UNIVERZITET U KRAGUJEVCU
FAKULTET MEDICINSKIH NAUKA

Vladimir Z. Vranic¢

Povezanost polimorfizma u genu za receptor
vitamina D sa genskom predispozicijom i
klinickim parametrima obolelih od osteoartritisa
velikih zglobova

Doktorska disertacija

Kragujevac, 2022.



UNIVERSITY OF KRAGUJEVAC
FACULTY OF MEDICAL SCIENCES

Vladimir Z. Vrani¢

Association of vitamin D receptor gene
polymorphism with genetic predisposition and
clinical parameters in patients with osteoarthritis
of the large joints

Doctoral dissertation

Kragujevac, 2022.



Autor

Ime i prezime: Vladimir Vrani¢

Datum i mesto rodenja: 05.03.1977. Podujevo

Sadasnje zaposlenje: Klinika za ortopedsku hirurgiju i traumatologiju Vojnomedicinske
akademije u Beogradu

Doktorska disertacija

Naslov: Povezanost polimorfizma u genu za receptor vitamina D sa genskom
predispozicijom i klinickim parametrima obolelih od osteoartritisa velikih zglobova

Broj stranica: 40

Broj slika: 11

Broj bibliografskih podataka: 123

Ustanova i mesto gde je rad izraden: Vojnomedicinska akademija u Beogradu, Institut za
medicinska istraZivanja, laboratorija za molekularnu genetiku

Naucna oblast (UDK):

Mentor: dr Gordana Supi¢, vanredni profesor

Univerzitet odbrane - Medicinski fakultet Vojnomedicinske akademije u Beogradu

Ocena i odbrana

Datum prijave teme:

Broj odluke i datum prihvatanja teme doktorske disertacije:

01-16503/3-9 25.12.20109.

Komisija za ocenu nau¢ne zasnovanosti teme i ispunjenosti uslova kandidata:
1.Prof.dr. Branko Risti¢, redovni profesor Fakulteta medicinskih nauka
Univerziteta u Kragujevcu za uZu naucnu oblast Hirurgija, predsednik

2.Doc.dr Mirjana Veselinovi¢, docent Fakulteta medicinskih nauka Univerziteta u
Kragujevcu za uzu nau¢nu oblast Interna medicina, ¢lan

3.Dr.sci.med. Nemanja Ranci¢, nauc¢ni saradnik Vojnomedicinske akademije
Univerziteta odbrane u Beogradu za uZzu naucnu oblast Farmakologija, ¢lan

Komisija za ocenu i odbranu doktorske disertacije:
1.
2.
3.

Datum odbrane disertacije:




ZAHVALNICA

Ova doktorska disertacija je uradena na Vojnomedicinskoj akademiji, na Institutu za
medicinska istraZivanja, u Laboratoriji za molekulsku genetiku, pod rukovodstvom prof. dr
Gordane Supi¢, vanrednog profesora Medicinskog fakulteta Vojnomedicinske akademije,
Univerziteta odbrane.

Koristim ovu priliku da se srda¢no zahvalim svom mentoru prof. dr Gordani Supi¢ na
svesrdnoj i veoma profesionalnoj podrsci u svim fazama izrade ove disertacije. Zahvaljujem
se na uceScu u eksperimentalnom delu rada i prof dr Katarini Zelji¢, vanrednom profesoru
Bioloskog fakulteta, kao i dipl. biol. Marii Mihailovi¢, koja je iz jednog dela ove studije i
odbranila master rad. Takode se zahvaljujem i clanovima komisije na korisnim sugestijama
u toku zavrsne faze izrade ovog rada.

Beskrajno se zahvaljujem svojoj porodici, roditeljima i stricu koji su me iskreno i
svakodnevno podrzavali za sve vreme trajanja ovog, meni vrlo vaZnog projekta.



SADRZA]

T 70 PP 1
I 0 11 T 0 7= 1 0 o L 1
1.1.1. EPIdemiOlOgija. . eeeeseersesssessseessssssssssesssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssss sesssssssssssssssssssssssas 1
1.1.1.1 Prevalenca i iINCIAENCA. ... rereereereesreesreserssesssesssesssssessesssessssssesssssssessssssessssssesssesssesns 1

1.1.1.2. FAKEOTT TIZIKA .. ceuiereereereesseesesseesce s s sssessssessse s se s ss st sssesasess sesssssssesnes 1

A oY 0T ) 4 U7 T 3
1.1.2.1. Struktura zglobne hrskavice i promene u sklopu osteoartritisa.............. 3

1.1.2.2. Promene na kostima i sinovijalnim membranma...........n. 4

1.1.3. DIJABNIOZA. ccuueurerrcemeerreeseesserssesseessesssesseessesssessesssesssesssessssssessesssesssesssessssssess sessesssesssesssssssssessesssesasesases 5

0 =) o= ) - VO PP 8
1 14010 0 U D PP 11
1.2.1. Uloge VItamMINa D....ceececeereeeeereesreeeesseeseseessseseesesssesssessessssssessesssessssssees sesessesssessessssssssssssssesaees 11

1.2.2. Metabolizam Vitamina D......eneeieeesesssessssssssesssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssanes 11

1.2.3. Receptor za vitamin D..... s sssssans 12

1.2.4. Gen koji kodira receptor za vitamin D........consssessssssssssssssssssssssssnes 14

1.2.5. Uloga vitamina D U razvoju 0Ste0artritiSa. .. errssessssessesssssssssssssssssssssssssesns 16
1.2.5.1. Deficijencija vitamina D i 0Ste0artritis. ... 18

2. CILJEVI RADAL..... oo reteeesetssetsessessess s ssssssss sessss s se s s st s s s s s b s st et 19
B HIPOTEZE ...ttt sssssses s ssse bbb s s £ Sh bR e s e banes 20
4. MATERIJAL I METODE....o et eesseessessessessssssessessssssessesssessssssesssssssessesssessssssesssssssesssessessssssesssssanes 21
4.1 UCESTCT STUAIJE.uvvrersersressseessesssesseesssssssesssessssssssssssesssesssssssses s s s s ss s sss s s sssssssss s sasass snsssssees 21
4.2 Bioloski uzorci i izolacija DNKu....iessssssssssssssssssss sesssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 23

4.3 Genotipizacija polimorfizama nukleotidne sekvence
FoklI(rs2228570), Taql(rs731236), Apal (rs7975232) i EcoRV (rs4516035) u VDR genu...24

Y =Y K 0 (e .= U= 0 121 L2 26
5 REZULTAT L.oovotteeusssssessssssssssssmsssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssnssssess sessesssssssssssssssssssese 27
6. DISKUSIJA.....oooveveeeesssssssssssssmssssssssssssssssssssssssssssssessese s 55555555 558585 555888888 R RS ERSR RSt 34
7. ZAKLJUCC L ovvoeuessssesseeseseesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssss sessssssssssssssssssssssssssssssssssnnn 40

8. REFERENCE ...t st bbb 41



SAZETAK

Uvod. Osteoartritis je degenerativna, hronic¢na i ireverzibilna bolest koja pogada milione
ljudi Sirom sveta. Uzroci i mehanizmi osteoartritisa nisu do kraja razjasnjeni. Vitamin D je
bitan faktor u metabolizmu kostiju. Njegovo delovanje posreduje vitamin D receptor, faktor
transkripcije koji kontroliSe ekspresiju gena, odrZavaju¢i na taj nacin homeostazu
kalcijuma i fosfata. Hipoteza o vitaminu D je da igra klju¢nu ulogu u brojnim miSi¢no-
koStanim bolestima, ukljucujuéi osteoartritis, a njegov nedostatak preovladuje medu
pacijentima s osteoartritisom.

Polimorfizmi gena za receptor vitamina D (VDR) mogli bi da igraju znacajnu ulogu u
genetskoj predispoziciji i patogenezi osteoartritisa (OA), najCeSceg degenerativnog
poremecaja zglobova kod ljudi.

Cilj. Cilj ove doktorske disertacije bilo je utvrdivanje postojanja povezanosti izmedu
polimorfizama Fokl, Taql, Apal i EcoRV u VDR genu s rizikom za nastanak i progresiju
osteoartritisa u domacoj populaciji. Uraden je veliki broj studija u vezi s efektima vitamina
D na patogenezu i progresiju osteoartritisa, kao i njegovom upotrebom kao terapeutskog
sredstva. Do sada su studije dale kontroverzne rezultate i nije postignut konsenzus po tom
pitanju. NasSim radom Zelimo da istraZimo trenutne podatke o mogucoj ulozi vitamina D i
njegovog receptora u patogenezi osteoartritisa, i procenimo efikasnost suplementacije
vitamina D kao terapijske strategije.

Materijal i metode. Studijska grupa ispitanika je obuhvatila ukupno 94 pacijenta s OA, a
kontrolna grupa 100 zdravih, asimptomatskih osoba odgovarajuce polne i starosne
distribucije. Polimorfizmi Fokl (rs2228570), Taql (rs731236), Apal (rs7975232) i EcoRV
(rs4516035) u VDR genu su odredivani pomo¢u metode PCR-a u realnom vremenu (Real-
time PCR).

Rezultati. Analiza prilagodenog odnosa Sansi (OR) pokazala je da su polimorfizmi VDR
Taql i Fokl znacajno povezani s predispozicijom za OA (OR = 1,986, p = 0,001, odnosno OR
= 1,561, p = 0,017). Analiza specifi¢na za tip zglobova pokazala je da je polimorfizam VDR
Taql povezan s rizikom nastanka OA kuka (OR = 1,930, p = 0,005) i OA kolena (OR = 1,916,
p = 0,028), dok je polimorfizam VDR FoKI povezan s viSim rizikom pojave OA kolena (OR =
2,117, p = 0,012). Polimorfizmi VDR Taql i Fokl povezani su s pojavom trajnog bola (p =
0,005, odnosno p = 0,027), dok je Apal povezan s porodicnom istorijom OA (p = 0,004).
Zakljucak. Genetske varijante VDR Fokl i Taql bi mogle znacajno doprinositi riziku za
nastanak osteoartritisa, pojavi trajnog bola i potencijalno riziku za pojavu OA specificnog za
tip zgloba.

Kljucne reci: vitamin D; Receptor za vitamin D; VDR; Genetski polimorfizmi; Osteoartritis.



ABSTRACT

Introduction. Osteoarthritis is a degenerative, chronic and irreversible disease that affects
millions of people around the world. The causes and mechanisms of osteoarthritis are not
fully understood. Vitamin D is an important factor in bone metabolism. Its action is
mediated by the vitamin D receptor, a transcription factor that controls gene expression,
thus maintaining the homeostasis of calcium and phosphate. The vitamin D hypothesis is
that it plays a key role in a number of musculoskeletal diseases, including osteoarthritis,
and its deficiency is prevalent among patients with osteoarthritis.

Vitamin D receptor (VDR) gene polymorphisms could play a significant role in the
susceptibility and pathogenesis of osteoarthritis (OA), the most common degenerative joint
disorder in humans.

Aim. The aim of the doctoral dissertation was to determine the association between
polymorphisms Fokl, Taql, Apal and EcoRV in VDR gene, with risk for the onset and
progression of osteoarthritis in the local population. A large number of studies have been
done regarding the effects of vitamin D on the pathogenesis and progression of
osteoarthritis, as well as its use as a therapeutic agent. So far, studies have yielded
controversial results and no consensus has been reached on the issue. Our work aims to
investigate current data on the possible role of vitamin D and its receptor in the
pathogenesis of osteoarthritis and to evaluate the efficacy of vitamin D supplementation as
a therapeutic strategy.

Material and methods. The current study involved 94 OA patients, and 100 healthy,
asymptomatic controls. VDR variants Fokl (rs2228570), Taql (rs731236), Apal
(rs7975232) and EcoRV (rs4516035) were genotyped using the TagMan based Real-Time
PCR.

Results. Adjusted Odds Ratio (OR) analysis showed that VDR Taql and FokI
polymorphisms are significantly associated with the susceptibility to OA (OR=1.986,
p=0.001, and OR=1.561, p=0.017, respectively). The joint-specific analysis showed that VDR
Taql polymorphism was associated with a risk of hip OA (OR=1.930, p=0.005) and the knee
OA (OR=1.916, p=0.028), while VDR Fokl polymorphism was associated with the higher
risk of knee OA (OR=2.117, p=0.012). VDR Taql and FokI polymorphisms are associated
with the occurrence of persistent pain (p=0.005, and p=0.027, respectively), while Apal
was associated with a family history of OA (p=0.004).

Conclusion. The VDR Fokl and Taql genetic variants significantly contribute to
osteoarthritis susceptibility, the occurrence of persistent pain, and potentially to joint-
specific OA risk.

Key words: Vitamin D; Vitamin D Receptor; VDR; Genetic polymorphisms;
Osteoarthritis.



1.UVOD

1.1. Osteoartritis

Osteoartritis (OA) je degenerativna, progresivna bolest zglobova i naj¢eS¢i uzrok
invaliditeta kod starijih osoba. Procesom moze biti zahvacen jedan ili viSe zglobova, a
najceSce su pogodeni sinovijalni nose¢i zglobovi (kuk, koleno), ali ¢esto i mali zglobovi
Saka.

1.1.1. Epidemiologija

1.1.1.1. Prevalencaiincidenca

Osteoartritisom je pogodeno oko 15 % stanovnistva i kao takav pretstavlja najucestalije
oboljenje zglobova (1). Osteoartritis uzrokuje invaliditet u oko 3,3 % globalne populacije
(2). U osnovi procesa je neadekvatna sposobnost kvalitativno izmenjenog artikularnog
hrskavicavog tkiva, u smislu povecanog sadrZzaja vode, smanjene Kkoncentracije
proteoglikana i poremecaja organizacije kolagenih vlakana, da apsorbuje mehanicki stres, s
posledicnom progresivnom dezintegracijom hrskavi¢avog tkiva, subhondralnom
sklerozom kostanog tkiva, te koStanom proliferacijom, koja se manifestuje formiranjem
osteofita, zatim cisticnim formacijama i reaktivnim sinovitisom (3, 4).

ViSe studija bavilo se incidencom OA, pa je tako u jednoj koja trajala dvanaest godina i
obuhvatila 258 osoba starijih od 45 godina, pokazano da 25 % Zena i 10 % muskaraca
pokazuje znake OA kolena na radiografijama (5). Incidenca OA promena na malim
zglobovima Saka je iznosila je 13,6 %, a OA kolena 4,5 % u petogodiSnjem pracenju osoba
od 75 do 79 godina (6). U studijama evropske populacije iz devedesetih godina proslog
veka, francuskih autora, srednja starosna dob za pojavu OA kod Zena je bila 56,6 godina
(¥12), uz promene na lateralnom femoropatelarnom kompartmanu, te 62,7 godina (*12) s
promenama u medijalnim femorotibijalnom, odnosno 69,2 godina (¥10) uz pratece
lateralne femorotibijalne promene (7). Na drugoj strani, podaci iz SAD pokazuju ukupnu
incidencu simptomatski manifestnog OA kolena i kukova od oko 200/100.000 osoba
godiSnje, uz izraZeno ucestaliju pojavu OA kuka kod Zena, ali uz podjednaku raspodelu
ucestalosti OA kolena medu polovima (8). U viSe razlicitih studija pojavljuju se podaci o
ucestalijoj pojavi OA Saka kod Zena nego kod muskaraca, i taj odnos varira od 1,5-4:1 u
zavisnosti od autora.

1.1.1.2. Faktori rizika

Poznati su brojni faktori rizika koje moZemo podeliti na sistemske (sociodemografski
faktori, ishrana i uzimanje vitamina, gojaznost, geneticka predispozicija) i lokalne (fizicka
aktivnost i veliko opterecenje zgloba, povrede zgloba, oblik i orijentacija zgloba, snaga
misSic¢a), a koji u kombinaciji uzrokuju oStecenje hrskavice i naknadnu pregradnju kostiju.

