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UTICAJ ANTIRETROVIRUSNIH LEKOVA | GENSKIH VARIJANTI TERT |
MTHFR GENA NA DUZINU TELOMERA KOD PACIJENATA SA HIV
INFEKCIJOM

Sazetak

Uvod: Uprkos efikasnoj kombinovanoj antiretrovirusnoj terapiji (combined antiretroviral
therapy, CcART), u organizmu pacijenata koji su inficirani humanim virusom
imunodeficijencije (human immunodeficiency virus, HIV), formiraju se anatomski rezervoari
u kojima se virus i dalje replikuje, te je na ovaj nacin uticaj HIV virusa na organizam hroni¢no
prisutan. Inflamacija i kumulativna toksi¢nost usled kontinuirane primene cART su
potencijalno povezani sa ubrzanim procesom starenja. Bioloska starost HIV-om inficiranih
pacijenata moze odstupati od njihove hronoloske starosti. Bioloska starost pacijenata se moze
pratiti promenama vrednosti biomarkera starenja. Pouzdanim, savremenim molekularnim
biomarkerom starenja organizma smatra se promena duZine telomera. Telomere su DNK
sekvence na krajevima hromozoma koje stite hromozome od gubitka genetickog materijala.
Tokom zivota, telomere se skrac¢uju prilikom svake ¢elijske deobe. Kada se dostigne kriti¢no
skracenje telomera, deobe ¢elija se zaustavljaju i dolazi do programirane Celijske smrti. Na
duzinu telomera negativno mogu uticati primena cART i hroni¢na inflamacija. Takode,
potencijalnu asocijaciju sa promenom duzine telomera pokazuju polimorfizmi rs2736100 i
rs2736098 u TERT (telomerase reverse transcriptase) genu i polimorfizmi rs1801133 i
rs1801131 u MTHFR (methylenetetrahydrofolate reductase) genu.

Cilj: Ispitati povezanost duzine telomera kod HIV-om inficiranih pacijenata sa duZinom
trajanja infekcije HIV-om, duzinom trajanja cART-a, mehanizmom delovanja primenjenih
lekova u sklopu cART-a, genskim varijantama rs2736100 i rs2736098 TERT gena i genskim
varijantama rs1801133 i rs1801131 MTHFR gena. Ispitati dijagnosticki potencijal duzine
telomera kao relevantnog parametra koji bi mogao uticati na odabir terapije HIV-om inficiranih
pacijenata.

Metode: U ovu studiju preseka je uklju¢eno 176 pacijenata muskog pola, starosti iznad 18
godina, koji primaju cCART u trajanju od minimum 16 nedelja i imaju manje od 50 kopija HIV
RNK/mI krvi. Venepunkcijom se od pacijenata sa dijagnostikovanom HIV infekcijom, koji se
le¢e u Centru za HIV/AIDS Klinike za infektivne i tropske bolesti u Beogradu, Univerzitetskog
klinickog centra Srbije, uzimalo po 4 ml uzorka krvi za farmakogenetsko ispitivanje. Po
izvrSenoj inaktivaciji virusa, iz uzoraka krvi, su izdvojene mononuklearne ¢éelije iz kojih je
metodom isoljavanja izolovana DNK. RTL je odredena metodom lan¢ane reakcije polimeraze
u realnom vremenu (real-time PCR), u odnosu na referentnu sekvencu. Utvrdivanje genotipova
TERT i MTHFR polimorfizama je odredeno metodom lan¢ane reakcije polimeraze (PCR),
pracene enzimskom digestijom PCR produkata (restriction fragment length polymorphisms-
RFLP). Zdravstveni podaci relevantni za istrazivanje su prikupljeni iz zdravstvenih kartona i
istorije bolesti pacijenata. Klasifikacija individualnih parametara, dobijenih Kklinickim i
laboratorijskim ispitivanjima, njihova statisticka obrada i graficki prikaz rezultata izvrSeni Su
pomocu specijalizovanih R-softverskih paketa. Masinskim ucenjem pomocu softverskih
paketa “randomForest” i “Boruta” izdvojene su varijable za inferencijalno statisticko testiranje
asocijacije sa RTL. Inferencijalna statistika je obuhvatila testove prema vrsti varijabli: Man-
Vitnijev U test i Kruskal-Wallis test za obradu podataka u slucajevima odsustva normalne
raspodele. Odnos kategorijalnih i neprekidno promenjivih varijabli testiran je Spirmanovim ili
Kendalovim testom sa odredivanjem koeficijenta korelacije. Za sva statisticka testiranja, prag
znacajnosti je bio na konvencionalnom nivou od 0.05, a snaga statistickog testa iznosila je 0.8.



Rezultati: Srednja vrednost RTL pacijenata je iznosila 2.50 = 1.87. Nijedna od opstih
karakteristika pacijenata nije bila u korelaciji sa RTL (starost, BMI, broj CD4+ T-¢elija, CRP,
duzina trajanja infekcije, duzina trajanja leCenja, mehanizam transmisije infekcije). Nijedan
komorbiditet, niti lekovi kojima se komorbiditeti leCe nisu bili povezani sa RTL
(hiperlipidemija, dijabetes, hipertenzija). Nije bilo razlike (p=0,761) u RTL izmedu terapijskih
grupa: dva nukleozidna inhibitora reverzne transkriptaze (NIRT) kao glavni tretman, u
kombinaciji sa inhibitorom integraze (1), inhibitorom proteaze (PI) ili nenukleozidnim
inhibitorom reverzne transkriptaze (NNIRT). Nije bilo znacajne razlike u RTL izmedu
razli¢itih rezima unutar CART grupa NIRT, Pl i Il. U sklopu cCART rezima koji je sadrzao
NNIRT, postojao je uticaj na RTL (p = 0,018). Ovo je bila prva studija koja je pokazala da
pacijenti koji koriste efavirenz u okviru CART-a imaju znac¢ajno krace telomere od pacijenata
koji koriste nevirapin. Genotip TERT rs2736100 nije pokazao povezanost sa RTL. Medutim,
TERT rs2736098 heterozigoti (GA) su imali zna¢ajno duze telomere (p = 0,049) od oba
homozigota (GG i AA). Genotipovi MTHFR rs1801131 i rs1801133 nisu pokazali povezanost sa
RTL.

Zakljucci: Mehanizam delovanja CART nema presudan uticaj na duzinu telomera, iako je
zapazen izvestan negativan efekat inhibitora integraze na RTL. Razli¢iti terapijski rezim je
uticao na duzinu telomera samo unutar NNIRT grupe pacijenata. Polimorfizam TERT
rs2736098 je povezan sa duzinom telomera. Doslednija povezanost izmedu RTL i HIV-a
mozda bi se mogla nadi testiranjem dodatnih polimorfizama ili koris¢enjem vecih kohorti.

Kljuéne reci: HIV, starenje, CART, telomere, RTL
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INFLUENCE OF ANTIRETROVIRAL DRUGS AND GENE VARIANTS OF TERT
AND MTHFR GENES ON TELOMERE LENGTH IN PATIENTS WITH HIV
INFECTION

Abstract

Introduction: Despite effective combined antiretroviral therapy (CART), in the body of
patients infected with the human immunodeficiency virus (HIV), anatomical reservoirs are
formed in which the virus continues to replicate, and in this way the influence of the HIV virus
on the body is chronically present. Inflammation and cumulative toxicity from continuous
CART administration are potentially associated with an accelerated aging process. The
biological age of HIV-infected patients may differ from their chronological age. The biological
age of patients can be monitored by changes in the values of aging biomarkers. Change in the
length of telomeres is considered a reliable, modern molecular biomarker of the aging of the
organism. Telomeres are DNA sequences at the ends of chromosomes that protect
chromosomes from loss of genetic material. During life, telomeres shorten with each cell
division. When a critical telomere shortening is reached, cell divisions stop and programmed
cell death occurs. Telomere length can be negatively affected by cART administration and
chronic inflammation. Also, polymorphisms rs2736100 and rs2736098 in the TERT
(telomerase reverse transcriptase) gene and polymorphisms rs1801133 and rs1801131 in the
MTHFR (methylenetetrahydrofolate reductase) gene show a potential association with the
change in telomere length.

Objective: To examine the association of telomere length in HIV-infected patients with the
duration of HIV infection, the duration of cART, the mechanism of action of the drugs
administered as part of CART, gene variants rs2736100 and rs2736098 of the TERT gene and
gene variants rs1801133 and rs1801131 MTHFR gene. To examine the diagnostic potential of
telomere length as a relevant parameter that could influence the choice of therapy for HIV-
infected patients.

Methods: This cross-sectional study included 176 male patients, aged over 18 years, receiving
CART for a minimum of 16 weeks and having less than 50 copies of HIV RNA/ml blood. A 4
ml blood sample for pharmacogenetic testing was taken by venipuncture from patients
diagnosed with HIV infection, who are being treated at the Center for HIV/AIDS, Clinic for
Infectious and Tropical Diseases in Belgrade, University Clinical Center of Serbia. After the
inactivation of the virus, mononuclear cells were isolated from the blood samples, from which
DNA was isolated using the salting method. The RTL was determined by the polymerase chain
reaction method in real time (real-time PCR), in relation to the reference sequence.
Determining the genotypes of TERT and MTHFR polymorphisms was determined by the
method of polymerase chain reaction (PCR), followed by enzymatic digestion of PCR products
(restriction fragment length polymorphisms-RFLP). Health data relevant to the study were
collected from patients' medical records and medical histories. The classification of individual
parameters obtained from clinical and laboratory tests, their statistical processing and graphical
presentation of the results were performed using specialized R-software packages. Using
machine learning, i.e. "randomForest” and "Boruta” software packages, variables were
extracted for inferential statistical testing of association with RTL. Inferential statistics
included tests according to the type of variables: Mann-Whitney U test and Kruskal-Wallis test
for data processing in cases of absence of normal distribution. The relationship between
categorical and continuously changing variables was tested by Spearman's or Kendall's test
with the determination of the correlation coefficient. For all statistical tests, the significance
threshold was at the conventional level of 0.05, and the power of the statistical test was 0.8.



Results: The mean RTL value of the patients was 2.50 + 1.87. None of the general patient
characteristics were correlated with RTL (age, BMI, CD4+ T-cell count, CRP, duration of
infection, duration of treatment, mechanism of infection transmission). No comorbidities, nor
medications used to treat comorbidities, were associated with RTL (hyperlipidemia, diabetes,
hypertension). There was no difference (p = 0.761) in RTL between treatment groups: two
nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTIs) as the main treatment, in combination with
an integrase inhibitor (11), a protease inhibitor (PI) or a non-nucleoside reverse transcriptase
inhibitor (NNRTI). There was no significant difference in RTL between different regimens
within cART groups NRTI, Pl and Il. Within the CART regimen containing NNIRT, there was
an effect on RTL (p = 0.018). This was the first study to show that patients using efavirenz as
part of cCART had significantly shorter telomeres than patients using nevirapine. TERT
rs2736100 genotype showed no association with RTL. However, TERT rs2736098
heterozygotes (GA) had significantly longer telomeres (p = 0.049) than both homozygotes (GG
and AA). MTHFR rs1801131 and rs1801133 genotypes did not show association with RTL.
Conclusions: The mechanism of action of CART has no decisive influence on telomere length,
although a certain negative effect of integrase inhibitors on RTL was observed. The different
therapeutic regimen affected telomere length only within the NNRTI group of patients. TERT
rs2736098 polymorphism is associated with telomere length. A more consistent association
between RTL and HIV might be found by testing additional polymorphisms or using larger
cohorts.

Key words: HIV, aging, CART, telomeres, RTL
Scientific field: Medicine
Scientific subfield: Medical pharmacology
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1. UvOD

1.1. Virus humane imunodeficijencije

Virus humane imunodeficijencije (HIV) je jedan od vodecih globalnih zdravstvenih
izazova buduci da je do sada odneo oko 40,5 miliona zivota (1). HIV se najefikasnije replicira
u aktiviranim CD4+ T ¢elijama, ¢ime se one iscrpljuju. Ovo posledi¢no dovodi do toga da
pacijenti podlezu oportunistickim infekcijama, §to karakteriSe sindrom steCene
imunodeficijencije (SIDA), ili na engleskom acquired immunodeficiency syndrome (AIDS)
(2). Replikacija HIV-a se najbolje drzi pod kontrolom primenom kombinovane antiretrovirusne
terapije (engl. combined antiretroviral therapy - CART), koja zaustavlja progresiju bolesti do
njenog terminalnog stadijuma, odnosno AIDS-a i omoguc¢ava HIVV-om inficiranim pacijentima
da zive zivotni vek oc¢ekivan kao kod zdrave populacije (3).

HIV spada u rod Lentivirus, familiju Retroviridae, podfamiliju Orthoretroviriniae (4).
Rezultati trenutno dostupnih epidemioloskih i filogenetskih analiza ukazuju na to da se HIV
pojavio u humanoj populaciji u periodu od 1920. do 1940. godine (5). Postoje dva tipa HIV-a.
HIV-1 je rasprostranjen Sirom sveta, dok je HIV-2 manje prenosiv, manje virulentan i
uglavnom ograniéen na region zapadne Afrike. HIV-1 je verovatno evoluirao od virusa koji
prirodno inficiraju §impanze u centralnoj Africi (6). AIDS je prvi put prepoznat kao nova bolest
1981. godine kada je sve veci broj mladih muskaraca, homoseksualnog opredeljenja, poceo da
podleze do tada neuobiCajenim oportunistickim infekcijama i do tada retko uofavanim
malignitetima (7). Dve godine kasnije je HIV izolovan kao uzro¢nik AIDS-a (8). Ubrzo zatim,
1987. godine, pokazalo se da antiretrovirusni agens zidovudin, inhibitor nukleozidne reverzne
transkriptaze, ima pozitivan uticaj na klini¢ku progresiju bolesti (9).

1.1.1. Statisticki podaci

Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije (u daljem tekstu: SZO), na
globalnom nivou, 2022. godine je bilo registrovano ukupno 39 miliona HIV-om inficiranih
osoba, §to je za 24 % vise u odnosu na podatke iz 2010. godine. Medutim, broj novozarazenih
je u 2022. godini bio 38 % manji, a smrtnost je bila preko 50 % manja nego u 2010. godini
(Slika 1). Po regionima gledano, porede¢i statisticke podatke iz 2010. i 2022. godine, najveci
godisnji porast broja novozarazenih (za 98 %) zabeleZen je u oblasti isto¢nog Mediterana, dok
je najveci pad u broju novozarazenih (za 55 %) zabelezen u Africi. Najveci pad (od 63 %) u
broju smrtnih ishoda belezi severoisto¢na Azija, dok je najveci porast (72 %) zabeleZen u
istoénom Mediteranu (10).

U 2022. godini u svetu je 29,8 miliona osoba sa HIV infekcijom bilo leceno
antiretrovirusnom terapijom. Procena je da oko 86 % zarazenih u Americi zna svoj status (u
Evropi 72%), da oko 76 % zarazenih u Americi prima antiretrovirusnu terapiju (u Evropi 63
%), a da je virus suprimiran kod oko 71 % zarazenih u Americi (u Evropi 60 %). Uprkos
uspesima u nekim regionima, poput Afrike sa 86 % (odnosno 20.9 miliona) HIVV-om inficiranih
osoba koje primaju antiretrovirusnu terapiju i postignutom supresijom kod 76 % pacijenata,
mnogi regioni i dalje zaostaju za ciljevima programa Ujedinjenih nacija za HIV/AIDS
(UNAIDS), kao §to je slucaj sa Istocnim Mediteranom u kome je 27 % HIV-om inficiranih
osoba (odnosno 130 000) podvrgnuto terapiji, a supresija je postignuta samo kod 24 % (1).



B Broj novozaraZenih

,_——— Broj smrtnih ishoda povezanih sa HIV-infekcijom

s 1300 000
==~ [1000000-1700000]
__________ 630 000

T 7™ [480000-880000]

2005 2010 2015 2020 2022

Slika 1. Broj novozarazenih osoba i broj smrtnih ishoda kroz istoriju (10).

U Srbiji je sa HIV infekcijom 2022. godine Zivelo oko 3800 osoba starijih od 15 godina.
Oko 3300 (85 %) pacijenata je upoznato sa svojim statusom, a antiretrovirusnu terapiju prima
oko 2400 (63 %) inficiranih. Broj novozarazenih je iznosio oko 200, dok je broj smrtnih ishoda
usled komplikacija u vezi sa AIDS-om bio manji od 100 (11).

Efikasno le¢enje HIV infekcije smanjuje Sirenje infekcije i smanjuje mortalitet, $to je i
potrebno za ostvarivanje ciljeva UNAIDS-a. Uspesan nacionalni odgovor na Sirenje HIV
infekcije zahteva, izmedu ostalog, dovoljno medicinskog osoblja, dostupno testiranje i
najefikasnije lekove po §to povoljnijim cenama (12).

1.1.2. Strategija borbe protiv Sirenja infekcije

Globalni ciljevi Ujedinjenih nacija za 2025. su smanjenje broja HIV-om novozarazenih
osoba na manje od 370 000 godiSnje i smanjenje broja smrtnih slu¢ajeva povezanih sa HIV
infekcijom na manje od 250 000 godisnje. Da bi se AIDS eliminisao kao globalna zdravstvena
pretnja, do 2030. godine, ciljevi su smanjenje broja HIV-om novozarazenih osoba i broja osoba
umrlih od HIV infekcije za 90% od vrednosti istoimenih parametara iz 2010. godine (10).

UNAIDS je postavio cilj, tzv. ,,95-95-95” strategiju koja podrazumeva da se do 2030.
godine dijagnostikuje HIV infekcija kod 95% od svih HIV-om inficiranih osoba, obezbedi
antiretrovirusna terapija za 95 % pacijenata sa potvrdenom dijagnozom i da se kod 95 % HIV-
om inficiranih osoba postigne kompletna supresija replikacije HIV virusa (13).

Da bi se ispunili ciljevi ,,95-95-95” strategije za 2030. godinu, sa njihovim statusom je
neophodno upoznati jos 3,5 miliona ljudi koji zive sa HIV infekcijom, od kojih bar 2,1 milionu
mora biti uvedena u lecenje kombinovana antiretrovirusna terapija i kod najmanje 570 000
uspostavljena supresija replikacije HIV-a.



Osoba sa HIV infekcijom koja redovno uzima antiretrovirusne lekove kako je
propisano, postigne i odrzava supresiju virusa, imace znacajno poboljsane zdravstvene ishode
i nece preneti HIV svojim seksualnim partnerima (14).

1.1.3. Transmisija HIV infekcije

HIV-om inficirana osoba moze inficirati drugu osobu na nekoliko nacina. Virus se
prenosi nezasticenim seksualnim odnosima medu heteroseksualnim ili homoseksualnim
partnerima preko sperme i vaginalnog sekreta. Kod osoba koje intravenski koriste psihoaktivne
supstance, infekcija je moguca preko Krvi, odnosno kontaminirane igle ili sadrzaja u Spricu.
Vertikalni prenos sa majke na dete je moguc¢ in utero, tokom porodaja, ali i dojenjem (5).

1.1.4. HIV genom

Virusna Cestica HIV-a (Slika 2) je sfernog oblika pre¢nika 80-100 nm i prekrivena je
dvoslojnom lipidnom membranom poreklom od plazma membrane inficirane ¢elije domacina
kojom se geneticki material HIV-a zaodene tokom sklapanja i oslobadanja viriona (15).
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Slika 2. HIV replikacija

U sklopu membrne virusne Cestice se nalaze glikoproteinski molekuli, kodirani env
genom, sacinjeni od subjedinice gp 120 (povrSinski proteini) i subjedinice gp4l
(transmembranski proteini). Virion preko subjedinice gp 120, stupa u kontakt sa ¢elijom
domacina (CD4+ T-¢elija) preko njenih receptora i koreceptora CCR5 i CKSCRA4. Interakcija
domacinovog receptora i virusnog gp 120 pokrece velike strukturne promene u virusnoj



membrani. Aktivno$¢u subjeinice gp 41 dolazi do fuzije virusne i celijske membrane i
zapocinje infekcija ¢elije ulaskom virusa (16).

HIV-1 genom, duzine 9,75 kilobaza, ¢ine dva identi¢na jednolancana molekula
ribonukleinske kiseline (RNK). Genom sadrzi kodirajuce i nekodirajuce sekvence (Slika 3).
Nekodiraju¢e sekvence se sastoje od dva duga terminalna ponovaka (u daljem tekstu: LTR)
duzine oko 600 nukleotida. 3' LTR i 5" LTR olak$avaju inserciju virusnog u genom domacina
1 sadrze promotorske i druge regulatorne sekvence neophodne za transkripciju virusne RNK.
Virusni genom kodira strukturne, regulatorne i pomoc¢ne proteine (5).
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Slika 3. Strukturna organizacija HIV-1 genoma (5).

Strukturni proteini kodirani gag genom su gradivni nukleoproteini i proteini kapsida i
matriksa. Strukturni proteini kodirani env genom ucestvuju u izgradnji virusne membrane i
omogucéavaju prepoznavanje i fuziju sa membranom c¢elije domacina, dok tat gen kodira
transkripcioni activator, Tat protein, koji aktivira transkripciju sa LTR-a. pol gen kodira
regulatorne proteine poput reverzne transkriptaze, protease, integraze, i virusne ribonukleaze
H. rev gen kodira regulatora RNK splajsovanja koji takode reguliSe transport novosintetisane
virusne RNK od jezgra do citoplazme.

Pomoc¢ni ili prateci proteini: virusni protein R (Vpr), virusni protein U (Vpu), faktor
virusne infektivnosti (Vif) i negativni efektor (Nef) ne uéestvuju u ekspresiji virusnih gena, ali
igraju vaznu ulogu u patogenezi AIDS-a i izbegavanju antivirusnih mehanizama imunoloskog
odgovora domacina (17). Navedeni proteini kontrolisu mnoge aspekte zivotnog ciklusa virusa
i ¢elije domacina, tj. regulaciju gena i apoptozu (5).

Razumevanje mehanizama pomoc¢u Kkojih se virus uspes$no replicira u c¢elijama
domacina i posle toga dovodi do postepenog uniStavanja imunog sistema moze doprineti
razvoju novih terapijskih strategija.



1.1.5. Zivotni ciklus HIV-a

Retrovirusi su naziv dobili po enzimu koga kodiraju njihovi genomi, reverznoj
transkriptazi, koja omogucava transkripciju dezoksiribonukleinske kiseline (u daljem tekstu:
DNK) na osnovu RNK matrice. Posedovanje enzima sa ovim svojstvom omogucava virusu da
napravi kopije sopstvenog genoma u celiji domacina, kao §to je npr. humana CD4+ T-¢elija.
Virusna DNK se, dalje, integrise u genom limfocita, a sam process predstavlja osnovu za
hroni¢nu HIV infekciju. Integracija HIV genoma u ¢elije domacina je velika prepreka i veliki
izazov svakom antivirusnom tretmanu koji treba da suprimira i iskoreni infekciju (18).

Po fuziji memrana, virusna RNK ulazi u citoplazmu gde ¢e se izvrsiti reverzna
transkripcija prac¢ena translokacijom novosintetisane DNK u jedro i insercijom u genom
domacina. Retrovirusi koriste svoju reverznu transkriptazu za jedinstveni ciklus replikacije
kojim se kopira virusna genomska RNK u DNK (19). Virusna integraza integriSe ovu DNK
(nazvanu provirusna DNK) u genom celije domacina. Kako se celije dele, integrisana
provirusna DNK postaje deo genoma novonastalih ¢elija. Proliferirajuce ¢elije domacina, kao
Sto su CD4+ T-celije, sa integrisanom provirusnom DNK, formiraju latentne rezervoare HIV
Cestica (20). Kako integrisana provirusna DNK postaje deo genoma celije domacina, ona se ne
moze ukloniti uobi¢ajenim antivirusnim lekovima.

DNK zavisna RNK polimeraza na osnovu provirusne DNK matrice sintetiSe virusnu
genomsku i informacionu RNK. HIV eksprimira Gag-Pol poliprotein koji se vezuje za
membranu ¢elije domacina. U blizinu mesta vezivanja pomenutog poliproteina za membranu,
regrutuje se novosintetisana virusna RNK. Sledi formiranje nezrelih virusnih ¢estica. RNK i
Gag-Pol poliprotein se, zaodenuti ¢elijskom membranom, oslobadaju u spoljasnjost Celije.
Sazrevanje virusa u infektivnu Cesticu podrazumeva autoaktivaciju i oslobadanje proteaze iz
Gag-Pol prekursora kako bi ona mogla da izvr$i enzimsko razlaganje preostalog dela
prekursora na funkcionalne proteine. Proteoliza poliproteinskog prekursora mora biti izvrSena
u odredenom momentu, §to je eksperimentalno potvrdeno. Kada se inhibitor proteaze doda u
¢eliju tokom sastavljanja virusne Cestice, ne dolazi do sazrevanja viriona ¢ak ni njegovim
naknadnim uklanjanjem iz precis¢enih nezrelih viriona koji ostaju neinfektivni. Kada se
proteaza oslobodi iz prekursora pre sklapanja viriona, smanji¢e se produkcija virusnih Cestica,
a moze do¢i i do eliminacije inficiranih Celija usled citotoksi¢nog delovanja protease (21).

Najaktivnija replikacija HIV-a se odvija u limfnim ¢vorovima, gde se nalazi oko 98%
limfocita i gde su ¢elije su gusto zbijene. Razumevanje efikasnog nacina Sirenja virusa u ovim
regionima organizma je od najvece vaznosti u kontroli infekcije. In vitro modeli, konstruisani
da uporede infektivnost izmedu slobodnocirkuliuce forme virusa i virusom inficirane ¢elije in
vivo, ukazuju na to da se Sirenje infekcije slobodnom fomom virusa ne moze odrzati i prednost
u efikasnosti Sirenja infekcije daju inficiranim celijama. Prilikom Sirenja slobodne forme
virusa, kada se replicirani virusi oslobode iz celije, oni difunduju i moraju da pronadu
odgovarajuéi receptor na CD4+ T éeliji, pri¢vrste se za nju i fuzionisu svoje membrane. Sirenje
virusa preko inficiranih ¢elija je efikasno u limfnim ¢vorovima jer se pupljenje zrelog virusa
dogada tik uz susednu ¢eliju, te je virusna Cestica vrlo kratko izloZzena vancelijskom okruzenju
i odmah dolazi u blizinu receptora susedne ¢elije koju ¢e ubrzo inficirati (22).

