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Predgovor

Proslo je 70 godina od otkri¢a sekundarne strukture molekula DNK. Od tog momenta molekularna bio-
logija se razvija neverovatnom brzinom. ,Trendovi u molekularnoj biologiji 3“ u svakom poglavlju pokazuju
fascinantne domete koje dostiZze molekularna biologija naseg vremena. | Nobelove nagrade se skoro svake
godine dodeljuju za postignuca iz ove naucne discipline. A nasi molekularni biolozi drze korak sa modernim
trendovima. Jedan od autora ovog Zbornika govori :,Bez sumnje, ono 3to je otkrice elektrona bilo za 20. vek
to su otkri¢a genomike za 21. vek.” Autori,,Trendova u molekularnoj biologiji 3“ ni najmanje ne sumnjaju u to.

Ove godine TMB3 prati i suplement, Knjiga apstrakata Drugog kongresa molekularnih biologa Srbije
(CoMB0S2). Pod pokroviteljstvom Srpskog drustva za molekularnu biologiju, Beograd je bio 2023. godine
mesto susretanja molekularnih biologa Srbije, regiona i Evrope. Doprinos Kongresu, koji su obelezila inspi-
rativna predavanja i inovativne naucne ideje, dali su svi molekularni biolozi Srbije. Formula uspesnosti i ovde
je bila aktuelna:

»Svi za jednog, jedan za svi!”

Sonja Pavlovi¢

I Trendovi u molekularnoj biologiji
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Iz recenzija Tematskog zbornika
Trendovi u molekularnoj biologiji

Tredi broj Trendova u molekularnoj biologiji predstavlja nastavak dobre prakse prikazivanja najboljih
naucnih radova mladih istraziva¢a Republike Srbije u oblasti molekularne biologije, kao i najznacajnijih ot-
krica i metodoloskih pomaka u ovoj oblasti. Osim ovog glavnog cilja, Trendovi ne zaboravljaju znacajne go-
didnjice i podsecanja na najznacajnija dostignuca i prekretnice u razvoju molekularne biologije. Tako je u
ovom tre¢em broju prikazan jedan od temeljnih radova u ovoj oblasti - 70 godina od otkri¢a sekundarne
strukture DNK. Radovi koji su obelezili proslu godinu i koji su ovde prikazani odnose se na proucavanje ge-
noma starih humanih populacija i evolucije (Nobelova nagrada za fiziologiju i medicinu 2022), a metodo-
loski pomak je sekvenciranje dugih fragmenata DNK.

Trendovi u molekularnoj biologiji 3 svojim sadrzajem u potpunosti su opravdali naziv koji nose - pri-
kazani radovi su tematski aktuelni, inspirativni i veoma znacajni u nau¢nom i Sirem drustvenom smislu. Ova
publikacija predstavlja svojevrsni presek stanja u molekularnoj biologiji u Srbiji i deo je napora da se prate
trendovi i drzi korak sa molekularnom biologijom u svetu. Zbog znacaja koji ima, nadam se da ¢e se trend
objavljivanja Trendova nastaviti i narednih godina.

Dr Svetlana Radovi¢, redovni profesor,

Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu



Tematski zbornik,Trendovi u molekularnoj biologiji 3 je treci broj u nizu izdanja koje ima za cilj da pri-
kaze naucne rezultate iz oblasti molekularne biologije koje su ostvarili naucnici iz Srbije u prethodnoj go-
dini. Sacinjen je od 18 poglavlja, od kojih 12 predstavljaju revijske radove proizasle iz doktorskih disertacija
mladih doktora nauka u kojima je prikazan njihov doprinos odredenoj nau¢noj oblasti molekularne biolo-
gije koja je povezana sa temom njihove disertacije. Preostalih 6 poglavlja su prikazi aktuelnih tema iz mo-
lekularne biologije u kojima su nasi nau¢nici dali svoj znacajni doprinos. Uvodno poglavlje je posveceno
jubileju, sedamdesetogodisnjici od otkri¢a strukture molekula DNK, momentu kad je molekularna biologija
krupim koracima krenula ka budu¢nosti, u kojoj je uz ITK tehnologije postala vodeca nauka.