Starosna dob

lako verovatnoca za nastanak OA raste sa staroS¢u pacijenta, postoji jasna distinkcija
izmedu promene hrskavice kod OA od onih koje vezujemo za involutivne promene u sklopu
normalnog procesa starenja. Biohemijske i ¢elijske karakteristike hrskavicavog tkiva, u ta
dva razlic¢ita stanja, ogledaju se u povetanom sadrZaju vode i izmenjenoj organizaciji



kolagena kod OA, za razliku od sniZenog sadrzaja vode, hipertrofije hondrocita uz smanjen
broj istih u okviru normalnog procesa starenja, kao i smanjene kolic¢ine proteoglikana u oba
stanja.

Osteoartritis moze biti primarni (idiopatski) ili sekundardni (9). Idiopatski se javlja u dve
forme: lokalizovanoj i generalizovanoj. Ovu poslednju opisali su Kellgren i Moore kao OA tri
ili viSe zglobova. Ako su nastanak i progresija bolesti indukovani nekom povredom,
stanjem, deformitetom ili sistemskim oboljenjem, govorimo o sekundarnoj formi
osteoartritisa, a obe forme imaju isti klinicki epilog. Nezahvalno je procenjivati incidencu
primarne u odnosu na sekundarnu formu osteoartritisa, s obzirom na preovladujuci stav da
vecCinu slucajeva koje smatramo idiopatskim ipak uzrokuje neko stanje koje samo nije
dijagnostikovano pre pojave manifestnog OA (10).

Pol

Pol je znacajan faktor rizika, pri ¢emu je OA ¢eS$¢i kod Zena u postmenopauzi. Skoro 10 %
muskaraca i oko 20 % Zena starijih od 60 godina pati od neke forme osteoartritisa (11).
[zostanak protektivne uloge estrogena nakon menopauze najverovatniji je uzrok vece
incidence osteoartritisa kod Zena (12).

Telesna teZina

Zemlje s viSim Zivotnim standardom, u kojima je visi prosecan ljudski vek, kao i ucestalija
pojava dijabetesa i gojaznosti u populaciji, trpe ogromne ekonomske posledice invaliditeta
uzrokovanog osteoartritisom, za koji se procenjuje da e biti u velikom porastu u godinama
pred nama (11). S obzirom na to da OA najceS¢e pogada velike zglobove koji nose teZinu,
kao Sto su kolena i kukovi, gojaznost je logican i ocigledan faktor rizika za progresiju
osteoartritisa. Dokazano je da rizik od nastanka osteoartritisa kolena raste ¢ak 33 % za
svakih pet jedinica povecanja indeksa telesne mase (BMI - Body Mass Index), pri Cemu se
rizik za nastanak i progresiju osteoartritisa redukuje 50 % za svako smanjenje telesne
tezine od 5 kg (1).

Etnicke i geografske specificnosti

Dodatna diskrepanca izmedu visoke ucestalosti osteoartritisa kukova medu stanovniStvom
Evrope i SAD, u odnosu na retku pojavu oboljenja u Jugoisto¢noj Aziji, objasnjava se i
anatomskim razlikama u obliku karlice, Sto ¢ini geografsku, odnosno etnic¢ku razliku (13).

Geneticka predispozicija

Osteoartritis pokazuje osobine nasledne predispozicije, dokazane studijama blizanaca i
studijama porodice u kojima je demonstrirana heritabilnost od 50-65 % (14).
Identifikovano je viSe od 20 genskih lokusa, koji se dovode u vezu s nastankom
osteoartritisa (15).

Ishrana i uzimanje vitamina

Ishrana deficijentna vitaminom Dz, vitaminom C, kalcijumom i/ili dijetetskim vlaknima,
povecava rizik od nastanka i progresije osteoartritisa. Dokazano je da ishrana koju
nazivamo mediteranskom nosi niZi rizik za pojavu osteoartritisa (16).



Lokalni faktori rizika
Fizicka aktivnost, upotreba i povrede zgloba

Intenzivnija eksploatacija i povrede zglobova udruZene su s poveanom incidencom
osteoartritisa (1).

1.1.2. Patogeneza

Primarne pretpostavke su polazile od teze da je centralni dogadaj u pojavi OA propadanje
intraartikularne hrskavice, ali danas znamo da su procesom zahvacdena i ostala tkiva koja
ulaze u sastav zgloba. Ipak, gubitak preventivne uloge hrskavice jeste inicijalni proces,
usled koga subhondralna kost biva izloZena pove¢anom mehani¢kom pritisku, koji dovodi
do njene hipertrofije, remodelacije i degeneracije, Sto se manifestuje pojavom skleroze
ligamenti, a sinovijalne membrane pokazuju znake inflamacije. Zglob vremenom potpuno
gubi svoju morfoloski strukturu i funkciju (17).

1.1.2.1. Struktura zglobne hrskavice i promene u sklopu osteoartritisa

Zglobna hrskavica se sastoji iz proteina - kolagena tipa Il i proteoglikana, koji su odgovorni
za elasti¢nost hrskavicavog tkiva, ¢elija — hondrocita, koji produkuju komponente matriksa,
kao i tkivne tecnosti odgovorne za difuziju hranljivih materija, s obzirom na to da je ovo
tkivo avaskularno. Hondrociti su jedine celije tkiva zglobne hrskavice, a u zdravoj hrskavici
se nalaze u prehipertrofickom stadijumu diferencijacije. Ove c¢elije stalno odrzavaju
ravnoteZzu izmedu produkcije novog matriksa i njegove razgradnje, koju obezbeduju
produkcijom enzima metaloproteinaza.

Usled povecane eksploatacije zgloba ili sekundarnih opterecenja, kao $to su povrede, dolazi
do inicijalne aktivacije imunskog sistema i produkcije proinflamatornih medijatora, kao $to
su citokini (interleukin - 1 (IL-1), interleukin - 6 (IL-6) i faktor nekroze tumora - alfa
(TNF-a)), od strane celija sinovijalnih membrana, kao i aktivacije proteolitickih enzima, u
prvom redu matriksnih metaloproteinaza - MMPs (stromelizina, plazmina i agrekanaze -
1), kao posledice disbalansa izmedu tkivnih inhibitora matriksnih metaloproteinaza -
TIMPs i matriksnih metaloproteinaza - MMPs. Aktivirani proteoliticki enzimi direktnim
dejstvom oStecuju strukturu zglobne hrskavice, a pod dejstvom citokina dolazi do
aktivacije hondrocita, koji menjaju strukturu ekstracelularnog matriksa. Primarno
hondrociti reaguju hipertrofijom i hiperprodukcijom kvalitativno izmenjenog matriksa, Sto
naruSava integritet hrskavicavog tkiva, te hondrociti vremenom podleZu apaptozi, procesu
programirane Celijske smrti, s posledi¢cnim gubitkom hrskavicavog tkiva i daljim
oSteCenjima subhondralne kosti (Slika 1) (18, 19, 20).
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Slika 1. Mehanizmi nastanka osteoartritisa kolena

Zdrava artikularna hrskavica (prikazana levo) - Hondrociti Zive u hipoksi¢cnom okruZenju
jer u hrskavi¢cavom tkivu ne postoje krvni sudovi. Glavna uloga hrskavicavog tkiva je
sposobnost da apsorbuje mehanicki stres. U osteoartriticno izmenjenom zglobu kolena
(prikazano desno) - dolazi do razvoja krvnih sudova u hrskavi¢avom tkivu, pod uticajem
brojnih citokina i hemokina, koji dovode do nastanka ,zaCaranog kruga“ degradacije
hrskavice.

(Preuzeto s https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33807695, modifikovano)
1.1.2.2. Promene na kostima i sinovijalnim membranma

Subhondralna kost, koja trpi najvece opterecenje, reaguje indukcijom procesa enhondralne
osifikacije, pokuSavaju¢i ovim procesom da reparira nastala oStecenja, Sto dovodi do
formiranja osteofita i subhondracnih cisti.

U kompleksnoj klinickoj slici sinovitisa, paralelno s promenama hrskavice i kostiju, na
nivou sinovije odigrava se inflamatorna reakcija i oslobadanje proinflamatornih medijatora
i enzima, koje su praéene proliferacijom sinovicita, hipertrofijom tkiva i daljim oSte¢enjem
zgloba (19).



1.1.3. Dijagnoza

U zavisnosti od toga da li promene na zglobovima moZemo dijagnostikovati samo nekom
od rediografskih metoda (RTG, MRI) ili postoje i simptomi koji ukazuju na prisustvo bolesti
zgloba, osteoartritis delimo na strukturni i simptomatski. Radiografska potvrda prisustva
promena u sklopu OA prisutna je kod preko 50 % starijih od 65 godina i u oko 80 % starijih
od 75 godina (21). Obdukcijiske studije, izvedene na uzorku od 1000 obdukcija, koreliraju s
prethodnim podacima, te pokazuju prisustvo oSte¢enja zglobne hrskavice kod vecdine
starijih od 65 godina (22, 23). Promene u vidu erozije hrskavice, subhondralnih reakcija i
prisustva osteofita, potvrdene su kod 60 % muskaraca i kod 70 % Zena starosti od 70 do 90
godina, u studiji Stankovica i saradnika, radene na zglobu kolena (23). Radiografski je
moguce verifikovati tek uznapredovale promene, te je prevalenca u obdukcijskim i drugim
studijama koje analiziraju makroskopske i patohistoloske promene veca. Ipak, kada se
radiografskim studijama obuhvati Siri generacijski opseg u cilju skrininga, pokaze se da
njih 10-20 % pokazuje radiografske znake teSke OA Saka i stopala (23,24). Na radiografiji
se ozbiljnost oStecenja zgloba mozZe oceniti vrednovanjem tipi¢nih radioloskih promena:
subhondralna kostana skleroza, suZavanje zgloba, formiranje osteofita, stvaranje
subhondralnih cisti i gubitak konture kosti. Simptomi ukljucuju bolove u zglobovima,
ukocenost i oticanje, koji se pre svega javljaju sporadi¢no ujutro, tokom godina napreduju,
uzrokujuéi gubitak pokretljivosti, na kraju znacajno onesposobljavajuéi pacijenta za
svakodnevne Zivodne aktivnosti (4).

Jo$ uvek nisu poznati svi aspekti progresije OA. Napredovanje oboljenja je sporo i bolest
godinama moze perzistirati u klinicki i radiografski stabilnoj formi (25, 26). U pojedinim
slucajevima bolest poprima rapidno progresivni tok, pri ¢emu se nalaz drasti¢no pogorsava
za nekoliko nedelja ili meseci, pra¢en kolapsom subhondralne kosti i nestabilno$¢u zgloba
kolena.

Sve definicije OA uzimaju u obzir i patolosSke i radiografske i klinicke promene. Destrukcija
zglobne hrskavice uz promene subhondralne kosti predstavljaju klju¢nu patolosku
promenu. Razgradnja hrskavice pove¢ava mehanicki stres na pripadaju¢u subhondralnu
kost, sto dovodi do stvaranja mikrofraktura i cisticnih formacija u podruc¢jima povisenog
intraartikularnog pritiska. Klasifikacija OA prema Kelgrenu i Lorensu (Slika 2), iako
nesavrsena, Siroko je rasprostranjena i vec Cetiri decenije predstavlja “zlatni standard”, a
zasniva se na radioloskoj progresiji promena u stadijumima od sniZenja zglobnog prostora i
pocetnog stvaranja osteofita, do masivnih osteofiti¢nih formacija, obliteracije zglobnog
prostora i deformacije kostiju (27, 28, 29). RadioloSke promene su podeljene u stadijume
od 0 do 4, gde 0 oznacava uredan nalaz, a 4 izraZene znakove OA sa znacajnim suZenjem
zglobnog prostora i sklerozom subhondralne kosti.



STADIJUM O
NEMA OSTEOARTRITISA

STADIJUM 1

" Pocetno suZenje

zglobnog prostora,

pocetno stvaranje
osteofita

STADIJUM 2
Definitivno postojanje
osteofita, suzenje
zglobnog prostora

STADIJUM 3

Visestruki osteofiti, definitivho
suzenje zglobnog prostora,
_ pocetna sklerozacija platoa tibije,
pocetna deformacija
konture kosti

STADIJUM 4

Masivni osteofiti, znacajno
suzZenje zglobnog prostora,
pojacana sklerozacija,

. deformitet kostane strukture

Slika 2. Kelgren-Lorensova klasifikacija, graduirana na osnovu promena u radiografskim
nalazima pacijenata s osteoartritisom kuka, odnosno kolena.

Stadijum 0 oznacava normalan nalaz bez radiografskih promena, tj. bez znakova OA;
Stadijum 1: oznacava postojanje sumnje na OA proces, a manifestuje se suspektnim ili
minimalno prisutnim osteofitima.

Stadijum 2 oznacava blagu formu OA, s definitivno prisutnim osteofitima i suZenjem
zglobnog prostora.

Stadijum 3 oznacava umereni OA, s prisustvom viSestrukih osteofita i veoma suZenim
zglobnim prostorom, uz pocetak sklerozacije i deformacije kosti.

Stadijum 4 oznacava tezak oblik OA s masivnim osteofitima, obliteracijom zglobnog
prostora, kao i izraZzenom sklerozom i deformitetom kostanih struktura.

(Preuzeto s https://epos.myesr.org/poster/esr/essr2015/P-0053, modifikovano)

S druge strane, Altman i saradnici (ACR - American College of Rheumatology) dali su
kriterijume za postavljanje dijagnoze OA, koji uzimaju u obzir klinicke, radioloske i
laboratorijske parametare (Tabele 11 2) (30, 31).



Tabela 1. ACR (American College of Rheumatology) Kriterijumi za postavljanje
dijagnoze osteoartritisa zgloba kuka (Altman i sar.)

Kombinovani klinicki i
radiografski kriterijumi

Klinicki kriterijumi

Bol u kuku uz najmanje dva
dodatna kriterijuma od sledecih:

- SE (brzija sedimentacije
eritrocita) <20mm/h

- Prisustvo femoralnih ili
acetabularnih osteofita

- SuZenje zglobnog prostora na
radiografiji

Bol u kuku i unutrasnja rotacija <15° i SE (brzina
sedimentacije eritrocita) <45 mm/h

(ukoliko laboratorijski parametri SE nisu dostupni,
koristi se fleksija u zglobu kuka do 115° kao

kriterijum)

ili

UnutraSnja rotacija >15° uz bol u kuku, jutarnju
ukocenost do 60 minuta, kod starijih od 50 godina

Senzitivnost: 89 %

Specificnost: 91 %

Senzitivnost: 86 %

Specifi¢nost: 75 %

Tabela 2. ACR (American College of Rheumatology) Kriterijumi za postavljanje
dijagnoze osteoartritisa zgloba kolena (Altman i sar.)

Klinicki i laboratorijski

Klini¢ki i radiografski

Klinic¢ki

Bol u kolenu prisutna veci deo
dana, mesec dana, uz najmanje
pet od sledecih kriterijuma:

Starost >50 godina, ukocenost do

30 minuta, Kkrepitacije pri
aktivnim pokretima, osetljivost
koStanih ~ prominencija, bez

poviSene lokalne temperature,
SE (brzina sedimentacije
eritrocita) <40mm/h, vrednosti
RF  (reuma faktor) <1:40,
sinovijalna teCnost tipi¢na za OA
(2 od 3: bistra, viskozna, broj
leukocita manji od 2000 u ml)

Bol u kolenu u kolenu
prisutna veéi deo dana,
mesec dana, uz najmanje

jedan od sledecih
kriterijuma:
Starost >50 godina,

ukocenost <30 minuta,
krepitacije pri aktivnim
pokretima uz prisustvo
osteofita na zglobnim
rubovima

Bol u kolenu prisutna veci
deo dana, mesec dana, uz
najmanje tri od sledecih
kriterijuma:

Starost >50 godina, jutarnja

ukocCenost <30  minuta,
krepitacije pri  aktivnim
pokretima, osetljivost
kostanih prominencija,

kosStano zadebljanje kolena
pri pregledu, bez poviSene
lokalne temperature

Senzitivnost: 92 %

Specificnost: 75 %

Senzitivnost: 91 %

Specifi¢nost: 86 %

Senzitivnost: 95 %

Specificnost: 69 %




1.1.4. Terapija

Adekvatna terapija za osteoartritis treba da kombinuje preventivne postupke, Ciji cilj je
prevencija nastanka, odnosno sprecavanje progresije bolesti, i lekove, koji su neophodni za
smanjenje intenziteta simptoma. Ipak, terapija osteoartritisa danas tezi da obuhvati sve
terapijske mere, koje mogu unaprediti funkcionalnost zahvac¢enog zgloba i kvalitet Zivota
pacijenta u celini, a ne samo tretiranje bola kao glavnog simptoma bolesti. Za sada nema
terapije koja moze da spreci nastanak osteoartritisa.

