Artykut oryginalny/Original paper

Reumatologia 2010; 48, 2: 81-93

Polimorfizmy genu reduktazy metylenotetrahydrofolianowej

a skutecznos¢ leczenia i dziatania niepozagdane w trakcie terapii

metotreksatem u chorych na reumatoidalne zapalenie stawoéw

Effect of methylenetetrahydrofolate reductase polymorphism on toxicity and effica-
cy of methotrexate in patients with rheumatoid arthritis

Jerzy Swierkot,, Ryszard Slezak?, Pawet Karpifiski?, Justyna Pawtowska?, Leszek Noga’®,

Jacek Szechinski', Piotr Wiland!

IKlinika Reumatologii i Choréb Wewnetrznych Akademii Medycznej we Wroctawiu, kierownik Kliniki prof. dr hab. med. Piotr Wiland

2Katedra i Zaktad Genetyki Akademii Medycznej we Wroctawiu, kierownik Zaktadu prof. dr hab. Maria Matgorzata Sasiadek

3Zaktad Patofizjologii Akademii Medycznej we Wroctawiu, kierownik Zaktadu dr hab. med. Witold Pilecki

Stowa kluczowe: reumatoidalne zapalenie stawdw, metotreksat, polimorfizm, reduktaza metylenotetra-

hydrofolianowa.

Key words: rheumatoid arthritis, methotrexate, polymorphism, methylenetetrahydrofolate reductase.

Streszczenie

Wstep: Obecnie duza nadzieje wigze sie z indywidualizacja lecze-
nia chorych na reumatoidalne zapalenie stawdw (RZS). Oprocz
czynnikéw klinicznych pomocna w ustaleniu indywidualnych zale-
cen moze by¢ predyspozycja genetyczna. Celem pracy byto okres-
lenie roli i wptywu polimorfizméw genu reduktazy metyleno-
tetrahydrofolianowej: MTHFR C677T i A1298C na skutecznosé
i dziatania niepozadane w trakcie terapii metotreksatem (MTX)
chorych na RZS.

Materiat i metody: Badaniem zostato objetych 273 chorych na RZS
spetniajacych kryteria American Rheumatism Association (ARA)
71987 r. Wszyscy chorzy byli leczeni MTX (15-25 mg tygodniowo)
minimum 6 miesiecy lub lek zostat u nich odstawiony wczesniej
z powodu wystapienia dziatan niepozadanych. Oceniano kliniczng
i biochemiczng aktywnos¢ choroby. Biorgc pod uwage dziatania
niepozadane, wyrézniono trzy grupy chorych: bez dziatan niepo-
zadanych, z lekkimi i srednimi oraz ciezkimi dziataniami niepoza-
danymi. Genomowe DNA byto izolowane z limfocytéw krwi obwo-
dowej, a nastepnie amplifikowane metoda reakcji tancuchowej
polimerazy (polymerase chain reaction — PCR). W kolejnym etapie
produkty reakcji zostaty poddane dziataniu enzymoéw restrykcyj-
nych.

Summary

Objective: Among patients with rheumatoid arthritis (RA) there is
high inter-individual variability in the degree of response to
methotrexate (MTX) treatment. One possible cause of the
differences in the effectiveness and adverse drug reactions is
genetic variation. We evaluated the relationship of C677T and
A1298C polymorphism in the methylenetetrahydrofolate
reductase (MTHFR) gene with toxicity and efficacy of MTX in
patients with RA.

Material and methods: Genotype analysis of the MTHFR gene was
done in 273 Caucasian patients who had been treated with MTX
(up to 25 mg per week) and folic acid (5-10 mg per week). All
patients had been diagnosed as fulfilling the 1987 ACR criteria.
Outcomes were parameters of efficacy of MTX treatment and
adverse events. Genomic DNA was obtained from the
lymphocytes of peripheral blood. The polymerase chain reaction-
restriction fragment length polymorphism assay was applied to
determine the genotype of C677T and A1298C polymorphism.
Results: Clinical data of 240 patients with RA treated with MTX
were analysed. A good response to therapy was demonstrated in
month 6 in 33%, moderate improvement in 43%, and no
improvement or deterioration in 24% of patients. 53% of patients
described some toxicity during at least one study visit and 16.5%
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Wyniki: Ostateczne wyniki analizowano w grupie 240 chorych.
Dobrg odpowiedZ na leczenie stwierdzono w 6. miesigcu u 33%,
umiarkowang poprawe u 43%, a brak poprawy u 24% chorych.
Dziatania niepozadane wystapity tacznie u 53% chorych, a u 16,5%
byty przyczyna odstawienia leku. Badajac skutecznos¢ terapii MTX
w zaleznosci od badanych polimorfizméw, nie wykazano istotno-
Sci statystycznej. Biorgc pod uwage wszystkie dziatania niepoza-
dane, to istotnie statystycznie czesciej wystepowaty one u cho-
rych z genotypem MTHFR 677TT i 677CT w poréwnaniu z 677CC
(OR =1,97, p < 0,01). Czesciej stwierdzono zwiekszenie aktywno-
$ci aminotransferaz u chorych z genotypem MTHFR 677CT i 677TT
w poréwnaniu z MTHFR 677CC (p = 0,02, OR = 3,4).

Whioski: Polimorfizm MTHFR 677CC byt zwigzany z mniejsza licz-
ba dziatan niepozadanych. Badania polimorfizméw gendéw moga
pozwoli¢ na wyréznienie grupy pacjentéw predysponowanych do
wystapienia dziatah niepozadanych. Badania farmakogenetyczne
moga przyczynic sie do skuteczniejszej indywidualizacji leczenia
chorych na RZS.

Wstep

Jesli poréwnac stosunek korzysci do potencjalnego
ryzyka, to okazuje sie, ze metotreksat (MTX) charaktery-
zuje sie bardzo wysokim stosunkiem skutecznosci do
toksycznosci w poréwnaniu z innymi lekami modyfiku-
jacymi przebieg choroby (LMPCh) w leczeniu reumato-
idalnego zapalenia stawéw (RZS). Potwierdzeniem
pierwszoplanowej roli MTX w codziennym leczeniu cho-
rych na RZS sa wyniki pracy opublikowane przez skan-
dynawskich reumatologéw. U chorych na wczesne RZS,
nieleczonych uprzednio LMPCh, MTX byt stosowany
u 77%, sulfasalazyna w 19%, leflunomid w 2%, a terapie
kombinowane w 2% [1]. Takze w ostatnich zaleceniach
Amerykanskiego Towarzystwa Reumatologicznego
(American Rheumatism Association — ARA) z 2008 .,
dotyczacych leczenia RZS, MTX w monoterapii lub
w terapiach kombinowanych byt wymieniony jako jeden
z podstawowych LMPCh, niezaleznie od aktywnosci cho-
roby, czasu trwania RZS i wystepowania czynnikéw
Swiadczacych o ztym rokowaniu [2].

Poprawe okreslana wg Europejskiego Towarzystwa
Reumatologicznego jako co najmniej umiarkowana lub
wg Amerykanskiego Towarzystwa Reumatologicznego
(American College of Rheumatology — ACR) jako popra-
we 20-procentowg (ACR20) uzyskuje sie u 45-65% cho-
rych. Wedtug réznych autoréw po 2 latach leczenie MTX
kontynuuje 55-81,8%, po 5 latach 46-62%, a po 10
latach okoto 30% chorych [3]. Mimo ze MTX jest stoso-
wany w terapii RZS juz od ponad 30 lat, to nadal u cze-
sci chorych obserwuje sie brak odpowiedzi na standar-
dowe dawki leku i dziatania niepozadane.