Veliki broj poglavlja iz Zbornika (12) je posvecen istrazivanjima iz oblasti biomedicine. To je, ocigledno,

najznacajnija tema za nase istrazivace koji se bave molekularnom biologijom. Tu su i 3 poglavlja iz oblasti
farmakogenomike, koja predstavlja najnoviji trend u medicini — personalizovana (precizna) medicina. Ova
3 rada svedoce o tome da nasi naucnici prate najnovija stremljenja u medicini. Posebno treba istaci dopri-
nos mladih istraZivaca iz grupe medicinskih fakulteta ovom izdanju. Cak ¢etvoro istraziva¢a sa Medicinskog
fakulteta i jedan sa Stomatoloskog fakulteta su prilozili poglavlja nastala iz njihovih doktorskih disertacija.
Ovo pokazuje da medicina u Srbiji prati svetske trendove. Ovaj broj Tematskog zbornika svedodii o tome
da su znacajna postignu¢a molekularnih biologa u Srbiji donela napredak nasoj medicini.
Prva dva broja Tematskog zbornika, Trendovi u molekularnoj biologiji 1 i 2” su dozivela veliko interesova-
nje.Imala su i svoju promociju na Sajmu knjiga. Interesovanje autora da objave svoje rezultate u tematskom
zborniku ,Trendovi u molekularnoj biologiji 3 govori da je ovaj tip publikacije nedostajao nasoj nau¢noj
zajednici.

Dr Vesna Skodri¢ Trifunovi¢, redovni profesor,

Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu
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Tematski zbornik ,Trendovi u molekularnoj biologiji 3“ sadrzi prikaze nekih od najznacajnijih tema u
molekularnoj biologiji, pocev od ovogodisnjeg jubileja - 70 godina od otkri¢a sekundarne strukture mole-
kula DNK, preko odabira aktuelnosti koje su obeleZile prethodnu godinu u svetu, do naucnih rezulatata iz
ove oblasti koje su ostvarili istrazivaci iz Srbije. U okviru Aktuelnih tema, sumirani su rezultati istrazivanja iz
oblasti fiziologije i medicine za koje je u 2022. godini dodeljena Nobelova nagrada, a odnose se na geno-
miku starih humanih populacija i evoluciju. Takode, dat je i prikaz metode sekvenciranja dugih fragmenata,
koja je po ¢asopisu Nature Methods odabrana za metodu 2022. godine. Preostale teme su iz oblasti kojima
se bave istrazivaci iz Srbije, a koje ukljucuju istrazivanja iz biomedicine, farmakogenomike, kao i moleku-
larne biologije biljaka. Vazno je istaci da su mladi doktori nauka aktivno uc¢estvovali uizradi ovog Zbornika,
tako da 12 poglavlja u okviru navedenih oblasti predstavljaju revijske radove proizasle iz njihovih doktorskih
disertacija odbranjenih u prethodnoj godini.

Znacajno je da se ovaj Tematski zbornik objavljuje ve¢ tre¢u godinu za redom, kao i to da su u njego-
voj realizaciji ove godine ucestvovali istrazivaci iz razli¢itih nau¢nih instituta (3) i fakulteta (3) Univerziteta u
Beogradu. Ove ¢injenice ohrabruju, ukazujuci da u nasoj zemlji postoji kontinuitet u istrazivanjima u mole-
kularnoj biologiji koja su aktuelna u svetu, uz to da su dobijeni rezultati iz ove oblasti dostupni i $iroj ja-
vnosti na maternjem jeziku. ,Trendovi u molekularnoj biologiji 3” je tematski zbornik u kome su objedinjeni
rezultati fundamentalnih i primenjenih istrazivanja u molekularnoj biologiji ostvarenih u nasoj zemlji, iz te-
matskih oblasti koje su prepoznate i aktuelne u svetu.

Dr Gordana Nikcevi¢, naucni savetnik,
Institut za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo

Univerzitet u Beogradu
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Uticaj genetickih faktora na efikasnosnost i toksi¢nost terapije
metotreksatom kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom

Milka Grk
Institut za humanu genetiku, Medicinski fakultet, Univerzitet u Beogradu
Kontakt: milkagrk@gmail.com

Apstrakt

Reumatoidni artritis (RA) je hroni¢no, inflamatorno, autoimunsko oboljenje koje se karakteriSe bolom,
otokom i destrukcijom sinovijalnih zglobova, $to moZe da dovede do invaliditeta i prerane smrti obo-
lelih. Terapija izbora na samom pocetku tretmana je monoterapija metotreksatom (MTX), koji je zbog
svoje efikasnosti i dobrog bezbednosnog profila kao i zbog smanjivanja ucestalosti komorbiditeta i
mortaliteta obolelih osoba, i danas zlatni standard u terapiji RA. Medutim, studije su pokazale da od-
govor na terapiju metotreksatom pokazuje 33-65% pacijenata, dok se tretman prekida kod 16% obo-
lelih na monoterapiji zbog nezeljenih efekata. Na ishod terapije, izmedu ostalog, utic¢e i geneticki
profil pacijenata ali ova veza nije dovoljno objasnjena. Genske varijacije u vidu polimorfizama poje-
dina¢nih nukleotida mogu da modifikuju odgovor osobe na razlicite faktore spoljasnje sredine, medu
njima i na odgovor na farmakolosku terapiju. Ovaj rad ¢e pokusati da obuhvati pregled uticaja poje-
dina¢nih polimorfizama na efikasnost i toksi¢nost terapije metotreksatom kod obolelih od RA.

