u
Tabelama 13-16. Rezultati analize kojom je pokuSano da se utvrdi da li
interakcija ispitivanih lokusa asociranih sa trombofilijom (od 1 do 8) moze
dovesti do infertiliteta, bez obzira da li se radi o primarnom ili sekundarnom
infertilitetu prikazani su u Tabeli 13, dok su eventualne multilokusne
kombinacije genotipova koje dovode do primarnog, odnosno sekundarnog
infertiliteta prikazane u Tabelama 14 i 15, respektivno. Ovim analizama uoc¢ena
je statisticki znacajna razlika izmedu kontrole i ukupne grupe pacijenata za
MTHFR 1298 lokus (p=0.001). U ispitivanju interakcija izmedu kontrole i
podgrupe sa sekundarnim infertilitetom uocene su dve znacajne interakcije
(p<0.05): jedna izmedu lokusa MTHFR 677-MTHFR 1298-PAI-1-ITGB3 1565
(p=0.0107), dok je u drugu znacajnu interakciju, pored ovih navedenih gena bio
uklju¢en i polimorfizam u okviru ACE gena (p=0.0010). Na Slici 14, koja
prikazuje rezultat prve znacajne interakcije (MTHFR 677-MTHFR 1298-PAI-1-
ITGB3 1565), moZe se wuociti postojanje visokorizi¢cnih multilokusnih
kombinacija alela (genotipova), pri ¢emu tamnosiva boja predstavlja genotip
karakteristi¢niji za grupu pacijentkinja, a svetlosiva boja kvadrati¢a oznacava
kombinaciju karakteristicnu za kontrolnu grupu. Beli kvadrati predstavljaju
odsustvo navedene kombinacije genotipova u obe ispitivane grupe. Levi stubi¢
predstavlja skor (relativnu meru rizika) za pojavu sekundarnog infertiliteta kod
pacijenata, dok desni stubi¢ predstavlja skor u kontrolnoj grupi. Na osnovu ove
analize uocava se postojanje povecanog rizika u interakciji MTHFR 677CC-
MTHFR 1298AC-PAI-1 4GAG-ITGB3 1565CC i MTHFR 677CC-MTHEFR 1298 AA-
PAI-1 4G5G-ITGB3 1565CC genotipova (Slika 14). U drugoj interakciji, uoc¢eni
visokorizi¢ni genotip bila je kombinacija MTHFR 677CC-MTHFR 1298CC-PAI-1
4GAG-ACE DD-ITGB3 1565CC. Izmedu kontrole i primarnog infertiliteta, kao i
izmedu primarnog i sekundarnog infertiliteta, nije uo¢eno postojanje znacajne

interakcije izmedu ispitivanih lokusa (Tabele 14 i 16, respektivno).
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Slika 14. Prikaz interakcije MTHEFR 677-MTHEFR 1298-PAI-1-ITGB3 lokusa
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Rezultati

Tabela 13. Interakcija analiziranih polimorfizama izmedu kontrolne grupe i grupe pacijenata.

N | Model TrBA TeBA | Sign test (p) CVvC
1 | M2 0.5637 0.5638 | 10 (0.0010)* 10/10
2 | M2-PAI 0.5953 0.4768 |5 (0.6230) 5/10
3 | M2-PAI-ITGB3 0.6456 0.5139 | 5(0.6230) 9/10
4 | M1-M2-PAI-ITGB3 0.7017 0.4899 | 4 (0.8281) 4/10
5 M1-M2-PAI-ACE-ITGB3 0.7711 0.5233 | 6 (0.3770) 10/10
6 | M1-M2-PAI-ATIII-ACE-ITGB3 0.8078 0.5231 | 5(0.6230) 10/10
7 | FV-M1-M2-PAI-ATIII-ACE-ITGB3 0.8287 0.5159 | 6 (0.3770) 9/10
8 FV-FII-M1-M2-PAI-ATII-ACE-ITGB3 0.8419 0.5448 | 7(0.1719) 10/10

N-broj lokusa u modelu; TrBA-engl. training balanced accuracy, TeBA-engl. testing balanced accuracy;
CVC-engl. cross-validation consistency, p- statisticka znac¢ajnost testa; M1-MTHFR 677 lokus; M2-MTHFR 1298 lokus.
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Rezultati

Tabela 14. Interakcija analiziranih polimorfizama izmedu kontrole i primarnog infertiliteta.

N | Model TrBA TeBA | Sign test (p) CVvC
1 | M2 0.5574 0.4955 | 6 (0.3770) 6/10
2 | PAI-ACE 0.6111 0.4845 |5 (0.6230) 7/10
3 | M2-PAI-ACE 0.6671 0.4649 | 4(0.8281) 6/10
4 | M1-M2-PAI-ACE 0.7343 0.4433 | 3(0.9453) 3/10
5 | M1-M2-PAI-ACE-ITGB3 0.8101 0.4583 | 2(0.9893) 9/10
6 | M1-M2-PAI-ATIII-ACE-ITGB3 0.8654 0.4921 | 4(0.8281) 10/10
7 | FV-M1-M2-PAI-ATIII-ACE-ITGB3 0.8868 NaN 6 (0.3770) 10/10
8 FV-FII-M1-M2-PAI-ATII-ACE-ITGB3 0.8868 NaN 5 (0.6230) 10/10

N-broj lokusa u modelu; TrBA-engl. training balanced accuracy, TeBA-engl. testing balanced accuracy;

CVC-engl. cross validation consistency, NaN-engl. not a number, p- statisticka znacajnost testa; M1-MTHFR 677 lokus;
M2-MTHFR 1298 lokus
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Tabela 15. Interakcija analiziranih polimorfizama izmedu kontrole i sekundarnog infertiliteta.

N | Model TrBA TeBA | Sign test (p) CVvC
1 | M2 0.5743 0.5765 | 7(0.1719) 10/10
2 | M2-ITGB3 0.6252 0.5429 |6(0.1719) 9/10
3 | M2-ACE-ITGB3 0.6871 0.6076 | 8(0.0547) 9/10
4 | M1-M2-PAI-ITGB3 0.7534 0.6353 | 9(0.0107)* 9/10
5 | M1-M2-PAI-ACE-ITGB3 0.8205 0.6414 | 10 (0.0010)* 10/10
6 | M1-M2-PAI-ATIII-ACE-ITGB3 0.8449 0.5639 | 4(0.8281) 7/10
7 | FV-M1-M2-PAI-ATIII-ACE-ITGB3 0.8577 0.5253 | 4(0.8281) 7/10
8 FV-FII-M1-M2-PAI-ATII-ACE-ITGB3 0.8660 0.5361 | 5 (0.6230) 10/10

N-broj lokusa u modelu; TrBA-engl. training balanced accuracy, TeBA-engl. testing balanced accuracy;

CVC-engl. cross-validation consistency, p- statisticka znacajnost testa; M1-MTHFR 677 lokus; M2-MTHFR 1298 lokus
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Tabela 16. Interakcija analiziranih polimorfizama izmedu primarnog i sekundarnog infertiliteta.

N | Model TrBA TeBA | Sign test (p) CvC
1 | ATHI 0.5774 0.4283 | 1(0.9990) 6/10
2 | M2-ATII 0.6201 0.4333 | 3(0.9453) 4/10
3 | M1-PAI-ATIII 0.6954 0.5600 | 6 (0.3770) 9/10
4 | M1-PAI-ATII-ITGB3 0.7556 0.5392 | 6 (0.3770) 8/10
5 M1-M2-PAI-ATII-ITGB3 0.8073 0.5558 | 6 (0.3770) 9/10
6 | M1-M2-PAI-ATIII-ACE-ITGB3 0.8401 0.3808 | 3(0.9453) 9/10
7 | FV-M1-M2-PAI-ATIII-ACE-ITGB3 0.8599 0.3392 | 3(0.9453) 5/10
8 FV-FII-M1-M2-PAI-ATII-ACE-ITGB3 0.8667 0.3183 | 3(0.9453) 10/10

N-broj lokusa u modelu; TrBA-engl. training balanced accuracy, TeBA-engl. testing balanced accuracy;
CVC-engl. cross-validation consistency, p- statisticka znacajnost testa; M1-MTHFR 677 lokus; M2-MTHFR 1298 lokus
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Rezultati

43. Analiza polimorfizama u VDR genu

Analiza ucestalosti genotipova i alela ispitivanih polimorfizama u VDR genu
(Fokl, Bsml, Taql i Apal) radena je u SPSS v. 17.0 statistickom programu, dok je
analiza SNP-SNP interakcija radena u GMDR programu. Za dobijanje predikcija
o haplotipovima prisutnim kod pojedinih ispitanika na osnovu kombinacije
polimorfnih lokusa u VDR genu, ucestalostima tih haplotipova i njihovim
razlikama izmedu ispitivanih grupa, koris¢en je Haploview program.
Odstupanje od ucestalosti ocekivanih na osnovu pretpostavki iz Hardi
Vajnbergove jednacine, uoceno je u kontrolnoj grupi za Apal i Bsml

polimorfizam (Tabela 17).
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Rezultati

Tabela 17. Dobijene i ocekivane ucestalosti genotipova ispitivanih polimorfizama u VDR genu, u kontrolnoj grupi i grupi
pacijenata sa infertilitetom, HW ravnoteza (HWE).

Kontrola Kontrola Pacijenti Pacijenti Primarni Primarni Sekundarni | Sekundarni
SNP Genotip n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
dobijeno ocekivano dobijeno | ocekivano | dobijeno | océekivano dobijeno ocekivano
TTHf | 12(9.2) | 149 (1L5) |21(184) | 22.4(19.6) | 9(155) | 103(17.8) | 12(2L4) | 12.1(2L6)
Fokl TCIFf | 64(49.2) | 58.2(44.8) |59 (518) | 56.3(49.4) | 31(53.5) | 28.3(48.8) | 28(50.0) | 27.9 (49.8)
2228510 | cc/pr | 54(415) | 56.9 (43.8) | 34(29.8) |35.4(3L0) | 18(3L0) | 19.3(333) | 16(286) | 16.1(28.7)
T>c HWE p 0.26 0.60 0.47 0.97
GGbb | 11(9.2) | 186(156) |27 (255) | 255(24.1) | 13(236) | 118 (2L5) | 14(275) | 13.8(27.0)
Bsml GA/Bb | 72(60.5) | 56.9(47.8) |50(47.2) |53.0(50.0) | 25(45.5) | 27.4(49.8) | 25(49.0) | 255 (50.0)
1544410 | An/BB | 36 (30.3 | 436(36.6) | 29(27.4) |27.5(25.9) | 17(309) | 158(287) | 12(235) | 11.8(23.1)
G>A HWE p 0.003* 0.56 0.52 0.90
GGlaa | 13(10.1) | 20.6(160) | 12(10.5 | 133(1L7) | 4(69) |66(1L4) | 8(14.3) 6.8 (12.1)
Apal GT/Aa | 77(59.7) | 61.9(48.0) |54 (47.4 |5L3(45.0) | 3L(534) | 25.9 (44.6) | 23 (4L1) | 25.4 (45.4)
ISTI15232 | ran | 39(302) | 46.6(36.1) | 48(42.1) | 493(432) | 23(39.7) | 256 (44.1) | 25(4L1) | 23.8 (42.5)
. HWE p 0.006* 0.58 0.13 0.48
TT/TT | 54 (422) | 5L3(40.1) |47 (412 |430(37.7) | 21 (36.2) | 19.3(33.3) | 26 (46.4) | 23.8 (42.5)
Tadl TCITt | 54(422) | 59.5(46.5) |46 (40.4) | 54.0 (47.4) | 25(43.1) | 28.3(48.8) | 21(37.5) | 25.4 (45.4)
731326 | copt | 20(15.6) | 17.3(135) | 21(184) |17.0(149) | 12(207) | 103(17.8) | 9(16.1) 6.8 (12.1)
T>c HWE p 0.30 0.11 0.19 0.19

*7a statisticku znacajnost p<0.050
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Rezultati

4.3.1. Pojedinac¢no analizirani polimorfizmi u VDR genu

Rezultati ispitivanja ucestalosti alela i genotipova definisanih polimorfizmima u
VDR genu predstavljeni su u Tabeli 18 i Tabeli 19, respektivno. Analizirani
polimorfizmi ukljuceni u biolosku aktivnost vitamina D u ciljnim tkivima
pokazali su da postoji statisticki znacajna razlika u distribuciji alela u FokI
polimorfizmu izmedu kontrolne grupe i podgrupe sa sekundarnim
infertilitetom (p=0.021, x? test). Takode je uocena i razlika u ucestalostima
genotipova u Fokl polimorfizmu izmedu kontrolne grupe i infertilnih
pacijentkinja (p=0.045, x? test), kao i izmedu kontrolne grupe i podgrupe sa
sekundarnim infertilitetom (p=0.043, x? test). Naime, kod infertilnih Zena u
nasem uzorku pokazana je znatno veca ucestalost homozigotne varijante ff, dok
je kod kontrola bila veca ucestalost homozigotne kombinacije FF. Izmedu
podgrupe sa primarnim i podgrupe sa sekundarnim infertilitetom nije
pokazano postojanje razlike niti u distribuciji alela niti u distribuciji genotipova

definisanih FokI polimorfizmom (p>0.05, x? test).

Analiza Bsml polimorfizma u VDR genu pokazala je takode da postoji
statisticki znacajna razlika u ucestalostima alela izmedu kontrolne grupe i
ukupne grupe pacijentkinja (p=0.041, x? test), kao i izmedu kontrolne grupe i
podgrupe sa sekundarnim infertilitetom (p=0.033, x? test), dok kod primarnog
infertiliteta nije uocena znacajno razli¢ita distribucija alela ni u odnosu na
kontrolnu grupu, ni u odnosu na podgrupu sa sekundarnim infertilitetom
(p>0.05, x? test). Analiza genotipova Bsml polimorfizma pokazala je postojanje
znacajne razlika u distribuciji genotipova izmedu kontrolne grupe i grupe
pacijentkinja (p=0.0046, x> test), izmedu kontrolne grupe i podgrupe sa
primarnim (p=0.0089, x? test), kao i izmedu kontrolne grupe i podgrupe sa
sekundarnim infertilitetom (p=0.0027, x2 test). Ni u slucaju Bsml polimorfizma,
kao i u slucaju FokI polimorfizma, nije uoc¢eno postojanje znacajne razlike u
distribuciji genotipova izmedu podgrupe sa primarnim i podgrupe sa

sekundarnim infertilitetom.
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Rezultati

Analiza Taql i Apal polimorfizma nije pokazala da postoji znacajna razlika u

distribuciji genotipova i alela izmedu ispitivanih grupa (p>0.05, x? test).

Tabela 18. Udestalost alela VDR polimorfizama u kontrolnoj grupi, u grupi pacijenata sa
infertilitetom, kao i u podgrupama sa primarnim i sekundarnim infe rtilite tom.