Obecnie duzg nadzieje wiaze sie z indywidualizacja
leczenia chorych na RZS. Wiele czynnikéw, takich jak
aktywnos¢ choroby, choroby towarzyszace oraz przeciw-
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had adverse events leading to MTX withdrawal. Patients with the
heterozygous genotype 677CT and homozygous TT genotype
exhibited adverse events more frequently than patients with
homozygous CC genotype (OR = 1.97, p < 0.01). Furthermore, the
MTHFR 677T allele was associated with elevations of
aminotransferases (p = 0.02; OR = 3.4). There was no relationship
between MTHFR polymorphism and the efficacy of MTX
treatment.

Conclusion: MTHFR 677CC polymorphism was associated with a
reduction in MTX related adverse effects. This finding indicates
that genotyping may help in determining which patients will
benefit most from MTX treatment.

wskazania do stosowania konkretnych lekéw, decydujg
0 wyborze terapii. Oprécz klinicznych czynnikéw w indy-
widualizacji leczenia moga takze odgrywac role predys-
pozycje genetyczne. Poznanie sekwencji genomu ludz-
kiego pozwala na identyfikacje i badanie polimorfizmow
genetycznych. Polimorfizm genetyczny to wystepowa-
nie z czestoscig powyzej 1% wiecej niz jednego prawi-
dtowego allelu dla okreslonego locus genowego. Poli-
morfizm DNA moze polegaé na:
e zmiennosci sktadu zasad nukleotydowych,
« dtugosci powtorzen nukleotydowych,
» wystepowaniu pojedynczych zmian nukleotydowych
(single nucleotide polymorphism — SNP) [4, 5].

Pojedyncze zmiany nukleotydowe polegaja na
wystepowaniu réznic dotyczgcych pojedynczych nukle-
otydéw w okreslonej pozycji. Zmiennos¢ w zakresie SNP
moze wynikaé zaréwno z delecji, insercji, duplikacji, jak
i substytucji. Coraz powszechniejsze staje sie przekona-
nie o znaczeniu w tym zakresie farmakoterapii indywi-
dualizowanej. Z uwagi na role czynnikéw genetycznych
w indywidualnej odpowiedzi na leczenie duze nadzieje
wigze sie z genetycznie ukierunkowang terapia monito-
rowana. Genotyp chorego bytby oznaczony przed rozpo-
czeciem farmakoterapii, co pozwolitoby na dobranie nie
tylko wtasciwego leku, ale takze wtasciwej dawki. Jest
wiele potencjalnych enzymaéw i biatek transportujacych
wystepujacych w postaciach polimorficznych, ktére bio-
ra udziat w transporcie MTX do komérki, jego metaboli-
zmie i wydalaniu z komorki.

Metotreksat jest transportowany do komorki
w wyniku aktywnego transportu za pomoca biatka, zwa-
nego przenosnikiem zredukowanych folianéw (reduced
folate carrier 1 — RFC1). Wewnatrz komérki MTX ulega
poliglutaminacji poprzez syntetaze foliowielogammaglu-
taminianowa (FPGS). Postacie poliglutamylowe MTX
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(MTXPG) nie sg tak szybko transportowane na zewnatrz

komorki i dlatego zwieksza sie czas pottrwania MTX

wewnatrz komorki. Poliglutaminacja moze by¢ odwréco-

na za pomocag enzymu hydrolazy foliowielo-y-

-glutaminianowej (GGH), co utatwia usuwanie MTX

z komorki. Postacie poliglutamylowe MTX petnia wiele

istotnych funkcji:

e zatrzymuja MTX wewngtrz komorki,

* hamuja aktywnos¢ reduktazy dihydrofolianowej
(DHFR),

» hamujg syntaze tymidylanowa (TYMS),

» hamuja transformylaze rybonukleotydowa 5-amino-4-
-karboksyamidu (ATIC) [6].

Z tego wzgledu czesto o MTX méwi sie jako o ,,pro-
leku”, a wiasciwym lekiem jest MTXPG. Metotreksat jest
usuwany z komérki za pomocg transporteréow ABC
(kaseta biatek zwigzanych z ATP), takich jak glikoprote-
ina P (P-gp) i biatka zwigzane z opornoscig wielolekowa
(MRP).

Jednym z mechanizméw dziatah MTX jest hamowa-
nie metabolizmu folianéw poprzez blokowanie redukta-
zy metylenotetrahydrofolianowej (MTHFR), ale nie
w spos6b bezposredni. Metotreksat wptywa na ogélna
pule folianéw wewnatrzkomorkowych i dzieki temu
oddziatuje na ten enzym. Reduktaza metylenotetrahy-
drofolianowa katalizuje konwersje 5,10-metylenotetra-
hydrofolianu (5,10-CH2-THF) do 5-metyltetrahydrofolia-
nu (5-CH3-THF), niezbednego do proliferacji komaérek
i bedacego gtéwnym donorem reszt metylowych,
koniecznych do przemiany homocysteiny w metionine.
Metionina jest potrzebna do syntezy S-adenozylo-L-
metioniny, ktéra jest donorem grup metylowych dla
wiekszosci wewngtrzkomérkowo zachodzgcych metyla-
cji. Zmniejszenie aktywnosci MTHFR powoduje zwiek-
szenie stezenia homocysteiny, gdyz zmniejszenie
dostepnosci 5-CH3-THF powoduje zmniejszenie konwer-
sji _homocysteiny do metioniny. Zmiana aktywnosci
MTHFR moze takze zaburza¢ wewngtrzkomadrkowa kon-
centracje folianéw, a to moze by¢ powodem zmiany
wrazliwosci na dziatanie lekow nalezacych do antyfolia-
noéw, takich jak MTX i 5-FU.

Reduktaza metylenotetrahydrofolianowa u ludzi
wystepuje w dwoch izoformach o masie czasteczkowe]
70 kDa i 77 kDa. Martin i wsp., analizujagc DNA 240 os6b
(po 60 z rasy biatej kaukaskiej, Afroamerykandw, rasy
70tte] i Meksykanow), wykazali wystepowanie 62 poli-
morfizméw SNP, ktére z rézng czestoscia wystepuja
u przedstawicieli réznych ras [7].

Dotychczas rola wiekszosci opisanych polimorfi-
zmoéw MTHFR nie zostata dobrze poznana. Najbardzie]
znanym polimorfizmem genu MTHFR jest polimorfizm
C677T opisany w 1995 ., ktéry prowadzi do zastgpienia
alaniny przez waline w kodonie 222. Prowadzi to do

powstania termolabilnego wariantu MTHFR ze zmniej-
szona aktywnoscia enzymu. Homozygotyczny wariant
677TT, ktory charakteryzuje sie 30-procentowa aktyw-
noscig typu dzikiego (CC), wystepuje w populacji biatej
kaukaskiej z czestoscig 8-10%. Heterozygoty stanowia
40% populacji rasy biatej kaukaskiej i maja okoto 60%
aktywnosci enzymu. Drugim czestym polimorfizmem
w genie MTHFR jest polimorfizm A1298C, opisany przez
Weisberga w 1998 r, ktéry prowadzi do podstawienia
alaniny w miejsce glutaminy w kodonie 429 [8]. Powo-
duje to zmniejszenie aktywnosci enzymu mniej wiecej
0 40%. Allel C wystepuje z czestoscia okoto 32% w popu-
lacji biatej kaukaskiej, a homozygoty stanowig okoto
10% populacji. Wptyw polimorfizmu MTHFR A1298C na
skutecznos¢ leczenia opisano wsrdd dzieci chorych na
ostrg biataczke limfoblastyczna [9]. Dane o wptywie
tego polimorfizmu na skutecznosé leczenia i wystepo-
wanie niepozadanych dziatan w trakcie terapii chorych
na RZS metotreksatem sa niejednoznaczne.