Specifiéno obelezje HIV patogeneze je postepeno iscrpljivanje CD4+ T-¢elija
praceno progresivnim padom imuniteta inficirane osobe, zajedno sa pove¢anom incidencom
oportunistickih infekcija, maligniteta i komorbiditeta, sto moze dovesti do smrti. Kod neleé¢enih
osoba napredovanje bolesti od HIV-a do AIDS-a cesto se desava u periodu od 8 do 10 godina
nakon inficiranja i prvobitno se smatralo da je rezultat postepenog, nezaustavljivog, virusom
posredovanog unistavanja CD4+ T-celija. Danas je poznato da do masovnog gubljenja CD4+
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T-¢elija dolazi prili¢no rano po inficiranju. Kod vecine osoba zarazenih HIV-om, ovo pocetno
nestajanje CD4+ T-celija ¢e biti kompenzovano regeneracijom CD4+ T-¢elija i odrzavanjem
broja CD4+ T-celija iznad praga od 200 c¢elija/ml. Medutim, do potpune regeneracije i
homeostaze CD4+ T-éelija ne dolazi. Cak i kod osoba sa dugotrajnom supresijom HIV
replikacije, CD4+ T-celije se iscrpljuju i stare. Vremenom se ,,potrose” navedeni reparativni
mehanizmi i u trenutku kada broj CD4+ T-limfocita padne ispod praga, dolazi do razvoja
oportunisti¢kih infekcija. Ove promene izlazu imuni sistem izazovima. Broj efektorskih i
memorijskih T celija opada ispod praga koji je neophodan da bi se sprecile oportunisticke
infekcije i maligniteti. Ubrzava se opadanje kompetentnosti CD4+ T-celija, $to dovodi do
hroni¢ne upale i indukovanja imunoloskog starenja slicnog onom uo¢enom kod starijih osoba
(23).

Uvecanje limfnih ¢vorova, temperatura, malaksalost i slabost, gastrointestinalni
simptomi i osip su neki od uobicajenih klinickih manifestacija koje se pojavljuju 3 do 6 nedelja
po infekciji HIV-om. Ova simptomatska faza traje od dve do Sest nedelja i pracena je
asimptomatskom fazom. Virusni titar u krvi na pocetku infekcije proseéno iznosi od 10° do 10°
kopija HIV RNK/ml plazme, ali taj broj moze dosti¢i i 104 (24).

1.1.6. Dijagnostika

HIV RNK se u krvi moze detektovati 11, a u limfocitima 14 dana nakon infekcije, dok
su HIV-specifi¢na antitela u plazmi detektabilna posle 3 nedelje, a u slucaju odlozenog imunog
odgovora, posle 8 nedelja (25, 26).

Dijagnoza HIV infekcijom se moze pouzdano potvrditi detekcijom i utvrdivanjem broja
kopija HIV RNK genoma u plazmi koris¢enjem lancane reakcije polimeraze (u daljem tekstu:
PCR, engl. Polymerase Chain Reaction). PCR testovi detektuju iznad 20 kopija/ml plazme. Za
testiranje na prisustvo HIV-specifi¢nih antitela u krvi se koristi enzimski imunosorbentni test
(u daljem tekstu: ELISA, engl. enzyme-linked immunosorbent assay) izuzetne osetljivosti,
razvijen za detekciju niskih koncentracija antitela. Kako bi se izbegli lazno pozitivni rezultati
ELISA testa, uzorak se moze podvrgnuti i Vesternblot eseju, ali ovaj metod ima dosta nizu
osetljivost i nije pogodan za rane faze HIV infekcije (5). Zbog efikasnosti, danas se sve ¢esce
koriste PCR testovi.

Poznavanje sopstvenog HIV statusa, statusa seksualnog partnera i ¢lanova porodice je
od sustinskog znacaja za uspeh u borbi protiv Sirenja HIV infekcije. Testiranje prisustva HIV-
a u organizmu doprinosi prevenciji HIV-a, blagovremenom tretmanu, ostvarivanju adekvatne
nege i drugim vidovima podrske (27).

1.2. Antiretrovirusni lekovi za le¢enje HIV infekcije

Prvi antiretrovirusni lek registrovan za lecenje HIV-infekcije je bio zidovudin koji je
poceo da se koristi 1987. godne kao terminator rastu¢eg nukleozidnog lanca koji nastaje
virusnom reverznom transkripcijom. Prvo antivirusno jedinjenje sa potpuno novim
mehanizmom delovanja bio je sakvinavir, peptidomimeticki inhibitor HIV proteaze koji je
poceo da se koristi sredinom devedesetih godina proslog veka (28). Razvoj lekova sa razli¢itim
mehanizmima delovanja je omogucio istovremenu upotrebu nukleozida koji ciljaju reverznu
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transkripciju i inhibitora proteaze koji blokiraju sazrevanje virusa. Istovremeno ciljanje dva
razli¢ita koraka zivotnog ciklusa virusa doprinelo je smanjenju viremije ispod detektabilnog
nivoa, pra¢enog povecanjem broja CD4+ T-¢elija na normalan fizioloski nivo. Ovaj pristup je
zapoceo novu eru u anti-HIV terapiji. Usledio je razvoj nenukleozidnih inhibitora reverzne
transkriptaze i integraznih inhibitora, kao i drugih supstanci za ometanje zivotnog ciklusa
virusa, poput antagosnista CCR5 receptora (21).

Izazovi primene ranih antitretrovirusnih rezima ukljuéivali su veliko opterecenje
tabletama, toksi¢nost 1 nepotpunu virolosku supresiju. Monoterapija i nepotpuna viroloska
supresija rezultirali su pojavom visestrukih mutacija koje su doprinele virusnoj rezistentnosti
na lekove (29). Kombinovane terapije su se pokazale efikasnijim i bezbednijim jer su
istovremeno primenjene niske doze postizavale zadovoljavajuée antivirusno dejstvo, dok su
nezeljeni efekti | verovatnoca razvoja rezistentnih sojeva virusa bili svedeni na minimum (30).

Razvoj protokola za leCenje HIV infekcije smatra se jednim od najvecih dostignuca
savremene medicine. Nekada smrtonosna HIV-infekcija se danas moze smatrati hroni¢nom
bolesc¢u sa kojom pacijenti mogu decenijama kvalitetno da zive zahvaljujuci redovnoj primeni
CART. Ocekivani zivotni vek osoba zarazenih HIV-om, starosti 20 godina, povec¢ao se sa 11,8
godina u eri monoterapije na 54,9 godina u najnovijoj eri cART, dostizu¢i do 91,5%
oc¢ekivanog zivotnog veka opste populacije (31).

CART najéesc¢e obuhvata kombinaciju tri antiretrovirusna leka: (A) dva leka iz grupe
nukleozidnih inhibitora reverzne transkriptaze (NIRT) i jednog iz grupe nenukleozidnih
inhibitora reverzne transkriptaze (NNIRT); (B) dva NIRT i jednog inhibitora proteaze (P1) ili
(C) dva NIRT i jednog inhibitora integraze (11) (32, 33).

1.2.1. Nukleozidni inhibitori reverzne transkriptaze

Predstavnici ove grupe lekova su zidovudin, didanozin, stavudin, lamivudin, abakavir,
emtricitabin, tenofovir dizoproksil fumarat i tenofovir alafenamid.

HIV reverzna transkriptaza je polimeraza koja se sastoji od kataliticke subjedinice p66
i manje subjedinice p51 koja odrzava strukturu enzima. p66 subjedinica obuhvata N-terminalni
domen, koji katalizuje polimerizaciju DNK na osnovu komplementarne RNK matrice, i C-
terminalni RNKazni domen, koji upravlja virusnom RNK matricom tokom sinteze provirusne
DNK. NIRT lekovi interaguju sa katalitickim domenom HIV-1 reverzne transkriptaze u cilju
spreavanja sinteze virusne dvolan¢ane DNK iz jednolanc¢ane virusne RNK genoma (34).
NRTI se u formi proleka unose u organizam. Celijske kinaze fosforilicacijom prevode prolek
u njegovu aktivnu formu. NRTI lekovima nedostaje 3'-hidroksilna grupa na 2'-
deoksiribozilnom delu molekula. Kada HIV polimeraza ugradi NRTI u rastu¢i provirusni DNK
lanac, usled nedostatka 3’-hidroksilne grupe, ne moze se formirati 3’-5’-fosfodiestarska veza
neophodna za nastavak ugradnje nukleotida i replikacija virusa se zaustavlja (Slika 4) (35).
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Slika 4. Mehanizam delovanja NIRT lekova (36).

1.2.1.1. Zidovudin

Zidovudin je sinteticki analog prirodnog nukleozida timidina koji se na trz§tu pojavio
sredinom osamdesetih godina proslog veka. Ovaj lek nema intrinsi¢nu anti-HIV aktivnost, ve¢
se u ¢eliji prvo mora intracelularno konvertovati u svoj trifosfatni oblik dejstvom timidilat
kinase. Konvertovani zidovudin trifosfat je sa . prirodnim” timidin trifosfatom u kompeticiji za
vezivanje za virusnu DNK polimerazu, odnosno reverznu transkriptazu ¢iji supstrat je virusna
RNK. Ugradnjom zidovudin trifosfata, kome nedostaje 3’ hidroksilna grupa, onemoguéeno je
napredovanje rastu¢eg provirusnog DNK. Prevalenca HIV sojeva otpornih na zidovudin kod
osoba koje nisu naivne na terapiju iznosi izmedu 5 i 10 %. Visok nivo rezistencije na zidovudin
je posledica mutacija u genu za reverznu transkriptazu kodiranu kodonima 41, 67, 70, 210, 215
i 219. Mutacija kodona 215 je najznacéajnija jer dovodi do zamene treonina u tirozin ili
fenilalanin i osetljivost virusne reverzne transkriptaze na zidovudin smanjuje za =~ 16 puta.
Zidovudin, kao analog nukleozida moze da ometa replikaciju u mitohondrijama, Sto dovodi do
mitohondrijalnog iscrpljivanja i poremecaja u njihovom funkcionisanju. Takode, moZe da
inhibira humane ¢elijske DNK polimeraze i potencijalno utice na funkcije HIV-om inficiranih
I neinficiranih ¢elija, ali je afinitet vezivanja za humanu DNK polimerazu 100 puta manji od
afiniteta vezivanja za virusnu reverznu transkriptazu. Zidovudin se brzo i potpuno apsorbuje
nakon oralne primene, ima bioraspolozivost od 63% i penetrira preko placente u amnionsku
te¢nost, fetalnu, neonatalnu i krv iz pup&ane vrpce, u majéino mleko, pa ¢ak i u cerebrospinalnu
tecnost. Interindividualne varijacije u farmakokinetici zidovudina su velike. Lek se dobro
toleriSe sa incidencama povracanja, nesanice, kardiomiopatije, nervoze i bolova u stomaku <
5% (37).

1.2.1.2. Didanozin

Didanozin je analog purinskin nukleozida koji se od 1991. godine Kkoristio kao
monoterapija, ali i u kombinaciji sa drugim antiretrovirusnim lekovima. Prvenstveno se
koristio kod pacijenata koji ne podnose zidovudin, abakavir ili tenofovir. Upotreba didanozina
je pozitivno uticala na supresiju replikacije virusa i poveéanje broja CD4+ T-¢elija, odlagala



napredovanje bolesti kod pacijenata sa AIDS-om i povecala njihovo prezivljavanje. Uklonjen
je iz protokola le¢enja zbog brojnih nezeljenih efekata i interakcija sa drugim lekovima (38).

1.2.1.3. Stavudin

Stavudin je analog nukleozida timidina odobren za upotrebu 1994. godine.
Intracelularnom fosforilacijom prelazi u svoj aktivni metabolit stavudin-5'-trifosfat koji u
klini¢ki relevantnim koncentracijama inhibira ugradnju timidin-5'-trifosfata u provirusnu DNK
pomocu reverzne transkriptaze HIV-a i dovodi do prekida napredovanja sinteze DNK lanca.
Stavudin je efikasan u ublazavanju simptoma HIV infekcije kod pacijenata koji ne podnose ili
vise ne reaguju na zidovudin ili didanozin, ali je, kao monoterapija, 5 do 10 puta manje potentan
od zidovudina. Kombinacije stavudina sa ve¢inom anti-HIV agenasa pokazuju aditivne ili
sinergisticke pozitivne efekte na leCenje. Virusna rezistencija na stavudin se ne razvija cesto,
ali kada do nje dode, primec¢eno je povecanje rezistencije i do 12 puta (39).

1.2.1.4. Lamivudin

Lamivudin je registrovan deceniju kasnije od zidovudina. Kao analog
dideoksinukleozida, sprecava replikaciju HIV-a kompetitivnom inhibicijom virusne reverzne
transkriptaze i dovodi do terminacije produzavanja provirusnog DNK lanca u limfocitima
humane periferne krvi, monocitima i makrofazima. Oralno primenjen lamivudin se dobro
apsorbuje i ispoljava dobru sistemsku bioraspolozivost (82 %). Intracelularno poluvreme
eliminacije lamivudina u HIV-om inficiranim celijama iznosi izmedu 10,5 i 15,5 sati. U
humanim mononuklearnim c¢elijama je primefena minimalna citotoksi¢nost izazvana
primenom lamivudina, §to je objasnjeno izostankom interakcije sa mitohondrijalnom DNK
polimerazom. Takode, lamivudin minimalno inhibira sisarske DNK polimeraze i ima
jedinstven profil virusne rezistentnosti. Ucestala je mutacija na virusnom pol genu, koji kodira
reverznu transkriptazu, dovodi do promene u kodonu 184 i do zamene metionina valinom. Ova
mutacija rezultuje otporno$¢u virusne transkriptaze na inhibitorni efekat lamivudina, ali odlaze
pojavu virusne rezistencije na zidovudin i obnavlja fenotipsku osetljivost na njega sve dok traje
lecenje lamivudinom. Broj pacijenata rezistentnih na oba navedena leka je mali, a utvrdena je
i njihova sinergijska efikasnost kada se koriste zajedno. Lamivudin je, takode, vrlo efikasan i
u kombinaciji sa nevirapinom. Lek se generalno dobro tolerise kod odraslih HIV-om inficiranih
osoba sa brojem CD4+ T-Celija > 500 celija/pL, ali se slabije tolerise kod pacijenata sa
uznapredovalom boles¢éu, sa brojem CD4+ T-¢elija < 100 celija/puL. Gastrointestinalni
poremecaji su prijavljeni kao najées¢i nezeljeni dogadaji tokom terapije lamivudinom (40).

1.2.1.5. Abakavir

Nedugo po pojavi lamivudina, registrovan je i abakavir, karbocikli¢ni analog 2'-
deoksiguanozin nukleozida. Abakavir, metabolisanjem do analoga 2'-deoksiguanozin
nukleozida, kompetitivno inhibira reverznu transkriptazu HIV-a i prekida produzavanje
provirusnog DNK lanca. Abakavir je izuzetno selektivan za HIV reverznu transkriptazu, sa
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konstantom inhibicije od 90 do 2900 puta vecom u poredenju sa konstantama inhbicije
razli¢itih humanih DNK polimeraza. Nema dokaza da abacavir ometa sintezu mitohondrijalne
DNK. Rezistencija na abakavir identifikovana je po primeni leka kao monoterapije kao rezultat
visestrukih mutacija na pozicijama M184V, L74V, K65R i 1115F u kodiraju¢em region HIV
reverzne transkriptaze. Primena abakavira sa lamivudinom ili zidovudinom menja obrazac i
usporava pojave mutacija. Snizavanje nivoa HIV RNK ispod nivoa koji se moze detektovati je
izrazenije i duze se odrzava kod pacijenata koji su prethodno bili naivni na antiretrovirusni
tretman, kao i kod pacijenata koji su primali abakavir u kombinaciji sa drugim
antiretrovirusnim lekovima. Apsorpcija abakavira po oralnom unosu je brza, maksimalna
koncentracija u plazmi se dostize za <l sat, a bioraspolozivost iznosi 83%. Abakavir u
kombinaciji sa lamivudinom i zidovudinom, jednostavan je i pogodan rezim doziranja koji se
generalno dobro podnosi, sposoban je da odrzi kontinuiranu supresiju virusne replikacije i
odlaze uvodenje drugih Kklasa antiretrovirusnih lekova za kasniju upotrebu. Nezeljena dejstva
leka se najcesce prijavljuju ubrzo nakon pocetka leCenja. Vecina je blagog ili umerenog
intenziteta i prolaznog karaktera. Najcesce prijavljivano nezeljeno dejstvo je mucnina, dok je
glavni uzrok prekida terapije abakavirom razvoj reakcije preosetljivosti na lek koja je
prijavljena kod 3 do 5% pacijenata (41).

HLA alel Bx5701 je pokazao snaznu povezanost Sa reakcijama preosetljivosti na
abakavir. Stoga, vecina smernica za leCenje preporucuje da se pacijenti koji zapo€inju abakavir
testiraju na prisustvo ovog alela i da oni koji su pozitivni ne treba da primaju navedeni lek. Od
Siroko rasprostranjenog uvodenja HLA B*5701 testiranja, uCestalost reakcija preosetljivosti
kod onih koji primaju abakavir zna¢ajno je opala (42).

1.2.1.6. Tenofovir

Prvi novi antiretrovirusni lek koji se nasao u upotrebi na po€etku novog milenijuma je
bio tenofovir. Kasnih 1990-ih godina je postalo jasno da jedan aktivni agens protiv HIV-a nije
dovoljan da suzbije replikaciju virusa i poboljsa imunolosku funkciju. Nova revolucionarna
strategija u leCenju HIV infekcije je podrazumevala postojanje okosnice terapije koju ¢ine dva
leka iz klase NIRT. Novi NIRT lek koji se pojavio, tenofovir, je nukleotidni analog adenozin
5'-monofosfata. U svom izvornom obliku tesko prolazi kroz ¢elijske membrane i ima nisku
biodostupnost. Da bi se njegove karakteristike poboljsale, u protokole leCenja su uvedene
njegove formulacije tenofovir dizoproksil fumarate (u daljem tekstu: TDF) i tenofovir
alafenamid (u daljem tekstu: TAF), koje se u organizmu metabolusu do tenofovir difosfata,
inhibitora HIV replikacije, koji je u kompeticiji za ugradnju u DNK lanac sa deoksiadenozin
5'-trifosfatom. Tenofovir je komponenta preferiranih pocetnih rezima CART zbog svoje
efikasnosti, kao i pobolj$ane podnosljivosti u poredenju sa starijim lekovima. Primarna virusna
mutacija koja kompromituje aktivnost tenofovira je K65R, povezana i sa unakrsnom
rezistencijom na sve druge NIRT, osim na zidovudin. Mutacija K151M, kada se sama javi,
izaziva slabu rezistenciju na tenofovir ali srednju rezistenciju kada se nade u kombinaciji sa
drugim mutacijama. Prisustvo viSestrukih mutacija kao $to su M41L, D67N, K70R, L210V,
T2151/F i K219K/E znacajno doprinose rezistenciji na tenofovir. Uobicajeni nezeljeni efekti
koji se javljaju kod pacijenata koji koriste TDF su povecana nefrotoksi¢nost, osip, dijareja,
glavobolja, depresija, astenija, mucnina, laktacidoza, dok se kod pacijenata koji koriste TAF
javlja smanjenje gustine kostiju od pocetne vrednosti, povecanje nivoa lipoproteina niske
gustine i ukupnog holesterola u krvi (43).
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Kada se poredi ucinak TDF i TAF, stope supresije HIV RNK bile su 2% vece kod
primene TAF, kada se koristio u kombinaciji sa farmakokinetickim poja¢iva¢ima, pokazala je
meta analiza sprovedena na 14 894 pacijenata. Kada se koristi bez pojacivaca, nije bilo
znacajnih razlika u supresiji HIV RNK izmedu TAF i TDF (44).

1.2.1.7. Emtricitabin

Dve godine posle tenofovira, u prodaji se naSao i emtricitabin. Ugradnja aktivnog
metabolita emtricitabin 5'-trifosfata u rastu¢i DNK lanac HIV-a dovodi do prekida lanca. U
poredenju sa lamivudinom, emtricitabin je in vitro pokazao vecu efikasnost protiv HIV-a i
sinergisti¢an efekat u komninaciji sa tenofovirom, zidovudinom, efavirenzom, nevirapinom i
ritonavirom. Strukturno, emtricitabin je fluorovani derivat lamivudina. Ova modifikacija
poboljsava antivirusnu aktivnost emtricitabina u odnosu na onu kod lamivudina. Povec¢anjem
afiniteta vezivanja za HIV reverznu transkriptazu, povecana je efikasnost inkorporacije u DNK
lanac HIV-a, dok je smanjen afinitet vezivanja za DNK polimerazu vy i time minimizirana
pojava mitohondrijalne toksi¢nosti. HIV sojevi rezistentni na emtricitabin pokazuju otpornost
i na lamivudin, kao posledicu tackaste mutacije u genu za reverznu transkriptazu, izmene u
kodonu 184 i zamene metionina valinom ili leucinom. Farmakokineticki profil emtricitabine je
okarakterisan dugim vremenom eliminacije u plazmi $to omogucéava njegovu oralnu primenu
jednom dnevno, neometanu unosom hrane. Apsorpcija iz gastrointestinalnog trakta je brza, a
bioraspolozivost dostize 93%. Emtricitabin ne ostvaruje interakcije sa citohromom P450, pa
prema tome, ima vrlo ograni¢en potencijal za interakciju sa istovremeno primenjenim lekovima
koje metabolise navedeni enzim. Najées¢i nezeljeni dogadaji koji se javljaju tokom terapije
koja sadrzi emtricitabin ukljucuju, glavobolju, dijareju, muéninu, osip, rinitis, kasalj i osecaj
iscrpljenosti. Ovi nezeljeni dogadaji su uglavnom blagog do umerenog intenziteta pa samo
~1% pacijenata prekida lecenje. Emtricitabin je komponenta preporucivanog pocetnog rezima
CART. Moze se koristiti umesto lamivudina kao jedan od dva ¢inioca NIRT okosnice u
rezimima zajedno sa NNRTI ili Pl lekom. StaviSe, emtricitabin i tenofovir, poZeljna su
kombinacija koju pacijenti bolje tolerisu od ko-formulisanog lamivudina/zidovudina, a
kombinacija ostvaruje i visu stopu postojanog virolo§kog odgovora (45).

1.2.2. Nenukleozidni inhibitori reverzne transkriptaze

Predstavnici ove grupe lekova su nevirapin, efavirenz, etravirin, rilpivirin i doravirin.

Zarazliku od NIRT jedinjenja, NNIRT lekovi se alosterno vezuju za virusnu reverznu
transkriptazu. Lek se vezuje da deo virusnog molekula udaljenog od aktivnog mesta, nazvanog
NNIRT dzep. Ostvarivanjem veze leka i dzepa se stvara nova prostorna konfiguracija mesta
vezivanja supstrata, pa enzim viSe nije u stanju da se veze za RNK (Slika 5) (35).
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Reverzna
transkriptaza

Slika 5. Mehanizam delovanja NNIRT lekova (46).

1.2.2.1. Nevirapin

Nevirapin je visokospecifican inhibitor HIV-1 reverzne transkriptaze registrovan 1996.
godine. Farmakokinetiku nevirapina karakteriSe brza i skoro potpuna oralna apsorpcija,
prili¢no ravnomerna distribucija u svim organima i tkivima i dugo poluvreme eliminacije. Kada
se nevirapin doda u kulturu HIV-om inficiranih ¢elija, potpuna supresija replikacija virusa
moze da se postigne U roku od 24 sata, sto je u skladu sa inhibicijom ranog koraka u zivotnom
ciklusu retrovirusa i korisno u borbi protiv akutne HIV infekcije. Nevirapin sniZzava nivo
akumulacije slobodnocirkulisu¢ih viriona HIV-a, §to doprinosi kontroli prenosa HIV infekcije
preko fizioloskih te¢nosti poput sperme, cervikovaginalnog sekreta, krvne plazme i maj¢inog
mleka. Medutim, uzimajuéi u obzir da se nevirapin metaboli$e aktivno$éu enzima citokroma
P450, istovremena primena sa drugim lekovima koji se takode metaboli§u ovim sistemom,
moze predstavljati izazov prilikom uskladivanja terapije. Nepogodna osobina nevirapina je 1
brz razvoj visokog nivoa rezistencije virusa (47).

1.2.2.2. Efavirenz

Naredni lek koji je registrovan kao inhibitor aktivnosti HIV polieraze vezivanjem za
hidrofobni dZep njene p66 subjedinice, bio je efavirenz, 1998. godine (48). Niske koncentracije
efavirenza (6.1 umol/L) su povezane sa viroloskim neuspehom, dok previsoke koncentracije (
) Cesto dovode do neuroloske toksi¢nosti, prevashodno do poremecaja spavanja, halucinacija i
pojava suicida (49). Farmakokinetiku efavirenza karakteriSe znaCajna varijabilnost izmedu
ispitanika, koja utie i na terapijski odgovor i na nezeljene efekte. Glavni put metabolizma
efavirenza je posredovan pretezno enzimom CYP2B6, ali i enzimima CYP3A4, CYP3AS5,
CYP1A2 i CYP2A6. Lekovi koje HIV-om inficirani pacijenti koriste istovremeno sa
efavirenzom mogu negativno uticati na nivo efavirenza u krvi jer inhibiraju ili indukuju enzime
koji metaboliSu efavirenz, a, takode, sam efavirenz indukuje sopstveni metabolizam
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povecanjem ekspresije ili aktiviranjem nekih od ovih enzima i ulazi se u zacarani krug.
Polimorfizmi u humanim genima koji kodiraju enzime koji metabolisu efavirenz mogu takode
uticati na njegovu koncentraciju, pokazujuéi veliku varijabilnost u njegovim koncentracijama
u plazmi koje se primec¢uju medu pacijentima (50, 51).

1.2.2.3. Etravirin

Etravirin je NNIRT nove generacije. Odobren je za leCenje HIV-1 infekcije 2008.
godine. Izuzetno je znacajan u leCenju odraslih pacijenata koji se ve¢ duzi vremenski period
leCe, ali kod kojih se i dalje odvija replikacija sojeva virusa otpornih na druge cART rezime.
Etravirin pokazuje efikasnost in vitro protiv vecine divljih sojeva HIV-1, kao i protiv nekoliko
sojeva otpornih na dostupne NNIRT. Predstavlja dobro podnosljiv tretman koji dovodi do
poboljsanja virusoloskih i imunoloskih ishoda. Jedini nezeljeni efekat izazvan tretmanom Kkoji
se javlja sa ve¢om ucestalos¢u je osip (52).

1.2.2.4. Rilpivirin

Ripilvirin je kao lek druge generacije NNIRT-a registrovan 2011. godine predstavljao
novu opciju za pacijente koji su rezistentni na lekove prve generacije NNIRT-a. Po hemijskom
sastavu diaril pirimidin, molekul ripilvirina je u odnosu na prvu generaciju imao vecu
fleksibilnost i konformaciono se bolje prilagodavao prilikom vezivanja za visrusnu
transkriptazu. Obe navedene osobine su doprinele boljoj aktivnosti 1 vecoj potenciji leka.
Viroloski odgovor je dobar kod pacijenata, osim ukoliko dode do indukovanja E138K i M 1841
mutacija. Rilpivirin se u velikoj meri metabolise citohromom P450 3A4 i stoga je teoretski
podloZan interakcijama sa lekovima koji indukuju ili inhibiraju ovaj enzim, ali njegov uticaj
na metabolizam drugih lekova se nije pokazao kao klini¢ki relevantan. Znacajne interakcije
koje snizavaju iskoristivost rilpivirina, rilpivirin ostvaruje sa inhibitorima protonskih pumpi,
H2 blokatorima i antacidima. Da bi se postigla zadovoljavajuca iskoristivost rilpivirina,
potrebno ga je uzimati uz obrok od 500 cal. Prijavljeni nezeljeni efekti koji su se najcesce
pojavljivali kod pacijenata koji su koristili rilpivirin su obuhvatali depresiju, glavobolju,
nesanicu 1 osip, ali su se svi nabrojani efekti javljali kod malog procenta pacijenata (< 4 %)
(53).