Kontrola Paciienti Primarni Sekundarni | Kontrola | Kontrola | Kontrola Prim.
SNP Alel . Jo infertilitet | infertilitet | vs.Pac. | vs.Prim. | vs.Sek. [ vs. Sek.
NOA ) e | i) p b p b
TH | 88(33.9 101 (44.3) | 49 (42.2) | 52 (46.4 .
Fokl T>C (33.9) (44.8) | 49 (42.2) GO | a7 | oa1s | 002 | os2s
rs2228570 | C/F | 172(66.1) | 172(55.7) | 67 (57.8) | 60 (53.6)
BsmIG>A | G/b | 94(39.5) | 104 (49.1) | 51 (46.4) | 63 (52.0) . N
0.041 0.227 0.033 0.415
rs1544410 | A/B | 144 (60.5) | 108 (50.9) | 59 (53.6) | 49 (48.0)
Apal G>T | Gla | 103(40.7) | 78(34.2) | 39(33.6) | 39 (34.8)
0.142 0.194 0.287 0.848
rs7975232 | T/A | 150(59.3) | 150 (65.7) | 77 (66.4) | 73 (65.2)
T/T | 162 (63.3) | 140 (61.4) | 67 (57.8) | 73(65.2
Taql T>C (63.3) (614) | 67(578) 521 o670 | 0310 | 0727 | 0250
rs731236 Ch | 94(36.72 | 88(38.6) | 49(42.2) | 39(34.8)
*za statisticku znac¢ajnost p<0.05; SNP-jednonukleotidni polimorfizam; Pac.-pacijenti, Prim.-
primarni infertilitet, Sek.-sekundarni infertilitet
Tabela 19. Ucestalost genotipova VDR polimorfizama u kontrolnoj grupi, u grupi
pacijenata sa infertilitetom, kao i u podgrupama sa primarnim i se kundarnim
infertilitetom.
Kontrol Paciienti Pri . .| Kontrola | Kontrola [ Kontrola| Prim.
SNP Genotip ontrola acyenty rimarni | Sekundarni | s pac | vs. Prim. | vs. Sek. | vs. Sek.
n (%) n (%) n (%) n (%)
p p p p
Fokl TT/f 12 (9.2) 21 (18.4) 9(155) | 12(21.4)
rs2228570 | TC/Ff | 64 (49.2) 59 (51.8) 31(535) | 28(50.0) 0.045" | 0.257 0.043" | 0.717
T>C | ccFF | 54415 | 34(208) | 18(31.0) | 16(28.6)
Bsml GG/bb | 11(9.2) 27 (25.5) 13 (236) | 14 (27.5)
rs1544410 | GA/Bb | 72 (60.5) 50 (47.2) 25 (45.5) | 25 (49.0) 0.005" | 0.003° | 0.009" | 0.687
G>A | AABB | 36(303) | 29(27.4) | 17(30.9) | 12 (235)
Apal GGlaa | 13(10.1) 12 (10.5) 4 (6.9) 8 (14.3)
rs7975232 | GT/Aa | 77 (59.7) 54 (47.4) 31(53.4) | 23(41.1) 0.129 | 0.409 0.065 0.277
G>T | 11/aA | 39302) |48(421) | 23(39.7) | 25(44.6)
Tagl TTAT | 54 (42.2) 47 (41.2) 21(36.2) | 26 (46.4)
rs731236 | TC/Tt | 54 (42.2) 46 (40.4) 25(43.1) | 21(37.5) 0.843 | 0.62 0.828 0.529
T>C lcomt |20056 |21084) | 12(207) | 9@6.0)

*za statistiCku znacajnost p<0.05; SNP-jednonukleotidni polimorfizam; Pac.-pacijenti, Prim.-
primarni infertilitet, Sek.-sekundarni infertilitet
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Rezultati

Rezultati logisti¢ke regresione analize prikazani su u Tabeli 20. Ova analiza
pokazala je postojanje protektivnih genotipova u ukupnoj grupi pacijenata, kao
i u podgrupi sa sekundarnim infertilitetom. Analiza Fokl polimorfizma ukazala
je na protektivnu ulogu F alela u modelu ff vs. FF u grupi pacijenata (OR=0.360,
p=0.016), kao i u zdruzenom modelu ff vs. Ff+FF (OR=0.450, p=0.040). U
podgrupi sa sekundarnim infertilitetom ovaj polimorfizam se pokazao kao
protektivan u alelskom modelu f vs. F, kao i u modelima ff vs. Ff, ff vs. F{+FF
(OR<1, p<0.05). Analiza Bsm polimorfizma je pokazala da B alel takode ima
protektivnu ulogu u grupi pacijenata i podgrupi sa sekundarnim infertilitetom
u svim ispitivanim geneti¢ckim modelima (OR<1, p<0.05), dok je kod podgrupe
sa primarnim infertilitetom protektivna uloga uocena u modelima bb vs. Bb i bb

vs. Bb+BB (OR<1, p<0.05).
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Rezultati

Tabela 20. Polimorfizmi u VDR genu i rizik za nastanak infertiliteta.

SNP

Kontrola vs. Pacijenti

Kontrola vs. Primarni

Kontrola vs. Sekundarni

Model
OR (95% CI) p OR (95% CI) p OR (95% CI) p
™ fvs. F 0.871 (0.611-1.243) 0.447 0.700 (0.446-1.096) 0.119 | 0.590 (0.376-0.927) 0.022*
E % ffvs. Ff 0.527 (0.238-1.164) 0.113 0.646 (0.246-1.695) 0.374 | 0.438 (0.175-1.092) 0.077
i ffvs. FF 0.360 (0.157-0.824) 0.016* | 0.444 (0.161-1.227) 0.118 | 0.296 (0.112-0.786) 0.015*
ff vs. Ff+FF 0.450 (0.211-0.963) 0.040* | 0.554 (0.219-1.398) 0.211 | 0.373 (0.156-0.892) 0.027*
- bvs.B 0.678 (0.466-0.986) 0.042* | 0.755 (0.479-1.192) 0.227 | 0.604 (0.378-0.963) 0.034*
= g bb vs. Bb 0.283 (0.129-0.622) 0.002* | 0.294 (0.117-0.739) 0.009* | 0.273 (0.110-0.679) 0.005*
@ 7\5 bb vs. BB 0.328 (0.140-0.772) 0.011* | 0.400 (0.149-1.074) 0.069 | 0.262 (0.094-0.730) 0.010*
© bb vs. Bb+BB* | 0.298 (0.140-0.636) 0.002* | 0.329 (0.137-0.792) 0.013* | 0.269 (0.112-0.645) 0.003*
- avs. A 1.312 (0.911-1.914) 0.142 1.356 (0.856-2.147) 0.194 | 1.285 (0.809-2.041) 0.288
= %’ aavs. Aa 0.760 (0.322-1.792) 0.530 1.308 (0.396-4.325) 0.659 | 0.485 (0.179-1.315) 0.155
% K aavs. AA 1.333 (0.547-3.251) 0.527 1.917 (0.558-6.580) 0.301 | 1.042 (0.378-2.871) 0.937
© aavs. Aa+AA* | 0.953 (0.416-2.181) 0.909 1.513 (0.471-4.856) 0.487 | 0.672 (0.262-1.726) 0.409
Tvs. t 1.083 (0.750-1.566) 0.670 1.260 (0.806-1.972) 0.311 | 0.921 (0.579-1.465) 0.727
= g TT vs. Tt 0.979 (0.562-1.704) 0.939 1.190 (0.596-2.378) 0.621 | 0.808 (0.406-1.607) 0.543
e R TT vs. tt 1.206 (0.583-2.495) 0.613 1.543 (0.643-3.702) 0.332 | 0.935 (0.374-2.334) 0.885
- TT vs. Tt+t* 1.040 (0.623-1.736) 0.880 1.286 (0.678-2.439) 0.442 | 0.842 (0.448-1.583) 0.594

*za statistiCku znacajnost p<0.05
* wilt type genotip vs. heterozigot i mutirani homozigot zdruZzeno
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Rezultati

4.3.2. Analiza haplotipova polimorfizama u VDR genu

Analiza haplotipova definisanih polimorfizama u VDR genu radena je pomocu
programa Haploview v. 4.2. Parametri kojima se izrazava jac¢ina LD-a su
najcesée 1> i D', pri ¢emu su vrednosti za oba u rasponu od 0 (odsustvo
vezanosti-neravnoteZze) do 1 (potpuna vezanost-neravnoteza) (Wang i sar.,
2005). Kao sto je ranije navedeno, za definiciju haplotipskog bloka koris¢ena je
opcija engl. Solid Spine of LD. Nivo neravnoteZe vezanosti izmedu parova
analiziranih polimorfizama izrazen je preko parametra D’ i prikazan
procentualno u kvadrati¢ima, za celokupnu studijsku grupu, kao i za kontrolnu
grupu i grupu pacijentkinja sa infertilitetom. Analizom je identifikovan jedan
haplotipski blok (Taql rs731236-Apal rs7975232-Bsml rs1544410) u celoj
ispitivanoj grupi, kao i u kontrolnoj grupi i grupi pacijenata, odvojeno (Slika

15).
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Slika 15. Haplotipski blok i neravnoteza vezanosti u celokupnoj ispitivanoj grupi
(levo), kontrolnoj grupi (sredina) i grupi pacijentkinja (desno).

Nakon razdvajanja grupe pacijentkinja na podgrupe sa primarnim i sa

sekundarnim infertilitetom, dobijen je isti haplotipski blok Taql-Apal-Bsml
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(Slika 16), dok se Fokl polimorfizam nije nalazio u LD-u sa ostalim ispitivanim

polimorfizmima.
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Slika 16. Haplotipski blok i neravnoteza vezanosti u podgrupi sa primarnim
(levo) i sekundarnim infertilitetom (desno).

U celokupnoj studijskoj grupi, Taql i Apal su jace vezani (D'=0.96), nego Taql i
Bsml (D'=0.92) i Apal i Bsml (D’'=0.64) (Slika 15, levo). U kontrolnoj grupi
uoceno je da su nesto jace vezani Taql i Bsml (D’=0.96) u odnosu na Taqli Apal
(D’'=0.93) i Apal i Bsml (D’'=0.62), dok je u grupi pacijenata sa infertilitetom
pokazana najjaca vezanost Taql i Apal (Slika 15, desno). U podgrupama sa
primarnim i sekundarnim infertilitetom uoceno je da su u podgrupi sa
primarnim infertilitetom nesto jac¢e vezani Taql i Bsml nego u podgrupi sa
sekundarnim (D'=0.90 vs. D’=0.87), dok su Apal i Bsml nesto jace vezani kod
sekundarnog u odnosu na primarni infertilitet (D’=0.74 vs. D'=0.63). U obe
podgrupe najjace su vezani Taql i Apal polimorfizmi (kvadrati¢ je bez broja jer

oznacava 1, odnosno potpunu vezanost, Slika 16).

Test asocijacije haplotipova izmedu analiziranih grupa prikazan je u Tabeli 21
izmedu kontrole i pacijentkinja, Tabeli 22 izmedu kontrole i podgrupe sa
primarnim infertilitetom, Tabeli 23 izmedu kontrole i podgrupe sa

sekundarnim infertilitetom i Tabeli 24 izmedu dve podgrupe. Pokazana je
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znacajna asocijacija haplotipa bAT izmedu kontrole i ukupne grupe pacijenata
(p=0.017), koja je zadrzala znacajnost i nakon testa permutacija (p=0.033)
(Tabela 21). Ovaj haplotip ostao je znacajan u podgrupi pacijenata sa
sekundarnim infertilitetom (p=0.025), a i nakon testa permutacija (p=0.037)
(Tabela 23).
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Tabela 21. Test asocijacije haplotipova izmedu kontrole i ukupne grupe pacijenata.

2

Haplotip | Ucestalost | Pacijenti, kontrole odnos X p p permutacija
BAt 0.363 0.361, 0.365 0.01 0.922 1.000

baT 0.289 0.293, 0.283 0.058 0.810 1.000

bAT 0.145 0.109, 0.185 5.6565 | 0.017* | 0.033*

BAT 0.109 0.127, 0.088 1.954 0.162 0.421

BaT 0.079 0.098, 0.058 2.721 0.099 0.279

bAt 0.010 0.002, 0.020 3.584 0.058 0.146

*za statisticku znacajnost p<0.05

Tabela 22. Test asocijacije haplotipova izmedu kontrole i podgrupe sa primarnim

infertilitetom.

Haplotip | Ucestalost | Primarni, kontrole odnos ¥ p p permutacija
BAt 0.374 0.362, 0.403 0.571 | 0.45 0.911

baT 0.286 0.293, 0.272 0.174 | 0.677 | 1.000

bAT 0.129 0.109, 0.174 3.095 | 0.079 | 0.182

BAT 0.109 0.128, 0.068 2.894 | 0.089 | 0.209

BaT 0.088 0.099, 0.063 1.276 | 0.259 | 0.740

bAt 0.007 0.002, 0.019 3.405 | 0.065 | 0.209

* za statisticku znacajnost p<0.05

Tabela 23. Test asocijacije haplotipova izmedu kontrole i podgrupe sa sekundarnim

infertilitetom.

Haplotip | Ucestalost | Sekundarni, kontrole odnos v p p permutacija
BAt 0.351 0.361, 0.327 0.386 | 0.534 0.938

baT 0.298 0.298, 0.298 0.0 0.991 1.000

bAT 0.130 0.104, 0.189 5.038 | 0.025* | 0.037*

BAT 0.128 0.133, 0.115 0.225 | 0.635 1.000

BaT 0.080 0.093, 0.049 2.095 | 0.148 0.338

bALt 0.007 0.002, 0.020 3.624 | 0.057 0.145

* za statistiCcku znacajnost p<0.05

Tabela 24. Test asocijacije haplotipova izmedu podgrupa sa primarnim i sekundarnim

infertilitetom.

Haplotip | Ucestalost | Primarni, sekundarni odnos ¥ p p permutacija
BAt 0.365 0.327, 0.403 1.414 | 0.234 | 0.663

baT 0.280 0.291, 0.269 0.134 | 0.714 | 0.998

bAT 0.195 0.208, 0.183 0.228 | 0.633 | 0.993

BAT 0.076 0.095, 0.058 1.111 | 0.292 | 0.749

BaT 0.062 0.057, 0.067 0.093 | 0.761 | 1.000

bAt 0.021 0.022, 0.020 0.008 | 0.930 | 1.000

* za statisticku znacajnost p<0.05
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Distribucija analiziranih haplotipova prikazane su u Tabelama 25, 26 i 27.
Najucestaliji haplotip, u kontrolnoj grupi (36.2%), kao i u grupi pacijenata
(36.5%) bio je BAt, dok je najmanje ucestao bio haplotip BaT (9.1% u kontrolnoj i
6.2% u grupi pacijenata). Haplotipovi Bat i bat javili su se samo u kontrolnoj
grupi, oba sa ucestalos¢u od 0.5%, dok se u grupi pacijenata javio haplotip bAt
(2.1%) koji nije detektovan u kontrolnoj grupi. Analiza logisti¢ke regresije
pokazala je znacajno povecan rizik za pojavu infertiliteta u slucaju haplotipa
bAT (OR:1.96, p=0.02), dok za ostale haplotipove nije pokazano da dovode do
povecanog ili smanjenog rizika za stanje reproduktivnog neuspeha (Tabela 25).
Kada su razdvojene pacijentkinje na podgrupe sa primarnim i sekundarnim
infertilitetom, u podgrupi sa primarnim infertilitetom izdvojio se haplotip BAT
kao mogudi protektivni (OR:0.333, p=0.021) (Tabela 26), dok je u grupi sa
sekundarnim infertilitetom, za haplotip bAT pokazano da dovodi do
povecanog rizika za pojavu sekundarnog infertiliteta za nesto vise od dva puta

(OR:2.209, p=0.023), prikazano u Tabeli 27.

Tabela 25. Bsml-Taqgl-Apal haplotipovi i rizik za pojavu infertiliteta.

Haplotip 2n:K2c(;gt,rcr)1li%) anzz;c;e:u(%) OR (95% C1) P
BAtL | 94 (36.2) 83 (36.5) 1 Ref
baT | 78 (30) 64 (28.0) 0.929 (0.597-1.447) | 0.746
BAT |36 (13.7) 17 (7.6) 0.534 (0.280-1.022) | 0.058
bAT | 26 (10) 45 (19.5) 1.96 (1.113-3452) | 0.020
BaT |24 (9.1) 14 (6.2) 0.661 (0.321-1.360) | 0.261
Bat | 1(05) / NR NR
bat | 1(0.5) / NR NR
bAt |/ 5 (2.1) NR NR

* za statisticku znadajnost p<0.050; NR-nije ra¢unato; Ref.-referentna vrednost
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Tabela 26. Bsml-Tagl-Apal haplotipovi i rizik za pojavu primarnog infertiliteta.

Haplotip anégt,ri'a(% | ZHZFE?:"(% | OR (95% ClI) D
BAt | 94(36.2) 47 (40.3) 1 Ref
baT | 78 (30) 31 (26.3) 0.795 (0.461-1.369) | 0.261
BAT |36 (13.7) 6 (5.0) 0.333 (0.131-0.847) | 0.021*
bAT | 26 (10) 22 (19.1) 1.692 (0.868-3.297) | 0.122
BaT |24 (9.0) 8 (7.3) 0.667 (0.278-1.597) | 0.363
Bat | 1(05) / NR NR
bat | 1(05) / NR NR
bAt |/ 2 (2.0) NR NR

* za statisticku znacajnost p<0.050; NR-nije rac¢unato; Ref.-referentna vrednost

Tabela 27. Bsml-Taqgl-Apal haplotipovi i rizik za pojavu sekundarnog infertiliteta.

Haplotip Zn:};‘;gt'“r’]'a(% | Znielkl“;dsr&) OR (95% CI) D
BAt | 94 (36.2) 36 (32.5) 1 Ref
baT | 78 (30) 33 (29.8) 1.105 (0.631-1.933) | 0.727
BAT |36 (13.7) 12 (10.7) 0.870 (0.408-1.857) | 0.720
bAT | 26 (10) 22 (19.7) 2.209 (1.113-4.385) | 0.023*
BaT | 24(9.1) 6 (5.0) 0.653 (0.247-1.728) | 0.391
Bat | 1(05) / NR NR
bat | 1(05) / NR NR
bAt |/ 3(2.3) NR NR

* za statistiCku znacajnost p<0.050; NR-nije racunato; Ref.-referentna vrednost
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4.3.3. Analiza multilokusnih interakcija polimorfizama u VDR genu

GMDR analiza polimorfizama u VDR genu prikazana je u Tabeli 28 izmedu
kontrole i pacijenata, Tabeli 29 izmedu kontrole i primarnog infertiliteta, Tabeli
30 izmedu kontrole i sekundarnog infertiliteta, kao i u Tabeli 31 izmedu
primarnog i sekundarnog infertiliteta. Iz ove analize iskljuceni su uzorci za koje
nisu utvrdeni genotipovi u odnosu na sve 4 analizirane pozicije. Rezultati nisu
pokazali postojanje znacajne SNP-SNP interakcije izmedu polimorfizama

analiziranih u VDR genu.
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Tabela 28. Interakcija analiziranih polimorfizama u VDR genu izme du kontrole i ukupne

grupe pacijenata.