Planujac niniejszg prace, spodziewano sie, ze uzy-
skane wyniki przyczynia sie do wtasciwej kwalifikacji do
terapii MTX chorych na RZS, ktérzy beda mieli najwiek-
sze szanse na uzyskanie dobrego efektu terapeutyczne-
go przy jak najmniejszym ryzyku wystapienia dziatan
niepozadanych. Celem pracy byto okreslenie znaczenia
polimorfizméw gendw MTHFR C677T i A1298C w sku-
tecznosci terapii metotreksatem u chorych na RZS.

Materiat i metody

Badaniem objeto 273 chorych na RZS spetniajacych
kryteria ARA z 1987 r. Chorzy byli pacjentami poradni
reumatologicznej oraz Kliniki Reumatologii i Choréb
Wewnetrznych we Wroctawiu, ktérzy regularnie zgtasza-
li sie na badania kontrolne. Chorzy byli leczeni MTX
minimum 6 miesiecy lub lek zostat u nich odstawiony
wczesniej z powodu wystapienia dziatah niepozada-
nych.

Przyjeto nastepujace kryteria kwalifikujace chorych
do badania:
 wyrazenie zgody na udziat w badaniu,

e ustalone rozpoznanie RZS na podstawie kryteriow
ACR,

* aktywna postac choroby: OB > 30 mm/h i/lub CRP >
1,5 mg/dl, minimum 4 bolesne i 3 obrzekniete stawy,
DAS28 > 3,2,

 wiek powyzej 18. roku zycia,

* kobiety i mezczyzni w wieku rozrodczym musieli sto-
sowac niezawodne metody antykoncepcji,

e dozwolone byto przyjmowanie stabilnych dawek nie-
steroidowych lekéw przeciwzapalnych oraz glikokorty-
kosteroidow.

Reumatologia 2010; 48/2
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Obowigzywaty nastepujace kryteria wykluczajace:

* kobiety w cigzy lub karmigce piersia,

* wspobtistnienie innych uktadowych choréb tkanki tacz-
nej poza RZS,

e istotne klinicznie uposledzenie czynnosci watroby
i nerek (AspAT lub AIAT > 1,5-krotnie przekraczajace
gorng aktywnos¢ uznawana za norme, kreatynina >
1,5 mg/dl),

* leukopenia (< 3500 leukocytow/ul), trombocytopenia
(< 100 000 ptytek krwi/ul), niedokrwistos¢ (hemoglo-
bina < 8,5 g/l),

* naduzywanie alkoholu,

* zakazenie wirusami hepatotropowymi: wirusowego
zapalenia watroby typu B (HBV) i C (HCV),

* niepoddajace sie leczeniu zakazenia,

» choroba nowotworowa stwierdzana aktualnie lub
w wywiadzie, jezeli nie uzyskano wyleczenia,

¢ 7le kontrolowana cukrzyca,

* brak mozliwosci wspétpracy z chorym.

Uzyskano zgode komisji bioetycznej Akademii

Medycznej we Wroctawiu na prowadzenie badania.

Zasady dawkowania lekéw

Metotreksat podawano chorym doustnie w poczat-
kowej dawce 10-15 mg raz w tygodniu.

Nastepnie do 12.-16. tygodnia chorzy byli leczeni
MTX w dawce 15 mg raz w tygodniu; jesli nie uzyskano
co najmniej umiarkowanej poprawy i jednoczesnie nie
wystapity istotne dziatania niepozadane, dawke zwiek-
szano do maksymalnie 25 mg, nie szybciej jednak niz
05 mg co 2 tygodnie.

Ocena kliniczna i laboratoryjna

W trakcie obserwacji oceniano kliniczng i bioche-
miczna aktywnosé choroby.

Oceny klinicznej dokonano na podstawie: wywiadu
lekarskiego, badania fizykalnego, liczby bolesnych
i obrzeknietych stawéw, oceny nasilenia bélu dokony-
wanej przez chorego na 100-milimetrowej wizualnej
skali analogowej (VAS), oceny aktywnosci choroby wg
chorego i lekarza, ogélnej oceny sprawnosci fizycznej
chorego (oparte na standardowym Kwestionariuszu
Oceny Stanu Zdrowia — HAQ) oraz badan laboratoryj-
nych (odczyn opadania krwinek Biernackiego — OB,
stezenie biatka C-reaktywnego — CRP). Wskazniki te
pozwolity na okreslenie poprawy wg kryteriéw zapropo-
nowanych przez Europejskie Towarzystwo Reumatolo-
giczne (EULAR) — wskaznik aktywnosci choroby DAS28.

Oceniajac skutecznosé terapii, chorych podzielono
na trzy grupy:

e grupa A — brak odpowiedzi: zmniejszenie DAS28 nie
wiecej niz 0 0,6 lub zwiekszenie,
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e grupa B — skutecznos¢ leczenia umiarkowana: zmniej-
szenie DAS28 o ponad 0,6, ale nie wiecej niz 0 1,2,

e grupa C — skutecznosé leczenia dobra: zmniejszenie
DAS28 o ponad 1,2.

W niektérych analizach, z uwagi na ograniczong
liczebnosé grup, poréwnywano chorych, u ktérych nie
wystapita odpowiedz na leczenie, czyli tzw. nieodpowia-
dajacych, z chorymi odpowiadajacymi, tzn. z tymi, u kto6-
rych wystapita umiarkowana lub dobra poprawa. Ocena
bezpieczenstwa stosowanej terapii byta dokonywana na
podstawie: wywiadu lekarskiego, badania fizykalnego
oraz wybranych badan dodatkowych. Przed rozpocze-
ciem leczenia wykonywano RTG klatki piersiowej, EKG,
wykluczano zakazenia HBV i HCV. Dodatkowo przed
zakwalifikowaniem do leczenia oraz podczas wszystkich
wizyt kontrolnych oceniano: morfologie krwi obwodowej
oraz czynnos¢ watroby i nerek (stezenie kreatyniny,
aktywnos¢ AIAT i AspAT w surowicy, mocz — badanie
ogblne). Dodatkowo jednorazowo pobierano 10 ml krwi
w celu oznaczenia polimorfizméw genéw. Badania kli-
niczne i laboratoryjne byty przeprowadzane przed roz-
poczeciem terapii oraz w 2., 4. i 6. miesigcu obserwacji.

Biorac pod uwage dziatania niepozadane, wyrdznio-
no trzy grupy chorych:

* bez niepozadanych dziatan,

* z lekkimi i Srednio nasilonymi dziataniami niepozada-
nymi (L. i 2. stopnia),

e z ciezkimi i zmuszajacymi do zaprzestania terapii MTX
dziataniami niepozadanymi (3. i 4. stopnia).

Niepozadane dziatania podzielono na: niepozadane
dziatania ze strony przewodu pokarmowego, zwieksze-
nie aktywnosci aminotransferaz, powiktania neurolo-
giczne, powiktania hematologiczne, pulmonologiczne,
tysienie, zakazenia i inne. Po wystgpieniu dziatania nie-
pozadanego zmniejszano dawke MTX, zmieniano spo-
s6b podania leku na pozajelitowy albo przejsciowo lub
stale odstawiano MTX. Przed rozpoczeciem leczenia
okreslono radiologiczny okres RZS wg Steinbrockera.
Wszyscy chorzy otrzymywali 5-15 mg kwasu foliowego
w czasie 24-48 godz. po podaniu MTX.

Wszyscy chorzy przed zakwalifikowaniem do lecze-
nia MTX wyrazili na nie zgode, jak réwniez zgode na
wykonanie badanh genetycznych.