1.2.2.5. Doravirin

Doravirin je najnoviji NNRTI, registrovan 2018. godine. Dostupan je kao ko-
formulisani rezim jedne tablete koji ukljucuje lamivudin i TDF. Lek je odobren kao inicijalna
terapija, ali i kao opcija za pacijente koji su viroloSki suprimirani na stabilnom CART rezimu.
U klinickoj praksi, kada pacijenti koji dugo primaju terapiju ne mogu da postignu virolosku
supresiju, nije neuobicajeno da se lecenje nastavi nekim Il lekom pojac¢anim sa P, sa ili bez
NIRT okosnice, a na osnovu obrazaca rezistencije i podnosljivosti. U okolnostima u kojima 11
rezim pojacan sa Pl treba izbegavati, kao kod pacijenata koji ¢ekaju transplantaciju ili kod
pacijenata sa interakcijama sa lekovima koje onemogucavaju upotrebu Pl pojacivaca, doravirin
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postaje dobra opcija. Upotreba doravirina je moguc¢a i efikasna u prisustvu uobicajenih
mutacija koje doprinose otpornosti na NNRTI, kao $to su K103N, E138K i 1181C. Medutim,
ispitivanje koje je analiziralo 9764 uzorka je ukazalo na razvoj mutacija povezanih sa
rezistencijom na doravirin. Prisustvo najmanje jedne mutacije koja dovodi do rezistentnosti na
doravirin je identifikovana u 1,4% populacije. Najces¢e mutacije su bile V1081 (kod 0,6 %
pacijenata), 1188L (kod 0,2 % pacijenata), H221I (kod 0,2 %) i I318F (0,2 %). Sto se nezeljenih
dejstava leka ti¢e, doravirin se generalno toleriSe bolje od II i PI, a povecanje telesne tezine i
porast nivoa triglicerida u krvi je zapazen kod malog broja pacijenata (54).

1.2.3. Proteazni inhibitori

Lekovi iz grupe PIl, poput sakvinavira, ritonavira, lopinavira, fosamprenavira,
atazanavira, tipranavira i darunavira su inhibitori aktivnosti virusne proteaze koja ucestvuje u
sazrevanju HIV viriona u infektivnu virusnu Cesticu (55).

Virusne proteaze su pogodne mete za terapijsku intervenciju zbog njihove sustinske
uloge u zivotnom ciklusu virusa. Kako bi HIV ¢estica sazrela i postala infektivna, neophodno
je da dode do cepanja Gag-Pol poliproteina (Slika 6). Ovu hidrolizu vr$i HIV proteaza koja
prethodno mora da se autoaktivira i oslobodi iz navedenog poliproteina. Kada HIV proteaza
pocepa poliprotein, virus moze da napadne novu ¢éeliju domacina. Inhibicija HIV proteaze
dovodi do stvaranja nezrelih neinfektivnih virusnih ¢estica. Inhibitori HIV proteaze prve
generacije prvenstveno ciljaju aktivno mesto proteaze. Oni se reverzibilno vezuju za supstratni
dzep enzima, onemogucavajuéi vezivanje supstrata. Vecina ovih inhibitora su peptidomimetici.
Peptidomimeticka struktura pri dizajnu ovih lekova je bila inspirisana Tir-Pro mestima cepanja
koja se prirodno javljaju u Gag-Pol poliproteinu. Tir-Pro supstrati su atipi¢ni za proteaze sisara,
tako da su inhibitori izvedeni iz Tir-Pro supstrata specifi¢ni za virusne proteaze, $to smajuje
njihovu reaktivnost sa proteolitiCkim enzimima domacina (21).

Evropski protokoli koji su dugo bili u praksi su ¢esto sugerisali upotrebu CART koja se
sastoji iz leka koji pripada Kklasi IP, primenjenog zajedno sa ritonavirom, kao
farmakokinetickim pojacivacem, u kombinaciji sa dva leka iz klase NIRT kao preferiranim
rezimom prve linije ili jedan lek iz klase NNIRT sa dva NIRT, kao alternativnim rezimom (56).

~. \.

HIV proteaza

Gag-Pol poliprotein

Slika 6. Mehanizam delovanja Pl lekova (36).
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1.2.3.1. Sakvinavir

Sakvinavir je pionir u grupi Pl, registrovan kao prvi PI jo§ 1995. godine. Sakvinavir
ispoljava nisku bioraspolozivost usled nepotpune apsorpcije i ekstenzivnog metabolizma jer je
supstrat transportera p-gp i citohroma CIP3A. 1z tog razloga, sakvinavir treba da se primenjuje
istovremeno sa niskom dozom ritonavira. PI ritonavir je inhibitor oba jedinjena, i p-gp i
CIP3A4, sto rezultira povecanom apsorpcijom i smanjenim metabolizmom sakvinavira.
Aditivna ili sinergisti¢ka aktivnost je primecena in vitro kada se sakvinavir primenjuje sa
inhibitorima reverzne transkriptaze i Pl kao $§to su amprenavir, atazanavir i lopinavir.
Sakvinavirova iskoris¢enost je veca i kada se kombinuje sa sredstvima za redukciju Zeluda¢ne
kiseline. Primarne genotipske mutacije virusa koje rezultiraju smanjenom osetljivos¢u na
sakvinavir uklju¢uju G48V i L90M, ali javljaju se i brojne druge mutacije koje ukljucuju
L10I/R/V, L241, 154VIL, 162V, A7T1VIT, G73S, V771, V82A/F/T/S i 184V. Uocene su i, do
sada, nerazjasnjene razlike na polnoj osnovi koje se ticu farmakokinetike sakvinavira. Studije
su pokazale da uzrok ne lezi u razli¢itim veli¢inama tela i telesnim masama, s obzirom da je
klirens bio statisticki mnac¢ajno manji kod zena i nakon korekcije za telesnu tezinu. Niza
aktivnost CIP enzima kod zena se u jednoj studiji na malom broju ispitanika predlaze kao
objasnjenje. Najcesce belezeni nezeljeni efekti kod pacijenata koji su primali sakvinavir su
gastrointestinalni poremecaji (kod 17 % pacijenata), bronhitis (kod 6 % pacijenata), dijareja (7
% pacijenata), mucnina (6 % pacijenata), glavobolja (2 %) i infekcije gornjeg respiratornog
trakta (2 %). Prekid lecenja sakvinavirom usled nezeljenih efekata iznosi oko 3 % (57).

1.2.3.2. Ritonavir

Ritonavir je uveden u upotrebu 1996. godine. Medutim, visoke doze ritonavira
izazivaju snazne gastrointestinalne nezeljene efekte. Ritonavir je potentan inhibitor 3A4
izoenzima jetrenog citokroma P450. Inhibicija navedenog citokroma blokira metabolizam
mnogih lekova, uklju¢ujuci inhibitore HIV proteaze, i na taj nac¢in dovodi do povecanja nivoa
ovih lekova u plazmi (58). Iako predstavlja nezeljeni efekat, ova pojava je dovela do razvoja
nove klase jedinjenja, inhibitora citohroma P450 koji se mogu koristiti kao opsti “pojacivaci”
(tzv. busteri). Uloga pojacivaca je da poboljsaju delovanje terapeutika sa kratkim poluzivotom

.......

farmakokineticki pojacivac (59).

1.2.3.3. Lopinavir

Na samom kraju XX veka, lopinavir/ritonavir postaje izuzetno efikasna koformulacija
inhibitora proteaze koja se koristi protiv HIV infekcije. U ovom tandemu, lopinavir je
odgovoran za supresiju virusnog opterecenja, dok je ritonavir farmakokineticki pojacivac.
Novitet prilikom dizajna proteaznih ingibitora je bila sinteza asimetri¢nnog jedinjenja sa
perifernim funkcionalnim grupama, do tada neuobicajena strategija, koja je doprinela
poboljsanju bioiskoristivosti leka i sprecavanju razvoja virusne rezistencije na lekove (60).
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1.2.3.4. Fosamprenavir

Amprenavir je usao u upotrebu kao deo terapije protiv HIV infekcije 1999. godine. Ovo
jedinjenje je razvijeno na osnovu modifikovanih inhibitora renina. Da bi se poboljsala
farmakokinetika, razvijen je hidrofilni fosfatni estar amprenavira, fosamprenavir, uveden u
klinicku upotrebu 2003. godine, kao prolek. Tokom apsorpcije u crevima, fosamprenavir se
pretvara u amprenavir pomocu fosfataza domacina (61).

1.2.3.5. Atazanavir

Atazanavir, lek koji je registrovan 2003. godine, brzo se apsorbuje nakon oralne
ingestije i dostize maksimalnu koncentraciju u krvi za priblizno 2,5 sata. Oralna
bioraspolozivost se krece od 60% do 68%. Lek deluje kao supstrat za CIP3A4 1 podleze
biotransformaciji prvenstveno kroz monooksigenaciju i diooksigenaciju. Viroloski odgovor na
atazanavir kod pacijenata sa iskustvom u cART je pod uticajem tipa i broja prisutnih mutacija,
od kojih je najznacajniji uticaj mutacije I50L. Pojacavanje atazanavira niskom dozom
ritonavira povecava koncentraciju atazanavira u plazmi. Medutim, atazanavir bez pojacanja
obezbeduje manju supresiju virusa nego rezim koji sadrzi lopinavir/ritonavir pacijenata. Cak
ni pri visokim koncentracijama atazanavira nije bilo pojacane citotoksi¢nosti u kombinaciji sa
NIRT, NNIRT, PI, inhibitorima fuzije ili lekova koji se koriste kod pacijenata koinficiranih
virusnim hepatitisom. Pokazane su farmakokineti¢ke interakcije izmedu atazanavira i nekoliko
lekova. Na primer, kod pacijenata koji su vec¢ bili u terapiji, ne preporucuje se istovremena
primena efavirenza i ne treba Koristiti inhibitore protonske pumpe. U klini¢kim ispitivanjima,
najces¢i nezeljeni efekti koje iskuse pacijenti na atazanaviru bili su osip, muc¢nina, Zutica,
dijareja i povisen ukupni bilirubin, imajué¢i u vidu da se Zutica i hiperbilirubinemija ¢eSce
beleze kod pacijenata koji su primali atazanavir sa pojacivacem. U poredenju sa pacijentima
koji upotrebljavaju druge PI, atazanavir izaziva manje promena u metabolizmu holesterola i
triglicerida (62, 63).

1.2.3.6. Tipranavir

Naredni lek iz grupe PI koji je bio registrovan za leCenje HIV infekcije (2006. godine)
je bio tipranavir. Pokazao je aktivnost protiv divljeg soja HIV-1 i protiv vi§e mutiranih sojeva.
Tipranavir zadrzava aktivnost kod pacijenata sa iskustvom u lecenju, kod kojih je prisutan HIV
sa velikim brojemakumuliranih mutacija povezanih sa otpornos$cu na PI. Prisustvo jedne ili dve
takozvane ,.klju¢ne mutacije” koje prvenstveno ukljucuju L33V/F, V82A/F/L/T, 184V i L9OM
Cesto se povezuje sa smanjenom osetljivoS¢u na sve trenutno dostupne PI, sa izuzetkom
tipranavira. Istovremena primena sa malim dozama ritonavira znacajno povecava
koncentraciju tipranavira u plazmi. Tipranavir je supstrat i induktor izoenzima citokroma P450
3A4, tako da moze stupiti interakcije sa drugim agensima koji su supstrati, induktori ili
inhibitori ove porodice enzima. Sto se ti¢e interakcija sa drugim cART lekovima, prijavljeni
su slucajevi znacajnih interakcija sa tipranavirom/ritonavirom i drugim Pl prilikom
istovremene primene, ali ne i sa lekovima NNIRT, efavirenzom i nevirapinom. Profil §tetnog
dejstva tipranavira je slican onome opisanom kod upotebe drugih rezima pojacanih Pl i
najéeSce ukljucuje gastrointestinalne tegobe (64).
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1.2.3.7. Darunavir

Najnoviji PI koji se koristi za leGenje HIV infekcije, darunavir, ima visoku genetsku
barijeru protiv razvoja rezistencije i efikasan je protiv divljeg HIV soja, kao i HIV sojeva koji
viSe nisu osetljivi na neke starije PI. Darunavir pojacan ritonavirom, kao komponenta CART,
indikovan je za leCenje HIV-1 infekcije kod odraslih i pedijatrijskih pacijenata (starosti >3
godine), bez obzira da li su prethodno bili leceni ili su naivni na tretman cART-om. Pojacani
darunavir se generalno dobro podnosi, ali se mogu javiti gastrointestinalni poremecaji i
abnormalnost u metabolizmu lipida (65).

1.2.4. Integrazni inhibitori

Raltegravir, dolutegravir, elvitegravir, biktegravir i kabotegravir inhibiraju aktivnost
virusne integraze i tako onemogucavaju inserciju RNK virusa u humanu DNK (66).

Glavne globalne smernice u poslednjih nekoliko godina preferencijalno preporucuju
prvu liniju cART koji se sastoji od osnovnog leka koji pripada klasi 1l u kombinaciji sa jednim
ili dva NIRT (56, 67, 68). Lekovi iz klase 11 inhibiraju HIV-integrazu, enzim kodiran virusnim
genomom, ¢ija funkcija je da integriSe svoj genom (u obliku dvolan¢ane DNK) u genom ¢elije
domacina. II inhibiraju proces transporta i insercije lanaca virusne DNK u domacinove
hromozome ¢ime blokiraju stvaranje provirusa i Sirenje infekcije (Slika 7). 1l su izuzetno
selektivni i jedini su lekovi koji se vezuju za dva mesta supstrata. Jedna veza se ostvaruje
specificno sa kompleksom integraze i virusne DNK. Druga veza podrazumeva ostvarivanje
interakcije leka sa dva esencijalna kofaktora, dva Mg*?, u aktivnom mestu integraze. Odnosno,
Il se sastoje od farmakofora koji vezuje metal (sekvestriranje magnezijuma u aktivnom mestu
integraze) i hidrofobne grupe koja interaguje sa virusnom DNK (35).
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Slika 7. Mehanizam delovanja Il lekova.
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1.2.4.1. Raltegravir

Pre skoro dve decenije se pojavila nova klasa lekova, ¢iji mehanizam delovanja je bio
potpuno drugaciji u odnosu na do tada dostupne antiretrovirusne lekove. Prvni integrazni
inhibitor koji se pojavio na trzi$tu je bio raltegravir, selektivni inhibitor integraze, HIV-1
specifi¢nog enzima koji je odgovoran za umetanje virusne komplementarne DNK u domacinov
genom. Oralnim putem uzet raltegravir se brzo apsorbuje, sa prosenom maksimalnom
koncentracijom u plazmi koja se postize u srednjem vremenu od >1 sat. Pacijenti koji su
koristili raltegravir su pokazali zna¢ajno poboljSanje u viroloskom i imunoloskom odgovoru,
procenjivanom nakon 16 i 48 nedelja od pocetka primene terapije. Nova terapija se generalno
dobro podnosila, sa malom incidencom blagih do umerenih nezeljenih efekata. Jo§ jedna
prednost raltegravira je bila u tome §to ne uti¢e znacajno na aktivnost citokroma P450 i stoga
se ne o¢ekuje interakcija sa drugim lekovima u sklopu cART koji su supstrati za ove enzime.
Lek je pokazao dobru efekasnost kod pacijenata sa iskustvom u le¢enju HIV infekcije otporne
na viSe drugih, prethodno primenjenih, rezima cART, medutim, vremenom su ipak otkrivene
mutacije unutar HIV gena za integrazu (pretezno K148, N155 ili 1143) za koje se pokazalo da
su u korelaciji sa virusnom rezistencijom na raltegravir (69).

1.2.4.2. Dolutegravir

Broj zemalja koje su usvojile dolutegravir kao deo antiretrovirusne terapije prve linije
se tokom godina stalno povecavao. Od 2020. godine 116 zemalja je usvojilo dolutegravir kao
deo terapije prve linije za odrasle i adolescente, 87 zemalja je prijavilo usvajanje dolutegravira
kao dela antiretrovirusne terapije druge linije za odrasle i adolescente. Rezimi koji sadrze
dolutegravir su usvojeni kao preferirana opcija na samom pocetku lecenja odojéadi i dece u
69% (79 od 114) zemalja koje ucestvuju u izvestavanju SZ0-a. Od navedenih zemalja je njih
33% usvojilo upotrebu dolutegravira samo za decu tezine vise od 20 kg (26 od 79), dok
preostale zemlje preporucuju doutegravir kao pozeljnu opciju na pocetku lecenja za svu decu
stariju od Cetiri nedelje i tezine vise od 3 kg (53 od 79), §to predstavlja povecanje od 126% u
odnosu na 35 zemalja u 2020. godini (70).

Kombinacija dolutegravira sa abakavirom/lamivudinom ili tenofovir dizoproksil
fumaratom/emtricitabinom se pokazala kao pogodan rezim koji se primenjuje jednom dnevno
I ima visoku barijeru ka razvoju rezistentosti virusa. Dolutegravir se lako apsorbuje nakon
oralne primene, a srednja maksimalna koncentracija se u krvi postize izmedu 0,5 i 2,5 h posle
doze. Dok se mnogi antiretrovirusni lekovi metabolisu putem citokroma P450 3A (CIP3A),
dolutegravir se metabolise glukuronidacijom enzima faze Il i ima manje toksi¢an mehanizam
eliminacije metabolite (71). Pracenje pacijenata na dolutegraviru posle 3 i 6 meseci terapije je
pokazalo da se broj od <50 kopija HIV RNK /mL plazme postize kod 79,8% i 91,7% pacijenata,
respektivno, dok je mesecna stopa oporavka brojs CD4+ T-¢elija bila 28 celija/L (72).
Dolutegravir je postao najcesce primenjivan antiretrovirusni lek na globalnom nivou
zahvaljujuéi svojoj efikasnosti i bezbednosti, isticuci klasu INSTI kao superiornu za lecenje
pacijenata sa HIV infekcijom koji prethodno nisu bili leceni (73).

1.2.4.3. Elvitegravir

In vitro, dokazan je aditivan efekat elvitegravira, registrovanog 2014. godine, kada se
koristi u kombinaciji sa drugim antiretrovirusnim lekovima, ukljucujuéi lekove iz klase NNIRT

18



kao Sto su etravirin, nevirapin i efavirenz, raznim PI, zatim Il raltegravirom, kao i inhibitorom
fuzije enfuvirtidom i antagonistom ko-receptora CCR5, maravirokom. Interakcija izmedu
elvitegravira i NIRT lekova emtricitabina i tenofovira je pokazao sinergisti¢ki efekat. lako su
rezultati studije, koja je pratila pacijente tokom 144 nedelje terapije elvitegravirom, dokazali
virolosku supresiju tokom 144 nedelje, smatra se da je genetska barijera otpornosti relativno
niska. Pojava odredenih supstitucija amino kiselina unutar HIV-1 integraze moze izmeniti
osetljivost virusa na lek. Najces¢e zamene povezane sa rezistencijom na elvitegravir ukljucuju
T661, E92K 1 K148R, za koje se in vitro pokazalo da reziszenciju povecavaju ¢ak 37, 63 i 240
puta, respektivno. Ostale zamene koje se razvijaju tokom primene elvitegravira ukljucuju H511,
F1211,S147G, S1531, E157K i R263K. Nabrojane supstitucije aminokiselina u HIV-1 integrazi
mogu smanjiti osetljivost na elvitegravir kroz razli¢ite mehanizme, poput pojava steri¢nih
smetnji usled prostornih promena unutar molekula, promena sarze, izmena u strukturnoj
konformacijui i izmenjenog profila vezivanja magnezijuma. Elvitegravir pokazuje minimalnu
citotoksi¢nost i ne inhibira humane topoizomeraze I i II. Oralni elvitegravir se generalno dobro
toleriSe kada se koristi do 96 nedelja u kombinaciji sa pojacanim ritonavirom. NeZeljene
reakcije koje su bile najéesce tokom upotrebe elvitegravira su dijareja (7,1%) i mu¢nina (4,0%)
(74).

1.2.4.4. Biktegravir

Bictegravir je Il registrovan 2018. godine i predstavlja lek sa visokom genetskom
barijerom za razvoj otpornosti na HIV-1. Lek je ko-formulisan sa lekovima iz NIRT klase,
emtricitabinom i TAF-om. Primena ove formulacije je efikasna u uspostavljanju viroloske
supresije kod odraslih, generalno se dobro podnosi, ispunjava zahteve antiretrovirusnog rezima
za pacijente sa koinfekcijom virusom hepatitisa B i ne zahteva prethodno testiranje na HLA-
B*5701, sto ga ¢ini pogodnijim brzo otpocinjanje le¢enja. Formulaciju pacijenti generalno
dobro podnose, a nezeljeni efekti se javljaju rede nego kod terapija koje ukljucuju dolutegravir
(75).

1.2.4.5. Kabotegravir

Kabotegravir je snazan Il sa hemijskom strukturom sli¢cnom dolutegraviru, predstavnik
druge generacije I, registrovan za upotrebu 2021. godine. Predstavlja suspenzija za injekcije
sa produzenim oslobadanjem. Pokazao je efikasnost i u profilaksi pre izlaganja i u lecenju HIV
infekcije. Pretklinic¢ke i klini¢ke studije su dosledno pokazale da se kabotegravir lako apsorbuje
nakon intramuskularne i subkutane primene, sa poluzivotom eliminacije od pribliZzno 40 dana,
§to dozvoljava retko doziranje, jednom mesecno ili jednom u dva meseca. Kabotegravir ne
stupa u klini¢ki znacajne interakcije sa drugim lekovima, slabo je rastvorljiv u vodi, sporo se
metaboli$e | ima visoku tacku topljenja. Dobro penetrira u razlicita tkiva, distribuirajuéi se u
pluca, jetru, bubreznu i nadbubreznu srz, ali je prodor u mozak ograni¢en. Genetska barijera
rezistentnosti virusa na kabotegravir je visoka. Nezeljeni efekti se uglavnom odnose na reakcije
na mestu ubrizgavanja (76).
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1.2.5. Inhibitori fuzije
Predstavnici klase lekova inhibitora fuzije su enfuvirtid i fostemsavir.

Uprkos velikom broju dostupnih antiretrovirusnih lekova, postoji stalna potreba za
pronalazenjem novih klasa lekova koji ciljaju razliCite stadijume virusne replikacije,
prvenstveno zbog razvoja rezistencije na postojecée lekove i dostizanjem poboljsanih
bezbednosnih profila i podnosljivosti u poredenju sa trenutno dostupnim tretmanima. Ulazak
HIV-1 u ¢elije domacina odvija se kroz vise koraka koji zahtevaju interakciju virusnog omotaca
sa dva ¢elijska receptora na sekvencijalni na¢in (Slika 8). Siljkovi omotaca virusa se sastoje od
trimera gpl20 spoljasnjeg glikoproteina koji su nekovalentno povezani sa gp4l
transmembranskim glikoproteinom. Vezivanje Siljka za receptor domacina rezultira
konformacionim promenama u gpl20 koje formiraju mesto vezivanja ko-receptora celije
domacina. Vezivanje ko-receptora koje sledi, dovodi do daljih konformacionih promena koje
kulminiraju gp41 posredovanom fuzijom membrana. Protein gp120 je veoma dinamican,
prolazi kroz viSestruke konformacione promene i pre i posle vezivanja za CD4 receptor
domacina. Inhibitori fuzije “zakljucavaju” gpl20 u zatvoreno stanje koje onemogucava
konformacione promene neophodne za pocetnu interakciju izmedu virusa i povrSinskih
receptora CD4 receptora, ¢ime se spre¢ava vezivanje i naknadni ulazak u imunske celije
domacina (77).

gp4dl

gpl160

CD4+ T-celija

Slika 8. Mehanizam delovanja inhibitora fuzije (78).

1.2.5.1. Enfuvirtid

Subkutano apliciranje enfuvirtida, kao dodatak optimizovanom osnovnom cART
rezimu poboljsalo je viroloski i imunoloski odgovor kod HIV-om inficiranih pacijenata u dva
opsezna 1 viSe pratecih ispitivanja koja su usledila, Sto je dovelo do registracije leka 2003.
godine. Presek sproveden u 24. i 48. nedelji tretmana enfuvirtida u kombinaciji sa
optimizovanom cART je dovela do znacajnog smanjenja virusnog opterecenja i povecanja
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broja CD4+ T-¢elija u poredenju sa istom optimizovanom cART, ali bez enfuvirtida. Enfuvirtid
je mali molekul, peptid koji se sastoji od 36 aminokiselina, koji ispoljava sli¢nu aktivnost protiv
razli¢itih sojeva HIV-a i sinergi¢no dejstvo u kombinaciji sa raznim antiretrovirusnim lekovima
in vitro. Otpornost HIV-a na enfuvirtid prvenstveno je povezana sa mutacijama u genu koji
kodira gp41, dok unakrsna rezistencija na enfuvirtid nije povezana sa unakrsnom otpornos$cu
virusa na druge antiretrovirusne lekove. Enfuvirtid se generalno dobro podnosi. Prijavljivani
sluc¢ajevi pneumonije i limfadenopatije, a jedini neZeljeni efekat koji je prijavljivan izuzetno
¢esto (kod 98 % ispitanika) se odnosio na reakciju na mestu ubrizgavanja, iako je retko (kod
4,4 %) predstavljao ograni¢avajuéi factor za nastavak tretmana. Interesantno je da je do ukupno
manje nezeljenih efekata dolazilo ukoliko se primenjivao enfuvirtid uz cART u odnosu na
primenu samo identi¢ne cART, bez enfuvirtide (79).