N | Model TrBA TeBA Sign test (p) CcvC
1 Bsml 0.5812 0.5371 6 (0.3770) 9/10
2 | Apal-Bsmi 0.6228 0.5389 5 (0.6230) 7/10
3 | Fokl-Apal-Bsml 0.6502 0.5513 7 (0.1719) 9/10
4 | Fokl-Tagl-Apal-Bsml 0.6633 0.4772 3(0.9453) 10/10

N-broj lokusa u modelu; TrBA-engl. training balanced accuracy, TeBA-engl. testing balanced
accuracy; CVC-engl. cross-validation consistency, p-statisticka zna¢ajnost testa

Tabela 29. Interakcija analiziranih polimorfizama u VDR genu izme du kontrole i

podgrupe sa primarnim infertilitetom.

N | Model TrBA TeBA Sign test (p) CcvC
1 Bsml 0.5790 0.5317 7(0.1719) 10/10
2 Fokl-Bsml 0.6169 0.5376 6 (0.3770) 9/10
3 Fokl-Tagl-Bsml 0.6412 0.4574 2 (0.9893) 9/10
4 Fokl-Tagl-Apal-Bsml 0.6603 0.4481 4 (0.8281) 10/10

N-broj lokusa u modelu; TrBA-engl. training balanced accuracy, TeBA-engl. testing balanced
accuracy; CVC-engl. cross-validation consistency, p- statisticka znacajnost testa

Tabela 30. Interakcija analiziranih polimorfizama u VDR genu izme du kontrole i
podgrupe sasekundarnim infertilitetom.

N | Model TrBA TeBA Sign test (p) CcvC
1 | Apal 0.5995 0.4692 4 (0.8281) 5/10

2 Apal-Bsml 0.6612 0.6432 8 (0.0547) 10/10
3 | Fokl-Apal-Bsml 0.7058 0.6192 8 (0.0547) 10/10
4 | Fokl-Tagl-Apal-Bsml 0.7268 0.5487 6 (0.3770) 10/10

N-broj lokusa u modelu; TrBA-engl. training balanced accuracy, TeBA-engl. testing balanced
accuracy; CVC-engl. cross-validation consistency, p-statisticka znacajnost testa

Tabela 31. Interakcija analiziranih polimorfizama u VDR genu izme du podgrupasa
primarnim i sekundarnim infe rtilitetom

N | Model TrBA TeBA Sign test (p) CvC
1 | Apal 0.5725 0.4450 3(0.9453) 6/10
2 FoklI-Bsml 0.6289 0.4617 4 (0.8281) 6/10
3 Fokl-Apal-Bsmi 0.6907 0.5258 6 (0.3770) 10/10
4 Fokl-Tagl-Apal-Bsml 0.7125 0.4625 4 (0.8281) 10/10

N-broj lokusa u modelu; TrBA-engl. training balanced accuracy, TeBA-engl. testing balanced

accuracy; CVC-engl. cross-validation consistency, p-statisticka znacajnost testa
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44. Analiza multilokusnih interakcija svih ispitivanih

polimorfizama

Analiza interakcije gena svih ispitivanih lokusa zajedno (8 lokusa asociranih sa
trombofilijom i 4 lokusa u VDR genu) nije pokazala postojanje znacajne
interakcije izmedu gena, kao ni znacajne razlike izmedu ispitivanih grupa,
kontrola vs. pacijenti, kontrola vs. primarni, kontrola vs. sekundarni, kao ni
izmedu primarnog i sekundarnog infertiliteta (prikazano na Tabelama 32, 33, 34
i 35). U ovu analizu nisu bili uklju¢eni uzorci za koje nije dobijen genotip svih

12 lokusa.
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Tabela 32. Interakcija analiziranih polimorfizama gena za trombofilije i VDR gena izmedu kontrole i ukupne grupe pacijenata.

N | Model TrBA TeBA | Sign test(p) | CVC
1 Bsml 0.5818 | 0.5498 | 8 (0.0547) 6/10
2 PAI-Bsmi 0.6356 | 0.5012 | 5 (0.6230) 7/10
3 PAI-Fokl-Bsml 0.6993 0.5531 | 8 (0.0547) 5/10
4 M2-PAl-Fok-Bsml 0.7669 0.5174 | 6 (0.3370) 7/10
5 M2-PAl-ACE-Fokl-Taqgl 0.8498 | 0.5382 | 6 (0.3370) 6/10
6 M1-M2-PAI-ACE-Fokl-Tagql 0.9020 | 0.4550 | 3(0.9453) 3/10
7 M2-PAI-ACE-ITGB3-Fokl-Tagl-Baml 0.9388 0.4443 | 3 (0.9453) 3/10
8 M1-M2-PAI-ACE -Fokl-Taqgl-Apal-Bsml 0.9600 | 0.4685 | 3(0.9453) 3/10
9 M1-M2-PAI-ATIII-ACE-Fokl-Tagl-Apal-Bsml 0.9767 | NaN 3(0.9453) 5/10
10 | M1-M2-PAI-ATIII-ACE-ITGB3-Fokl-Tagl-Apal-Bsmil 0.9843 | NaN 3(0.9453) 7/10
11 | FV-M1-M2-PAI-ATII-ACE-ITGB3-Fokl-Tagl-Apal-Bsml 0.9843 | NaN 3(0.9453) 7/10
12 | FV-FII-M1-M2-PAI-ATII-ACE-ITGB3-Fokl-Tagl-Apal-Bsml 0.9843 | NaN 5 (0.6230) 10/10

N-broj lokusa u modelu; TrBA-engl. training balanced accuracy, TeBA-engl. testing balanced accuracy; CVC-engl. cross-validation consistency,
NaN- engl. not a number, p-statisticka zna¢ajnost testa, M1-MTHFR 677 lokus, M2- MTHFR 1298 lokus.
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Tabela 33. Interakcija analiziranih polimorfizama gena za trombofilije i VDR gena izmedu kontrole i podgrupe sa primarnim
infertilitetom.

N | Model TrBA TeBA | Sign test(p) | CVC
1 Bsml 0.5816 | 0.4506 | 3 (0.9453) 5/10
2 PAI-Bsml 0.6521 | 0.5291 | 7(0.1719) 8/10
3 M2-ACE-Bsmi 0.7178 | 0.4373 | 3(0.9453) 4/10
4 M2-PAI-ACE-Bsml 0.8020 | 0.4082 | 4 (0.8281) 5/10
5 M1-M2-PAI-ACE-Bsml 0.8860 | 0.4766 | 5 (0.6230) 4/10
6 M2-PAI-ACE-Fokl-Tagl-Bsml 0.9339 | 0.4668 | 3 (0.9453) 6/10
7 M1-M2-PAI-ACE-Fokl-Taqgl-Bsml 0.9630 | NaN 4 (0.8281) 6/10
8 M1-M2-PAI-ATIH-ACE-ITGB3-Apal-Bsml 0.9782 | 0.4567 | 4 (0.8281) 2/10
9 FII-M1-M2-P Al-ACE-Fokl-Tagl-Apal-Bsmi 0.9862 | NaN 4 (0.8281) 4/10
10 | FlI-M1-M2-PAI-ATIII-ACE-Fokl-Taqgl-Apal-Bsmi 0.9886 | NaN 6 (0.3770) 5/10
11 | FV-FII-M1-M2-PAI-ATIII-ACE-Fokl-Tagl-Apal-Bsml 0.9886 | NaN 6 (0.3770) 7/10
12 | FV-FII-M1-M2-PAI-ATII-ACE-ITGB3-Fokl-Tagl-Apal-Bsml 0.9886 | NaN 6 (0.3770) 10/10

N-broj lokusa u modelu; TrBA-engl. training balanced accuracy, TeBA-engl. testing balanced accuracy; CVC-engl. cross-validation consistency,
NaN- engl. not a number, p- statisticka znacajnost testa, M1-MTHFR 677 lokus, M2- MTHFR 1298 lokus.
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Tabela 34. Interakcija analiziranih polimorfizama gena za trombofilije i VDR gena izmedu kontrole i podgrupe sa sekundarnim
infertilitetom.

N | Model TrBA TeBA | Sign test(p) | CVC
1 Apal 0.6049 | 0.4484 | 3(0.9453) 4/10
2 Apal-Bsmi 0.6648 | 0.5432 | 6(0.3770) 7/10
3 PAI-Fokl-Bsml 0.7292 | 0.4309 | 3(0.9453) 3/10
4 M2-P Al-Fokl-Bsmi 0.8111 | 0.5806 | 7 (0.1719) 9/10
5 M2-PAI-ACE-Fokl-Taqgl 0.8953 | 0.5234 | 6 (0.3770) 9/10
6 M1-M2-PAI-ACE-Fokl-Tagq| 0.9396 | NaN 3(0.9453) 8/10
7 M1-M2-PAI-ACE-ITGB3-Fokl-Tagl 0.9729 | NaN 3(0.9453) 5/10
8 M1-M2-PAI-ATII-ACE-ITGB3-Fokl-Tagql 0.9862 | NaN 3(0.9453) 6/10
9 M1-M2-PAI-ATII-ACE-ITGB3-Fokl-Tagl-Apal 0.9934 | NaN 3(0.9453) 5/10
10 | FlI-M1-M2-PAI-ATIII-ACE-ITGB3-Fokl-Tagl-Bsml 0.9962 | NaN 0 (1.0000) 2/10
11 | FV-FII-M1-M2-PAI-ATIII-ACE-ITGB3-Fokl-Tagl-Apal 0.9962 | NaN 0 (1.0000) 2/10
12 | FV-FII-M1-M2-PAI-ATIII-ACE-ITGB3-Fokl-Tagl-Apal-Bsml 0.9962 | NaN 4 (0.8281) 10/10

N-broj lokusa u modelu; TrBA-engl. training balanced accuracy, TeBA-engl. testing balanced accuracy; CVC-engl. Cross-validation consistency,
NaN- engl. not a number, p- statisticka znacajnost testa, M1-MTHFR 677 lokus, M2- MTHFR 1298 lokus.
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Tabela 35. Interakcija analiziranih polimorfizama gena za trombofilije i VDR gena izmedu podgrupa sa primarnim i sekundarnim
infertilitetom

N | Model TrBA TeBA | Sign test(p) | CVC
1 ACE 0.5932 | 0.5050 | 6 (0.3770) 8/10
2 M1-Fokl 0.6550 | 0.3783 | 0 (1.0000) 3/10
3 M1-PAI-Fokl 0.7224 | 0.3233 | 0 (1.0000) 2/10
4 M1-ACE-Fokl-Apal 0.8229 | 0.4392 | 4 (0.8281) 5/10
5 M1-PAI-ATIII-Fokl-Apal 0.8975 | 0.3850 | 3(0.9453) 4/10
6 M1-M2-PAI-ATIII-Fokl-Apal 0.9502 | NaN 6 (0.3770) 5/10
7 FV-M1-M2-PAI-ACE-Fokl-Bsml 0.9826 | NaN 4 (0.8281) 2/10
8 FV-M1-M2-PAI-ACE-ITGB3-Fokl-Tagl 0.9980 | NaN 5 (0.6230) 2/10
9 FV-FII-M1-M2-PAI-ATIII-Fokl-Apal-Bsmi 1.000 NaN 6 (0.3770) 8/10
10 | FV-FII-M1-M2-PAI-ATIII-ACE-ITGB3-Fokl-Bsml 1.000 NaN 5 (0.6230) 8/10
11 | FV-FII-M1-M2-PAI-ATII-ACE-ITGB3-Fokl-Tagl-Bsml 1.000 NaN 4 (0.8281) 8/10
12 | FV-FII-M1-M2-PAI-ATII-ACE-ITGB3-Fokl-Tagl-Apal-Bsml 1.000 NaN 4 (0.8281) 10/10

N-broj lokusa u modelu; TrBA-engl. training balanced accuracy, TeBA-engl. testing balanced accuracy; CVC-engl. Cross-validation consistency,
NaN engl. not a number, p- statisticka znac¢ajnost testa, M1-MTHFR 677 lokus, M2- MTHFR 1298 lokus.
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Diskusija

5.1. Etioloski faktori i infertilitet

Imajuéi u vidu da venske tromboze imaju i geneti¢ku i sredinsku osnovu,
porodi¢na anamneza pacijenta moZe da bude znacajan faktor pri proceni
individualnog rizika za reproduktivni neuspeh. Iako ¢lanovi porodice dele kako
zajednicke geneticke, tako ponekad i zajednicke sredinske faktore, pozitivna
porodi¢na anamneza moze da sugeriSe postojanje jednog ili vise naslednih
faktora rizika, a najznacajnije informacije za ova stanja su postojanje krvarenja,
tromboza ili komplikacija tokom trudnoce (Reich i sar., 2003). Nasa studija
pokazala je da pozitivna porodi¢na anamneza moZe biti znac¢ajan prediktivni
faktor za komplikacije tokom trudnocde. Naime, u naSoj studiji uoceno je
postojanje znacajne razlike u javljanju pozitivhe porodi¢ne anamneze za
tromboze, kardiovaskularna oboljenja, spontane pobacaje i druge komplikacije
tokom trudnoce, izmedu kontrolne grupe i grupe pacijenata, kao i izmedu
kontrolne grupe i podgrupa sa primarnim i sekundarnim infertilitetom
(p<0.001). lIako se razlozi za ¢injenicu da su naSe ispitanice ¢esc¢e prijavljivale
zdravstvene probleme kod ¢lanova svoje porodice, u odnosu na kontrolnu
grupu, mogu traziti delom i u specifiécnom psiholoskom stanju pacijentkinja
suocenih sa reproduktivnim neuspehom, pozitivna porodi¢na anamneza moze
biti znacajan indikator reproduktivhog neuspeha i treba je uzeti u obzir
prilikom razmatranja moguceg naslednog uzroka idiopatskog infertiliteta. Ona
moZze ukazati na znacaj genetickog testiranja kako bi se objasnio idiopatski
infertilitet nastao usled poremecaja hemostaze i VDR regulisane transkripcije

gena ukljucenih u reprodukciju.

Jedan od znacajnih sredinskih faktora koji moZe uticati na zacece je i puSenje
koje je najviSe Stetno za jajnike, a stepen ostecenja zavisi od kolic¢ine i duzine
vremena tokom kojih zena pusi, ali i izloZenosti duvanskog dima u okruzenju.
Nikotin i druge Stetne hemikalije u cigaretama ometaju sposobnost tela da
stvori estrogen, jedan od glavnih hormona koji regulisu folikulogenezu i

ovulaciju. Takode, pusenje utice na folikule, embrionalni transfer, receptivnost
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endometrijuma, angiogenezu endometrijuma, ali i na miometrijum materice i
protok krvi u njoj (Dechanet el al, 2011). Medutim, nasa studija nije uocila
znacajnu razliku u distribuciji pusaca i nepusaca izmedu analiziranih grupa, sto
se moze objasniti delom i ¢injenicom da je stopa konzumiranja duvana bila
relativno visoka kako u ispitivanoj tako i u kontrolnoj grupi. Relativno, ali ne i
znacajno, niza stopa pusaca u ispitivanoj grupi Zena sa reproduktivnim
problemima mozZze se objasniti ¢injenicom da prilikom definisanja nepusackog
statusa nismo pravili razliku izmedu pravih nepusaca i bivsih pusaca, a da se

Zene, suocene sa reproduktivnim neuspehom, najpre odric¢u ove navike.