Prevencija

U cilju prevencije najefikasnije je delovati na gojaznost, kombinovanjem promena u
Zivotnim navikama vezanim za ishranu i fizicki trening. NefarmakoloS$ki tretman obuhvata
individualni program treninga, s naglaskom na aerobne veZbe, veZbe istezanja, ali i trening
snage, u granicama mogucénosti pacijenta, s obzirom na prisutne komorbiditete, ali i
oteZano kretanje, s mogucnoscu ostvarivanja punog potencijala treninga u vodenoj sredini.
Pored uticaja na smanjenje bola kao glavnog simptoma, fizikalni tretman ima za cilj i
odrzavanje, a potencijalno i povec¢anje obima pokreta zahva¢enog zgloba. U ovu grupu
mera spada i primena pomagala za kretanje, kao Sto je koriSc¢enje fizioloSkog Stapa u
suprotnoj ruci od oboljenjem zahvacenog zgloba, ali i noSenje ortoza, pre svega za zglob
kolena, skoc¢ni zgloba i stopala, koja takode doprinose redukciji bolnih manifestacija bolesti.
Higijensko-dijetetski rezim, ¢iji cilj je redukcija telesne mase 10 %, u tempu od oko 5 % u
rasponu od 20 nedelja, za posledicu ima nesumnjive i dokazane benefite (32, 34, 35, 36).

Terapija bola

Terapija bola pacijenata s osteoartritisom ima za cilj da svojim dejstvom obuhvati sve
mehanizme nastanka ovog dominantnog simptoma bolesti, koji i dovodi pacijenta lekaru.
Onesposobljavajuci bol kod osteoartritisa je kompleksna senzacija, koja u svom nastajanju
ukljucuje senzacije koje poticu od nocioceptivnih receptora, ali inflamatornim procesom
indukovan bolni nadrazaj, kao i neuropatski bol. Zato je potrebna kompleksnija terapija u
tretiranju ovog stanja, koja podrazumeva Siti spektar lekova od paracetamola, nesteroidnih
antiinflamatornih lekova i opioida (32, 33).

Nesteroidni antiinflamatorni lekovi (NSAIDs) smatraju se prvom linijom u terapiji. Ipak,
uvek treba imati u vidu njihove poznate i dokazane neZeljene efekte, posebno na
gastrointestinalni, ali i bubrezni i kardiovaskularni sistem. Selektivni inhibitori
ciklooksigenaze COX-2 pokazuju neSto bezbedniji profil, pre svega u vidu umereno
smanjenog rizika od dispepsije. Zbog ovih karakteristika, opSte je prihva¢ena preporuka da
se s ovim lekovima udruZeno primenjuju inhibitori protonske pumpe, posebno kod
pacijenata s udruZenim Kkomorbiditetima. Zbog neZeljenih efekata nesteroidnih
antiinflamatornih lekova, primena paracetamola u dozi do 4 g dnevno je uobicajena
alternativa za osobe s izrazenim komorbiditetima, iako novije studije dovode njegovu
efikasnost u pitanje (32, 37, 38, 39).

Opioidni analgetici, primenjeni oralno ili transdermalno u vidu flastera, predstavljaju
alternativu za pacijente koji ne toleriSu nezeljene efekte lekova iz prve terapijske linije, pa
ipak i sami sobom nose niz potencijalnih neZeljenih dejstava, posebno u domenu
kardiovaskularnog sistema. U toku su pokus$aji da se razviju selektivni opioidni analgetici
za pacijente s osteoartritisom, koji bi agonisticki delovali samo na k podgrupu opioidnih
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receptora, izbegavajudi na taj nacin sve neZeljene efekte vezane za stimulaciju p podgrupe
opioidnih receptora (32, 43).

Tanezumab je monoklonsko antitelo za neuropeptid NGF - factor rasta nerava, koji u
okviru degenerativnog i zapaljenskog procesa propadanja zgloba luce razli¢ite celije
(osteoklasti, osteociti, hondrociti, sinovijalni fibroblasti i makrafagi), a predviden je za
potkoZnu aplikaciju, za sada s promenljivim rezultatima klini¢kih ispitivanja (32, 33).

Selektivni inhibitori preuzimanja serotonina i noradrenalina, kao centralno deluju¢i lekovi,
nalaze svoje mesto u terapiji bolnih stanja vezanih za osteoartritis, jer je danas jasno da
sveukupno bolno iskustvo pacijenata s osteoartritisom sadrzi i komponente neuropatskog
bola i depresivnog sindroma. Duloksetin, kao prominentni predstavnik ove grupe lekova,
primenjuje se uz lekove iz prve terapijeske linije, a njegovi uobicajeni neZeljeni efekti mogu
biti vrtoglavica, opstipacija, zamor, suva usta i gubitak apetita (32).

Topikalna primena preparata koji sadrZe nesteroidne antiinflamatorne lekove i kapsaicin,
3-4 puta na dan, predstavlja pogodnu i bezbednu terapijsku alternativu. ViSe studija je
uspesno dokazalo pozitivne efekte primene topikalnih preparata, koji kao aktivnu
supstancu sadrze Kketoprofen ili diklofenak natrijum, izolovano ili u kombinaciji s
kapsaicinom (32, 40).

Glukozamin se najc¢eSce primenjuje kao alternativna terapija osteoartritisa. Iako su klinicke
studije uspele da dokaZu efekat glukozamin/hondroitin preparata na smanjenje bola za 20
%, to nije znacajno bolje od efekta placeba, a kontroverzni su i podaci koji pokuSavaju da
dokaZu potencijalan pozitivan efekat na strukturu intraartikularne hrskavice (32, 44).

Preparati ribljeg ulja danas su popularni kao jedna od alternativa u terapiji osteoartritisa.
Eikosapentaenoi¢na (EPA) i doksahekaenoi¢na (DHA) kiselina, kao aktivne supstance
ribljeg ulja, ispoljavaju antiinflamatorne efekte u laboratorijskim uslovima, ali in vivo
studije za sada ne uspevaju da dokaZu pozitivne efekte na strukturu hrskavicavog tkiva
patoloSkim procesom zahvacenog zgloba (32, 45).

Intraartikularna aplikacija kortikosteroida obezbeduje kratkotrajno obezboljavanje u
trajanju od 7 do 14 dana i indikovana je u akutnim egzacerbacijama oboljenja, koje se
manifestuju zglobnim efuzijama i lokalnim znakovima inflamacije. Precesta primena
intraartikularnih injekcija kortikosteroida, viSe od jedne u Cetiri meseca, ima negativan
uticaj na strukturu artikularne hrskavice, ubrzavaju¢i njenu degeneraciju. Za sada su
neizvesni efekti primene intraartikularnih injekcija hijaluronske kiseline, koje bi trebalo da
daju dugotrajnije benefite, uz bezbedniju primenu od kortikosteroida (32, 41, 42).

Operativno lecenje

Operativno leCenje treba rezervisati za slucajeve kod kojih primenom ostalih mera nije
dobijen zadovoljavaju¢i napredak, pri €emu artroskopske procedure ne pokazuju
superiorniji efekat od kombinacije fizikalne terapije i lekova, a artroplastiku zgloba treba
razmatrati iskljucivo kao opciju za najteZe forme bolesti. Artroplastika zglobova zahvacenih
procesom osteoartritisa u uzapredovaloj fazi i dalje se namece kao najefikasnija mera koja
drasticno poboljSava kvalitet Zivota pacijenta, eliminiSuc¢i bol, a ¢uvajuci pokretljivost
zgloba kao njegovu osnovnu funkciju (32).



Novi terapijski pristupi

Noviji terapijski pristupi, koji su ve¢inom u fazi klinickih ispitivanja, imaju za cilj da uti¢u
na stanje zglobne hrskavice, sinovijalne membrane i subhondralne kosti u ranijim fazama
bolesti, kada je inflamatorni proces otpoceo, ali jo$ nije doslo do definitivnih, nepovratnih
promena na ovim strukturama. Terapiju kojom se uti¢e na strukturu artikularne hrskavice,
na jednoj strani predstavljaju lekovi koji modifikuju patoloski proces osteoartritisa
(DMOADs - Disease-modifying osteoarthritis drug), ¢iji su predstavnici anabolicki lek
sprifermin (oblik humanog fibroblastnog faktora rasta - FGF 18, jo§ u fazi klini¢kih
ispitivanja faze II), anabolicki lek BMP-7 (bone morphogenetic protein 7, takode u fazi I i II
klinickih istraZivanja), TMMP inhibitori (Inhibitori tkivnih metaloproteinaza, ciji cilj je
smanjenje delovanja proteaza koje su odgovorne za destrukciju zglobne hrskavice), a na
drugoj strani regenerativna terapija, bazirana na stem ¢elijama i njihovim derivatima. Stem
Celije se ekstrahuju iz koStane srzi (BMSCs - Bone marrow stromal cells), ili iz masnog tkiva
(ASCs - Adipose-derived stromal cells), a istraZivanja su pokazala da svoj dugotrajni
hondroprotektivni i imonomodulatorni regeneratorni efekat ostvaruju parakrinim putem,
a ne direktnom inkorporacijom, buduc¢i da same celije nakon aplikacje brzo nestaju iz
ciljanog tkiva (33, 46, 47).

Primene u strukturi subhondralne kosti mogu da prethode degenerativnim promenama
artikularne hrskavice. U grupu lekova koji uti¢u na strukturu subhondralne kosti ubrajamo
bifosfonate (ostavaruju svoje dejstvo inhibicijom osteoklastne aktivnosti), denosumab
(monoklonsko antitelo koji direktnim dejstvom na RANKL - receptorski aktivator za
nuklearni faktor kB ligand, usporava proces resorpcije kostiju), blokatore transformisuceg
faktora rasta - TGF (preveniraju degenerativne promene krskavice i koStanog tkiva),
sinteticke oblike paratiroidnog hormona (umanjuje stepen apoptoze hondrocita) i
suplementaciju vitaminom D3 (odrZavanje koStane strukture, koja ima ulogu u absorpciji
mehanickog stresa, mogla bi da ima klju¢nu ulogu u prevenciji progresije patolosSkog
procesa) (33, 48, 49).

Terapiju koja utiCe na medijatore zapaljenja i inflamatorni proces u celini ¢ine lekovi
razvijeni da utiCu na inflamatorne cytokine IL-1 (interleukin -1), IL-6 (interleukin -6), kao i
TNF-a (faktor nekroze tumora alfa), ali i antitela za faktor koji stimuliSe koloniju
granulocita i makrofaga (GM-CSF). Ovi lekovi su razvijani kao specificna terapija za
reumatoidni arthritis (RA), ali potencijalno, mada limitirano, delovanje mogu imati i u
okviru procesa osteoartritisa, koji se moZe smatrati nesistemskim zapaljenskim procesom
niskog intenziteta (low-grade) (33).

Genska terapija je joS u pocetnoj fazi klinickih testiranja, a ukljucuje intraartikulanu
aplikaciju virusnog vektora adeno grupe koji kodira antagonisticki efekat na receptor
interleukina 1 (IL-1) (33, 50, 51).

10



1.2. VitaminD

1.2.1. Uloge vitamina D

Vitamin D je steroidni hormon koji prevashodno ucestvuje u homeostazi kalcijuma i
metabolizmu kostiju, ali i u nizu drugih fizioloSkih procesa, ukljuc¢ujuéi regulaciju imunskog
odgovora. VezujuCi se za receptor vitamina D (VDR), vitamin D reguliSe apsorpciju
kalcijuma i fosfata iz bubrega i gastrointestinalnog sistema, odrzZavajuci tako nivo kalcijuma
u krvi. Uporedo s paratiroidnim hormonom (PTH) i kalcitoninom, vitamin D igra osnovnu
ulogu u mineralizaciji i resorpciji kostiju (52). U slu¢aju nedovoljnog unosa vitamina D, kod
dece se javlja rahitis, a kod odraslih dolazi do demineralizacije kostiju. Medutim, receptori
za vitamin D (Vitamin D Receptor - VDR) postoje u skoro svim Celijama i tkivima, te shodno
tome vitamin D ima Sirok spektar dejstva na razli¢ite Celijske tipove, i ima potencijalno
klju¢nu ulogu u velikom broju uobicajenih bolesti, ukljuCuju¢i OA, razne vrste malignih
bolesti, neuroloSke disfunkcije, kardiovaskularne bolesti (svojim uticajem na renin-
angiotenzin sistem) i autoimunske i metabolicke bolesti (dijabetes tipa [ i II) (4, 53, 54, 55).
Vitamin D stimuliSe urodeni, a suprimira steCeni imunski odgovor, Sto ga Ccini
imunomodulatorom koji ima pozitivan uticaj na smanjenje rizika od autoimunskih bolesti.

1.2.2. Metabolizam vitamina D

Vitamin D ili kalciferol ima dva oblika, D2 ili ergokalciferol kao oblik koji se unosi putem
hrane, i D3 ili holokalciferol u endogenoj formi, kada se pod dejstvom suncevih zraka stvara
u kozi. Zbog svoje steroidne strukture, smatra se da aktivna forma vitamina D ima odlike
hormona (4).

Holokalciferol se sintetiSe pod dejstvom ultravioletnog B zracenja (UVB), koje procesom
fotoizomerizacije pretvara 7-dehidroholesterol u previtamin D. Nakon toga, previtamin D
podvrgava se termicki zavisnoj izomerizaciji da bi se stvorio vitamin D3. Bilo da je nastao
izomerizacijom previtamina D3 u bazalnom epidermalnom sloju koZe ili da je unet
ishranom, iz hrane bogate vitaminom D ili iz suplemenata putem apsorpcije u crevima,
neaktivna forma vitamina D koja je na ovaj nacin stvorena transportuje se do jetre
proteinom koji vezuje vitamin D (engl. Vitamin D Binding Protein - DBP). U jetri se deSava
prva hidroksilacija na poziciji dvadesetpetog ugljenika (C-25), pod dejstvom enzima 25-
hidroxylaze (25-OHase), stvarajuci aktivan oblik vitamina D kalcidiol (25-hidroksivitamin
D3, 25(0H)D3), koji se moZe meriti u serumu. Dodatna hidroksilacija se deSava u tubulama
bubrega, dejstvom enzima la-hidroksilaze (1a-OHase), koji dodaje hidroksilnu grupu na
poziciji prvog ugljenikovog atoma, stvaraju¢i najaktivniji oblik dihidroksivitamina D3
kalcitriol (1,25(0H)2D3). Sinteza 1a,25(0H)2D3 iz 25(0H)D3 stimulisana je parathormonom
(PTH), a suprimirana je kalcijumom Ca?*, fosforom P i samim 1a,25(0H)2Ds3. Inaktivacija i
dezintegracija aktivne forme vitamina D odvija se kroz hidroksilaciju na 24. atomu
ugljenika pod dejstvom D 24-hidroksilaze (24-OHase), ¢ime nastaju inaktivni metaboliti
24,25(0H) 2D3, odnosno 1a,24,25(0H) 2D3 (4, 56, 57, 58).
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Vecina ljudi konzumira hranu koja ne sadrzi dovoljno vitamina D, a Siroko rasprostranjena
primena krema sa zaStitnim faktorom protiv UVB zraCenja smanjuje endogenu sintezu
previtamina D iz 7-dehidroholesterola, uz to izloZenost UVB zracenju, kao i raspoloZivost
namirnica koje sadrZe dovoljne koli¢ine vitamina D, zavisi od geografske Sirine. Glavni
prehrambeni izvor vitamina D2 je masna riba, poput lososa i tunjevine, Zumance, sir, kao i
hrana obogacena vitaminom D (Slika 3) (4, 57, 58, 59, 60).

