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Uticaj polimorfizama gena koji kodiraju adenozinske receptore na efikasnost i toksi¢nost
monoterapije metotreksatom kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom

SAZETAK

Uvod: Reumatoidni artritis (RA) je hroni¢no, autoimunsko oboljenje sinovijalnih zglobova koje
dovodi do invalidnosti i prerane smrti. Metotreksat (MTX) je zlatni standard u terapiji RA.
Inhibicijom enzima adenozinskog ciklusa MTX povecava akumulaciju i izlu¢ivanje adenozina, Koji
svoje antiinflamatorno dejstvo ostvaruje vezivanjem za adenozinske receptore (ADOR).
Polimorfizmi u genima koji kodiraju enzime adenozinskog puta kao i ADOR mogli bi uticati na
njihovu ekspresiju i funkciju, a posledi¢no i na sam ishod terapije. Cilj ove doktorske disertacije bio
je ispitivanje ucestalost alala i genotipova polimorfizama ADORA2A gena (rs2298383, rs2236624,
rs5751876, rs17004921), ADORA3 gena (rs2298191, rs1544223, rs3393) i ITPA gena (rs1127354),
kao 1 njihove povezanosti sa efikasnoscu 1 toksi¢noS¢u monoterapije MTXom.

Metod: Nasa studija je uklju¢ila 127 bolesnika sa RA koji su bili na monoterapiji MTXom.
Efikasnost MTXa je procenjivana na osnovu EULAR kriteijuma koji se baziraju na promeni
aktivnosti bolesti merene DAS28 indeksom nakon 6 meseci monoterapije. Oboleli sa dobrim i
umerenim odgovorom su klasifikovani kao grupa bolesnika koja ,,pokazuju odgovor na terapiju’’,
dok su oboleli bez odgovora ¢inili grupu koja ,,ne pokazuju odgovor na terapiju’’. NeZeljeni efekti
(NE) su prikupljani tokom Sestomese¢nog pracenja bolesnika. Radiografska progresija bolesti se
bazirala na pracenju pojave erozija na standardnim radiografskim snimcima Saka 1 stopala.
Genotipizacija je izvedena primenom KASP eseja.

Rezultati: Na terapiju je odgovor pokazalo 112 (88,2%) bolesnika. Erozije je razvilo 82 (64,6%)
bolesnika. NE su bile prijavljene kod 31 (24,4%) bolesnika. Pojedina¢ni polimorfizmi nisu
povezani sa efikasno$¢u i toksi¢énos¢éu MTXa. ADORAz TAA haplotip bio je ¢es$¢i kod obolelih sa
erozijama kostiju (29% prema 15,6%, p = 0,023), kao i kod bolesnika sa hepatotoksi¢noséu (51,3%
prema 21,6%, p = 0,013).

Zakljucak: Rezultati naSe studije ukazuju da bi haplotipovi, pre nego pojedinacni polimorfizmi,
mogli predstavljati potencijalne prediktivne biomarkere za odgovor na monoterapiju MTXom kod
bolesnika sa RA.

Kljuéne redi: reumatoidni artritis, metotreksat, polimorfizam, adenozinski receptori, haplotip
Naué¢na oblast: Medicina
UZa naucna oblast: Molekularna medicina
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Association of polymorphisms in genes coding adenosine receptors with efficacy and toxicity of
methotrexate monotherapy in patients with rheumatoid arthritis

ABSTRACT

Introduction: Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic, autoimmune disease that primarily affects
synovial joints, leading to disability and premature death. Methotrexate (MTX) is the anchor
treatment in RA. Via adenosine cycle enzymes inhibition, MTX leads to increased production and
excretion of adenosine. Adenosine mediates its antiinflammatory effects by binding to adenosine
receptors (ADOR). Polymorphisms within genes coding for adenosine pathway enzymes and
ADOR could affect their expression and function, and consequently the outcome of MTX therapy.
The aim of this doctoral dissertation was to assess the frequency of alleles and genotypes within
ADORAA (rs2298383, rs2236624, rs5751876, rs17004921), ADORAz (rs2298191, rs1544223,
rs3393) and ITPA (rs1127354) gene polymorphisms and their association with efficacy and toxicity
of MTX monotherapy.

Method: Our study included 127 RA patients on MTX monotherapy. MTX efficacy estimation was
based on the changes in Disease activity score (DAS28) after 6 months of therapy, according to
EULAR response criteria. Patients with good and moderate response were classified as
"responders”, while the patients with poor response were classified as "nonresponders”. Adverse
effects (AE) were collected during the six months follow-up period. Radiographic progression was
based on the appearance of erosions on standard radiographic images of the hands and feet.
Genotyping was performed using the KASP assays.

Results: Among patients 112 (88.2%) were responders. We observed bone erosions in 82 (64.6%)
of our patients. AE were reported in 31 patients (24.4%). We observed no association between
analyzed individual polymorphisms and efficacy and toxicity of MTX. ADORAsz TAA haplotype
was more frequent in patients with bone erosions (29% vs 15.6% p = 0.023), as well as in patients
with hepatotoxicity (51.3% vs 21.6% p = 0.013).

Conclusion: The results of our study suggest that haplotypes, rather than individual
polymorphisms, could represent potential predictive biomarkers for response to MTX monotherapy
in RA patients.

Key words: rheumatoid arthritis, methotrexate, polymorphism, adenosine receptors, haplotype
Scientific field: Medicine
Scientific subfield: Molecular medicine
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1. UvOD

Reumatoidni artritis RA je hroni¢no, autoimunsko, zapaljensko oboljenje koje se odlikuje
progresivnim ostecenjem sinovijskih zglobova (1). lako je artritis glavna karakterstika bolesti,
brojne vanzglobne manifestacije koje se javljaju tokom bolesti svrstavaju ovo oboljenje u grupu
sistemskih autoimunskih bolesti (2,3).

1.1. Epidemiologija

Prevalenca RA je relativno konstantna u Evropskim populacijama i krece se izmedu 0,33-0,8% (4—
12). Visoka ucestalost prisutna je kod pripadnika severnoamerickih starosedelaca. U plemenu Pima
prevalenca iznosi 5,3%, dok kod Chippewa Indijanaca dostize vrednosti 6.8—7.1% (13). Potpuno
suprotne vrednosti pokazuju studije sprovedene u Nigeriji, koje ukazuju na odsustvo RA u ovoj
populaciji (14). Oboljenje je 3-4 puta CeSée kod Zena (0,48-0,86%) nego kod muskaraca (0,13-
0,53%) (5,7,10,12,15,16). Incidenca oboljenja varira izmedu 28,7-40,9/100000 (5,6,17). U
poslednjih 60 godina prisutan je trend porasta broja obolelin od RA (5,17). U republici Srbiji,
prema istrazivanjima iz 2013. godine, prevalenca RA iznosi 0,34%, pri tome je oboljenje 3,18 puta
¢esce kod Zena (0,51%) nego kod muskaraca (0,16%) (15).

1.2.  Genetika reumatoidnog artritisa

Reumatoidni artritis je multifaktorsko oboljenje u ¢ijem nastanku sudeluju genetski Cinioci sa
faktorima spoljasnje sredine (18). Uticaj nasleda je prvobitno ispitivan studijama na jednojajéanim,
dvojajcanim blizancima i u familijama obolelih osoba (19,20). Pokazalo se da je ucestalosti ove
bolesti nekoliko puta vec¢a kod srodnika obolele osobe nego u opstoj populaciji. Ovakvi podaci
upucivali su na prisustvo nasledne osnove u etiopatogenezi RA (18,21). GWA (genome-wide
association) studije usmerile su paznju na veliki broj gena koji povecavaju podloznost u razvoju
bolesti (22—-24). Sve ove genetske faktore moZzemo podeliti u dve grupe:

1- HLA (humani leukocitni antigen) lokus

Najveci genetski rizik za razvoj RA nosi prisustvo pojedinih alelnih oblika HLA-DRB1, koji kodira
B-lanac MHC molekula druge klase (23,25,26). Pokazano je da HLA-DRB1 aleli koji su povezani
sa razvojem RA kodiraju MHC molekule sa ,,zajednickim epitopima’” u predelu vezujuceg mesta.
Treba ista¢i da je pri tome znacCajnije koje aminokiseline zauzimaju pozicije 11, 13, 71 1 74 u
polipeptidnom lancu nego haplotip sam po sebi (26,27). Tako, na primer, prisustvo valina na
poziciji 11 povecava rizik za razvoj bolesti 3,8 puta, dok prisustvo serina na istoj poziciji ima
protektivan efekat (OR=0,38). Znacaj ovih pozicija u peptidu objasnjava se njihovom lokacijom u
MHC molekulu. Amino kiseline 11 i 13 deo su B naborane plo¢e na podu vezuju¢eg mesta, dok su
71. i 74. aminokiselina locirane u o heliksu koji ga ogranicava (27). Kao nezavisni faktori rizika
pokazali su se i fenilalanin na poziciji 9 -lanca kodiranog HLA-DPBL1 alelima, kao i asparaginska
kiselina na 9. poziciji MHC molekula I klase kojeg kodiraju HLA-B aleli (27).

Osim uticaja na podloznost oboljevanju pojedini HLA aleli uticu i na ozbiljnost bolesti, mortalitet i
odgovor na terapiju. Valin na poziciji 11 f-lanca MHC Il molekula (HLA-DRBI1) povecava rizik za
razvoj erozivne bolesti, povecava mortalitet, ali istovremeno poboljsava odgovor na terapiju TNF-
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inhibitorima. Serin na istoj poziciji smanjuje rizik za razvoj erozija (28). Zapazeno je i da se Feltijev
sindrom ¢esce javlja kod osoba sa kombinacijom valina na 11., lizina na 71. i alanina na 74. poziciji
u MHC molekulu (HLA-DRB1*04:01) (29).

2- Polimorfizami izvan HLA lokusa

lako su pojedini HLA-DRBL aleli najznacajniji genski faktor rizika za RA, istrazivanja su pokazala
da postoje brojni genski polimorfizmi van ovog lokusa ¢iji se aleli i/ili genotipovi mogu dovesti u
vezu sa povecanom predispozicijom za razvoj ove bolesti (25). Veliki broj ovih polimorfizama
predstavlja univerzalni faktor rizika, iako postoje i oni koji su specifi¢ni za odredene populacije
(25,30). Jedan od najznacajnijih primera je PTPN22 rs2476601 (R620W) polimorfizam koji
pokazuje znacajnu povezanost sa pojavom bolesti u evropskoj populaciji, dok je izuzetno redak u
Aziji. Istovremeno PADI4 rs2240340 je jedan od najznacajnijih faktora rizika u azijskoj populaciji
(23-25,30). Vise GWA studija i meta analiza su povezale rizik od razvoja RA i polimorfizme u
genima za interleukine i njihove receptore (IL10, IL17, IL2, IL2RA, IL2RB) (23,24,31,32). U
faktore rizika ubrajaju se i polimorfizmi u brojnim genima znacajnim za signalizaciju i funkciju
imunog sistema (STAT4, CTLA4, CD40, CD28, CD2, CCR6, IRF5, BAK1, MAPK13) (23-25,30).
Rizik od oboljevanja od reumatoidnog artritisa imaju i nosioci pojedinih polimorfizama u genima za
matriks metaloproteinaze (MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9) (33,34). Najvec¢i broj GWA studija
raden je na seropozitivnim bolesnicima. lako postoje ovakve studije radene na seronegativnim
bolesnicima, one nisu ukazivale na nove i geneticke faktore specifi¢ne za ovu podgrupu obolelih.
Pojedinac¢ne studije istakle su postojanje suptilnih razlika u geneti¢koj osnovi seronegativnog i
seropozitivnog reumatoidnog artritisa i to bi moglo biti osnova razlika u patogenezi i ispoljavanju
simptoma kod obolelih osoba (19,21,26,28).

1.3.  Faktori spoljasnje sredine

Osim geneticke predispozicije u razvoju ove multifaktorske bolesti vaznu ulogu igraju i faktori
sredine kojima je osoba izloZena (20,35). Pojedine studije pokazale su da rizik za oboljevanje moze
biti pod uticajem faktora iz ranog detinjstva. Pokazano je da predispoziciju za oboljevanje imaju
osobe sa ve¢om telesnom tezinom na rodenju, kao 1 one ¢iji su roditelji fizicki radnici. Istovremeno
se pokazalo da dojenje u prvim danima Zivota ima protektivan efekat (20,36). Medutim,
najznacajniji faktor sredine je, ipak, pusenje. Studije na jednojajéanim blizancima su pokazale da
blizanac koji pusi ima 12 puta veéu Sansu da oboli od RA (37). Kasnija istrazivanja su pokazala da
pusenje znacajno povecava rizik za razvoj seropozitivnog, ali ne i seronegativnog artritisa (38—40).
Takode se pokazalo da je rizik od oboljevanja znac¢ajno veci kod pusaca koji su nosioci jednog (oko
6,5-7,5 puta) ili oba (oko 15-20 puta) ,,zajedni¢ka epitopa’ na MHC II molekulima koje kodira
HLA-DRBL1 (39,40). Povecan rizik imaju kako homozigoti nosioci rizicnih HLA-DRBL1 alela, tako i
slozeni heterozigoti (18). Pretpostavka je da i mikroorganizmi, kod osoba sa predispozicijom za
RA, mogu zapoceti autoimunski proces (41,42). Virusi koji se najéeS¢e dovode u vezu sa RA su
parvo B19, EBV, HCV (42,43). Nisko obrazovanje i fizi¢ki rad predstavlja jo§ jedan od nezavisnih
faktora rizika (44). Posebno se pokazao rizi¢an kontakt sa kvarcnim prahom. Muskarci koji su kao
fizicki radnici dolazili u kontakt sa ovim jedinjenjem ¢esc¢e oboljevaju od RA (45).



1.4. Klini¢ka slika reumatoidnog artritisa

lako je osnovna manifestacija RA simetricni poliartritis malih zglobova Saka i stopala, tokom
razvoja ove sistemske bolesti mogu biti zahvaceni i ostali organski sistemi te bolest moze imati
raznovrsnu klini¢ku sliku. Klasi¢no se manifestacije bolesti dele na zglobne i vanzglobne (2).

Kod 55-65% obolelih bolest pocinje postepeno tokom vise nedelja ili meseci (46). U 15% slucajeva
pocetak je subakutan, dok se akutan pocetak javlja kod 8-15% bolesnika (2,46). Rede se moze
videti pocetak bolesti u vidu palindromnog reumatizma, monoartritisa, polimijalgije ili prisustva
vanzglobne manifestacije bolesti (47).

Na samom pocetku bolesti mogu biti prisutni i nespecifiéni znaci bolesti u vidu umora,
malaksalosti, groznice i gubitka telesne tezine (47). Ovi simptomi ¢eS¢e prate akutan i subakutan
pocetak bolesti (2). Rani RA se opisuje kao simetri¢ni poliartritis koji zahvata male zglobove Saka i
stopala (47). Pocetak bolesti karakteriSe postepena pojava bolova i otoka zglobova Saka i stopala
(2,46,47). Najces¢e su zahvaceni metakarpofalangealni (MCP), proksimalni interfalangealni
zglobovi (PIP), zglobovi rucja, metatarzofalangealni (MTP) i PIP palca noge (46,47).

Kao posledica ekscesivne sinovijske eksudacije i neaktivnosti zgloba tokom no¢i, otok i bol su
najizrazeniji u jutarnjim casovima. Pritisak oteCene sinovije Saka na okolne tetive dovodi do
nastanka jutarnje ukoc¢enosti (46). Kod bolesnika sa RA ova ukocenost traje vise od sat vremena pre
nego $to se dostigne maksimalno poboljSanje pokretljivosti. Trajanje jutarnje ukocenosti, kao jedne
od najznacajnijih ranih tegoba bolesti, Srazmerno je njenoj aktivnosti (47).

Simptomi u velikim zglobovima obi¢no nastaju naknadno, a medu najc¢e$¢e zahvacenim su kolena
(46). Cesto se, kao komplikacija, u kasnim fazama bolesti mogu videti fleksione kontrakture, valgus
ili nesto rede varus kolena (2). lako tokom RA bilo koji sinovijski zglob moze biti zahvacen,
distalni interfalangealni (DIP), sakroilia¢ni zglobovi i lumbalna ki¢ma su obi¢no postedeni (46,47).
Laktovi su rede zahvaceni u ranim fazama bolesti, a jedan od prvih znakova je nepotpuna ekstenzija
podlaktice. Kasnije tokom bolesti artritis zahvata i ramena. Tada se moze javiti i pridruzena ruptura
miSi¢a rotatorne manzetne. Kao posledica glenohumeralnog oSteCenja moze Se razviti izrazeno
ograni¢enje pokreta koje se manifestuje kao sindrom smrznutog ramena (46,47). Kukovi su
zahvaceni kod 5-15% bolesnika. Kao posledica progresivnog ostecenja hrskavice u 20% slucajeva
dolazi do protruzije acetabuluma (2).

Atlantoaksijalni zglob je relativno Cesto zahvacen tokom RA. Slabljenja transverzalnog ligamenta
koji uc¢vrséuje zglobljavanje densa aksisa sa atlasom je Cesta komplikacija bolesti. Kao posledica
javljaju se subluksacija i luksacija u ovom zglobu. Posledi¢an pritisak na ki¢menu mozdinu 1
spinalne nerve dovode do neuroloskih ispada. Cak i najmanja trauma kod ovih bolesnika moze
dovesti do neuroloskih komplikacija ili iznenadne smrti (2,46,47). lako su sinovijski,
temporomandibularni i krikoaritenoidni zglobovi su retko zahvaceni, a ukoliko jesu, udruzeni su sa
bolom pri zZvakanju, pri¢anju i gutanju (47).

Tenosinovitis je prisutan ve¢ u ranom stadijumu bolesti i najcesce se sporo razvija. lako se najcesce
razvija na tetivama fleksora i ekstenzora prstiju Saka moze se uociti i na drugim lokacijama. Razvoj
je spor 1 progresivan. Otok se u pocetku bolesti manifestuje kao ograni¢enje pokreta prstiju i Sake.
Kako bolest dalje napreduje, ligamenti, tetive i kapsule zgloba slabe, Sto dovodi do ruptura.
Postepeni razvoj nestabilnosti zglobova omogucava nastanak deformiteta (2,47). Prvi deformiteti
koji se zapazaju kod obolelih su deformitet u obliku labudovog vrata (hiperekstenzija PIP uz
istovremenu fleksiju DIP) i deformitet u obliku rupice za dugme (boutonniére, fleksija PIP uz
istovremenu hipereksteziju DIP). Na palcevima Saka se razvija Z deformacije (hiperekstenzija PIP).
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U kasnim fazama bolesti razvija se ulnarna devijacija na Sakama i fibularna devijacija na stopalima
(2). Kao posledica zadebljanja tetiva mogu se javiti kontrakture, karpalni i tarzalni sindrom (2,47).