Metody badania polimorfizmu genu reduk-
tazy metylenotetrahydrofolianowej

Oceniano wystepowanie 2 polimorfizméw w genie
MTHFR: A1298C i C677T. Genomowe DNA byto wyizolo-
wane z limfocytow krwi obwodowej z zastosowaniem
standardowych metod z uzyciem kolumienek do izolacji
DNA. Z otrzymanego DNA metoda PCR byty amplifiko-

wane dwa fragmenty genu MTHFR, zawierajace poli-
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morfizm A1298C oraz C677T. Reakcje PCR przeprowa-
dzone byty z uzyciem starterow 5-CTT CTA CCT GAA
GAG CAA GTC-37i 5’-CAT GTC CAC AGC ATG GAG-3’ dla
sekwencji zawierajacej polimorfizm A1298C oraz 5’-TGA
AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA-3" i 5-AGG ACG CTG
CGG TGA GAG TGG-3’ dla sekwencji zawierajgcej C677T.
W pierwszym przypadku zamplifikowany fragment byt
poddany dziataniu enzymu restrykcyjnego Mboll, w dru-
gim restryktazie Hinfl, a nastepnie otrzymane produkty
byty rozdzielone na 2-procentowym zelu agarozowym,
zawierajacym bromek etydyny (ryc. 11 2).

Badania polimorfizmu genéw przeprowadzono
w Katedrze Genetyki Akademii Medycznej we Wrocta-
wil.

Metody statystyczne

W celu scharakteryzowania i poréwnania grup cho-
rych reagujacych i niereagujacych na leczenie obliczono
statystyki opisowe takich parametréw, jak: wiek, czas
trwania choroby, ocena aktywnosci procesu zapalnego
DAS28. Istotnosé statystyczng réznic miedzy Srednimi
badanych parametrow przed terapig i w trakcie stoso-
wania MTX badano z uzyciem testu t-Studenta dla préb
zaleznych. Zwigzek miedzy: a) polimorfizmami a sku-
tecznoscig terapii, b) polimorfizmami a dziataniami nie-
pozadanymi, badano za pomoca testu 2. Dla tabel czte-
ropolowych obliczono iloraz szans (odds ratio — OR).

A/A A/A AIC CIC A/A AIC AIC A/A A/A AIC AIA

—
S s . oame

- -

Ryc. 1. Wz6ér prazkéw polimorfizmu MTHFR
A1298C uzyskanego metoda RELP-PCR.
Homozygota typu dzikiego 1298AA (1 produkt:
56bp); heterozygota 1298AC (2 produkty: 84bp
i 56bp); homozygota typu 1298CC (1 produkt:
84bp).

Fig 1. RELP-PCR analysis of the MTHFR A1298C
polymorphism. Lane 1, PCR product of size 56bp,
pattern predicted for wild 1298AA genotype.
Lane 3, PCR products of size 84 and 56bp, hete-
rozygous genotype of the polymorphism. Lane 4,
PCR product of size 84bp, pattern predicted for
1298 CC genotype.

Wyniki

Od stycznia 2006 do czerwca 2008 r. tacznie zakwali-
fikowano do badania 273 chorych na RZS, spetniajacych
kryteria ARA z 1987 r. Srednia dawka MTX wynosita
15 mg/tydzien (12,5-25 mg), wszyscy chorzy otrzymy-
wali  suplementacje kwasu foliowego w dawce
5-15 mg/tydzien. Z analizy z powodu nieregularnego
zgtaszania sie na badania kontrolne i niepetnych danych
dotyczacych aktywnosci choroby oraz dziatan niepozada-
nych wykluczono 33 chorych. Do ostatecznej analizy
zakwalifikowano 240 chorych, 196 kobiet (82%) i 44 mez-
czyzn (18%), sredni wiek wynosit 52 lata (22-77 lat). Cha-
rakterystyke chorych przedstawiono w tabeli I.

W ciggu obserwacji terapie MTX przerwato 82 cho-
rych (34%): 40 (16,5%) z powodu dziatan niepozada-
nych, a u 42 (17,5%) z powodu braku poprawy prze-
rwano terapie lub dotgczono inny lek modyfikujacy
przebieg choroby. U 240 chorych, ktérzy regularnie
zgtaszali sie na badania, okreslono poprawe spetniaja-
ca kryteria zaproponowane przez EULAR. Dobra odpo-
wiedZ na leczenie stwierdzono w 2. miesigcu u 28%
chorych, w 6. miesigcu u 33%. Umiarkowana poprawe
wykazano odpowiednio u 42 i 43% chorych, a brak
poprawy lub pogorszenie u 30 i 24% chorych. Dziatania
niepozadane wystapity tacznie u 128 chorych (53%),
a u 40 z nich (16,5%) spowodowaty one koniecznoscé

—— T

CT CC CT CT CC TTI CC

CT TT CC

Ryc. 2. Wz6ér prazkéw polimorfizmu MTHFR
C677T uzyskanego metoda RELP-PCR. Linia 1 —
marker wielkosci Hyper Lader V firmy Bioline,
homozygota typu 677TT (produkty o wielkosci
175bp), homozygota typu dzikiego (wyste-
powanie produktu o wielkodci 198bp),
heterozygota (wystepowanie dwoch produktow
175bp + 198bp), linia 8, 9, 10.

Fig. 2. Results of RELP-PCR analysis of the MTH-
FR C677T polymorphism. First line is molecular
marker and respectively polymorphic 677TT
(product of size 175bp), wild 677CC (product of
size 198bp) and heterozygous (product of size
175bp + 198bp) genotype pattern in line 8, 9, 10.
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Tabela I. Poréwnanie wynikéw wyjsciowych u pacjentéw odpowiadajacych i nieodpowiadajacych na lecze-

nie MTX

Table I. Comparison between patients with no response (non-responders), and those who had a moderate or
good response (responders) during treatment with MTX

Badana cecha — wyniki wyjsciowe Odpowiadajgcy™ Nieodpowiadajgcy p
liczba chorych (n) 185 55

wiek: Srednia + SD [lata] 54 +10 50 #11 < 0,01
ptec: kobiety [%] 80 82 NS
DAS28: srednia + SD 4,2 +0,8 4,7 +0,6 < 0,01
odsetek pacjentow seropozytywnych [%) 60 67 NS
Srednia dawka MTX mg/tydz. (min./maks.) 15 (12,5-25) 15 (12,5-25) NS
MTX jako pierwszy LMPCh [%] 81 68 < 0,01
suplementacja kwasem foliowym [%] 100 100 NS
jednoczesnie podawane glikokortykosteroidy [%] 66 63 NS
jednoczesnie podawane NLPZ [%] 76 74 NS
okres RZS wg Steinbrockera I + /111 + 1V [%] 46/54 50/50 NS
palenie papierosow [%] 39 35 NS

*tgcznie umiarkowana i dobra odpowiedz, NS — réznica nieistotna statystycznie

odstawienia leku (tab. Il). Najczestsze dziatania niepo-
zadane byty zwigzane z zaburzeniami ze strony prze-
wodu pokarmowego, dziataniami niepozadanymi, kto-
re spowodowaty przerwanie leczenia, byty: powiktania
hematologiczne (u 2 chorych leukopenia, u 1 trombo-
cytopenia i u 1 pancytopenia), z przewodu pokarmo-
wego (nudnosci i wymioty u 15 chorych, u 6 béle brzu-
cha i u 2 biegunka), utrzymujace sie zwiekszenie
aktywnosci aminotransferaz u 5 oraz zapalenia $rod-
miazszowe ptuc u 6 chorych.

Czestos¢ wystepowania polimorfizméw MTHFR
C677T i A1298C okreslono u 240 chorych, ktérzy brali
udziat w badaniu. Polimorfizmy MTHFR 677CC, MTHFR
677CT i MTHFR 677TT wystepowaty odpowiednio u 48,
42 i 10% chorych, a polimorfizmy MTHFR 1298AA,
MTHFR 1298AC i MTHFR 1298CC odpowiednio u 57,5,
42 i 0,5% chorych. W przeprowadzonym badaniu nie
wykazano wptywu badanych polimorfizméw na po-
czatkowg aktywnosé choroby i wiek poczatku choroby.
Wykazano natomiast szybsza dobra odpowiedZ na
leczenie MTX u homozygot MTHFR 677CC (OR = 3,4;
p = 0,001) i wieksza liczbe odstawien MTX z powodu
dziatan niepozadanych u chorych z allelem T w zakresie
MTHFR 677 (OR = 2,5; p = 0,02).