‘ ’ ’ lUltravioletnizraci

skeletni \\_ )
! migi éi nervni
7-Dehidroholesterol \ * sistem
2 Vitamin D-binding protein VDR
(DBP)

Holekalciferol » 25(OH)D

Ergokalciferol
(vitamin D2)
Holekalciferol
(vitamin D3)

. Dbaratiroidea

Vitamin D-25-hidroksilaza 25-hidroksivitamin D-1-
hidroksilaza

~

imuni sistem

Slika 3. Ciklus vitamina D i efekat na ciljne organe i tkiva
Preuzeto s https://www.mdpi.com/2072-6643/11/12/2861/htm, modifikovano

1.2.3. Receptor za vitamin D

Receptor vitamina D (VDR) pripada steroidnim receptorima i predstavlja transkripcioni
faktor koji je Siroko eksprimiran u razli€itim organima i tkivima, ukljucujuci kosti, mozak,
srce, koZu, gonade, prostatu i dojku. Vezivanje vitamina D na VDR omogucava brzo
vezivanje VDR-a za regulatorne regione ciljnih gena, ukljucujuéi transportne proteine koji
ucestvuju u apsorpciji kalcijuma u crevima (4). VDR takode reguliSe metabolizam Zucnih
kiselina u debelom crevu, diferencijaciju keratinocita u kozi, razvoju i ciklusu dermalnih
folikula dlake, kao i funkciju klju¢nih tipova ¢elija koji su ukljuceni u urodeni i adaptivni
imunitet (61). Hondrociti, osteoblasti i osteociti eksprimiraju VDR, $to ukazuje na to da bi
ove Celije mogle biti potencijalne mete za signalizaciju i suplementaciju vitamina D u OA.

Aktivacija VDR u osteoblastima dovodi do sinteze nekolagenih proteina, osteokalcina i
osteopontina, koji ¢ine koStani organski matriks. Vezivanje aktivnog oblika 1,25(0H)2D3
stimuliSe osteoblaste i osteocite da proizvode faktor rasta fibroblasta 23 (FGF23) (61).
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FGF23, PTH iz Stitne Zlezde i vitamin D zajedno reguliSu crevnu apsorpciju i bubreznu
ekskreciju kalcijuma i fosfata, kao i skladiStenje i uklanjanje ovih klju¢nih minerala iz
skeleta (62). FGF23 proizveden u osteocitima ima sistemske i lokalne efekte koji uticu na
mineralizaciju. Osteociti direktno uticu na remodeliranje kostiju inhibiranjem ili
stimulacijom osteoblasta i aktivnosti osteoklasta u cilju odrZavanja homeostaze kostiju,
stoga na sve ove funkcije delom utice i 1,25(0H)2D3 (4). FGF23 sniZava nivo fosfata
smanjivanjem kotransportera fosfata u bubregu, smanjujuc¢i tako reapsorpciju fosfata.
Smanjuje i hidroksilazu, enzim u bubregu, koji pretvara prekursor 25-hidroksivitamina D3
u njegov aktivni oblik 1,25(0H) ;D3. FGF23 takode indukuje ekspresiju 24-hidroksilaze,
enzima koji katabolizuje 1,25(0H)2D3 i smanjuje njegovo delovanje. 1,25(0H)2D3 je glavni
faktor povecanja proizvodnje FGF23 i FGF23 samoreguliSe proizvodnju tim negativnim
povratnim informacijama. Drugi faktori, kao $to su PTH i fosfat u serumu, mogu da
stimuliSu FGF23, ali vitamin D3 je njegov najznacajniji regulator (61, 63).

VDR protein se sastoji od DNK vezujuceg domena, velikog ligand vezujuceg domena i
regiona koji spaja dva pomenuta funkcionalna domena. Na svom N-terminalnom kraju VDR
poseduje A/B domen koji sadrzi ligand zavisni transkripcioni faktor funkcije 1 (AF1), koji
obavlja funkciju tkivno specificnog receptora, a na ovaj region se nastavlja DNK vezujuci
domen. Ligand vezuju¢i domen VDR proteina je kompleksne 3D strukture i sastoji se iz 12
a-heliks lanaca (H1-H12). Na suprotnom, C-terminalnom kraju VDR nalazi se domen koji
sadrzi ligand zavisni faktor funkcije 2 (AF2), preko koga se aktivira transkripcija (Slike 4. i
5.) (64).

AF1 DNK vezujuc¢i domen AF2
m ﬁ]
~ COOH
88 24|O 4.23

Ligand vezujuc¢i domen

Slika 4. VDR protein na prikazanoj shemi sadrzi DNK-vezuju¢i domen i ligand-vezujuci
domen, s regionom koji spaja ova dva funkcionalna domena. Na poziciji 1 je amidni, a na
poziciji 423 karboksilni aminokiselinski ostatak. AF1 i AF2 su ligand-zavisni transkripcioni
faktor, odnosno ligand-zavisni faktor funkcije.

(Preuzeto s https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4448919/, modifikovano)
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Slika 5. 3D model kristalne strukture ligand-vezuju¢eg domena vitamin D receptora, koji je
sastoji iz 12 a-heliks lanaca (H1-H12), s obeleZzenim N terminalnim i C terminalnim
krajevima.

(Preuzeto s https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4448919, modifikovano)

1.2.4. Gen koji kodira receptor za vitamin D

Gen koji kodira receptor za vitamin D veli¢ine je oko 100 kb i nalazi se na dugom kraku
hromozoma 12, lokus 12q13.1 (65). Zbog svoje klju¢ne uloge u regulaciji ekspresije preko
1000 gena, gen VDR i odgovarajucdi protein su ispitivani kod mnogih kompleksnih bolesti,
ukljucujuci i OA (Slika 6) (66).
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Slika 6. Egzon-intron struktura VDR gena i pozicije polimorfizama. Ljudski VDR gen lociran
je na hromozomu 12q, a sastoji se iz egzona 1-9, koji kodiraju Sest domena (A-F)
celokupnog VDR proteina i intronskih regiona.

(Preuzeto s https://www.researchgate.net/figure/Chromosomic-and-protein-domains-of-
the-Vitamin-D-receptor-The-human-VDR-gene-located-on_fig6_242753835 modifikovano)

Polimorfizmi u genu koji kodira receptor za vitamin D

Najces¢i tip varijacija u humanim populacijama je izmena jednog nukleotida u DNK
sekvenci, $to se oznacCava kao polimorfizam nukleotidne sekvence (Single Nucleotide
Polymorphism, SNP) (67). Geneticka promena se oznacava kao polimorfizam u slucaju da je
uCestalost najredeg alela (Minor Allele Frequency, MAF) u zdravoj populaciji manja od 1 %
ili 5 %.

Nekoliko polimorfizama gena VDR ispoljava funkcionalni imunomodulatorni efekat (68) i
utice na povecani rizik za nastanak reumatoidnog artritisa i degeneraciju intervertebralnog
diska (69) u razli¢itim populacijama, pa bi stoga mogli igrati znacajnu ulogu i u patogenezi
OA. Oko 500 polimorfizama nukleotidne sekvence (SNPs) u humanom VDR genu do sada je
opisano, a najopseznije proucene varijante su Fokl, Taql, Apal i EcoRV (65). Nihova imena
su inicijalno izvedena od naziva enzima restrikcionih endonukleaza koriS¢enih u RFLP
metodi (eng. Restriction Fragments Lenght Polymorphism), koja je omogucdila
diskriminacije genskih sekvenci. Danas se geneticki polimorfizmi u literaturi i bazama
podataka oznacavaju identifikacionim brojevima (rs, eng. Reference SNP ID).

Jedini dokazano funkcionalni polimorfizam je FokI (rs2228570) koji se nalazi u drugom
egzonu VDR gena. KarakteriSe se izmenjenom aminokiselinskom strukturom usled
supstitucije timina u citozin (ATG-ACG). Rezultat ove promene je nastanak dve varijante
VDR proteina, od kojih je jedna za tri aminokiseline duza od druge. U literaturi se T alel
Fokl polimorfizma obeleZava sa f, a C alel sa F. Duza varijanta VDR-a sintetiSe se u prisustvu
T alela, u suprotnom C alel sintetiSe kraci protein. Dokazano je da CC genotip pokazuje
skoro dva puta (1.7x) vecu translacionu aktivnost (4, 68).

Polimorfizmi Bsml (rs1544410) i Apal (rs7975232) locirani su u osmom intronu i nemaju
direktan uticaj na aktivnost VDR-a, dok je Taql (rs731236) lociran u devetom egzonu i
rezultat je sinonimne supstitucije kodona 352 (izoleucin), povezan s regulacijom stabilnosti
VDR mRNK i nivoa 25-hidroksivitamina D u serumu (65). [ dosadasnje studije su ukazivale
da Taql polimorfizam s genotipom CC pokazuje tri puta manji rizik za razvoj osteoartritisa
od osoba koje nose TT ili TC genotip (102).
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Polimorfizam EcoRV (A>G, rs4516035) nalazi se u regionu promotora VDR gena, a A alel
supstitucije sadrzi mesto vezivanja za faktor transkripcije GATA-3 (65).

1.2.5. Uloga vitamina D u razvoju osteoartritisa

Tkivne promene u OA, poput aberantnih remodelacija kosti, skleroze i stvaranja osteofita,
uzrokuju tri glavna ¢elijska tipa: osteoblasti, osteoklasti i hondrociti. Vitamin D ima niz
efekata na ove Celije pri osteoartritisu zahva¢enim zglobovima.

Vitamin D, tacnije 1,25(0H)2D3, stimuliSe osteoblasticnu mineralizaciju Kkostiju
aktiviranjem VDR. Studija s ¢elijskom kulturom OA osteoblasta pokazala je poveéanu
proliferaciju Celija posle tretmana vitaminom D u poredenju sa zdravim osteoblastima.
Nakon tretmana vitaminom D, proizvodnje osteokalcina i alkalne fosfataze, dva proteina
kljucna za mineralizaciju kostiju takode su bila znacajno ve¢a u OA osteoblastima u
poredenju sa zdravim i osteoporotskim (70). Druga studija je otkrila da 1,25(0H)2Ds3
indukuje znacajno vecu proizvodnju osteokalcina u ¢éelijama slicnim OA osteoblastima u
poredenju s kontrolama (71). Ovi nalazi sugeriSu da osteoblasti obolelih od OA, povecavaju
formiranje kostiju, kada ih indukuje vitamin D. To bi moglo dovesti do objasnjenja
subhondralne skleroze i stvaranja osteofita u naprednoj OA.

Tokom patogeneze OA razvija se opseZna vaskularna mreza u sinovijumu, meniskusima,
panusu, osteofitima i osteohondralnom ¢voru unutar zahvacéenih zglobova. Vaskularni rast
povezan je s gubitkom strukturnog integriteta hrskavice i napredovanjem bola kroz Sirenje
senzornih nerava (72). Nivo vaskularnog endotelnog faktora rasta (VEGF), glavni angiogeni
citokin, povezan je s tezinom OA. Ekspresija VEGF delimi¢no je regulisana 1,25(0H)2Ds3,
¢ime se vitamin D povezuje s napredovanjem bolesti (73).

Osteoklasti su specijalizovani makrofagi, uklju¢eni u resorpciju kostiju. Medutim, iako oni
ne eksprimiraju VDR, smatra se da vitamin D indirektno utice na njih putem osteoblasticke
aktivnosti (74). Osteoklastna aktivnost regulisana je preko osteoblasta i receptorskog
sistema RANK-RANKL (Receptor Activator of Nuclear Factor kappa-B Ligand) i
osteoprotegrina (OPG), koji su kod osoba koje boluju od OA znatno niZe eksprimirane
(Slika 7) (4, 77). RANKL stvaraju osteoblasti i osteociti stimulisani paratireoidnim
hormonom (PTH), vitaminom D, i/ili prostaglandinom 2 (PGE2). RANKL se vezuje za RANK,
receptore na membrani preosteoklasta, osteoklastnih prekursora, $to za posledicu ima
resorpciju kostanog tkiva od strane zrelih osteoklasta. Osteoprotegerin (OPG) vezuje se za
RANKIL, dovodec¢i do inhibicije RANK signala i resorpcije kostiju. RANK/RANKL kompleks
takode ima ulogu u regulaciji imunskog odgovora. Naime, T limfociti eksprimiraju RANKL,
koji moze delovati kako na preosteoklaste, tako i na dendriti¢ne ¢elije - dendrocite (DCs),
stimuliSuci njihovo preZivljavanje. S druge strane, dendrociti (DCs) pokazuju sposobnost da
sekrecijom  osteoprotegrina (OPG) moduliraju efekat RANK-om uslovljene
osteoklastogeneze. HSC, hematopoetska mati¢na (stem) Celija; MSC, mesenhimalna mati¢na
(stem) celija (Slika 7) (4, 77).
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Slika 7. Uloga RANKL/RANK/OPG osovine na homeostazu koStanog tkiva i imunog sistema.
RANKIL, kojeg produkuju osteoblasti i osteociti stimulisani paratireoidnim hormonom
(PTH), vitaminom D i/ili prostaglandinom 2 (PGE2), vezuje se za RANK receptor na
membrani preosteoklasta, Sto dovodi do resorpcije koStanog i modulacije imunskog
odgovora. T limfociti takode eksprimiraju RANKL, koji moZe delovati kako na
preosteoklaste i na dendriti¢ne celije koje sekrecijom osteoprotegrina (OPG), moduliraju
efekat RANK-om uslovljenu osteoklastogenezu. HSC, hematopoetska maticna (stem) Celija;
MSC, mesenhimalna mati¢na (stem) celija.

(Preuzeto s https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fonc.2020.01283/full modifikovano)

Hondrociti su odgovorni za proizvodnju i odrZavanje vancelijskog matriksa u hrskavici. U
OA postoji neravnoteza izmedu anabolickih i kataboli¢kih procesa, sto dovodi do unistenja i
gubitka zglobnih hrskavica. Osteoartriticni hondrociti imaju vecu ekspresiju VDR u odnosu
na zdrave Celije. Ekspresija VDR povezana je s ekspresijom matriksnih metaloproteinaza,
konkretno MMP-1, MMP-3 i MMP-9, enzima koji razgraduju kosti i hrskavice, Sto pogorsava
OA (75). 1,25(0H)2D3 i anorganski fosfat ukljuceni su u hipertrofiju i poremecenu
mineralizaciju osteoartriticnih hondrocita putem signalizacije FGF-23 (76), Sto sugeriSe da
vitamin D ima negativan uticaj na hrskavicu u OA.
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1.2.5.1. Deficijencija vitamina D i osteoartritis

Hipovitaminoza vitamina D definisana je kao nivo serumskog 25(0H)D3 u koncentracijji
ispod 20ng/mL. Hipovitaminoza prevladava medu starijom populacijom, buduéi da
sposobnost koze da proizvodi vitamin D opada sa staro$¢u. Cesto postoji kod osoba s
osteoartritisom, a velikom procentu pacijenata s reumatologijom nedostaje vitamin D (78,
79). Medutim, efekat hipovitaminoze D na razvoj i progresiju OA jo$ uvek nije jasan. Do
danas postoji mnogo studija s oprecnim rezultatima, gde u nekima nije pokazana
povezanost s OA povezanost izmedu niskog nivoa 25(0OH)D3 u serumu i povecanog rizika
od razvoja OA kuka ili kolena tokom deset godina (26, 82). S druge strane, visSe studija je
ukazalo na povezanost izmedu niskih 25(0OH)D3 nivoa i OA (83, 85, 86), kao i da nizak
prehrambeni unos vitamina D povecava rizik od napredovanja OA kolena (84).
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2. CILJEVI RADA

Nekoliko studija istraZivalo je povezanost nivoa vitamina D i polimorfizama u receptoru za
vitamin D s predispozicijom za pojavu osteoartritisa, ali je rezultiralo nedoslednim
nalazima. Koliko nam je poznato, polimorfizam EcoRV nije prethodno ispitivan kod OA, dok
polimorfizmi VDR ispitivani kod pacijenata s OA u domacoj populaciji nisu imali brojnost
uzorka kao u naSem istraZivanju. Cilj ovog istraZivanja bio je da analizira povezanost
polimorfizama gena receptora za vitamin D s predispozicijom i klinickopatoloSkim
karakteristikama pacijenata s osteoartritisom u srpskoj populaciji.