Kljuéne reci: polimorfizam, metotreksat, farmakogenetika, reumatoidni artritis



Genetic factors impacting the efficacy and toxicity of methotrexate therapy
in rheumatoid arthritis patients

Milka Grk
Institute of Human Genetics, Faculty of Medicine, University of Belgrade
Correspondence: milkagrk@gmail.com

Abstract

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic, inflammatory, autoimmune disease characterized by impairment of
synovial joints. Due to its efficacy, safety, and relatively low costs, MTX remains the cornerstone drug and
a key part of the initial treatment strategy for RA patients. However, studies have shown that only 33-65%
of patients respond to methotrexate therapy, and 16% of patients discontinue monotherapy due to side
effects. The therapy outcome is influenced by the genetic profile of the patients, but this association is not
yet fully understood. Gene variations in the form of single nucleotide polymorphisms can modify a person's
response to various environmental factors, including their response to pharmacological therapy. This paper
aims to provide an overview of the impact of individual polymorphisms on the efficacy and toxicity of
methotrexate therapy in RA patients.

Keywords: polymorphism, methotrexate, pharmacogenetics, rheumatoid arthritis
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Metotreksat u terapiji reumatoidnog artritisa

Reumatoidni artritis (RA) je hroni¢no, sistemsko, autoimunsko, zapaljensko oboljenje ¢ija je osnovna
odlika progresivno osteéenje sinovijalnih zglobova, koje je praceno pojavom mnogobrojnih vanzglobnih
manifestacija (1,2). U Republici Srbiji prevalenca RA je medu najnizima u Evropi i iznosi 0,34%. U nasoj zemlji
bolest je prisutna kod 0,16% muskaraca, dok je kod zena 3,18 puta ¢esca (0,51%) (3).

Zlatni standard u terapiji RA je Metotreksat (MTX) (4,5). Istorija MTX-a pocinje pedesetih godina dva-
desetog veka (6). Pre razvoja MTX-a, RA je le¢en simptomatski, terapijom bola. Tridesetih i ¢etrdesetih go-
dina dvadesetog veka uvedene su soli zlata i kortikosteroidna terapija (7,8). Prvi antimetabolit koris¢en u
terapiji RA bio je aminopterin. Gubner i saradnici su prvi pokazali njegovo povoljno dejstvo u terapiji artri-
tisa kod osoba sa RA i psorijaznim artritisom, ali i u tretmanu koznih promena kod psorijaze (6,9). Kako je ami-
nopterin bio tehni¢ki zahtevan za proizvodnju, pokrenuta su istrazivanja sa ciljem da se aminopterin
modifikuje radi lakse sinteze. Kao rezultat nastala je supstanca koja danas nosi naziv metotreksat (6). Prvu
studiju koja je ispitivala efikasnost MTX-a sproveli su Black i saradnici kod pacijenata sa psorijaznim artriti-
som 1964. godine (10). Reumatolog Rex Hoffmeister je na kongresu 1972. godine prikazao svoja pozitivna
iskustva sa primenom MTX-a u terapiji RA. Nazalost, rezultati ovog istrazivanja nikad nisu u celosti objavl-
jeni usled negativnih reakcija na sazetak koji je prikazao ove rezultate. U to vreme nije bilo zainteresova-
nosti da se u redovnu terapiju RA uvede lek iz klase citostatika (6). Prve dvostruko slepe studije sa
randomizacijom, u kojima se efikasnost MTX-a poredi sa placebom, sprovedene su tek osamdesetih godina
proslog veka (11-14). Nakon dokazane efikasnosti i dobrog bezbednosnog profila, 1988. godine Americka
administracija za hranu i lekove (FDA) odobrila je primenu MTX-a u terapiji RA (15,16). Prema najnovijim
preporukama Evropske lige za borbu protiv reumatizma (EULAR) iz 2022. godine MTX ostaje lek prvog iz-
bora za zapocinjanje terapije RA (17). Mnogi faktori su doprineli ovakvom statusu MTX-a nakon vise od 50
godina primene. MTX ima relativno dobru efikasnost i prihvatljiv bezbednosni profil. Terapiju je moguce
prilagoditi svakom pacijentu i prema dozi i prema putu primene. Ne sme se zaboraviti ni niska cena samog
leka (5). Uticaj na preporuke EULAR-a imale su i studije koje su pokazale da vecina bioloskih lekova pri-
menjena kao monoterapija nije superiorna u odnosu na monoterapiju metotreksatom u ranim fazama ar-
tritisa (18-21).