1.2.5.2. Fostemsavir

Fostemsavir, registrovan 2020. godine, razvijen je posebno za upotrebu kod pacijenata
sa HIV-1 infekcijom otpornom na vise prethodno primenjivanih cART rezima, sa ograni¢enim
mogucénostima u odabiru narednih terapijskih rezima. Pored toga, fostemsavir se moze koristiti
bez obzira na tropizam HIV-a. Fostemsavir je prolek temsavira, derivata piridina, sa snaznom
aktivnoscu protiv HIV-1. Vezuje se direktno za virusni gp120, blizu njegovog mesta vezivanja
za CD4+ T-celije. HIV-om inficirani pacijenti koji su primali monoterapiju fostemsavirom
imali su znac¢ajno veéi pad nivoa HIV-1 RNK od onih koji su primali placebo tokom prvih 8
dana ispitivanja. Svi pacijenti koji su ucestvovali u ispitivanju su iscrpili sve dostupne odobrene
lekove u najmanje Cetiri klase antiretrovirusnih lekova i imali su nizak broj CD4+ T-¢elija.
Efikasnost u odrZavanju broja kopija HIV RNK i CD4+ T-¢elija je odrZzana tokom 48 nedelja.
Treba istaci i da je pracenje rezultata kombinovane terapije sa fostemsavirom, raltegravirom i
TDF pokazalo da je primenjeni rezZim imao povoljan bezbednosni profil 1 efikasnost i tokom
192 nedelje. Posto se apsorpcija temsavira ne menja sa povecanim pH Zeluca, pacijenti mogu
da uzimaju agense za suzbijanje kiseline tokom terapije fostemsavirom. Temsavir se primarno
metaboliSe hidrolizom, ali i oksidacijom citohromom P-450, te je istovremena primena
fostemsavira sa jakim induktorima citohtoma CYP3A kontraindikovana jer moZe dovesti do
znacajno nize izloZenosti temsaviru, §to na kraju moze umanjiti viroloski odgovor. Fostemsavir
ne pokazuje in vitro unakrsnu rezistenciju sa drugim klasama antiretrovirusnih lekova.
Najcesce neZeljene reakcije povezane sa upotrebom fostemsavira uklju¢uju muéninu, dijareju,
glavobolju, bol u stomaku, dispepsiju, umor, osip i poremecaj sna (80, 81).

1.2.6. Antagonisti CCR5 receptora

HIV-1 ulazi u ciljne ¢elije vezujué¢i svoj glikoprotein membrane, gp120, za CD4
receptor i/ili koreceptore kao $to su CCRS5 i CKSCR4 (Slika 9). CCR5 se eksprimira u nekoliko
tipova celija, ukljucujuci T-celije, dendritske celije i leukocite. Vaznost CCRS u infekciji HIV-
om je dokazana studijama koje pokazuju da delecija duzine 32 bp u genu za CCR5 dovodi do
otpornosti na HIV-1 infekciju ili sporijeg napredovanja do AIDS-a. Nakon neuspesnih sinteza
nekoliko molekula, sintetisan je molekul oznake UK-107,543 koji je nizom modifikacija koje
su doprinele potentnijem vezivanju za CCRS5, efikasnijoj antiretrovirusnoj aktivnosti,
apsorpciji, farmakokinetici i selektivnosti, pod nazivom maravirok registrovan 2007. godine
kao jedini antagonista CCR5 receptora. Maravirok je umereno lipofilan, $to povecava njegovu
sposobnost prodiranja kroz lipidne membrane. Zahvaljuju¢i ovom svojstvu, maravirok se

21



distribuira Sirom organizma, pa 1 u cervikovaginalnu, semenu i cerebrospinalnu te¢nost. U
navedenim te¢nostima odrzava nedetektabilan HIV-status i doprinosi smanjenju prenosa HIV-
infekcije seksualnim putem. Takode, povoljno uti¢e na broj T-¢elija. Snazno inhibira CCR5
signalizaciju i ne dovodi do internalizacije CCR5, sto sugeriSe da je funkcionalni antagonist
CCR5 molekula. Metabolise se pomoc¢u CIP3A4 i CIP3A5 enzima. CIP3AS5 je ukljucen u
oksidativni metabolizam maraviroka i sugerisano je da genski polimorfizmi CIP3A5 gena
mogu uticati na farmakokinetiku maraviroka (82).

RS HIV RS HIV
l CCCRS l
ANTAGONIST \_ —%-
- VUAT crorazmapowacina
CCRS5 CCRS

Slika 9. Mehanizam delovanja CCR5 antagonista (83).

Medutim, moguénost upotrebe CCR5 antagonista zavisi od poznavanja HIV podtipa
osobe. Postoje tri podtipa HIV-a u odnosu na tip vezivanja za koreceptor domacina: R5 HIV
(vezuje se samo za CCR5 koreceptor); Ks4 HIV (vezuje se samo za CKSCR4 koreceptor) i
mesSoviti R5/Ks4 HIV (vezuje se za CCR5 ili CKSCR4 koreceptor). CCR5 antagonisti se
vezuju samo za CCRS5 koreceptor, uzrokujuéi njegovu konformacionu promenu koja spre¢ava
da se za njega veze HIV protein gp120. Antagonisti CCR5 ne blokiraju efikasno ulazak Ks4
HIV tipa u ¢eliju, tako da nisu efikasni ni kod meSovitog tipa, pa se maraviroc prepisuje nakon
testiranja, samo osobama koje imaju potvrdeno prisustvo samo ¢istog RS HIV tipa (84).

1.2.7. Farmakokineti¢ki pojacivaci

PI su medu najpotentnijim antiretrovirusnin lekovima, ali se brzo metabolisu pretezno
citohromom P450 CYP3A, Sto moze dovesti do snizene sistemske iskoriS¢enosti. Da bi se
povecala njihova izloZenost i smanjila verovatnoca razvoja rezistencije, Pl se obi¢no koriste u
kombinaciji sa malim dozama ritonavira, inhibitorom citohroma CYP3A. Ova tehnika je
poznata kao “farmakokineticko pojacavanje” ili “bustovanje”, a takode se moze koristiti i za
povecanje izloZenosti drugih antiretrovirusnih lekova, kao $to su inhibitori integraze. Medutim,
pojacavanje sa ritonavirom ima svoja ogranic¢enja. Ritonavirova inhibicija citohroma CYP3A
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nije selektivna i moze da izazvati aktivnost drugih enzima koji metaboliSu lekove, Sto dovodi
do brojnih nezeljenih interakcija sa drugim lekovima. Takode, upotreba ritonavira moze biti
pracena metabolickim i gastrointestinalnim neZeljenim efektima. Shodno tome, ispitivani su
alternativni inhibitori citohroma CYP3A. Kobicistat je registrovan 2014. godine i predstavlja
selektivni vremensko i koncentracijski-zavistan CYP3A inhibitor bez intrinsti¢ne anti-HIV
aktivnosti. Uzimajuéi u obzir snaznu inhibiciju citohroma CYP3A od strane kobicistata,
njegova istovremena primena sa lekovima koje metaboliSe navedeni citohrom, moze dovesti
do povecanja koncentracije tih istovremeno primenjenih lekova u plazmi. Odnosno, posto se
kobicistat uglavnom metabolise pomoc¢u CYP3A, koncentracije kobicistata u plazmi se mogu
povecati ili smanjiti nakon istovremene primene sa CYP3A inhibitorima ili induktorima,
respektivno. Apsorpcija kobicistata je brza nakon oralne primene, a maksimalna koncentracija
u plazmi se dostize posle Cetiri sata. Njegova selektivnost doprinosi predvidivosti interakcija
sa drugim enzimima i lekovima, a citotoksi¢nost je minimalna. U odnosu na ritonavir,
kobicistat manje remeti funkcije adipocita, ukljucuju¢i akumulaciju lipida i insulinom
stimulisan unos glukoze, ali viSe doprinosi povecanju vrednosti kreatinina u serumu. In vitro,
kobicistat interaguje sa transporterima u proksimalnim bubreznim tubulama, §to moze pomoci
u razja$njavanju uticaja ¢ela na nivoe kreatinina u serumu (85).

1.2.8. Strategije leCenja 1 profilaksa

CART suprimira replikaciju HIV-a u najve¢em delu organizma obolele osobe ometajuci
nekoliko klju¢nih faza zivotnog ciklusa virusa 1 smatra se efikasnom kada je prisutnos HIV-a
manja od 50 kopija HIV RNK/ml plazme (86). Koncentracija HIVV-a u plazmi moze da opadne
i do priblizno 99% u prve dve nedelje leCenja zahvaljujuci brzoj eliminaciji slobodnog virusa i
gubitkom inficiranih ¢elija. Procenjeno je da bi bilo potrebno 2,3 - 3,1 godine terapije koja
potpuno inhibira umnoZavanje virusa da bi se eliminisao HIV iz cirkulacije. Da bi se HIV
potpuno eliminisao iz organizma, potrebno bi bilo jo§ duze lecenje zbog postojanja poznatih,
ali i neotkrivenih odeljaka u organizmu do kojih terapija ne dospeva (87).

U organizmu se formiraju anatomski rezervoari u kojima se virus i dalje replikuje jer
se antiretrovirusni lekovi ne mogu uspesno transportovati kroz sve tkivne barijere, te je HIV-
infekcija hroni¢no prisutna u organizmu (88). HIV dospeva u centralni nervni sistem (CNS)
rano nakon infekcije, uglavnom preko monocita, 1 Siri se prvenstveno na intraparenhimske
mononuklearne fagocite i astrocite. Nastaje rezervoar latentne infekcije jer vecina lekova u
sklopu cART slabo penetrira u CNS. HIV infekcija i inflamacija mozga se nastavljaju bez
obzira §to se cART i dalje primenjuje (89). Limfoidno tkivo je klju¢ni rezervoar za odrzavanje
perzistentnosti HIV infekcije. Ovo tkivo je mesto u kome HIV moze da nastavi da se replicira
tokom akutne infekcije. Dok cART efikasno suzbija replikaciju virusa u vecini drugih tkiva i
koncentraciju virusne RNK u krvi sniZzava ispod detektibilnog nivoa, terapija ne suprimira u
potpunosti replikaciju virusa u rezervoarima limfoidnog tkiva jer su koncentracije lekova
nedovoljne da u potpunosti zaustave umnozavanje virusa. Kontinuitano umnozavanje virusnih
Cestica 1 inficiranje ¢elija u limfoidnom tkivu je prepreka za funkcionisanje imunog sistema, a
takode, 1 pretnja da se cirkulacijom infekcija prosiri na druga tkiva. Uzimajuc¢i u obzir da cART
ne dostize klinicki efikasne koncentracije u limfoidnom tkivu, postizanje optimalne Celijske
farmakokinetike i prostorne distribucije antiretrovirusnih lekova u tkivu, radi potpunog
suzbijanja replikacije virusa i o¢uvanja imunoloske funkcije je, stoga, preduslov za eliminaciju
virusnog rezervoara i, konac¢no, izleCenja HIV infekcije (33).

Ukupno 99 zemalja u svetu je usvojilo preporuke Svetske zdravstvene organizacije
(SZO) da se istog dana kada se dijagnosticki potvrdi HIV infekcija, zapo¢ne antiretrovirusna
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terapija, $to je povecanje od 46% u broju zemalja u odnosu na 2020. godinu (70). Strategija
nazvana “Test and treat”, u praksu uvedena 2009. godine, ima za cilj smanjenje stope Sirenja
HIV-infekcije (90).

150 od 165 zemalja ¢lanica SZO koje vrSe monitoring HIV infekcije (91%) su ve¢
usvojile preporuke SZO o profilaksi pre izlaganja (PrEP) i uvrstili strategiju u svoje nacionalne
smernice. Preostalih 15 zemalja ne preporucuju nikakav PrEP u okviru svojih smernica (70).

U smernicama za HIV iz 2016. godine, SZO je preporucila oralni PrEP koji sadrzi
tenofovir kao dodatno sredstvo prevencije za osobe koje su izlozene znac¢ajnom riziku od HIV
infekcije. Smernice su sastavljene na osnovu ispitivanja sprovedenog kod serodiskordantnih
heteroseksualnih i homoseksualnih parova i osoba koje intravenski koriste psihoaktivne
supstance C€iji rezultati su ukazali na znacajan nivo efikasnosti pomenute prevencije. Dalje,
SZ0O je 2017. godine prosirila preporuke o PrEP na trudnice i1 dojilje, da bi 2018. godine
objavila izvestaj u kome se konstatuje da se tenofovir moze zameniti emtricitabinom i
lamivudinom (27).

Sto se profilakse posle izlaganja (PEP) tie, prve sistematizovane smernice su 2014,
godine imale za cilj da se PEP preporuci tako da obuhvata lekove koji su dostupni zemljama
sa niskim 1 srednjim prihodima. ProSirene smernice koje je 2016. godine SZO formulisala su
obezbedile podatke o propisivanju i doziranju terapije na osnovu klini¢kih studija sprovedenih
posle postovanja prvih smernica. Dve godine kasnije, preporuke su preformulisane uzimajuci
u obzir podatke o novim dostupnim lekovima, sa naglaskom na koris¢enju dolutegravira (27).

Zdravstveni problemi koji mogu biti u vezi sa primenjenim lekovima postaju vazan
izazov u dugoro¢nom lecenju HIV-pozitivne populacije. Izazovi ukljucuju polifarmaciju i veci
rizik od nezeljenih interakcija lekova. Antiretrovirusni lekovi mogu da stupe u interakciju sa
komedikamentima koje se koriste za leCenje komorbiditeta, odnosno, mogu imati inhibitorno
dejstvo na enzime koji metaboliSu istovremeno primenjene lekove ili na transportere lekova, a
navedeno moze dovesti do toksicnosti leka ili gubitka njegove efikasnosti. Obrnuto,
komedikamenti mogu ometati apsorpciju antiretrovirusnih lekova i na taj nacin
kompromitovati njihovu efikasnost.

Hroni¢na inflamacija uzrokovana stalnim prisustvom virusa i kumulativna toksi¢nost
uzrokovana cCART-om dovode do progresivnih metaboli¢kih i fizioloskih promena u
organizmu. Pojava ovih promena potencijalno je povezana sa ubrzanim procesom starenja kod
osoba sa HIV -infekcijom. Fokus moderne terapije treba da bude orijentisan na dugoro¢no
odrZavanje organizma u dobrom zdravstvenom stanju, odrzavanje dobrog kvaliteta zivota 1
brigu o multimorbiditetu (3).

1.3. Komorbiditeti i multimorbiditeti kod pacijenata sa HIV infekcijom

Kod HIV-om inficiranih osoba se primecuje raniji pocetak neinfektivnih komorbiditeta
povezanih sa starenjem, kao $to su poremecaj lipidnog statusa, neurokognitivna oboljenja,
ucestalije fakture kostiju, hipertenzija, dijabetes, dijabetes, oboljenja bubrea, itd. Nekoliko
studija je pokazalo da osobe koje zive sa HIV-om imaju vecéu prevalenciju multimorbiditeta i
komorbiditeta u poredenju sa opStom populacijom zbog preranog starenja, nezeljenih efekata
CART-a 1 bioloskih efekata HIV infekcije. Broj starijih odraslih osoba (starih preko 50 godina)
koji zive sa HIV-om raste na globalnom nivou, §to prirodno dovodi do povecéanja prevalencije
komorbiditeta povezanih sa HIV-om, ali i starenjem. Uzrok povecanja je najve¢im delom
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posledica ranijeg pocetka primene CART-a u poredenju sa erom pre sprovodenja ,, Testiraj i
le¢i pristupa, $to je poboljsalo Sanse za prezivljavanje HIV-om inficirane populacije. Pored
toga, prijavljeno je da se HIV infekcija javljaja kod osoba u starijoj dobi nego ranije, a kod
takvih osoba su se pred HIV infekciju mozda ve¢ razvile izvesne nezarazne bolesti (91).

1.3.1. Lipodstrofija

Lipodistrofija je ¢est komorbitet koji se javlja kod ljudi koji zive sa HIV-om i koriste
antiretrovirusnu terapiju. Starenjem dolazi do preraspodele masnog tkiva tako da se gube
potkozni depoi na raun povecanja visceralne masti i gubi se masno tkivo lica, a u samom
masnom tkivu se javljaju proinflamatorne promene. Iste promene, karakteristicne za starije
0sobe, u masnom tkivu koje ukljucuju perifernu lipoatrofiju (tj. gubitak potkoznog masnog
tkiva na licu, rukama i nogama), ¢esto povezanu sa lipohipertrofijom visceralne komponente,
1 poviSene koncentracije proinflamatornih citokina se javljaju i kod ljudi koji Zive sa HIV
infekcijom. PoviSeni nivoi p53 i p16 proteina i mitohondrijalna citotoksi¢nost u masnom tkivu
Su povezani sa upotrebom antiretrovirusnih lekova. Usled navedenih promena, poveéava se
kardiovaskularni rizik i dolazi do promena u funkcionisanju metabolizma masti. Promene u
distribuciji masti se mogu zadrzati kod pacijenata koji su primali analoge timidina i nekoliko
godina nakon prekida terapije. Odrasli koji su kao mladi bili inficirani HIV-om i izloZeni
antiretrovirusnim lekovima starije generacije posebno su osetljivi na lipoatrofiju koja moze da
se zadrzi dugo po prekidanju terapije. Lekovi u sklopu cART su povezani sa dislipidemijom
koja povecava rizik od pojave kardiovaskularnih oboljenja dva do Cetiri puta u odnosu na HIV-
omneinficirane osobe. Proteazni inhibitori mogu negativno uticati na diferencijaciju adipocita,
dok inhibitori reverzne transkriptaze i HIV proteini mogu biti represori adipogeneze (92). Kod
osoba koje zive sa HIV infekcijom je dokazana smanjena autofagija u masnom tkivu koja po
parametrima odgovara autofagiji u masnom tkivu starih osoba (93).

1.3.2. Dijabetes

Povecani rizik razvoja insulinske rezistencije je kod HIV-om inficiranih osoba povezan
sa pojavom mitohondrijalne disfunkcije, povec¢anim volumenom cirkulisuc¢ih slobodnih
masnih kiselina, pove¢anom akumulacijom masti u misi¢ima i organima i povec¢anim nivoom
proinflamatornih jedinjenja u cirkulaciji. Riziku od poremeéaja u metabolizmu glukoze
doprinosi i primena cART, pogotovo lekova iz klase PI, kao $to su darunavir i ritonavir.
Navedeni lekovi izazivaju insulinsku rezistenciju i nizu proizvodnju insulina ometajuci

receptore za apsorpciju glukoze, posebno transporter glukoze tipa 4 (94).

1.3.3. Hipertenzija

Prevalencija hipertenzije kod HIV-om inficiranih osoba je znacajno porasla prethodnih
godina i bila je u velikoj meri povezivana sa povecanjem kardiovaskularnog morbiditeta i
mortaliteta. U poredenju sa HIV-om neinficiranim osobama, HIVV-om inficirani pacijenti koji
koriste cART su podlozniji razvoju hipertenzije. Nekoliko viroloskih faktora i faktora
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povezanih sa leCenjem ima ulogu u patofiziologiji hipertenzije kod HIV infekcije, ukljucujuci
hroni¢nu upalu, rekonstituciju imuniteta i lipodistrofiju. Nabrojana stanja direktno il
indirektno uti¢u na simpaticki nervni sistem i renin-angiotenzin-aldosteron sistem. U literaturi,
upotreba odredenih rezima u sklopu CART, takode, je povezana sa izmenjenim metabolizmom
lipida, povec¢anjem telesne teZine i ubrzanom aterosklerozom koja dovodi do hipertenzije kod
HIV-om inficiranih pacijenata. Mehanizam dolutegravira u povecanju tezine pacijenata i riziku
od hipertenzije je nepoznat, ali smatra se da razlog moze biti ometanje hipotalamicke kontrole
unosa hrane i odrzavanja energetske homeostaze preko signalnog puta melanokortina,
odgovornog regulaciju unosa hrane i metabolicke energetske ravnoteze kod sisara. Pored toga,
dolutegravir je povezan i sa izmenjenom distribucijom i formiranjem depoa masnog tkiva.
Drugi faktori koji sinergisti¢ki povecavaju rizik i pogorsavaju postojecu hipertenziju ukljucuju
starenje HIVV-om inficirane populacije, imunolosku aktivaciju, nivo viremije, i gojaznost (95).

1.3.4. Kardiovaskularne bolesti

Stopa incidencije kardiovaskularnih oboljenja je kod HIV-om inficiranih pacijenata za
21% visa u poredenju sa opStom populacijom. Siroko je rasprostranjeno misljenje da
ateroskleroza kod HIV-om inficiranih osoba moze biti povezana Sa delovanjem
prokoagulanasa i proinflamatornih mehanizama uklju¢enim u postizanje imunosupresije, sa
stetnim virusnim efektima na endotelne i druge celije, sa Stetnim metabolickim efektima
odredenih CART agenasa i visokom prevalencijom upotrebe psihoaktvinih supstanci medu
HIV-pozitivnim osobama (96).

1.3.5. Metaboli¢ki sindrom

Metabolicki sindrom obuhvata skup faktora rizika koji dovode do pojave
kardiovaskularnih bolesti kao primarnog klini¢kog ishoda i doprinose veéem riziku od razvoja
dijabetesa. Takvi faktori ukljuuju gojaznost, poremecen metabolizam glukoze (dijabetes,
poremecena tolerancija glukoze ili poremecena glikemija nataSte), poviSen krvni pritisak,
povisen nivo triglicerida i nizak nivo lipoproteina visoke gustine. Bez obzira na
kardiovaskularne ishode, smatra se da su osobe sa metaboli¢kim sindromom podloznije nizu
stanja ukljucujuci neke vrste kancera, sindromu policisti¢nih jajnika i astmi (97).

Nekontrolisana replikacija HIV-a, koinfekcije (npr. sa virusom hepatitisa C) i CART
doprinose metabolickim oboljenjima. Prevalencija metabolic¢kih bolesti porasla je u poslednjoj
deceniji i dovedena je u vezu sa uvodenjem cART. Ocekuje se nastavak porasta u narednih
nekoliko godina budu¢i da korisni efekti CART-a omogucavaju lecenoj populaciji da dozivi
starost. Prevencija ili upravljanje metabolickim bolestima kod osoba inficiranih HIVV-om ¢esto
ukljucuje polifarmaciju, $to povecava rizik od neoptimalne adherencije i stoga moze ugroziti
kontinuitet efikasnosti CART-a. Pored toga, treba pazljivo razmotriti moguce interakcije lekova
u sklopu cCART-om i lekova kojima se tretiraju metabolicka oboljenja (98).

1.3.6. Neurokognicija

Procenjuje se da 20-70% HIV-om inficiranih osoba bude pogodeno neurokognitivnim
poremecajima. Kada se cART uvede u protocol lecenja, uglavnom dolazi do poboljSanja
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neurokognitivnog stanja pacijenata, medutim, usled neurotoksi¢nog delovanja produkata
metabolizma cART, odredeni procenat pacijenata oseti pogorSanje. Smatra se da pogorsanja
mogu biti i posledica HIV replikacije u centralnom nervnom sistemu, usled suboptimalnog
prodiranja CART-a kroz krvno likvornu barijeru (96).

1.3.7. Bolesti bubrega

Oboljenja bubrega koja se obi¢no javljaju kod HIV-om inficiranih pacijenata su
posledica oportunistickih infekcija, imunog odgovora organizma na HIV i toksi¢nih efekata
CART (99). Tenofovir je povezan sa gubljenjem fosfata, Fankonijevim sindromom, tubularnom
nekrozom i akutnim otkazivanjem bubrega kada se primenjuje sa nesteroidnim
antiinflamatornim lekovima i sa smanjenom renalnom funkcijom kada se primenjuje sa
lopinavirom (96). Prevalenca i incidence oboljenja bubrega povezanih sa starenjem i
metaboli¢kim uzrocima postaju sve vise u populaciji HIV-om inficiranih pacijenata i prisutnije
su kod ovih pacijenata u odnosu na opstu populaciju (100).

1.3.8. Osetljivost kostiju

Prevalencija preloma kostiju je za 67 % povecana kod HIV-om inficiranih osoba u
poredenju sa HIV-om neinficiranim osobama, dok je rizik od razvoja osteoporoze kod HIV-
om inficiranih osoba trostruko veci. Pacijenti koji koriste PI u sklopu cART mogu imati i do
2,5 puta vece izglede da Ce patiti od smanjenja mineralne gustine kostiju u odnosu na pacijente
koji uzimaju druge klase lekova (101). Rizik od pojave osteoporoze i fraktura kostiju se
dupliraju kod HIV-om inficiranih osoba nakon deset godina leCenja sa cART. Rizik se
povecéava posebno po navrsavanju 55. godine zZivota (102).

1.4. Starenje i HIV

Nepotpuni su podaci o uticaju ¢inilaca HIV-infekcije na raniju manifestaciju klinicke
starosti. Izuzetno je kompleksan i medusoban odnos izmedu ¢inilaca HIV infekcije sa drugim
mehanizmima potencijalno odgovornim za pojavu komorbiditeta povezanih sa starenjem u
odsustvu HIV-infekcije. Mehanizmi kojima antiretrovirusni lekovi doprinose starenju su
multifaktorijalni 1 takode je potrebno nastaviti istraZzivanja kako bi se isti bolje razumeli.

Po uvodenju cART u protokole lecenja HIV infekcije, doSlo je do dramati¢nog
smanjenja smrtnosti uzrokovane AIDS-om. Nedugo zatim je doslo do ubrzanog izvestavanja o
pojavi masovnih metabolic¢kih problema kod HIVV-om inficiranih pacijenata koji su bili leceni
novim CART-om. Izvestavano je o pojavama insulinske rezistencije, dislipidemije, i
osteoporoze kod HIV-om inficiranih pacijenata i 0 povecanoj stopi infarkta miokarda,
bubrezne insuficijencije, kognitivne disfunkcije i preloma kostiju u odnosu na HIV-negativne
kontrole (96). Sva navedena stanja se ucestalije javljaju kako pojedinci stare, pa stoga jedan od
najvecih problema osoba inficiranin HIV-om postaje prisustvo ,,ubrzanog starenja” koje
podrazumeva povecanu stopu komorbiditeta povezanih sa starenjem u poredenju sa HIV-
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negativnim osobama, ali i njihovu disfunkcionalnost i nemoguénost obavljanja svakodnevnih
aktivnosti.

Starenje se moze definisati kao vremenski zavisan pad funkcionalnog kapaciteta i
otpornosti na stres povezan sa povecanim rizikom od invaliditeta, morbiditeta i mortaliteta
(103). Starenje se odvija razli¢itom brzinom I moze biti ubrzano ili naglaseno kod HIV-om
inficiranih osoba (104). Stoga, postoji znacajno interesovanje za utvrdivanje razlike izmedu
hronoloske starosti, koja predstavlja broj kalendarskih godina proteklih od necijeg rodenja, i
bioloske starosti, mere koja odrazava fizioloSke funkcije osobe i njeno opste zdravstveno stanje
(105).

Takode, usled dugotrajne izlozenosti CART-u i imunosupresiji, nezeljeni efekti imaju
kumulativno toksicno dejstvo koje opterecuje organizam. Ovo moze stimulisati progresivne
patofiziolo§ke mehanizme koji su potencijalno povezane sa ubrzanim procesima starenja.

Novija istrazivanja pokazuju da kod HIV-om inficiranih pacijenata bioloska starost
odstupa od njihove hronoloske starosti (104), takode, njihovo starenje viSe odmice u odnosu
na ono zabeleZeno kod njihovih HIV-om neinficiranih vr$njaka (106). Nelecena HIV infekcija
moze da izazove ubrzavanje bioloskog starenja do 14,7 godina (107).