1. Utvrdivanje ucestalosti alela i genotipova polimorfizama FokI (rs2228570), Apal
(rs7975232) i Taql (rs731236) VDR gena, u grupi pacijenata s osteoartritisom velikih
zglobova i kod ispitanika kontrolne grupe

2. Utvrdivanje povezanosti ispitivanih polimorfizama VDR gena s rizikom za nastanak
osteoartritisa velikih zlobova

3. Ispitivanje povezanosti polimorfizama Fokl (rs2228570), Taql (rs731236) i Apal
(rs7975232), VDR gena s demografskim, etioloSkim i relevantnim klinickopatoloskim
parametrima pacijenata s OA: BMI, pojava bola u drugim zglobovima, pojava otoka, rana
pojava bolesti, rana menopauza, povrede i porodi¢na anamneza)

4, Utvrdivanje eventualnih razlika u povezanosti ispitivanih polimorfizama s rizikom i
klinickopatoloskim parametrima izmedu pacijenata s osteoartritisom kuka i pacijenata s
osteoartritisom kolena

5. [spitivanje postojanja gametske neravnoteZe vezanosti izmedu FokI, Apal i Taql
polimorfizama VDR gena, kao i utvrdivanje distribucije identifikovanih haplotipova u grupi
pacijenata S osteoartritisom i u kontrolnoj grupi.
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3. HIPOTEZE

. Razlike u uclestalostima genotipova polimorfizama VDR gena izmedu grupe
pacijenata s osteoartritisom i kontrolne grupe zdravih osoba ukazale bi na potencijalnu
povezanost polimorfizama ovog gena s rizikom za pojavu OA kod pacijenata u nasoj
populaciji

. Polimorfizmi Fokl, Taql i Apal u VDR genu mogli bi biti povezani s demografskim,
etioloSkim i/ili klinickopatoloskim parametrima kod pacijenata s osteoartritisom

. Postojanje gametske neravnoteZe vezanosti izmedu istrazivanih polimorfizama VDR
gena i znacajne razlike u distribuciji haplotipova Fokl/Taql/Apal VDR gena izmedu grupe
pacijenata s osteoartritisom i kontrolne grupe ukazalo bi na postojanje haplotipova VDR
gena koji nose poviSeni rizik za nastanak osteoartritisa.
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4. MATERIJAL I METODE

Informisana saglasnost dobijena je od svih ispitanika, pojedina¢ni podaci zaSti¢eni tokom
istrazivanja, a studiju je odobrio Eticki komitet VMA, Beograd, odobrenja br. 09/07/2014. i
56/2019. Svi postupci bili su u skladu s HelsinSkom deklaracijom iz 1964. i njenim kasnijim
izmenama ili uporedivim etickim standardima.

4.1 Ucesnici studije

U naSoj bolnickoj studiji, koja je kontrolisala slucajeve, ucestvovala su 94 pacijenta s
osteoartritisom koji su podvrgnuti totalnoj zameni zgloba kuka ili kolena, kao i kontrolna
grupa od 100 zdravih osoba. Osnovne karakteristike su predstavljene u tabeli 3. Od ukupno
94 pacijenta s radiografski potvrdenim primarnim osteoartritisom, 60 pacijenata (64 %)
podvrgnuto je totalnoj zameni kuka, dok su 34 pacijenta (36 %) ukupno imala zamenu
kolena na Klinici za ortopedsku hirurgiju i Traumatologiji nase ustanove, u periodu 2015-
2018. Kriterijumi za izuzece u grupi bolesnika s OA bili su sekundarni osteoartritis od
traume ili hirurgije, urodeni sindromi, urodena displazija kuka i razvojni poremecaji,
infekcija, giht, reumatoidni artritis i hormonski ili metabolicki poremecaji. U kontrolnoj
grupi od 100 zdravih osoba kriterijumi za izuzece bili su pojava klinickih manifestacija OA
ili drugih sistemskih inflamatornih ili autoimunskih bolesti, i istorija maligniteta. Svi
ucesnici su bili belci iste nacionalnosti.

U grupi pacijenata s osteoartritisom, bilo je __ pacijenata muskog, a _ Zenskog pola.
Kontrolnu grupu ¢inilo je _ musSkaraca i _ Zena. U grupi pacijenata, medijana godina bila je
55. U kontrolnoj grupi medijana je bila 53 godine.

Prilikom pregleda pacijenata s dijagnostikovanim osteoartritisom, od strane nadleZnog
lekara, pored podataka o polu i godinama, dobijeni su podaci i o indeksu telesne mase,
dugotrajnom sedenju i stajanju, sportskim aktivnostima ispitanika, ukljucujuéi i
stratifikaciju intenziteta (peSacenje, rekreativni ili aktivni sport), kao i registrovanim
povredama zglobova, ali i podaci o bolnim stanjima ki¢menog stuba i ostalim zglobovima,
porodic¢no opterecenje, pusenje, Siroko povijanje u prvih Sest meseci Zivota, vreme pocetka
tegoba, reumatoidni artritis, psorijati¢ni artritis, Behterova bolest, pocetak i prestanak
menstrualnog ciklusa i koriS¢enje pomagala (Stap, Stake, invalidska kolica).
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Tabela 3. Osnovne karakteristike pacijenata obolelih od osteoartritisa koji su ukljuceni u

ispitivanje.

(<45. godine)

) Ukupno % OA kuka % OA %
Varijable 0A (N = 60) kolena
(N = 94) (N = 34)
Pol muskarci 35 37.23 26 43.33 9 26.47
zene 59 62.77 34 56.67 25 73.53
Starost® <70 45 47.87 26 43.33 19 55.88
(godine) >70 49 52.13 34 56.67 15 4412
Pusenje Da 17 18.09 49 81.67 28 82.35
Ne 77 81.91 11 18.33 6 17.65
Visoka fizicka | Da 20 21.28 47 78.33 27 79.41
aktivnost Ne 74 78.72 13 21.67 7 20.59
Povrede Da 33 35.11 38 63.33 23 67.65
Ne 61 64.89 22 36.67 11 32.35
Porodicna Da 38 40.43 34 56.67 21 61.76
anamneza Ne 55 58.51 25 41.67 13 38.24
Rani pocetak | <55 52 55.32 33 55.00 19 55.88
0OA >55 42 44.68 27 45.00 15 4412
BMI <25 32 34.04 24 40.00 8 23.53
(kg/m2) 25-30 40 42.55 23 38.33 17 50.00
>30 22 23.40 13 21.67 9 26.47
Menopauza Da 55 58.51 32 53.33 23 67.65
Ne 4 4.26 2 3.33 2 5.88
Rana Da 15 15.96 9 15.00 6 17.65
menopauza® | 40 42.55 23 38.33 17 50.00

OA - osteoartritis;
BMI - Body Mass Index (indeks telesne mase);

*Srednja vrednost godina
#Broj Zena s ranim pocCetkom menopauze
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4.2 Bioloski uzorci i izolacija DNK

Za genetske analize od ispitanika je uzimano je po 5 ml krvi, gde je kao antikoagulans
koriS¢en natrijum-citrat. Uzorci krvi su do izolacije DNK ¢uvani na -20°C. Genomska DNK je
izolovana upotrebom PureLink Genomic DNA Mini Kit (Life Techonologies, SAD). Prema
uputstvu proizvodaca, izolacija genomske DNK obuhvata liziranje eritrocita puferom, gde je
u 200 pl periferne krvi dodato 700 pl pufera za lizu cCelija s proteinazom K. Digestija
proteina vrSena je enzimskom denaturacijom proteina s proteinazom K na 55°C u
optimizovanom puferu koji omogucava povecanu aktivnost proteinaze K. Nakon dobijanja
lizata, DNK se brzo preciS¢ava iz lizata postupkom centrifugiranja zasnovanog na
kolonicama (2-3 min/14 000 rpm). Lizat se pomesa s etanolom i PureLink® puferom koji
omogucava vezivanje DNK za PureLink® Spin Column, membranu na bazi silicijum
dioksida u koloni, a proteini, necistoc¢e i inhibitori PCR reakcija uklanjaju se viSestrukim
ispiranjem s puferima za ispiranje uz centrifugiranje. Genomska DNK zatim se eluira s
membrane kolona puferom za eluciju PureLink® Genomic Elution Buffer (10 mM Tris-HCI,
pH 9,0, 0,1 mM EDTA). Prinos iz 200 pl pune krvi bio je oko 5 pg ukupne DNK.

Kvalitet i koncentracija izolovane DNK proveravani su spektrofotometrom. Talasna duzina
na kojoj DNK apsorbuju maksimum svetlosti je 260 nm, pa koli¢ina apsorbovane svetlosti
na toj talasnoj duZini odgovara koncentraciji DNK u ispitivanom uzorku. Cisto¢a uzorka
DNK na spektrofotometru proveravana je merenjem apsorbance na 230, 280 i 340 nm.
[zolovana DNK je ¢uvana na -20°C.

23



4.3 Genotipizacija polimorfizama nukleotidne sekvence Fokl (rs2228570) i Taql
(rs731236) Apal (rs7975232) i EcoRV (rs4516035) u VDR genu

Ovo istrazivanje bavilo se odredivanjem varijanti gena koji kodiraju VDR, i to FokI
(rs2228570) kao za sada jedini opisani polimorfizam koji menja funkciju VDR, ali i Taql
(rs731236), Apal (rs7975232) i EcoRV (rs4516035) zbog ucestvovanja u strukturi
halotipskog bloka u blizini 3’'UTR kraja VDR gena. Metodom lanc¢ane reakcije polimerizacije
u realnom vremenu na Real Time PCR uredaju 7300 Applied Biosystems izvedena je
genotipizacija polimorfizama, a uz pomo¢ TagMan eseja (TagMan® SNPs Genotyping
Assay), Ciji su identifikacioni brojevi navedeni u tabeli 4.

Tabela 4. Polimorfizmi VDR gena analizirani TagMan® tehnologijom

Gen | Polimorfizam | rs broj ID TagMan esej
FokI rs2228570 | C_12060045_20
Taql rs731236 C_2404008_10

=

g, | Apal (rs7975232) | C_28977635_10

=4

E EcoRV (rs4516035) | C_2880805_10

Za genotipizaciju je koris¢eno 2pl genomske DNK, kao i master miks koji je sadrzao 10 pl
TagMan Universal PCR Master Mix (2x koncentrovan), 0.5 pl TagMan SNP Genotyping
Assay (40X) i sterilnu, redestilovanu vodu (7,5 pl). PCR smeS$a (master mix) osim sva Cetiri
nukleotida sadrzi i jone Mg+*2, koji je kofaktor aktivacije Taq polimeraze. Finalna zapremina
reakcione sme$e iznosila je 20uL, a nakon inicijalne denaturacije na 95°C, reakcije
denaturacije i elongacije lan¢ano su se odvijale u 40 ciklusa. Negativna kontrola PCR
reakcije sadrZala je sve komponente koriS¢ene PCR smeSe, osim genomske DNK, i time je
sluzila za proveru potencijalne kontaminacije hemikalija. Temperaturni profil Real Time
PCR reakcije prikazan je u tabeli 5.

Tabela 5. Temperaturni profil Real Time PCR reakcije

Faze Real Time PCR reakcije | Temperatura | Trajanje | Broj ciklusa
Inicijalna denaturacija 95°C 10 minuta | 1
Denaturacija 95°C 15 40

sekundi
Hibridizacija probe i| 60°C 1 minut
elongacija
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Komercijalno dostupni eseji za genotipizaciju TagMan tehnologijom sadrZe dva para
prajmera, uzvodnog (engl. Forward - F) i nizvodnog (engl. Reverse - R), kao i dve TagMan
probe, jednu koja je specifi¢na za izvorni wt oblik gena, a drugu specifi¢cnu za mutirani alel.
TagMan probe su jednolancane oligonukleotidne sekvence komplementarne ciljnoj
sekvenci. Na 5’ kraju ili R kraju probe nalazi se reporterska fluorescentna boja (FAM ili
VIC), a na 3’ ili Q kraju nalazi se prigusiva¢ (engl. Quencher), koji sprecava fluorescenciju
reporterske boje kada se one nalaze na bliskoj udaljenosti, odnosno pre pocetka reakcije i
aktivnosti Taq polimeraze. Usled toga, pre reakcije elongacije proba ne fluorescira.
Prigusivac inhibira fluorescenciju reporterske boje kada se one nalaze na maloj udaljenosti
preko transfera energije fluorescentnom rezonancijom (engl. Fluorescence Resonance
Energy Transfer - FRET). Tokom Real-time PCR reakcije, za uzvodni prajmer vezuje se
enzim Taq polimeraza, koja osim sposobnosti katalizovanja polimerizacije nukleotida ima i
egzonukleaznu sposobnost, kojom sece hibridizovanu probu kada do nje dode. Proba
specificna s wt alel obeleZena je jednom reporterskom bojom (npr. VIC), a proba specifi¢na
za mutirani alel obeleZena je s drugom reporterskom bojom (npr. FAM), koje fluoresciraju
na razli¢itim talasnim duZinama. U zavisnosti koja se proba specificno vezala, proba
komplementarna s wt ili mutiranim alelom, do¢i ¢e do isecanja probe, ¢ime e se razdvojiti
reporterska boja i prigusivac. Reporterska boja ¢e fluorescirati, Sto ¢e u realnom vremenu
aparat registrovati pomocu specificnog lasera. Tako ¢e se kod osoba koje imaju oba wt alela
registrovati samo jedan signal (npr VIC), kod osoba koja imaju oba mutirana alela jedan
signal, ali druge reporterske boje (npr. FAM), dok ¢e kod heterozigora biti registrovana oba
alela, odnosno fluorescenca obe reporterske boje (Slika 8).

1. Komponente eseja i lanac DNK molekula prigugivaé
uzvodni prajmer -
X » proba /"“’s
& oo Y nizvodni praimer
“
3 3
e DNK lanac \
I [ITITLILT [l B
3 5
= . i 5 LEGENDA
2 Denaturacija lanca DNK i zagrevanje . 3 !
prigusivac
g - fluorescentna
2 2 AGS . - =
uzvodni prajmer Q‘ proba /‘ nizvodni prajmer QJ reporterska boja
R v
\ @ Q kraj probe
P> MGE  priguSivac
3 3
v Taq polimeraza
" . PP ss . 5 3
3 Polimerizacija i generacija signala - 1410
> & Z proba
nizvodni prajmer o
proba ~ rajmer
sz L & —_— Pl
uzvodni prajmer ‘,‘b 3 - . _ DNK lanac
7 + A P : -
| ] o B 0 - novosintetisani |

=t

I I

DNK lanac

Slika 8. Princip alelske diskriminacije polimorfizama nukleotidne sekvence TagqMan
tehnologijom (preuzeto, broSura: "TaqMan Assays for genetic variation research”, Thermo
Fisher Scientific, modifikovano). Objasnjenje slike dato je u tekstu.
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Intenzitet fluorescence odgovara koli¢ini DNK prisutne u reakciji nakon svakog ciklusa
elongacije i u teoriji dolazi do udvajanja DNK u svakom ciklusu PCR reakcije, dvostrukog
uvecanja i eksponencijalnog rasta fluorescence. Kada se komponente smeSe potrose
reakcija se usporava i fluorescenca poprima sigmoidalan oblik krive. Genotipovi su
detektovani i analizirani pomoc¢u SDS softvera, v. 2.3 (Applied Biosystems, SAD).