Vanzglobne manifestacije

Reumatoidnni artritis je sistemsko zapaljensko oboljenje koje osim zglobova moze zahvatiti i tkiva i
organe. Prisustvo ovakvih manifestacija je povezano sa tezom klinickom slikom i povecanim
mortalitetom (2,48). Skoro polovina obolelih (46%) razvije bar jednu vanzglobnu manifestaciju
tokom zivota. Najce$¢a se mogu zapaziti reumatoidni ¢vori¢i. Oni su patognomoni¢ni za RA i
javljaju se kod 34% obolelih (48). Razvijaju se na ekstenzornim stranama ekstremiteta i mestima
pritiska (47). Ceice se razvijaju kod seropozitivnih bolesnika. Njihov klini¢ki znagaj zavisi od broja
i lokalizacije (49). Osim na ovim predilekcionim mestima, mogu se razviti i laringsu, plu¢ima, srcu,
skleri i centralnom nervnom sistemu. Ponekad, terapija metotreksatom (MTX) dovodi do pojave
novih ili poveéanja postoje¢ih reumatoidnih ¢vorica (46).

Ucestalost Sjogrenovog sindroma kreé¢e se od 2,6 do 15% u razli¢itim populacijama (2,48,50).
Znacajno ¢esce se vida kod osoba koje imaju pozitivna RF-IgM, ANA, anti-SSA i anti-SSB antitela
(50). lako se skleritis i episkleritis javljaju izuzetno retko (<1%) mogi imati ozbiljne komplikacije
(Scleromalacia perforans) (46,48).

Preko 4% obolelih ima pluéne manifestacije koje uklju¢uju pluénu fibrozu i pleuritis. Mnogo rede
vidaju se arteritis sa pluénom hipertenzijom, difuzno alveolarno ostecenje, bronhiolitis, empijem,
bronhopleuralne fistule, amiloidoza (2,48).

Jedna od najtezih klinickih manifestacija je vaskulitis. Javlja se ¢eS¢e kod muskaraca i1 bolesnika sa
erozivnom bolesc¢u, visokim vrednostima RF antitela i ve¢ prisutnim vanzglobnim manifestacijama
(46). Moze se razviti kao distalni arteritis, dovesti do razvoja koznih ulceracija, palpabilne purpure
ili se moze ispoljiti kao visceralni vaskulitis sa teSkim o$te¢enjem unutrasnjih organa i nervnog
sistema (2,46). Pojava vaskulitisa je povezana sa loSom prognozom bolesti (46).

HematoloSki poremecaji kao §to su normocitna hipohromna anemija i trombocitoza su cesto
prisutne kao sekundarne manifestacije hroni¢ne zapaljenske bolesti (46). Feltijev sindrom se vida
kod manje od 1% obolelih od RA (48). DefiniSe se kao trijas znakova: RA, neutropenija,
splenomegalija (47). Javlja se kod RF i ANA pozitivnih bolesnika sa reumatoidnim nodusima koji
su i nosioci HLA-DRBI alela koji kodiraju zajedni¢ke epitope (valin 11, lizin 71, alanin 74)
(29,46-48). Ovaj sindrom se dovodi u vezu sa povecanim rizikom od razvoja hematoloskih
maligniteta, najées¢e Hockinovog limfoma i ne hoc¢kinovog B ¢elijskog limfoma (46).

Gastrointestinalni trakt i urinarni trakt, prevashodno bubrezi su retko zahvaceni u RA. Ostecenja
koja nastaju u ovim organima mnogo ¢eS¢e su povezana sa toksicnim dejstvom primenjene terapije
nego sa primarnim oboljenjem (46).

1.5. Dijagnoza reumatoidnog artritisa

Jedna od najvaznijih koraka u leGenju RA je postavljanje dijagnoze u ranoj fazi bolesti (1,51,52).
Prvi kriterijumi koris¢eni za dijagnozu reumatoidnog artritisa su definisani 1987. godine (Revidirani
kriterijumi ameri¢kog reumatoloskog drustva (ARA)) (53). Radi se o klasifikacionim kriterijumima
za potrebe klini¢kih studija koji su razdvajali bolesnike sa RA od bolesnika sa drugim reumatskim
bolestima (53,54). Kako bi se dijagnoza RA postavila na osnovu ARA revidiranih kriterijuma iz
1987. godine potrebno je prisustvo 4 od 7 kriterijuma u trajanju od najmanje 6 meseci (Tabela 1.)
(53).



Tabela 1. Revidirani kriterijumi za klasifikaciju reumatoidnog artritisa ameri¢kog reumatoloskog
drustva iz 1987. godine (53).

Kriterijumi Definicija
1 | Jutarnja ukocenost Jutarnja ukocenost zglobova i/ili okolnog
mekog tkiva u trajanju od najmanje sat
vremena
2 | Artritis najmanje 3 zgloba Istovremeno prisustvo mekotkivnog otoka

(ne kostane hipertrofije) koju je registovao
lekar u najmanje tri zglobne regije od
moguc¢ih 14 (PIP, MCP, rucje, lakat, koleno,

sko¢ni i MTP zglobovi)

3 | Artritis zglobova Saka Prisustvo otoka bar jednog rucja, MCP ili PIP
zgloba

4 | Simetri¢an artritis Istovremeno prisustvo artritisa istih regija na

obe strane tela (bilateralno zahvatanje PIP,

MCP i MTP zglobova je prihvatljivo i bez

apsolutne simetrije)

5 | Reumatoidni ¢vorici Subkutani ¢vori¢i u predelima koStanih

prominencija na ekstenzornim stranama ili u

blizini zglobnih regija

6 | Prisustvo reumatoidnog faktora Pozitivan RF u serumu, odreden bilo kojom

metodom koja daje pozitivan rezultat kod

manje od 5% zdrave populacije

7 | Radiografske promene Radiografske promene tipicne za RA na

zglobovima Saka i rucja (erozije i

osteoporoza zglobnih okrajaka i regije u

neposrednoj okolini)

Legenda: PIP, proksimalni interfalangealni zglob; MCP, metakarpofalangealni zglob; MTP,
metatarzofalangealni zglob; RF, reumatoidni faktor.

Glavni nedostatak ovih kriterijuma je bila niska senzitivnost pri dijagnozi ranog artritisa (1,55).
Zbog ove ¢injenice 2010. godine Americki koledz za reumatologiju (ACR) i Evropska liga za borbu
protiv reumatizma (EULAR) su razvili nove klasifikacione kriterijume za RA (Tabela 2.) (1). Ovi
kriterijumi su se pokazali senzitivnijim pri dijagnostikovanju reumatoidnog artritisa u ranim
stadijumima. Glavni nedostatak ovih kriterijuma je problem pri prepoznavanju seronegativnog
artritisa sa malim brojem zahvacenih zglobova (1,55). Za dijagnozu RA prema Klasifikacionim
kriterijumima iz 2010. godine neophodno je prisustvo bar jednog otecenog zgloba (klinicki
potvrden sinovitis) koji se ne moZze objasnit ni jednom drugom boles¢u (1).



Tabela 2. ACR/EULAR kriterijumi za klasifikaciju reumatoidnog artritisa iz 2010. godine (1).

Kriterijumi Skor

A | Zahvacenost zglobova

1 veliki zglob 0

2-10 velikih zglobova 1

1-3 mala zgloba (sa ili bez zahvacéenih velikih zglobova) 2

4-10 mailh zglobova (sa ili bez zahvacéenih velikih zglobova) 3

Vise od 10 zglobova (od kojih je bar jedan mali) 5
B | Serologija

Negativan RF i negativha ACPA (manja vrednostod gornje referentne granice - | 0

GRG)

Nisko pozitivani RF 1/ili ACPA (vrednost izmedu GRG i vrednosti vrednosti do | 2

3 puta

vece od GRG)

Visoko pozitivni RF i/ili ACPA (vrednosti 3 puta viSe od GRG) 3
C | Reaktanti akutne faze

Normalne vrednosti SE i CRP 0

Patoloske vrednosti SE 1 CRP 1
D | Trajanje simptoma

< 6 nedelja 0

> 6 nedelja 1

Legenda: ACR, americki koledz za reumatologiju; EULAR, evropska liga za borbu protiv
reumatizma; RF, reumatoidni faktor; ACPA, antitela na citrulinisane peptide; SE, sedimentacija
eritrocita; CRP, C-reaktivni protein.

1.6.  Procena aktivnosti bolesti i odgovora na terapiju

U zapaljenskim bolestima teSko je vrSiti procenu aktivnosti bolesti na osnovu pojedinacnog
parametra. 1z tog razloga razvijeno je nekoliko skorova koji objedinjuju vise aspekata RA pri
proceni stanja bolesnika. U savremenoj klini¢koj praksi se koriste Skor aktivnosti bolesti procenjen
na 44 zgloba (Disease activity score — DAS), Skor aktivnosti bolesti procenjen na 28 zglobova
(Disease activity score 28 - DAS28), Pojednostavljeni indeks aktivnosti bolesti (Simple Disease
Activity Index — SDAI), Klini¢ki indeks aktivnosti bolesti (Clinical Disease Activity Index - CDAI)
(56,57). Skor aktivnosti bolesti procenjen na 28 zglobova (DAS28) je jednostavan i brz nacin da se
proceni aktivnost reumatoidnog artritisa. On objedinjuje broj bolnih (BBZ) i oteCenih zglobova
(BOZ) sa SE i subjektivnom procenom opsteg zdravstvenog stanja svakog bolesnika. Otok i bol se
beleze na 28 zglobova (proksimalni interfalangealni zglobovi $aka, metakarpofalangealni zglobovi,
rucja, laktovi, ramena i kolena). Subjektivna procena opsteg zdravstvenog stanja se izrazava
ocenom od 0 (odsustvo tegoba) do 100 (potpuna onesposobljenost za svakodnevno funkcionisanje)
na vizuelno-analognoj skali (VAS) (Slika 1.).
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Slika 1. Vizuelno-analogna skala za subjektivnu procenu opsteg zdravstvenog stanja
(modifikovano). Slika dostupna na https://greatbrook.com/visual-analog-survey-scale/.

Matematic¢ka formula koja se koristi za izraCunavanje DAS28 skora glasi:

DAS28 = 0.56VBBZ + 0.28VB0Z + 0.70In SE + 0.014VVAS

Evropska liga za borbu protiv reumatizma je 2005. godine objavio kriterijume za procenu odgovora
na terapiju kod bolesnika obolelih od RA. Ovi kriterijumi su bazirani na promeni aktivnosti bolesti
procenjene DAS28 skorom nakon 6 meseci od uvodenja terapije (Tabela 3.).

Tabela 3. EULAR Kriterijumi za procenu odgovora na terapiju kod bolesnika sa reumatoidnim
artritisom (56).

DAS28 skor pre Razlika izmedu DAS28 skora pre pocetka terapije 1
pocetka terapije nakon 6 meseci terapije
<1,2 >0,61<1,2

<0,6

<3,2 Dobar odgovor |
>321<3,7 Umeren odgovor
>5,1

Legenda: EULAR, Evropska liga za borbu protiv reumatizma; DAS28, skor aktivnosti bolesti
procenjen na 28 zglobova

Prema ovim kriterijumima bolesnici se Klasifikuju u grupe bolesnika sa dobarim odgovorom,
umerenim odgovorom i bez odgovora na terapiju. Cilj ovakvog pracenja bolesnika je procena
efikasnosti primenjene terapije i potrebe za njenim prilagodavanjem i/ili promenom (56).

1.7. Patogeneza reumatoidnog artritisa

Osnovna odlika reumatoidnog artritisa je hroni¢na upala sinovije (58). Kod zdravih osoba sinovija
se sastoji od sinoviocita koji izgraduju intimu i subintimalnog vezivnog tkiva. Intima je sastavljena
od 1-3 sloja sinoviocita, bez jasno definisane bazalne membrane (58,59). Sinoviociti mogu imati 2
fenotipa. Sinoviociti A tipa su poreklom od makrofaga, dok su sinoviociti B tipa tri puta ¢eséi i
vode poreklo od fibroblasta (FSS - fibroblastima sli¢ni sinoviociti) (58,60). Subintimalno vezivno
tkivo je sastavljeno od skromne vaskularne mreZe i1 malog broja ¢elija, prevashodno mastocita i
mononukleara. Sinovijska intima okrenuta je ka sinovijskoj Supljini zgloba koju ograni¢ava.
Sinovijska tec¢nost ispunjava zglobnu Supljinu i predstavlja ultrafiltrat krvi koji sadrzi malu koli¢inu
hijaluronske kiseline i lubricina koje proizvode FSS (58-60).

Ve¢ na samom pocetku bolesti dolazi do razvoja sinovitisa (59,61). Prve promene koje se mogu
uociti su hipertrofija intime sinovije i zapaljenski infiltrat. Zadebljanje intime nastaje na racun

7



poveéanja broja mononuklearnih fagocita (58,62). U osnovi ove promene je gubitak kontaktne
inhibicije sinoviocita (63).

Pored sinoviocita, T limfociti predstavljaju najbrojniju populaciju ¢elija u sinoviji pacijenata sa RA
(63). Kako bolest napreduje, u sinoviji se formiraju limfoidni ¢voriéi (64). Sinovija se postepeno
transformi$e u invazivno tkivo koje se oznacava kao zreo panus (63,64). U fazi kada dolazi do
razvoja panusa moze se primetiti izrazena neovaskularizacija u bazalnim delovima sinovije. Samo
mesto kontakta panusa sa hrskavicom i koStanim strukturama sadrzi relativno mali broj krvnih
sudova. Ova pojava vodi u hipoksiju. Kao posledica nedostatka kiseonika dolazi do stvaranja
velikih koli¢ina faktora angiogeneze od kojih posebno vaznu ulogu igra endotelni vaskularni faktor
rasta (EVGF) (60,64).

Potpuno razvijeni limfoidni ¢vori¢i sa germinativnim centrom mogu se nac¢i kod oko 25% obolelih
(64,65). Seropozitivni bolesnici pokazuju vecu skolonost ka njihovom razvoju. O funkcionalnosti
sinovijskih limfoidnih ¢vori¢a govori nekoliko studija na miSevima koje su pokazale da ukoliko se
transplantiraju, ovakvi ¢vori¢i, bez regrutacije novih imunih ¢elija nastavljaju da podrzavaju
aktivnost B limfocita i ektopi¢no stvaranje ACPA (64,66).

Sinovitis i invazivni panus vode ka progresivnom oStecenju zglobne hrskavice i kosti (58,67).
Upravo se progresija i tezina bolesti mogu procenjivati na osnovu prisustva i brzine razvoja erozija
(67). Proces resorpcije kosti i razvoja erozija je veoma kompleksan. Delimi¢no odgovornost snosi
direktna invazija panusa i enzimska razgradnja matriksa hrskavice i kosti (58,67). FSS tokom
zapaljenja stvaraju veliku koli¢inu matriks metaloproteinaza (MMP). Tkivni inhibitor matriks
metaloproteinaze (TIMP) koji je u relativnom nedostatku u sinovijskoj te¢nosti nije u stanju da
zaustavi ovu kaskadu (62,68,69). Povecana produkcija MMP je posledica stimulacije ovih ¢elija
prozapaljenskim citokinima tokom zapaljenja (62,69). Sam panus je i izvor velike koli¢ine citokina,
medu kojima su i RANKL, IL-1, IL-17, TNF-a (62,67,70). Poseban znacaj ima RANKL koji se
vezuje za receptore na osteoklastima (RANK) i preko nuklearnog faktora kapa p (NFkp) kaskade
stimuliSe njihovu diferencijaciju i aktivnost (71). Istovremeno peptidilargininska deiminaza (PADI)
vrsi citrulinizaciju vimentina u osteoklastima. Ovakve molekule prepoznaju ACPA koja dodatno
aktiviraju osteoklaste (62,71). Aktivirani osteoklasti izazivaju strukturna oste¢enja subhondralne
kosti (68). Prve promene se razvijaju na mestu kontakta panusa i kosti, gde se radiografski
primecuju i prve erozije (67). Osim erozija, u ranim fazama bolesti, na zglobnim okrajcima kosti
moze se registrovati edem kosStane srzi. Na podrucju ovih promena, zbog gubitna koStanog tkiva,
razvijaju se ciste koje se postepeno Sire i postaju erozije (58).

Patogenetski mehanizmi koji pokre¢u hroniéni sinovitisi su jo§ uvek nedovoljno istrazeni. U osnovi
su genski polimorfizmi koji povecavaju podloznost oboljevanju od RA i dovode do gubitka
tolerancije ka sopstvenim antigenima, dok su faktori spoljaSnje sredine (pusenje, kvarcna prasina,
virusi) u stanju da aktiviraju autoreaktivne limfocite (3,41,45,68).

Patogeneza bolesti najverovatnije poc¢inje godinama pre ispoljavanja prvih klini¢kih manifestacija.
Tada dolazi do gubitka tolerancije na sopstvene antigene. Ova pretpostavka je potkrepljena
¢injenicom da se RF i anti-CCP antitela mogu naé¢i u krvi obolelih godinama pre ispoljavanja
bolesti (62,68). Anti-CCP antitela su heterogena grupa antitela usmerena prema citrulisanim
proteinima (fibrinogen, keratin, vimentin, kalretikulin, kolagen, fibronektin) (62,63,68). lako
citrulinizacija kao postranslaciona obrada proteina (prevodenje arginina u citrulin) nije sama po sebi
patoloSka pojava niti je prisutna isklju¢ivo u reumatoidnom artritisu, prime¢eno da se ceSce
pojavljuje kod ovih bolesnika (62,72). Kao posledica citrulinizacije moze do¢i do izmene funkcije
molekula. Druga mogucnost je da ovakva promena stvori novi epitop. Ovakav epitop, zatim,
prepoznaje MHC molekul Il klase koji je prisutan kod osoba sa genetickom predispozicijom.
Ovakav sled dogadaja primecen je nakon citrulinizacije kalretikulina (63). Neke studije pokazuju da



tokom vremena koncentracija ovih antitela raste i dostize maksimum u vreme pojave prvih
simptoma RA (62).

Precizan mehanizam kojim bi ova antitela mogla ucestvovati u zapocinjanju bolesti nije sasvim
jasan. Jedno od mogucih objasnjenja je stvaranje imunskih kompleksa. Specificnost grade krvnih
sudova sinovije je da imaju veliku propustljivost. Sinovijska membrana bez dobro organizovane
bazalne membrane kao i bez okludentnih spojeva medu sinovijskim c¢elijama ¢ini ovu barijeru
veoma poroznom. Sve ovo na pocetku zapaljenja doprinosi povecanom talozenju prethodno
stvorenih imunskih kompleksa u zglobovima distalnih delova ekstremiteta. Prisustvo ovakvih
imunskih kompleksa je potvrdeno i u sinovijskoj te¢nosti, kao i u panusu gde su lokalizovani
zajedno sa komponentama komplementa. Oslobodeni hemotaksi¢ki molekuli privlace leukocite i
doprinose stvaranju pozitivne povratne sprege. Dodatno, ACPA koja ulaze u zglobnu Supljinu Su u
stanju 1 da direktno aktiviraju makrofage i osteoklaste i time doprinesu razaranju koStanih struktura
(62,64). Medutim, eksperimenti na Zivotnjama su pokazali da sama antitela ne mogu zapoceti bolest
kod zdrave jedinke, ali mogu pogorsati ve¢ prisutan artritis (62).