Stiv Horvat, profesor humane genetike na Kalifornijskom univerzitetu u Los Andelesu
1 biostatisticar, vode¢i je istrazivac u oblasti biologije starenja. Horvat je postulirao epigeneticki
sat, algoritam koji vrsi predikciju starosti izuzetno dobro u Sirokom spektru tkiva i tipova ¢elija.
Horvatov sat moze identifikovati i tkiva koja pokazuju dokaze ubrzanog starenja usled bolesti
(108). Horvat nije zaobi$ao ispitivanje starenja kod HIV pacijenata i u studiji nedavnog datuma
je potvrdio da je HIV infekcija bila povezana sa ubrzavanjem starenja u krvi, bubrezima, slezini
i mozgu, kao i da je vec¢i indeks multimorbiditeta bio povezan sa ve¢im ubrzavanjem starenja
u svim tkivima. Indeks multimorbiditeta u ovoj studiji je definisan kao broj medicinskih stanja
koja se javljaju kod jednog pacijenta: hipertenzija, dijabetes tipa 2, kardiovaskularne bolesti,
bolest bubrega, itd. Dodatno, uvrdeno je da je starenje krvi imalo najveéi najveéu snagu i
najveci broj korelacija sa starenjem ostalih tkiva. U ranijim studijama je isti autor ukazao na
ubrzano starenje i na neuropsiholoski deficit kod perinatalno HIV-om inficiranih adolescenata
(109), kao i da HIV infekcija dovodi do povecanja ¢elijske starosti u mozdanom tkivu i Krvi,
7,4 godine i 5,2 godine, respektivno (110).

Slozeno i heterogeno ljudsko starenje je neophodno kvantifikovati i okarakterisati na
adekvatan nacin. Biomarkeri su, po definiciji, objektivne indikacije medicinskog stanja koje se
mogu precizno i ponovljivo meriti, posmatrano izvan pacijenta. Klju¢ne osobine prilikom
odabira biomarkera jesu da se oni odnose na konkretno stanje pacijenta i da su njihove
vrednosti stabilne i ponovljive unutar pojedinca. Takode, manja intraindividualna varijabilnost
nivoa biomarkera je pozeljna kako bi veli¢ina potrebnog uzorka bila manja (111). Biomarkeri
starenja imaju ulogu da objasne u kojoj meri brojna medicinska stanja uticu na bioloSku starost
pacijenata. Bioloska starost pacijenata se moze pratiti promenama vrednosti biomarkera
starenja (112). Kao pouzdan biomarker starenja se pokazala duzina telomera (107). Uzimajuéi
u obzir Cinjenicu da su telomere u korelaciji sa hronoloskom staros¢u tokom celog zivota i da
imaju prediktivnu mo¢ za napredovanje bolesti i reagovanje organizma na izlaganja razli¢itim
agensima, pomocu prac¢enja promena u duzini telomera se moze kvantifikovati biolosko
starenje (113).

Svetska zdravstvena organizacija preporucuje pocetak primene cART odmah i1 bez
odlaganja, po dobijanju dijagnoze (27). Nele¢ena HIV-infekcija i starenje imaju sinergisticki
efekat na skrac¢ivanje telomera. Ukoliko se HIV-infekcija ne leci, dolazi do porasta broja kopija
HIV-RNK i opadanja broja CD4+ T ¢elija. Izracunato je da virusno opterecenje od > 100.000
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kopija HIV-RNK/mL krvne plazme uti¢e na duzinu telomera sli¢no kao starenje od 7 godina i
zakljuceno je da HIV-om inficirana osoba sa virusnim opterec¢enjem od > 100.000 kopija HIV-
RNK/mL, moZe imati duzinu telomera kao skoro dve decenije starija HIV-om neinficirana
osoba (114).

1.5. Telomere

Humane telomere se nalaze na krajevima hromozoma i §tite hromozome od lokalnog
gubitka genetickog materijala. U humanim c¢elijama se telomere sastoje od nekoliko hiljada
heksanukleotidnih ponavaka (TTAGGG), Slika 10. Ovi nizovi duzine 10 to 15 kilobaza (kb)
se svakom deobom ¢elije fizioloSki skracuju (115). Kada se dostigne kriticno skracenje
telomera, na oko 12 heksanukleotidnih ponovaka, deobe ¢elija vise nece biti moguce 1 do¢i ¢e
do programirane ¢elijske smrti (apoptoze) (116).

Heksanukleotidni
ponovak
Metafazni
Telomere hromozom
TTAGGG
TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG
AATCCCAATCCCAATCCC

5

Slika 10. Grada telomera.

Telomerni ponovci su mesta vezivanja zastitnog proteinskog kompleksa, nazvan
Selterin (engl. shelterin) proteinima, koji sprecavaju oStecenja na DNK molekulima i
olak3avaju regrutovanje replikativnih faktora specifi¢nih za telomere (117). Selterin kompleks
poput kape pokriva i oblaze krajeve telomera. Ovaj zastitni kompleks je prisutan samo na
krajevima hromozoma, vezan je za telomere tokom celog Celijskog ciklusa 1 ¢ini ga Sest
subjedinica, Slika 11. Vezujuci faktori 1 i 2 (engl. Telomeric Repeat Binding Factor 1, TRF1
i engl. Telomeric Repeat-Binding Factor 2, TRF2), imaju ulogu u replikaciji telomera i u
vezivanju preostala Cetiri proteina zastitnog kompleksa za dvolan¢ane TTAGGG ponovke:
represornog i aktivatorskog proteina 1 (engl. Repressor and Activator Protein 1, RAP1), TRF1-
vezujuceg nuklearnog faktora 2 (engl. TRF1-Interacting Nuclear Protein 2, TIN2), zastitnika
telomera 1 (engl. Protection of Telomeres, POT1) i proteina koji interaguje sa POT1 i TIN2
(engl. POT1-and TIN2-Interacting Protein, TPP1) (118).
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Slika 11. Subjedinice zastitnog proteinskog kompleksa (119).

Sam kraj telomere se sastoji od vodeceg i zaostaju¢eg DNK lanca. Vode¢i lanac je duzi
1svojim 3’ krajem obrazuje tzv. G rep, jednolancanu sekvencu duZine od 50 do 300 nukleotida.
G rep se uvija u T petlju ¢ija zastitna uloga sakriva jednolan¢anu DNK kako je mehanizmi
¢elijske reparacije ne bi prepoznali kao svoj supstrat i remodelovali je (119).

Zbog svoje strukture, DNK polimeraza moze da sintetiSe DNK samo u 5’-3’smeru.
Replikacija zaostajuteg lanca ¢e ostati nezavrSena. Svakom deobom, .[problem replikacije
zavrsetka”, tj. pojava nekompletne replikacije telomera, za sobom ostavlja ¢erku celiju sa
telomerama kra¢im od majke ¢elije. Krajevi hromozoma se postepeno skracuju i éelija dolazi
do tacke kada deobe vise nisu moguce (120). Kada se dostigne kriti¢no skracenje, a deobe vise
nisu moguce, ¢elija postaje disfunkcionalna i podleze apoptozi (116, 121).

Enzim koji reguliSe replikativni potencijal celije, odrzava duzinu telomera u
fizioloskim uslovima i usporava neminovno skracivanje telomera je telomeraza (118).

1.5.1. Telomeraza

Enzim telomeraza je ribonukleoproteinski kompleks (Slika 12) sacinjen od kataliticke
subjedinice - telomerazne reverzne transkriptaze (TERT subjedinica, kodirana od strane TERT
gena), kratkog ribonukleotidnog lanca (TERC subjedinica duzine 451 nt) i pratecih proteina
koji imaju ulogu u stabilizaciji molekula: diskerin (DKC), nukleolarni protein 10 (NOP10),
nehistonski protein 2 (NHP2), telomerazni protein Kajlovog tela (TCABL) i subjedinica 1
ribonukleoproteinskog kompleksa (GAR1) (122,123).
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Slika 12. Struktura humane telomeraze (124).

Istrazivanja pokazuju da telomeraza u vecini Celija odraslih osoba nije aktivna i ne
eksprimira se u znacajnoj meri, osim u maticnim ¢elijama tkiva i ¢elijama koje se fizioloski
¢esto 1 ubrzano dele, kao Sto su npr. kostna srz, aktivirani limfociti ili ¢elije gastrointestinalnog
trakta (125, 126). Proucavanje strukture telomeraze je veliki izazov za istrazivace jer se u vecini
¢elija nalazi u izuzetno niskoj koncentraciji, poseduje veliku sekvencijalnu i strukturnu
varijabilnost medu vrstama, teSko se precisc¢ava iz uzoraka, a ekspresija TERT gena i sklapanje
telomeraznog kompleksa se otezano prati u in vitro uslovima.

TERT subjedinica (Slika 13) se sastoji od kataliticke C-terminalne ekstenzije (u daljem
tekstu: CTE domen), domena zaduZenog za sintezu telomernih ponovaka (u daljem tekstu: RT
domen), N-terminalnog domena koji prepoznaje telomere (u daljem tekstu: TEN domen) i
RNK-vezujuceg domena, koji je neophodan za sklapanje telomeraze i sintezu ponovaka (u
daljem tekstu: TRBD domen). Da bi elongacija telomera otpocela, enzimski kompleks se
translocira do telomera. TEN prepoznaje telomere i RT, CTE i TRBD domeni se priblizavaju
jedan drugome i formiraju prsten oko DNK-RNK dupleksa. Jednolancani 3’ kraj G-repa
telomerne DNK se na osnovu komplementarnosti uparuje sa RNK Sablonom TERC
subjedinice. Pocetno uparivanje RNK-DNK se desava izmedu 4 ili 5 baza od mogu¢ih 7 do 9,
ostavljaju¢i nesparenim kratak niz RNK nukleotida koji sluze kao $ablon na osnovu kog
telomeraza produzava rastu¢i lanac DNK. Kada se lanac sintetiSe naspram celog Sablona,
dolazi do prolazne disocijacije RNA-DNK hibrida. Novosintetisani kraj DNK se repozicionira
sa aktivnog mesta TERT i svojih poslednjin 4 ili 5 nukleotida postavlja ponovo
komplementarno na RNK Sablon, kako bi se ciklus produzavanja lanca ponovio. Telomeraza
ostaje povezana sa krajem hromozoma sve dok se ne doda nekoliko telomernih ponovaka.
Proces je pomognut TPP1-POT1 proteinskim kompleksom. Naspram novosintetisanog

rastuceg lanca, DNK polimeraza o0 dodaje nucleotide u zaostaju¢i DNK lanac (127, 128).
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Slika 13. Struktura kataliticke subjedinice humane telomerase (127).

Izostanak eksprimiranja telomeraze nastao kao posledica mutacija u TERT genu,
pomoc¢nim proteinima telomeraze ili promotorskim elementima uzrokuje genska oboljenja, dok
je njena aberantna regulacija preduslov za besmrtni fenotip velikog broja ¢elija kancera (129).

1.5.2. Skracivanje telomera

Usled nekompletne replikacije DNK, prilikom svake gubi se od 100 do 200 baznih
parova (bp) telomernih ponovaka (130). Ranih Sezdesetih godina proslog veka je dokazano da
je vek ljudskih somatskih diploidnih ¢elija ograni¢en brojem deoba. Vek ¢elije je uslovljen tzv.
Hejflikovim limitom, granicom posle koje deobe c¢elija vise nisu moguce. U normalnim
humanim somatskim ¢elijama se ne eksprimira telomeraza pa odrZavanje duzine telomera nije
moguce i dolazi do trajnog zaustavljanja ¢elijskog ciklusa. Hejflik je smatrao da je sposobnost
humanih ¢elija da se dele ograni¢ena na oko 50 puta do prestanka njihovog deljenja (118, 131).

Brojni faktori uticu na promenu duzine telomera, a skracenju telomera mogu doprineti
dejstva fizioloskih, psiholoskih i patoloskih stresora, primena cART i hroni¢na inflamacija
(132, 133, 134, 135). Srednja vrednost duzine telomera leukocita smatra se odrazom duzine
telomera u drugim celijama (136).

Infekcija virusom moze pokrenuti razlic¢ite odgovore celije na stres i izazvati ¢elijsko
remodelovanje, uklju¢ujuc¢i promene na nivou telomera. Duzina telomera moze da uti¢e na
struktuiranje heterohromatina i na lokalnu transkripciju u subtelomernom regionu.
Subtelomerni geni su odgovorni za regulaciju ekspresije proteina uklju¢enih u urodeni
imunoloski odgovor, kao sto je interferon-stimulisani gen 15, interferonom regulisan gen koji
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je medu najznacajnijim proteinima Kkoji su aktivirani nakon virusne infekcije. Imajuéi ovo u
vidu, duzina telomera i telomerni hromatin, na opisani nacin, imaju funkcionalne veze sa
urodenim imunoloskim signalnim putevima, pa ¢elije sa razli¢itim duzinama telomera mogu
imati razli¢ite odgovore na virusnu infekciju (117).

Ubrzo nakon HIV serokonverzije je uocCeno rapidno skraéivanje telomera u
mononuklearnim ¢elijama krvi (137). Do sada je potvrdeno da su krace duzine telomera
zabelezene kod HIV-om inficiranih pacijenata povezane sa neprekidnom imunoloskom
aktivacijom i nizim imunoloSkim odgovorom uprkos supresiji virusa ostvarenoj upotremom
CART-a (138, 139). Uvid u progresiju HIV-infekcije se vrsi pracenjem broja CD4+ T ¢elija
(140). Broj CD4+ T ¢celija < 200 ¢elija/uL se moze povezati sa skrac¢enim telomerama (114).
Parametar koji se Cesto koristi za pracenje upalnih procesa i progresiju HIV-infekcije je C-
reaktivni protein (u daljem tekstu: CRP) (140, 141). Uticaj CRP-a na duzinu telomera jo$ uvek
nije sasvim jasan. Dokazano je da porastom koncentracije CRP-a, pojavom koja je ukazatelj
da je doslo do za inflamacije, moze doc¢i do skracivanja telomera (142), ali postoje i rezultati
ispitivanja koji ne ukazuju na to da postoji uticaj CRP-a na duzinu telomera (143).

U zdravim CD4+ T ¢elijama telomere se skra¢uju brzinom od 50 do 100 baznih parova
(bp) po deobi celije (144). Medutim, gubitak telomera moze se povecéati tokom virusne
infekcije i do 5 puta. Ovaj progresivni gubitak telomera moze da dostigne kriticnu tacku
starenja Celije, poznatu kao senescencija (nereplikativno i anergi¢no stanje). Ostecenje
telomerne  DNK Kkoje uzrokuje starenje c¢elije i/ili apoptozu, rezultira progresivnim
iscrpljivanjem CD4+ T-¢elija i neuspehom imunoloskog oporavka tokom HIV infekcije (23).

Prisustvo virusnog Tat proteina u humanoj celiji je povezano sa pojavom
komorbiditeta, redukcijom telomerazne aktivnosti, spreCavanjem sklapanja telomeraznog
kompleksa u funkcionalnu celinu, inhibicijom translokacije sekretovane telomerase u jedro,
razgradnjom telomeraze i indukovanjem oksidativnog stresa (145). Virusni Vpr dovodi do
degradacije telomeraze i indukovanja oksidativnog stresa, koji, osim §to moze direktno dovesti
do fizickog oStecenja telomera, inicira translokaciju telomeraze u mitohondrije i terminaciju
elongacije telomera (146, 147).

Pored cART-a, zbog podloznosti razvoju razliCitih pridruzenih bolesti, HIV-om
inficirani pacijenti koriste 1 druge lekove kako bi drZali pod kontrolom stecene komorbiditete.
Pokazalo se da neki lekovi mogu uticati na duzinu telomera. Iako su statini izuzetno efikasni
za tretman kardiovaskularnih bolesti i ateroskleroze, veoma cestih komorbiditeta povezanih sa
HIV infekcijom, oni mogu biti povezani sa skra¢enjem telomera (114). Takode, objavljeni su
I moguci mehanizmi pomocu kojih statini mogu da ocuvaju duzinu telomera (148).

Poput statina, uticaj insulina na duzinu telomera se ne moze generalizovati jer postoje
dokazi da on moze dovesti do skra¢ivanja telomera (149), ali i da moze imati zastitno dejstvo
na telomere (150), dok je dijabetes nesumnjivo povezan sa skracivanjem telomera (151).
Dijabetes je Cesto povezan sa gojaznoScu. Ne treba zanemariti ni uticaj gojaznosti na duZinu
telomera. U meta-analizi koja je obuhvatila skoro 150.000 ispitanika, ne samo da je prikazana
inverzna veza izmedu indeksa telesne mase (engl. Body Mass Index, BMI) i duzine telomera,
vec je takode izra¢unato da se sa svakim jedini¢nim pove¢anjem BMI duzina telomera skracuje
za 3,99 bp (152).

Molekularni mehanizmi preko kojih antiretrovirusni lekovi mogu uticati na skracivanje
telomera su razliCiti. Na primer, efavirenz doprinosi skra¢ivanju telomera tako S§to
narusavanjem celijske homeostaze (153), stimulisanjem proizvodnje reaktivnih vrsta kiseonika
(154), povecava upalu (155) i inhibira molekule koji stabilizuju telomerau (156). Za razliku od
efavirenza, tenofovir direktno inhibira telomerazu (157), ali i menja ekspresiju gena uklju¢enih
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u odrzavanje telomera (158). Dolutegravir, s druge strane, moze indirektno da skrati telomere
negativno regulisuci aktivnost telomeraze i promovisuci proizvodnju reaktivnih vrsta kiseonika
(135). Medutim, nekoliko studija je pokazalo da je cART koristan za oporavak duzine telomera
(159, 160).

1.6. Uticaj TERT gena na duzinu telomera

Odrzavanje duzine telomera je pod kontrolom telomeraze, enzima kodiranog TERT
genom, koji usporava skracivanje telomera i reguliSe replikativni potencijal ¢elije (118). TERT
gen se nalazi na hromozomu 5p15.33 kod ljudi. Kodira sastavni i sustinski deo holoenzima
telomeraze (Slika 14). Dugacak je oko 42 kb i sastoji se od 15 introna i 16 egzona, sa
promotorskim jezgrom duzine 260 bp. TEN domen je kodiran egzonom broj 1. TRBD domen
kodiraju egzoni 2 1 3. RT domen je kodiran egzonima 5, 6, 7, 8 1 9, dok CTE domen kodiraju
egzoni 14, 15 i 16. Pretpostavka je da se TERT gen moze transkrbovati u ¢ak 22 izoforme, ali
da samo transkript pune duzine, koji sadrzi svih 16 prepisanih egzona, poseduje aktivnost
reverzne transkriptaze koja je neophodna za produzavanje telomera (161-163).

el e2 el e4 e5 eo e7 e8 e9ellell el2 el3 el4 elS elo

= e e H P

1 1
rs2736098 rs2736100

TEN TRBD RT CTE

egzon 1 egzoni2i3 egzoni 4 - 13 egzoni 14 - 16

Slika 14. Strukturna organizacija TERT gena.

U humanom TERT genu je opisan niz razli¢itih polimorfizama pojedina¢nih nukleotida
(u daljem tekstu: SNP), a istrazivanja pokazuju da su od posebnog znacaja za njegovu
ekspresiju dva polimorfizma, rs2736098 i rs2736100 (164, 165).

Polimorfizam rs2736098 G>A, koji se nalazi u drugom egzonu, takode je povezan sa
duzinom telomera, odnosno osobe sa AA genotipom imaju krace telomere (166).

Polimorfizam rs2736100 A>C u nekodiraju¢em regionu drugog introna TERT gena je
bio povezivan sa promenama u duzini telomera. Prema opseznoj meta-analizi, nosioci varijante
C (citozin) imali su duze telomere od nosilaca alela divljeg tipa - A (adenin) (164).

Po do sada raspolozivim podacima, nije bilo objavljivanih podataka o efektima
polimorfizma rs2736098 TERT na duzinu telomera kod pacijenata zarazenih HIV-om, pre
publikovanja rezultata ovog ispitivanja (167), dok su samo dve studije istrazivale efekte
polimorfizma rs2736100 TERT na duzinu telomera kod pacijenata zarazenih HIV-om. Obe
studije su radene samo na uzorcima poreklom iz africkih populacija (168, 169). Saznanja o
eventualnim razlikama u duzini telomera izmedu nosilaca razlicitih genotipova bi mogla da
pruze vise informacija o bioloskom zdravlju pojedinacnog pacijenta i mogla bi ukazati na one
pacijente koji nose veci rizik od komplikacija povezanih sa HIVV-om (170-173).
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1.7. Uticaj MTHFR gena na duZinu telomera

Metilacija DNK je jedan od bitnih mehanizama modulacije genske ekspresije. Tokom
reakcije metilacije dolazi do kovalentnog vezivanja metil grupe za peti ugljenik citozina
ugradenog u CpG ostrvce (174). HIV infekcija moze ubrzati starosno zavisnu metilaciju za
priblizno 14.7 godina. Kao rezultat ubrzane metilacije, kod HIV-om inficiranih osoba, duzina
telomera u CD4+ T-¢elijama moze odgovarati duzini telomera u CD4+ T-¢elijama koju imaju
20-30 godina starije HIV-om neinficiranie osobe (107). Jedno od glavnih obelezja starenja
éelije je opsta hipometilacija koja se prostire duz genoma (174). Sirenje hipometilacije duz
celog genoma je primecéena i kod HIV-om inficiranih osoba (175).

Kada je promotor TERT gena hipometilovan, eksperimentalno je potvrdeno da je
sinteza telomeraze suprimirana, a duzine telomera su skracene (176). Donator metil grupe u
80% metilacija koje se odigravaju u celiji je S-adenozilmetionin (177). Prekursor S-
adenozilmetionina je metionin. Enzim metilentetrahidrofolat reduktaza, kodiran genom
MTHFR (Slika 15), u¢estvuje u sintezi metionina. Varijanta gena koja ima najznacajniji uticaj
na aktivnost reduktaze je rs1801133 C>T, odnosno nukleotidna supstitucija citozina timinom
(T) na poziciji 677 u MTHFR genu. Kod heterozigotnih osoba (CT), kod kojih je jedan citozin
zamenjen timinom, aktivnost metilentetrahidrofolat reduktaze opada na 65 %. Kod mutiranih
homozigota (TT) kod kojih su oba citozina zamenjena sa dva timina, aktivnost enzima pada na
samo 10-20 %. Genska varijanta MTHFR gena koja takode utice na aktivnost
metilentetrahidrofolat reduktaze je rs1801131 A>C, na poziciji 1298. Kod heterozigotnih
osoba, kod kojih je jedan citozin zamenjen timinom, aktivnost metilentetrahidrofolat reduktaze
je smanjena za 40 % (178).

Exl Ex2 Ex3 Ex4 Ex5 Ex6 Ex7 Ex8 Ex9 Ex10 Ex11 Ex12
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1652 239 111 251 1351 {B‘\r 183 1024120/ 5176

/ MTHFRgen  \

rs1801133 rs1801131

Slika 15. Strukturna organizacija MTHFR gena (179).

Kada se aktivnost reduktaze smanji, ugroZen je ciklus metionina u kojem se metil grupe
transportuju do svojih kona¢nih akceptora, biomakromolekula kao §to su DNK, RNK i proteini.
Smanjenje aktivnosti metilentetrahidrofolat reduktaze dovodi do hipometilacije DNK. Pored
toga, pokazalo se da je metilentetrahidrofolat reduktaza enzim koji uti¢e na farmakodinamiku
brojnih lekova, a do sada je samo jedna grupa autora ispitivala odnos rs1801131 i rs1801133
polimorfizama MTHFR gena sa antiretrovirusnim lekovima (180).

Oba polimorfizma, a posebno MTHFR rs1801133, cesto se povezuju sa povecanjem
rizika od razli¢itih zdravstvenih stanja, ukljucujué¢i neplodnost kod muskog pola, spontane
pobacaje, defektno formiranje neuralne cevi, urodene bolesti srca i Daunov sindrom, a
sugerisano je da doprinose i kompleksnim zdravstvenim poremecajima kao $to su kancer,
kardiovaskularne bolesti, autoimuni poremecaji i neurodegenerativne bolesti (181).
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U nauc¢noj literaturi nema dostupnih podataka o povezanosti duzine telomera, vaznog
genetskog parametra procesa starenja, sa prisustvom polimorfizama rs1801133 i rs1801131 u
genu MTHFR kod pacijenata zarazenih HIV-om.

Polimorfizmi gena igraju vaznu ulogu u dispoziciji lekova i individualizaciji terapije,
jer mogu doprineti varijabilnosti farmakokineti¢kih procesa i mogu uticati na promenu efekata
negenetskih faktora. U leCenju HIV-a, farmakogeneticko-farmakokineticki odnosi su dokazani
za mnoge antiretrovirusne lekove. Procenjeni udeo pacijenata starijih od 50 godina, $to je,
generalno, starosna granica za definisanje ,,starijih* osoba u oblasti HIV-a, iznosio je 42% u
2013. godini i predvida se da ¢e biti 70% do kraja 2035. godine. Starenjem se menja
farmakokinetika organizma, a postoje polimorfizmi gena koji mogu da modifikuju efekat
starenja i dovedu do pojave znacajne varijabilnosti u farmakokinetici medu pacijentima.
Uglavnom se identifikacija SNP-ova koji bi mogli da pruze informacije za prilagodavanje
rezima i doziranja CART, odnose na Sirok spektar metaboli¢kih enzima i transportera lekova,
ali ne treba zaobi¢i ni polimorfizme u genima koji nemaju direktan uticaj na metabolizam leka,
ali imaju uticaj na druge procese, ugrozene pojavom bolesti (182).

Potencijalne razlike u duzini telomera kod pacijenata inficiranih HIV-om, u zavisnosti
od TERT i MTHFR genotipova i primenjenih antiretrovirusnih lekova, mogu uticati na izbor
CART-a i individualizovati rezim lecenja HIV-om inficiranih pacijenata.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

1. Odrediti ucestalosti alela i genotipova rs2736100 i rs2736098 polimorfizama u
TERT genu kod pacijenata sa HIV infekcijom le¢enih cART-om.

2. Odrediti ucestalosti alela i genotipova rs1801133 i rs1801131 polimorfizama u
MTHFR genu kod pacijenata sa HIV infekcijom le¢enih cART-om.

3. Ispitati povezanost utvrdenih genotipova i RTL kod pacijenata sa HIV infekcijom

leGenih cART-om.

4. lspitati povezanost primenjenih antiretrovirusnih lekova u sastavu cART-a na
RTL.

5. Ispitati zajednicki uticaj genotipova rs2736100 i rs2736098 polimorfizama TERT

gena, rs1801133 i rs1801131 polimorfizama MTHFR gena i primenjenih lekova
u sastavu CART-a na RTL kod pacijenata sa HIV infekcijom lecenih cART-om.
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3. MATERIJAL | METODE

Tokom celokupnog istrazivanja su poStovani svi eti¢ki principi i svi principi dobre
laboratorijske 1 klinicke prakse, vode¢i se medunarodno priznatim i usvojenim standardima
(183). Istrazivanje je izvrSeno uz saglasnost Eticke komisije Medicinskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu, odlukom 1322/1X-24, izdatu dana 22.09.2023. godine.