Pored toga, za fizicku aktivnost tokom trudnoce pokazano je da ima nekoliko
pozitivnih efekata na majku, fetus i novorodencad. Pregledom revijskih radova
zakljucuje se da fizicka aktivnost majke nema uticaj na varijabilnost sréanog
rada majke, ali moze imati efekat na povecdanje sréanog rada kod fetusa i
novorodencadi (Dietz i sar., 2016). Nasa studija nije uocila znac¢ajnu razliku u

ucestalostima bavljenja sportom izmedu ispitivanih grupa.
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5.2. Nasledna trombofilija

Hemostaza i koagulacija krvi vrlo su vazni mehanizmi, kako za zacece tako i za
uspesnu trudnoéu i porodaj. Mnogobrojni podaci podrzavaju koncept da
abnormalna  koagulacija krvi, generano definisana kao prisustvo
protromboti¢nog stanja (uzrokovan naslednim ili stecenim faktorima), igra
veoma vaznu ulogu u reproduktivhom ishodu i moZe se nac¢i u 40-70%
slucajeva ponovljenih spontanih abortusa ili klini¢ki neobjasnjenog infertiliteta
(La Farina i sar., 2016). Pored toga, pojava mnogih komplikacija u toku
trudnoce, kao Sto su: preeklampsija, intrauterina restrikacija rasta, prevremeni
porodaj, prevremena ruptura membrane i smrt fetusa, mogu se objasniti istim
mehanizmom (Liatsikos i sar., 2016; Mastrolia i sar., 2015). Izracunato je da se
oko 25% zaceca i oko 15% klini¢ki potvrdenih trudnoca zavrsavaju spontanim
pobacajem, dok se tri i vise uzastopnih gubitaka ploda desavaju kod oko 1-2%
zena reproduktivnih godina. Identifikovano je nekoliko moguéih uzroka ovih
gubitaka ploda, ali oko 38% njih ostaje neobjasnjeno (Liatsikos i sar., 2016).
Sugerisano je da trombofilija moze biti jedan od faktora za ovu pojavu.
Dosadasnji rezultati geneti¢kih studija asocijacije sa ponovljenim gubicima
ploda u prvom trimestru trudnoce su raznoliki. Novija meta-analiza, koju su
sproveli Rodger i saradnici (2010), je ukazala na povecan rizik za RPL kod
nosioca FVL mutacije, dok ovaj rizik nije uocen u odnosu na FII protrombin
izmenu. lako su rezultati nekonzistentni, veéina studija sugeriSe postojanje
asocijacije izmedu mutacija FVL i FII mutacije i ranog gubitka ploda (Liatsikos i
sar., 2016). Kontradiktornost rezultata uoc¢ava se i u studijama asocijacije FVL i
FII mutacije sa preeklampsijom, intrauterinom restrikcijom rasta i abrupcijom
placente, dok je jasna asocijacija pokazana izmedu nasledne trombofilije i
pojave venskih tromboza u toku trudnoce (Tabela 36, Liatsikos i sar., 2016).
Pored maj¢inog genotipa, novije studije okrec¢u se i analizi fetalnog genotipa
kao znacajnog faktora za pojavu mnogih komplikacija i nezeljenih ishoda.

Studija Yalcintepe i saradnika (2015) je ukazala da odredeni polimorfizmi u
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genetickom materijalu fetusa mogu da budu uzro¢nici spontanih pobacaja jer se
ucestalije javljaju kod abortiranog fetusnog materijala u odnosu na genotipove
majke i zdrave fertilne kontrole. Njihova studija je sugerisala da ukoliko fetalni
genotip moze da dovede do spontanog pobacaja, to znac¢i da ne samo genotip
majke nego i genotip oca moze da predstavlja faktor rizika za gubitak ploda i
treba se testirati. Ova saznanja mogu pomo¢i u objasnjavanju nekonzistentnosti
rezultata u dosadasnjoj literaturi ukazuju¢i na kompleksnost procesa
koagulacije ne samo kod majke, nego i kod ploda. Osim toga, jako malo
istrazivackih studija u humanoj populaciji mogu da se sprovedu na homogenim
uzorcima, pogotovo kada je u pitanju tako kompleksan fenomen kao sto je
trudnoca, sto takode moze biti jedan od faktora koji dovodi kontradiktornih
zakljucaka.

Tabela 36. Asocijacija nasledne trombofilije sa gubitkom ploda i drugim
komplikacijama tokom trudnoce (Laitsikos i sar., 2016-preuzeto, modifikovano).

Klini¢ko stanje FVL | FII | PCdef. | PSdef. | AT def.
Ponovljeni neuspehimplantacije | -/+ | - 0 0 0
Gubitak ploda u 1. trimestru + + 0 0 0
Gubitak ploda u 2.1 3. trimestru | + + 0 + 0
Preeklampsija -+ |-/ 0 0 0
IUGR -/+ | S+ 0 0 0
Abrupcija placente -+ -/ + 0 0 0
VTE ++ | 4+ + + +

FVL 1961 G>A mutacija, FIl 20210 G>A mutacija, PC def. Protein C deficijencija, PS def.
Protein S deficijencija, AT def. Antitrombin deficijencija, PNI-ponovljeni neuspeh implantacije,
0 nedovoljan broj podataka, - nema asocijacije, -/+ kontradiktorni rezultati asocijacije, + slaba
asocijacija, ++ jaka asocijacija

Osim analiza trombofilija, koje se danas Siroko primenjuju kod pacijenata sa
simptomatskim trombozama ili komplikacijama uzrokovanim poremecajima
hemostaze, sve vise se ove analize sprovode i kod Zena, ne samo u postupku
asistirane reprodukcije, nego i pre sprovodenja same procedure, kako bi se

smanjili mogudi negativni ishodi. Studija Qublan i saradnika (2006) je pokazala
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da nasledna trombofilija moZe biti znacajan faktor za ponovljene neuspesne IVF
procedure. Ova studija je uocila da se FVL mutacija nalazi u homozigotnom
obliku sa ucestalosé¢u od 4.4% (4/90) u grupi pacijentkinja sa 3 ili vise
neuspesnih IVF postupaka, dok se u zdravoj kontrolnoj grupi, kao i u
kontrolnoj grupi koju su c¢inile Zene sa uspesnom IVF procedurom, nije
detektovao ni jedan uzorak u homozigotnom obliku. Takode je pokazana veca
ucestalost heterozigotnih nosioca (10%) kod Zena sa neuspesnim IVF
procedurama u odnosu na zdravu kontrolnu grupu (1.1%) i grupu Zena sa
uspesnim IVF procedurama (2%). Homozigotna izmena na poziciji 677 MTHFR
lokusa pokazala se kao statisticki znacajno ucestalija kod Zena sa viSestrukim
IVF neuspehom (p<0.05) (Qublan i sar., 2006). Medutim, relativho niska
prijavljena ucestalost izmene C>T na poziciji 677 MTHFR gena u svim
ispitivanim grupama u ovoj studiji na jordanskoj populaciji, u odnosu na
rezultate drugih studija na istoj etnickoj grupi (Al-Motassem i sar., 2015), moze
ukazivati na razlike u preciznosti genotipizacije u ovim studijama. Saznanje da
nasledna trombofilija moZze predstavljati rizik za ponovljene neuspehe
implantacije prilikom IVF procedure ukazalo je da ovi markeri mogu imati
ulogu u mehanizmima uklju¢enim u proces implantacije embriona i
potencijalno uzrokovati idiopatski infertilitet. Rezultati ovih studija nisu
konzistentni. Studija Coulam i saradnika (2009) u ameri¢koj populaciji ukazala
je ma mogucu asocijaciju MTHFR 677 polimorfizma sa idiopatskim
infertilitetom, dok u evropskim studijama ova asocijacija nije potvrdena
(Casadei i sar., 2010). U populaciji Italijana nije uoceno postojanje asocijacije
izmedu nasledne trombofilije (FVL, FII 20210 G>A i MTHFR 677 C>T) i
neuspeha asistirane reprodukcije, pa samim tim ni rutinske antikoagulantne
terapije kod Zena koje su u procesu IVF-a (Martinelli i sar., 2003). U kontrastu sa
dobijenim rezultatima, meta analiza, koja je ukljucila 10 studija asocijacije
nasledne trombofilije sa neuspehom implantacije na evropskim populacijama,
pokazala je da je jedino FVL mutacija asocirana sa ovom pojavom (Di Nisso i

sar., 2011).
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Prethodna istrazivanja gena asociranih sa trombofilijom u Srbiji pokazala su da
postoji asocijacija izmedu polimorfizma FVL, FII 20210 G>A i MTHFR 677 C>T i
pojave dubokih venskih tromboza, kao i izmedu navedenih polimorfizama i
komplikacija tokom trudnoce (Pordevi¢ i sar., 2011; Purovi¢ i sar., 2017a; Kovac
i sar., 2010; Miti¢ i sar., 2010). Najvec¢a znacajnost pokazana je izmedu FVL
mutacije i pojave venskih tromboza u toku trudnoce, sa povecanim rizikom za
ova stanja od 17.9 puta. Takode, znac¢ajno veca ucestalost FVL mutacije dobijena
je kod Zena sa ponovljenim gubicima ploda, u odnosu na zdravu kontrolnu
grupu (Kovac i sar., 2010). Nasledna trombofilija nadena je mnogo ¢esce u grupi
Zena sa gubitkom ploda pre 12. gestacione nedelje, nego u grupi pacijentkinja
koje su kasnije izgubile plod (Miti¢ i sar., 2010). U grupi pacijentkinja sa
intrauterinom smrti ploda, najucestalija trombofilija bila je FII 20210A koja
dovodi do 7.1 puta vecéeg rizika za ovu patologuju u odnosu na kontrolnu
grupu (Kovac i sar., 2010). I kod pacijenata sa dubokim venskim trombozama,
polimorfizmi FVL i FII protrombin su se pokazali kao znacajni faktori rizika
(Pordevi¢ i sar., 2011). Velika studija koja je sprovedena na populaciji Srbije, a
delom i u nasoj laboratoriji, u koju je bilo uklju¢eno 1631 pacijentkinja sa
infertilitetom 1 komplikacijama tokom trudnoce, pokazala je znacajnu
asocijaciju FVL mutacije sa ovom pojavom (Purovi¢ i sar., 2017a). Ovakvi
rezultati ukazivali su na mogucu ulogu ovih polimorfizama i kod idiopatskog
infertiliteta $to do sada nije bilo ispitivano u nasoj etni¢koj grupi. Nasi rezultati
potvrdili su znacaj testiranja pojedinacnih genskih lokusa 1691 u FV genu, kao i
lokusa 20210 u FII genu kod Zena sa idiopatskim infertilitetom. Pored toga,
rezultati nase studije su prvi ukazali i na mogué¢u SNP-SNP interakciju izmedu
analiziranih polimorfizama koja moZe da dovede do formiranja visokorizi¢nih
genotipova ukazujuéi na znacaj testiranja panela polimorfizama u genima

asociranim sa trombofilijom, $to ¢e biti diskutovano u narednim poglavljima.
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5.2.1. Pojedinacni lokusi u genima asociranim sa trombofilijom

Ispitivanja pojedina¢nih lokusa u nasem radu pokazala su odstupanje od
ocekivanih proporcija u kontrolnoj grupi za polimorfizme MTHFR 1298 A>C,
ACEI1/D, kaoi za Apali Bsmlu VDR genu. U ukupnoj grupi pacijenata uoceno
je odstupanja za polimorfizme FV 1691 G>A i FII 20210 G>A, u podgrupi sa
primarnim infertilitetom za FII 20210 G>A, a u podgrupi sa sekundarnim
infertilitetom za polimorfizme FV 1691 G>A i ITGB3 1565 T>C. Ostali
analizirani lokusi u ispitivanim grupama bili su u skladu sa ocekivanim
proporcijama iz HWE. Odstupanje koje se javlja u kontrolnoj grupi, a koje se
uocava i u drugim studijama asocijacije polimorfizama i bolesti, moze biti
objasnjeno greskom pri genotipizaciji ili raznolikosti populacije, kao i greskom
prilikom prikupljanja uzoraka, a rezultate treba razmatrati pazljivo jer mozda
ne oslikavaju stvarne ucestalosti u zdravoj populaciji (Kocsis i sar., 2004).
Odstupanje od ocekivanih ucestalosti u grupi pacijenata uoceno je i u nekim
mogucoj patoloskoj ulozi ovih mehanizama u nastanku tromboza. Ukoliko
postoji odstupanje u ispitivanoj grupi to moze biti dodatni dokaz o postojanju
asocijacije izmedu genotipa i ispitivane bolesti. Cak i u situacijama kada nije
uoceno postojanje znacajne razlike u ucestalostima alela i genotipova izmedu
ispitivane i kontrolne grupe, odstupanje od oc¢ekivanih ucestalosti u ispitivanoj
grupi moZe predstavljati mogucéu asocijaciju (Kocsis i sar., 2004). Povecanje
homozigotnih nosilaca za mutaciju i smanjenje heterozigotnosti dovelo je do
odstupanje od HW ravnoteze u nasoj grupi pacijentkinja. Ovakvo odstupanje
od ocekivanih ucestalosti dodatno je ukazivalo na mogucu asocijaciju ovih
polimorfizama sa idiopatskim infertilitetom, $to je i potvrdeno za FVL i FII

protrombin mutaciju u narednim analizama koje su sprovedene u nasoj studiji.

U narednim odeljcima bice pojedina¢no diskutovani polimorfizmi asocirani sa

naslednom trombofilijom koji su ispitivani u nasoj studiji.
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» FV1691 G>A

Testiranje na FVL mutaciju je jedno od najcescih genetickih testiranja proteklih
godina. Jedna od prvih studija asocijacije nakon otkri¢a FVL mutacije pokazala
je da APC rezistencija uzrokovana ovom izmenom predstavlja znacajan faktor
rizika za nastanak dubokih venskih tromboza. Ova izmena ustanovljena je kod
oko 20-25% pacijenata sa VIE i kod oko 50% pacijenata sa porodi¢nom
trombofilijom (Kujovich, 2011). Rizik za VTE uveéan za 6.5-8.0 puta (u
zavisnosti od starosne dobi) kod osoba koje su heterozigotni nosioci ove
mutacije, dok je rizik kod homozigotnih nosioca povec¢an od 30 do 140 puta u
odnosu na zdravu kontrolnu grupu (Rosendaal i sar., 1995). Ova mutacija
pokazala se kao znacajna i u studijama asocijacija sa razlic¢itim trombozama (D’
Amico i sar., 2013; Liatsikos i sar., 2016), ali rezultati u dosadasnjoj literaturi
nisu konzistentni sugeriSu¢i da rutinsko testiranje nije uvek opravdano
(Margaglione i sar., 2001; Young i sar., 2009; Mansilha i sar., 2005). Ova mutacija
ispitivana je i analizirana i u velikom broju studija asocijacije sa reproduktivnim
poremecajima. Neke studije pokazale su da je FVL glavni nasledni faktor rizika
asociran sa RPL pojavom (Finan i sar., 2002), dok su neke ukazale na postojanje
srednjeg rizika ili su kod RPL Zena ustanovile povecanu ucestalost ove
mutacije, koja nije dostigla statisticki znac¢ajnu razliku u odnosu na kontrolnu
grupu (Yenicesu i sar., 2010). Nasuprot ovim rezultatima, studija Preston i
saradnika (1996), koja je ispitivala asocijaciju gubitka ploda sa naslednom
trombofilijom, nije uocila postojanje povecanog rizika za gubitak ploda kod
Zena koje su bile nosioci FVL mutacije. Meta analize (Biron-Andreani i sar.,
2009; Rodger i sar., 2010) pokazale su da postoji asocijacija izmedu gubitka
ploda i homozigota za FVL mutaciju, sa 11 puta povecanim rizikom u odnosu
na Zene koje nisu nosioci ove izmene. lako su rezultati nekonzistentni, ve¢ina
studija sugeriSe postojanje asocijacije izmedu FVL i FII protrombin mutacije i
ranog gubitka ploda (Liatsikos i sar., 2016). Kontradiktornost rezultata uocava

se i u studijama asocijacije FVL mutacije i sa nekim drugim komplikacijama
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tokom trudnoce, kao Sto su abrupcija placente, preeklampsija i intrauterina
restrikcija rasta. Jedan od mogucih razloga za ove nekonzistentne rezultate
moZe biti prisustvo visokorizi¢nog alela u drugim genima kod ispitivanih

pacijenata (Coulam i sar., 2006b; Dissanayake i sar., 2012).