Glavni cilj savremene terapije RA (treat-to-target) je postizanje smanjenja aktivnosti bolesti u prva 3 me-
seca terapije i postizanje remisije, odnosno niskog nivoa aktivnosti bolesti nakon 6 meseci od zapocinjanja
terapije (17). Prospektivne studije su pokazale da pravovremena primena efikasne terapije znacajno utice
na progresiju bolesti. Kada se terapija uvede u prvih tri do Sest meseci od pocetka bolesti, oboljenje se spo-
rije razvija i pokazano je da ce kvalitet zivota obolelih biti znac¢ajno bolji i nakon 10 godina trajanja bolesti
nego kod osoba kod kojih nije postignuta adekvatna kontrola RA u ovom kratkom terapijskom prozoru
(22,23). Strategije u terapiji su razlicite, te se MTX moze primenjivati kao monoterapija, kombinovanaiili step-
up terapija (4,24). Kombinovana terapija se za sada pokazala kao najbolji izbor tretmana, kojim se najbrze
uspostavlja remisija, odnosno niska aktivnost bolesti (25). Uprkos svojoj efikasnosti, nezeljene reakcije se ja-
vljaju kod oko 30% obolelih, dok se terapija prekida zbog neefikasnosti kod ¢ak 20% bolesnika na terapiji
MTX-om (26). Kada se terapija zapo¢ne lekom koji se nakon tri do $est meseci ispostavi kao neefikasan, le-
¢enje se najcesce nastavlja kombinovanom terapijom sa vise bolest-modifikujucih lekova ili se tretman u pot-
punosti menja (4,17). Medutim, tada se zatvara terapijski prozor u lec¢enju i propusta prilika da se uspostavi
brza kontrola bolesti i postignu dugorocni, pozitivni efekti na tok bolesti (22). Upravo bi ovde razvoj farma-
kogenetike, a sa njom i personalizovane medicine, pokazali svoj znacaj. Predvidanje ishoda le¢enja MTX-om
omogucilo bi da izaberemo optimalnu i efikasnu terapiju za svakog obolelog u ovom kratkom terapijskom



prozoru na pocetku bolesti. Kao rezultat imali bismo dugoro¢no ocuvanje i poboljsanje kvaliteta Zivota i
funkcionalnosti (4,22,27).

Metabolicki put metotreksata

Metotreksat je analog folne kiseline koji svoje dejstvo ostvaruje neposrednom ili posrednom inhibici-
jom enzima folatnog, metioninskog i adenozinskog puta, kao i uticajem na de novo sintezu purina i pirimi-
dina (28,29).

Najces¢i nacin primene MTX-a je oralni, mada danas postoje oblici koji se primenjuju potkozno i u misic.
Kako je MTX folatni analog, on prati put preuzimanja folne kiseline. Kada se primenjuje per os metotreksat
iz creva preuzimaju enterociti (30,31). Bioraspolozivost MTX-a nakon oralne primene je visoka i krece se u
sirokom rasponu izmedu 64% i 90%, sugerisuci na postojanje individualnih razlika u farmakokinetici kod
pacijenata i potencijalno moze uticati i na ishod terapije (32). Osnovni mehanizam preuzimanja MTX-a je
preko proton-kuplovanih folatnih transportera (PCFT; SLC46A1) koji su locirani u apikalnoj membrani ente-
rocita. Iz enterocita, MTX ulazi u cirkulaciju (30,31). Maksimalna koncentracija metotreksata u krvi postize se
nakon jednog do dva sata od primene, dok je poluzivot leka u plazmi oko 4,5-10 ¢asova. Nakon 24 ¢asa lek
se u potpunosti odstranjuje iz cirkulacije (30,33,34). Najvecim delom, (65-80%) lek se izlu€uje, neizmenjen,
preko bubrega. Oko 3% MTX-a izlu¢enog urinom nalazi se u obliku 7-hidroksi MTX-a, sintetisanog u jetri
(32,35).