Ova antitela produkuju B limfociti koji se, kao i druge profesionalne antigen prezentujuce ¢elije,
mogu naci u sinoviji. Prisustvo 1 aktivnost T 1 B limfocita pokazuje znacajno ucesce steCene
imunosti u etiopatogenezi oboljenja (63,68). RA se tradicionalno smatra boles¢u posredovanom T
limfocitima i Cetvrtim tipom preosetljivosti (73,74). Studije pokazuju da najznacajniju ulogu ima tip
1 T limfocita, iako se poslednjih godina sve vise paznje pridaje tipu 17 pomo¢nickih T ¢elija (68). B
limfociti predstavljaju znacajne antigen prezentujuce Celije koje su u interakciji sa lokalnim T
limfocitima. Mnoge od njih se transformi$u u plazma cCelije 1 produkuju autoantitela posebno prema
citrulisanim histonima H2A i H2B koji su relativno specifi¢ni za RA (62,64,68). Vazno je naglasiti
da je njihova uloga mnogo vec¢a od same produkcije antitela i obuhvata produkciju prozapaljenskih
citokina i prezentaciju antigena (68).

Infiltrat sinovije se sastoji i od velikog broja ¢elija urodene imunosti. Centralnu ulogu u zapaljenju
imaju makrofagi. Oni sekretuju prozapaljenske citokine TNFa, IL-1f i IL-6 (60,62). Njihov znacaj
u razvoju oboljenja dokazuje, izmedu ostalog, 1 efikasnost bioloske terapije koja blokira ove
citokine i njihove receptore (35,62,75). Navedena aktivnost makrofaga dovodi do stimulacije
endotelnih ¢elija $to uz luéenje hemokina regrutuje joS veéi broj leukocita u zapaljensko Zzariste
(35,62,64). Makrofagi, B-limfociti kao i dendritske ¢elije pokazuju povecanu ekspresiju MHC
molekula Il klase kojim prezentuju antigene naivnim T limfocitima u Zari$tu zapaljenja (63,76,77).
Antitela stvorena u sinoviji, kao i ona preuzeta iz cirkulacije mogu prepoznati citrulisane peptide
sinovije 1 hrskavice i zapoceti aktivaciju komplementa. Raspadni produkti komplementa takode
privlace leukocite, koji nastavljaju sa lucenjem citokina i hemokina, $to doprinosi razvoju ovog
zaCaranog kruga (62).

Osim prozapaljenskih ¢inilaca, vaznu ulogu u razvoju zapaljenja imaju i antizapaljenski mehanizmi.
Poznato je da M2 makrofagi i T regulatorne ¢elije imaju ulogu u supresiji zapaljenskih procesa
lu¢e¢i antizapaljenske citokine (IL-10, IL-4). Neke studije pokazuju da upravo kod osoba sa
autoimunskim bolestima postoji poremecaj funkcije ovih leukocita (62,63).

Imunoregulatorne c¢elije koriste i adenozinski sistem kao jedan od znacajnih efektorskih
mehanizama (78,79). Kod osoba sa RA kao akutni odgovor na hipoksiju i zapaljenje dolazi do
povecanog stvaranja i luCenja adenozina. Kako bolest napreduje, a sa njom i hipoksija u
zglobovima, dolazi do poremecaja funkcije mitohondrija i smanjene produkcije ATPa kao vaZznog
prekursora u stvaranju adenozina. Kao odgovor na ovakvo stanje u zglobovima dolazi do
povecanog ispoljavanja adenozinskih receptora na povrsini leukocita i sinoviocita (80-82). Kao
stimulator ekspresije adenozinskih receptora u RA pokazala se i stimulacija TNFa i TLR receptora
(83,84). Ovakva celijska aktivnost se zasniva na potrebi organizma da smanji zapaljenje ali je i



pokazano je da su stimulacija adenozinom i njegov neometan metabolizam potreban za
prezivljavanje sinoviocita (79,81,85).

1.8.  Adenozin u zapaljenju

Purinski nukleozid, adenozin, se nakuplja u tkivima za vreme hipoksije i zapaljenja (81,85-87).
Nastaje u ¢eliji ali i van nje razgradnjom adenozin monofosfata (AMP). U citoplazmi adenozin
nastaje od AMPa dejstvom 5’ nukleotidaze. Njegova dalja sudbina moze i¢i u pravcu daljeg
metabolisanja u inozin dejstvom enzima adenozin deaminaze (ADA) ili moze biti izluéen iz cCelije.
Transport adenozina u vancelijski prostor posredovan je proteinskim transporterima
(ekvilibrijumski i koncentracijski nukleozid transporteri) (80,88). Deo adenozina se stvara i u
vancelijskom prostoru razgradnjom ATPa i ADPa sekretovanog iz ¢elije (81,87). Transport ovih
molekula iz ¢elije se vrsi putem koneksin i paneksin kanala (87). Na povrsini ¢elije transportovani
ATP/ADP se dejstvom CD39 (ektonukleozid trifosfat fosfohidrolaza) prvo prevode do AMPa, koji
se zatim posredstvom CD73 (ekto 5’ nukleotidaza) prevodi u adenozin (78,89). Deo adenozina
nastaje na povrSini ¢elijske membrane dejstvom CD38/CD203a, koji katalisu metabolizam ADP-
riboze nastale iz NAD+ (87). ADA, usidrena za spoljasnju stranu celijske membrane preko
molekula CD26, dalje razlaze ekstracelularni adenozin do inozina (81,90). Deo adenozina moze biti
vracen u ¢eliju preko specifiénih nukleozidnih transportera (ENT1 i ENT2), a zatim koris¢en za
obnavljanje depoa ATPa (81).

Adenozin svoje dejstvo ostvaruje vezivanjem za adenozinske receptore (ADOR) (87,91). Do sada je
opisano 4 tipa adenozinskih receptora, ADORA:1, ADORA;A, ADORA:B, ADORAs. Svoje nazive
su dobili, hronoloski, prema vremenu otkrica (81,91). ADORA: i ADORA-A reaguju na
nanomolarne koncentracije adenozina, dok ADORA:B i ADORA3 pokazuju znacajno nizi afinitet
prema ovom nukleozidu (81,92). Ovi ubikvitarni receptori prisutni su na leukocitima, antigen
prezentuju¢im Celijama (APC), endotelnim ¢elijama, sinoviocitima i osteoklastima. Upravo preko
njih adenozin regulise zapaljenski odgovor (79,81,82,93).

Adenozinski receptori pripadaju klasi receptora vezanih za G-preoteine (87,91). ADORAA
receptori aktiviraju Ges i Geolr proteine, vodeéi ka aktivaciji adenilat ciklaze i aktiviranju protein
kinaze A. Sa druge strane ADORAg aktivira Gj i posledi¢no smanjuje koncentraciju cAMPa u ¢eliji
(79,81).

Osobe obolele od RA ve¢ u ranoj fazi bolesti pokazuju povecéanu ekspresiju ADORA2A i ADORAg3
na leukocitima i sinoviocitima (82,84,94). Njihova aktivacija pokrece antizapaljenske mehanizme
koji se ogledaju u promeni aktivnosti leukocita u prisustvu adenozina (79,81). Znacajan deo
antizapaljenskog dejstva adenozin ostvaruje smanjenjem hemotakse posredovane integrinima i
selektinima. Aktivacija ADORA2A dovodi do smanjene ekspresije adhezivnih molekula i na
neutrofilima i na samim endotelnim celijama (79,95-97). Aktivacija ovih receptora vodi i
smanjenju funkcije ovih leukocita, koja se izmedu ostalog, ogleda u redukovanoj produkciji
superoksida (81,95,98).

Makrofagi, ¢elije koje imaju centralnu ulogu u funkciji urodene imunosti, takode, menjaju svoje
ponasanje U prisustvu adenozina. Pokazalo se da adenozin inhibira funkciju M1 makrofaga i dovodi
do supresije produkcije citokina i oksida azota (79,81,99). Prisustvo adenozina indukuje promene
fenotipa makrofaga iz prozapaljenskog M1 u M2 oblik, za koji se smatra da ima imunoregulatornu
ulogu (79,81,100). Kao molekularna osnova ovakvog ponasanja makrofaga navodi se adenozin Koji
kao rani signal za oStec¢enje tkiva preko ADORA2A smanjuje ekspresiju NFkB. Na taj nacin se
blokira TLR posredovano povecanje produkcije citokina, koje vodi upravo preko NFkB
transkripcionog faktora (83). Spajanjem makrofaga u kostanom tkivu formiraju se osteoklasti.
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Njihovo povecano formiranje i aktivnost u RA preduslov su za nastajanje erozija na kostima.
Pokazano je da je aktivacijom ADORA2A i ADORAs moguce spreciti stvaranje novih osteoklasta i
smanjiti resorpciju kosti (101,102).

Tokom zapaljenskog odgovora dolazi do znaéajne aktivacije T limfocita. Kao rezultat dolazi do
produkcije velikih koli¢ina citokina i stvaranja pozitivne povratne sprege sa ostalim komponentama
steCenog 1 urodenog imuniteta. Ovakva aktivnost vodi ka znaCajnom oSteCenju tkiva tokom
autoimunskih bolesti. Aktivacija TCR CD4+ limfocita indukuje ekspresiju ADORA:A i stvara
povratnu spregu ¢iji je cilj da ograni¢i o$teéenje tkiva (103). Njihova uklju¢enost u TCR
posredovane aktivnosti uti¢e na smanjenu produkciju IL-2 $to za posledicu ima usporavanje
proliferacije aktiviranih T limfocita. Podjednako su pogodeni i naivni i aktivirani T limfociti, kao i
aktivacija i Thl i Th2 odgovor, §to podrazumeva smanjenu sekreciju IFN-y i1 IL-4 pod uticajem
adenozina. Kako se u prisustvu adenozina smanjuje mononuklearna produkicja IL-12, veza izmedu
urodenog 1 steCenog imuniteta je kompromitovana, Sto doprinosi supresiji aktivacije T limfocita i
zapaljenja (99).

Pokazano je da su i citotoksi¢ni T limfociti (CTL) osetljivi na prisustvo adenozina. Njihov odgovor
na ovaj nukleozid obuhvata smanjenje citotoksi¢nosti. Tada CTL smanjeno produkuju citokine 1
efektorske molekule (granzim, perforin, fas ligand) (104).

Kada se govori o imunoregulaciji ne smemo zaboraviti ulogu regulatornin T limfocita. Ova
podgrupa CD4+CD25+ limfocita koristi nekoliko puteva za ostvarivanje imunosupresivnog dejstva.

Jedan od njih vodi preko produkcije adenozina na samoj povrSini njihove ¢elijske membrane, gde
su eksprimirani CD39 i CD73 (78,105).

1.9. Metotreksat

KoriS¢enje antimetabolita u terapiji RA prvi put je zabeleZeno pocetkom pedesetih godina
dvadesetog veka. Tada su Gubner i saradnici prvi put primenili aminopterin u terapiji ovih
bolesnika (106). lako su rezultati ocenjeni kao povoljni, zbog toksi¢nih efekata i teskoca pri
poizvodnji leka istrazivanja Su usmerena na razvoj drugog antifolatnog leka za tretman artritisa
(106-108). Black i saradnici su po prvi put prijavili uspeh metotreksata u terapiji psorijaznog
artritisa 1964. godine (108). Sredinom osamdesetih godina prosSlog veka sprovedene su prve
dvostruko-slepe studije sa randomizacijom i poredenjem sa placebom koje su pokazale efikasnost
MTX kod bolesnika sa RA (109-112). Americka administracija za hranu i lekove (FDA) odobrila je
koriS¢enje metotreksata u terapiji reumatoidnog artritisa 1988 godine (107). | danas, nakon 30
godina, MTX je ostao zlatni standard u terapiji RA. Prema poslednjim preporukama EULAR/ACR
iz 2016. godine ovaj lek se preporucuje kao prva terapijska linija pri zapoc€injanju tretmana RA
(52,75).

Terapija RA se znacajno menjala u poslednjih 30 godina. Danas se u terapiji koriste sintetski bolest
modifikujuéi lekovi (Disease Modifying Anti-Rheumatic Drugs — DMARD; MTX, antimalarici,
sulfasalazin, leflunomid), glikokortikoidi, nesteroidni antiinflamatorni lekovi (NSAIL), bioloski
bolest modifikujuci lekovi, biosimilari i inhibitori janus kinaze (JAK-inhibitori). Preporuka je da se
bolest modifikujuéi lekovi uvedu u terapiju RA §to je pre moguce, idealno u prva tri meseca od
pocetka prvih simptoma (52,75). Cilj terapije je postizanje remisije ili niske aktivnosti bolesti u
prvih 6 meseci od pocetka lecenja. Prema preporukama EULARa iz 2016. godine MTX predstavlja
lek izbora za zapocinjanje terapije RA. Ova preporuka je bazirana na dobroj efikasnosti, niskoj ceni,
kao I moguénosti da se doza i put primene prilagode svakom bolesniku (75). Tako se MTX moze
primenjivati u monoterapiji, kombinovanoj i ,,step-up’’ terapiji (75,113).
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lako je dizajniran kao antifolatni lek sa ciljem da blokira dihidrofolat reduktazu (DHFR), ovo
izgleda nije osnovni mehanizam njegovog imunomodulatornog dejstva u terapiji RA (114). Kako je
MTX antifolat, radi prevencije nezeljenih efekata leka u klini¢koj praksi se primenjuje i
suplementacija folne kiseline (75). Klini¢ke studije su pokazale da primena folata smanjuje
ucestalost gastrointestinalnih nezeljenih efekata, ali pri tome ne smanjuje efikasnost leka kod
obolelih od RA (115,116). Samim tim, postavljalo se pitanje da li postoji drugi mehanizam kojim
MTX ostvaruje svoje antizapaljensko dejstvo (89,114,117).

Istrazivanja su pokazala da osim inhibicije enzima folatnog puta, MTX utiCe na metioninski i
adenozinski put kao i na de novo sintezu purina (Slika 2.) (117).

Nakon oralne primene, metotreksat se apsorbuje u tankom crevu. Ovaj proces obavlja se preko
PCFT transportera (Proton coupled folate transporter) (114,118). U krvi je oko 50% MTX slobodno
rastvoreno u plazmi, dok je ostatak vezan za proteine plazme (89,119). Najvise koncentracije u krvi
se postizu 1-2h nakon unoSenja leka per os (114,120). MTX se najve¢im delom izlucuje preko
bubrega, dok oko 10% (8,7-26%) podleze metabolizmu u jetri (89,114,121). Nakon priblizno 24h
MTX se potpuno odstranjuje iz krvi (114,120).

Celije preuzimaju MTX iz krvi najveéim delom preko RFC1 (reduced folate carrier 1), ali u ovom
procesu ucestvuju i folatni receptori o, B iy (89). U ¢elijama metotreksat podleze poliglutamaciji
koju vrsi enzim folipoliglutamat sintetaza (FPGS). U poliglutamatnom oblik MTX ne moze
napustiti ¢eliju (89,122). Zahvaljuju¢i ovom procesu odrzava se konstantna koncentracija MTX u
¢elijama (114,123). Njegovu deglutamaciju vrsi y-glutamil hidrolaza (GGH), a transportu iz ¢elija
posreduju ATP-vezujucéa kasetna subfamilija (ABCC1-ABCC5 i ABCG1) (89,114,122).

Metotreksat poliglutamat (MTXPG), kao folatni analog, indukuje promene u folatnom ciklusu.
Vezivanjem za enzim dihdrofolat reduktazu (DHFR) suprimira produkciju tetrahidrofolata (THF)
(122). Tako sam MTX ne uti¢e na funkciju metilen tetrahidrofolat reduktaze (MTHFR), njegova
smanjena funkcija za posledicu ima usporenu konverziju 5,10-metilen THF u 5-metil THF.
Smanjene rezerve 5-metil THF vode ka usporavanju metioninskog ciklusa, $to za posledicu ima
nakupljanje homocisteina u c¢elijama. Sam 5-metil THF se, upravo, kroz metioninski ciklus
konvertuje u THF (124). THF je neophodan za sintezu DNK kao i za neometan metabolizam amino
kiselina. MTXPG direktnom inhibicijom timidilat sintaze (TYMS) usporava prevodenje
deoksiuridilata u deoksitimidilat. Smanjena aktivnost TYMS uz indukovani nedostatak THF je put
kojim MTX ispoljava svoje dejstvo na sintezu pirimidina (122).

U c¢elijama se MTX-poliglutamat visokim afinitetom vezuje za enzim 5-aminoimidazol 4-
karboksamid ribonukleotid (AICAR) formiltransferazu (89,114,125). Kao posledica dolazi do
nagomilavanja AICARa u ¢elijama. Ovaj molekul se ponaSa kao kompetitivni inhibitor enzima
adenozin deaminaze (ADA) i adenozin monofosfat deaminaze 1 (AMPDI1). Posledicno ADA
smanjuje metabolizam adenozina u inozin, dok AMDP1 wvr§i usporenu konverziju adenozin
monofosfata (AMP) u inozin monofosfat (IMP) (92,125). U ovakvim uslovima u intracelularnom
prostoru dolazi do nakupljanja adenozina u visku i1 njegovog povecanog izlucivanja iz ¢elije. Ovaj
adenozin je tada slobodan da se veze za svoje receptore (89,114,126).
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Slika 2. Sematski prikaz metaboli¢kih puteva na koje uti¢e metotreksat. Legenda: 10-CHO-THF,
10-formiltetrahidrofolat; 5,10-CH-THF, 5,10-meteniltetrahidrofolat; 5,10-MTHF, 5,10-
metilentetrahidrofolat; 5-MTHF, 5 metiltetrahidrofolat; ADA, adenozin deaminaza; ADOR,
adenozinski receptori; ADP, adenozin difosfat; AICAR, 5-aminoimidazol-4-karboksiamid
ribonukleotid; AMP, adenozin monofosfat; AMPD1, adenozin monofosfat deaminaza 1; ATIC, 5-
aminoimidazol-4-karboksiamid ribonukleotid formiltransferaza; ATP, adenozin trifosfat; cCAMP,
cikli¢ni adenozin monofosfat; CD39, ektonukleozid trifosfat fosfohidrolaza; CD73, ekto 5°
nukleotidaza; DHF, dihidrofolat; DHFR, dihidrofolat reduktaza; FAICAR, 5-formamidoimidazol-4-
karboksamid ribotid; FGAR, fosforibozil-N-formilglocinamid; GAR, glicinamid ribonukleotid;
GART, fosforibozilglicinamid formiltransferaza; IMP, inozinmonofosfat; ITP, inozintrifosfat;
ITPA, inozin trifosfat pirofosfataza; MS, metionin sintetaza; MTHFR, metilentetrahidrofolat
reduktaza; MTHFS, meteniltetrahidrofolat sintetaza; MTRR, 5-metiltetrahidrofolat-homocistein
metiltransferaze reduktaza; MTXPG, metotreksat poliglutamat; PPAT,
amidofosforiboziltransferaza; PRA, 5-fosforibozil-1-amin; PRPP, Fosforibozil pirofosfat; THF,
tetrahidrofolat (117).

1.10. Adenozinski receptori

Istrazivanja na knock-out misevima su pokazala da su adenozinski receptori ADORA2A i ADORAg
neophodni za dejstvo metotreksata. Jedinke koje ne eksprimiraju ove receptore nisu imale odgovor
na MTX i njegove analoge (127). Pokazano je da ve¢ u u ranim fazama bolesti (tegobe koje traju
manje od 6 meseci) dolazi do povecane ekspresije ADORA2A i ADORA3 na leukocitima (84,94).
Znac¢aj ADOR pokazuje i podatak da je ekspresija ovih receptora na leukocitima obolelih osoba
obrnuto srazmerna aktivnosti bolesti, bilo da se ona meri DAS ili DAS28 indeksom (94). Ovi
receptori su prisutni na ¢elijama sinovije. Kod RA bolesnika dominantno su prisutni ADORAs, ¢ija
je ekspresija znacajno povecana u poredenju sa zdravim kontrolama. Iako se ekspresija ADORA2A
13



na sinoviocitima ne razlikuje izmedu zdravih i osoba obolelih od RA pokazano je da su znacajno

viSe eksprimirani kod obolelih osoba koje primaju MTX, nego kod obolelih koji nisu primali ovaj
lek (82).