3.1. Studijska grupa

Ova studija preseka je obuhvatila 176 ispitanika sa dijagnostikovanom HIV infekcijom
koji se redovno kontroli$u i le¢e u Centru za HIV/AIDS, Instituta za infektivne i tropske bolesti
,,Dr Kosta Todorovi¢®, Univerzitetskog klinickog centra Srbije. Svi ispitanici iz ove studijske
grupe su pripadali populaciji sa teritorije Republike Srbije. Ispitanicima je usmeno objasnjena
metodologija i cilj istrazivanja. Ispitanici su, po potpisivanju informisane saglasnosti za uceSce
u istrazivanju i potvrde o razumevanju njegovog sadrzaja, bili upucivani na uzorkovanje krvi.
Relevantne podatke za istrazivanje iz zdravstvenog kartona i istorije bolesti ispitanika su
prikupljatene postujuéi mere zastite li¢nih podataka ispitanika.

Kriterijumi za ukljucenje:

pacijenti bele etnicke pripadnosti, muskog pola

starost pacijenta iznad 18 godina

potpisana saglasnost za ucestvovanje u istrazivanju

potvrdena HIV-infekcija (Real Time PCR metodom)

primena cART-a u trajanju od minimum 4 meseca

pacijenti sa manje od 50 kopija HIV RNK/ml krvi na kontrolnom pregledu

~o o0 o

Kriterijumi za iskljucenje:

prisustvo akutne infekcije

prisustvo hepatitis B virusne infekcije (HBV)

prisustvo hepatitis C virusne infekcije (HCV)

prisustvo infekcije izazvane humanim papiloma virusom (HPV)
upotreba citotoksi¢nih lekova

primena radioterapije

upotreba rekreativnih droga

hronican alkoholizam

SQ "o o0 o

3.2. Odabir tkiva za ispitivanje

Krv se Cesto koristi kao optimalan surogat za proucavanje drugih tkiva kada su u pitanju
epigeneticki efekti starenja. Ovaj zakljucak se zasniva na umerenim koeficijentima korelacije
izmedu godina starosti pacijenta i ubrzavanja starenja krvi i drugih tkiva, kao i ¢injenici da je
nekoliko medicinskih stanja povezano sa tkivno specifi¢énim efektima ubrzanja starosti (109).
Mononuklearne ¢elije periferne krvi su dinami¢ne Celije koje adekvatno reprezentuju trenutno
fiziolosko stanje pacijenata (184).
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Venepunkcijom je u Centru za HIV/AIDS od pacijenata ukljucenih u istrazivanje
uzimano po 4 ml uzorka krvi za farmakogenetsko istrazivanje (BD Vacutainer, K2 EDTA).
Planirani broj pacijenata ukljucenih u istrazivanje je bio oko 150.

3.3. Inaktivacija virusa

U Laboratoriji za farmakokinetiku, Instituta za farmakologiju, klini¢ku farmakologiju i
toksikologiju, Medicinskg fakulteta, Univerziteta u Beogradu je izvrSena inaktivacija HIV
virusa u uzorku.

Lipidni omota¢ HIV-a je prvenstveno zaluzan za stabilnost virusne ¢estice. HIV moze
ostati stabilan ako provede i do ¢ak nekoliko sati u sredini pH vrednosti izmedu 3 i 10, izloZen
UV zraCenju, gama zracenju ili ultrazvucnim talacima, ali je osetljiv na dezificijense poput
alkohola, formaldehida, natrijum dodecilsulfata ili tritona X-100. Poluzivot HIV-a iznosi
priblizno 30 minuta na temperaturi 56 °C, 1 minut na temperaturi 60 °C i manje od jedne
sekunde na temperaturama iznad 65 °C (5).

Izabrani metod inaktivacije primenjen u ovom istrazivanju podrazumeva izlaganje uzorka
visokoj temperaturi tokom kratkog vremenskog preioda (78 °C, 30"). Termicka inaktivacija je
konvencionalna i efikasna metoda za eliminisanje infektivnosti patogena iz uzoraka koji se
ispituju u klinickim i istrazivaCkim laboratorijama i za kontrolu i smanjenje rizika od
profesionalne izlozZenosti i kontaminacije radne i zZivotne sredine. Inaktivacija se vrSila u
vodenom kupatilu prema standardnom protokolu (Slika 16) (185). Toplotna inaktivacija HIV-
a u ljudskoj krvnoj plazmi je usla u rutinsku upotrebu jer omogucava da se patogen unisti
dovoljno brzo, pre nego Sto visoka temperatura narusi bioloske karakteristike plazme koja se
ispituje. Empirijski podaci ukazuju na to da se primenom temperature iz opsega od 75 °C do
78 °C dostize inaktivacija virusa, skoro bez promena u komponentama plazme, cak i
ekspozicijom od 0,006 sekundi. Promene u komponentama plazme pocinju da se uocavaju
primenom temperature od 81 °C.

Toplotna inaktivacija virusa u uzorku se ostvaruje indukovanjem jedinstvenih
modifikacija virusnih proteina i genoma na molekularnom nivou, odnosno denaturacijom
sekundarnih struktura proteina i drugih molekula, $to dovodi do poremec¢aja u odvijanju
molekularnih funkcija i inaktivacije virusa (186). Denaturacija virusnih proteina, izazvana
kriti¢nim zagrevanjem, trodimenzionalno menja oblik njihovog aktivnog mesta tako da se ono
viSe ne moZe uklopiti sa supstratom, te protein vise ne moze izvrsiti svoju funkeiju, na primer
prepoznavanje molekula na membrani ¢elije potencijalnog domacina.

Kori$¢enjem razli¢itih uredaja je otkriveno da je vodeno kupatilo efikasniji termicki
inaktivator virusa u odnosu na suve sterilizatore, uredaje koji smanjenje infektivnosti postizu
suvim vrelim vazduhom. Vodeno kupatilo, osim §to postize vecu efikasnost, postize i veéi
prenos toplote 1 termicku ravnotezu uzorka, dok smanjuje potrebu za produzenim zagrevanjem
(187). Pogodnosti koris¢enja toplotne obrade uzoraka je i u tome Sto se izbegava koris¢enje
hemijskih dezinfekcionih agenasa i spreCava rasipanje infektivnog materijala inaktivacijom
celokupnog uzorka.
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Slika 16. Inaktivacija virusa u vodenom kupatilu.

3.4. Izdvajanje mononukleara

Po protokolu proizvodaca su iz uzoraka krvi, koriS¢éenjem hidrofilnog polisaharida
(FicollPaque Plus, GE Healthcare) na gustinskom gradijentu razdvojene mononuklearne ¢éelije
od plazme, eritrocita, trombocita i granulocita (Slika 17). Za razliku od eritrocita i trombocita,
ostale krvne celije imaju jezgro 1 mogu se klasifikovati prema strukturi jezgra kao
mononuklearne ili polimorfonuklearne ¢elije. Obe klase ¢elija imaju vaznu ulogu u imunitetu
1 Stite organizam od zaraznih bolesti Sto objasnjava njihovu zastupljenost u klinickim
ispitivanjima. lzolacija mononuklearnih i polimorfonuklearnih c¢elija iz krvi predstavlja
polaznu tacku za Sirok spektar imunoloskih studija, identifikaciju biomarkera, razvoj vakcina i
imunoterapiju kancera. Limfociti i monociti su dve glavne kategorije mononuklearnih krvnih
¢elija sa jednodelnim jedrom sa specificnim i vaznim ulogama u odbrani tela od infekcije i
kancera. Limfociti, u koje spadaju prirodne celije ubice (NK), T ¢elije i B ¢elije, ¢ine veéinu
populacije mononuklearnih ¢elija periferne krvi, 70 — 90%. Monociti predatavljaju 10 — 30%
populacije mononukleara, a mali procenat predstavljaju i dendritske celije, 1 - 2% (188).

Veliki proboj u razvoju metoda za separaciju krvnih ¢elija je bilo otkri¢e centrifugiranja
kroz rastvor Fikol-natrijum metrizoata. Novi metod je pruzio efikasnije i brze frakcionisanje
razli¢itih ¢elijskih populacija pune krvi koriSéenjem jedinstvenog obrasca migriranja Celija
kroz reagens za razdvajanje. Ovaj metod se zasniva na razlici u gustini izmedu celija krvi i
reagensa za razdvajanje (189). Studije su ispitivale uticaj uslova ¢uvanja uzoraka krvi na
uspesnost ekstrakcije mononukleara. Fluorescentnom proto¢nom citometrijom procenjivan je
prinos reakcije odvajanja mononukleara, vijabilnost odvojenih ¢elija i odrzavanje medusobnog
udela ¢elijskih populacija unutar mononuklearne frakcije izmedu uzoraka mononukleara iz
sveze krvi drZzane na sobnoj temperaturi i uzoraka koji su pre razdvajanja bili kriokonzervirani.
Rezultati studije su prednost dali drzanju uzoraka na sobnoj temperature do odvajanja
mononukleara jer su pokazali da hladenje moZe imati negativan efekat na prinos reakcije i da
moze poremetiti medusobne udele u subpopulacijama ¢éelija. Takode, populacija mononukleara
je bila kontaminirana neutrofilima u uzorcima koji su stajali na sobnoj temperaturi duze od 6
sati pre razdvajanja (190). Studija koja je pratila zastupljenost 26 razli¢itih populacija ¢éelija
ekstrahovanih iz pune krvi u razli¢itim vremenskim tackama u odnosu na vreme venepunkcije
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je pokazala da u idealnom sluc¢aju, ceo proces izolacije mononukleara i krioprezervacije treba
izvesti u roku od 8 sati od vadenja krvi (191).

Kako bi se obezbedio visok prinos i velika iskoristivost izolovanih mononuklearnih
¢elija, u ovom ispitivanju, za ekstrakciju se koristila sveza krv, tj. ekstrakcija je radena iz
antikoagulansom tretirane krvi, nekoliko sati nakon venepunkcije. Uzorci krvi su se ¢uvali na
sobnoj temperaturi do inaktivacije i razdvajanja mononukleara. Svaki uzorak krvi (po 2 ml) je
razblazen fizioloskim rastvorom (razmera 1:1). U falkon test tube zapremine 10 ml je sipano
po 3 ml reagensa za razdvajanje. Reagensu se pazljivo dodavalo po 4 ml krvi razblazene
fizioloskim rastvorom u razmeri 1:1 (2 ml uzorka + 2 ml fizioloskog rastvora), tako da ne dode
do meSanja reagensa i krvi. Zatim se ovako pripremljeni uzorak centrifugirao (400 x g, 30
minuta). Tokom centrifugiranja, ¢elije vece gustine (tj. granulociti i eritrociti) sedimentiraju
kroz reagens. Mononukleari se taloZze na fazi izmedu reagensa i plazme, iz koje se mogu
pazljivo sakupljati. Po zavrSenom centrifugiranju, izdvojen sloj mononuklearnih ¢elija
(belicast sloj na granici faza reagensa i plazme) se ekstrahovao u nove falkon tube, vodeci
racuna da se ne ekstrahuje i medijum. Preostali sadrzaj (plazma + reagens + eritrociti +
granulociti) iz falkon tube se odbacuje. Usledilo je ispiranje prikupljenih mononuklearnih ¢elija
prelivanjem uzorka sa 8 ml 1xPBS, meSanjem invertovanjem tube i centrifugiranjem (400 x g,
15 minuta). Poslednji korak je podrazumevao odlivanje supernatanta i rastvaranje taloga u
kome se nalaze mononuklearne ¢elije u vodi (192). Uzorci su prebacivani u tube zapremine 1,5
ml i ¢uvani na -20 °C.
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- 4 perklieTma C— proteini
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_ \ — limfociti
B — monociti
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' razdvajanje polimorfonulkleari:
3 eozinofili
' neutrofili

Slika 17. 1zolacija mononuklearnih ¢elija periferne krvi centrifugiranjem u gradijentu gustine.

3.5. Izolacija DNK

U Laboratoriji za humanu genetiku, Stomatoloskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu je
iz uzoraka mononuklearne frakcije krvi izvedena izolacija DNK molekula, odredena relativna
duzina telomera i genotipizacija.
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DNK molekuli su izolovani iz mononuklearnih ¢elija metodom isoljavanja (Slika 18).
Izolat mononuklearnih ¢elija je tretiran puferom za liziranje leukocita, natrijum-
dodecilsulfatom i proteinazom K, kako bi se razgradile membrane ¢elija 1 jedra i1 inaktivirali
proteini. Smesa je zatim bila inkubirana (55 °C, 10 minuta), nakon ¢ega joj je bio dodat
natrijum hlorid i etanol. Etanol dovodi do taloZzenja DNK, dok natrijum hlorid pomaze u
uklanjanju proteina koji su vezani za DNK i odrzava ih rastvorenim u vodenom sloju kako se
ne bi talozili u alkoholu zajedno sa DNK. DNK nije rastvorljiva u alkoholu. Etanol ima nizu
dielektricnu konstantu od vode, $to mu omogucava da izvlac¢i molekule vode vezane za DNK
formiranjem jonskih veza koje izazivaju talozenje DNK spajanjem njenih lanaca koji postaju
vidljivi golim okom u vidu belih tankih niti umrSenih u klupko. Smesa sa natrijum hloridom i
etanolom je centrifugirana (13000 rpm, 10 minuta), nakon ¢ega je dobijeni supernatant, koji je
sadrzao DNK, prebacivan u ciste tubice. Supernatantu se dodavao hladni apsolutni etanol i
centrifugiro se. Sto je etanol hladniji, to je DNK manje rastvorljiva u njemu i lakse se taloZi.
Ohladeni etanol snizava temperaturu u reakcionoj smesi i time spre¢ava aktivnost enzima
DNK-aza, odgovornih za lizu i degradaciju DNK. Smanjenje aktivnosti enzima DNK-aze
povecava prinos izolovane DNK. Novodobijeni supernatant je odbacivan. Talogu, u kome se
nalazila DNK, se dodavao hladni 75 % etanol. Alkoholni rastvor DNK se isusivao. Ovako
dobijena DNK rastvarala se u vodi i ¢uvala na -80 °C (193).

1 2 3 4 s 6
Slika 18. Izolacija DNK metodom isoljavanja. 1 — Suspenzija mononukleara,2 — Liziranje ¢elija, 3 —

Talozenje DNK i proteina, 4 - 1zdvajanje proteina u vodenu fazu, 5 - Razdvajanje DNK i proteina,
6 —Izolat DNK.

3.6. Odredivanje koncentracije DNK 1 ¢isto¢e uzorka

Koncentracija i kvalitet DNK izolata su procenjivani spektrofotometrijski (BioSpec-nano,
Shimadzu Biotech, Kyoto, Japan), Slika 19. DNK izolat se rastvarao u vodi (1 pl DNK u 50 pl
vode) 1 odredivala mu se apsorbanca na 260 nm (pokazatelj koncentracije DNK) 1 280 nm
(pokazatelj kvaliteta DNK izolata, odnosno prisustvo proteina u izolatu). Cistoéa uzorka (R) se
procenjuje na osnovu odnosa A260nm/A280nm. Ukoliko je R > 1,6, zakljucuje se da se DNK
nalazi u dovoljno visokoj koncentraciji u izolatu i da izolat nije kontaminiran proteinima. U
studiju su bili uklju¢ivani samo oni DNK izolati ¢ija Cistoca je bila zadovoljavajuca (194).
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Slika 19. Uredaj za odredivanje koncentracije DNK u uzorku i
prikaz ekrana rezultata odredivanja koncentracije.

3.7. Utvrdivanje genotipova TERT i MTHFR gena.

Genotipovi genskih varijanti TERT i MTHFR gena su utvrdeni metodom lancane reakcije
polimeraze (engl. polymerase chain reaction, PCR), pracenom fragmentalnom enzimskom
restrikcijom i proverom rezultata na akrilamidnom gelu (195, 196, 197), kao $to je prikazano
na Slici 20.
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Mononukleari Izolacija DNK PCR
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Analiza podataka  Gel elektroforeza Digestija PCR produkata

Slika 20. Uvrdivanje genotipova analiziranih polimorfizama

3.7.1. Lancana reakcija polimeraze

PCR metodom su umnozavane ciljne sekvence u okviru gena koje obuhvataju mesto u
kome dolazi do zamene nukleotida, odnosno pojave ispitivanog polimorfizma. PCR reakcija
predstavlja imitaciju procesa DNK replikacije. UmnoZzavanje sekvenci podrazumeva ciklicnu
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smenu denaturacije DNK, hibridizacije prajmera i ekstenzije hibridizovanih prajmera pomocu
termostabilne Taqg polimeraze, Slika 21.

4,
_3- ciklus
Ciljna sekvenca 1131 ciklus
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1. < <=
ciklus / < p—
\ < =
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DNK matrica —_— —_—
< =
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22= 4 kopije
23= 8 kopija
24= 16 kopija 2 Kopija

Slika 21. Lanc¢ana reakcija polimeraze

Nakon denaturacije DNK lanaca, odnosno njihovog razdvajanja, za jednolancane
matrice, specificno se vezuju prajmeri. Prajmere predstavljaju dve oligonukleotidne DNK
sekvence od kojih zavisi umnoZavanje, medusobno su suprotno orijentisane i duge su obi¢no
oko 15 — 20 nukleotida. DNK polimeraza sintetiSe rastu¢i lanac na osnovu matrice, a
nadovezujuci se na postavljeni prajmer. Kraj DNK fragmenta koji se umnoZzava je definisan 5'
krajem prajmera, a ukupna duzina fragmenta je definisana rastojanjem izmedu sekvenci koje
prajmeri prepoznaju. Rezultat ovog procesa je multimilionsko umnoZavanje ciljane sekvence,
tako da se u jednom PCR amplifikatu dobije 10° — 10 ciljanih PCR produkata (198). Sekvence
i temperature topljenja prajmera su prikazani u Tabeli 1. Za izvodenje PCR reakcije je koris¢en
KAPA Master Mix (Kapa Biosystems, Inc, Wilmington, MA, USA) prema protokolu
proizvodaca.

3.7.2. Genotipizacija polimorfizama. Elektroforeza na akrilamidnom gelu

Provera uspesnosti PCR reakcije, odnosno umnozavanja ciljnih fragmenata, vrSena je
vertikalnom poliakrilamidnom gel elektroforezom. Usled svog negativnog naelektrisanja,
DNK molekuli, odnosno PCR produkti se kroz poliakrilamidni gel postavljen u elektricnom
polju, kreCu od katode ka anodi. Provera uspesSnosti PCR reakcije vrSena je na 8%
poliakrilamidnom (PAA) gelu u 1XTBE puferu, pri naponu struje od 220V, u trajanju od 30 do
45 minuta. Nakon toga, gel je potapan u vodeni rastvor etidijum bromida i analiziran pod UV
svetlom transiluminatora (Vilber Lourmat, France). Etidijum bromid se interkalira u DNK i
omogucava njenu vizuelizaciju pod UV osvetljenjem (199).
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PCR produkti su bili tretirani restrikcionim enzimima koji, svojom endonukleaznom
sposobnoscu, specificno prepoznaju DNK sekvence duzine od 4 do 6 bp i seku DNK na mestu
zamene nukleotida ili u njegovoj neposrednoj blizini. Secenjem se dobijaju DNK fragmenti
razlicitih duzina. Prisustvo ili odsustvo restrikcionog mesta ukazuje na prisustvo ili odsustvo
analiziranog polimorfizma. Preseceni fragmenti ¢e, buduci da su kraéi, brze putovati kroz gel
ka anodi 1 odvoji¢e se od nepresecenih Sto omogucava vizuelnu detekciju i determinisanje
ocitanog genotipa (200). PCR produkti su bili tretirani odgovaraju¢im enzimima u trajanju od
10 do 45 minuta na temperaturi od 37 °C (New England Biolabs, USA). Posle digestije, sledila
je provera produkata digestije na poliakrilamidnom gelu, analizirana je duZina dobijenih
fragmenata i odredivani su genotipovi. KoriS¢eni enzimi su prikazani u Tabeli 2.

Tabela 1. Utvrdivanje genskih varijanti. Sekvence i temperature topljenja prajmera.

Polimorfizam | Lokus Sekvenca prajmera ;I(')eprlr}gﬁjrztura CBIL(:JU sa
TERT chrl:11794419 | F: 5 GCCAGACCCGCCGAAGAAGS'
52736098 | (GRCN38.p12) 627 |+
R: 5'GCGCGTGGTTCCCAAGCAG3!
TERT chrl:11796321 | F: 55CCCCACAAGCTAAGCATTAT3'
20 35
rs2736100 (GRCh38.p12) [R: 5"GAAGAACCACGCAAAGGACS' 62°C
chr5:1293971 | F: 5" GGTCCCCACTTCCAGCATC3'
MTHFR 60 °C 3
rs1801131 (GRCh38.p12) | R: "GCAAGTCCCCCAAGGAGG3'
MTHER chro:1286401 | .o TG AAGGAGAAGGTGTCTGCGGGAS o
GRCh38.p12 52 °C
51801133 | ( P12) R: 5AGGACGGTGCGGTGAGAGTG3'

Tabela 2. Duzine PCR produkata, upotrebljeni enzimi i duzine dobijenih fragmenata.

Polimorfizam PCR produkt | Enzim Duzina fragmenata
1801131 Mboll AA: 56, 28, 31, 30, 18 bp
(A12050) | 163D 5 GAAGA(N), 3 | AC! 84, 56, 28, 31,b30, 18 bp
S CTTCT(NyAS. | CC: 843130, 18 bp
MTHFR T
s1801133 | 195 CT- 195 b1'075 b
(C677T) P 5'G|ANTC 3' TT175k P
3'CTNAG1GS’ ' P
(52736098 Pepiedl GG: 289, 90 bp
(1R 379 bp 5 GLOGOCCCS iﬁf g;g,bzsa 90 bp
3'CCCGGGTGS® ' P
TERT
Bfml (Sfcl) .
rs2736100 | ;55 AC. 152 b1'%4 48 b
(AC) P SCITRYAGY | (Lo e P
3'"GAYRT1CS' - 104,
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3.8. Odredivanje relativne duzine telomera

RTL iz izolata je odredivana metodom automatizovane lancane reakcije polimeraze u
realnom vremenu (engl. real-time PCR, ili quantitative PCR — gPCR), u odnosu na referentnu
unikalnu sekvencu. Metod podrazumeva istovremeno in vitro umnoZavanje i kvantifikovanje
odabranih sekvenci, u ovom istrazivanju - telomera, i referentnog gena, prisutnog u jednoj
kopiji, u ovom istrazivanju - humanog beta globina (HBG), kroz odredeni broj ciklusa u kojima
se smenjuju faze denaturacije, hibridizacije i elongacije DNK sekvenci. Aparat koji izvodi
reakciju umnozavanja (Line GeneK Fluorescence Real-time PCR Detection System, BIOER
Technology, Shanghai, China) detektuje fluorescenciju koja nastaje ugradivanjem
fluorescentne boje u DNK sekvencu prilikom svakog ponovljenog ciklusa umnozavanja.
Ciklus u kom reakcija umnozavanja ulazi u eksponencijalnu fazu i fluorescencija prelazi prag
detekcije predstavlja Ct vrednost (Cycle threshold). Ct vrednost je obrnuto srazmerna pocetnoj
koli¢ini DNK materijala koji se umnozava, tako da ¢e niza Ct vrednost ukazivati na visu
pocetnu koncentraciju DNK sekvence koja se umnozavala, a visa Ct vrednost na nizu pocetnu
koncentraciju DNK sekvence. Sekvence, koncentracije i temperature topljenja prajmera su
prikazani u Tabeli 3.

Tabela 3. Parametri kori$¢eni za odredivanje RTL.

Prajmer | Sekvenca Koncentracija Tem_pe_ratura
topljenja
TEL 1 F5'CGGTTTGTTTGGGTTTGGGTTTGGG 600 NM
TTTGGGTTTGGGTT3'
TEL 2 R:5'GGCTTGCCTTACCCTTACCCTTACCC
TTACCCTTACCCT3' 600 M 56°C
HBG 1 F: 5TCTGACACAACTGTGTTCACTAGCS' 300 nM
HBG 2 R: 5TCTGACACAACTGTGTTCACTAGCS 700 nM

qPCR reakcije za telomere 1 HBG su pustane simultano kako bi se uspostavili jednaki
uslovi prilikom izvodenja obe reakcije. U obe qPCR reakcije zapremina reakcione smese
iznosila je 25ul, a komponente smese €inili su: 12,5 ul SYBR Green/ROX qPCR Master Mix
(Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, MA, USA), 1 ul forward i 1 pl reverse prajmera za
telomere, odnosno HBG, 10 ng DNK iz uzorka i voda do finalne zapremine reakcije. U svakoj
reakciji koriS¢ena je referentna tumorska DNK (293T) u serijskom razblazenju, 2.5 ng/ul-
Sng/pul-10ng/ul-20ng/ul-40ng/pul, za izradu standardne krive 1 pracenja efikasnosti reakcije.
Standardne krive koje su se prihvatale bile su nagiba od -3.2 do -3.7 i koeficijenta linearne
korelacije (R?) > 0.98, Slika 22.
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Slika 22. Formiranje standardne krive na osnovu Ct vrednosti serijskih razblazenja referentne DNK.

Registrovani fluorescentni telomerni PCR signal odgovarao je duzini telomera,
odnosno broj parova prajmera koji se na pocetku reakcije vezao za telomerne ponovke bio je
direktno proporcionalan ukupnoj duzini telomera u uzorku. PCR signal poreklom od HBG
odgovarao je broju ¢elija jer se samo dva para prajmera moglo vezivati na pocetku reakcije za
HBG, buduc¢i da je izabrani gen prisutan samo u jednoj kopiji u ¢eliji, tj. po jedan na svakom
homologom hromozomu. Koriste¢i opisani nacin, prose¢na duZina telomera u ¢eliji dobija se
kada se intenzitet PCR telomernog signala podeli intenzitetom PCR signala unikalne sekvence,
T/S odnos (broj telomernih ponovaka/broj gena prisutnog u jednoj kopiji).

Ct vrednosti (srednja vrednost) dobijene za telomere 1 HBG kori§¢ene su za raCunanje
relativnog T/S odnosa koji je dobijen upotrebom formule:

T/S=2 4t
gde je:

AACt = (Ctelomere — Ctugg) ispitivanog uzorka - (Ctielomere — Ctrgs) referentnog DNK uzorka

Na ovaj nacin, dobijena je RTL za svaki uzorak (201, 202).

3.9. Statisti¢ka obrada rezultata ispitivanja

Klasifikacija individualnih parametara, dobijenih klini¢kim 1 laboratorijskim
ispitivanjima, njihova statisticka obrada 1 graficki prikazi rezultata su vrSeni pomocu
specijalizovanih R-softverskih paketa (R Core Team, 2017). Statisticka analiza je obuhvatitla
deskriptivnu statistiku, masinsko u€enje, kao i metode inferencijalne statistike.
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Za deskriptivnu statistiku su kori§¢ene mere centralne tendencije i mere rasprSenosti
podataka prikazane tabelarno.