Oceniajac skutecznosc leczenia MTX w zaleznosci od
badanych polimorfizméw MTHFR C677T i A1298C, nie
wykazano istotnych statystycznie réznic. Jedynie u cho-
rych z genotypem 677CC wykazano 1,8 razy lepsza sku-
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tecznosc¢ niz u chorych z allelem T, ale wynik byt na gra-
nicy istotnosci statystycznej (p = 0,051) (tab. I1l).

Analizowano takze czestos¢ dziatan niepozadanych
w badanej grupie w zaleznosci od poszczegdlnych poli-
morfizmoéw. Z uwagi na ograniczong liczebnos¢ grupy
analizowano réwniez wystepowanie poszczegélnych
dziatah niepozadanych miedzy poszczegdlnymi homozy-
gotami i tagczna liczbg heterozygot z druga homozygota.
Biorgc pod uwage wszystkie dziatania niepozadane,
istotnie statystycznie czesciej wystepowaty one u cho-
rych z genotypem MTHFR 677TT i 677CT w poréwnaniu
7 677CC (odpowiednio u 61 i 45%; OR = 2,0; p < 0,01)
(ryc. 3). Wystepowanie allela T wigzato sie z 5-krotnym
zwiekszeniem czestosci dziatan niepozadanych. Prze-
analizowano takze wptyw poszczegélnych polimorfi-
zméw na konkretne dziatania niepozadane. Czesciej
stwierdzono zwiekszenie aktywnosci aminotrasferaz
u chorych z genotypem MTHFR 677CT i 677TT w poréw-
naniu z MTHFR 677CC (odpowiednio 11 i 3%; p = 0,025;
OR = 3,4) (ryc. 4). W wystepowaniu innych niepozada-
nych dziatan nie byto istotnych statystycznie roznic
pomiedzy chorymi z réznymi polimorfizmami.

Stezenia homocysteiny nie zwiekszyty sie istotnie
podczas terapii MTX. Nalezy podkresli¢, ze wszyscy
chorzy otrzymywali suplementacje kwasu foliowego
(5-15 mg tygodniowo). Stezenia homocysteiny wynosity
11,31 +0,56 umol/l przed i 10,7 +0,53 pmol/l po 6 miesia-
cach leczenia MTX (p = 0,297).
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Tabela Il. Dziatania niepozadane w trakcie terapii MTX
Table Il. Adverse effects during treatment with MTX

Rodzaj dziatania niepozadanego Wszystkie dziatania Dziatania zmuszajgce
niepozadane do odstawienia MTX
zotadkowo-jelitowe: 80 (33%) 23 (9,5%)
nudnosci i wymioty 50 15
bol brzucha 27 6
biegunka 3 2
zwiekszenie aktywnosci aminotransferaz 18 (7,5%) 5 (2%)
hematologiczne: 8 (3,3%) 4 (1,6%)
niedokrwistos¢ 3 0
leukopenia 2 2
trombocytopenia 2 1
pancytopenia 1 1
pulmonologiczne (zapalenia ptuc, zwtdknienie ptuc) 7 (2,9%) 6 (2,5%)
tysienie 28 (12%) 0
ostabienie, bol gtowy, sennos¢, zte samopoczucie 34 (14%) 0
zakazenia 9 (3,8%) 1(0,4%)
zapalenia bton Sluzowych i reakcje skérne 2 (0,8%) 1(0,4%)
guzki pometotreksatowe 2 (0,8%) 0
razem (chorzy z dziataniami niepozadanymi) 128 (53%)* 40 (16,5%)

*tgczna liczba dziatan niepozqdanych przewyzsza liczbe chorych, poniewaz u niektorych chorych wystepowato wiecej niz jedno dziatanie niepozqgdane (liczba
chorych — 128; liczba dziatan niepozgdanych — 188)

Tabela Ill. Wptyw genotypdéw/alleli na skutecznos¢ terapii MTX u chorych na RZS
Table Ill . Evaluating MTX therapy effectiveness in relation to tested polymorphisms

Skutecznos¢
Polimorfizm Genotyp/allel OR p
brak n [%] umiarkowana n [%] dobra n [%]
a) CC 20 (18) 50 (45) 42 (28)
MTHER b) CT 26 (26) 44 (45) 28 (29) * 0,17
677 oTT 9 (38) 7 (29) 8 (33)
allel C 66 (20) 144 (45) 112 (35)
5,2 0,07
allel T 44 (30) 58 (40) 44 (30)
AA 35 (26) 52 (39) 47 (35)
0,27
MTHER AC + CC 20 (20) 49 (49) 31 (31)
1298 allel A 90 (25) 152 (41) 125 (34)
2,22 0,33
allel C 20 (20) 50 (50) 30 (30)

*OR (a/b +¢) = 0,54; p (a/b + ¢) = 0,051
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Ryc. 3. Polimorfizmy, w ktérych stwierdzono
istotne statystycznie r6znice w czestosci wyste-
powania wszystkich dziatan niepozadanych
(Dz.N.) w trakcie leczenia MTX chorych na RZS.
Fig. 3. Effect of individual polymorphisms on
increased rate of adverse effects in RA patients
during treatment with MTX.
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Ryc. 4. Polimorfizmy, w ktérych stwierdzono
istotne statystycznie roznice w czestosci wyste-
powania zwiekszenia aktywnosci aminotrans-
feraz w trakcie leczenia MTX chorych na RZS.
Fig. 4. Effect of individual polymorphisms on
increased aminotransferase activity in RA
patients during treatment with MTX

Oméwienie

Metotreksat jest stosowany na $wiecie u ponad
0,5 mln chorych na RZS. Dobrg odpowiedZ na leczenie
uzyskuje sie u 35-65% chorych, a u 10-30% leczenie
MTX jest przerywane z powodu wystepowania dziatanh
niepozadanych. W Stanach Zjednoczonych rocznie
wydaje sie na leczenie dziatan niepozadanych spowodo-
wanych réznymi lekami 4 biliony dolaréw. Jezeli czesci
z nich mozna bytoby unikna¢, to oprécz niewatpliwych
i najwazniejszych korzysci dla chorego miatoby to takze
uzasadnienie farmakoekonomiczne.
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Trwajg poszukiwania markeréw biochemicznych i kli-
nicznych, dzieki ktérym mozna by przewidzie¢ dobrg
odpowiedZ na leczenie MTX. Nie znaleziono jednego,
pewnego markera biochemicznego, jednej cytokiny, kté-
rej stezenie na poczatku leczenia warunkowatoby sku-
tecznos¢ MTX. Na podstawie dotychczas opublikowa-
nych wynikéw prac trudno jednoznacznie stwierdzic,
ktéry z polimorfizméw odgrywa najwieksza role i bytby
dobrym czynnikiem pomocnym w ocenie skutecznosci
i ryzyka wystgpienia dziatan niepozadanych w trakcie
terapii MTX. Brane pod uwage sg zaréwno polimorfizmy
w enzymach biorgcych udziat w transporcie do i z komor-
ki, w poliglutaminacji MTX, w metabolizmie folianéw
oraz geny, ktérych produkty majg wptyw na dziatanie
MTX poprzez adenozyne. Pordéwnywanie wynikéw prac
jest bardzo trudne ze wzgledu na to, ze byty przeprowa-
dzane w réznych populacjach, o réznej liczebnosci, a cho-
rzy byli leczeni réznymi dawkami MTX. Mato wiarygodne
sg wyniki prac obejmujace niewielka grupe chorych. Pro-
blemem jest rowniez to, ze w ocenie skutecznosci leku
byty brane pod uwage rézne kryteria. W poszczeg6lnych
badaniach r6zna byta takze suplementacja kwasu folio-
wego, a w niektoérych nie byt on w ogéle stosowany.