1.10.1. ADORAA

ADORA:A je kodiran genom (ADORA2A) na hromozomu 22 (22q11.2) (Slika 3.) (128). Gen je
veli¢ine 9-10kb. Sastoji se od od 2 egzona koji su rastavljena jednim intronom. Intron ima duzinu
6,4kb i lociran je izmedu regiona koji kodiraju tre¢i i ¢etvrti transmembranski domen (u regionu
koji kodira drugu intracelularnu petlju), izmedu koda za arginin (Arg-111) i tirozin (Tyr-112)
(128,129). Gen sadrzi jedan mikrosatelitni domen sastavljen od 7 motiva, (GGAC)sTGAC(GGAC):
(128). Duzina iRNK od priblizno 2,6kb odgovara veli¢ini kodiraju¢eg regiona ovog gena (129).
Proteinski produkt se sastoji od 412 amino kiselina (128).

Novija istrazivanja navode da postoji moguénost postojanja nekodirajueg egzona 1 Sest
potencijalnih promotora ADORAZA gena. Ovo bi omogucilo nastanak viSe razliitih, najverovatnije,
tkivno specifi¢nih transkripata i formiranja alternativnih izoformi receptora (130).

q13.32
13.33

——g11.22

Slika 3. Sematski prikaz 22. hromozoma sa lokacijom ADORA,A gena (modifikovano). Slika
dostupna na: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/tools/gdp/.

1.10.2. ADORA;3

Gen za ADRORA; je lokalizovan na hromozomu 1 (1p13) (Slika 4.) (131). Gen se sastoji od dva
egzona razdvojena intronom od oko 2,2kb (132). Intron se nalazi u predelu druge intracelularne
petlje neposredno posle sekvence gena koji kodira tre¢i transmembranski domen (131,132).
Transkripcija iRNK pocinje 325bp ushodno od startnog kodona (132). U 5’°UTR regionu locirani su
promotor koji ne sadrzi TATA-box i klasi¢an CAAT-box, ali su prisutna dva CAAT-boxu sli¢na
regiona. Prisustvo dve Sp-1, TCF-2-a, E2aECB vezuijuce sekvence kao i mesto vezivanja NF-1L6 i
CRE faktora moZe objasniti ulogu ovoga gena u imunom odgovoru (131,132). Murrison i saradnici
su prijavili da se proteinski produkt ovog gena sastoji od 319 aminokiselina, dok su Salvatore i
saradnici prijavili 318 aminokiselina (132,133).
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Slika 4. Sematski prikaz 1. hromozoma sa lokacijom ADORA3 gena (modifikovano). Slika dostupna
na: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/tools/gdp/.

1.11. ITPA

Inozin trifosfataza (ITPA) ili inozin trifosfat pirofosfohidrolaza je enzim kodiran genom koji je
lociran na kratkom kraku hromozoma 20 (20p13) (134,135). Sastoji se od 8 egzona koji kodiraju
proteinski produkt koji se sastoji od 194 aminokiseline i ¢ija molekularna masa iznosi 21501Da
(136,137).

1.12. Polimorfizmi pojedina¢nih nukleotida u ADORA;A, ADORAg i ITPA genu i njihov
znacaj

Varijacije u humanom genomu mogu imati razlic¢ite forme. Najces$ce su prisutne tackaste promene U
vidu supstitucija jednog baznog para ili promene u vidu delecija i insercija samo jednog baznog
para. Promene mogu zahvatati i znacajno ve¢i deo genoma kada govorimo o inverzijama,
translokacijama, delecijama i duplikacijama. Poseban oblik mutacija predstavljaju varijacije u broju
ponovaka jedne sekvence, kada se menja broj kopija gena u ¢Celiji (138,139).

Retke promene u genomu kod kojih je ucestalost retkog alela (Minor Allele Frequency - MAF)
manja od 1% oznacavaju se kao mutacije. Obi¢no se, ali ne uvek, povezuju sa nastankom bolesti. Sa
druge strane polimorfizmi su varijacije u genomu kod kojih je MAF > 1%. Njihova visoka
ucestalost u populaciji sugerSe da se one prirodno deSavaju u populaciji i da potencijalno imaju
pozitivan evolutivni efekat. Polimorfizmi pojedina¢nih nukleotida (Single Nucleotide
Polymorphism - SNP) predstavljaju naj¢es¢i oblik polimorfizma. DeSavaju se na svakih 300-1000
baznih parova. Mogu se nalaziti u nekodiraju¢im regionima koji imaju regulatornu ulogu, ali su
prisutni i u kodiraju¢im regionima, intronima i u nekodiraju¢im sekvencama izmedu gena

(138,140).

Farmakogenetika je nauka koja se bavi identifikacijom onih genskih varijanti koje mogu uticati na
ishod medikamentozne terapije. Od svojih zacetaka 1959. godine farmakogenetika je presla dug put
ka primeni u klinickoj praksi. Znacajan doprinos u razvoju farmakogenetike imali su Projekat
humanog genoma i studije asocijacije (genome-wide association study — GWA studije). Geni
kandidati koji namecu svoj znacaj kroz ove studije pre rutinske primene u praksi moraju biti
podvrgnuti pojedinacnoj validaciji. Genske varijante znacajne za farmakogenetiku su upravo one
koje mogu uticati na farmakokinetiku i farmakodinamiku primenjenog leka kod nosioca.
Primenjivost farmakogenetickih studija se meri moguc¢noscu da se primeni efikasna zamena kod
osoba koje imaju genotipski veliki rizik od neuspeha tretmana ili nezeljenih efekata (141).

Znacaj polimorfizma ADORA2A gena bili su ¢eS¢e predmet istrazivanja nego §to je to slucaj sa
varijacijama u ADORAs; genu. Polimorfizam rs2298383 ADORA;A gena se nalazi ushodno
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pozicioniran u predelu promotora gena. U evropskoj populaciji C alel je redi sa ucestaloséu od
41,4%. Osobe sa CC genotipom imaju veéu ekspresiju ovoga gena nego nosioci T alela, Sto
pokazuje znacaj ovog polimorfizma (142). Intronski polimorfizam rs2236624 je znacajno rede
ispitivan. Minorni T alel na ovoj poziciji se kod Evropljana moZze naci kod 26,9% populacije. Iako
egzonski polimorfitam rs5751876 C>T ne dovodi do izmene tirozina na 361 poziciji, njegov uticaj
na funkciju ADORA>A gena moZe se objasniti uticajem na samu brzinu prepisivanja iRNK (143—
145). Polimorfizam rs17004921 ¢iji MAF (T) u evropskoj populaciji iznosi 8,3% se nalazi u blizini
3’ kraja ADORAA gena (145). Do sada je retko ispitivan u studijama, te je njegov uticaj na
ekspresiju gena jo$ uvek nepoznat.

Izbrani polimorfizmi u ADORAs genu su rs2298191, rs1544223, rs3393 i pozicionirani su u
potencijalno regulatornim regionima ovoga gena (145).

Polimorfizam rs2298191 lociran je u promotoru, ushodno od gena na poziciji -2288 (146). Prema
studiji 1000 genoma u Evropi ucestalost minornog, C alela na ovoj poziciji iznosi 30,5% (145). Do
sada je ispitivan njegov uticaj na klini¢ka ispoljavanja astme, gde nije pokazao znacajan efekat 1
pored svoje pozicije u promotoru (146). Pozicija polimorfizma rs1544223 je 581 bazni par ushodno
od prvog egzona. Kod 76,1% ljudi prisutan je T alel, dok minorni C alel ima ucestalost od 23,9%
(145). Studije su pokazale da je ovaj polimorfizam u kompletnom disekvilibrijumu sa
polimorfizmom rs1544224, za koga je pokazano da uti¢e na frekvenciju pojavljivanja nezeljenih
efekata terapije kod obolelih od RA (82). Polimorfizam rs3393 je lociran u 3’UTR regionu. Na
globalnom nivou na ovoj poziciji ¢eS¢e je prisan guanin, dok je u evropskoj populaciji njegova
ucestalost 44,2% (145).

Polimorfizam rs1127354 je lociran u drugom egzonu ITPA gena (135). Transverzija 94C>A dovodi
do zamena prolina treoninom u proteinskom produktu (135,147). Kao posledica dolazi do
smanjenja enzimske aktivnosti ITPA, pri ¢emu heterozigoti zadrzavaju svega 25% normalne
aktivnosti enzima, dok je kod osoba koje su mutirani homozigoti enzimska aktivnost svedena na 1%
aktivnosti koja se vida kod normalnih homozigota (147).
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2. CILJEVI

CILJEVI ISTRAZIVANIJA:

U istrazivanje ¢e biti ukljuéeni bolesnici sa reumatoidnim artritisom le¢eni monoterapijom
metotreksatom u trajanju od najmanje Sest meseci na Institutu za reumatologiju Medicinskog
fakulteta u Beogradu. Ciljevi istrazivanja su da se:

1. Utvrdi ucestalost genotipova i alela polimorfizama gena za adenozinske receptore i enzime
adenozinskog puta (4 polimorfizma u genu za ADORAZ2A, 3 polimorfizama u genu za ADORAS3 i
jedan polimorfizam u genu za ITPA).

2. Ispita povezanost odabranih polimorfnih genskih varijanti sa efikasno§¢u metotreksata, koja
¢e se procenjivati prema EULAR-ovim (European League Against Rheumatism) kriterijumima.

3. Analizira povezanost odabranih polimorfnih genskih varijanti sa neZeljenim dejstvima
metotreksata.
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3. MATERIJAL | METODE
3.1. Bolesnici

U studiju je ukljuc¢eno 127 bolesnika kojima je dijagnoza postavljena na Institutu za reumatologiju
Medicinskog fakulteta u Beogradu. U postavljanju dijagnoze bolesti koris¢eni su ACR
klasifikacioni kriterijumi iz 1987. godine (53). Ucesnici studije le¢eni su MTXom u monoterapiji od
strane istog lekara, najkrace 6 meseci. Bolesnici su uz terapiju metotreksatom primali po potrebi
NSAIL i kortikosteroidnu per/os terapiju. Nakon 24h od primene MTXa bolesnici su dobijali
suplementacionu terapiju folnom kiselinom (Folan Smg). Iz studije su iskljuceni svi bolesnici koji
su primali intraartikularne kortikosteroide. Svi bolesnici su bili stariji od 18 god. Istrazivanja su
sprovedena u skladu sa HelisinsSkom deklaracijom 1 odobreno je od strane Eti¢kog odbora Instituta
za reumatologiju i Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu.

Na pocetku terapije svim bolesnicima je odredena aktivnost bolesti primenom DAS28 indeksa.
Merenje je ponovljeno nakon 6 meseci. Efikasnost terepije je utvrdena na osnovu EULAR
kriterijuma za procenu odgovora na terapiju (56). Na osnovu primenjenih EULAR kriterijuma
bolesnici su klasifikovani u tri grupe, bolesnici koji su imali dobar odgovor, bolesnici koji su imali
umeren odgovor i bolesnici koji su bili bez odgovora na terapiju (Tabela 3.).

Dodatno su bolesnici sa dobrim i umerenim odgovorom grupisani kao bolesnici koji ,,pokazuju
odgovor na terapiju”, dok su oboleli koji su bili bez odgovora ¢inili grupu bolesnika koja ,,ne
pokazuje odgovor na terapiju”.

Kao znaCajan pokazatelj aktivnosti bolesti, duzina trajanja jutarnje ukocenosti praena je pre
zapocinjanja terapije i ponovo nakon 6 meseci.

Za svakog bolesnika pre zapocinjanja terapije odreden je status seropozitivnosti na osnovu prisustva
RF antitela ili anti-CCP antitela. Prikupljeni su podaci o prisustvu i titru antinuklearnih antitela
(ANA). Titar iznad 1/80 smatran je pozitivnim.

Tokom 6 meseci pracenja bolesnika, prikupljani su podaci o pojavi neZeljenih efekata. Pojavu
nezeljenih efekata prijavljivali su bolesnici prilikom uzimanja anamnestickih podataka i dodatno je
evidentiran od strane lekara na osnovu klinickog pregleda i laboratorijskih analiza. NeZeljeni efekti
su podeljeni na osnovu sistema organa u kojima se ispoljavaju. Gastrointestinalna toksi¢nost se
ispoljava u vidu anoreksije, muc¢nine i povra¢anja. Hepatotoksi¢nost je dijagnostikovana na osnovu
skoka aspartat (AST) 1 alanin aminotransferaza (ALT). Dispnea, kaSalj i pneumonitis su
registrovani kao pulmonalni nezeljeni efekti. Dermatoloski neZeljeni efekti podrazumevali su
promene na kozi u vidu opadanje kose, osipa i vaskulitisa. Trombocitopenija, leukocitopenija i
pancitopenija predstavljali su nezeljene efekte u kostanoj srzi. Nezeljeni efekti su klasifikovani na
blage, umerene 1 teSke. U blage neZeljene efekte svrstani su mucnina, porast transaminaza do tri
puta u odnosu na gornju referentnu vrednost, kasalj, alopecija, trombocitopenija (100-150x10%1) i
leukocitopeniju (3-4x10%1). Umereni neZeljeni efekti podrazumevali su anoreksiju, muéninu
prac¢enu povra¢anjem, porast transaminaza viSe od tri puta u odnosu na gornju referentnu vrednost,
dispneu, difuzni gubitak kose, mukozitis, trombocitopeniju (70-100x10%1) i leukocitopeniju (2-
3x10%1). Nezeljeni efekti koji su zahtevali hospitalizaciju svrstani su u teske neZeljene efekte:
pneumonitis, trombocitopenija (70x10%1) i leukocitopenija (2x10%/1).

Kod bolesnika ukljucenih u studiju pracena je i radiografska progresija bolesti. Nakon 6 meseci
terapije na standardnim radiografskim snimcima Saka i stopala beleZena je pojava erozija.
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3.2. lzolacija DNK

Izolacija DNK vrSena je modifikovanom metodom isoljavanja po Mileru iz limfocita periferne krvi
(148). Limfociti periferne krvi su najpristupacniji za izolaciju genomske DNK. Od svakog
bolesnika je uzimano po 5ml venske krvi sa antikoagulansom (Na-citrat). U krv je dodavan isti
volumen pufera za lizu (0,32M saharoza, 10mM Tris, 1% Triton100, 5SmM MgCl12) nakon Cega je
sledila inkubacija 10-15 minuta.

Smesa je centrifugirana na 2800rmp u trajanju od 10 minuta, supernatant se odlivao, a pelat se
resuspendovao u 5-10ml fizio pufera (0,075M NaCl, 0,025M EDTA pH 8). Postupak je ponavljan
1-2 puta, dok pelat ne bi dobio beli¢astu boju. Posle svakog ispiranja vr§eno je centrifugiranje 10
minuta na 2800rmp. ViSestrukim ispiranjem postizalo se odstranjivanje membrana liziranih ¢elija.

Nakon poslednjeg ispiranja i odlivanja supernatanta, talogu se dodavalo 3ml pufera A (10mM
TrisHel, 400mM NaCl, 2mM EDTA pH 8), 200ul 10% SDS 1 50ul rastvora proteinaze K
(10mg/ml). Uzorak bi se dobro resuspendovao i ostavi preko noc¢i u termostatu na temperaturi od
37°C.

Sledec¢eg dana uzorku je dodavan 1ml NaCl (6M/ml), koji poveéava rastvorljivost DNK. Nakon
snaznog muckanja dobijeni rastvor belicaste boje se centrifugirao 10 minuta na 2800rmp, kako bi se
proteini istalozili, a supernatant se prenosio u Cistu staklenu epruvetu od 10ml. Opisani process
precipitacije proteina se ponovljao jo§ dva puta.

Posle poslednjeg centrifugiranja supernatant se odvajao u Cistu graduisanu epruvetu. Nakon
utvrdivanja dobijenog volumena supernatanta, dodavao se isti volumen izopropanola. Pazljivim
muckanjem DNK se precipitirala u vidu belicastog konci¢a. Dobijeni DNK uzorak se namotavao na
zakrivljenu Pasterovu pipetu i potapao 30 sekundi u 70% hladan etanol. DNK se susila na vazduhu
tridesetak minta i postupak se ponavljao jo$ jednom. DNK se zatim rastvarala u 300ul H20.

Koncentracija DNK u rastvoru se odredivala merenjem apsorpcije na A=260nm za DNK i A=280nm
za rezidualne protein. Absorbanciju od 10D daje 50ug/ml dvolan¢ane DNK. Formula za dobijanje
koncentracijeDNK je:

[DNK]=A 260nm x 50pg/ml x razblazenje

Odnos absorbancija na A=260nm i A=280nm (A 260nm/A 280nm) daje informaciju o cCistoci
dobijenog uzorka. Ukoliko je odnos absorbancija 1,8-2,0 smatralo se da uzorak ima visoku ¢istocu,
dok odnos manji od 1,8 ukazuje na prisustvo rezidualnih proteina.

3.3. KASP genotipizacija

Genotipizacija je izvrSena primenom KASP (Kompetitive Allele Specific PCR) metode (Slika 5.).
Reakcija se vrsila u optickim plo¢ama sa 96 bunari¢a (MicroAmp, Optical 96-weel reaction plate,
Applied Biosystems) u Real-Time PCR aparatu (7500 Real-Time PCR System, Applied
Biosystems). Metoda KASP predstavlja kompetitivni alel specificni PCR koji omogucava visoku
preciznost genotipizacije kod dvoalelnih polimorfizama, insercija i delecija. Kitovi KASP za
genotipizaciju sastoje se od KASP eseja i KASP master mix-a. U sastavu KASP eseja nalaze se dva
tipa alel specificnih ,,forward’’ prajmera i zajednicki ,,reverse’’ prajmer. Svaki alel specificni
prajmer na 5’ kraju sadrzi sekvencu koja odgovara jednoj od dve FRET (fluorescence resonant
energy transfer) kasete. Jedna FRET kaseta je obelezena bojom FAM™, dok je za drugu vezana
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boja HEX™., Kasete FRET zajedno sa Tag-polimerazom, ROX™ pasivnom referentnom bojom,
slobodnim nukleotidima i oprtimizovanim puferom ¢ine master miks.

1)KASP

) A) KASP esej B) KASP Master miks /7~ \
komponenete: Alel specificni.forward' prajmen. f /
B 5
alel1
-~ ;C
-
5 3A
.Reverse’ prajmer: ¥ 5
3 5
o
5 C) DNA yzorak
¢ 3
T A A I B
3 IGIT:] 5
2) Prvi ciklus PCR reakcije, vezivanje prajmera i elongacija: _
N = X-rep pramera komple:
(Prajmer komplementaran aIeIu25enexezu1e) I I I I I I I | I ' I I I I I mentamog alelu 1 (G)

(vezivanje i elongacija ,,reverse” prajmera) Y-rep pramera komple-

(vezivanje i elongacija prajmera komlementarnog alelu 1) mentarnog alelu 2 (T)

TTTTTTEETTd
Cc

Zajedni&ki prajmer

C NG N N N

Lttt d il et rinll ;
; @ . FAM boja
HEX boja
Ciljani SNP
3) Drugi ciklus PCR reakcije: prepisivanje X/Y repa i sinteza X/Y Knzor

komplementa.