Pratedi put folne kiseline, MTX ulazi u ¢elije preko redukovanih folatnih nosaca (SLC19A1; RFC1) (36). Is-
trazivanja su pokazala da, bar delimi¢no, ¢elije preuzimaju MTX i putem folatnih receptora. Folatni receptor
B3, koji je lokalizovan na sinoviocitima, ima visok afinitet za MTX. Medutim, ovo verovatno nije primarni put
kojim MTX ulazi u sinoviocite zbog kompeticije sa 5-metil tetrahidrofolatom koji ima visok afinitet za isti re-
ceptor, a koji se u plazmi nalazi u velikoj koncentraciji (32).

Nakon ulaska u celiju MTX je izloZzen dejstvu enzima folipoliglutamat sintaze (FPGS) koji vrsi njegovu po-
liglutamaciju. Poliglutamacijom se MTX zarobljava u citoplazmi. MTX-poliglutamat, za razliku od slobodne
forme leka, ne podleze izlucivanju iz ¢elije preko ABC transportera (ATP-vezujudi kasetni transporteri). Na taj
nacin poliglutamacija omogucava odrzavanje visoke koncentracije MTX-a u ¢elijama ¢ak i nakon njegovog
potpunog odstranjivanja iz cirkulacije (34,36). Kako bi napustio ¢eliju, MTX-poliglutamat mora podledi pro-
cesu deglutamacije koju katalise enzim y-glutamil hidrolaza (GGH). MTX-poliglutamat se prvo prevodi u
krace poliglutamatne oblike i na kraju u MTX. Sam MTX podleze vezivanju za ABC transportere i izluCuje se
iz ¢elija (34,36,37). Stabilna koncentracija MTX-poliglutamata u ¢elijama rezultat je balansa aktivnosti FPGS
i GGH i uspostavlja se nakon nekoliko nedelja od pocetka tretmana, $to odgovara i prvim vidljivim efektima
metotreksata na smanjivanje aktivnosti RA kod obolelih (38,39).

MTX-poliglutamat svoje dejstvo prevashodno ostvaruje uticajem na odvijanje folatnog ciklusa. Njegov
primarni cilj je inhibicija enzima dihdrofolat reduktaze (DHFR). Inhibicija DHFR vodi ka smanjenom prevo-
denju dihidrofolata u tetrahidrofolat. Kao rezultat smanjuje se sinteza 5-metil tetrahidrofolata. Interesantno
je da MTX ne utice na funkciju metilen tetrahidrofolat reduktaze (MTHFR), ali smanjena funkcija MTHFR do-
vodi do usporenog prevodenja 5,10-metilen tetrahidrofolata u 5-metil tetrahidrofolat, sto dodatno sman-
juje njegovu dostupnost u ¢eliji. 5-metil tetrahidrofolat je neophodan za reakciju transmetilacije kojom se
homocistein prevodi u metionin, pri ¢cemu metil grupa potice sa 5-metil tetrahidrofolata. U ovoj reakciji de-
metilacijom 5-metil tetrahidrofolat se vraca u formu tetrahidrofolata. MTX-poliglutamat takode inhibira i
enzim timidilat sintazu (TYMS) koji je uklju¢en u metabolicki put sinteze pirimidina. Smanjena aktivnost
ovog enzima uz relativni nedostatak THF vodi ka usporenoj biosintezi pirimidina (40).
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Poznato je da je MTX primarno dizajniran kao kompetitivni inhibitor folne kiseline, i da se sa ve¢im afi-
nitetom vezuje za DHFR nego dihidrofolat (36,41). Istovremeno aktivna folatna jedinjenja su neophodna i
za de novo sintezu purina, koja je dodatno usporena i zbog vezivanja MTX-poliglutamata za enzim 5-ami-
noimidazol 4-karboksamid ribonukleotid (AICAR) formiltransferazu, koja je deo ovog puta (34,42). AICAR
formiltransferazu kodira gen ATIC (43). Kao posledica inhibicije AICAR formiltransferaze dolazi do nakupljanja
AICAR-a u ¢elijama. Sam AICAR je kompetitivni inhibitor enzima adenozin monofosfat deaminaze 1 (AMPD1)
i adenozin deaminaze (ADA). AMPD1 i ADA su deo adenozinskog puta. Inhibicijom AMPD1 dolazi do blo-
kade puta kojim se AMP prevodi u IMP, i dalje usmerava metabolizam IMP-a ka prevodenju u inozin i na
kraju u hipoksantin. AMP ima moguc¢nost da u slucaju blokade metaboli¢kog puta preko AMPD1 enzima po-
dlegne transformaciji u adenozin, a zatim dejstvom enzima ADA dalje u inozin. Medutim, u prisustvu MTX
i ovaj put je usporen, te se kao posledica adenozin ne metabolise u inozin, ve¢ se nakuplja u ¢elijama. U
ovakvim uslovima celija oslobada vecu koli¢inu adenozina. Ovaj purinski nukleozid, dalje, ostvaruje svoje
dejstvo vezivanjem za adenozinske receptore (34,44). Smatra se da bar deo svog dejstva MTX ostvaruje,
posredno, preko antiinflamatornog adenozinskog puta (34,44,45).