Polimorfizm w zakresie genu MTHFR C677T moze
prowadzi¢ do zmniejszenia stezenia 5-metyltetrahydro-
folianu, akumulacji 5,10-metylenotetrahydrofolianu
i w rezultacie do hiperhomocysteinemii. Jednak prace
oceniajgce wptyw MTX na stezenia homocysteiny u cho-
rych na RZS dotychczas nie sa jednoznaczne [10, 11]. Nie
stwierdzono réznic u 81 chorych na RZS w stezeniach
homocysteiny w grupie chorych leczonych MTX i otrzy-
mujacych suplementacje kwasu foliowego w poréwna-
niu z chorymi na RZS otrzymujacymi inne LMPCh [12].
W pracach Morgana i wsp. oraz van Ede i wsp. wykaza-
no, ze u chorych, ktérzy nie otrzymywali suplementacji
kwasu foliowego, stezenia homocysteiny byty zwiekszo-
ne, natomiast suplementacja kwasu foliowego pozwoli-
ta na unikniecie hiperhomocysteinemii. W grupie
pacjentéw, ktérzy nie otrzymywali kwasu foliowego,
wieksze stezenia homocysteiny przed leczeniem wiaza-
ty sie z czestszym wystapieniem dziatan niepozadanych,
gtéwnie ze strony przewodu pokarmowego, i zwieksze-
niem aktywnosci aminotransferaz [11, 13, 14].

Autorzy niniejszej pracy nie stwierdzili zwiekszenia
stezef homocysteiny, a nawet obserwowali nieznaczne
zmniejszenia stezen (nieistotne statystycznie) w trakcie
6-miesiecznej terapii MTX, gdy jednoczesnie byta pro-
wadzona suplementacja kwasu foliowego. Analizujac
uzyskane wyniki, mozna stwierdzi¢, ze dawka 5-15 mg
kwasu foliowego zapobiega zwiekszeniu stezenia homo-
cysteiny w trakcie leczenia MTX.

Pierwsze prace dotyczace wptywu polimorfizméw
MTHFR na skutecznos¢ leczenia MTX i wystepowanie
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dziatan niepozadanych dotyczyty chorych ze schorzenia-
mi nowotworowymi, gtéwnie hematologicznymi. Ze
wzgledu na czesto stosowane zdecydowanie wieksze
dawki MTX u tych chorych — wyniki tych prac nie moga
by¢ bezposrednio poréwnywane z wynikami opracowan
dotyczacych chorych na RZS.

Nadal niejednoznaczne sg takze wyniki oceny wpty-
wu polimorfizméw MTHFR u chorych na RZS leczonych
MTX (tab. IV). Van Ede i wsp., oceniajac role polimorfi-
zmu C677T u ponad 200 chorych na RZS, stwierdzili, ze
chorzy majacy co najmniej jeden allel T musieli dwu-
krotnie czesciej przerwac leczenie MTX z powodu dzia-
tan niepozadanych (gtéwnie zwiekszenia aktywnosci
aminotransferaz). Nie wykazano w tej pracy wptywu
polimorfizmu na skutecznos¢ terapii. Pewnym ograni-
czeniem wynikéw uzyskanych w tym badaniu jest to, ze
1/3 chorych nie otrzymywata suplementacji folianami,
1/3 otrzymywata kwas foliowy i 1/3 kwas folinowy [11].

W populacji hinduskiej (150 chorych) nie wykazano
wptywu polimorfizmu C677T na skutecznos$¢ leczenia
i czestos¢ wystepowania dziatan niepozadanych. Chorzy
otrzymywali érednio 12 mg MTX/tydzien i stosowano
u nich suplementacje kwasem foliowym 10 mg/tydzien.
Relatywnie rzadko w badanej grupie stwierdzono niepo-
zadane dziatania (20%) i tylko 7% chorych musiato prze-
rwac leczenie z tego powodu. Nalezy jednak zwrécic
uwage, ze trudno byto ustali¢ zwigzek genotypu TT ze
skutecznoécia terapii, poniewaz byto jedynie 4 chorych
z takim genotypem [15]. Takze chifiscy reumatolodzy nie
wykazali zwiekszonej czestosci wystepowania dziatan
niepozadanych u 193 chorych na RZS i spondyloartropa-
tie, analizujac wystepowanie polimorfizméw w zakresie
MTHFR C677T i TYMS 2R/3R. Chorzy przyjmowali jednak
mniejsze dawki MTX (Srednio 9,4 mg/tydzien), nie byta
takze stosowana suplementacja kwasem foliowym.
Autorzy ttumacza brak wptywu polimorfizméw mata

Tabela IV. Wptyw polimorfizméw MTHFR na skutecznos¢ terapii i dziatania niepozadane w trakcie leczenia

MTX chorych na RZS

Table IV. Associations between MTHFR polymorphisms of the efficacy and toxicity rheumatoid arthritis

patients treated with MTX

Gen/polimorfizm  Liczba chorych  Dawka (mg/tydz.) Dziatania niepozadane Skutecznos¢ Praca
115 2-12 PN VN [22]
93 1 ccd At VAN [10]

MTHER A1298C 106 rézna © (677T+1298A to1) C T (< OB, < CRP) [26]
174 15 CCT (ale NS) [28]
208 maks. 15 o A [24]
34 7,5-17 N PN [23]
236 TTiTC T hepatoksycznosci © [11]
93 o < [10]
106 rézna T o [26]
205 15-25 <~ CCT (wczesne RZS) [27]
385 CTT3,8x TTT 4,7 x [17]

MTHFR C677T 150 11 > (tylko 4 chorych z TT) <~ [15]
174 15 TT T (tylko 6 chorych z TT)  [28]
208 maks. 15 TT, CT, Thepatotoksycznosci o [24]
34 7,5-17 PN PN [23]
193 9,4 YEN [16]
63 7,5-15 cct [18]

<> — bez wptywu na skutecznosc lub dziatania niepozgdane, NS — nieistotny statystycznie, T - zwiekszenie lub zmniejszenie czestosci wystepowania

dziatan niepozqdanych lub zwiekszenie skutecznosci terapii

Reumatologia 2010; 48/2
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grupa chorych, bedacych homozygotami 677TT (14 cho-
rych) i 2R/2R (6 chorych), matymi dawkami MTX, bra-
kiem stosowania kwasu foliowego i wptywem innych
polimorfizméw [16]. Jedna z nielicznych prac, w ktorej
doktadnie okreslono rodzaj i ciezkos¢ dziatan niepoza-
danych, byta praca Kim i wsp. Oceniono wptyw polimor-
fizmu C677T u 385 chorych w Korei Potudniowej, ktérzy
otrzymywali suplementacje kwasem foliowym, a Sred-
nia dawka MTX wynosita 11,6 mg/tydzien. Wystepowa-
nie polimorfizméw 677CT lub 677TT wigzato sie z 4-krot-
nie czestszym wystepowaniem dziatan niepozadanych
w poréwnaniu z homozygotami CC [17]. Odmienne
wyniki uzyskano w pracy obejmujacej 63 chorych na
RZS, tuszczycowe zapalenie stawéw (tZS), zapalenie
wielomiesniowe i zesztywniajgce zapalenie stawow kre-
gostupa. Wykazano w niej czestsze wystepowanie dzia-
tan niepozadanych w grupie z genotypem 677CC. Dawki
MTX wynosity 7,5-15 mg tygodniowo, a kwasu foliowe-
go 5 mg/tydzien. Nalezy podkresli¢, ze analizowana gru-
pa byta niejednorodna, biorgc pod uwage choroby, nie-
liczna, a niepozadane dziatania byty analizowane
tacznie, nie analizowano takze ich ciezkosci [18].