7777‘FT7~,-—,|||||||||||||||||||||||||||||| (Nkon. veehvenld  Toverznog
C prajmera sledi elongacija koja se
50 1501 0 T 1 1 I R zavr$ava prepisivanjem X repa)

4) Tredi ciklus PCR reakcije: generisanje fluorescentnog signala:

FAMom obeleZeni oligonukleotid se vezuje za X-
komplement.

Lt i FTTTTTTTITTTTTITITTITITTITTTITITITTTTTI
“"lIIIIIIIIIIIII&IIIIIIIIlIlIIIII

3 55
Boja koja oznacava Boja koja oznacava
prisustvo G alela vise prisustvo T alela je
nije kvincovana idalje kvincovana

Slika 5. Genotipizacija pomo¢u KASP metode (modifikovano). Slika dostupna na
https://biosearch-cdn.azureedge. net/assetsvé/kasp-explanation-fact-sheet.pdf.
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U prvom koraku temperatura od 94°C omogucava aktivaciju specijalno izmenjene KASP Taq-
polimeraze. Nakon denaturacije DNK na istoj temeraturi sledi faza vezivanja prajmera
(hibridizacija) i ekstenzije koje se odvijaju na istoj teperaturi.

Alel specifi¢ni prajmeri imaju identi¢an sredi$nji deo oligonukleotidne sekvence i razlikuju se po
svom 3’ 1 5° kraju. Prva razlika podrazumeva da se na 3’ kraju nalazi jedan od dva moguca
nukleotida koji su komplementarani SNP targetu. U kompeticiji za vezujuée mesto pobedice
prajmer koji je 100% komplementaran prisutnom alelu. Ukoliko se greSkom veze pogresan prajmer
specificno modifikovana KASP Taqg-polimeraza nece zapoceti ekstenziju. Reverzni, nespecifi¢ni
prajmer se vezuje za naspramni lanac ispitivane DNK, nezavisno od toga koji je alel prisutan.

Nakon hibridizacije prajmera, nastavlja se proces ekstenzije. Sekvenca na 5 kraju prajmera nije
komplementarna ispitivanoj DNK i naziva se X-rep ili Y-rep. Tokom ekstenzije u 1. Ciklusu PCR
reakcije ¢e biti inkorporirana u PCR produkt. Prilikom narednog ciklusa prepisuje se DNK produkt
sastavljen od lanca ispitivane DNK 1 novonastalog lanca koji sadrzi prajmer sa X/Y -repom. U ovom
koraku tokom anilinga X/Y -rep se prepisuju i nastaje njemu komplementaran segment pod nazivom
X/IY-komplement. Postojanje ovakve sekvence omogucava da se tokom narednog ciklusa za njega
vezu FAM ili HEX obelezeni oligonukleotidi. Oni se pre vezivanja nalaze u sastavu FRAT kasete.
Prilikom svog vezivanja za X/Y-komplement oni sluze kao prajmeri za novi DNK lanac i postaju
deo PCR produkta.

Kada se FAM ili HEX obeleZeni oligonukleotidi nalaze ,,kvin¢ovane’” u obliku FRAT kasete one
ne emituju fluorescencu. Kada se jedan od obelezenih oligonukleotida vezuje za ispitivanu DNK 1
postaje deo produkta on pocinje da emituje fluorescencu, dok se koncentracija njegove kvin¢ovane
forme u obliku FRAT kasete smanjuje.

Ovo je ,,End-point’’ reakcija $to podrazumeva da se fluorescenca meri na kraju PCR procesa.
Rezultati izmerene fluorescence predstavljaju se u koordinatnom sistemu. Alel oznacen FAM
bojom se predstavlja na X-osi, dok se alel ozna¢en HEX bojom predstavlja na Y-0si.

Prema uputstvu proizvodaca koriS¢ena su 3 razli¢ita temperaturna protokola. Temperaturni protokol
KASPAR-63°C koriS¢en je za polimorfizme rs2298383 i rs5751876 ADORA:A gena. Za
polimorfizme rs2236624, rs17004921 ADORAA gena i rs2298191 ADORAs gena preporucen je
protokol 65-57°C TD (touchdown). Za polimorfizme ADORA3z gena rs1544223 i rs3393 i ITPA
gena rs1127354 koris¢en je 61-55°C TD protokol (Tabela 4.).

U slucaju nedovoljne replikacije na kraju PCR reakcije ponuden je protokol za recikliranje. Prema
ovom protokolu koji je dozvoljeno ponoviti do dva puta, uvode se jo$ tri ciklusa nakon kojih se
ponavlja ¢itanje rezultata.

21



Tabela 4. Tabelarni prikaz temperaturnih protokola koris¢enih za genotipizaciju KASP metodom

KASPAR-TD61-55

Etapa protokola T [°C] t[s] ciklusi

,,Hot start’’

aktivacija Tag- 94 15 min 1x
polimeraze

,,TJouchdown”’ 94 20 10x

etapa 61 60 *
et e 94 10 28x
Etapa amplifikacije 55 60
Etapa citanja 30 1 min 1x
rezultata

* smanjivanje temerature elongacije za po 0,6°C svakog
ciklusa dok se ne dostigne teperatura hibridizacije / elongacije

(55°C)
KASPAR-TD65-57
Etapa protokola T [°C] t[s] ciklusi
,,Hot start’’
aktivacija Tag- 94 15 min 1x
polimeraze
,,TJouchdown”’ 94 20 10x
etapa 65 60 **
e 94 20 28x
Etapa amplifikacije 57 50
Etapa Citanja 30 1 min 1x
rezultata

** smanjivanje temerature elongacije za po 0,8°C svakog
ciklusa dok se ne dostigne teperatura hibridizacije/elongacije

(57°C)
KASPAR-63
Etapa protokola T [°C] t[s] ciklusi
,,Hot start’’
aktivacija Tag- 94 15 min 1x
polimeraze
ey e 94 10 34x
Etapa amplifikacije 53 50
Etapa citanja 30 1 min 1x
rezultata
Protokol za recikliranje
Etapa protokola T [°C] t[s] ciklusi
e 94 10 3x
Etapa amplifikacije 57 50
Etapa citanja 30 1 min 1x
rezultata
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3.4. Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada rezultata je izvrSena pomoc¢u SPSS 16 programskog paketa i Haploview 4.2
softvera. Nakon genotipizacije utvrdene Su apsolutne ucestalosti alela i genotipova. Za opisivanje
dobijenih podataka koris¢ene su metode deskriptivne statistike (mere centralne tendencije i mere
varijabiliteta), tabeliranje i graficko prikazivanje. U statisti¢koj analizi koristicene su parametarske i
neparametarske statisticke analiticke metode. Za poredenje ucestalosti koriséeni su y? i FiSerov test.
Za poredenje kontinualnih varijabli kori$¢eni su studentov t-test, analiza varijanse (ANOVA), split-
plot ANOVA ili odgovarajuée neparametarske zamene. Povezanost varijabli je ispitivana testovima
korelacije (Spirman i Pirson) i regresije (multipla i logisticka). Analiza haplotipova i izvrSena je
koriS¢enjem Haploview softvera (verzija 4.2). Haplotipski blokovi su procenjivani ,,Confidence
intervals LD (linkage disequilibrium)’” metodom.
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4. REZULTATI
4.1. Klinicka i laboratorijska ispitivanja

Ispitivanje je obuhvatilo 127 bolesnika sa RA leCenih monoterapijom metotreksatom na Institutu za
reumatologiju u Beogradu. Medu bolesnicima je bilo 94 (74%) Zene i 33 (26%) muskarca. Prose¢na
starost bolesnika je bila 56,7+10,8 godina.

Prose¢na doza metotreksata koju su bolesnici primali iznosila je 12,1+3.2mg. Suplementacija folne
kiseline primenjena je kod 90 (70,9%) bolesnika. Suportivhu glikokortikoidnu terapiju primalo je
66 (52%) bolesnika. Demografski i klinicki podaci prikazani su u Tabeli 5.

Prema EULAR kriterijumima, odgovor na terapiju imalo je 112 (88,2%) bolesnika. Dobar odgovor
na terapiju evidentiran je kod 21 (18,8%) bolesnika, dok je 91 (81,2%) bolesnik imao umeren
odgovor. Odgovor na terapiju nije imalo 15 (11,8%) obolelih (Grafikon 1).

M Dobar odgovor
Umeren odgovor

72%

M Bez odgovora

Grafikon 1. Ucestalost bolesnika sa dobrim i umerenim odgovorom i bolesnika bez odgovora na
terapiju prema EULAR Kkriterijumima.

Pre zapocCinjanja terapije metotreksatom bolesnicima je, pomocu DAS28 indeksa procenjena
aktivnost bolesti. Prosecna vrednost DAS28 odredena pre pocetka terapije iznosila je 7,4+0,9, a
nakon 6 meseci terapije primeéeno je njeno znacajno snizenje (4,5+1,5, p<0,001).

Upotreba kortikosteroida nije uticala na snizenje DAS28 skora tokom 6 meseci terapije (F(1,125) =
0.861, p = 0.355, partial eta squared = 0.007).

24



Tabela 5. Demografske i klinicke karakteristike obolelih od reumatoidnog artritisa

Svi bolesnici Bolesnici sa Bolesnici bez
Varijable _ ’ odgovorom, odgovora, p-vrednosti
n=127 _ _
n=112 n=15
Zenski pol 94 (74%) 84 (75%) 10 (66,7%) 0.535
Starost (godine) 56,7 £ 10,8 56,8 £ 10,6 55,9+125 0,745
Seropozitivnost 103 (84,43%) 92 (85,2%) 11 (78,6%) 0,456
Antinuklearna antitela 10 (8,1%) 9 (8,3%) 1 (6,7%) 1,000
Trajanje bolesti 22,9+19,2 225+19,2 25 4+19,6 0,770
(meseci)
Trajanje terapije
metotreksatom 13,31+14,3 12,96+15,1 15,87+14,2 0,167
(meseci)

DAS28 pre terapije 7,4+0,9 7,4+0.9 7,6+1,1 0,465
DAS28 nakon 6 4,5+15 42413 6,7+1,3 <0,001
meseci terapije

VAS - bol 78.9+12.3 78 86412 78,87+15 1 0,852
pre terapije

VAS — bol nakon 6 36,3+21.6 32,1418 8 67,7+14.6 <0,001
meseci terapije

VVAS pre terapije 64,5+17,7 64,13+17,8 67,33+17,1 0,662
VAS nakon 6 meseci 26,1+20 22 33+17 54,67+18,1 <0,001
terapije
Folan 90 (70,9%) 81 (72,3%) 9 (60%) 0,368
SE pre terapije 67,5+25,2 67,2+25 69,9+27,4 0,791
SE nakon 6 mesecl 30,0+17.8 26,4+12.4 57.2427.5 <0,001
terapije
Upotreba 0 0 0
kortikosteroida 66 (52%) 55 (49,1%) 11 (73,3%) 0,078
Doza ko(r::é‘)”tero'da 95+14 95+14 95+15 1,000
Erozije 82 (64,6%) 72 (64,3%) 10 (66,7%) 0,856
MTX doza (mg) 12,1+3,2 12,2+3,2 11,5+3,2 0,452
BBZ pre terapije 19,66,5 19,4+6,2 21,5483 0,128
BBZ nakon 6 meseci 7,246, 6,045,2 16,3+7,4 <0,001
terapije
BOZ pre terapije 12,7+5,7 12,345,2 15,1+8,7 0,346
BOZ nakon 6 meseci 3,644,5 27431 10,6+6,9 <0,001
terapije
Trajanje jutarnje
ukocenosti pre 127,2+56,2 126,3+55 134+66 0,932
terapije (min)
Trajanje jutarnje

ukocenosti nakon 6 34,8+30,9 30,0+24,7 71+46,2 <0,001

meseci terapije (min)

Legenda: DAS28, skor aktivnosti bolesti procenjen na 28 zglobova; VAS, vizuelno-analogna skala;
SE, sedimentacija eritrocita; MTX, metotreksat; BBZ, broj bolnih zglobova; BOZ, broj ote¢enih
zglobova.
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Erozije su evidentirane kod 82 (64,6%) bolesnika, podjednako ¢esto i kod obolelih sa odgovorom
na MTX i kod obolelih koji nisu imali odgovor na terapiju. Primena kortikosteroida i folana nije
uticala na pojavu erozija kod bolesnika sa RA. Bolesnici sa erozijama su imali duze aktivnu bolest u
odnosu na bolesnicke bez erozija (10,4+3,8 mesecu naspram 29,7+20,8 meseci, p<0,001).

Seropozitivnost je utvrdivana na osnovu prisustva RF /ili anti-CCP antitela. Ukupno 103 (84,4%)
bolesnika su bila seropozitivna. Prisustvo RF antitela bilo je potvrdeno kod 97 (76,4%), dok je
prisustvo anti-CCP antitela potvrdeno kod 47 (37%) testiranih bolesnika. ANA su bila prisutna kod
10 (7,9%) testiranih ispitanika. Seropozitivnost nije imala efekat na ishod terapije, pojavu
nezeljenih efekata i erozija.

Zene su na pocetku bolesti imale statisticki znadajno veéi broj ote¢enih zglobova (13,35+5,75) nego
muskarci (10,73+5,25, p=0,019). Muskarci 1 Zene se nisu znacajno razlikovali prema ostalim
vrednostima ispitivanih demografskih, klinic¢kih, laboratorijskih parametara, ucestalosti nezeljenih
efekata (NE) terapije i erozija (Tabela 6.).
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Tabela 6. Demografske i klini¢ke karakteristike obolelih od reumatoidnog artritisa prikazanih u
odnosu na pol

Varijable Zene Muskarci p-vrednosti
Starost (godine) 56,2+11,1 58,2+10 0,564
Seropozitivnost 79 (85,9%) 24 (80%) 0,562

ANA 8 (8,8%) 2 (6,1%) 1,000

Nezeljene reakcije 24 (25,5%) 7 (21,2%) 0,619

Kortikosteroidi 48 (51,1%) 18 (54,5%) 0,731

Folan 67 (71,3%) 23 (69,7%) 1,000

DAS?28 pre terapije 7,5+0,9 7,2+0,8 0,079

DAS28 nakop_ 6 meseci 46415 42415 0,249
terapije

VAS — bol 79,1+12,6 78,2+11,6 0,716

pre terapije

VAS - bol nakon 6 meseci
terapije 36.2+21,3 36,8+22,9 0,886
VAS pre terapije 63,5£17,5 67,3£18,3 0,373
VAS nakon 6 meseci 25,0+19,8 26,8+20,9 0,871
terapije
SE pre terapije 69,2+26,1 62,8+22,2 0,212
SE nakon 6 meseci terapije 30,1+18 29,8+17,6 0,867
Erozije 62 (66%) 20 (60,6%) 0,580
MTX doza (mg) 12,143,3 12,143,1 0,961
BBZ pre terapije 20,0£6,6 18,4+5,9 0,186
BBZ nakon 6 meseci
. 7,546,7 6,245,4 0,354
terapije
BOZ pre terapije 13,3+5,7 10,7345,2 0,019
BOZ nakon 6 meseci 3,8+4,9 3,143,1 0,856
terapije
Trajanje jutarnje
ukocenosti pre terapije 128,5+60,9 123,6+40,2 0,927
(min)
Trajanje jutarnje
ukocenosti nakon 6 34+32,7 37,1+25,2 0,186
meseci terapije (min)

Legenda: DAS28, skor aktivnosti bolesti procenjen na 28 zglobova; VAS, vizuelno-analogna skala;
SE, sedimentacija eritrocita; MTX, metotreksat; BBZ, broj bolnih zglobova; BOZ, broj ote¢enih
zglobova.
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4.2.  Rezultati genetickih ispitivanja

Genotipizacija je sprovedena kod 127 bolesnika sa RA lecenih monoterapijom metotreksatom.
Ucestalosti alela i genotipova kao i rezultati analize povezanosti pojedinacnih polimorfizama sa
odgovorom na terapiju su prikazani u Tabeli 7. za polimorfizme ADORA2A, u Tabeli 8. za
polimorfizme ADORAgz gena i u Tabeli 9. za ITPA rs1127354 polimorfizam.

Tabela 7. Distribucija genotipova i alela analiziranih polimorfizama ADORA:A gena u odnosu na
efikasnost metotreksata definisanu EULAR kriterijumima

. .. Bolesnici sa ..
Polimorfizmi e boLesnch 4 odgovorom, n Bolesnici bez p-vrednosti
(%) (%) odgovora, n (%)

| ADORAA 152298383
TT 53 (42,1) 48 (43,2) 5(33,3)
CT 52 (41,3) 43 (38,7) 9 (60) 0,249
CC 21 (16,7) 20 (18) 1(6,7)
T 158 (62,7) 139 (62,6) 19 (63,3) 1000
C 94 (37,3) 83 (37,4) 11 (36,7) ’

| ADORAA 152236624
CC 78 (63,4) 70 (64,2) 8 (57,1)
CT 38 (30,9) 33 (30,3) 5(35,7) 0,871
TT 7 (5,7) 6 (5,5) 1(7,1)
C 194 (78,9) 173 (79,4) 21 (75) 0.624
T 52 (21,1) 45 (20,6) 7 (25) ’

| ADORA,A 155751876
cC 45 (38,1) 42 (40,4) 3(21,4)
CT 55 (46,6) 45 (43,3) 10 (71,4) 0,139
TT 18 (15,3) 17 (16,3) 1(7,1)
C 145 (61,4) 129 (62) 16 (57,1) 0.661
T 91 (38,6) 79 (38) 12 (42,9) ’

| ADORAZA rs17004921
cC 97 (78,9) 85 (77,3) 12 (92,3)
CT 20 (16,3) 19 (17,3) 1(7,7) 0,428
TT 6 (4,9) 6 (5,5) 0(0)
C 214 (87) 189 (85,9) 25 (96,2) 0.217
T 32 (13) 31 (14,1) 1(3,8) ’
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Tabela 8. Distribucija genotipova i alela analiziranih polimorfizama ADORAz gena u odnosu na
efikasnost metotreksata definisanu EULAR kriterijumima

Polimorfizmi

Svi bolesnici, n

Bolesnici sa
odgovorom, n

Bolesnici bez

p-vrednosti

(%) (%) odgovora, n (%)
| ADORA; rs2298191
TT 68 (54) 61 (55) 7 (46,7) 0.831
CT 43 (34,1) 37 (33,3) 6 (40) !
cC 15 (11,9) 13 (11,7) 2 (13,3)
T 179 (71) 159 (71,6) 20 (66,7) 0.668
C 73 (29) 63 (28,4) 10 (33,3) ’
| ADORA; 151544223
AA 61 (50) 52 (48,6) 9 (60) 0.442
AG 52 (42,6) 46 (43) 6 (40) !
GG 9(7,4 9(8,4) 0 (0)
A 174 (71,3) 150 (70,1) 24 (80) 0.901
G 70 (28,7) 64 (29,9) 6 (20) !
| ADORA; rs3393
AA 38 (31,4) 33 (30,8) 5 (35,7)
AG 51 (42,1) 46 (43) 5 (35,7) 0,871
GG 32 (26,4) 28 (26,2) 4 (28,6)
A 127 (52,5) 114 (52,3) 15 (53,6) 1.000
G 115 (47,5) 104 (47,7) 13 (46,4) !