4.4 Statisticka analiza
Statistic¢ka analiza izvrSena je koriS¢enjem SPSS verzije 20.00.

Utvrdivanje razlika ucestalosti alela i genotipova kod obolelih i u kontrolnoj grupi ili
povezanost polimorfizama gena Fokl, Taql i Apal VDR s demografskim i etioloskim
podacima, izracunati su pomoc¢u neparametarskog hi-kvadrata (x2) ili Fisher Exact testa.
Kada su dobijene ucestalosti bile manje od 5 %, koris¢en je FiSerov egzaktni test.

Povezanost polimorfizama Fokl, Taql, Apal i EcoRV VDR s rastu¢om genetskom
predispozicijom na osteoartritis procenjena je s prilagodenim odnosima Sansi (Odds Ratio
- OR). Odnosi sansi_(OR) i intervali poverenja od 95 % (95 % CI - Confidance Interval)
izraCunati su koriS¢enjem bezuslovne logistiCke regresione analize, prilagodene starosti i
polu, koji se smatraju potencijalnim zbunjuju¢im faktorima. Recesivni genetski model
(genotip divljeg tipa nasuprot kombinovanom heterozigotnom i mutiranom genotipu), kao
i dominantni (kombinovani genotip divljeg tipa i heterozigotni nasuprot mutiranom
genotipu) i aditivni modeli analiziranih varijanti gena VDR ukljuceni su u proracun rizika
od OA.

Vrednosti p manje od 0,05 smatrane su statisticki znacajnim.
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5. REZULTATI

Za raspolozivu veliCinu uzorka od 94 slucaja i 100 kontrola, prema ucestalosti malih alela
pojedinih VDR SNP-ova u slucajevima i kontrolama u nasoj kohorti, prose¢na snaga nase
studije bila je 0,83, s nivoom znacajnosti 0,05.

Ucestalosti genotipova ispitivanih polimorfizama VDR gena kod pacijenata s OA i kontrolne
grupe prikazani su u tabeli 6. NaSi rezultati su ukazali na znacajnu razliku u Taql
distribuciji genotipa VDR izmedu ukupne grupe pacijenata s OA i zdravih kontrola (p =
0,003), dok smo primetili tendencija ka razli¢itoj ucestalosti genotipa u polimorfizmu Fokl
VDR (p = 0,053) (Tabela 6). Analiza specificna za zglobove otkrila je znacajne razlike u
distribuciji genotipa Taql VDR kod pacijenata s OA kuka (p = 0,009) i osteoartritisom
kolena (p = 0,030 ), u poredenju s kontrolama (Tabela 6). Nismo primetili razlike u
distribuciji genotipa za Apal i EcoRV VDR polimorfizme, (Tabela 6).

Tabela 6. Ucestalost genotipova ispitivanih varijanti VDR gena u kontrolnoj i grupi s
osteoartritisom

Pacijenti s OA
Varijante VDR | Genoti | Controln Ukupno 0A
gena p a 0A p* 0A kuka p* | Kolena p*
(N=100) | (N=94) (N=60) (N=34)
TT 46 22 15 7
Taql TC 40 48 0.003 27 0.009 21 0.030
(rs731236)
cC 14 24 18 6
TT 28 13 9 4
FokI TC 41 47 0.053 34 0.091 13 0.067
(rs2228570)
cC 31 34 17 17
CC 25 35 24 11
Apal 0.120 0.110 0.526
(rs7975232) CA 56 48 29 19
AA 19 11 7 4
AA 30 27 18 9
EcoRV
(rs4516035) AG 38 41 0.702 28 0.435 13 0.908
GG 32 26 14 12

OA - osteoartritis®: Parametri istaknuti zatamnjenim brojevima pokazuju statisticki znacajne p-vrednosti
(p<0.05)
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Procenjena je logisticka regresija za procenu rizika od OA. Starost i pol su ukljuceni kao
zbunjujuce varijable, jer su oni dobro poznati faktori rizika za primarni osteoartritis.
Rezultati prilagodene analize odnosa Sansi pokazali su da je polimorfizam VDR Taql
znacajno povezan s povecanim rizikom od OA u recesivnom modelu (TC + CC genotipovi
naspram TT (OR = 1.678, p = 0.001)), kao i u aditivnom modelu (OR = 1,986, p = 0,001), dok
nije utvrdena povezanost u dominantnom genetskom modelu (Tabela 7). Poredenje
pacijenata s OA s kontrolnim subjektima ukazalo je da osobe s TC i CC genotipom VDR Taql
polimorfizma imaju vedi rizik od OA (OR = 2,539, p = 0,006 i OR = 3,662, p = 0,003,
respektivno).

VDR FokI polimorfizam znacajno je povecao rizik od OA u recesivnom modelu (OR = 1,561,
p = 0,017), ali ne i u dominantnom ili aditivnom genetickom modelu (Tabela 7). U
poredenju s divljim tipom TT genotipa, TC i CC genotipovi VDR FokI polimorfizma imaju
poviSen rizik od OA (OR = 2.507, p = 0.022, odnosno OR = 2.347, p = 0.042 (Tabela 7).

Tabela 7. Povezanost varijanti Taql i Fokl VDR gena s rizikom za pojavu osteoartritisa

(0A)
OA pacijenti OA kuka 0OA kolena
Varijante VDR Model Genotip OR OR OR
gena prilagodeno s p* prilagodeno s p* prilagodeno s p*
[95 % CIJ# [95 % CIJ# [95 % CIJ#
TT 1.000 Ref 1.000 Ref. 1.000 Ref
. 2.539 1.935 3.921
Tacl Genotip TC 11.299-4962] | %096 | 10885-4.2291 | %09 | [1474-104317] %000
aq 3.662 3.724 3.056
(rs731236) cc [1.561-8592] | %993 | [1472-9.4231 | %99 | [0.848-11.022]| %988
. TT vs. 1.678 2.396 1.923
Recesivno | tcyce | [1.222-2303] | %991 | [1.159-4955) | %018 | [1199-3.0841 | %997
" 1.986 1.930 1.916
Aditivno ' [1302-3.030] | %91 | [1216-3063) | %9%° | (107134277 | %028
TT 1.000 Ref 1.000 Ref. 1.000 Ref.
. 2.507 2.792 2215
Genotip Tc [1.144-5494] | %922 | 11140-6839] | %9%° | [0.648-7.568] | %0°
Fokl 2.347 1.592 4556
(rs2228570) cc 11.031-5.341] | %%%2 | 10.605-0.1901 | %3*° | [1325-15.6727] %016
. TT vs. 1.561 2.231 3.097
Recesivno | o cc | rosz-22521 | %977 | [0964-5.162] | %91 | [0.995-9.686] | *0°¢
N 1.443 1.181 2.117
Aditivno ] [0.972-2.145] | %%° | [o754-1.848] | %% | [1.182-3793 | %012

¥ - Prilagodeno po polu i starosti; parametri istaknuti zatamnjenim brojevima pokazuju
statisticki znacajne p-vrednosti (p < 0.05); Ref - referentni genotip
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U analizi specifitnoj za zglobove, u aditivnom modelu, polimorfizam VDR Taql povezan je
sa znacajno povecanim rizikom za OA kuka (OR = 1,930, p = 0,005) i OA kolena (OR = 1,916,
p = 0,028), dok je polimorfizam VDR FoKI je povezan sa znacajno povecanim rizikom od OA
kolena (OR = 2,117, p = 0,012), ali ne i OA kuka (OR = 1,181, p = 0,468). Zajednicki
stratifikovana analiza pokazuje da je CC genotip VDR Taql povezan s poveanom
prevalencijom OA kuka (OR = 3,724, p = 0,006), dok je TC genotip povezan s povecanim
rizikom za OA kolena (OR = 3,921, p = 0,006) (Tabela 7). TC genotip VDR FokI povezan je s
povecanim rizikom od OA kuka (OR = 2,792, p = 0,025), dok je homozigotni CC mutirani
genotip povezan s povecanim rizikom od OA kolena (OR = 4,5556, p = 0,016) (Tabela 7).

Tabela 8. Povezanost varijanti Apal i EcoRV VDR gena s rizikom za pojavu osteoartritisa

(0A)
OA pacijenti 0OA kuka 0OA kolena
Varijante VDR Model Genotip OR OR OR
prilagodeno s p* prilagodeno s p’ prilagodeno s D’
[95 % CI]* [95 % CI]* [95 % CI]*
cc 1.000 Ref 1.000 Ref 1.000 Ref
_ 0.618 0.542 0.774
Aoal Genotip cA 10324-1176] | %1% | 10263-11171 | %97 | [0.316-1.899] 0.576
pa 0.424 0.408 0.470
(rs7975232) AA 10171-1.049] | %993 | 10.144-11531 | %1 | (01281728 | 0%%°
. CCvs. 0.754 0.509 0.833
Recesivno | oo an | os54-1.028] | %97 | [0255-1.017] | %%°° | [o541-12841 | *4°
N 0.644 0.613 0.704
Aditivno [0416-0997] | %%% | [0372-1.013] | %°° | [o3s2-1297) | 260
AA 1.000 Ref 1.000 Ref 1.000 Ref
_ 1.236 1.284 1.164
Genotip AG [0.622-2456] | %°*° | 059427741 | *°%° | [0435-3113] | ©7%3
EcoRV 0.881 0.725 1.238
(rs4516035) GG [0.422-1843] | %77 | 10305-1.7271 | ®*#%% | [0.452-3389] | %677
. AAvs. 1.035 1.012 1.095
Recesivno | yci66 | [0759-1411] | 830 | (071214391 | %°* | [0704-17017 | %688
N 0.939 0.863 1111
Aditivno [0.650-1356] | %73¢ | 10566-13171 | %** | [0674-1831] | %681

# - Prilagodeno po polu i starosti; parametri istaknuti zatamnjenim brojevima pokazuju
statisticki znacajne p-vrednosti (p < 0.05); Ref - referentni genotip

Nasa studija nije pokazala povezanost polimorfizma EcoRV s predispozicijom za
osteoartritis ili klinickim karakteristikama pacijenata s OA (Tabela 8).

U aditivnom modelu, polimorfizam VDR Apal povezan je sa smanjenim rizikom za OA (OR =
0,644, p = 0,049). Primetili smo tendenciju ka niZoj prevalenciji OA u genotipu AA u
poredenju s CC genotipom (OR = 0,424, p = 0,063) (Tabela 8).
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Analiza povezanosti izmedu varijanti gena VDR i demografskih faktora i faktora rizika za
OA ukazala je da polimorfizam EcoRV pokazuje tendenciju (p=0,050) vece ucestalosti
mutiranog genotipa kod starijih pacijenata (Tabela 9).

Tabela 9. Povezanost varijanti VDR gena s demografskim karakteristikama i faktorima

rizika za nastanak osteoartritisa (OA)

. . .| Uku Taql FokKI Apal EcoRV
Demografski faktori i o (rs731236) (rs2228570) (rs7975232) (rs4516035)
faktori rizika

N Tr | TC [ cc | TT [ TC [ cc [ cc | ca | AA | AA | AG | GG
Mugkarci | 35 7 15|13 6 | 18] 11]14]17] 4| 7 | 18] 10
Pol Zene 59 15 33|11 7 [ 29232131 7 |20 23] 16
p 0.138 0.666 0.911 0.321
<70 45 1323 9| 5 | 2416|1721 7 |12]25] 8
Godine
18 >70 49 9 |25 | 15| 8 | 23| 18| 18| 27| 4 | 15| 16 | 18
(medijana)
p 0.342 0.718 0.489 0.050
Da 17 s | 8| 4| 1]l10] 6] 7] 9] 1]2]36]21
Pusenje Ne 77 17 |40 | 20| 12 37282839 |10 7| 5 | s
p 0.811 0.529 0.704 0.349
Visok nivo | D2 20 3 | 9|8 | 4] 7] 9] 8 ]10]| 2 |20]33]21
fizitke Ne 74 19 39| 16| 9 |40 ] 25]27]38| 9| 7| 8] s
aktivnosti | 0.220 0.303 0.941 0.783
Da 33 7 1313 3 [19]11]11]16] 6 | 18] 24] 19
Prethodne o 61 15 35 | 11|10 |28 2324325 |9 |17]7
povrede
p 0.071 0.467 0.350 0.466

BMI - Body Mass Index (Indeks telesne mase);
parametri istaknuti zatamnjenim brojevima pokazuju statisticki znacajne p-vrednosti

(p<0.05)

#Broj Zena s podatkom o ranom pocetku menopauze

30




Polimorfizmi VDR Taql i Fokl znacajno povezani s pojavom trajnog hroni¢nog bola (p =
0,005, odnosno p = 0,027) (Tabela 10). Apal VDR polimorfizam je povezan s porodi¢cnom

istorijom OA (p = 0,004) (Tabela 10).

Tabela 10. Povezanost varijanti VDR gena s demografskim karakteristikama i faktorima

rizika za nastanak osteoartritisa (OA)

. . .| Uku Taql FokKI Apal EcoRV
Demografski faktori i o (rs731236) (rs2228570) (rs7975232) (rs4516035)
faktori rizika

N TT | TC | CC | TT | TC | CC | CC | CA | AA | AA | AG | GG

Pozitivna Da 38 10 |19 | 9 | 3 |22 |13 |22 | 13| 3 | 14 | 28 | 13

porodic¢na Ne 55 12 28 15 25 21 13 35 7 13 12 13
anamneza |, 0.857 0.362 0.004 0.179

_ <55 52 9 |27 |16 | 9 | 26 | 17 | 23 | 25| 4 | 17 | 22 | 13

gf)‘?;tak >55 42 13 21| 8 | 4 |21 |17 |12 | 23| 7 | 10 | 19 | 13
p 0.211 0.495 0.189 0.612

<25 32 1 |17 | 4 | 2 |16 | 14 |12 | 17| 3 | 7 | 16 | 9

BMI 25-30 40 8 |20 12| 8 |20 | 12 | 14 | 22 | 4 | 13 | 15 | 12

(kg/m?) >30 22 3 | 11| 8 3 |11 | 8 9 9 4 7 | 10 | 5
p 0.182 0.499 0.779 0.785

Da 55 14 |30 | 11 | 7 | 26 | 22 | 20 | 29 19 | 21 | 15

Menopauza | Ne 4 1 3 0 3 1 1 2 1 1 2 1
p 0.583 0.520 0.682 0.887

Rana Da 15 4 | 8 | 3 8 | 3 6 | 6 7 | 6 | 2

menopauza* | Ne 40 10 20 8 3 18 19 14 23 3 12 15 13
(<45 godina) | , 0.991 0.068 0.321 0.307

| Dpa 56 17 | 31| 8 | 3 [ 30|23 |23 26| 7 | 9 |19 9

Eslmsma’“c‘ Ne 37 s |16 16| 9 | 17|11 ]12]21] 4 |17]22] 17
p 0.005 0.027 0.617 0.518
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Postoji tendencija povezanosti izmedu polimorfizma FokI i kasnijeg pocetka bolesti
(<55), u odnosu na kontrolnu grupu, p = 0.050. U stratifikovanoj analizi kod osoba
starijih od 55 godina postoji znacajna razlika u ucestalosti genotipova za Fokl
polimorfizam izmedu obolelih od OA i kontrolne grupe, p=0,027, sa znacajno veéom
ucestalo$¢u mutiranog genotipa ovog polimorfizma kod obolelih, Slika 9.a). Kod osoba
mladih od 55 godina nije uocena razlika u uSestalostima izmedu genotipova Fokl
polimorfizma u odnosu na kontrolnu grupu, p = 0,223, Slika 9.b).