Uticaj genskih varijanti na ishod terapije metotreksatom

Brojne farmakogeneticke studije su se bavile ispitivanjem uticaja polimorfizama pojedina¢nih nukleo-
tida (SNP) u genima koji kodiraju enzime folatnog, adenozinskog puta, kao i enzime koji kontroliSu de novo
sintezu purina i pirimidina na efikasnost i toksi¢nost MTX-a kod obolelih od RA (46,47).

Polimorfizam rs1051266 (G80A) SLC19AT1 gena dovodi do missense mutacije (His>Arg) (48). Pokazano je
da kod nosilaca AA genotipa postoji brzi influks MTX-a u ¢elije nego kod nosilaca G alela ovog polimorfizma
(49). Najveci broj studija se slaze da prisustvo G alela povecava rizik od nastanka nezeljenih efekata kod no-
silaca (50-53). Ovakav uticaj G alela potvrduju i meta-analize koje su ukljucile veliki broj do sada sprovede-
nih studija (52,54). Istovremeno Takori i saradnici nisu pronasli ovakvu povezanost u studiji na japanskim
bolesnicima (55). lako su podaci o uticaju ovog polimorfizma na efikasnost oprecni, pojedine studije su pro-
nasle vezu rs1051266 sa efikasnos¢u MTX-a ili je ona bila prisutna samo kod pacijenata koji su koristili su-
plemente folata (50,54,56). Owen i saradnici su prijavili povezanost Sest polimorfizama ovoga gena sa
efikasnos¢u MTX terapije (rs11702425, rs2838956, rs7499, rs2274808, rs9977268 i rs7279445), dok se sam
rs1051266 nije pokazao kao znacajan (48).

Ispitivanje polimorfizama FPGS gena pokazala su oprecne rezultate. Moya i saradnici su pokazali da pa-
cijenti koji su nosioci rs10987742 AA genotipa imaju bolji odgovor na terapiju MTX-om. Zanimljivo je i da
prema ovom istrazivanju nosioci TT genotipa za rs10106 imaju bolji odgovor na terapiju ali i ucestalije ne-
zeljene efekte od nosilaca C alela (57). Polimorfizmi ovog gena (rs10987742, rs10760502, rs10106) u dru-
gim istrazivanjima nisu bili povezani sa ishodom terapije kod obolelih od RA (39,57,58). Sa druge strane na
nivo MTX-poliglutamata utice raspolozivost i aktivnost GGH. Promotorski polimorfizam rs1800909 (C>T)
povecava ekspresiju GGH gena, dok je rs11545078 (C>T) missense varijanta koja dovodi do smanjene aktiv-
nosti enzima i posledi¢no do povecanja koncentracije MTX-poliglutamata u celiji (39). Straaten i saradnici
su primetili da je medu osobama sa dobrim odgovorom veca ucestalost C alela rs1800909 polimorfizma.
Jekic¢ i saradnici su u svojoj studiji uocili da su svi RA pacijenti sa mijelosupresijom nosioci GG genotipa za
rs11545078 polimorfizam (39,59). Druge studije nisu pokazale povezanost polimorfizama ovog gena sa is-
hodom terapije MTX-om (39,48,60,61).