Tabela 9. Distribucija genotipova i alela rs1127354 polimorfizma ITPA gena u odnosu na efikasnost
metotreksata definisanu EULAR kriterijumima

. .. Bolesnici sa ..
. N Svi bolesnici, n Bolesnici bez .
Polimorfizmi A odgovorom, n p-vrednosti
(%) (%) odgovora, n (%)
| ITPA rs1127354
CC 110 (90,9) 96 (89,7) 14 (100)
CA 10 (8,3) 10 (9,3) 0 (0) 0,453
AA 1(0,8) 1(0,9) 0 (0)
C 230 (95) 202 (94,4) 28 (100) 0.370
A 12 (5) 12 (5,6) 0 (0) ’
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Bolesnici nosioci minornog C alela (CC+CT) za ADORAA rs2298383 imali su znacajno veci broj
osetljivih zglobova (20,8+6,1) pre pocetka terapije nego bolesnici sa TT genotipom (18+6,6,
p=0,017). Na pocetku bolesti prisutan je i znacajan uticaj ADORA2A rs5751876 polimorfizma na
DAS28, broj osetljivih i oteenih zglobova (p=0,027, p=0,007, p=0,023, redom).

Pre zapocinjanja terpapije bolesnici nosioci minornog T alela za ADORAA rs17004921 (n=26)
imali su manje vrednosi DAS28 od bolesnika sa CC genotipom (7,2+0,79 naspram 7,5%0,9,
p=0,047). Isti bolesnici su na pregledu pre zapocinjanja terapije imali manji broj bolnih zglobova
(17,346 naspram 20,4+6,3, p=0,03). Dodatno smo ispitali uticaj ovoga genotipa na snizenje DAS28
tokom 6 meseci terapije. Nosioci bar jednog ADORA2A rs17004921 T alela su imali znacajno vece
smanjenje vrednosti DAS28 nakon 6 meseci terapije nego bolesnici sa CC genotipom
(F(1.121)=6.333, p=0.013, partial eta squared=0.05).

Nakon 6 meseci terapije nosioci minornog C alela (CC+TC) za ADORAz rs2298191 su imali
znacajno duzu jutarnju ukocenost (39,6+29,3 minuta) i viSe vrednosti sedimentacije (34,8+18,7)
nego bolesnici sa TT genotipom kod kojih je prosecno jutarnja ukoc¢enost trajala 314+32 minuta
(p=0,043), dok su vrednosti SE prose¢no iznosile 26,2+16,2 (p=0,001). ADORAz rs2298191
polimorfizam imao je znacajan uticaj na snizenje SE kod obolelih na terapiji MTXom
(F(1.124)=7.200, p=0.008, partial eta squared=0.05) i na snizenje DAS28 vrednosti kod zena
(F(1.91)=7.121, p=0.009 partial eta squared=0.07) tokom 6 meseci terapije. Bolesnici koji su imali
ADORA:; 151544223 GG genotip (n=9) su ostecenje svog funkcionalnog stanja na VAS skali pre
uklju¢ivanja MTX ocenili sa 81,3+18,1, Sto je znaCajno viSa ocena od one kojom su svoje stanje
procenili bolesnici nosioci A alela (63,4+17,1, p=0,011).

Nakon 6 meseci terapije bolesnici nosioci A alela za ADORAz rs3393 imali su viSe vrednosti
DAS28 (4,6+1,5) nego oni sa GG genotipom (4,1£1,6, p=0,03). Kod istih bolesnika je primeceno i
duze trajanje jutarnje ukocenosti (36,1£26,6 naspram 27,2+31,9, p=0,021), kao 1 vece vrednosti
sedimentacije (31,5t£17,1 naspram 25,7+20,4, p=0,011). Nosioci G alela za isti polimorfizam
pokazali su znacajno nizi osecaj bola na VAS skali (33,1£21,6 naspram 42,5+20,6, p=0,03), kao i
kra¢u jutarnju ukocenost (29,6+25,9 naspram 42,8+31,3 minuta, p=0,028) nego bolesnici sa AA
genotipom.

ITPA rs1127354 polimorfizam nije uticao na ishod terapije, pojavu NE i erozija na kostima kod
obolelih od RA. Nosioci alela A imali su viSe vrednosti SE pre pocetka terapije nego bolesnici sa
CC genotipom (83,4+31,5 prema 65,34+24,5, p=0,034).

4.3. Nezeljeni efekti

Nezeljene efekte (NE) terapije ispoljio je 31 (24,4%) bolesnik. Najces¢i nezeljeni efekti zabelezeni
kod nasih bolesnika su bili hepatotoksi¢nost i mu¢nina (Tabela 10.). Muskarci i Zene su podjednako
Cesto imali pojavu NE (21,2% prema 25,5%, redom, p=0,619).
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Tabela 10. Nezeljeni efekti i broj bolesnika koji su ispoljili nezeljene efekte nakon 6 meseci terapije

metotreksatom
Nezeljeni efekti Eiel bc(’(';g”'ka’ N

Hepatotoksi¢nost 14 (11)
Mucnina 9(7,1)
Opadanje kose 3(2,4)
Hematoloski nezeljeni efekti 2 (1,6)
Stomatitis 2 (1,6)

Kasalj 1(0,8)
Pneumonija 1(0,8)

Ukupni nezeljeni efekti 31 (24,4)

lako se bolesnici sa odgovorom na terapiju i bolesnici bez odgovora na terapiju ne razlikuju
znacajno prema ucestalosti nezeljenih efekata (p=0,196), bolesnici koji su ispoljili hepatotoksi¢nost
i ukupne nezeljene efekte imali su vise DAS28 vrednosti nakon 6 meseci terapije nego bolesnici
koji nisu ispoljili ove NE (5,5+1,4 vs 4,4+1,5, p=0,007; 5,2+1,5 vs 4,3+1,4, p=0,002, redom).
Pojava nezeljenih efekata tokom leCenja je imala slab uticaj na promenu vrednosti DAS28 skora
(F(1,125) =5.682, p = 0.019, partial eta squared = 0.043), tako da su osobe sa NE imale nesto losiji
odgovor na terapiju.

Bolesnici sa ADORA3 rs2298191 CC genotipom nisu ispoljili nijedan nezeljeni efekat terapije
(n=15, p=0,021). Ova opservacija nije ostala znacajna nakon obavljene multiple logisti¢ke regresije
koja je ukljucila dozu MTX i suplementaciju folne kiseline.

4.4. Kombinacije genotipova

Dodatno smo izvrsili analizu povezanosti odgovora na terapiju i udruzenih genotipova koje smo
grupisali po dominantnom ili recesivnom modelu. Svi bolesnici sa ADORAA rs5751876 TT
genotipom koji su istovremeno nosioci ADORA3 rs1544223 G alela (GA + GG) su razvili koStane
erozije (n=9, 7,7%), §to je statistiCki znacajno ¢e$¢e kada se uporedi sa bolesnicima koji nisu
nosioci ove genske kombinacije (p = 0,026, RR: 0.61, 95% CI 0.52-0.71). Nakon izvrSene multiple
logisticke regresione analize sa duzinom trajanja bolesti kao kofaktorom ova povezanost nije
potvrdena.
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4.5.  Analiza haplotipova

Dodatno smo uradili analizu ADORA2A i ADORAgz haplotipova. D’ (normalizovani LD koeficijent) i
r? (keficijent korelacije) vrednosti su predstavljene na Grafikonu 2.
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Grafikon 2. Sematski prikaz LD sa predstavljenim D’ i r? vrednostima (u procentima, redom) medu
analiziranim polimorfizmima gena za adenozinske receptore kod bolesnika sa RA. A - D’ i r?
vrednosti u genu za ADORAZA. B - D’ i r? vrednosti u genu za ADORAs. Legenda: Boje na
grafikonu koje prikazuju D’ vrednosti: Intenzivno crvena boja prikazuje polja ¢ije su vrednosti
D’=100% pri vrednostima LOD>2, smanjivanje intenziteta boje je u skladu sa smanjivanjima
vrednosti D’. Boje na grafikonu koje prikazuju r? vrednosti: Crna boja prikazuje polja &ije su
vrednosti r?’=100%, smanjivanje intenziteta boje je u skladu sa smanjivanjima vrednosti r2.
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45.1. ADORA:A

Ucestalosti haplotipova ADORA2A gena (rs2298383, rs2236624, rs5751876, rs17004921) kod
obolelin od RA prikazane su na Grafikonu 3. Najjaci LD bio je prisutan izmedu rs2298383 i
rs5751876 polimorfizama ADORA2A gena (D’=0,9, r2=0,79). Haplotip CC (rs5751876/rs17004921)
je bio ¢es¢i kod bolesnika sa nezeljenim efektima leka nego kod obolelih bez ovih manifestacija
(62,3% vs 46,3%, p= 0,037). Bolesnici kod kojih je bila prisutna hepatotoksi¢nost kao posledica
primene MTX znacajno su CeS¢e imali CCC haplotip (rs2298383/rs5751876/rs17004921) nego
bolesnici koji nisu ispoljavali ovaj nezeljeni efekat (11,4% vs 1,4%, p=0,0027)

mTCCC
m CCTC
CTTC
TCCT
mTTCT
Cccc
ETCTC
mTTCC
mCTCC

1%

Grafikon 3. Ucestalosti haplotipova ADORA2A gena (rs2298383, rs2236624, rs5751876,
rs17004921) kod obolelih od reumatoidnog artritisa le¢enih metotreksatom.
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4.5.2. ADORA3

UCcestalosti haplotipova ADORAz gena (rs2298191, rs1544223, rs3393) kod obolelih od RA
prikazane su na Grafikonu 4. Utvrdili smo postojanje haplotipskog bloka medu ispitivanim
polimorfizmima ADORAg3 gena koris¢enjem ,,Confidence intervals LD’’ metode.

m CAA
B TGG
mTAA
uTAG
H CAG

Grafikon 4. Ucestalosti haplotipova ADORAgz gena (rs2298191, rs1544223, rs3393) kod obolelih od
reumatoidnog artritisa le€enih metotreksatom.

TAA haplotip bio je ¢es¢i kod bolesnika sa erozijama kostiju (29% prema 15,6% p = 0,023), kao i
kod obolelih sa hepatotoksi¢noscéu (51,3% prema 21.6% p = 0,013) nego kod osoba bez ovih
manifestacija (Grafikon 5. i Grafikon 6.). Oba nasa bolesnika kod kojih je MTX ispoljio toksi¢no
dejstvo na kostanu srz imala su haplotip CGG (CGG, p=0,02).
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Grafikon 5. Ucestalosti haplotipova ADORA3 gena kod obolelih od reumatoidnog artritisa u
zavisnosti od prisustva kostanih erozija.
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Grafikon 6. Ucestalosti haplotipova ADORA3 gena kod obolelih od reumatoidnog artritisa sa i bez
ispoljene hepatotoksi¢nosti.
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5. DISKUSIJA

Bez pravovremene i adekvatne terapije, progresivno ostecenje sinovijskih zglobova kod bolesnika
sa reumatoidnim artritisom vodi ka invalidnosti i preranoj smrti (1,149). Jedan od prvih zadataka u
le¢enju RA je rana kontrola bolesti, zbog ¢ega je razvijena strategija treat-to-target (ciljano leCenje,
T2T) (75). T2T preporuke kao cilj predlazu postizanje remisije ili niske aktivnosti bolesti u prvih
Sest meseci terapije, ali predvidaju i vrSenje neophodnih izmena terapije ako se ovaj cilj ne postigne
(75,149).

Dugorocne studije koje su pratile progresiju bolesti kod bolesnika sa RA dovele su do zakljucka da
pravovremena terapija ima veci uticaj na prognozu bolesti od samog izbora terapije (150). Ovaj
terapijski prozor otvoren je relativno kratko i traje Sest meseci od pojave prvih simptoma (150,151).
Ukoliko se adekvatna terapija zapocne u ovom periodu bolest ¢e biti sporije progresivna i
funkcionalna sposobnost ¢e biti o¢uvana i nakon 10 godina trajanja bolesti. Bolesnici kod kojih se u
periodu terapijskog prozora ne zapocne sa primenom adekvatne terapije imaju vec¢u verovatnocu za
loSiju dugoro¢nu kontrolu bolesti. Isti problem je primecen i ukoliko je lek prvog izbora neefikasan
ili bolesnici razviju nezeljene efekte na terapiju prvog izbora (150).

U EULAR preporukama iz 2016. godine navodi se da se metotreksat treba primenjivati kao lek
prvog izbora za leCenje RA 1 ranih artritisa. lako nam je danas dostupan veliki broj sintetskih 1
bioloskih bolest modifikuju¢ih lekova, MTX je i dalje zlatni standard u terapiji RA (52,75). Ovaj
lek je prvi izbor u terapiji zbog dobrog bezbednosnog profila, mogucnosti prilagodavanja doze, ali 1
niske cene (75). Ovakva preporuka dodatno se temelji na mnogobrojnim studijama koje su pokazale
da monoterapija MTXom nije inferiorna u odnosu na monoterapiju bioloSkim DMARD u ranom
tretmanu artritisa (152-154).

lako se MTX Koristi u terapiji RA preko 30 godina, jo§ uvek ne mozemo predvideti efikasnost
terapije ovim lekom. Trenutno leCenje se sprovodi po principu pokusaja 1 greske, $to vodi ka tome
da se kod bolesnika koji ne odgovore na terapiju primeni nekoliko razli¢itih bolest modifikujuc¢ih
lekova dok se ne postigne zadovoljavaju¢i odgovor na terapiju (Slika 6.). Kao posledica ovakvog
pristupa kod ovih bolesnika se propusta period terapijskog prozora, a oni se izlazu ve¢em riziku od
neZeljenih efekata, brzoj progresiji bolesti, duze trpe bolove i imaju logiji kvalitet Zivota (155). Cak
do 30% bolesnika nema zadovoljavaju¢i odgovor na monoterapiju metotreksatom. Kod oko 20%
obolelih terapija se prekida upravo zbog pojave nezeljenih efekata (156).
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Slika 6. Sematski prikaz terapijskog protokola za le¢enje RA predlozenog od strane EULAR-a
2016. godine (75). Legenda: RF, reumatoidni faktor; ACPA, antitela na citrulisane peptide;
DMARD, bolest modifikujuci lekovi (Disease Moditying Anti-Rheumatic Drugs); MTX,
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Predvidanje odgovora na terapiju bi znacajno unapredilo le¢enje i omoguéilo dugoro¢no ocuvanje
kvaliteta zivota obolelih od RA (75,157). Jedna od osnovnih prepreka za primenu individualnog
lecenja svakog bolesnika ponaosob zasnovanog na ovakvom predvidanju odgovora na terapiju,
takozvane personalizovane medicine, u terapiji RA je nedostatak pouzdanih biomarkera (156,158).

Mnogobrojne farmakogeneticke studije navode da polimorfizmi u genima koji kodiraju nosace,
enzime i receptore u folatnom i adenozinskom putu kao i u de novo sintezi purina mogu uticati na
ishod terapije (117,151,159,160). Genske varijante bi bile izuzetno korisni biomarkeri. Stabilne su i
nepromenljive, prisutne kod svakog bolesnika i pre zapocinjanja terapije. Dodatno, testiranja je
moguce sprovesti brzo i jeftino (151,155). Pri tome, koris¢enje genskih biomarkera nije neobi¢no u
savremenoj klini¢koj praksi i ve¢ se primenjuje, na primer, za otkrivanje rizi¢nih varijanti u TPMT
genu pre zapocinjanja terapije autoimunskih inflamatornih bolesti azatioprinom ili citohroma P-450
pre zapocinjanja antiagregacione terapije klopidogrelom (141,151,156).

Medutim, ovakva testiranja se za sada ne primenjuju za prognozu ishoda terapije MTXom. Jedan od
razloga su oprecni rezultati dosadasnjih istrazivanja. Cak 1 kad pojedini polimorfizmi pokazu
znacajan potencijal potrebna je potvrda rezultata u velikim, slojevitim studijama (141,156,158).

Ne smemo zanemariti ni istrazivanja koja pokazuju da je odgovor na terapiju kod bolesnika sa RA,
takode, povezan 1 sa negenetickim faktorima kao Sto su puSenje, Celijski, seroloSki 1 klinicki
parametri. Za sada se ni jedna od navedenih varijabli nije pokazala u praksi kao validan biomarker
(151,155).

Bez obzira, razvijeni su brojni prediktivni modeli sa ciljem da se predvidi odgovor na terapiju
MTXom sa razli¢itim pristupima. Neki modeli su ukljucivali samo klini¢ke 1 demografske podatke,
dok su se drugi bazirali na dosadasljim farmakogenetiCckim saznanjima. Problem sa najvec¢im
brojem ovih modela je bila Cinjenica da su se koncentrisali na samo jedanu grupu potencijalnih
biomarkera. lako MTX uti¢e na funkcionisanje nekoliko razli¢itih metabolickih puteva, predikcioni
modeli koji su u obzir uzimali isklju¢ivo genske varijante, obuhvatali su najéeS¢e polimorfizme u
genima koji kodiraju enzime samo jednog metabolickog puta. Istraziva¢i su najvisSe paznje
posvecivali folatnom putu (157,161-164). Retko su uzimane u obzir kombinacije velikog broja
polimorfizama iz viSe razli¢itih puteva (157,158). Bilo je pokusaja stvaranja modela koji obuhvataju
1 klinicke 1 genske biomarkere, ali su naj¢esce bili primenjivi samo na populaciji iz koje poticu
oboleli, dok su dozivljavali neuspeh u drugim populacijama (161-164).

Postoji veliki broj mogucih razloga za dosadasnji neuspeh. Prvenstveno, sama bolest pokazuje
veliku patogenetsku i klinicku heterogenost (1,26,60). Uticaj pola ne bi trebalo zanemariti, iako
ispitivanja efekta pola na aktivnost bolesti i uspeh terapije i dalje daje kontradiktorne podatke
(16,165). Komplijansa obolelih bi morala biti uracunata kao i primena suportivne terapije i
suplementacije folnom kiselinom (115,116,150). Takode, na ekspresiju samih gena ne uti¢u samo
geneticki nego i epigeneticki faktori, kao metilacija i mikro RNK (157). Trajanje samih studija je
veoma razli¢ito i mnoge studije su trajale krace od 6 meseci (158). Bolesnici analizirani u studijama
su Cesto veoma heterogeni. Trajanje bolesti, etnicka pripadnost, istovremena ili predhodna terapija
drugim DMARD, pusacki staz, se ¢esto ne uzimaju u obzir (157,158). Medutim jedan od kljuénih
problema je mali broj studija koji se bavi ovim problemom kao i mali broj ukljucenih ispitanika
(124,157).