W metaanalizie prac oceniajacych wptyw polimorfi-
zméw MTHFR wykazano nieznaczne, ale istotne staty-
stycznie zwiekszenie czestosci wystepowania dziatan
niepozadanych w grupie chorych z polimorfizmem
677TT (OR = 1,71; p < 0,001) [19]. Bardzo trudno przepro-
wadzi¢ rzetelng metaanalize. Dziatania niepozadane
w poszczegblnych pracach sa réznie interpretowane,
czesto z powodu ograniczonej liczby chorych sg analizo-
wane wszystkie jednoczesnie — wéwczas tak samo oce-
nia sie nieznacznie nasilone wypadanie wtoséw i 3-krot-
ne zwiekszenie aktywnosci aminotransferaz. By¢ moze
réznice obserwowane w poszczegélnych badaniach
wynikajag m.in. z réznic w dawce stosowanego MTX
i kwasu foliowego. W zdecydowanej wiekszosci prac nie
obserwowano istotnego wptywu polimorfizmu na sku-
tecznoscé terapii. Wydaje sie, ze gtdwnym mechanizmem
dziatania MTX jest dziatanie przeciwzapalne, a nie anty-
proliferacyjne. W niniejszej pracy takze nie obserwowa-
no istotnie statystycznego zwigzku tego polimorfizmu
ze skutecznoscig terapii, jedynie byta tendencja do lep-
szej odpowiedzi na leczenie u homozygot CC, natomiast
wiecej dziatah niepozadanych stwierdzono u chorych,
ktérzy mieli co najmniej jeden allel T. Ponad 3 razy cze-
sciej wystepowato u nich takze zwiekszenie aktywnosci
aminotransferaz.

W kilku pracach oceniano réwniez wptyw drugiego
polimorfizmu w obrebie MTHFR. W pracy Herrlingera
i wsp. u chorych z przewlektymi zapalnymi chorobami
jelit, stosujgcymi w leczeniu MTX, u chorych z polimorfi-
zmem 1298CC stwierdzano wiecej dziatan niepozada-
nych niz u chorych z polimorfizmem 1298AA [20]. Prze-
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ciwne wyniki przedstawili Berkun i wsp. Wykazali oni
u chorych z genotypem 1298AA pieciokrotnie wieksze
ryzyko wystgpienia dziatan niepozadanych niz u chorych
z genotypem 1298CC (OR = 5,24), polimorfizm ten nie
miat jednak wptywu na skutecznos¢ terapii [10]. Campa-
lani i wsp., w retrospektywnej analizie 203 chorych na
tuszczyce leczonych MTX przez minimum 3 miesiace,
stwierdzili, ze polimorfizm MTHFR A1298C nie miat
zwigzku ze skutecznoscia leczenia i dziataniami niepo-
zadanymi [21]. Prawdopodobnie polimorfizm A1298C
sam nie wptywa na zwiekszenie stezenia homocysteiny,
ale chorzy heterozygotyczni zaréwno pod wzgledem
677C > T, jak i 1298A > C maja znacznie zmniejszong
aktywnos¢ enzymu i u nich stwierdzono wieksze steze-
nia homocysteiny, takie jakie obserwuje sie u homozy-
got z polimorfizmem 677C > T. W metaanalizie biorgcej
pod uwage 5 prac Fisher i wsp. nie wykazali wptywu poli-
morfizmow 1298 na czestos¢ wystepowania dziatan nie-
pozadanych [19]. W niniejszej pracy uzyskano podobne
wyniki.

Waznym zagadnieniem jest takze wptyw wielu poli-
morfizmoéw na wystepowanie dziatah niepozadanych
i skutecznosc terapii. Wystepowanie u jednego chorego
kombinacji obu polimorfizméw w postaci homozygot
MTHFR 677TT i 1298CC jest bardzo rzadkie. Okoto 15%
populacji kaukaskiej jest natomiast heterozygotami
w zakresie obu powyzszych polimorfizmowow i majg oni
podobnie zmniejszong aktywnos¢ MTHFR jak homozy-
goty 677TT. Prospektywng pracg, ktéra oceniata oba
polimorfizmy w zakresie MTHFR u chorych na RZS leczo-
nych MTX w maksymalnej dawce 12,5 mg/tydzien, byta
praca Kumagai i wsp. Nie wykazali oni wptywu bada-
nych polimorfizméw na objawy niepozadane i skutecz-
nos¢ leczenia [22]. Takze w kolejnej pracy, obejmujacej
tylko 34 chorych na RZS Hindusow, nie wykazano wpty-
wu polimorfizméw MTHFR C677T i A1298C oraz TYMS
5’UTR i 3’'UTR na czestos¢ wystepowania dziatan niepo-
zadanych i skutecznos¢ leczenia. Byto to retrospektyw-
ne badanie przeprowadzone wsréd chorych, ktorzy
przez minimum 6 miesiecy byli leczeni MTX w dawce
7,5-17,5 mg/tydzien. Autorzy nie okreslili, czy chorzy
otrzymywali kwas foliowy, a dziatania niepozadane byty
rozpatrywane tacznie [23].

Japonscy reumatolodzy badali wptyw obu polimorfi-
zmow na skutecznosc leczenia i czestosc dziatan niepo-
zadanych w grupie 208 chorych na RZS. Dawki MTX byty
mniejsze, niz stosuje sie rutynowo w Europie i Ameryce
(potowa chorych otrzymywata 6 mg MTX tygodniowo
lub mniej), a dziatan niepozadanych nie scharakteryzo-
wano precyzyjnie. Skutecznos¢ leczenia byta oceniana
retrospektywnie w zaleznosci od dawki MTX potrzebnej
do uzyskania poprawy — jezeli wynosita ona do 6 mg, to
autorzy uznawali, ze chorzy lepiej reaguja na leczenie.
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Wystepowanie allelu 677T wigzato sie z wiekszg czesto-
Scig wszystkich dziatan niepozgdanych (RR = 2,4;
p =0,003) i czesciej w tej grupie chorych byto obserwo-
wane zwiekszenie aktywnosci aminotransferaz (RR = 2,66;
p = 0,004). Chorzy z genotypem MTHFR 1298AA potrze-
bowali wiekszych dawek MTX do osiagniecia tej samej
skutecznosci, co chorzy z genotypem CC lub AC
(RR = 1,4; p = 0,008) [24].

Hider i wsp. takze wykazali w grupie 309 chorych na
RZS czestsze zwiekszenie aktywnosci aminotransferaz
u posiadaczy allela 677T (RR = 3,3). Wystepowanie poli-
morfizmu A1298C nie miato wptywu na dziatania niepo-
zadane i skutecznosc terapii [25]. Podobnie Urano i wsp.
wykazali w japonskiej populacji wiekszg czestos¢ wyste-
powania dziatan niepozadanych u posiadaczy allelu
677T (RR = 1,25), ale rdznice w tym polimorfizmie nie
miaty wptywu na skutecznos¢ leczenia. Polimorfizm
A1298C nie wptywat natomiast na czestos¢ wystepowa-
nia dziatan niepozadanych. Posiadanie allelu C wigzato
sie jednak z mozliwoscig podawania mniejszych dawek
leku i byto osiggane wieksze zmniejszenie sie parame-
tréw zapalnych (RR = 2,18; p < 0,05) [26]. Takze Wessels
i wsp. badali wptyw tych dwéch polimorfizméw
u 205 chorych na RZS. Lepsza odpowied? na leczenie po
6 miesigcach, biorac pod uwage zmniejszenie DAS28,
wykazano u chorych z genotypem MTHFR 1298AA
(OR = 2,3) oraz u chorych z genotypem 677CC. Wiece]
dziatan niepozadanych wykazano u chorych z allelem
1298C (OR = 2,5), mimo ze chorzy otrzymywali suple-
mentacje kwasu foliowego [27].