Predvidanje klini¢kih ishoda je od sustinskog znacaja za blagovremeno otkrivanje
eventualnog pogorSanja stanja pacijenata, kao i za olakSavanje optere¢enosti zdravstvenog
sistema. Podaci ekstrahovani iz zdravstvenih kartona pacijenata mogu se koristiti za razvijanje
i procenu prediktivnih modela masinskog ucenja. Ukoliko je viSe relevantnih podataka
specifi¢nih za pacijenta i oboljenje prikupupljeno i integrisano u model, utoliko je prediktivna
moc¢ modela veca. Donosenje odluka u klinickoj praksi je ve¢ uveliko pod uticajem predvidanja
i preporuka dobijenih koriS¢enjem statistickih modela i vestacke inteligencije, a na osnovu
dostupnih demografskih, medicinskih, terapijskih i genetickih informacija pojedinaca i
populacije. Razvijene su brojne aplikacije za masinsko ucenje, a posebno se isti¢u modeli za
predvidanje ishoda oboljenja i leCenja. MaSinsko ucenje, primenom vestacke inteligecije,
prepoznaje obrasce unutar velikog skupa medicinskih podataka i transformise ih u predvidanje
klini¢kih ishoda u odredenom vremenskom period (203).

Masinskim ucenjem pomocu softverskih paketa “randomForest” i “Boruta” su
odredene nezavisne varijable koje su zna¢ajno povezane sa zavisnom varijablom RTL. Podaci
su podvrgnuti masinskom ucenju bez nadzora koje koristi algoritme za analizu, grupisanje i
otkrivanje obrazaca ili grupisanja podataka bez potrebe za ljudskom intervencijom. Uticaj
varijabli izdvojenih na opisani na¢in je proveravan metodama inferencijalne statistike.

Inferencijalna statistika je obuhvatila testove prema vrsti varijabli. Za kontinualno
promenljive varijable korisé¢en je Man-Vitnijev U test. Kruskal-Volisov test je koris¢en za
analizu varijanse izmedu vise od dve kategorije. Odnos izmedu dve kvantitativne varijable je
testiran Kendalovim testom, dok je vizuelizacija rezultata statistiCkog testiranja vrSena
koris¢enjem ,,ggrpub® R paketa (204). Uklapanje distribucije genotipova u Hardi-Vajnbergovu
ravnotezu (HVE) proveravano je koris¢enjem Hi-kvadrat testa. Navedeni testovi su izvedeni
koris¢enjem ugradenog R paketa ,,Stats* (verzija 3.6.2, R Core Team, Be¢, Austrija), nakon
Cega je usledio Danov post-hoc test sa Holmovom korekcijom za visestruka poredenja (205).
Za sva statisticka testiranja, prag znacajnosti je postavljen na konvencionalni nivo od 0.05.
Snaga statisti¢kog testa je bila 0.8.

Grani¢ne vrednosti parametara koriS¢enih za odredivanje statusa hiperlipidemije bile
su sledece: nivo holesterola >5,2 mmol/l 1 nivo triglicerida >1,7 mmol/l (206). Vrednosti
glikemije iznad 6,1 mmol/l smatrane su poviSenim (207). Arterijska hipertenzija okarakterisana
je vrednosc¢u pritiska >140 mmHg (208). Grani¢ne vrednosti navedenih markera odredene su
nacionalnim smernicama koje donosi Ministarstvo zdravlja Republike Srbije.
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4. REZULTATI

4.1. Opste karakteristike pacijenata

Ukupno 176 pacijenata koji su ispunili kriterijume su ukljuceni u ispitivanje. Prose¢na
starost pacijenata u ovom uzorku je iznosila 42,70 + 13,18 godina, dok je njihov prose¢an BMI
bio 24,51 + 3,49 kg/m?. Prosetan broj CD4+ T-éelija pacijenata je iznosio 554 * 259,68
¢elija/ul plazme. Svi ukljuceni pacijenti su imali <50 kopija HIV RNA/ml plazme. Srednja
vrednost CRP-a je iznosila 5,57 + 5,43 mg/l. Ukupno trajanje HIV infekcije je u proseku
iznosilo 92,42 + 72,22 meseca, dok su pacijenti primali CART u proseku 82,02 + 64,81 meseca.
Srednja vrednost RTL za celu grupu pacijenata je iznosila 2,50 + 1,87. Kendalov test korelacije
je pokazao da nijedna od navedenih karakteristika pacijenata nije bila u korelaciji sa RTL.
Navedeni rezultati su prikazani u Tabeli 4 i na Slici 23.

Tabela 4. Osnovne karakteristike pacijenata i njihova korelacija sa RTL.

p vrednosti dobijene

(meseci)

Varijabla Srednja vrednost £ SD | Kendalovim testom korelacije
varijable sa RTL

Starost (godine) 42,70 + 13,18 p =0,904

BMI (kg/m?) 2451 + 3,49 p=0,551

Broj CD4+ T-¢elija (éelija/ul) 554 + 259,68 p=0,536

CRP (mgl/l) 5,57 +£5,43 p=0,264
Duzma.trajanja HIV infekcije 92.42 + 72,22 0= 0220

(meseci)

Ukupna duzina trajanja cART 82,02 + 64.81 0= 0,095
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Slika 23. Osnovne karakteristike pacijenata i njihova korelacija sa RTL. Kendalov test korelacije
osnovnih karakteristika pacijenata sa RTL. A. Uticaj starosti na RTL (p = 0,904). B. Uticaj BMI na
RTL (p = 0,551). C. Uticaj broja CD4+ T-¢elija na RTL (p = 0,536). D. Uticaj CRP-a na RTL (p =

0,264). E. Uticaj duzine trajanja HIV infekcije na RTL (p = 0,220). F. Uticaj ukupne duzine trajanja
HIV infekcije na RTL (p = 0,095).
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4.2. Uticaj hiperlipidemije na RTL

Vrsta hiperipidemije nije uticala na vrednost RTL kod pacijenata (p = 0,94), tj. razlika u
duzini telomera izmedu pacijenata bez hiperlipidemije, pacijenata sa hipertrigliceridemijom,
pacijenata sa hiperholesterolemijom i pacijenata sa meSovitim tipom hiperlipidemije (pacijenti
sa hipertrigliceridemijom 1 sa hiperholesterolemijom) nije bila statisticki znacajna (Tabela 5 1
Slika 24). Nije bilo znacajne medusobne razlike u RTL izmedu pacijenata koji nisu koristili
terapiju za hiperlipidemiju, pacijenata koji su koristili fibrine i pacijenata koji su koristili statine
(p =0,342).

Tabela 5. Uticaj hiperipidemije na vrednost RTL kod pacijenata.

Hiperlipidemija Broj pacijenata (%0) RTL
Bez hiperlipidemije 59 (33,5) 2,58 + 2,08
Hipertrigliceridemija 13 (7,4) 2,69 + 2,48
Hiperholesterolemija 67 (38,1) 2,49 + 1,68
Mesoviti tip 37 (21,0) 2,33+£1,66
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Slika 24. Rezultati Kruskal-Volisovog testiranja uticaja hiperlipidemije na RTL. 0 — RTL kod
pacijenata bez hiperlipidemije, 1 — RTL kod pacijenata sa hipertrigliceridemijom, 2 — RTL kod
pacijenata sa hiperholesterolemijom, 3 — RTL kod pacijenata sa mesovitim tipom hiperlipidemije.
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4.3. Uticaj nivoa glukoze u krvi na RTL

RTL se nije znacajno razlikovala izmedu grupe pacijenata sa normalnim nivoom glukoze
u krvi u odnosu na grupu od 13 pacijenata sa poviSenim nivoom glukoze u krvi (p = 0,082).
Prisustvo dijabetesa tipa 2 (kod 8 pacijenata) nije imalo znacajan uticaj na RTL (p = 0,695).
Insuln je uzimalo samo 7 pacijenata, a njihova RTL nije bila znacajno razli¢ita u odnosu na
RTL pacijenata koji nisu uzimali terapiju za dijabetes (p = 0,272).

4.4. Uticaj hipertenzije na RTL

Pacijenti sa visokim krvnim pritiskom nisu imali zna¢ajno duze telomere u odnosu na
pacijente sa normalnim krvnim pritiskom (p = 0,889), Tabela 6 i Slika 25.

Tabela 6. Uticaj hipertenzije na vrednost RTL kod pacijenata.

Vrednost krvnog pritiska | Broj pacijenata (%o) RTL
Normalna 122 (69,3) 2,45+ 1,80
Povisena 54 (30,7) 2,62 +2,03
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Slika 25. Rezultati Vel¢ovog t-testa uticaja hipertenzije na RTL. 0 — RTL kod pacijenata bez
hipertenzije, 1 — RTL kod pacijenata sa hipertrigliceridemijom, 2 — RTL kod pacijenata sa
hipertenzijom.
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4.5. Uticaj transmisije HIV-a na RTL

Mehanizam HIV-transmisije nije uticao na razliku u RTL medu pacijenatima koji su
inficirani od strane homoseksualnog partnera, pacijenata inficiranih od strane heteroseksualnog
partnera, pacijenata koji su se zarazili prilikom intravenske upotrebe psihoaktivnih supstanci,
pacijenata koji su se zarazili transfuzijom krvi 1 pacijentima sa nepoznatim nacinom transmisije
(p=10,882), Tabela 7 i Slika 26. U ovom istrazivanju nije bilo pacijenata zarazenih vertikalnom

transmisijom.

Tabela 7. Uticaj mehanizma transmisije na vrednost RTL kod pacijenata.

Mehanizam HIV-transmisije Broj pacijenata (%) RTL
Homoseksualna transmisija 97 (55,1) 2,50 +1,86
Heteroseksualna transmisija 33(18,8) 2,63 2,17
Intravenskia upotreba psihoaktivnih supstanci 13 (7,4) 3,01 £2,03
Vertikalna transmisija 0 (0,0) /
Transfuzija 1(0,6) 1,61
Nepoznat mehanizam transmisije 32 (18,2) 2,20+ 1,54
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Slika 26. Rezultati Kruskal-Volisovog testiranja uticaja mehanizma transmisije na RTL. 1 — RTL
pacijenata inficiranih homoseksualnim putem, 2 — RTL pacijenata inficiranih heteroseksualnim
putem, 3 — RTL pacijenata inficiranih putem intravenskoh kori$¢enja psihoaktivnih supstanci, 5 —

RTL pacijenta inficiranog putem transfuzije krvi, 6 — RTL pacijenata inficiranih nepoznatim putem.
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4.6. Uticaj terapijskog rezima na RTL

Od ukupno 176 pacijenata, 53 (30,1%) su koristili lekove iz klase II u proseénom trajanju
od 18,86 + 18,75 meseci, 60 pacijenata (34,1%) je koristilo lekove iz klase PI u prose¢nom
trajanju od 23,60 £ 23,03 meseci | 63 (35,8%) su koristili lekove iz klase NNIRT prose¢no
37,38 £ 29,96 meseci, zajedno sa dva leka iz klase NIRT kao okosnicom cART-a, Tabela 8.
Kruskal-Volisov test nije pokazao statisticki znacajnu razliku (p = 0,761) u RTL izmedu tri
terapijske grupe u okviru cART, razli¢ite po mehanizmu delovanja leka: RTL kod pacijenata
koji su koristili Il je bila 2,49 + 1,89, kod pacijenata koji su koristili P1 je iznosila 2,73 + 2,03,
a kod pacijenata koji su koristili NNIRT 2,30 £+ 1,62 (Slika 27).

Tabela 8. RTL pacijenata koji primaju razli¢ite klase lekova u okviru cART.

Broj Prose¢no trajanje RTL
Trenutni CART pacijenata trenutne CART .
. (Srednja vrednost = SD)
(%) (u mesecima)
2NIRT + 11 53 (30,1) 18,86 + 18,75 2,49 +1,98 p=0,761
2NIRT + Pl 60 (34,1) 23,60 £ 23,03 2,73+2,03
2NIRT + NNIRT 63 (35,8) 37,38 £ 29,96 2,30 £1,62
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Slika 27. Rezultati Kruskal-Volisovog testiranja uticaja mehanizma delovanja klase leka (mehanizma

delovanja leka) u okviru cCART na vrednosti RTL pacijenata.

Kombinaciju dva leka, u okviru klase NIRT, lamivudina i abakavira je koristilo 111
(63,1%) pacijenata. 60 pacijenata je koristilo tenofovir sa emricitabinom i 5 (2,8%) pacijenata
je koristilo lamivudin sa zidovudinom. Sto se ti¢e klase II, dolutegravir je bio u upotrebi kod
vise pacijenata nego raltegravir: 40 (75,5%) u odnosu na 13 (24,5%), respektivno. U okviru
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klase PI, 48 (80%) pacijenata je koristilo darunavir sa farmakokineti¢kim pojacivadem
ritonavirom. 9 (15%) pacijenata je uzimalo fosamprenavir sa ritonavirom, dok je samo 3 (5%)
pacijenta koristilo lopinavir sa ritonavirom. Sto se tice NNIRT klase lekova, efavirenz je
koristilo 53 (84,1%) pacijenta, a nevirapin je Koristilo 10 (15,9%) pacijenata.

Rezultati Kruskal-Volisovog testiranja (izmedu tri grupe pacijenata u okviru klase
CART-a) i Man-Vitnijevog testiranja (izmedu dve grupe pacijenata u okviru klase cART-a)
nisu ukazali na postojanje statisticki znacajne razlike izmedu RTL pacijenata u okviru klase II
(p = 0.187), klase PI (p = 0,790), kao ni u okviru klase NIRT (p = 0,277). Medutim, unutar
klase NNIRT javila se statisticki znacajna razlika u duzini telomera izmedu pacijenata koji su

koristili efavirenz i onih koji su uzimali nevirapin (p = 0,018).

Vrednosti RTL pacijenata svrstanih u grupe na osnovu terapijskih rezima u okviru
razlicitih klasa cART-a i rezulati statistickog testiranja uticaja terapijskog rezima na RTL su
prikazani u Tabeli 9.

Tabela 9. RTL kod pacijenata na razli¢itim terapijskim rezimima u okviru cART.

Uticaj
CART | Terapijski rezim u Broj pacijenata | RTL J
) ) terapijskog
klasa | okviru cART Kklase na rezimu (%) | (Srednja vrednost + SD)
reZima na RTL
Dolutegravir 40 (75,5) 2,69+211
I i p =0,187
Raltegravir 13 (24,5) 1,87 +1,37
Darunavir + Ritonavir 48 (80) 2,68 +£1,99
Pl Fosamprenavir + Ritonavir 9 (15) 2,82 +234 p=0,790
Lopinavir + Ritonavir 3(5) 3,23 +2,33
Efavirenz 53 (84,1) 2,10+ 1,55
NNIRT _ p =0,018
Nevirapin 10 (15,9) 3,33+1,63
Lamivudin + Abakavir 111 (63,1) 2,44 +1,84
NIRT | Tenofovir + Emtricitabin 60 (34,1) 2,00+£1,94 p=0,277
Lamivudin + Zidovudin 5(2,8) 3,59 £ 1,60

Rezultati multivarijantne regresione analize pokazali su blagi negativan efekat inhibitora

integraze na RTL sa vrednoscu koeficijenta -1,13 i p = 0,047. Medutim, ukupni model je imao
nizak znacaj (F-statistika, p = 0,7), bivarijantna povezanost izmedu RTL i tipa inhibitora
integraze nije bila znacajna (p = 0,69). Statisticka mo¢ multivarijantne regresije bila je 0,78 sa
veli¢inom efekta od 0,1.

4.7. Uticaj polimorfizama TERT gena na RTL

UmnoZavanje fragmenata TERT gena je radeno PCR metodom. Nakon umnoZavanja, PCR
produkti su podvrgnuti digestiji restrikcionim enzimima, a genotipovi o€itani vizuelno po
izvrSenoj elektroforezi na akril amidnom gelu (Slika 28).
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Slika 28. Elektroforeza TERT polimorfizama. A. TERT rs2736098. Kao rezultat digeriranja PCR
produkta duzine 374 bp restrikcionim enzimom Bsp120l, dobijaja se pojedinacni fragment duzine 379
bp, odnosno nema restrkcionog mesta u fragmentu (A alel) ili dva fragmenta duZine 289 i 90 bp (G
alel). B. TERT rs2736100. Kao rezultat digeriranja PCR produkta duzine 152 bp restrikcionim
enzimom Bfml (Sfcl), dobija se pojedinacni fragment duzine 152 bp, odnosno nema restrkcionog
mesta u fragmentu (A alel) ili dva fragmenta duzine 104 i 48 bp (C alel).

Dobijene i1 ocekivane ucestalosti genotipova TERT rs2736098 su se znacajno
razlikovale, pa se moze zakljuciti da genotipovi nisu u Hardi-Vajnbergovoj ravnotezi (p <
0.0001). Dobijene i ocekivane ucestalosti genotipova TERT rs27362100 se nisu znacajno
razlikovale, pa se zakljucuje da genotipovi jesu u Hardi-Vajnbergovoj ravnotezi (p = 0.2443).
Ucestalosti genotipova ispitivanih TERT polimorfizama i njihove RTL su prikazane u Tabeli
10.

Tabela 10. Ucestalosti genotipova: TERT rs2736098 i TERT rs2736100 poliorfizama i vrednosti
RTL.

Broj
Polimorfizam | Genotip | pacijenata | ?HWE pHWE RTL r?RTL | pRTL
(%)
GG | 27(153) 2,27 + 2,06
TERT GA 130 (73,9) | 40,6064 | <0,0001 | 2,59+1,80 |4,2542 | 0,119
rs2736098 ’ ’ ’ ’ ’ ’ '
AA | 19(10,8) 2,21+213
AA | 92(52,3) 2,41+ 1,96
TERT AC 64 (36,4) | 2,8187 0,2443 |252+1,66 | 1,9141 | 0,384
rs2736100 ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
CC | 20(11,3) 2,85+ 2,12

Rezultati Kruskal-Volisovog testa nisu pokazali znacajnost u razlici RTL izmedu
nosilaca razli¢itih genotipova TERT rs2736098 (GG/GA/AA), a ni TERT rs27362100
polimorfizma (AA/AC/CC), Slike 29 i 30.

56



0.47

048

RTL

GG GA AA
TERT rs2736098

Slika 29. Rezultati Kruskal-Volisovog testiranja uticja TERT rs2736098 genotipa na RTL pacijenata.
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Slika 30. Rezultati Kruskal-Volisovog testiranja uticja TERT rs2736100 genotipa na RTL pacijenata.

Medutim, nosioci TERT rs2736098 GG+AA genotipova su imali znacajno krace
telomere (p = 0,049) u poredenju sa pacijentima koji su nosioci GA genotipa (Tabela 11), tj.
heterozigoti su pokazali bioloSku prednost u odnosu na dominantne i recesivne homozigote. U
okviru TERT rs2736100 polimorfizma, s druge strane, nijedna kombinacija genotipova nije
pokazala povezanost sa RTL. Treba ipak napomenuti da je postojalo postepeno povecanje RTL
sa svakim C alelom, ali bez statisti¢kog znacaja.

57



Tabela 11. Povezanost razlic¢itih kombinacija genotipova TERT rs2736098 i TERT rs2736100
polimorfizama sa RTL.

Polimorfizam Kombl.nacu ¢ B.roj RTL p vrednost
genotipova pacijenata
GG + GA 157 2,00 + 1,86
AA 19 166+1.44 0.153
TERT AA + GA 149 2,00+1,84 0.431
rs2736098 GG 27 1,75+1,85 ’
GG + AA 46 1,70 + 1,77
GA 130 2,08+1,83 0,049
AA + AC 156 1,96 £1,85
cC 20 2,06 £ 2,05 0.404
TERT CC+AC 84 1,98+1,73 0.182
rs2736100 AA 92 1,88+1,75 ’
AA +CC 112 1,96 £1,69
AC 64 1,98+ 1,76 0.403

4.8. Uticaj polimorfizama MTHFR gena na RTL

Umnozavanje fragmenata MTHFR gena je radeno PCR metodom. Nakon umnozavanja,
PCR produkti su podvrgnuti digestiji restrikcionim enzimima, a genotipovi o€itani vizuelno po
izvrSenoj elektroforezi na akril amidnom gelu (Slika 31).

A B.

84 bp
56 bp 198 bp

175 bp

Slika 31. Elektroforeza MTHFR polimorfizama. A. MTHFR rs1801131. Kao rezultat digeriranja PCR
produkta duzine 163 bp restrikcionim enzimom Mbo I1, dobijaja se Cetiri fragmenata duzine 84, 31,
301 18 bp (C alel) ili pet fragmenata duzine 56, 31, 30, 28 i 18 bp (A alel). B. MTHFR rs 1801133.

Kao rezultat digeriranja PCR produkta duzine 198 bp restrikcionim enzimom Hinf I, dobija se
pojedina¢ni fragment duzine 198 bp, odnosno nema restrkcionog mesta u fragmentu (C alel) ili dva
fragmenta duzine 175123 bp (T alel).

Dobijene i ocekivane ucestalosti genotipova MTHFR rs1801131 i MTHFR rs1801133
polimorfizama se nisu znac¢ajno razlikovale, pa se zakljucuje da genotipovi oba polimorfizma
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jesu u Hardi-Vajnbergovoj ravnotezi (p = 0,618 i p = 0,096, respektivno). Ucestalosti
genotipova ispitivanih MTHFR polimorfizama i njihove RTL su prikazane u Tabeli 12.

Tabela 12. Ucestalosti genotipova: MTHFR rs1801131 i MTHFR rs1801133 poliorfizama.

Broj
Polimorfizam | Genotip | pacijenata | ¢?HWE | pHWE RTL 2 RTL pRTL
(%)
AA | 51(29,0) 2,58 +1,93
MTHFR
rs1801131 AC 93(52,8) | 09641 | 0,618 |2,49+1,84 | 29155 0,233
CC | 32(182) 241+1,92
CC 70 (39,8) 2,42 £1,93
MTHFR
+
<1801133 CT 92 (52,2) | 46887 | 0,096 |2,65+1,89 |1,9141 0,384

TT 14 (8,0) 1,96 + 1,42

Rezultati Kruskal-Volisovog testa nisu pokazali znaajnost u razlici RTL medu
nosiocima razli¢itih genotipova MTHFR rs1801131, kao ni MTHFR rs1801133 polimorfizma,
Slike 321 33.

0.85

078

RTL

AA AC cC
MTHFR rs1801131

Slika 32. Rezultati Kruskal-Volisovog testiranja uticja MTHFR rs1801131 genotipa na RTL
pacijenata.
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Slika 33. Rezultati Kruskal-Volisovog testiranja uticja MTHFR rs1801133 genotipa na RTL
pacijenata.

Nijedna kombinacija genotipova MTHFR rs1801131 i MTHFR rs1801133
polimorfizama nije pokazala povezanost sa RTL, Tabela 13. U okviru polimorfizma rs1801131
se uocava izvesno povecanje RTL sa svakim A alelom, medutim, bez statistickog znacaja.

Tabela 13. Povezanost MTHFR rs1801131 i MTHFR rs18011313 polimorfizama sa RTL.

Polimorfizam Kombl_nacue B.mj RTL p vrednost
genotipova pacijenata
AA + AC 144 2,52+1,87 0.592
CC 32 241+£1,92 ’
MTHFR AC + CC 125 2,47 £1,85 0.829
rs1801131 AA 51 2,58 +£1,93 '
AA +CC 83 2,52+1,92
AC 93 2,49 + 1,84 0,9468
CC+CT 162 2,55+ 1,90
TT 14 196+142 0,805
MTHFR CT+TT 106 2,55+1,84 0171
rs1801133 CC 70 2,42 £1,93 ’
CC+TT 84 2,34 £1,85
CT 92 2,65+1,80 0,2597
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4.9. Varijable od znacajnog uticaja na RTL

Kako bi se na najobjektivniji nacin otkrile nezavisne varijable koje su zna¢ajno povezane
sa zavisnom varijablom RTL, podaci su podvrgnuti masinskom uc¢enju bez nadzora, prilikom
kojeg je kao ishod odredena vrednost RTL veca ili manja od 4, a na osnovu histograma
raspodele RTL, Slika 34.

Ucestalost vrednosti RTL

Slika 34. Raspodela ucestalosti RTL.

Rezultati masinskog ucenja dobijeni koris¢enjem R softverskih paketa 'randomForest' i
‘Boruta’, sugerisali su postojanje tri varijable koje bi mogle imati znacajni uticaj na RTL:
trajanje HIV-infekcije, broj CD4+ T-celija i CART koja sadrzi NNIRT. Ovi rezultati su
prikazani na Slici 35. Kendalov korelacioni test nije dokazao znac¢ajnu povezanost izmedu
trajanja HIV-infekcije i RTL (p = 0,220). Zatim, Kendalov korelacioni test nije uspeo da
potvrdi broj CD4+ T-Celija kao promenljivu koja je znacajno povezana sa RTL (p = 0,536).
Medutim, terapijski rezim u okviru NNIRT koji su pacijenati primali bio je varijabla ¢iju
povezanost sa RTL je potvrdio Mann-Vitnijev test. Preciznije, HIV-om inficirani pacijenti koji
su koristili efavirenz imali su znacajno krace telomere (2,10 + 1,55) u poredenju sa pacijentima
koji su uzimali nevirapin (3,33 + 1,63) u okviru CART-a (p = 0,018).
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Slika 35. Rezultati maSinskog ucenja, uticaj razlicitih varijabli na RTL. ShadowMax, ShadowMean i
ShadowMin predstavljaju vrednosti Z-skora u dupliranim i nasumiéno izme$anim podacima u prvim
koracima 'Boruta’ algoritma, koji se koristi za odredivanje znacaja varijable u skupu podataka koji se
proucava, prikazane su plavom bojom. Varijable na koje masinsko ucenje nije ukazalo kao na
znacajne su prikazane crvenom bojom na grafikonu, dok su varijable prepoznate kao znacajne
prikazane zelenom bojom.
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5. DISKUSIJA

Poslednjih godina je prerano starenje HIV-om inficiranih pacijenata (tj. nehronolosko
biolosko starenje posredovano ubrzanim celijskim starenjem) postalo vazno pitanje. Da bi se
premostio jaz izmedu hronoloske i bioloske starosti, potrebni su efikasni i validirani biomarkeri
starenja koji bi predvideli zdravstvene ishode osoba sa HIV-infekcijom, posebno imajuci u
vidu da te osobe danas mogu da dozive starost kao i zdrave osobe. Telomere predstavljaju
strukture na krajevima hromozoma koje se skracuju sa svakom deobom ¢elije, $to posledi¢no
dovodi do skrac¢ivanja telomera u tkivima cCije se Celije aktivno dele. U vecini neaktivnih tkiva,
faktori ¢elijskog okruzenja, kao $to su zapaljenje i oksidativni stres, doprinose gubitku telomera
(209).