Nasa paZnja je bila usmerena na vezu izmedu polimorfizama u genima koji kodiraju proteine
adenozinskog puta, mehanizma kojim MTX ostvaruje jedan deo svog dejstva kod obolelih od RA i
odgovora na terapiju ovim lekom (166,167). Adenozin ima znacajnu ulogu u kontroli zapaljenja kao
deo antizapaljenskog sistema. Dosadasnja istrazivanja pokazuju da MTX svojie antizapaljensko
dejstvo bar delimi¢no ostvaruje stimulacijom sinteze adenozina u celijama (89,92). Studije na
,,knock-out” zivotinjama pruzile su dokaze o znacaju adenozinskih receptora za delovanje
metotreksata. Kod zivotinja koje ne eksprimiraju ADORA2A i ADORAs receptore, MTX ne
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ispoljava svoje antizapaljensko dejstvo kao kod ,,wild-type’’ jedinki (127). ADORA:A i ADORAg
su prisutni na leukocitima, ali i na sinoviocitima. Ve¢ u ranim fazama bolesti poveéava se ekspresija
oba tipa receptora na limfocitima obolelih, dok je na sinoviocitima dominantna povecana ekspresija
jedino ADORAz (82,94). Prema istrazivanju koje su sproveli Varani i saradnici, ekspresija
ADORA:A i ADORA; je obrnuto srazmerna aktivnosti bolesti, bilo da je merena DAS ili DAS28
indeksom. Njihova aktivacija dovodi do smanjene produkcije citokina, ali i do smanjenja produkcije
MMP1 i MMP3, koje imaju znacajnu ulogu u oste¢enju zglobne hrskavice kod bolesnika sa RA
(69,94).

Kako dosadasnja istrazivanja pokazuju da adenozinski put igra vaznu ulogu u kontroli zapaljenja,
dok je istovremeno za dejstvo metotreksata neophodno prisustvo adenozinskih receptora, nekoliko
farmakogenetickih studija je ispitivalo uticaj polimorfizama gena za adenozinske receptore na ishod
terapije kod osoba obolelih od RA (127,166,167). Polimorfizmi u genima koji kodiraju enzime
adenozinskog puta ili su uklju¢eni u de novo sintezu purina mogu uticati na sintezu adenozina i
samim tim uticati na ishod terapije MTXom kod obolelih od RA (117,159,168). Neke od ovih
varijanti ukljuene su u modele za predikciju ishoda terapije. lako ovi modeli jo§ uvek nemaju
adekvatnu potvrdu, a samim tim ni primenu u svakodnevnoj klinickoj praksi, oni predstavljaju
znacajan pomak u razvoju personalizovane medicine (161,163,164,169).

Do sada je najviSe ispitivan uticaj ADORA2A rs2298383 polmorfzma na efikasnost terapije
metotreksatom kod obolelih od RA. Ovo je funkcionalni polimorfizam, lociran u promotorskom
regionu ushodno od gena. Sekvenca u kojoj je lociran ovaj polimorfizam je bogat purinima, §to je
Cesto slucaj sa humanim promotorima. Analize sprovedene In silico pokazuju da je rs2298383
smeSten unutar tripleks formiraju¢e oligonukleotidne (TFO) target sekvence (170). Ovakve
sekvence su koncentrisane u regulatornim regionima humanog genoma, posebno u oblastima
promotora (171). Predpostavlja se da je moguce da je TFO sekvenca (CCCCGGGG) narusena kod
nosilaca T alela (CCCTGGGG). Ovakav izmena u promotorskoj sekvenci potencijalno bi, prema
kompjuterskim simulacijama, mogla da objasni uticaj polimorfizma na transkripciju samoga gena
(170).

Potrebno je naglasiti moguénost razli¢itog uticaja ovog polimorfizma na funkciju receptora u
razli¢itim tkivima. Naime, na osnovu najnovijih istrazivanja moguce je da postoji vise izoformi
ovog receptora, kao i1 ve¢i broj promotora i startnih mesta transkripcije. Samim tim znacaj
polimorfizama mogao bi varirati u razli¢itim tkivima koji eksprimiraju drugacije, tkivno specifi¢ne,
izoforme receptora (130).

Funkcionalnu prirodu rs2298383 potvrduje i ¢injenica da je ekspresija ovog receptora smanjena kod
osoba koje su nosioci TT genotipa (172,173). Cannata i saradnici navode da oboleli od viSestruke
hemijske senzitivnosti koji nose rs2298383 TT genotip pokazuju smanjenu ekspresiju ADORALA i
povecanu ekspresiju IFNy. Kako ovaj citokin ima klju¢nu ulogu u aktivaciji makrofaga, moze se
zakljuciti da ADORA?A i njegovi polimorfizmi igraju vaznu ulogu u regulaciji ekspresije citokina i
samim tim regulaciji imunskog odgovora (172).

lako su Berlacher i saradnici u farmakogenetic¢koj studiji, na 357 ispitanika koji su bili podvrgnuti
testu optereCenja pokazali da rs2298383 ne uti¢e na ishod primene regadenosona, agonistom
adenozinskih receptora, istovremeno su primetili da su nosioci C alela (CC+CT) znacajno ¢esci u
grupi ispitanika sa kongestivnom src¢anom isuficijencijom (174). Uticaj polimorfizama u
adenozinskim receptorima znacajno je ¢e$ce ispitivan u neurogenetici (143,144,175,176). Tako su
Childs i saradnici pokazali da medu 102 zdrava ispitanika nosioci rs2298383 CC genotipa CeSce
ispoljavaju anksioznost nakon unosenja kafe (144). Oliveira i saradnici su zakljucili na uzorku od
1253 slucajna ispitanika da TT genotip smanjuje rizik od nastanka depresije (177). Studija koju su
kod 127 osoba obolelih od Sizofrenije sproveli Tur€in i saradnici pokazuje da rs2298383
polimorfizam utice na psihopatologiju bolesti (178).
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Povezanost ADORAA rs2298383 polimorfizma i nezeljenih efekta MTXa ispitivali su i Tsujimoto
i saradnici u studiji koja je ukljucila 56 dece sa akutnom limfoblasnom leukemijom. Oni Su
primetili da deca le¢ena MTXom imaju znacajno veéi rizik od razvoja leukoencefalopatije kao
nezeljenog efekta terapije ukoliko su nosioci rs2298383 CC genotipa. Kako su doze MTXa koje se
koriste u terapiji RA znacajno nize, a pojava leukoencefalopatije zavisna od visoke kumulativne
doze, ove rezultate je potrebno oprezno tumaciti u poredenju sa terapijom RA (173).

Hider i saradnici su u svojoj studiji, sprovedenoj na 309 bolesnika sa RA le¢enih MTXom, uocili da
je T alel povezan sa nezeljenim reakcijama na lek. Ova razlika je registrovana izmedu grupe
bolesnika koji su ispoljili nezZeljene efekte i grupe bolesnika sa dobrim odgovormo na terapiju. U
ovoj studiji odgovor na terapiju MTXom procenjivan je promenom vrednosti SE, pri ¢emu nije
uocen uticaj rs22988383 polimorfizama na efikasnost terapije merene na ovaj nacin (167). U studiji
koju su sproveli Soukup i saradnici na 185 bolesnika sa RA le¢enih MTXom uocena je ¢esc¢a pojava
reumatoidnih nodula kod nosioca C alela rs2298383 polimorfizma. Treba naglasiti da je pojava
reumatoidnih nodula ¢e$¢e kod bolesnika sa izrazito ozbiljnom formom bolesti $sto moze uticati na
interpretaciju rezultata (49).

Lima i saradnici nisu uocili povezanost ovog polimorfizma sa efikasnos¢u terapije MTXom i
nezeljenim efektima leka u svojoj studiji koja je ukljucila 233 bolesnika sa RA. Istovremeno se u
ovoj studiji navodi da postoji povezanost haplotipa TC (rs2267076/rs2298383) sa nezeljenim
efektima MTX (117). U ovom haplotipu C alel je sastavni deo haplotipa koji se ¢eS¢e pojavljuje
kod osoba koje su ispoljile nezeljene efekte terapije. Ovo moze govoriti u prilog suptilnog uticaja
ovog polimorfizma na ekspresiju gena, koji se individualno i na malom broju ispitanika ne moze
uociti.

Kobold i saradnici su povezali prisustvo C alela ovog polimorfizma sa nizim rizikom za pojavu NE
teapije kod 212 ispitanika obolelih od RA. U ovoj studiji vise od polovine bolesnika je koristilo bar
jos jedan DMARD, S§to treba uzeti u obzir kada se razmatra uzrok pojave NE. U ovoj studiji
rs2298383 nije bio povezan sa efikasnos¢u terapije (179).

U naSoj studiji, sam polimorfizam nije uticao na ishod terapije meren prema EULAR-ovim
kriterijumima, kao ni na smanjenje DAS28 skora nakon 6 meseci leCenja, iako su nasi bolesnici
nosioci C alela (CC+CT) za ADORAA rs2298383 imali znacajno veci broj osetljivih zglobova na
pocetku bolesti nego oboleli sa TT genotipom. Nedostak udruzenosti ovog polimorfizma i
efikasnosti terapije MTXom je u skladu sa do sada sprovedenim studijama kod obolelih od RA
le¢enih MTXom (117,167,179). U nasem istrazivanju ovaj polimorfizam nije doveden u vezu sa
pojavom NE, $to je u skladu sa rezultatima istrazivanja koje su sproveli Lima i saradnici, ali se
razlikuje od rezultata Hider i sardnika, kao i Kobold i saradnika koji su povezali ovaj polimorfizam
sa pojevom NE kod svojih bolesnika (117,167,179).

Polimorfizam rs2236624 je lociranu u intronu ADORA2A gena i potencijalno je funkcionalna
varijanta (144,180). Njegov znacaj je ispitivan u nekoliko studija koje su radene radi istrazivanja
pojave anksioznosti kod zdravih, ali i kod osoba sa autizmom (144,181). Rezultati govore da je CC
genotip ADORA:A rs2236624 polimorfizma faktor rizika za nastanak autizma. Sa druge strane, ovaj
polimorfizam ne utie na klini¢ka ispoljavanja ove bolesti (181). Childs i saradnici ispitivali su
uticaj rs2236624 polimorfizma na razvoj anksioznost koju uzrokuje kafa kod 102 zdrava ispitanika,
ali su zaklju¢ili da anksioznost nije bila pod uticajem ovog polimorfizma (144).

U pojedinim delovima mozga je primeCena bliska interakcija izmedu ADORA2A i ADORA;
receptora, Cak i1 stvaranje heterodimera. Na osnovu dostupnih podataka rs2236624 ADORA2A
polimorfizam bi mogao uticati na afinitet i povezivanje ADORA:1 i ADORAA receptora. Ovakav
rezultat govori sa jedne strane u prilog funkcionalnosti ovog polimorfizma a sa druge o bliskoj
saradnji dva tipa adenozinskih receptora u mozgu (182).
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Kod osoba sa dijabetesom tip 1, rs2236624 TT genotip je imao protektivano dejstvo na razvoj
retinopatije, moguce zbog uloge adenozina u regulaciji funkcije krvnih sudova u fizioloskim
uslovima, ali i u ishemiji (102,180). Tokom ispitivanje uloga rs2236624 u kardiovaskularnom
sistemu, nije pronadena povezanost ovoga polimorfizma sa razvojem sréane isuficijencije (183).

Varijanta rs2236624 ADORA2A gena i njen uticaj na ishod terapije reumatoidnog artritisa
metotreksatom je ispitivana u nekoliko studija. Hider i saradnici su u istrazivanju koje je ukljucilo
309 bolesnika sa RA na MTX terapiji uocili znacajno ¢esce prisustvo CC genotipa kod obolelih koji
imaju odgovor na terapiju nego kod osoba sa neZzeljenim efektima terapije (167). Sa druge strane
Soukup i saradnici nisu primetili znacajnu razliku u ucestalosti pojave reumatoidnih nodula kod
nosilaca razli¢itih alela/genotipova ovoga polimorfizma tokom terapije metotreksatom u studiji koja
je ukljucila 185 obolelih (49). U naSoj studiji rs2236624 nije imao uticaj na ishod terapije, pojavu
nezeljenih efekata ili erozija. Takode ovaj polimorfizam nije bio ukljuen ni u jedan haplotip ili
kombinaciju genotipova koja je pokazala znacajan efekat na ispitivane parametre.

Poznato je da intronski polimorfizmi kao $to je ADORA2A 152236624 mogu imati uticaj na
ekspresiju gena ili na splajsing. Tako alternativni splajsing moze dovesti do stvaranja izmenjenog
proteinskog produkta, nase istraZivanje nije ukazalo na uticaj rs2236624 polimorfizma na ishod
MTX terapije. DosadaSnja istrazivanja su pokazala marginalni uticaj ovoga polimorfizma na
funkciju samoga receptora. Medutim, moguce je da ovaj polimorfizam, u kombinaciji sa nekom
drugom varijantom, sa kojom, na primer, moze biti i u znacajnom LD-u, dostize funkcionalni
efekat. U blizini rs2236624 polimorfizma je prisutno bar 15 drugih polimorfizama. Od toga 5 su
egzonski, 4 polimorfizma su tiha dok je jedan nesinoniman, 5 su intronski, 6 se nalazi u 3’UTR
regionu i prisutan je jedan polimorfizam koji dovodi do pomeranja okvira Citanja (183).

Polimorfizam rs5751876 je lociran u drugom egzonu ADORAZA gena (146). Zamena C1976T se
desava u kodu za amino kiselinu tirozin i ostaje tiha (144,146). lako ne dovodi do strukturne
promene proteinskog produkta gena, moguce je da ima uticaj na nivo translacije iIRNK. Ovaj
polimorfizam bi mogao da ima zna¢ajan uticaj u neurogenetickim poremecajima (144,170,176). Do
sada je najveci uticaj ovog polimorfizma uo¢en na ispoljavanje anksioznosti. Childs i saradnici su,
na primer, pokazali da nosioci ADORA2A rs5751876 TT genotipa ispoljavaju vecu anksioznost
nakon konzumacije kafe (144). Ovu povezanost su potvrdili Rogers i saradnici dve godine kasnije
na ve¢em uzorku od 416 zdravih osoba (176). Genotip TT se pokazao i kao faktor rizika za
nastanak pani¢nog poremecaja i agorafobije (170). Polimorfizmi ovoga gena privukli su paznju i
istrazivaca u oblasti autizma zbog lokacije samog gena. Naime, Freitag i saradnici su ispitivali
uticaj ADORA2A polimorfizama na simptome autizma kod 98 obolelih jer je ADORA2A gen smesten
na poziciji 22q11.23, na granici delecije koja se vida kod oko 1% osoba sa autizmom (22q11.2).
Pokazali su da oboleli nosioci rs5751876 T alela pokazuju zna¢ajno vecu anksioznost od bolesnika
sa CC genotipom (181).

Sa druge strane, Kobold i saradnici nisu uocili povezanost ADORAZA rs5751876 sa odgovorom na
terapiju MTXom kod 212 odolelih od RA, ali su uocili da nosioci CC genotipa ¢e$ée razvijaju
nezeljene efekte. Potrebno je napomenuti da je u ovoj studiji pojava nezeljenih efekata detektovana
znacajno cesce (69,8%) nego u drugim studijama. Moguce je da je ovako visoka ucestalost pojave
nezeljenih efekata terapije posledica ¢injenice da je manje od polovine bolesnika leceno MTXom u
monoterapiji, dok su ostali bili na kombinovanoj terapiji (179).

U nasoj studiji bolesnici sa odgovorom na terapiju i bolesnici bez odgovora na terapiju se nisu
znacajno razlikovali u ucestalostima ADORA2A rs5751876 genotipova i alela. Medutim, svi nasi
ispitanici sa TT genotipom za ADORA-A rs5751876 polimorfizam koji su istovremeno nosioci G
alela za ADORA3z 1544223 su razvili kostane erozije, $to predstavlja nepovoljan ishod terapije.
Sharma i saradnici su u svom istrazivanju pokazali da je ADORAA rs5751876 T alel vezan za losiji
ishod terapije MTX kod bolesnika sa RA, $to je u skladu sa nasim rezultatima. Medutim, u ovoj
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studiji je C alel se rede pojavljivao i imao je ucestaliost 34,24% u populacji obolelih osoba (166). U
nasoj studiji je MAF(T)=38,56%. Razlika u ucestalosti alela u srpskoj i indijskoj populaciji obolelih
od RA je statisticki znacajna (p<0,001). Prema NCBI bazi genskih varijacija, populacija srpskih
bolesnika se prema ucestalosti alela ne razlikuje od evropske (0,936), dok ucestalosti alela kod
indijskih bolesnika odgovaraju onima zabelezenim u populaciji Juzne Azije (0,757) (145,166).
Ovakva diskrepanca moze da se objasni razli¢itim geneti¢kim poreklom ove dve populacije. Sto
zbog velike razlike u ucestalosti alela u dve populacije, §to zbog razlike u terapijskim protokolima,
veoma je teSko izvuéi konacan zaklju¢ak o uticju ADORA2A rs5751876 genotipova i alela, ali
postoje indicije da bi ovaj polimorfizam mogao uticati na ishod terapije MTXom kod boleskika sa
reumatoidnim artritisom.

Od svih polimorfizama adenozinskog A2A receptora analiziranih u nasoj studiji, rs17004921 je
najrede ispitivan (163,178). Turcin i saradnici (2016. godina) su ispitivali uticaj ovog polimorfizma
na manifestacije Sizofrenije kod 127 obolelih. Prema njihovom istrazivanju rs17004921 nije
znacajno uticao na klinicka ispoljavanja kod obolelih osoba, kao ni na pojavu nezeljenih efekata
neurolepti¢ke terapije (178). Iste godine Jenko i saradnici su ukljucili polimorfizme gena Koji
kodiraju enzime i receptore u adenozinskom putu u razvoj prediktivnog modela sa ciljem da
omoguce predvidanje prekida terapije usled pojave nezeljenih efekata metotreksata kod osoba
obolelih od RA. Za rs17004921 polimorfizam nije uo€en znacajan uticaj na odgovor na terapiju 1
pojavu NE i krajnji model nije uklju¢io ovaj polimorfizam (163). Kod 212 obolelih od RA u studiji
koju su sproveli Kobold i saradnici rs17004921 nije uticao na ishod terapije meren prema EULAR
kriterijumima, kao ni na pojavu NE (179).

Ono §to je poznato, prema NCBI bazi podataka i projektu 1000 genoma, ADORA2A rs17004921 se
opisuje kao intronska varijanta ¢iji MAF(T) na globalnom nivou iznosi 11,82%, dok u evropskoj
populaciji ta ucestalost iznosi 8,35%. SmeSten je na 3’ strani drugog kodiraju¢eg egzona ovog gena
(chr22:24444708) (145). Iako na osnovu rezultata naSe studije sam polimorfizam nije znacajno
uticao na ishod terapije meren prema EULAR kriterijumima, kao ni na pojavu NE, nosioci T alela
za ADORAZA 1517004921 su imali znacajno vece smanjenje aktivnosti bolesti merene DAS28
skorom nego oboleli sa CC genotipom. Ovakav rezultat moze govoriti o suptilnom uticaju ovoga
polimorfizma na ishod terapije, Sto bi dalje trebalo ispitati u studijama koje bi analizirale ve¢ broj

bolesnika i kombinacije genotipova veceg broja genetickih varijanti ukljucenih u regulaciju dejstva
MT Xa.