Oba polimorfizmy byty tez badane w grupie 174 cho-
rych na RZS leczonych MTX w dawce 15 mg/tydzien, kt6-
rzy stosowali jednoczesnie 4 mg metyloprednizolonu
i 5 mg kwasu foliowego na dobe. W czasie 12-miesiecz-
nego badania jako kryterium poprawy przyjeto 20-pro-
centowa poprawe wg kryteriow ACR. U chorych z obec-
nym allelem MTHFR 677T istotnie statystycznie czesciej
uzyskano zmniejszenie aktywnosci choroby, a w grupie
z allelem 1298C nastapita jedynie tendencja do czest-
szego zmniejszenia aktywnosci choroby. Nalezy jednak
podkresli¢, ze byto jedynie 6 chorych z genotypem
677TT i w zwigzku z tym, gdy u 3 z nich uzyskano 20-
-procentowa poprawe, to stanowili oni 50% oceniane;j
populacji. Po przeanalizowaniu wynikéw dla grupy z alle-
lem T okazato sie, ze wystepowat on u 29% os6b odpo-
wiadajacych na leczenie i 20% nieodpowiadajacych,
a réznice te nie byty juz istotne statystycznie (p = 0,08).
Mimo ze stwierdzono czestsza poprawe u chorych
z genotypem 1298CC niz u chorych z genotypem 1298AA
(OR = 2,17), to byty to réznice nieistotne statystycznie
(p = 0,132). Jedna z gtéwnych réznic w badanej grupie
w stosunku do podawanych w innych pracach byta daw-
ka kwasu foliowego, ktéra wynosita 5 mg/dobe, a nie jak

w wiekszosci 5 mg/tydzien. Dawka MTX byta ponadto
zwiekszana do maksimum 15 mg/tydzien, a w niekto-
rych innych pracach byta to dawka srednia. Tym ttuma-
cza autorzy rzadsze wystepowanie dziatan niepozada-
nych w badanej grupie i w zwiazku z tym nie mogli oni
przeanalizowac ich wystepowania w skojarzeniu z poli-
morfizmami. Sposéb dawkowania lekéw mogt by¢ takze
powodem uzyskania poprawy ACR 20% jedynie u 58
z grupy 174 chorych (33%) [28].

Nie jest doktadnie poznany mechanizm ewentualne-
go wptywu polimorfizmoéw MTHFR na dziatania niepoza-
dane w trakcie terapii MTX. Najbardziej prawdopodobny
jest wptyw na zmniejszenie stezenia 5-metyl THF, ktére
moze prowadzi¢ do zmniejszenia metylacji homocyste-
iny, zmniejszenia stezenia metioniny i w rezultacie
zmniejszenia metylacji DNA.

Obecnie prébuje sie okresli¢ przydatnos¢ badan poli-
morfizméw gendéw do oceny skutecznosci leczenia
i wystepowania potencjalnych dziatan niepozadanych,
uwzgledniajac analize farmakoekonomiczna. Bierze sie
w niej pod uwage koszt wykonania badan genetycz-
nych, a takze oszczednosci wynikajace ze zmniejszenia
liczby dziatah niepozadanych czy osiagniecie w krét-
szym czasie zamierzonego celu terapeutycznego (np.
szybsze uzyskanie poprawy czy remisji, szybszy powrét
do pracy). Jednymi z najlepiej przebadanych polimorfi-
zmoéw wsrod lekéw stosowanych w reumatologii jest
polimorfizm metylenotransferazy tiopuryny (TPMT), bio-
racej udziat w metabolizmie azatiopryny. Chorzy niema-
jacy lub majacy zmniejszona aktywnosé TPMT sa nara-
zeni na zwiekszone ryzyko ciezkiej mielosupresji po
standardowych dawkach leku. Wykazano, ze chorzy ze
Srednio obnizong aktywnoscig TPMT moga by¢ skutecz-
nie leczeni mniejszymi dawkami 6-merkaptopuryny
i azatiopryny i dzieki temu zmniejsza sie czestos¢ wyste-
powania dziatah niepozadanych. Food and Drug Admini-
stration (FDA) popiera oznaczanie testow wykrywaja-
cych polimorfizmy TPMT w celu zmniejszenia ryzyka
dziatan niepozadanych i optymalizacji terapii [5].

Analizujac przydatnosé badan farmakogenetycznych
i ich kosztowe uzasadnienie, nalezy bra¢ pod uwage
catos¢ kosztéw zwigzanych z leczeniem MTX. Metotrek-
sat w postaci tabletek doustnych jest lekiem relatywnie
tanim, natomiast w zwigzku z czestym wystepowaniem
dziatan niepozadanych ponoszone s3 wysokie koszty
badan kontrolnych wykonywanych w trakcie terapii MTX
i koszty ewentualnego leczenia powiktan terapii. Anali-
zujac koszty monitorowania niepozadanych dziatan
wsréd LMPCh, najmniejszymi charakteryzuje sie HCQ,
a najwiekszymi MTX [29]. Aby oznaczanie danego poli-
morfizmu miato takze farmakoekonomiczny sens, udo-
wodniony powinien by¢ zwigzek genotypu z konkretnym
klinicznym fenotypem i czestos¢ wystepowania danego
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polimorfizmu powinna by¢ odpowiednio duza. Jezeli
dany polimorfizm wystepuje z czestoscia np. 2%, to
Srednio trzeba przebada¢ 50 chorych, zeby zidentyfiko-
wac chorego z danym polimorfizmem. W przysztosci
nalezy (w celu potwierdzenia stusznosci roli badan far-
makogenetycznych) po uzyskaniu wynikéw z danej pra-
cy planowac¢ badania prospektywne. Chorych nalezato-
by podzieli¢ na dwie grupy, jedna otrzymywataby
standardowe dawki MTX, a druga —w zaleznosci od pro-
filu genetycznego — MTX albo inny LMPCh [30].

Jest szansa, ze w przysztosci dzieki indywidualizacji
terapii bedziemy mogli dostosowywac leczenie (rodzaj
leku, dawka leku, droga podania) do danego molekular-
nego podtypu choroby oraz genotypu chorego. Dalszy
rozwoj farmakogenetyki przyczyni sie do poprawy sku-
tecznosci leczenia, minimalizacji dziatan niepozadanych
i umozliwi indywidualizacje leczenia. Nalezy jednak
pamietac, ze predyspozycje genetyczne s3a tylko jednymi
z czynnikéw wptywajacych na réznice podczas farmako-
terapii u poszczegélnych chorych. Metotreksat nadal
pozostaje ztotym standardem w leczeniu chorych na
RZS. Z uwagi na mata liczbe LMPCh powinien on by¢ sto-
sowany u wiekszosci chorych na RZS jako lek pierwsze-
g0 rzutu.

Whioski

Badania polimorfizméw genéw moga pozwoli¢ na
wyodrebnienie grupy chorych, ktérzy lepiej zareaguja na
leczenie, i tych, u ktérych wystapia dziatania niepozada-
ne w trakcie terapii MTX:

1. U chorych z genotypem MTHFR 677TT i 677CT istnieje
wieksze ryzyko wystapienia dziatan niepozadanych —
MTX jest bezpieczniejszy dla chorych z genotypem
MTHFR 677CC.

2. Wystepowanie allelu 677T wigze sie z 5-krotnym
zwiekszeniem czestosci wystepowania dziatah niepo-
zadanych.

3. Z uwagi na zwiekszone ryzyko nasilenia sie aktywno-
sci aminotransferaz czestsze oznaczanie aktywnosci
aminotransferaz powinno by¢ wykonywane u chorych
z genotypem MTHFR 677CT 1 677TT.

4. Badania czestosci wystepowania allelu 677T w genie
MTHFR wymagaja kontynuacji i oceny na duzej grupie
chorych na RZS, w celu okreslenia ich roli jako czynni-
kéw predysponujacych do wystapienia dziatan niepo-
zadanych podczas leczenia MTX.
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