U nasoj studiji, 13 identifikovanih ispitanika sa FVL mutacijom (4 u kontrolnoj i
7 u grupi pacijentkinja kao heterozigotni nosioci i 2 pacijentkinje kao
homozigotni nosioci mutacije) imale su APCR vrednost ispod granice (podaci
nisu prikazani) sto je bilo u saglasnosti sa predhodno pokazanom asocijacijom
ove mutacije i povecane rezistencije na APC protein (Bertina i sar., 1994).
Utvrdeno je da postoji znacajna razlika u ucestalosti mutiranog A alela izmedu
kontrolne grupe i ukupne grupe pacijentkinja, kao i izmedu kontrole grupe i
podgrupe sa primarnim infertilitetom. Prorac¢unat rizik za nastanak infertiliteta
u ukupnoj grupi pacijentkinja uklju¢enih u nasu studiju bio je na granici
statisticke znacajnosti (OR: 3.157, p=0.054), dok je rizik za nastanak primarnog
infertiliteta izra¢unat kao 4 puta veci u odnosu na kontrolnu grupu (OR: 4.110,
p=0.027). Rezultati dosadasnjih ispitivanja ukazali su na to da osobe koje su
nosioci FVL mutacije, u situacijama povecanog rizika za tromboti¢ka stanja, kao
Sto su putovanja, operacije i trudnoca, treba da primaju profilakticke doze
antikoagulantne terapije. Rezultati nase studije jedni su od prvih rezultata koji
ukazuju na znacaj testiranja FVL mutacije, ne samo kod Zena koje su imale
spontane pobacaje i druge komplikacije tokom trudnoée, nego i kod
asimptomatskih Zena sa primarnim infertilitetom. Potencijalno ukljuc¢ivanje
profilakticke doze antikoagulantne terapije kod Zzena sa idiopatskim
infertilitetom koje su nosioci ove izmene, moZe dovesti do poboljsanja mikro
cirkulacije na nivou reproduktivnih organa i potencijalno do olaksane
fertilizacije i uterusne implantacije oplodenog embriona. Ovakva saznanja
otvaraju vrata daljim ispitivanjima da li profilakticka terapija antikoagulansima
moze biti efikasna u tretmanu infertiliteta pre zapocinjanja ART procedura,

kako bi se dala Sansa prirodnom zacecu.
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» FII20210 G>A

U populaciji belih ljudi pokazano je da nosioci FII varijantnog alela A imaju 1.87
puta povecan rizik za nastanak venskih tromboza u odnosu na nosioce wt G
alela, to se objasnjava dokazanom povecanom koncentracijom protrombina u
plazmi kod nosioca alela A (Folsom i sar., 2002). Medutim, kao i za ostale
polimorfizme asocirane sa trombofilijom, rezultati ispitivanja nisu konzistentni.
Studija Bosler i saradnika (2006) je u svojoj ispitivanoj grupi, identifikovala
36.7% mnosioca FII mutacije koji su bili asimptomatski. Jedno od mogudih
objasnjenja za ovu pojavu, kao i za nekonzistentnost rezultata u literaturi, su
dodatni faktori rizika (kao $to su operacije, pusenje, putovanja, imobilizacija,
oralni kontraceptivi, trudnoca...). U navedenoj studiji (Bosler i sar., 2006) i drugi
faktori rizika su bili prisutni kod 75.6% identifikovanih osoba, $to ukazuje na
znacajnost dodatnih faktora koji mogu biti okidaci u patologiji trombotickih

dogadaja kod nosioca FII izmene.

Ova izmena ispitivana je i asocirana sa razli¢itim stanjima u toku trudnoce.
Novija meta analiza (Liatsikos i sar., 2016) utvrdila je postojanje visoke
asocijacije FII protrombin mutacije i venskih tromboza u toku trudnoce ali je
ukazala i na postojanje kontroverznih rezultata asocijacije ove izmena sa
preeklampsijom, intrauterinom restrikcijom rasta i abrupcijom placente, dok
nije uo¢ena njegova veza za neuspehom implantacije (De Maat i sar., 2004).
Studija Pileri i saradnika (2010) ukazala je da ne postoji znac¢ajna veza izmedu
maternalne nasledne trombofilije i IUGR ali je pokazala znac¢ajnu asocijaciju
izmedu IUGR i prisustva FII protrombin mutacije kod fetusa u sluc¢aju kada nije
prisutna maternalna preeklampsija ili hipertenzija. Ovakvi rezultati sugerisali
su da prisustvo fetalne trombofilije moZze dovesti do zastoja u razvoju fetusa.
Takode, rezultati velike studije sprovedene u Finskoj nisu pokazali postojanje
asocijacije ovog polimorfizma sa prevremenim rodenjem deteta, kao jednim od

glavnih uzro¢nika neonatlanog morbiditeta i mortaliteta (Hiltunen i sar., 2011).
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Nasa studija uocila je postojanje znacajne razlike u distribuciji alela i genotipova
izmedu kontrolne grupe i ukupne grupe pacijentkinja, kao i izmedu kontrolne i
podgrupe sa pimarnim infertilitetom. Rizik za nastanak primarnog infertiliteta
kod nosioca A alela povecan je 14 puta u odnosu na kontrolnu grupu (OR:
14.127, p=0.015), dok je kod heterozigotnih nosioca rizik povecan 10 puta (OR:
10.360, p=0.027) u odnosu na kontrolnu grupu. Kao i u slucaju FVL mutacije,
ovi rezultati ukazuju na znacajnost testiranja ovih izmena kod Zena sa
primarnim infertilitetom. Kod podgrupe pacijenata sa sekundarnim
infertilitetom koje su, ve¢inom imale gubitak ploda u prvom trimestru trudnoce
(45 od 59 ispitanica), u naSem radu nije pokazana znacajna prevalenca ove
mutacije. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa prethodnim ispitivanjima u
Srbiji, koja su pokazala da je nasledna trombofilija (MTHFR 677, FVL i FII
polimorfizmi) asocirana sa gubitkom ploda koji se desio posle 12. gestacione
nedelje, dok u slucajevima kada se gubitak desio pre 12. nedelje nije uoceno
postojanje asocijacije sa naslednom trombofilijom (Miti¢ i sar., 2010). Medutim,
rezultati prikazani u revijskom radu su pokazali da FII 20210 G>A izmena
dovodi do povecanog rizika za gubitak ploda kako u prvom, tako i u drugom i
tre¢em trimestru trudnoce (De Santis i sar., 2006; Liatsikos i sar., 2016). U nasoj
studiji podela grupe ispitanika na podgrupe primarnog i sekundarnog
infertiliteta dovela je do formiranja manjih podgrupa, $to bi mogao biti uzrok
izostanka znacajnih razlika kod podgrupe sa sekundarnim infertilitetom.
Medutim, i kod ove grupe u svim poredenjima u odnosu na FII polimorfizam u
nasoj studiji, se istice trend ka priblizavanju granici znacajnosti (p=0.056;

p=0.092; p=0. 097; Tabela 9, 101 11).
> MTHFR 677 C>T 11298 A>C

Dve polimorfne varijante MTHFR gena, 677 C>T i 1298 A>C, otkrivene su pre
nesto vise od 20 godina i od tada su bile predmet ispitivanja i asocijacije sa
razli¢itim medicinskim stanjima (Kang i sar., 1988; Weisbergi sar., 2001.; Levin i

Varga, 2016). Ispitivanje funkcionalnih posledica izmena na ovim pozicijama su
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uglavnom konzistentna, ukazuju na termolabilnost, kao i na smanjenu funkciju
MTHEFR enzima. Medutim, rezultati studija asocijacije MTHFR polimorfizama i
razlicitih patologija, posebno komplikacija tokom trudnoce, dosta su raznoliki.
Objasnjenje za to moZe biti mali broj uzoraka u pojedina¢nim studijama, ali i
zavisnost ishrane i unetih nutrijenata na folatni put i nivo homocisteina u
plazmi. Nasi rezultati bili su u saglasnosti sa prethodnim studijama u Srbiji u
kojima nije uoc¢ena asocijacija izmedu maternalnog MTHFR 677 lokusa i venskih
tromboza, gubitaka ploda ili hroni¢ne mijeloidne leukemije (Pordevic i sar.,
2011; Jakovljevi¢ i sar., 2012; Kovac i sar., 2010). Studija Tiwari i saradnika
(2015) je pokazala da postoji veza izmedu ove mutacije i prevremenog porodaja,
fetalne smrti i manje tezine deteta na rodenju. Studije koje su testirale obe
pozicije zajedno, 677 C>T i 1298 A>C, su pokazale da prisustvo varijantnog
alela na oba lokusa dovodi do povecane redukcije specifi¢ne aktivnosti MTHFR
enzima, povecanog nivoa homocisteina u plazmi, kao i smanjenog nivoa folata
(Weisberg i sar., 2001). Ispitivanja oba lokusa pokazala su da postoji njhova
asocijacija sa pojavom RPL-a i ranog gubitka ploda (Parveeni sar., 2013; Yang i
sar., 2016), kao i da kombinovani heterozigotni genotip moze biti znacajan
faktor rizika za intrauterinu restrikciju rasta (Coriu i sar., 2014b). Ovakvi
rezultati sugerisali su da MTHFR 1298 lokus moZe predstavljati dodatni faktor
rizika za stanja zavisna od homocisteina i folatnog metabolizma (Van der Put i
sar., 1998). Skorasnji rezultati meta analiza Yang i saradnika (2016) ukazali su
na postojanje asocijacije izmedu maternalnog i paternalnog genotipa na 677 i
1298 lokusu MTHFR gena, a takode je uoc¢ena i asocijacija izmedu fetalnog 1298
A>C polimorfizma i rizika za gubitak ploda. Velika meta analiza Cao i
saradnika (2013a), u kojoj je ukljuceno 37 populacija Sirom sveta, pokazala je
postojanje asocijacija MTHFR 677 genotipa i neobjasnjenih gubitaka ploda u
Azijskoj grupi i ukupnoj grupi ispitanika, dok asocijacija nije uocena u
populaciji belih ljudi. Ista studija nije pokazala postojanje asocijacije

polimorfizma na poziciji 1298 MTHFR gena ni u jednoj ispitivanoj grupi.
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Jedna od hipoteza ispitivanja ove dve pozicije u okviru MTHFR genskog lokusa
bila je da se visokorizi¢ne varijante javljaju uvek u trans konfiguraciji, definisuci
tri moguca haplotipa 677C-1298A, 677T-1298A i 677C-1298T (Ogino i Wilson,
2003; Ulvik i sar., 2007). Mnoge studije koje su citirane u analizi Ogino i Wilson
(2003), nisu detektovale ni jednu osobu sa vise od dva visokorizi¢na alela na
ova dva MTHFR lokusa, $to je u saglasnosti i sa naS§im dobijenim rezultatima.
Sa druge strane, 677CT/1298CC i 677TT/1298CC genotipovi (kombinacije sa 3
ili 4 visokorizi¢na alela) detektovani su u abortiranom fetalnom materijaju, dok
takav genotip nije pronaden u neonatalnoj grupi (Isotalo i sar., 2000). Ovakvi
rezultati ukazivali su na mogucu ulogu ovih genotipova u fetalnoj vijabilnosti.
Ista studija identifikovala je nosioce 677TT/1298AC genotipa ali sa veoma
malom ucestalo$¢u, i u neonatalnoj i u grupi abortiranog fetalnog materijala
sugerisuci mogucnost postojanja cis konfiguracije ovih visokorizi¢nih varijanti.
U studiji Weisberg i saradnika (1998) identifikovano je jedno dete sa NTD koje
je bilo nosilac MTHFR 677TT /1298 AC genotipa, podrzavajuci teoriju postojanja
cis konfiguracije. Medutim, meta analiza Ogino i Wilson (2003) sugerisala je da
ekstremno retki diplotipovi CT/CC, TT/AC, TT/CC u analiziranim studijama
mogu biti objasnjeni pogresnom genotipozacijom usled nedetekcije jednog alela
(Blais i sar., 2015) i da se cis konfiguracija MTHFR mutacija deSava ili de novo ili
kroz rekombinaciju, ali da ovi dogadaji dovode do pojave teskih nevijabilnih
patologija, NDT-a ili spontanih pobacaja. U saglasnosti sa drugim istrazivac¢ima
(Van der Put i sar., 1998; Hanson i sar., 2001) nasa studija nije detektovala ni
jedan uzorak sa homozigotnom mutacijom na oba lokusa (677TT/1298CC), niti
kombinacije sa tri visokorizi¢na alela. Pored toga, kod oko 400 analiziranih Zena
u Srbiji, nije detektovan ni jedan ovakav genotip (DPurovi¢ i sar., 2017b),

podrzavajudi teoriju o trans konfiguraciji ispitivanih lokusa.

Nasa studija nije uocila postojanje znacajne asocijacije u distribuciji
pojedinacnih genotipovai alela za oba ispitivana polimorfizma u MTHFR genu,

niti kombinacije genotipova dobijenih ispitivanjem oba lokusa zajedno. lako je

133



Diskusija

asocijacija izmedu homozigotnih mutacija 677TT i 1298CC, kao i dvostrukih
heterozigota na obe pozicije, smanjene aktivnosti enzima i posledi¢no
povecanog nivoa homocisteina dosta dobro opisana, varijabilnost u klinickom
efektu ovih mutacija i izostanak asocijacija u pojedinim studijama, medu kojima
su i rezultati naSeg rada, moze biti objasnjena postojanjem nekih drugih faktora
(kao sto je povecan nivo folata i unosa vitamina B). Jos uvek nije dovoljno jasno
da li Zene sa homozigotnom mutacijom u MTHFR genu treba da budu na
antikoagulantnoj terapiji, mada je pokazano da kod ovih pacijentkinja folatna
suplementacija dovodi do snizavanja homocisteina, ¢ime se smanjuje rizik za
neZeljena stanja (Malinow i sar., 1997). Bez obzira na kontroverzne rezultate u
literaturi u vezi sa postojanjem asocijacije MTHFR polimorfizama i komplikacija
tokom trudnoce, ove analize sve viSe postaju deo rutinske i dijagnosti¢ke prakse
kod Zena sa reproduktivnim neuspehom, pruZaju¢i znacajne informacije
lekarima o mogud¢im poremecajima folatnog metabolizma. Osim toga, neke
studije sugerisale su da izmene u MTHFR genu, uz postojanje visokorizi¢nih
alela i na nekim drugim genskim lokusima asociranim sa trombofilijom, mogu
dovesti do povecanog rizika za neZeljena stanja. Rezultati nase studije pokazali
su da MTHFR 677 i MTHFR 1298 lokus stupaju u SNP-SNP interakaciju sa PAI-
1, ACE i ITGB3 ispitivanim polimorfizmima i dovode do povecanog rizika za
nastanak sekundarnog infertiliteta, Sto ¢e biti diskutovano u zasebnom

poglavlju (poglavlje 5.2.2.).
> PAI-1-6754G/5G

Rezultati ispitivanja ucestalosti alela i genotipova u PAI-1 genu u nasoj studiji
bili su sliéni sa prethodno dobijenim ucestalostima u populaciji Srbije i
zemljama u regionu, kao $to su Hrvatska, Makedonija, Grcka i Italija (Pordevié
i sar., 2011; Pordevi¢ i sar., 2013). Smanjena fibrinoliza, nastala kao posledica
povecane plazmatske koncentracije ovog proteina, predstavlja znacajan faktor
rizika za nastanak tromboza (D’ Amico i sar., 2013; 2015; Sartori i sar., 1998), a

nekoliko studija pokazalo je da nosioci 4G alela imaju povecan rizik za infarkt
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miokarda (Eriksson i sar.,, 1995; Ossei-Gerning i sar., 1997) ukazujuéi na
znacajnu ulogu ovog polimorfizma u hemostatskom balansu. Zanimljivo je
napomenuti da se, iako dovodi do hipofibrinolize, 4G alel nalazi sa visokom
ucestalo$éu u populaciji (oko 50%) sto ukazuje na moguci korisni efekat ove
izmene. U nekim radovima ukazano je na postojanje protektivne uloge 4G4G
genotipa u nastanku stabilne koronarne arterijske bolesti, mozdanog udara i
cerobrovaskularnih bolesti (Jood i sar., 2005; Onalan i sar. 2008; Roest i sar.,
2000) sto moze biti jedan od razloga zbog ¢ega se ova varijanta odrzava u

populaciji sa ovako visokom ucestaloscu.

Polimorfizam 4G/5G u PAI-1 genu ispitivan je i asociran u razli¢itim stanjima
tokom trudnoce. Rezultati nase studije nisu pokazali postojanje znacajne razlike
u ucestalostima genotipova i alela izmedu kontrole i ukupne grupe pacijenata,
kao ni izmedu kontrole i ispitivanih podgrupa ali dosadasnji rezultati su
pokazali da ova izmena moze biti znacajan faktor rizika za rani gubitak ploda
(Dossenbach-Glaninger i sar., 2003), ali i za neuspesnu embrio implantaciju
ukazujuéi na znacaj testiranja ovog polimorfizma kod Zena sa idiopatskim
infertilitetom. Hipofibrinoliza koja nastaje usled 4G izmene u ovom genu moZe
biti znacajna u kombinaciji sa dodatnim faktorima za poremecaje u
koagulacionoj kaskadi. Nasi rezultati ukazali su na mogucu interakciju PAI-1
4G/ 5G polimorfizam sa lokusima MTHFR 677 1 1298, ITGB3 i ACE, dovode¢i do
formiranja visokorizi¢nih genotipova za pojavu sekundarnog infertiliteta, $to ¢e

biti diskutovano u zasebnom poglavlju (5.2.2.).