Polimorfizam rs2298191 ADORA3 gena lociran je sa 5’ strane prvog kodiraju¢eg egzona gena.
Nalazi se u promotorskom regionu i potencijalno moze uticati na ekspresiju receptora. Kim i
saradnici su pokazali da ovaj polimorfizam ne utie na pojavu astme u studiji kojoj je ucestvovalo
317 obolelih i 183 zdrave kontrole (146). Pokazalo se da ista varijanta ne uti¢e znacajno ni na
klini¢ka ispoljavanja Sizofrenije kod slovenackih bolesnika (178). Jenko i saradnici su prilikom
kreiranja prediktivnog modela za prekidanje terapije MTXom kod bolesnika sa RA wuocili
povezanost ADORA3 rs2298191 sa vremenom prekida terapije zbog neZeljenih efekata (163). U
nasoj studiji osobe sa rs2298191 CC genotipom nisu imale ni jedan nezeljeni efekat. U svojoj
studiji Kobold i saradnici nisu uocili povezanost izmedu ADORAz rs2298191 polimorfizma i
nezeljenih efekata MTXa kod 212 osoba obolelih od RA (179). U nasoj studiji rs2298191 nije imao
uticaj na ishod terapije merene prema EULAR kriterijumima §to je u skladu sa predhodno
navedenim studijama koje su sproveli Jenko i saradnici i Kobold i saradnici (163,179). S obzirom
na mali broj studija koje su radene i mali broj uklju¢enih bolesnika, jo§ uvek nije moguée doneti
zakljucke o uticaju ovog polimorfizma na funkciju gena.

Polimorfizam ADORA3 rs1544223 je retko analiziran u dosadasnjim studijama, a lociran je na 5’
strani prvog kodirajué¢eg egzona (145,146,184). U studiji koju su na kineskoj populaciji sproveli He
i saradnici nosioci alela A ADORAg3 rs1544223 polimorfizma imali su veéi rizik za razvoj hroni¢ne
sr¢ane isuficijencije. Dodatno su pokazali da nosioci GG genotipa imaju znacajno vecu ekspresiju
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IRNK nego nosioci AA i AG genotipa. Oni su funkcionalnost ovog polimorfizma objasnili
pozicijom u 5’UTR regionu ¢ija promena moze uticati na stabilnost iRNK a samim tim i na
ekspresiju ovoga gena (184). Kobold i saradnici nisu pronasli povezanost izmedu ADORA3
rs1544223 i efikasnosti i toksicnosti terapije MTX kod obolelih od reumatoidnog artritisa, sto je u
skaldu sa naSim rezultatima (179).

Stamp i saradnici, u svojoj studiji koja je obuhvatila 225 osoba obolelih od RA, navode da je
ADORA3 rs1544223 polimorfizam skoro u kompletnom LD sa rs1544224. Upravo je ADORAs
rs1544224 polimorfizam analiziran u nekoliko studija (82,146,185). Polimorfizam rs1544224 je
lociran u promotoru ADORA3 gena. Kim i saradnici su, u studiji koja je uklju¢ila 385 osoba sa
urtikarijom izazvanom aspirinom i 213 zdravih osoba, pokazali da haplotip koji ukljucuje i ovaj
polimorfizam 1ma uticaja na ekspresiju gena, verovatno tako S§to menja mesto vezivanja
transkripcionog faktora NFkapa (185). U studiji koju su sproveli Kim i saradnici kod 317
bolesnika sa astmom i 183 zdrave osobe u kontrolnoj grupi, rs1544224 polimorfizam nije pokazao
povezanost sa nastankom bolesti ili fenotipom obolelih (146). U studiji u koju su Stamp i saradnici
ukljucili 225 osoba obolelih od RA ADORAg3 rs1544224 polimorfizam nije uticao na aktivnost RA,
ali je pokazao slabu povezanost sa gubitkom kose i zaboravnoscu (82).

Kako se kofein vezuje za adenozinske receptore, moguce je da polimorfizmi u ADOR mogu uticati
na dejstvo kafe (176,186). Prema istrazivanju koje su izvr$ili Han i saradnici, muskarci nosioci A
alela za ADORA3 rs3393 koji konzumiraju manje od jedne kafe dnevno imaju maniji rizik za razvoj
dislipidemije (186). Ovaj polimorfizam, sa druge strane, nije uticao na klinicka ispoljavanja
Sizofrenije kod 127 bolesnika u studiji koju su sproveli Tur¢in i saradnici (178). He i saradnici nisu
pronasli povezanost izmedu rs3393 i hroni¢ne sréane isuficijencije (184). Kobold i saradnici nisu
povezali ovaj polimorfizam sa neZeljenim efektima ili efikasno$¢u terapije MTXom kod obolelih od
RA u studiji koja je ukljucila 212 bolesnika (179). Ni u nasoj studiji ADORA3 rs3393 nije pokazao
uticaj na efikasnost terapije merene prema EULAR kriterijumima, kao ni na nastanak neZeljenih
efekata leka, iako su nakon 6 meseci terapije nosioci GG genotipa imali znacajno nizu aktivnost
bolesti prema DAS28 indeksu. Prema NCBI bazi podataka i projektu 1000 genoma MAF(C) u
evropskoj populaciji populaciji iznosi 44,23%, §to se podudara sa ucestalostima alela u nasoj
studiji. SmesSten je u 3> UTR region na poziciji chrl:111499527 (145). Dodatna ispitivanja na
ve¢em broju obolelih od RA su neophodna kako bi se doneli zakljucci o znacaju ovog polimorfizma
u terapiji MTXom.

Enzim ITPA ucestvuje u kontroli adenozinskog ciklusa. Polimorfizam rs1127354 dovodi do
mutacije promene smisla u egzonu dva $to rezultira zamenom prolina treoninom na poziciji 32 u
receptoru. Ovo za posledicu ima promenu konformacije enzima i njegove smanjene aktivnosti. Na
osnovu rezultata dosadasnjih studija, aktivnost enzima je kod heterozigota znacajno redukovana i
svedena na svega 25% normalne aktivnosti (187). Uticaj ovog polimorfizma na ishod terapije
MTXom kod obolelih od RA ispitivan je u nekoliko studija, ali su rezultati i dalje nejasni. Neki od
autora su pronasli povezanost mutiranog A alela i loSeg odgovora na terapiju MTXom (88,188).
Istovremeno Lee i saradnici nisu pronasli ovakvu vezu kod 120 bolesnika na monoterapiji MTXom
(189). Dervieux i saradnici prijavili su postojanje povezanosti ITPA rs1127354 polimorfizma sa
pojavom gastrointestinalnih neZeljenih efekata kod 255 bolesnika sa RA le¢enih MTXom, koju mi u
svojoj studijom nismo potvrdili (188). S obzirom da je ITPA rs1127354 polimorfizam sa jedne
strane funkcionalan i koriS¢en u modelima za predikciju odgovora na MTX, a sa druge strane
postoje oprecni nalazi o njegovom znacju u terapiji RA, neophodne su dodatne studije kako bi se
doslo do kona¢nog zakljucka (161).

Haplotipovi, predstavljaju specifican tip kombinacija pojedinac¢nih polimorfizama, koji su locirani
na istom hromozomu i koji se vezano nasleduju, u blokovima. Kao vid genetickog biomarkera,
specifican haplotip moze biti koristan u predvidanju odgovora na terapiju (190). U nasoj studiji
ADORA3 TAA haplotip je bio ¢eS¢e prisutan kod osoba koje su ispoljile hepatotoksi¢nost i kod
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obolelih koji su razvili koStane erozije u poredenju sa obolelima koji nisu imali ove manifestacije.
Treba naglasiti da pojedinacni polimorfizmi od kojih se ovaj haplotip sastoji nisu pokazali ovakvu
povezanost ni sa hepatotoksi¢nos¢u kao nezeljenom reakcijom, ni sa pojavom erozija kod obolelih
od RA. Objasnjenje moguce lezi u suptilnom uticaju samih polimorfizama koje nije lako zapaziti na
malom uzorku bolesnika. Medutim, oboleli kod kojih je prisutan veéi broj varijanti koje deluju
suptilno u istom smeru mogu biti, na primer, podlozni ¢e$¢oj pojavi nezeljenih efekta ili neuspehu
terapije, Sto se moze utvrditi samo analizom haplotipova ili kombinovanjem genotipova. Tur¢in i
saradnici su ispitivali povezanost ADORAs polimorfizama i haplotipova sa klinickim
manifestacijama Sizofrenije kod 127 obolelih. Iako pojedinacni polimorfizmi nisu bili povezani sa
simptomima bolesti ADORAs; CACTAC haplotip (rs3394, rs3393, rs2229155, rs35511654,
rs1544223, rs2298191) je bio povezan sa ataksijom, dok je CACTAT bio povezan i sa ataksijom i
sa pojavom tardivne diskinezije (178). Kobold i saradnici su povezali ADORAs TATCAC i
TGTCGC haplotipove (rs2298191, rs1544223, rs35511654, rs2229155, rs3393, rs3394) sa
odsustvom efikasnosti terapije kod 212 osoba obolelih od RA, ali ne i sa NE i erozijama (179).
Znacaj haplotipova sastavljenih od pojedina¢nih polimorfizama koji nisu pokazivali povezanost sa
ispitivanom varijablom, ali i kombinacije genotipova, mogao bi se objasniti zbirnim dejstvom
suptilnih uticaja. Sa druge strane treba biti oprezan pri tumacenju znacaja haplotipova ukoliko je
jedan od polimorfizama 1 kao pojedinacan imao uticaj na ispitivanu varijablu zbog mogucnosti da
sam doprinosi uticaju celog haplotipa.

Rezultati dobijeni u ovom farmakogenetickom istrazivanju predstavljaju vredan dodatak do
sada$njim naporima da se objasni odgovor i pojava toksi¢nosti metotreksata kod osoba obolelih od
reumatoidnog artritisa. Dodatne studije na veCem uzorku bolesnika koje bi bile fokusirane na
ispitivanje polimorfizama/haplotipova u adenozinskom putu i receptorima mogle bi nas dovesti
blize kona¢nom zaklju¢ku o njihovom znaCaju za terapiju metotreksatom kod obolelih od
reumatoidnog artritisa. Na osnovu naSe studije, haplotipovi, pre nego pojedinaé¢ni polimorfizmi,
mogli bi predstavljati potencijalne prediktivne biomarkere za odgovor na terapiju metotreksatom
kod bolesnika sa reumatoidnim artritisom.
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6. ZAKLJUCCI

U sprovedenoj studiji na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuditi:

1-  Ispitivanje rs2298383 polimorfizma ADORA2A gena pokazalo je:

- da je ucestalost TT genotipa 42,1%, heterozigota CT 41,3% 1 CC genotipa 16,7%. Ucestalost T
alela je 62,7% a C alela 37,3%.

- da nema povezanost izmedu rs2298383 polimorfizama ADORA2A gena i efikasnosti
procenjivane na osnovu EULAR-ovih kriterijuma i toksi¢nosti terapije metotreksatom kod
obolelih od reumatoidnog artritisa.

2-  Ispitivanje rs2236624 polimorfizma ADORA2A gena pokazalo je:

- da je ucestalost CC genotipa 63,4%, heterozigota CT 30,9% 1 TT genotipa 5,7%. Ucestalost C
alela je 78,86% a T alela 21,14%.

- da nema povezanost izmedu rs2236624 polimorfizama ADORA2A gena i efikasnosti
procenjivane na osnovu EULAR-ovih kriterijuma i toksi¢nosti terapije metotreksatom kod
obolelih od reumatoidnog artritisa.

3-  Ispitivanje rs5751876 polimorfizma ADORAZA gena pokazalo je:

- da je ucestalost CC genotipa 38,1%, heterozigota CT 46,6% 1 TT genotipa 15,3%. Ucestalost
Calelaje 61,44% a T alela 38,56%.

- da nema povezanost izmedu rs5751876 polimorfizama ADORA;A gena i efikasnosti
procenjivane na osnovu EULAR-ovih kriterijuma i toksi¢nosti terapije metotreksatom kod
obolelih od reumatoidnog artritisa.

4-  Ispitivanje rs17004921 polimorfizma ADORA2A gena pokazalo je:

- da je ucestalost CC genotipa 78,9%, heterozigota CT 16,3% 1 TT genotipa 4.9%. Ucestalost C
alela je 86,99% a T alela 13,01%.

- da nema povezanost izmedu rs17004921 polimorfizama ADORA,A gena i efikasnosti
procenjivane na osnovu EULAR-ovih kriterijuma i toksinosti terapije metotreksatom kod
obolelih od reumatoidnog artritisa.

5-  lspitivanje rs2298191 polimorfizma ADORA3 gena pokazalo je:

- da je ucestalost TT genotipa 54%, heterozigota CT 34,1% 1 TT genotipa 11,9%. Ucestalost T
alela je 71,03% a C alela 28,97%.

- da nema povezanost izmedu rs2298191 polimorfizama ADORAs gena i efikasnosti

procenjivane na osnovu EULAR-ovih kriterijuma i toksi¢nosti terapije metotreksatom kod
obolelih od reumatoidnog artritisa.
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6-  Ispitivanje rs1544223 polimorfizma ADORA3 gena pokazalo je:

- da je ucestalost AA genotipa 50%, heterozigota AG 42,6% i1 GG genotipa 7,4%. Ucestalost A
alela je 71,31% a G alela 28,69%.

- da nema povezanost izmedu rs1544223 polimorfizama ADORAs gena i efikasnosti
procenjivane na osnovu EULAR-ovih kriterijuma i toksi¢nosti terapije metotreksatom kod
obolelih od reumatoidnog artritisa.

7-  Ispitivanje rs3393 polimorfizma ADORA3 gena pokazalo je:

- da je uCestalost AA genotipa 31,4%, heterozigota AG 42,1% 1 GG genotipa 26,4%. Ucestalost
A alela je 52,48% a G alela 47,52%.

- da nema povezanost izmedu rs1544223 polimorfizama ADORAs gena i efikasnosti
procenjivane na osnovu EULAR-ovih kriterijuma i toksi¢nosti terapije metotreksatom kod
obolelih od reumatoidnog artritisa.

8-  haplotip TAA ADORA3 gena je bio znacajno vise zastupljen kod bolesnika koji su razvili
erozije u odnosu na bolesnike koji nisu ispoljili ovu manifestaciju (p=0,023).

9-  haplotip TAA ADORA3 gena je bio znacajno vise zastupljen kod bolesnika koji su razvili
hepatotoksi¢nost u odnosu na bolesnike koji nisu ispoljili ovu manifestaciju (p=0,013).

10- Ispitivanje rs1127354 polimorfizama ITPA gena pokazalo je:

- da je ucestalost CC genotipa 90,9%, heterozigota CA 8,3% i AA genotipa 0,8%. Ucestalost C
alela je 95,04% a A alela 4,96%.

- da nema povezanost izmedu rs1127354 polimorfizama ITPA gena i efikasnosti procenjivane

na osnovu EULAR-ovih kriterijuma 1 toksi¢nosti terapije metotreksatom kod obolelih od
reumatoidnog artritisa.
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ACPA — antitela na cikli¢ni citrulisani peptid
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CDAI — Clinical Disease Activity Index
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NAD+ — nikotinamid adenin dinukleotid

NCBI — National Center for Biotechnology Information
NFkp — nuklearni faktor kapa beta

NSAIL — nesteroidni antiinflamatorni lekovi

PADI - peptidil arginin deaminaza

PCFT — protonski vezan transporter folata

PIP — proksimalni interfalangealni zglobovi

PCR — Polymerase chain reaction, lan¢ana reakcija polimerizacije
PTPN — proteinska tirozin fosfataza, nereceptorski tip
RA — reumatoidni artritis

RANK — €lan 11 superfamilije faktora nekroze tumora
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RF — reumatoidni faktor
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SDAI — Simple Disease Activity Index
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1. AyropcTBO. J03BO/baBATE YMHOXaBame, ZHCTPHOYLH]Y M jaBHO caoniuTaBame Aena, u
npepajie, aKo ce Hare/le UMe ayTopa Ha HauuH oxpelheH Of cTpaHe ayTopa MM AaBaoua
JIMLeHLIE, YaK ¥ y KoMepuHjanHe cBpxe. 0BO je Hajc10008HMja 0/l CBUX THIEHIH.

2. AytopcrBo - HeKoMepuujasiHo. /Jo3Bo/kaBaTe YMHOXKaBatbe, ZUCTPHOYOH]Y M jaBHO
caoninTasarbe flesla, M [Ipepajie, aKko ce HaBeJile UMe ayTopa Ha HadMH oapebeH oj cTpaHe
ayTopa WiH Jasaolia Juneniie. OBa JMIeH1[a He J03BOJbARA KOMepIiHjaJHy ynoTpesGy Aena.

AyTropcTBO - HeKoMmepnHjajHo - ©e3 mpepaja. /038B0/baBaTe YMHOXABAILE,
JMCTpUOYLIMjY # jaBHO caolllUTaBarbe nesna, 6e3 nNpoMeHa, NpeoGJHKOBaka WM ynoTpebe
Jlesia y CBOM JieJly, aKo Ce HaBeJle HMe ayTopa Ha HauumH ofjpeheH oJ crpaHe ayTopa Wiau
Aasaoua auyenue. OBa MLEHLA HE 403B0/baBa KOMEPLHjaaHy ynoTpeby Aesa. Y 0HOCY Ha
CBe OCTaJie JIMIIeHIle, OBOM JIMEEHIOM Cce OrpaHH4Yara Hajsehu o6uM npasa xoprmherba gena.

4. AyTOpCTBO -~ HEKOMEpHHjajiHO - AEJMTH NOJ HCTHMM YycaosuMma. /lo3sosbaBarte
YMHOXaBarbe, JHCTPUOYLH]Y M jaBHO CaolIITaBakbe JEeja, U NPEpajie, ako Cé HABeJe MMe
ayTopa Ha HauuH oJipeheH oj cTpaHe ayTopa WM JaBaolla JHIeHIle H ako ce mpepaja
AUCTpUOYHpa IHOA HCTOM MJH CJAMYHOM JulenuoM. OBa suueHua He A03BO/baBa
KOMEepUHjaaHy ynoTpedy Jesa v Ipepaja.

5. Ayropcreo - Ges npepaga. [loseoskaBaTe YMHOXaBabbe, AUCTPUOYLMjY H jaBHO
caonlTaBame jAefa, 6e3 npoMeHa, NpeobAUMKOBaha UK yrnoTpebe Jiena y CBOM Jiely, aKo ce
HaBeJle MMe ayTopa Ha HauuH ojpebeH of cTpaHe ayTopa MJH Jjapacua JHlLeHLe. Osa
JIMLeHLa J03B0/baBA KOMEDPLHjaNHY ynoTpedy Aeda.

6. AYTOPCTBO - A€JMTH N0/, HCTAM yCA0BHAMA. /l03B0/baBaTe YMHOXABAke, AUCTPHOYLH]Y
H jaBHO caolluTaBambe fesa, U npepaje, ako ce HapeZe HUMe ayTopa Ha HauMH OfpebeH of
CTpaHe ayTopa MAM JaBaola JULEHHEe W aKo ce mpepaja AUCTPHOyHpa IOA HCTOM HAH
caMyHOM nuHeHnoM. OBa JHIeHId A03BO/baBa KOMepLHjaJHY yNnoTpely Aesa H npepaja.
CivyHa je codTBepCKUM JHLeHHAMA, OAHOCHO JIMIIeHIaMa OTBOPEHOT Koza.
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