Poéetak bolesti 2 55 god. Podéetak bolesti <55 god.

o p=0,027 | @™ p=0,223 |“gn™*
@1 5 ]

Takode, u stratifikovanoj analizi u odnosu na pol uocili smo povezanost Fokl polimorfizma
s rizikom za nastanak OA kod Zenskog pola u odnosu na kontrolnu grupu, p=0,016, Slika
10.a). Kod muskog pola razlika nije bila znac¢ajna, p=0,105, Slika 10.b).

Zenski pol Muski pol

Osteoartritis

mo

20 p=0,016 | Oz p=0,105
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Znacajnu razliku u ucestalostima genotipova u odnosu na pol uocili smo i za Taql
polimorfizam, p = 0,003. U statifikovanoj analizi kod muskog pola smo uocili manju
ucestalost wt i heterozigota, a vecu ucestalost mutiranog genotipa Taql polimorfizma kod
obolelih od OA u odnosu na kontrolnu grupu, p = 0,037, Slika 11.a). Kod Zenskog pola
uocena nesto drugacija distribucija genotipova i ve¢a ucestalost heterozigota i mutiranih
homozigota u odnosu na kontrolnu grupu, p = 0,006, Slika 11.b).

Zenski pol Muski pol

21 Ostecartritis | Osteoartritis

p=0,037 =0 p=0,006 | E°

Tk Taql
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6. DISKUSIJA

Osteoartritis (OA) najcesSci je degenerativni i multifaktorski poremecaj zglobova kod ljudi.
lako molekularni mehanizmi osteoartritisa nisu u potpunosti razjasnjeni, u vise od
polovine slucajeva u populaciji se moZe dovesti u vezu s genetskim faktorima koji
predisponiraju nastanak i progresiju bolesti (101). Zbog svoje uloge u raznim metaboli¢kim
procesima, kao i zbog uticaja na inflamatorne procese u koStanim tkivu, vitamin D i njegov
receptor (VDR), kao i gen koji kodira VDR, mogu igrati presudnu ulogu u predispoziciji za
osteoartritis. U naSoj studiji analizirali smo Cetiri polimorfizma gena VDR, Fokl, TaqlTaq],
Apal i EcoRV za koje literaturni podaci ukazuju da mogu menjati funkciju VDR, modulirati
imunski odgovor i inflamaciju (65, 68).

NaSi podaci ukazuju da polimorfizmi VDR Taql (rs731236) i Fokl (rs2228570) VDR gena
znaCajno povecavaju rizik od osteoartritisa. Osobe s TC / CC genotipovima VDR Taql
polimorfizma imaju 2,5 / 3,6 puta znacajno povecan rizik od osteoartritisa u poredenju s
kontrolnom grupom. Grupa pacijenata s osteoartritisom pokazuje znacajne razlike u
distribuciji genotipova Taql polimorfizma u poredenu s kontrolnom grupom. Zastupljenost
C alela Taql polimorfizma VDR gena kod pacijenata koji boluju od osteoartritisa, u
poredenju s kontrolnom grupom, ukazuje na njegov potencijalni znacaj kao faktora rizika
za nastanak ovog oboljenja.

lako je gen za receptor vitamina D jedan od gena za koji se pretpostavilo da dovode do
predispozicije za nastanak osteoartritisa, rezultati velikog broja studija i metaanaliza i dalje
su nekonzistentni. Nasi nalazi su u skladu s ranijim studijama koje ukazuju na potencijalnu
ulogu varijanti gena VDR u predispoziciji za pojavu osteoartritisa (102, 103, 104). Studija iz
1997. pokazuje udruzenost Taql polimorfizma VDR gena s rizikom od nastanka i razvoja
osteoartritisa u grupi zena u menopauzi, $to odgovara nalazima nase studije (102). Finska studija
iz 2005, koja je ukljucivala Zene obolele od osteoartritisa ruku, takode ukazuje na snaznu
korelaciju s ucestalos¢éu Taql polimorfizma (103). Drugo istrazivanje je pokazalo da je
polimorfizam Taql VDR povezan s povecanim rizikom od primarnog osteoartritisa kolena u
meksickoj populaciji (105) i sa simetri¢nin osteoartriticnim promenama na rukama kod
Zena u Finskoj, koja je mogla da se modifikuje unosom kalcijuma (103). Osim toga,
polimorfizmi VDR Bsml i Taql bili su povezani s predispozicijom za pojavu osteoartritisa
ki¢me (106). Medutim, druge studije i metaanalize nisu pokazale povezanost varijanti VDR
gena s podloZzno$éu na osteoartritis (106, 108-111). U jednoj metaanalizi, koja je
obuhvatila evropsku i azijsku populaciju, pokazana je znacajna povezanost izmedu Apal
polimorfizma i incidence osteoartritisa kod Azijata (107), ali postoje i novija istrazivanja
koja ne potvrduju ovu povezanost (106). Nedostatak povezanosti s polimorfizmima Apal i
Taql VDR takode je primecen kod turskih pacijenata s osteoartritisom temporo-
mandibularnog zgloba (112).

Polimorfizmi gena za receptor vitamina D dali su nekonzistentne rezultate u razlic¢itim
populacijama. Koliko nam je poznato, polimorfizam gena za VDR EcoRV nije prethodno
ispitivan kod osoba s osteoartritisom, dok studije polimorfizama gena za VDR nisu radene
na pacijentima s osteoartritisom u srpskoj populaciji.

Odstupanja izmedu razlic¢itih studija povezanosti slu¢aja i kontrole VDR i osteoartritisa, kao
i drugih degenerativnih i inflamatornih bolesti zglobova, mogu se objasniti genetskom
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heterogenos¢u medu razlicitim populacijama, jer aleli rizika cCesto pokazuju etnicku
stratifikaciju, kao Sto je pokazano kod azijskih pacijenata s osteoartritisom, ali ne i kod
Evropljana (107). S druge strane, polimorfizam VDR Fokl pokazao je povezanost s
degenerativnhim promenama intervertebralnog diska medu Evropljanima, ali ne i medu
Azijatima (69). StaviSe, razli¢iti polimorfizmi VDR vrsili su suprotne efekte na
predispoziciju za reumatoidni artritis u razli¢itim populacijama (113). Nedosledni nalazi
medu studijama takode mogu biti rezultat kriterijuma koji su primenjivani za ukljucivanje
pacijenata s OA u analizu, klinicke heterogenosti, starosnih ili rodnih razlika medu
sluc¢ajevima i kontrolama i razlikama u pogodenim vrstama zglobova, u zavisnosti da li se
radi o zglobovima koji nose teZinu, kao Sto su kolena i kukovi, ili ostalim zglobovima (14,
114). Stavise, promenljivi efekti rizi¢nih alela gena za VDR mogu se modulisati ishranom i
zavisiti od nedostataka vitamina D specificnih za pojedinu drZavu. Stoga, povezanost
polimorfizama gena za VDR s rizikom od osteoartritisa treba da bude bazirana na
odredenoj homogenoj populaciji, sa zdravim kontrolama uskladenim s uzrastom, i
stratifikovana vrstom pogodenog zgloba.

Polimorfizmi VDR gena mogu uticati na aktivnost proteina VDR i dovesti do promene u
mestu vezivanja Kkalcitriola. Na taj nacin mogu uticati na mineralizaciju kostiju i
protivinflamatorne funkcije vitamina D, a time mogu ostvarivati svoj uticaj na genetsku
podloZnost za oboljevanje od osteoartritisa. Polimorfizam Taql polimorfizam ne ostvaruje
svoje dejstvo direktno, promenom aktivnosti proteina, ve¢ indirektno. Nasi rezultati o
povezanosti Taql polimorfizma s OA mogu biti rezultat razlika u ekspresiji gena, Sto je
prethodno pokazano poredenjem stanja intraartikularne hrskavice kolena i kukova zdravih
i osteoartritisom pogodenih osoba (115, 116). Sveobuhvatna analiza ekspresije gena
otkriva razli¢itu ekspresiju gena na individualnom genskom nivou, izmedu pacijenata koji
pate od osteoartritisa kuka u odnosu na one koji imaju osteoartriticne promene zgloba
kolena (95). Ova otkri¢a ukazuju na to da bi aleli povezani s poviSenim rizikom za nastanak
i progresiju osteoartritisa mogli ceS¢e da pokazuju efekte specificne za zglobove, a da retko
imaju sistemske efekte. Osim toga, indirektni efekat Taql polimorfizma moZe se objasniti i
postojanjem neravnoteZe vezanosti s nekim drugim funkcionalnim polimorfizmom u istom
ili blisko lociranom genu, s kojim se Taql nasleduje u vidu istog haplotipskog bloka, sto se
manifestuje poviSenim rizikom za razvoj osteoartritisa.

Nasi nalazi korelacije polimorfizma VDR Taql i Fokl s prevalencijom upornog bola u skladu
su s prethodnim nalazima koji ukazuju na povezanost Fokl varijante i niskog nivoa
vitamina D3 s hroni¢nim bolom u osteoartritisom izmenjenom zglobu kolena (111).
Nedostatak vitamina D povezan je s bolom kod pacijenata s osteoartritisom (117, 118). U
ranim fazama osteoartritisa, bol je povezan sa stepenom fiziCke aktivnosti preko
nociceptivnih receptora, dok se kod uznapredovalih formi osteoartritisa hroni¢ni bol Siri i
modulira ne samo preko neurobioloskih mehanizama nego i na druge nacine u kojima i
vitamin D moZe imati potencijalnu ulogu u optimizaciji neuroloskog funkcionisanja i
smanjenju upalnog procesa (119).

Razlike u rezultatima ovih studija mogu biti povezane s razliCitim efektima vitamina D u
serumu na metabolizam kostiju i hrskavice. Vitamin D utice na mineralizaciju koStanog
matriksa, a moguce je da nizak nivo vitamina D u serumu dovede do loSe mineralizovane
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kosti koja mozZe izmeniti sile u zglobu i smanjiti propadanje zgloba (83). Medutim, nizak
nivo vitamina D takode moZe izmeniti metabolizam hondrocita i povecati degeneraciju
(87). Dodatne studije neophodne su da bi se utvrdila uloga vitamina D u nastanku i
progresiji OA.

Veci broj klinickih i eksperimentalnih studija daje opre¢ne nalaze o povezanosti vitamina D
i osteoartritisa (88). Felson i dr. objavili su nalaze dve razli¢ite longitudinalne studije
pacijenata s OA kolena, u cilju analize povezanosti nivoa 25(OH)D3 s pojavom i
napredovanjem OA kolena. U jednoj studiji pokazala se povezanost nivoa 25(0OH)D s
gubitkom prostora u zglobu tokom vremena, ispitana u odabranoj kohorti bez obzira na
prisustvo OA kolena. Druga studija obuhvatila je grupu pacijenata koji su imali
simptomatsku OA kolena. Oni su procenili povezanost 25(0H)D nivoa s gubitkom zglobnog
prostora koji se vidi na radiografima i gubitkom hrskavice dijagnostikovanom na snimku
magnetnom rezonancom (MRI). Ispitivanjem OA kolena nije pronadena povezanost izmedu
nivoa vitamina D i pogorsanja strukturne bolesti, koja je definisana kao gubitak zajednickog
prostora na radiografiji ili gubitak hrskavice na MRI (80). Ovim nalazima pomogla je velika
kohortna studija o 5.274 ucesnika bez OA u Finskoj. Studija nije utvrdila povezanost
izmedu niskog nivoa 25(0OH)D3 u serumu i poveéanog rizika od razvoja OA kuka ili kolena
tokom deset godina (26). Nijedna od ovih studija ne podrzava hipotezu da visoki nivoi
25(0H)Ds stite od OA kolena i kuka (82). Suprotno ovim nalazima, vise studija ukazalo je na
povezanost izmedu niskih 25(0H)D3 nivoa i OA. Prospektivna kohortna studija na 5,995
muskaraca u SAD-u otkrila je visoku prevalenciju insuficijencije ili nedostatka vitamina D
kod pacijenata s OA kuka, kao i da je dvostruko verovatnije da ti pacijenti imaju
radiografski OA kuka od muSkaraca s normalnim nivoom 25(0OH)Ds3 (83). Bergink i sar.
sproveli su prospektivnu kohortnu studiju s 1248 pacijenata s OA kolena. Zakljucili su da
nizak prehrambeni unos vitamina D povecava rizik od napredovanja OA Kkolena.
Poboljsanje statusa vitamina D kod starijih osoba moglo bi zastititi od razvoja i pogorsanja
OA kolena, posebno kod osoba s niskim mineralnom gustinom kostiju (84). U Egiptu,
istraZivanje na Zenama u postmenopauzi otkriva da je nizi serumski 25(0H)D3 povezan s
OA kolena, u poredenju sa zdravim muskarcima (85). Metaanaliza 15 studija, koju su
izvrsili Cao i saradnici, pokazala je znacajnu povezanost izmedu 25(OH)D3 i gubitka
hrskavice u zglobovima kolena. Autori su takode primetili pozitivhu vezu izmedu niskog
nivoa vitamina D i radiografske OA kolena (86).

Medu istrazivanjima koja ispituju povezanost vitamina D i zglobnih hrskavica u razli¢itim
modelima OA najviSe implicira na odnos izmedu vitamina D i integriteta hrskavice. Dok se
vitamin D u nekim slu¢ajevima moZe smatrati korisnim, u drugima se moZe pokazati da
olakSava eroziju hrskavice (89). Bez univerzalnog eksperimentalnog modela ili pristupa
studije, posmatrani ishodi mogu zavisiti od koriS¢ene eksperimentalne podloge, metoda
merenja i trajanja izlaganja. Zivotinjskim modelima osteoartritisa takode moZe nedostajati
validnost ako su u potpunosti ekvivalentna s klinickim stanjima, ako je kvalitet miSi¢a
normalan, gojaznost nije evidentna, a komorbidna stanja nisu oCigledna. Analizom klinickih
studija, Marks je ustanovio da ne postoji konsenzus u pogledu vitamina D i OA zbog mnogih
faktora. Studije imaju razliCite rezultate jer razli¢ito traju, razlikuju im se kriterijumi
iskljucivanja ili ukljucivanja, vrsta i stepen bolesti, broj i tipovi pogodenih zglobova,
prisustvo, broj i vrsta drugih hroni¢nih stanja i intervencija, i nepoznate stope upotrebe
lekova i suplemenata. Studije su se odvijale u razli¢itim godi$njim dobima i na razli¢itim

36



geografkim Sirinama, a poznata je fluktuacija u nivoima aktivne forme vitamina D s
razli¢itom izloZeno$¢u suncevim zracima. Osim toga, evidentne su i razlike u ishrani u
razli¢itim populacijama, nivoi vitamina D u serumu nisu ujednaceni, niti su standardizovani
(88), Sto sve doprinosi velikoj heterogenosti studija i opre¢nim nalazima.

Kako ne postoje konzistentni podaci o ulozi vitamina D kao prekursora OA, ne postoji ni
konsenzus o njegovoj upotrebi kao terapijskog sredstva. U dvostruko slepom,
randomizovanom ispitivanju placebom, Arden i sar. pokazali su da nema znacajne razlike u
brzini suzavanja prostora u zglobu u medijalnom odeljku kolena nakon suplementacije
vitaminom D (90). [ako vitamin D moZe imati mali uticaj na gubitak hrskavice, moguce je da
nedostatak vitamina D bitno utice na druge elemente bolesti, ukljucujuci bol i slabost, koji
su kriti¢ni za iskustvo pacijenta s OA. Pokazalo se da su niski nivoi vitamina D povezani sa
slabosS¢u misi¢a i poveéanim rizikom od bolova (91, 92). U dvostruko slepoj studiji sa 103
pacijenta s OA kolena, pacijenti koji su primali oralni suplement vitamina D imali su nesto
manje bolova u poredenju s onima kojima je davan placebo posle jednogodiSnjeg pracenja.
Ovi pacijenti, medutim, nisu bili fizicki jednako sposobni kao njihove placebo kontrole (93).
Pored toga, 787 ispitanika studije iz HertfordSira u Velikoj Britaniji ucestvovalo je u
unakrsnom ispitivanju koje nije otkrilo povezanost nivoa vitamina D i radiografske OA
kolena, ali je sugeriralo znacajnu povezanost izmedu vitamina D i bolova u kolenima (94). S
druge strane, u dvogodis$njoj studiji u kojoj su simptomatskim pacijentima s OA kolena
davane oralne doze holekaliciferola, u cilju pove¢anja niva vitamina D u serumu, nije doslo
do smanjenja broja bolova u kolenu (95).