» ATIII 786 G>A

Antitrombin je prirodni antikoagulans koji ima znacajnu ulogu u toku
trudnoce. Studije ispitivanja nivoa antitrombina u toku trudnoce pokazale su da
je ukupni antitrombin smanjen za oko 20% od svoje bazi¢ne vrednosti, $to je u
saglasnosti sa povisenim faktorima koagulacije u toku trudnoce, kako bi se
smanjio rizik od krvarenja i moguceg gubitka ploda usled krvarenja. Takode je

pokazano da je od 25 nedelje do porodaja nivo ATIII negativno korelisan sa
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gestacionom nedeljom, opadajuci za oko 13% tokom ovog vremena (James i
sar., 2014). Neonatusi imaju manju koli¢inu ATIII proteina, koji dostiZe adultni
nivo do 6 meseca zivota. Ustanovljeno je da Zene koje koriste oralne
kontraceptive imaju niZi nivo ATII], ali se smatra da ovo smanjenje nije klinicki
znacajno (Patnaik i Moll, 2008). Uoceno je postojanje znacajne asocijacije izmedu
nasledne deficijencije ovog proteina i razvoja tromboembolizma u toku
trudnoce (Patnaik i Moll, 2008). Ovaj rizik je jo$ veci ukoliko trudnica nije na
profilakti¢koj, antikoagulantnoj terapiji. Smatra se da je kod Zena koje imaju
ATIII deficijenciju, a nisu predhodno imale VTE, 8ansa za pojavu VTE u toku
trudnoce 31%, dok je kod Zena koje su imale predhodno epizodu VTE ta Sansa
jos veca i iznosi49% (Patnaik i Moll, 2008). Rizik za gubitak ploda je nesto malo
povecan kod Zena koje imaju ATIII deficijenciju. Studija Preston i saradnika
(1996) je pokazala da je 19.2% trudnica koje su imale ATIII deficijenciju izgubilo
plod, u odnosu na 12.2% Zena bez nasledne trombofilije. Ova studija je pokazala
da se gubitak ploda kod Zena koje su imale ATIII deficijenciju dogodio u 2.3%
slucajeva posle 28 nedelje, dok je taj procenat iznosio 16.9% u grupi sa

gubitkom ploda pre 28 nedelje (Preston i sar., 1996).

Izmena u intronu 1 ATIII gena (rs2227589) ispitivana je u studijama asocijacije
sa trombozama, deficijencijom antitrombina i komplikacijama tokom trudnoce.
Pokazano je da je ova izmena asocirana sa trombozama, ali da nije uzro¢nik
nasledne antitrombin deficijencije (Bezemer i sar., 2008; Sharma is sar., 2015). U
studiji asocijacije ovog polimorfizma i ATIII deficijencije, pokazano je da je od
25 pacijenata sa ATIII deficijencijom, 11 imalo heterozigotni GA genotip, dok je
samo jedan pacijent imao homozigotni AA genotip ove izmene (Sharma i sar.,
2015). Uocena razlika u ucestalosti mutiranog alela nije dostigla statisticku
znacajnost tako da se ova mutacija ne smatra uzroénikom ATIII deficijencije.
Ispitivanja asocijacije ovog polimorfizma sa trudno¢om i ponovljenim gubicima
ploda su malobrojna. Asocijacija rs2227589 polimorfizma u ATIII genu sa

ponovljenim gubicima ploda prvi put je pokazana 2012. godine od strane
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Guerra-Shinohara isaradnika. Ova studija sugerisala je da postoji povecan rizik
za gubitak ploda kod Zena koje su nosioci AG ili GG genotipa, dok kasnije
studije nisu uocila postojanje ove asocijacije (Cao i sar., 2013b; Sharma i sar.,

2015).

U nasoj studiji izostaje znac¢ajna asocijacija ove mutacije sa infertilitetom, kako
sa primarnim tako i sa sekundarnim, $to je u saglasnosti sa prethodnim
studijama ispitivanja asocijacije ovog polimorfizma sa ponovljenim gubicima
ploda (Cao i sar., 2013b; Sharma i sar., 2015). Takode, nasa studija je pokazala za
ovaj polimorfizam da ne stupa u znacajnu interakciju sa drugim ispitanim
polimorfizmima. Ako sumiramo, nasi rezultati i podaci iz literature bi mogli
iskljuciti opravdanost testiranja ATIII 786 G>A polimorfizma kod Zena sa

primarnim ili sekundarnim infertilitetom.
» ACEI/D

Angiotenzin konvertujué¢i enzim je klju¢ni enzim renin-angiotenzin sistema.
Uticaj I/D polimorfizma, kroz aktivnost ACE enzima, ispitivan je i povezivan
sa razlic¢itim bolestima i stanjima (Nawaz i Hasnain, 2009). Inserciono-delecioni
polimorfizam u ACE genu ispitivan je i kod razli¢itih komplikacija tokom
trudnoce. Intrauterina sredina moZe imati uticaj na ekspresiju ACE gena kod
ploda, pa posledi¢no uticati i na trudnocu i na teZinu novorodenc¢adi na
rodenju. Uocena je povezanost II genotipa kod ploda sa kra¢im trajanjem
trudnoce i vecom tezinom novorodencadi. Kod ovih osoba je kasnije pokazano
da u odraslom dobu imaju manju verovatnocu za razvoj koronarne bolesti srca,
Secerne bolesti tipa 2, insulinske rezistencije i metabolickog sindroma (Kajantie i
sar., 2004). Pored toga, ACE enzim je aktivan u placenti. Njegova aktivnost
povecana je u slucaju preeklampsije, vrlo ¢estog poremecaja u toku trudnoce
koji moze da dovede i do fetalnog zastoja u razvoju (Khong i sar., 1986).
Prethodni eksperimetni (Morgan i sar., 1998) sugerisali su da je fiziolosko
remodeliranje spiralne arterije u toku trudnoce posredovano renin-angiotenzin

sistemom (RAS) koji je jedan od glavnih faktora koji reguliSu krvni pritisak i
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balans fluida i elektrolita (Fleming, 2006; Sayed-Tabatabaei i sar., 2006). U toku
trudno¢e dolazi do stimulacije RAS sistema i povecanja nivoa
angiotenzinogena, vazokonstriktora angiotenzin Il i aldosterona (Langer i sar.,
1998). Aktivacija ACE enzima ima ulogu u redistribuciji placentalne cirkulacije i
na taj nacin moze redukovati transfer nutrijenata do fetusa (Ito i sar., 2002), a
pokazano je da je polimorfizam ACE I/D uklju¢en u modulaciju maternalnog
uteroplacentalnog i fetalnog protoka krvi (Mello i sar., 2003). U nekim od
prethodnih studija u americ¢koj i finskoj populaciji ispitanika pokazano je da ne
postoji veza izmedu ACE polimorfizma i preklampsije (Morgan i sar., 1999;
Heiskanen i sar., 2001), dok su ista ispitivanja u italijanskoj populaciji ukazala
da postoji znacajna asocijacija izmedu DD genotipa i povecanog rizika za
preeklampsiju, restrikciju fetalnog rasta i abnormalnu uteroplacentalnu
cirkulaciju (Mello i sar., 2003). Zbog moguceg uticaja na reproduktivni uspeh
mnoge studije su ispitivale asocijaciju ACD1/D sa ponovljenim gubicima ploda
ali ni u slucaju ove patologije rezultati nisu konzistentni. U grupi nasih
ispitanika, kada se posmatra samo ACD I/D polimorfizam, izostaje znacajna
asocijacija I/D polimorfizma sa infertilitetom, kako sa primarnim tako i sa
sekundarnim, $to je u saglasnosti sa prethodnim studijama sprovedenim na
populaciji Poljske i Indije (Vettriselvi i sar., 2008, Kurzawinska i sar., 2016).
Medutim, studije ispitivanja ACE I/D polimorfizma u evropskim populacijama
(Nemacka, Italija), ali i u Iranskoj populaciji (Buchholz i Thaler, 2003; Fatini i
sar., 2000; Fazelnia i sar., 2016) uocile su znacajnu vezu sa pojavom RPL §to
ukazuje da RAS sistem moZe biti znacajan u reproduktivnim procesima
opravdavajudi njegovo testiranje (de Carvalho i sar., 2016). Takode, pokazana
interakcija izmedu RAS i fibrinolitickog sistema ukazuje na moguce interakcije
gena uklju¢enih u ove procese. U nasoj studiji sprovedana je GMDR analiza
genskih interakcija koja je pokazala da DD genotip ACE polimorfizma
interaguje sa PAI-1 4G/5G, ITGB3 1565 T>C i MTHFR 677 C>T i 1298 A>C
lokusima i dovodi do povecanog rizika za sekundarni infertilitet, $to ¢e biti

diskutovano u zasebnom poglavlju (5.2.2.).
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» ITGB3 1565 T>C

Polimorfizam ITGB3 1565 T>C je proucavan i asociran sa razli¢itim bolestima i
stanjima. Pokazano je da 1565C varijanta dovodi do povecanog rizika za
trombozna stanja i ponovljene tromboticke dogadaje (Komsa-Penkova i sar.,
2016; Pourgheysari i sar., 2013; Weiss i sar., 1996). Dosadasnja ispitivanja na
evropskim populacijama pokazala su asocijaciju ITGB3 C alela sa ishemi¢nim
Slogom (Floyd i sar., 2014a) i miokardijalnom infarkcijom (Floyd i sar., 2014b;
Pastinen i sar., 1998) ukazujué¢i na znacajnu ulogu ovog polimorfizma u
formiranju koaguluma. Medutim, rezultati ispitivanja ovog polimorfizma nisu
konzistentni. U Austriji nije uoceno postojanje asocijacije C alela i dubokih
venskih tromboza (Renner i sar., 2001), $to je bilo u saglasnosti sa velikom
americkom studijom koja nije pokazala postojanje veze izmedu ovog
polimorfizma i venskih tromboza, infarkcije miokarda i $loga (Ridker i sar.,

1997b).

Ova izmena u ITGB3 genu asocirana je i sa ranim gubitkom ploda (Ruzzi i sar.,
2005). U kontrastu sa potvrdenim studijama asocijacije ovog polimorfizma i
odredenih bolesti, studija Torabi i saradnika (2012) je ¢ak sugerisala mogudi
protektivni efekat C alela kod Zena sa RPL-om ukazujuéu na izrazenu
varijabilnost dobijenih rezultata izmedu studija. Pretrazivanje postojec¢ih baza
podataka nije rezultiralo radovima asocijacije ovog polimorfizma i infertiliteta.
Nasa studija je pokazala da ne postoji znacajna razlika u ucestalostima alela i
genotipova izmedu ispitivanih grupa, niti je pokazano postojanje povecanog
rizika za nastanak infertiliteta, kako primarnog tako ni sekundarnog. Medutim,
analiza multilokusnih polimorfizama asociranih sa trombofilijom pokazala je
znacajnu interakciju ovog gena sa drugim lokusima i postojanje multilokusnih

genotipova koji nose povecan rizik za sekundarni infertilitet (poglavlje 5.2.2.).
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5.2.2. Analiza asocijacije infertiliteta sa kombinacijama multilokusnih

polimorfizama gena udruZenih sa trombofilijom

Za razliku od malog broja bolesti koje su uzrokovane promenama u jednom
genu (kao Sto su srpasta anemija ili cisti¢na fibroza), veéina oboljenja i klini¢kih
stanja su rezultat kompleksnih interakcija izmedu gena, sredinskih faktora, ali i
interakcije gena i sredine. Zbog sloZenosti patoloskih procesa, molekularna
biologija se sve viSe okrece ispitivanju interakcije gena ili visokorizi¢nih alela
kao kljuénom faktoru odgovornom za razvoj bolesti. Rezultati ispitivanja
aditivnog efekta u nasoj studiji nisu pokazala znacaj zbira visokorizi¢nih alela
na ispitivanim lokusima i postojanje asocijacije izmedu broja visokorizi¢nih
alela po uzorku i pojave infertiliteta. Zbog toga je jedna od hipoteza u naSem
radu bila i mogudi efekat interakcije izmedu analiziranih polimorfizama. Jedna
od metoda koja se u poslednje vreme intenzivno koristi za analizu razli¢itih
bioloskih interakcija je MDR metoda (engl. Multifactor dimensionality reduction)
koja se zasniva na redukciji dimenzionalnosti multilokusnih podataka, kako bi
se povecala mogucnost prepoznavanja genetickih kombinacija koje
predstavljaju rizik za odredenu bolest. MDR analiza sumira ispitivane
genotipove u visokorizi¢ne ili niskorizi¢ne grupe kako bi multidimenzionalnost
podataka redukovao na jednu dimenziju (Motsinger i Ritchie, 2006). U nasoj
studiji smo, za analizu interakcije izmedu ispitivanih lokusa, primenili metodu
GMDR koja predstavlja generalizovanu multidimenzionalnu redukciju. Ovakav
neparametarski statisticki pristup je za ovu vrstu analize pogodniji od klasi¢nih,
parametarskih statistickih modela, kakva je logisticka regresija, buduci da
GMDR ne zavisi od pretpostavke o vrsti genskih interakcija koje leze u osnovi
eventualno utvrdenih asocijacija. Naime, odredene kombinacije gena se mogu
asocirati sa nekim stanjem iz razli¢itih razloga. Najpre, dva genska lokusa se
mogu fizi¢ki nadi blizu jedan drugog na istom hromozomu, tako da asocijaciju
odredene kombinacije gena sa nekim stanjem moze uzrokovati vezanost ta dva

genska lokusa, od kojih je samo jedan funkcionalno povezan sa pracenim
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stanjem. Pored toga, interakcije gena mogu biti aditivne, ukoliko svaki rizi¢ni
alel dodaje po malo verovatno¢u oboljevanja. Na kraju, interakcije izmedu
genskih lokusa mogu biti i epistaticke, kada razliciti geni, kao 5to je to slucaj i
kod gena ukljucenih u koagulaciju krvi, uc¢estvuju u jednom istom fizioloskom
procesu ¢ije promene leze u osnovi nekog patoloskog stanja. Ova metoda se
zasniva na istom principu kao i MDR metoda, redukujuéi n-broj dimenzija (u
nasem slucaju ispitivanih polimorfizama) na 1, odnosno redukujudi vise
razli¢itih kombinacija genotipova na jedan, visokorizi¢ni ili niskorizi¢ni
genotip. Zbog toga se GMDR analiza gen-gen ili SNP-SNP interakcija u
poslednje vreme ucestalo primenjuje u studijama asocijacije razlic¢itih bolesti, ali
i metabolickih puteva (cervikalni kancer, oralni kancer, tip 2 dijabetes, kancer
dojke, metabolizam homocisteina...) kako bi se objasnili kompleksni metabolicki
i fizioloski putevi u organizmu (Jamshidi i sar., 2015; Pu i sar., 2016; Zelji¢ i sar.,
2014; Zhou i sar., 2015). GMDR analiza ispitivanja gen-gen interakcije
polimorfizama u razli¢itim genima asociranim sa metabolizmom homocisteina
(MTHEFR 677 C>T i 1298 A>C, MTR 2756 A>G i MTRR 66 A>G) pokazala je
znacajno povecan rizik od folatne deficijencije u odnosu na broj visokorizi¢nih
genotipova u ispitivanim polimorfizmima (Li i sar., 2015). U poredenju sa
nosiocima wt alela, pacijenti sa 3 rizi¢na genotipa imaju vedi rizik od folatne
deficijencije koji se dramaticno povecava sa povecanjem broja rizi¢nih
genotipova. lako svaki od ovih polimorfizama na odreden nacin uti¢e na folatni
puti moguéu folatnu deficijenciju, ovi rezultati sugerisu da viSestruki geneticki
defekti dovode do pogorsanja folatne deficijencije sa svakim dodatnim
izmenjenim genotipom (Li i sar., 2015). Novije studije sugerisale su da
multilokusne kombinacije visokorizi¢nih alela mogu dovesti do povecanog
rizika za tromboticka stanja (Yalcintepe i sar., 2015). Multilokusna regresiona
analiza pokazala je da postoji znac¢ajna asocijacija polimorfizama: FVL, FV 5279
A>G, FXIII 614 A>T, ITGB3 1565 T>C, BF -455 G>A sa ponovljenim gubicima
ploda, od kojih je jedino za ITGB3 polimorfizam pokazan mogucdi protektivni