Najvise istrazivaca se ipak bavilo uticajem polimorfizama u genima koji kodiraju enzime folatnog ci-
klusa na ishod terapije MTX-om (29). Najvecu paznju istrazivaca su privukle varijante u genima koji kodi-



raju enzime DHFR i MTHFR (29,62). DHFR je ciljni enzim za vezivanje MTX-poliglutamata. Naj¢esce ispiti-
vane varijante ovoga gena su rs70991108, rs6151599, rs1650697, rs3045983, rs12517451, rs10072026 i
rs1643657(48,63-65). U nasoj populaciji ispitivan je uticaj promotorskih polimorfizama koji potencijalno
mogu promeniti ekspresiju gena. Genotip AA rs70991108 polimorfizma u populaciji RA bolesnika iz Srbije
povezan je sa loSim odgovorom na terapiju MTX-om (64). Takode, alel T rs1650697 (C35T) polimorfizma je
povezan sa protekcijom od razvoja hepatotoksi¢nosti (65). Polimorfizam rs3045983 (63/91) je kompleksna
inserciono/deleciona varijacija. Alel koji nosi deleciju (GGGAGCTGG) na poziciji 63 i inserciju jedne kopije mo-
tiva dugog 9 bp (GCCGCTGCG) na poziciji 91 gena ima protektivan efekat i nosioci ovog alela rede ispolja-
vaju nezeljene efekte pri le¢enju RA MTX-om (41,63). lako se MTX ne vezuje direktno za enzim MTHFR, stepen
aktivnosti ovog enzima utice na brzinu samog folatnog ciklusa, a time potencijalno utice na efikasnost i
toksi¢nost MTX-a. Dva najznacajnija i najé¢esc¢e proucavana polimorfizma u MTHFR genu su rs1801133
(C677T) irs1801131 (A1298C) (29).rs1801133 (C677T) dovodi do zamene citozina timinom na poziciji 677,
$to dalje vodi ka zameni alanina valinom na poziciji 222 proteinskog produkta (28). Aktivnost enzima MTHFR
kod heterozigota smanjena je za oko 35%, dok je kod osoba sa TT genotipom smanjena za oko 70% (66).
Osobe koje su nosioci TT genotipa stoga imaju manje dostupnog 5-metil tetrahidrofolat koji je neophodan
za prevodenje homocisteina u metionin. Blago povecani nivoi homocisteina u krvi ovih osoba mogu se us-
pesno regulisati adekvatnim unosom folata (66,67). Misljenja autora o znacaju ovog polimorfizma su po-
deljena. Vecina autora koji su povezali ovu varijantu sa ishodom terapije se slaze da prisustvo T alela
povecava verovatnocu za pojavu neZeljenih efekata i smanjuje efikasnost leka (62). Polimorfizam rs1801131
MTHFR gena je missense varijanta koja uzrokuje zamenu glutamata sa alaninom u enzimu na poziciji 429 (28).
lako je aktivnost enzima narusena ovom genskom varijantom, uticaj ovog polimorfizma na aktivnost enzima
je znacajno maniji (68,69).

U putu de novo sinteze purina MTX-poliglutamat inhibira AICAR transformilazu, kodiranu genom ATIC
(29). U nasoj populaciji nije pronadena povezanost ATIC -129T>G (rs4535042) polimorfizma i ishoda terapije
(70). Najcesce ispitivan polimorfizam ATIC gena je rs2372536 (46,47). Medu brojnim studijama koje su ispi-
tivale povezanost ovog polimorfizma sa ishodom terapije izdvajaju se Lima i saradnici. Lima i saradnici su
povezali C alel sa rizikom od neuspeha terapije, 5to je u potpunoj suprotnosti sa studijom Wessels i sarad-
nika koji su CC genotip povezali sa dobrim uspehom terapije (29,60). Salazar i saradnici su povezali
rs16853826 polimorfizam ATIC gena sa toksi¢no$¢u MTX-a i znacaj ovog intronskog polimorfizma objasnili
su mogucom pozicijom u splajsing regionu (71). Owen i saradnici povezali su rs12995526, rs3821353,
rs7563206 i rs16853834 varijante ovog gena sa efikasnos¢u MTX-a (48). lako su enzimi adenozinskog ci-
klusa, ADA i AMPD1 su samo posredno pogodeni prisustvom MTX-poliglutamata. Prisustvo G alela rs244076
polimorfizma ADA gena vodio je ka loSem odgovoru, dok rs1799880 nije imao uticaj na ishod le¢enja MTX-
om u indijskoj populaciji (72). lako missense varijanta AMPD1 rs17602729 (C34T) dovodi do smanjene ak-
tivnosti enzima kod nosilaca, njen uticaj na efikasnost MTX-a jo$ uvek nije razjasnjen. Dok pojedini autori
povezuju T alel sa dobrim klini¢ckim odgovorom, u slovenackoj populaciji nosioci ovog alela imaju vece vred-
nosti DAS28 nakon Sest meseci terapije (29,48,72-74). Missense varijanta ITPA rs1127354 (Pro32Thr) dovodi
do smanjenja aktivnosti ITPA. Heterozigoti za rs1127354 (CA) imaju smanjenje enzimske aktivnosti za 75%,
dok osobe sa AA genotipom imaju ocuvano svega 1% od normalne aktivnosti enzima (75). Ovaj polimor-
fizam je povezan sa neZeljenim efektima azatioprina ali nije pokazao znacajan uticaj na ishod terapije MTX-
om kod obolelih od RA. Po jedna studija je opisala dobar odgovor na MTX kod nosilaca CC genotipa,
odnosno ¢escu pojavu nezeljenih efekata kod nosilaca A alela (48,73,76,77). Kako adenozin svoje antiin-
flamatorno dejstvo ostvaruje vezivanjem za adenozinske receptore, ispitivan je i potencijalni uticaj polimor-
fizama u genima koji ih kodiraju na ishod terapije MTX-om (78-81). Uticaj genskih varijanti ADORA2A gena