Uprkos visedecenijskim naporima da se smanji incidenca osteoartritisa ili uspori tok
bolesti, ne vidi se istinski napredak u proteklih 30 godina, osim u oblasti hirurskih zamena
zglobova (96). Dokazi ukazuju da 84 % hirurskih sluc¢ajeva pacijenata podvrgnutih totalnoj
artroplastici zgloba u krajnjem stadijumu OA, s niskim nivoom vitamina D, ima vecu
verovatnocu za neku od komplikacija u okviru prvih 90 dana od operacije, ukljucujudi i
periproteticke infekcije zglobova nakon operacije, nego pacijenti s adekvatnim nivoom
vitamina D (97, 98). Zbog toga, Traven i sar. (97) predlazu da se preoperativni nivoi
vitamina D razmotre kao faktor rizika za komplikacije i da se prema njima postupa. Razni
autori zakljucili su da, bilo direktno ili indirektno, kroz uticaj na miSi¢e i Kosti, upale i
gojaznost (99, 100), prisustvo adekvatnih nivoa vitamina D u serumu moZe pomo¢i u
smanjenju bola i disfunkcije zglobova u slucajevima osteoartritisa, bez obzira na stadijum
bolesti (85, 91, 92). Cak i ako se zaustavi progresija bolesti usled suplementacije vitaminom
D, to se samo moZe smatrati pozitivnim rezultatom u kontekstu ove progresivne
degenerativne bolesti.

Budu¢i da je osteoartritis najces¢a progresivna degenerativna bolest zglobova u svetu,
terapijske mogucnosti treba proSiriti. Vitamin D3 moze biti obecavajuci dijetetski faktor u
prevenciji ili leCenju osteoartritisa, zbog svoje uloge u mineralizaciji kostiju i
antiinflamatornim efektima. Prethodna otkri¢a pokazala su da bi progresija osteoatritisa
mogla biti povezana s niskim nivoom vitamina D3, i da dodatak vitamina D3 pozitivno utice
na strukturu zgloba kod pacijenata s osteoatritisom (120). Lecenje vitaminom D3 uzrokuje
dugotrajnu inhibiciju proliferacije ¢elija i proizvodnju citokina u sinovijalnim stromalnim
¢elijama, Sto je dokazano laboratorijski, ispitivanjem efekata vitamina D na ¢elijske kulture
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pacijenata s osteoartritisom (121). Dodatak vitamina D3 starijim pacijentima koji boluju od
osteoartritisa smanjuje bol i poboljSava kvalitet Zivota (122, 123). Niz drugih studija
pokazao je nedosledne rezultate, ukazuju¢i na to da bi dodatak vitamina D3 mogao
verovatnije pokazati svoje efekte usporavanjem napredovanja osteoartritisa, umesto da ga
zaustavi ili ponisti simptome. Pojedinacni odgovori na suplementaciju vitaminom D mogu
biti diktirani genetskim polimorfizmima i moZda su izvor nedoslednosti izmedu razlicitih
studija.

lako istraZivanje multifaktorskih oboljenja poput OA predstavlja veliki izazov, saznanja o
kompleksnoj mreZi razli¢itih proteina koji u€estvuju u mineralizaciji kostiju, izgradnji
zglobne hrskavice i matriksa i u modulaciji imunskog odgovora, kao i genetske osnove koja
dovodi do predispozicije za nastanak osteoartritisa, pruzila bi detaljan uvid u
patofiziologiju OA. Nakon razvoja razli¢itih vidova imunoterapije i utvrdivanja genetskih
promena koje se dovode u vezu s ovom bole$¢u, savremena medicina bi u budu¢nosti
mogla da smanji incidencu, zaustavi tok ili uspori progresiju OA personalizovanim
pristupom u lecenju pacijenata. Optimalna strategija za OA bila bi individualizovana
terapija na osnovu genetickog profila i klinickog stanja pacijenta. Dalje genetske studije
mogle bi dati veliki doprinos farmakogenomici osteoartritisa i uspostavljanju
personalizovanih medicinskih pristupa koji mogu usporiti progresiju, ublaZiti simptome i
spreciti hirursko lecenje pacijenata s uznapredovalom boleS¢u. Studije polimorfizma u
genima koji kodiraju proteine ukljucene u fizioloSka i patoloSka stanja zglobova, osim Sto su
moguci terapeutski ciljni molekuli u lecenju bolesti, mogu predstavljati i vazno sredstvo u
ranoj identifikaciji rizika za razvoj OA.

Da zakljuc¢imo, rezultati dobijeni u ovoj studiji mogli bi da doprinesu daljem rasvetljavanju
uloge varijanti gena za VDR u osteoartritisu. Nasa otkri¢a pokazuju da su polimorfizmi gena
VDR Taql (rs731236) i Fokl (rs2228570) znacajno povezani s predispozicijom za
osteoartritis. Polimorfizmi gena za receptor vitamina D (VDR) mogu predisponirati
nastanak osteoartritisa specificnog za zglobove, kao i prisustvo hroni¢nog, trajnog bola kod
pacijenata s dijagnostikovanim osteoartritisom.

Ovo istraZivanje je, prema naSim saznanjima, obuhvatilo do sada najveci broj ispitanika s
dijagnostikovanim osteoartritisom u Srbiji, u cilju ispitivanja uloge Fokl, Taql, Apal i EcoRV
polimorfizama VDR gena, pritom vodeci racuna o stratifikaciji ispitanika prema polu i
starosnoj dobi, kao i drugim faktorima rizika. Potrebne su dodatne studije da bi se resili
oprecni nalazi o ulozi vitamina D u razvoju i napredovanju osteoartritisa. Randomizirano
kontrolisano ispitivanje omogucilo bi najobuhvatnije utvrdivanje uticaja dodataka vitamina
D na razvoj osteoartritisa. Suplementacija vitaminom D3 pacijenata s osteoartritisom, kao i
rizicnih grupa za nastanak osteoartritisa, mogla bi imati pozitivan efekat na usporavanje
toka bolesti ili sprecavanje ili odlaganje pojave simtoma u rizi¢nim grupama ili kod osoba s
genetskom predispozicijom za nastanak osteoartritisa, odn. porodi¢nim opterecenjem.
Osim toga, suplementacija vitaminom D3 mogla bi uticati na ublaZavanje klinicke slike ili
pojavu bola. PredloZena primena vitamina D3 u buduénosti moze uticati na manifestacije
osteoartritisa kao Sto su upala, bol, disfunkcija zglobova i nizak kvalitet Zivota. Utvrdivanje
prisustva nedostatka vitamina D i njihovo ranije otklanjanje tokom Zivotnog veka, moglo bi
se pokazati efikasnim i ekonomicnim naCinom za smanjivanje invaliditeta u kasnijoj
Zivotnoj dobi. S obzirom na klju¢nu ulogu vitamina D u metabolizmu kostiju i upalnim
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procesima, bi¢e potrebna buduca integrativna analiza koja kombinuje Siri panel genetskih
promena, epigenetskih i transkriptomskih podataka kako bi se razjasnila uloga vitamina D i
VDR u osteoartritisu. Budu¢i pravci za leCenje osteoartritisa mogli bi da ukljucuju
individualizovan pristup i suplementaciju vitamina D prema genotipu polimorfizmima VDR
i statusu vitamina D u serumu osobe, kako bi potencijalno odlozili nastanak osteoartritisa,
usporili napredovanje ili smanjili bol kod pacijenata s osteoartritisom.

39



7. ZAKLJUCCI

Na osnovu analize dobijenih rezultata prikazanih u ovoj doktorskoj disertaciji izvedeni su
slededi zakljucci:

>

Nasi rezultati ukazali su na znacajnu razliku u Taql distribuciji genotipa VDR izmedu
grupe pacijenata s OA i zdravih kontrola, dok je za FokI polimorfizam uocena tendencija
ka razlicitoj uCestalosti genotipa pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu.

Analiza specifitna za zglobove otkrila je znacajne razlike u distribuciji genotipa Taql
VDR pacijenata s OA kuka i osteoartritisom kolena, u odnosu na kontrolnu grupu.

Nije utvrdena razlika u distribuciji genotipa za Apal i EcoRV VDR polimorfizama izmedu
pacijenata s OA i kontrolne grupe.

Rezultati analize odnosa Sansi prilagodene za pol i godine, poznate faktore rizika,
pokazali su da je polimorfizam VDR Taql znacajno povezan s pove¢anim rizikom od OA,
dok je polimorfizam VDR FokI povezan sa znacajno povec¢anim rizikom od OA kolena,
ali ne i OA kuka.

U aditivnhom modelu, polimorfizam VDR Apal je doveden u vezu sa smanjenim rizikom
za nastanak OA.

Polimorfizmi VDR Taql i FokI zna¢ajno povezani s pojavom trajnog (hroni¢nog) bola.
Apal VDR polimorfizam je doveden u vezu s porodi¢nom istorijom OA.

U stratifikovanoj analizi osoba starijih od 55 godina uocena je znacajno veca ucestalost
mutiranog genotipa za Fokl polimorfizam obolelih od OA u odnosu na kontrolnu grupu,
dok kod osoba mladih od 55 godina nije uoc¢ena ova razlika.

U stratifikovanoj analizi u odnosu na pol uocena je povezanost Fokl polimorfizma s
rizikom za nastanak OA kod Zenskog pola u odnosu na kontrolnu grupu, dok kod
muskog pola razlika nije bila znacajna.

Znacajnu razliku u ucestalostima genotipova u odnosu na pol uocili smo i za Taql
polimorfizam u odnosu na kontrolnu grupu, s drugacijom distribucijom genotipova
izmedu polova.
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H3JABA AYTOPA O OPUTHHA/THOCTH JIOKTOPCKE /THCEPTALIHJE

Ja, Bnagumup Bpanuh, u3jaBibyjem 1a JOKTOpPCKa AUCEPTAIH]ja MO HACIOBOM:

IloBe3aHocT HOJII/IMOD(bI/BMa y I'€HY 3a pelenTop BuTaMuHa /[ ca TeHCKOM HDCZ[HCHO?»HL[PIiOM
U KJIMHHUYKHM IMapaMcTpuMa 0bonenux O OCTCOAPTPUTHUCA BEJIMKHUX 3r1000Ba

Koja je ogOpameHa Ha DaKkynTeTy MEIUIIMHCKUX HayKa

VYuusepsutera y KparyjeBily npeacraBiba opusuHaino aymopcko 0eno HacTallo Kao

PEIYITAT concmeeroz ucCmpaircueaiKkoe pac)a.

Osom H3zjasom maxohe nomephyjem:
Jla caM jeOunu aymop HaBeJIeHe JOKTOPCKE TUCepTaIlnje,

Jla Y HaBEJICHO] JIOKTOPCKO] JUCEPTAIUJU HUCAM U3BPUIUO/IA NOspedy ayTOPCKOT HUTH
JPYTOT IpaBa HHTEJIEKTyaIHe CBOjUHE APYIUX JIHIIA,

Jla YMHOXKEHU TIPUMEPaK JJOKTOPCKE TUCEPTAIIH]je Y IITAMIIAHO] B €JIEKTPOHCKO] POpMH y
qHjeM ce IPIIIOTY Haa3u oBa l3jaBa caipiku JOKTOPCKY TUCEPTAIN]y HCTOBETHY
0/10pamkEeH0] TOKTOPCKO] JUCEPTALIH]H.

Y Kparyjesmy, 14.03.2022. roaune,

\] b

MOTIIHC ayTopa
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H3JABA AYTOPA O HCKOPHIITRABAIL Y /[OKTOPCKE THCEPTALTUJE

Ja, Bnmagumup Bpanuh,

@ J03BOJbaBaM

HEC J03BOJbaBaM

VYHuBep3uteTckoj oubnuoreny y Kparyjesiy aa HaunHu /1Ba TpajHa yMHOKEHA IIPUMEpKa y

SJIIEKTPOHCKO] (POPMH JIOKTOPCKE AMCEPTAIH]je O HACTOBOM:

IloBe3aHocT HOJII/IMODd)I/BMa y I'€HY 3a pelenTop BuTaMuHa /[ ca TeHCKOM HDGZLHCHOSHHHiOM
U KIMHHUYKHM IMapaMcTpruMa 000eaUX OJ1 OCTCOAPTPUTHUCA BEJIUKHUX 3r1000Ba

Koja je on0pameHa Ha DakynTeTy MEIUIIMHCKUX HayKa

VYuuBepsutera y Kparyjesiy, u To y 1eirHHU, Kao ¥ Ja 10 jelaH MPUMEpaK TaKo YMHOXKEHE
JOKTOpCKE JHcepTaldje YYMHM TpajHO JOCTYHNHMM JaBHOCTH IyT€M JUTHUTAIHOT
penozutoprjyma YHuBep3utera y KparyjeBlly W HEHTpaIHOT PErno3UTOpHjyMa HaJJIeKHOT
MHUHHCTapCTBa, TAKO JIa MPUIAJAHUIM JaBHOCTH MOT'Y HAUMHUTH TpajHE YMHOXKEHE MTPUMEpKe

y €JIEKTPOHCKO] (POpMHU HABEJIEHE JTOKTOPCKE JUCEPTALIN]€ IIYTEM npey3umMarbd.

OBom M3jaBoM Takohe

@ A03BOJbaBaM

1
HE J103BOJhaBaM

! VYkonmko ayrop usabepe 1a He JO3BOJM MPUITIAJHUINMA JaABHOCTH Jia TaKO JIOCTYIHY JOKTOPCKY AMCEPTAIH]Y
KopucTe moj ycioBuma yrBphenmm jemHom oz Creative COmmONS nHIeHIM, TO HE HCKJbydyje MPaBo
MIPUMaJIHAKa jaBHOCTH Ja HaBeJeHY IOKTOPCKY IHCEPTallHjy KOPUCTE Yy CKIagy ca ojpembama 3akoHa O
ayTOPCKOM ¥ CPOJHHMM IIpaBUMA.
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MPUIIAIHUALIIMA JABHOCTH J1a TAKO JOCTYIHY JOKTOPCKY AMCEPTAINjy KOPUCTE MO yCIOBUMA

yrBphenum jemqnom of ciaeaehux Creative Commons muiieHIu:

1) AyropcTBo

2) AyTopcTBO - J€NUTHU MO UCTUM YCIIOBUMA

3) AyTopcTBO - 0€3 mpepajaa

4) AyTOpCTBO - HEKOMEPIIH]jaJTHO

5) AyTOpCTBO - HEKOMEPIIHjATHO - ISTUTH 1O/ UCTUM YCIIOBUMA

. 2
6) AyTOpCTBO - HEKOMEPILIUjaITHO - 6e3 mpepaja

Y Kparyjesiy, 14.03.2022. roaune,

\ ot

MOTIHC ayTopa

2 - . .

MounuMo ayTope Koju ¢y u3abpaid ja JO3BOJIC MPUIMAJHUIMMA JaBHOCTH Ja TaKO JOCTYIHY JOKTOPCKY IHCEPTaIH]jy
KOPHUCTE TI0]] yCIIoBUMa YTBphenuM jenrom ox Creative COMMONS JIHIEHIH 112 3a0KPYIKE JeIHY OJ] MOHYhEHUX JTULEHIIN.
JleraibaH caap:kaj HaBeICHUX JIMIIEHIIN TOCTyIaH je Ha: http://creativecommons.org.rs/


http://creativecommons.org.rs/