efekat (OR:0.127; 95%ClI= 0.051-0.319) (Torabi i sar., 2012). Studija Qublan i
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saradnika (2006) je sugerisala da kombinacija dva ili viSe faktora za trombofiliju
mogu biti uzroc¢nici ponovljenih neuspesnih IVF procedura i da se javljaju
znacajno ucestalije (p<0.05) u grupi pacijentkinja nego u kontrolnoj grupi.
Takode je pokazano da se vise od 3 mutacije u 10 analiziranih gena javljaju sa
ucestaloséu od 74% kod Zena sa neuspesnom implantacijom u odnosu na 20%
koliko se javljaju u kontrolnoj grupi (p<0.001) (Coulam i sar., 2006b). Ovakvi
dosadasnji rezultati ukazivali su na mogudi znacaj ispitivanja vise varijantnih
lokusa u genima koji kodiraju za faktore uklju¢ene u hemostatske procese. U
nasem radu ispitivane su gen-gen interakcije u 8 prethodno navedenih
polimorfizama asociranih sa trombofilijom. GMDR analizom ustanovljeno je
postojanje znacajne interakcije MTHFR 677 i 1298 polimorfizama sa drugim
lokusima, koja dovodi do formiranja visokorizi¢nih genotipova za pojavu
infertiliteta. U nasoj studiji MTHFR 1298 A>C polimorfizam se x2? testom i
analizom logisticke regresije nije pokazao kao znacajno razli¢it izmedu
ispitivanih grupa, ali je GMDR analizom pokazana njegova znacajna
distribucija u asocijaciji sa infertilitetom (p=0.001, Tabela 13). Dobijene analize
ukazuju da se ispitivani MTHFR 1298 polimorfizam ne sme odbaciti kao
mogudi faktor rizika za pojavu infertiliteta, nego ga treba uvrstiti u dalje
analize. Isti je slucaj sa MTHFR 677, PAI-1, ACE i ITGB3 lokusima koji
pojedina¢no analizirani nisu ukazali na postojanje asocijacije sa infertilitetom,
ali analiziranjem njihove interakcije uoceno je da u razli¢itim kombinacijama
mogu da formiraju visokorizi¢ni genotip za pojavu sekundarnog infertiliteta
(Tabela 15). Ovom analizom dobijene su dve znacajno razlidite interakcije
izmedu kontrolne grupe i podgrupe sa sekundarnim infertilitetom. U prvoj
znacajnoj interakciji izmedu lokusa: MTHFR 677-MTHFR 1298-PAI-1 4G/5G-
ITGB3 1565 dobijeno je nekoliko visokorizi¢nih kombinacija, koje se mogu
videti na Slici 14. Najvedi rizik imale su kombinacije MTHFR 677CC-MTHFR
1298AC-PAI-1 4GAG-ITGB3 1565CC i MTHFR 677CC-MTHFR 1298AA-PAI-1
4G5G-ITGB3 1565CC  (tamnija siva boja na Slici 14), dok je nesto manji rizik bio
u slucaju kombinacija MTHFR 677CC-MTHFR 1298CC-PAI-1 4G4G-ITGB3
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1565CC, MTHFR 677CC-MTHFR 1298 AC-PAI-1 4G5G-ITGB3 1565CC i MTHFR
677CT-MTHFR 1298AA-PAI-1 5G5G-ITGB3 1565CC (svetlija siva boja na slici
14). U slucaju druge znacajne interakcije (Tabela 15), dobijen je samo jedan
visokorizi¢ni genotip za nastanak sekundarnog infertiliteta koji je imao
kombinaciju MTHFR 677CC-MTHFR 1298CC-PAI-1 4G4G-ACE DD-ITGB3
1565CC. Ove vrste interkacija ne pokazuju uvek postojanje visokorizi¢nih alela
u svakom polimorfizmu koji stupa u interakciju sa drugim lokusima, $to moze
dovesti do razumevanja i interpretacije ovih rezultata. Kada su u pitanju ove
analize vazno je razumeti da se statisticke interakcije ne zasnivaju na uzro¢no-
posledi¢cnim vezama nego na distribuciji varijabli (u naSem slucaju
polimorfizama) i skorovima koje program dodeljuje, za razliku od bioloskih
interakcija koje poc¢ivaju na bioloskim mehanizmima, zasnivajuéi se na uzro¢no-
posledi¢nim vezama i epistatickim interakcijama. Zbog toga se ova vrsta analize
ne moZe koristiti kao dijagnosticki metod, niti se moZe uvrstiti u klini¢ku
praksu, ali nam moze ukazati na moguce mehanizme i interakcije koje treba
ispitati u daljim analizama. Iako nije uo¢ena znacajna asocijacija polimorfizama
MTHEFR 677 C>T, MTHFR 1298 A>C, PAI-14G/5G, ACE1/DiITGB3 1565 T>C
sa pojavom infertiliteta, GMDR analiza u nasoj studiji je pokazala da ispitivani
lokusi stupaju u interakciju formiraju¢i visokorizicne genotipove Kkoji
posledicno mogu biti uzro¢nici sekundarnog infertiliteta kroz stanje
poremecene hemostaze i povecane koagulacije. Ovakav pristup analiziranja i
grupisanja pojedina¢nih visokorizi¢nih alela u viskorizi¢ne genotipove moze
biti dobar nacin da se reSe kontraverze u literaturnim podacima i da se
adekvatnije razumeju kompleksni procesi u organizmu, kao i njihovi
poremecaji koji dovode do odredenih klini¢kih stanja. Nasa studija je primenom
GMDR analize ukazala na znacaj testiranja Sireg panela polimorfizama u
genima asociranim sa trombofilijom i definisala moguce visokorizi¢ne

genotipove za nastanak sekundarnog infertiliteta.

143



Diskusija

5.3. VDR polimorfizmi

Fokl, Bsml, Apal i Taql polimorfizmi u VDR genu ispitivani su i asocirani sa
razli¢itim fenotipovima, kao Sto su varijabilnost u cirkuliSuéem osteokalcinu
(Morrison i sar., 1992), gustini kostiju (Cooper i sar., 1996), koronarnim
bolestima (Van Schooten i sar., 1998), dijabetesom tipa 1 (McDermott i sar.,
1997; Pani i sar., 2000) i razli¢itim kancerima (Kostner i sar., 2009; Liu J] i sar.,
2013; Liu SL i sar., 2013). Specifi¢no vezivanje aktivne forme vitamina D za VDR
receptor u reproduktivnim tkivima, kao i eksprimiranje enzima CYP27B1 i
CYP24A1 i receptora VDR i RXR u humanoj placenti sugerisali su moguéu
biolosku ulogu ovih polimorfizama u reproduktivnom uspehu. Dosadasnja,
nama dostupna, literatura veoma je ograni¢ena sa podacima asocijacije
polimorfizama u VDR genu sa pojavom komplikacija tokom trudnoce tako da
nasi rezultati analize Fokl, Bsml, Apal i Taql polimorfizma u VDR genu

predstavljaju prve rezultata asocijacije sa idiopatskim infertilitetom.
5.3.1. FokI kao nezavisan prognosticki faktor

Jedini, do sada, opisani funkcionalni polimorfizam u VDR genu jeste Fokl
Usled izmene T>C (f>F) dolazi do stvaranja drugog start mesta translacije i do
sinteze dve varijante proteina. Prisutvo f alela ima za posledicu sintezu duze
varijante proteina (427 amino kiselina), dok je u slucaju F alela proteinski
produkt nesto kraci (424 amino kiseline). Pokazano je da nosioci FF genotipa
imaju 1.7 puta povecanu aktivnost VDR receptora §to moze biti preduslov za
razvoj odredenih bolesti (Uitterlinden i sar., 2004b). Pored toga, izmerena je i
povecana transkripciona aktivnost ovog gena kod nosioca F alela u odnosu na f
alel (Arai i sar.,, 1997, Whitfield i sar., 2001). Van Etten i saradnici (2007)
ispitivali su in vitro ulogu Fokl polimorfizma u autoimunosti i funkcionalne
posledice ovog polimorfizma na celije imunskog sistema. Ova studija opisala je
da monociti i dendritske ¢elije koje nose FF genotip produkuju veéi nivo IL-12 (i

iRNK i proteina) u odnosu na ff Fokl genotip. Takode je pokazano da kod FF
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genotipa postoji povecanje transkripcionih faktora koji su ko-regulatori
imunskih reakcija, kao $to su NF-kB i NFAT. Saznanje da NF-kB aktivnost moZe
biti povezana sa mnogim imunoloski posredovanim bolestima (reumatoidni
artritis, inflamatorna bolest creva, multipla skleroza, astma) povezuje ovaj
polimorfizam sa moguéim uticajem na razvoj autoimunskih poremecaja (Li i
Verma, 2002). Za VDR Fokl polimorfizam pokazano je da dovodi do 18 puta
veceg rizika za razvoj tiroidne disfunkcije kod pacijenata sa dijabetesom tip 1, a
pokazano je i da F alel moZe biti uzro¢nik pokretanja autoimunosti i razvoja
Hasimoto sindroma (Purovié i sar., 2015; Lin i sar., 2006; Mory i sar., 2016).
Pored uloge u povecdanom riziku za razvoj odredenih bolesti, F alel nekada
moze imati i protektivnu ulogu koja je pokazana u studiji asocijacije ovog
polimorfizma sa aplastichom anemijom (Yu i sar., 2016). Rezultati nase studije
takode su ukazali na mogucu protektivnu ulogu F alela (OR:0,590; p<0.05) u
pojavi sekundarnog infertiliteta i ranog gubitka ploda. Pojedine studije sugerisu
da vitamin D suplementacija dovodi do redukovanje moguce infekcije tokom
trudnoce (Shin i sar., 2010). Uticaj vitamina D na imunoloski sistem i citokine
mogu biti znacajni u regulaciji bakterijske flore. Povecana aktivnost VDR
receptora kod nosioca F alela moZe dovesti do povecane aktivnosti
imunoloskog odgovora i smanjene mogucnost za infekcije. Ranije studije
pokazale su da vitamin D moZe imati uticaj na infektivne bolesti tokom
trudnoce. Mali broj studija pokazao je da nizak nivo vitamina D kod HIV
pozitivnih majki povecava incidencu mortaliteta i transmisije HIV infekcije sa
majke na dete (Mehta i sar., 2010; 2009). Polimorfizam Fokl u VDR genu, u
heterozigotnom Ff obliku, asociran je sa povecdanom ucestalos¢u HIV i AIDS
progresije (Nieto i sar., 2004). Povecana aktivnost imunoloskog sistema, koja se
javljai u slucaju prisustva F alela, moze biti protektivna u toku trudnode, stiteci
plod, a i majku od mogucih infekcija. U toku prvog trimestra pokazana je
povecana incidenca bakterijske vaginoze kod Zena sa niskim 25(OH)D nivoom
(Bodnar i sar., 2009). Studija asocijacije bakterijske vaginoze i gubitka ploda

pokazala je da postoji asocijacija sa gubitkom u prvom i drugom trimestru
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trudnoce (Isik i sar., 2016; Nelson i sar., 2015). Tokom trudnoce maternalni
imunski sistem se modifikuje kako bi dostigao imunolosku toleranciju na
paternalna antitela prezentovana na fetalnim celijama. Ove modifikacije
desavaju se i na metarnalno-fetalnom kontaktu, ali i u sistemskoj cirkulaciji
(Zen i sar., 2010). Maternalni imunski sistem je dosta kompleksan i u toku
trudnoée mora da uspostavi fini balans izmedu povecane tolerancije na
paternalna antitela ali i dovoljne aktivnosti imunskog sistema kako bi zastitila
fetus od razlicitih patogena i infekcija (Bonney, 2016). Protektivna uloga F alela
u nastanku sekundarnog infertiliteta, koja je pokazana u na$oj studiji, moze
ukazivati na bolje uspostavljen balans imunskog sistema u situacijama kada

dode do trudnoce, smanjujudi rizik za gubitak ploda.

5.3.2. Bsml, Apal i Taql - pojedina¢no analizirani lokusi

Razli¢ite studije ispitivale su pojedina¢ne polimorfizme u VDR genu i pokazale
asocijaciju sa odredenim patologijama i stanjima (Al-Daghri i sar., 2014; Cooper
i sar., 1996; McDermott i sar., 1997; Morrison i sar., 1992; Vasilopoulos i sar.,
2013; Ye i sar., 2001; Yu i sar., 2016). Rezultati nase studije su u analizama
ispitivanja pojedina¢nih lokusa Bsml, Apal i Taql uocili znacajno razlicitu
distribuciju alela i genotipova Bsml polimorfizma izmedu kontrola i
pacijentkinja. Protektivna uloga B alela u nastanku sekundarnog idiopatskog
infertiliteta koja je pokazana u naSem istrazivanju uocena je i u studijama
asocijacije Bsml polimorfizma sa rizikom za nastanak melanoma u kojoj je
pokazano da Bb i BB genotipovi mogu imati protektivnu ulogu u poredenju sa
bb genotipom (Denzer i sar., 2011). Skorasnja studija Yu i saradnika (2016)
pokazala je da osobe koje su nosioci Bb ili BB genotipa BsmlI polimorfizma
imaju znacajno veci nivo TNF-a, dok je Tt i tt genotip Taql polimorfizma bio
asociran sa povecanim nivoom IL-2 i TNF-a ukazujuéi na mogucu ulogu ovih
izmena u imunoloskom odgovoru. Interesantna je studija u kojoj je pokazano
da VDR Bsml genotip moze biti zavisan i od faktora zavisnih od pola tokom

ranog detinjstva i razvoja. Istrazivanja su pokazala da devojcice koje su nosioci
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BB genotipa imaju ve¢u duzinu, $irinu i povrsinu tela od nosioca bb genotipa,
dok je kod decaka pokazana suprotna asocijacija: nosioci BB imaju manju
duZinu, povrsinu i Sirinu tela od nosioca bb, sugerisuc¢i da Bsml polimorfizam

mozZze imati znacajnu ulogu i u intrauterinom rastu ploda (Suarez i sar., 1997).

Ex vivo studija je pokazala smanjen nivo VDR proteina kod osoba sa BB
genotipom Bsml i tt genotipom Taql polimorfizama sugerisuc¢i da bi ovi
genotipovi mogli imati vezu sa ekspresijom VDR gena, a posredno uticati i na
razlicite patoloske procese u organizmu (Selvaraj i sar., 2009). Kako se neke od
ovih izmena nalaze u nekodirajudi regionima, kao $to su Bsmli Apal, ne moze
se jasno objasniti mehanizam asocijacije sa odredenim patologijama.
Pretpostavlja se da se oni nalaze u LD-u sa nekim drugim, funkcionalno
vaznim, alelskim mestima i da na taj nacin mogu dovesti do ispoljavanja
odredenog klinickog stanja zbog ¢ega je u nasem radu sprovedena analiza
neravnoteze vezanosti i mogucih haplotipskih blokova, $to ¢e biti razmatrano u

narednom poglavlju (5.3.3.).

5.3.3. Bsml, Apal i Taql - haplotipski analizirani lokusi

Interpretacija polimorfizama u VDR genu i njihova asocijacija sa razli¢itim
bolestima i stanjima je veoma kompleksna i slozena, pogotovo ako se radi o
polimorfizmima koji nisu funkcionalni, ne pogadaju kodonske regione ili su
sinonimni. Jedan od moguéih nac¢ina da se razjasni njihova asocijacija sa
razli¢itim patologijama lezi u postojanju LD-a sa funkcionalnim
polimorfizmima. Zato metoda analize haplotipova nudi snazan pristup
ispitivanja asocijacije genskih varijanti sa kompleksnim bolestima i stanjima
(Gabriel i sar., 2002). Gametska neravnoteza vezanosti odnosi se na slucajnu
asocijaciju alela ili polimorfizama i njihovu vezanu segregaciju u gamete.
Procenjeno je da oko 70%-80% genoma poseduje haplotipske blokove u kojima
je stepen homologe rekombinacije vrlo visok. Ukoliko su SNP-ovi lokalizovani
unutar jednog LD bloka, velika je verovatnoca da ¢e se nasledivati zajedno

(Wang isar., 2005). Tri susedna polimorfizmau VDR genu, Bsml, Apal i Taql su
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u skorije vreme dosta proucavani u razli¢itim studijama. U mnogim od njih
pokazano je da se ovi polimorfizmi nalaze u jakoj neravnotezi vezanosti, a
haplotipski blokovi ovih alela ispitivani su i asocirani sa razli¢itim
patologijama. Dosadasnje analize VDR haplotipova uocile su postojanje
haplotipova koji su asocirani sa povecanim ili smanjenim rizikom za razlicita
medicinska stanja (Al-Daghri i sar., 2014; Yu i sar., 2016). Za haplotip BAt je
pokazano da je u vezi sa regulacijom kljué¢nih proteina koji su ukljuceni u
inflamatornu aktivnost, dovodeci do povecanja proinflamatornih citokina (IL1p3,
IL18, TNFa i IL-6) sto je ukazivalo na znacajnu ulogu odredenih haplotipova u
imunoloskoj modulaciji (Al-Daghri i sar., 2014). Studija Denzer i saradnika
(2011), koja je ispitivala asocijaciju ovih haplotipova sa melanomom, pokazala je
da su tri najucestalija haplotipa: baT (45%), BAt (40%) i bAT (12%) i da oni ¢ine
oko 97% svih dobijenih haplotipova, ali nije pronasla znac¢ajnu asocijaciju sa
melanomom. Sli¢na distribucija haplotipova dobijena je i u nasoj studiji, gde se
kao najucestaliji haplotip pokazao BAt (36.3%), a zatim baT (28.9%) u analizi
asocijacije izmedu kontrole i ukupne grupe pacijentkinja sa infertilitetom. Sli¢na
distribucija dobijenih haplotipova pokazala se i nakon odvajanja primarnog od
sekundarnog infertiliteta (Tabele 21, 22, i 23, respektivno). Rezultati ove studije
pokazali su postojanje znacajne asocijacije haplotipa bAT (OR:1.96, p<0.05) sa
infertilitetom, kako u ukupnoj grupi pacijenata, tako i podgrupi sa
sekundarnim infertilitetom. Logisti¢ka regresiona analiza pokazala je da ovaj
haplotip povecava rizik za nastanak sekundarnog infertiliteta za nesto vise od
dva puta (OR:2.209; p<0.05). Pored navedenog haplotipa, primenom logisti¢ko
regresione analize izdvojio se i haplotip BAT za koji je pokazano da ima
protektivnu ulogu u nastanku primarnog infertiliteta (OR:0.333, p<0.05). Stanje
povecanog rizika kod haplotipa bAT, kao i moguca protektivna uloga BAT
haplotipa uocena je i u studijama asocijacije sa dijabetesom tipa 1 ukazujuci na
moguc¢u ulogu ovih haplotipova u autoimunosti i imunoloskom balansu
(McDermott i sar., 1997). Dobijeni haplotipovi koji povecavaju rizik za

sekundarni (bAT), ili smanjuju rizik za primarni infertilitet (BAT), ukazuju na
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znacaj njihovog testiranja kod Zena sa idiopatskim reproduktivnim neuspehom.
Dobijeni rezultati, po pregledu dosadasnje literature koja je nama dostupna,
predstavljaju prve rezultate ispitivanja i asocijacije polimorfizama i haplotipova
u VDR genu sa infertilitetom. Ta¢an mehanizam njihovog delovanja jos uvek
nije poznat, $to otvara vrata daljim istrazivanjima haplotipskih blokova i
ispitivanjima njihovog delovanja na nivo vitamina D, kao i odgovor na vitamin