I Trendovi u molekularnoj biologiji

237



E Trends in Molecular Biology

bio je ¢es¢e predmet istrazivanja u farmakogenetici MTX-a nego polimorfizmi ADORA3 gena. lako je poka-
zano da osobe nosioci T alela rs2298383 polimorfizma ADORA2A gena imaju manju ekspresiju receptora na
povrsini ¢elija od osoba sa CC genotipom, najveci broj studija nije povezao uticaj ovog polimorfizma sa efi-
kasno$¢u MTX-a u terapiji RA (29,72,82,83). Polimorfizam rs5751876 predstavlja tihu mutaciju i uticaj ove va-
rijante bi mogao biti objasnjen uticajem na brzinu prepisivanja iRNK. U indijskoj populaciji T alel je povezan
sa vecim rizikom za lo$ odgovor na terapiju, dok ostali istrazivaci ovu povezanost nisu potvrdili u svojim
studijama (45,72,81,82). U okviru ADORA3 gena ispitivani su rs2298191, rs1544223, rs78594984, rs35511654,
rs2229155, rs3393 i rs3394 polimorfizmi. lako pojedinacni polimorfizmi nisu povezani sa efikasnoscu i tok-
sicnos¢u MTX, haplotipovi TATCAC i TGTCGC (rs2298191, rs1544223, rs78594984, rs35511654, rs2229155,
rs3393irs3394) i TAA (rs2298191, rs1544223, rs3393) su pokazali povezanost sa ¢eS¢om pojavom nezelje-
nih reakcija, odnosno sa pojavom erozija (45,82).

U pokusaju da se predvidi odgovor na terapiju MTX-om u terapiji RA razvijeni su brojni prediktivni
modeli. Pojedini modeli su bili bazirani isklju¢ivo na klinickim i demografskim podacima, dok su drugi bili
bazirani na varijacijama u genomu. Oni koji su se bazirali na genskim varijacijama naj¢es¢e su u obzir uzi-
mali enzime koji pripadaju istom metabolickom putu, naj¢esce folatnom ciklusu. Medutim ni jedan od pre-
diktivnih modela nije se pokazao kao pouzdan i prihvacen u klinickoj praksi (27,74,77,84,85). Postojali su
pokusaji da se objedine klini¢ki podaci i najznacajniji polimorfizmi iz razli¢itih metabolickih puteva. Pro-
blemi su nastajali kada bi se ovakavi modeli, razvijeni na jednoj populaciji bolesnika, primenili na obole-
lima iz drugih populacija. Tako, prediktivni model koji je razvijen na slovenackoj kohorti nije imao dobru
prediktivnu vrednost u populaciji obolelih iz Srbije (74,85). Sprovodenje kvalitetnih meta-analiza takode
predstavlja izazov. Najznacajniji razlog je heterogenost podataka. Najbolji primer za to je odredivanje efi-
kasnosti MTX-a. lako se vecina studija bazirala na EULAR-ovim preporukama i promeni DAS28 skora tokom
perioda pracenja obolelih, mnogi istrazivaci su koristili promenu DAS44 skora, sedimentacije eritrocita, broj
bolnih ili ote¢enih zglobova (26,48,60,81).

Premda su istrazivanja u oblasti farmakogenetike brojna, jo$ uvek je dug put pred nama. Nastavak is-
trazivanja, saradnje i ulaganja u oblasti farmakogenetike su neophodni da bi se dosegao njen pun poten-
cijal i kako bi se unapredilo le¢enje ne samo RA, vec¢ i drugih multifaktorskih bolesti (18,86-91). Tek tada
mozemo zaista utrti put ka efikasnom, personalizovanom pristupu zdravstvenoj zastiti koji je usredsreden
na pacijenta.
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