D suplementaciju.
5.3.4. Multilokusne interakcija polimorfizama u VDR genu

Identifikacija SNP-SNP interakcija moZe da pomogne u objasnjenju genetickih
etiologija mnogih humanih bolesti. Gen-gen interakcija, poznata i kao epistaza,
je fenomen gde fenotipski efekat varijacije na jednom genskom lokusu zavisi od
varijacije na drugom. SNP-SNP interakcije su razli¢itim statistickim modelima
ispitivane u pokusSaju da se identifikuju kombinacije genetickih varijanti
odgovornih za razvoj ili prognozu bolesti (Jamshidi i sar., 2015; Murk i DeWan,
2016; Rai i sar., 2015; Zelji¢ i sar., 2014; Zhou i sar., 2015). lako GMDR softver za
analizu podrZava bazu podataka u kojoj postoje podaci koji nedostaju (engl.
missing data), zbog relativno malog broja ispitanika uklju¢enih u ovu studiju, a u
ciliju dobjanja $to validnijih rezultata, u analizu SNP-SNP interakcije
polimorfizama u VDR genu ukljudeni su samo ispitanici za koje je dobijen
genotip za sva Cetiri ispitivana VDR lokusa. GMDR analiza polimorfizama u
VDR genu u nas$oj studiji nije pokazala postojanje znacajne interakcije Fokl,
Bsml, Apal i Taql polimorfizma izmedu svih analiziranih grupa, $to
predstavljaju prve rezultate ispitivanja moguce SNP-SNP interakcije izmedu

ovih lokusa.
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5.4. Trombofilija i VDR

Saznanje da je serumski nivo vitamina D asociran sa mnogim stanjima, kao sto
su gojaznost, insulinska rezistencija i metabolicki sindrom, ukazalo je na
mogucu ulogu ovog vitamina i u nastanku razlic¢itih kardiovaskularnih
oboljenja (Andersoni sar., 2010; Beveridge i sar., 2013; Modarresi-Ghazani i sar.,
2016). Nizak nivo vitamina D izmeren je kod pacijenata sa hipertenzijom,
arterijskim koronarnim bolestima i tromboembolizmom (Modarresi-Ghazani i
sar., 2016). Pored toga, pokazano je da je ovaj vitamin vrlo zna¢ajan u procesima
fertilnosti i reprodukcije. Enzimi ukljuc¢eni u metabolizam vitamina D, CYP27B1
i CYP24A1, kao i receptori VDR i RXR, su eksprimirani i funkcionalni u
humanoj placenti, $to sugerise mogucu biolosku ulogu vitamina D u humanoj
reprodukciji (Diaz i sar., 2000; Tanamura i sar., 1995). Trudnoca i reprodukcija
su veoma kompleksni procesi koji zahtevaju balansiranost razli¢itih
mehanizama u organizmu. Vaskularizacija reproduktivnih organa i tkiva, kao i
adekvatno funkcionisanje imunolo$kog sistema, klju¢ni su preduslovi za
reproduktivni uspeh. Svojom ulogom transkripcionog faktora, VDR protein
regulie i uti¢e na funkcionisanje i ekspresiju mnogih drugih gena, izmedu
ostalog i hemostatskog i imunoloskog sistema. GMDR analiza interakcije svih
ispitivanih gena u ovom radu (8 lokusa asociranih sa trombofilijom i 4 lokusa u
VDR genu) nije pokazala postojanje interakcija gena koji bi doveli do formiranja
visokorizi¢nih genotipova za nastanak idiopatskog infertiliteta (Tabele 32, 33, 34
i 35). Medutim, novija istrazivanja mutacija u VDRE elementima gena za
trombofiliju, ukazala su na potencijalno novi mehanizam regulacije sistema
koagulacije preko VDR i VDRE elemenata (Toderici i sar., 2016). Ispitivanja
identifikovanja VDRE elemenata u genima asociranim sa trombofilijom i
potencijalnih mutacija u tim regionima, mogla bi dati odgovor na pitanje da li

postoje geneticke regulacije ovih  kompleksnih ~ mehanizama.
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Glavni cilj genetic¢kih istrazivanja jeste identifikovanje polimorfnih varijanti koje
mogu doprineti razvoju odredenih bolesti ili stanja. Nasa studija je pokazala da
ispitivanje genskih polimorfizama asociranih sa trombofilijom i polimorfizama
u VDR genu moze dati znacajne informacije kod pacijentkinja sa primarnim i
sekundarnim infertilitetom ukazujuéi na potencijalni rizik za reproduktivni
neuspeh. Osim testiranja pojedinacnih lokusa, rezultati nase studije ukazali su i
na znacajnost testiranja multilokusnih interakcija u cilju identifikovanja
visokorizi¢nih genotipova asociranih sa infertilitetom. Na osnovu dobijenih

rezultata u ovom radu, izvedeni su sledeci zakljucci:

1. Porodi¢no opterecenje trombozama, kardiovaskularnim oboljenjima i
komplikacijama tokom trundnoce, moZe biti znac¢ajan faktor za nastanak
infertiliteta, kako primarnog tako i sekundarnog, ukazujué¢i na moguce
postojanje naslednog faktora rizika za ova stanja.

2. Visokorizi¢ni aleli u polimorfizmima FV 1691 G>A i FII 20210 G>A
predstavljaju nezavisne faktore rizika sa pojavu primarnog infertiliteta i
treba da budu ukljuceni u dijagnosticke analize idiopatskog primarnog
infertiliteta. Ostali pojedina¢no ispitivani polimorfizmi u genima
asociranim sa trombofilijom se nisu pokazali kao znacajni faktori rizika za
ovu pojavu.

3.  Interakcije izmedu polimorfizama koji se dovode u vezu sa trombofilijom,
MTHFR 677, MTHFR 1298, PAI-1 4G/5G, ACE i ITGB3, dovode do
formiranja visokoriziénih genotipova koji mogu biti uzrocnici
sekundarnog infertiliteta. Nasi dobijeni rezultati ukazuju na postojanje
interakcije genskih lokusa asociranih sa trombofilijom Sto isti¢e znacaj
testiranja Sireg panela polimorfizama kod Zzena sa sekundarnim
infertilitetom.

4.  Ispitivanje polimorfizama u VDR genu pokazala su da postoji znacajno
razlic¢ita distribucija genotipova i alela Fokl i BsmI VDR polimorfizma

izmedu analiziranih grupa. Za alel F Fokl polimorfizma pokazano je da
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ima protektivnu ulogu u nastanku sekundarnog infertiliteta $to sugerise
da pokretanje imunskog odgovora mehanizmima vitamina D moZe biti
znacajan faktor u uspostavljanju balansa izmedu imunske tolerancije na
paternalna antitela kao i protektivne uloge imunskog sistema u o¢uvanju
fetusa u toku trudnoce. Pored toga, pokazana je i protektivna uloga B alela
u Bsml polimorfizmu, $to bi se moglo objasniti formiranjem haplotipskih
blokova sa drugim polimorfizmima u VDR genu kao i/ili polimorfizmima
nekog susednog gena.

U VDR genu je identifikovan jedan haplotipski blok (Bsml-Apal-Taql) u
svim ispitivanim grupama. Logistickom regresionom analizom je
utvrdeno da je haplotip bAT znacajno ucestaliji kod sekundarnog
infertiliteta i dovodi do povecanog rizika za pojavu istog, dok se haplotip
BAT pokazao kao mogudi protektivni faktor u asocijaciji sa primarnim
infertilitetom.

Multilokusne SNP-SNP interakcije u VDR genu nisu pokazale postojanje
znacajne interakcije ovih lokusa koje bi dovele do formiranje
visokorizi¢nih genotipova asociranih sa pojavom infertiliteta.

Analizom multilokusnih interakcija svih 12 ispitivanih polimorfizama (8 u
genima asociranim sa trombofilijom i 4 u VDR genu) pokazano je da se u
interakciji ovih lokusa ne formira visokorizi¢ni genotip koji je asociran sa

pojavom idiopatskog infertiliteta kod Zena.
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Mpwnor 1.

UsjaBa o ayTopCcTBY

Mme n npesnme aytopa JeneHa byposuh

Bpoj uHpekca 652030/2012

UsjaBrbyjem
[a je LOKTOpCKa aucepTtaumja nog HacioBoMm

AHanusa nonvmMopdmsamMa reHa 3a peLenTop 3a ButamuH [l 1 reHa acoumpaHunx ca

TpombodmvjoM Ko eHa ca ManonaTCkum MHEPTUINTETOM

e pesynTaT COMNCTBEHOr UCTPaX1Baykor paga;

e [a OoucepTauuja y LenvMHu HU Y AeroBrMa Huje buna npeanoxeHa 3a cTvuame
Apyre Ounriome npema CTyaujCKUM nporpamvmMa OpYyrX BUCOKOLLKOICKUX
yCTaHOoB3;

e [1a Cy pesynTaTi KOPEeKTHO HaBeaeH U

e [la HMCaM KpLUMO/Ma ayTopcKa npaBa W KOPWUCTMO/Na WMHTENeKTyanHy CBOjUHY
ApYyrvX nvua.

Momuc ayropa

Y Beorpagy,
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Mpwrior 2.

UsjaBa 0 nctoBeTHOCTU LUITaMNaHe U €JfIEKTPOHCKe Bep3uje
AOKTOPCKOr paaa

Mme u npe3nme aytopa JeneHa bhyposuh

Bbpoj nigekca 52030/2012

CTtyaujckn nporpam buonorvja, mogyn ICeHeTuka

HacnoBs paga AHannsa nonvmmopdwmsama reHa 3a peuentop 3a ButamuH [1 n reHa

acoLmpaHux ca TpoMboduInjomM Ko XeHa ca nanonaTckum MHAEepTUNMTETOM

MenTtop npodc. ap Onmeep Crtojkosumh, gou. ap KatapuHa 3erbuh

M3jaBrbyjem aa je wramnaHa Bepaunja MOr JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA eNleKTPOHCKO)
BEP3ujKu KOjy caM npedao/na pagu noxparweHa y [AurutanHom penosvutopujymy
YHuBep3uteta y beorpany.

[o3sorbaBam ga ce objaBe MOjM NMYHM nofaunm BesaHu 3a gobOujare akagemcKor
Ha3uBa AOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MMe W npe3ume, rogmMHa u Mecto pohersa 1 gatym
onbpaHe paga.

OB/ nM4yHM nogaun Mory ce o06jaBUTU Ha MPEeXHUM CcTpaHuuama gurutarnHe
6mbnmoTeke, y eNeKTPOHCKOM KaTtanory 1 y nyénumkaumjama YHusepauteta y beorpagy.

Momuc ayropa

Y beorpagy,
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Mpwror 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBep3auTeTcky 6ubnmnorteky ,Ceetosap Mapkosuh® ga y OurutanHm
penosutopujym YHuBepauTeTa y beorpagy yHece MOjy AOKTOPCKY AucepTtauujy noa
HacroBOM:

AHanusa nonumopdmsamMa reHa 3a peLenTop 3a ButamuH [l 1 reHa acoumpaHunx ca

TpoMbodMMjoM Ko XeHa ca ngmonaTckum MHepTUnmMTeTom

Koja je Moje ayTopcKo gerso.

OucepTaumjy ca CBMM Npurio3vma npegao/na caM y enekTpoHCKOM ¢hopMaTy MorogHoM
3a TpajHO apXxvBUpatse.

Mojy OOKTOpCKY Auceptauujy noxpaweHy Yy [OurutanHoM  penosutopujymy
YHuBep3uteTa y beorpagy v AOCTYnHy y OTBOPEHOM MPUCTYNYy MOry Aa KOpucTe CBU
Koju nowtyjy ogpeabe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny muueHue KpeatusHe 3ajegHuue
(Creative Commons) 3a kojy cam ce ogny4duno/na.

1. AytopcTBo (CC BY)
2. AytopctBo — HekomepuujanHo (CC BY-NC)
@AyTOpCTBO — HekomepumjanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)
4. AyTopCcTBO — HEkomepuujarnHo — genutu nog uctum ycrnosmma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)
6. AytopcTBO — aenutu nog uctmm ycrnosmma (CC BY-SA)

(Mormmo fa 3aoKpyXuMTe camo jegHy of WecT NoHyheHnx nuueHum.
Kpatak onuc nuueHum je cacTaBHM Lo OBe U3jaBe).

Momuc ayropa

Y Beorpagy,
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1. AyropctBo. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, OUCTPUOYLM)y U jaBHO caornwiTaBahe
Aena, n npepage, ako ce HaBede UMme aytopa Ha HauuH ogpeheH o cTpaHe aytopa
WM gaBaoua nuueHue, Yak u'y komepuujanHe cepxe. OBO je HajcrobogHuja og cBux
nLLEeHUW.

2. AytopctBO — HeKkomepuujanHo. [Jo3BorbaBaTe YMHOXaBawe, OUCTpubyuujy u
jaBHO caonwTaBare [erna, U npepaje, ako ce HaBede VMe ayTopa Ha HadvH oapeneH
of CTpaHe ayTopa unv gasaoua nvueHue. OBa nvueHua He 403BOrbaBa KomepL njanHy
ynoTtpeby nena.

3. AytopcTBO — HeKomepuujanHo — 6e3 npepapa. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBahse,
AncTpubyuujy M jaBHO caornwTasawe pfena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa unu
yrnotpebe gena y CBOM [ery, ako Ce HaBede MMe ayTopa Ha HaduH ogpeheH of
CTpaHe ayTopa wnm gasaoua nmueHue. OBa nuueHua He 403BOSbaBa KoOMepLMjanHy
yrnotpeby Aena. Y ogHocy Ha cBe ocTarie fnuueHLle, OBOM NULEHLOM Ce OrpaHnyaBa
Hajsehn 06vm npaea kopuwherwa gena.

4. AyTopCcTBO — HEeKOMepuujarHo — Aesium nog UCTMM ycnoBuma. [lo3BorbasaTte
yMHOXaBake, AUCTpUOYLIMjy 1 jaBHO caonwiTaBakwe Aena, U npepaje, ako ce HaBefe
MMe ayTtopa Ha HauuH ofgpefeH of CTpaHe ayTopa unv gasaoua fnvueHue 1 ako ce
npepaga Aauctpubympa nog WUCTOM WM CrMMHOM nuvueHuoM. OBa nuvueHua He
[03BOSbaBa koMmepuujanHy ynotpeby gena v npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepapga. [lo3BorbaBare yMHOXaBawe, AUCTPUbyumnjy 1 jaBHO
caonwrTasane gena, 6e3 npomeHa, npeobrnvkoBarwa unm ynotpebe gena y cBom geny,
ako ce HaBege MMe ayTopa Ha HauduH ofpeheH o cTpaHe ayTopa wunu fasaoua
mvueHue. OBa nuueHUa Ao3Borbasa KoMepuumjandy ynotpeby aena.

6. AytopctBO — pgenum noa McTMM ycnoBuMma. [lo3BorbaBate YMHOXaBae,
ANCTpubyLUjy 1 jaBHO caonwTaBawe Aena, U npepage, ako ce HaBede MMme ayTopa Ha
HauMH ofpeheH of cTpaHe aytopa WM JasBaoua IvueHue M ako ce npepaga
anctpubympa nog WUCTOM UMM CriMHOM  nvueHuoM. OBa nuvueHua [Ao03BoSbaBsa
KomepuujanHy ynotpeby gena u npepaga. CnvyHa je codTBepckuMm nuueHuama,
OJHOCHO fULieHL, ama OTBOPEHOT KOAa.
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