Jedna od glavnih karakteristika koja utice na validnost rezultata statisti¢kog testa jeste
njegova veli¢ina. Odnos veli¢ine uzorka koris¢enog u ovoj studiji i mo¢i statistickog testiranja
je analiziran multivarijantnom regresijom. Statisticka mo¢ je dostigla 78% na nivou znacajnosti
od 0,05 1 prilagodena je za veoma malu veli¢inu efekta (0,1), tako da je model osetljiv cak i za
varijansu zavisne varijable od 10% 1 moze se zakljuciti da je veli¢ina uzorka zadovoljavajuca.

Odabir pacijenata donosi jo§ prednosti ovom istrazivanju. Ispitanici su bili belci,
muskarci, ¢ime je iskljucen nezanemarljiv uticaj rase i pola na duzinu telomera (210). Snaga
ove studije se takode ogleda u veoma strogim kriterijumima za ukljuc¢ivanje i kriterijjumima
iskljucenja, sa ciljem da se eliminiSe potencijalni uticaj svih moguéih remetecih faktora na
RTL.

Uvidom u podatake Republickog zavoda za statistiku, moguce je izvrSiti poredenje
prosecne starosti uzorka koriS¢enog u ovoj studiji sa staro§¢u opste populacije. Prosecna starost
u opstoj populaciji u Srbiji iznosi 43,85 godina prema objavljenim podacima skupljenim 2022.
godine (211). Srednja vredost starosti srpske populacije je veoma sli¢na prose¢noj vrednosti
starosti pacijenata ukljuenih u ovu studiju, koja iznosi 42,7 godine, dok je koeficijent
varijacije 0,3 sa maksimalnim i minimalnim vrednostima od 22 i 91, respektivno. S tim u vezi,
moze se zakljuciti da je opseg starosti pacijenata u koris§¢enom uzorku, odnosno varijabilnost
uzorka dovoljno velika da bi rezultati ispitivanja bili relevantni.

Strategija SZO-a, koju sprovodi i Republika Srbija, obuhvata dva klju¢na pristupa za
suzbijanje epidemije HIV-a: rano i redovno testiranje na prisustvo HIV-a u organizmu i
pruzanje hitne antiretrovirusne terapije, bez obzira na broj CD4+ T-Celija, svim osobama
kojima je dijagnostikovana HIV infekcija (70). Dakle, u Srbiji le¢enje pocinje brzo, a, shodno
tome, relativno brzo se uspostavlja suzbijanje HIV replikacije i dostizanje tzv.
“nedetektabilnosti”, odnosno, broj kopija HIV RNK u plazmi pacijenata je ispod nivoa
detekcije. Postizanje i1 odrZzavanje supresije HIV infekcije od izuzetnog je znacaja jer doprinosi
poboljsanju zdravlja pacijenta i sprecava Sirenje infekcije seksualnim putem (14). Zabelezeno
je da se upotrebom cART supresija moze posti¢i ve¢ nakon 5 do 10 nedelja (212). Pocetak
terapije sledi u roku od 24 do 48 sati od postavljanja dijagnoze. 1z navedenog razloga, nema
mogucnosti da se obezbedi eventualna grupa HIVV-om inficiranih pacijenata koji dolaze na
redovne preglede, a nisu zapoceli leCenje i odrzavaju nelecenu HIV infekciju. Pacijenti bi
morali da imaju HIV infekciju 1 da budu naivni na leCenje barem neko vreme da bi bilo
smisleno njihove duzine telomera uporedivati sa duZinom telomera le€enih pacijenata. Na taj
nacin bi se potencijalno mogao izolovati uticaj HIV infekcije na duzinu telomera od uticaja
terapije.
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Pretpostavimo da je lekovima u okviru CART-a potrebno od jednog do Sest meseci da
bi se postigao nivo HIV RNK /ml plazme ispod nivoa detekcije. Pacijenti ukljuceni u studiju
su uzimali svoje trenutne terapije duze od 4 meseca da bi uopste bili ukljuceni u studiju.
Zapravo, skoro svi pacijenti (sa izuzetkom dva pacijenta) su uzimali cART duZze od 6 meseci,
a samo jedan pacijent je uzimao trenutni rezim prethodna 4 meseca i jedan pacijent je uzimao
trenutni rezim 5 meseci. Mozemo zakljuciti da je prose¢no vreme koje su pacijenti provodili u
stanju HIV virusnog opterecenja ispod 50 kopija iznosilo bar 76,02 + 64,81 meseci (razlikuje
se od 1 do 264 meseca).

Svi pacijenti su bili zarazeni sa HIV-1 tipom virusa. Ova studija nije proveravala
prisustvo evolutivno razli¢itih sojeva. Ne ocekuje se da bi mogucée prisustvo evolutivno
razli¢itih sojeva virusa imalo uticaja na duzinu telomera, imajuéi u vidu da je virusna
replikacija uspesno potisnuta kod svih pacijenata i da je kod svih pacijenata ukljucenih u
studiju, trajno odrzavano <50 kopija HIV RNK/ml plazme.

Duzina telomera, kao parametar ili varijabla, pokazala je sinhronizovanost izmedu tkiva
kod iste osobe. 1z tog razloga, duzina telomera se moze smatrati indikatorom celijskog starenja
i moze se prihvatiti kao efikasan i pouzdan biomarker starenja (213, 214).

Aktivnost telomeraze se moze razlikovati u razli¢itim tipovima krvnih celija.
Identifikovane su specificne razlike u duzini telomera izmedu Sest tipova krvnih ¢elija, kod
kojih je, takode, primecena i razli¢ita podloznost starenju (215). Stope skra¢ivanja telomera
razlikuju se ne samo izmedu CD4+ T-celija, CD8+ T-c¢elija i B-celija, ve¢ i unutar ovih
¢elijskih linija, odnosno izmedu naivnih i memorijskih ¢elija. Da bi se izbegao eventualni
gubitak informacija odabirom pojedinac¢nih ¢elijskih linija, odlucili smo da u ovom ispitivanju
koristimo skup mononuklearnih ¢elija. Dodatni razlozi za koris¢enje mononuklearnih ¢elija u
ovoj studiji bili su njihova dinami¢na priroda, njihova sposobnost da veoma dobro predstave
trenutno fizioloS8ko stanje organizma i dokazana cinjenica da njihova duZina telomera
generalno odrazava stanje odrzavanja telomera u drugim tkivima (115).

Deobni potencijal normalne humane somatske c¢elije je ogranicen celijskim starenjem.
Replikacija DNK, do koje dolazi prilikom deobe, je polukonzervativna, a posledica toga je
progresivno skracivanje krajeva hromozoma sa svakom replikacijom. Segmenti koji postaju
sve kraci, telomere, imaju klju¢nu ulogu u zastiti integriteta svih hromozoma, samim tim i
celog genoma, mogu se izduziti delovanjem telomeraze (216). Aktivacija telomeraze
omogucava odrzavanje duzine telomera, time obezbedujuéi zastitu krajeva hromozoma i
produzavanje zivotnog veka c¢elija (217).

U vecini somatskih ¢elija odraslih osoba, TERT Kkataliticka subjedinica zaduzena za
reverznu transkripciju telomera, generalno nije eksprimirana, sto rezultira niskom aktivnoséu
telomeraze. Aktivnost telomeraze u perifernim T-limfocitima je indukovana aktivacijom
limfocita, u korelaciji je sa proliferacijom celija i nije ograni¢ena fazom ¢elijskog ciklusa. Ovo
saznanje ukazuje na to da ekspresija telomeraze u T-limfocitima moze imati permisivnu ulogu
u odredivanju kapaciteta limfoidnih ¢elija za klonalnu ekspanziju (218).

Naivne CD4+ T-celije se aktiviraju po kontaktu sa HIVV-om, tj. dolazi do stimulacije
antigenom. Sledi diferencijacija u memorijske T-celije i proliferacija iz jedne u mnogo celija.
Stvaraju se klonovi T-¢elija. Ova klonska ekspanzija memorijskih CD4+ T-celija je normalan
imuni odgovor na stimulaciju antigenom (219). U uslovima tekuce replikacije virusa, CD8+ T-
¢elije dospevaju u stanje funkcionalne iscrpljenosti koje karakterise ¢elijska hipoproliferacija,
stanje povezano sa erozijom telomera. CD8+ T-¢elije ostaju metabolicki aktivne i sposobne su
da izvrsavaju svoje efektorske funkcije, ali je njihova prose¢na duzina telomera u ovom
stadijumu priblizno jednaka duzini kod c¢elija u terminalnoj celijskoj starosti. Aktivnost
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telomeraze u T-¢elijama doprinosi ocuvanju ¢elijskog imuniteta Stite¢i ih od iscrpljenosti i
starenja (220). Skra¢ivanje telomera moze biti antagonizovano dejstvom telomeraze, enzimom
koji je visoko selektivno eksprimiran u mati¢nim ¢elijama, tumorskim ¢elijama i aktiviranim
limfocitima (221).

Mehanizam odrzavanja duZzine telomera u okruzenju hroni¢ne virusne infekcije je
predmet brojnih ispitivanja. Medutim, nema dovoljno podataka 0 tome kojim sve na¢inima
HIV-infekcija doprinosi ubrzavanju klinicke starosti i o tome kako se uticaji HIV-infekcije
medusobno preklapaju sa drugim mehanizmima Koji se povezuju sa pojavom komorbiditeta
povezanih sa starenjem koji se i inace javljaju u organizmima u odsustvu HIV-infekcije.

Mehanizam transmisije, kao $to se i o¢ekivalo, nije doprineo razlici u duzini telomera
izmedu pacijenata koji su na razliite naine inficirani HIV-om. Takode, pretragom
MedlinePlus i PubMed biblioteka, nisu pronadene studije u kojima su autori mehanizam
transmisije povezali sa duzinom telomera.

Sliéno ovom ispitivanju, Zanet i saradnici nisu ustanovili vezu izmedu RTL i vremena
od postavljanja dijagnoze HIV-a, broja CD4+ T-¢elija, cART tipa ili trajanja hroni¢ne
inflamacije. Autori su zakljuc¢ili da imuni odgovor na HIV uzima svoj danak rano nakon HIV
infekcije 1 da se ne pogorSava uvek, u zavisnosti od ja¢ine imunog sistema. Takode su sugerisali
da bi efekat HIV infekcije na skracivanje telomera mogao biti maskiran godinama, pusenjem
ili koinfekcijom HCV-om (132). Gonzalez-Serna i autori su znac¢ajnu promenu, kada telomere
mononuklearnih ¢elija krvi podlezu rapidnom skrac¢ivanju, uocili ubrzo nakon HIV-
serokonverzije (137). Nasuprot njima, Brin i saradnici su naglasili, u studiji koja je pratila
pacijente, da ubrzano starenje pocinje u roku od tri godine nakon HIV infekcije. Zakljucke su
doneli na osnovu procene vrednosti metilacije DNK koju su prilagodili starosti, duzini telomera
i drugim epigenetskim parametrima starenja (222). Dalzini i saradnici su, s druge strane,
izvestili da vreme pocetka cART-a igra glavnu ulogu u kontroli rezervoara HIV-a, §to je
direktno povezano sa imunosenscencijom i skracivanjem telomera (223).

Ostecenja telomera mogu biti uzrokovana direktnim delovanjem ROS. U organizmu
osoba svih starosnih uzrasta, posledica odrzavanja metabolizma i homeostaze mitohondrija je
oslobadanje ROS koji mogu da dostignu Stetne koncentracije i difunduju u jedro (224). U
leukocitima HIV-om inficiranih pacijenata, pod dugotrajnim uticajem oksidativnog stresa,
kataliticka subjedinica telomeraze se translocira iz jedra u mitohondrije, ostavljaju¢i malo ili
nimalo telomeraze za odrzavanje telomera u jezgru. Prioritet tada ¢elija daje zaStitnoj ulozi
telomeraze, odnosno njenoj borbi protiv oksidativnog oStecenja mitohondrijalne DNK, a po
cenu zanemarivanja odrzavanja duzine telomera (225).

Eksperimentalno je dokazano da prisustvo virusnog Vpr smanjuje ekspresiju TERT
subjedinice na post-translacionom nivou, stimulise ubikvitinizaciju TERT subjedinice pomoc¢u
domacinove E2 ligaze, a produkciju slobodnih radikala uvecava za 15 puta. Svi nabrojani
dogadaju mogu dovesti do skracenja telomera (146, 226).

Prisustvo regulatornog HIV Tat proteina u celiji stimulise ekspresiju virusnih gena i
smanjuje aktivnost telomeraze, spre¢ava pravilno sklapanje telomeraznog kompleksa, inhibira
translokaciju telomeraze iz citoplazme u jedro i dovodi do degradacije telomeraze (145).
Virusni Vpr, krucijalan za infekciju CD4+T-¢elija i makrofaga, utiCe na regulaciju ekspresije
TERT subjedinice na posttranslacionom nivou, promovise ubikvitinaciju TERT subjedinice
regrutovanjem E2 ligaze domacina i ucestvuje u indukovanju proizvodnje slobodnih radikala
do 15 puta vecu u poredenju sa ¢elijama koje nisu inficirane HIV-om (146, 226, 227).
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Negativnu kontrolu aktivnosti telomeraze u CD4+ T-¢elijama Tat ostvaruje kroz
nekoliko mehanizama. Indukuje oslobadanje faktora nekroze tumora, inflamatornog citokina
koji redukuje telomeraznu aktivnost. Dalje, Tat interferira sa ekspresijom proteina
temperaturnog Soka - HSP90, Saperonom neophodnim za pravilno asembliranje telomeraznog
kompleksa i odrzavanje stabilnosti sklopljenog kompleksa. Takode, Tat interaguje sa protein
kinazom B, tako da ona ne moze da uc¢estvuje u translokaciji telomeraze u jedro. Tat stimulise
degradaciju telomeraze u proteazomima (145). Ne treba izostaviti ni podatak da Tat indukuje
produkciju ROS inhibiranjem ekspresije mitohondrijalne mangan zavisne superoksid
dismutase, enzima neophodnog za odbranu mitohondrije od posledica oksidativnog stresa
(146).

U HIV-om inficiranim i susednim neinficiranim ¢elijama, u ¢iju citoplazmu virusni
protein Tat dospeva parakrinim putem, on dovodi do aktivacije inflamatornih gena i
citotoksi¢nosti primec¢ene kod nekoliko komorbiditeta povezanih sa HIV-om (228). Osobe koje
zive sa HIV infekcijom imaju znacajno vecu prevalencu komorbiditeta i stopu mortaliteta u
poredenju sa HIV-om neinficiranim osobama (229). Razvoj komorbiditeta moZe uticati na
skracivanje telomera kroz mehanizme specifiéne za pridruzenu bolest i kroz delovanje lekova
koji se koriste za leCenje pridruzene bolesti.

Rezultati ove studije nisu povezali RTL sa klinickim karakteristikama pacijenata,
ukljuéujuci BMI, hipertenziju, hiperlipidemiju, glikemijski status ili dijabetes melitus tipa 2.

Pacijenti zarazeni HIV-om imaju dvostruko veci rizik od razvoja kardiovaskularnih
bolesti (230). Uzrok nastanka kardiovaskularnih oboljenja kod HIV-om inficiranih pacijenata
su inflamacija i poremecaj u regulaciji imunog sistema (231). Kardiovaskularne bolesti mogu
biti izazvane od strane nekoliko uobi¢ajenih faktora rizika i vecina njih doprinosi skracivanju
telomera povezanom sa povec¢anom infamacijom tkiva i oksidativnim stresom (232). lako su
statini efikasan element terapije pri lecenju kardiovaskularnih bolesti i ateroskleroze, oni su
povezivani sa skrac¢ivanjem telomera (114). Meta analiza koja je obuhvatila 3097 ucesnika je
pokazala zna¢ajno nizu srednju vrednost duzine telomera kod grupe hipertenzivnih pacijenata
u odnosu na kontrolnu grupu (233). Meta analiza koja je ispitala uzorak od 55 917 osoba sa
hipertenzijom i 162 837 zdravih kontrola, preteZzno evropskog porekla, dosla je do rezultata da
su duze telomere znacajno povezane sa povecanim rizikom od hipertenzije (234). Osim
pomenute dve meta analize, objavljen je znatan broj studija koje su ispitivale odnos duzine
telomera 1 hipertenzije, ali rezultati su kontradiktorni 1 ne moZe se zaista doneti zakljucak.
Autori Koriat i Peng nisu dokazali vezu izmedu krvnog pritiska i duzine telomera (235-237).
Na znacajnu negativnu korelaciju su ukazali Telehea, Ceng, Ju i Zeib (233, 238-240). Duze
telomere su sa visim krvnim pritiskom povezali Bekart i Rosero-Biksbi (241, 242).

Dislipidemija i pojava gojaznosti kod HIV-om inficiranih pacijenata su posledica
inflamacije, poremecaja u metabolizmu glukoze i lipida i upotrebe cART, prevashodno
tenofovira i integraznih inhibitora (243). U meta-analizi izvrSenoj na podacima poreklom od
blizu 150.000 ispitanika, ne samo da je prikazana inverzna veza izmedu BMI i duzine telomera,
ve¢ se dobio rezultat da je za svako jedini¢no povecanje BMI, doprinelo skra¢enju duzine
telomera za 3,99 bp (152). Takode, treba napomenuti da uprkos opste prihva¢enom misljenju
da vece vrednosti BMI uti¢u na skracivanje telomera (244, 245), postoje studije u kojima je
izostao odnos izmedu BMI i duZine telomera kod muskaraca (246, 247). Veza izmedu visih
vrednosti BMI i skra¢ivanja telomera potencijalno lezi u oksidativnom stresu i upali prisutnim
kod gojaznih ljudi (248, 249). Stoga, mozda trajno stanje oksidativnog stresa i hroni¢ne upale
kod pacijenata zarazenih HIV-om moze prikriti stvarni uticaj BMI na RTL. Svakim porastom
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BMI od 1,0 kg/m2 se za 12 % povecava rizik od pojave dijabetesa koji je, takode povezan sa
skracenjem telomera (250).

Metabolizam lipida i masnih kiselina moze uticati na duzine telometra kroz oksidativni
stres. Metabolizam lipida je usko povezan i sa inflamatornim procesima, a zapaljenje je jedan
od faktora koji moze da uti¢e na duzine telomera u krvotoku (251). Zakljuc¢ak o odnosu izmedu
lipida i duzine telomera jo$ uvek nije generalno postignut. Epidemioloske i klinicke studije
nisu dosle do kona¢nih nalaza. Dve studije su ukazale na vezu HDL, ukupnog holesterola i
triglicerida duzinom telomera (252, 253), dok druga studija potvrduje vezu HDL i duZzine
trelomera, ali opovrgava vezu izmedu triglicerida i duzine telomera (254). Krace telomere Su
povezane sa hiperholesterolemijom (255).

Pacijenti zarazeni HIV-om imaju i do Cetiri puta veci rizik od pojave dijabetesa (256).
Dok je dijabetes nesumnjivo povezan sa skrac¢ivanjem telomera, najc¢esci lekovi u upotrebi kod
pacijenata sa dijabetesom, insulin, metformin i derivati sulfonilureje, takode mogu da dovedu
do skracivanja telomera (149, 257, 258). Hiperglikemija moze povecati nivo oksidativnog
stresa, §to dovodi do jednolancanih prekida u telomerama, ¢ime se ubrzava njihovo skracivanje
(257).

Rezultati meta-analize sprovedene na 17 kohorti koja je obuhvatila ukupno 5575 osoba
obolelih od dijabetes melitusa i 6349 zdravih kontrola, pokazuju da su telomere krace kod
pacijenata sa dijabetesom nego kod zdravih osoba (151). U studiji Cenga i saradnika je
zakljuéeno da RTL moze biti prediktor glikemijske progresije dijabetes melitusa tipa 2, a
skracivanje RTL je bilo povezano sa progresijom glikemije (259). Skraéivanje telomera je
povezano sa pojavom komplikacija uzrokovanih dijabetesom i ve¢om smrtnoséu kod
pacijenata sa dijabetesom (260, 261). Verma i saradnici su izvestili da dijabetes moze
promovisati skracivanje telomera i tako uticati na zdravlje i Zivotni vek pacijenata (262).

Starenje je normalno postepeno vremenski-progresivno opadanje fizioloske funkcije
organa i posledica je akumulacije senescentnih ¢elija koja se deSava uporedo sa iscrpljivanjem
¢elija kompetentnih za replikaciju, neophodnih za odrzavanje homeostaze, popravku i
regeneraciju ¢elija i tkiva (263). Pomenuti pad regenerativnog potencijala je sam po sebi uzrok,
ali i faktor koji doprinosi razvoju bolesti povezanih sa starenjem, pogotovo u kombinaciji sa
infamacijom (264). Neinfektivni komorbiditeti povezani sa starenjem su ¢e$¢i kod HIV-om
inficiranih pacijenata nego u opstoj populaciji (265). HIV-om inficirane osobe zive u stanju
hroni¢ne upale (266). HIV infekcija oponaSa stanje imunosenscencije koje moze ubrzati
starenje mononuklearnih ¢elija periferne krvi i skracivanje telomera (267).

Skracivanje telomera je obelezje starenja povezano sa drugim obelezjima koja
obuhvataju starenje Celija, iscrpljenost mati¢nih ¢elija, genomsku nestabilnost, mitohondrijalnu
disfunkciju, epigenetsku disregulaciju, gubitak homeostaze proteaze, izmenjenu apsorpciju
hranljivih materija i izmenjene inflamatorne obrasce. Nabrojani mehanizmi promovisu pojavu
I razvoj starenja i bolesti povezanih sa starenjem, ¢ime uti¢u na zivotni vek ljudi. Skracivanje
telomera deluje kao mitoticki sat za brojanje Celijskih deoba i1 ograni¢avanje Zivotnog veka
¢elije i organizma (268, 269).

Pored nekoliko ve¢ navedenih parametara koji mogu negativno da uti¢u na telomere,
kod HIV-om inficiranih pacijenata, ne mogu se zanemariti potencijalni negativni efekti
odredenih lekova u okviru cART.

lako su studije starijeg datuma ukazivale na negativan efekat cART-a na duzinu
telomera (270, 271), nekoliko nedavnih studija je dalo drugacije rezultate. Nedavni nalazi su
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pokazali da pokretanje supresivnog cART-a ima pozitivan efekat na telomere i preokrece
njihovo skracivanje (158, 272, 273). Ne samo da se duzina telomera povecava tokom supresije
postignute primenom cART-a, ve¢ i T-¢elije povecavaju svoj replikativni potencijal (270).
Vaznost cART-a potvrduje i Cinjenica da njen prekid moze da neutraliSe ostvarene korisne
efekte na duzinu telomera (274).

U ovoj studiji, trajanje cCART nije uticalo na RTL. Mehanizam delovanja cART nije
uticao na RTL. Pacijenti na razli¢itim rezimima unutar jedne klase antiretrovirusnih lekova
nisu imali znacajno ratli¢ite RTL, osim u grupi NNIRT.

Uprkos rezultatima masinskog ucenja, koje je prvobitno istaklo broj CD4+ T-¢elija,
duzinu trajanja infekcije 1 rezim unutar NNIRT grupe kao varijable od znacajnog uticaja na
RTL, konacna analiza je pokazala da je samo cART koja sadrzi NNIRT imala statisti¢ki
znacajan uticaj na duzinu telomera: konkretno, pacijenti koji su primali efavirenz imali su
znacajno krace telomere od pacijenata koji su primali nevirapin. Koliko nam je poznato, do
danas ne postoje objavljeni podaci o poredenju duZine telomera kod pacijenata koji uzimaju
efavirenz ili nevirapin u okviru cCART-a. lako efavirenz i nevirapin viSe nisu pozeljni lekovi
prve linije u opcijama lecenja u medunarodnim smernicama, ovi lekovi se 1 dalje Siroko koriste
Sirom sveta i imaju potencijal da ¢ine deo globalne prakse propisivanja (275).

Poznato je da efavirenz ima Stetne efekte na celije iniciranjem izmena u homeostazi
kalcijuma, smanjivanjem aktivnosti kreatin kinaze i povec¢avanjem nivoa proinflamatornih
citokina, $to sve dovodi do skracivanja telomera (153, 274, 276, 277). Efavirenz, kori§¢en u
terapijskim dozama, vezuje se i za moduliranje otvaranja i zatvaranja rianodinskih receptora
prisutnih u membranama endoplazmati¢nog i sarkoplazmati¢nog retikuluma u ¢elijama skoro
svih tkiva (278-280). Po aktivaciji rianodinskih receptora sledi poveéavanje koncentracije jona
Ca?* u citoplazmi, a joni Ca®* uskladisteni u endoplazmatskim retikulumima se iscrpljuju i to
¢ak pet puta brze od bazalne brzine (281).

Efavirenz moZe znacajno da poveca prisustvo reaktivnih vrsta kiseonika (u daljem
tekstu: ROS, engl. reactive oxygen species) (154). U osnovi procesa je inhibiranje kompleksa
I mitohondrijalnog lanca transporta elektrona, $to rezultuje smanjenjem potrosnje kiseonika u
mitohondriji i sniZavanjem potencijala membrane. Navedene promene dovode do poveéanja
proizvodnje reaktivnih vrsta kiseonika (282). Infekcija HIV-om, takode, pokre¢e masovnu
proizvodnju i oslobadanje ROS. Virusni Tat, Vpr, Nef i Gp 120 proteini iniciraju produkciju
ROS, svaki od njih putem viSe razliitih mehanizama (283). Oksidativni stres pokrece
apoptozu. Reakcija na gubitak ¢elijske populacije je kompenzacija. Prezivele Celije ¢e proci
kroz seriju intenzivnih deoba, ¢ime Ce se, iz deobe u deobu, telomere skracivati (284). ROS
mogu direktno indukovati lezije (oStecene purinske i pirimidinske baze) i jednolancane prekide
(abazna mesta) na DNK lancu (285). Lezije i prekidi stvaraju nereplikativne DNK sekvence na
krajevima hromozoma, odnosno telomerama. Doc¢i¢e do zastoja u napredovanju replikativne
viljuske, ¢ime je odrzavanje telomera onemoguceno (286). Slobodni dezoksinukleozid
trifosfati (ANTP) su podloZniji okidaciji od strane ROS u odnosu na dNTP-ove ugradene u
DNK lanac (287). Oksidovani dNTP-ovi se preferencijalno ugraduju u DNK tokom replikacije
i ekstenzije telomera u odnosu na neoksidovane dNTP-ove. Oksidovani dNTP, ugraden u
rastu¢i DNK lanac, zaustavlja replikaciju i inhibira produzavanje telomera (288).

Efavirenz je povezan sa degradacijom proteina p53, koji se vezuje za mesta hromozoma
osetljive stabilnosti, kao §to su telomere, da bi povecao sposobnost ovih regiona da podlegnu
reper mehanizmima i replikaciji da bi, na taj nafin, omogucio stabilizaciju telomera kao
odgovor na DNK ostecenja (156, 157). Posto efavirenz sprecava intracelularno prezivljavanje
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proteina uklju¢enog u odrzavanje duzine telomera, telomere ¢e se neizbezno skratiti. S druge
strane, u literaturi se navodi da nevirapin nije uticao na nivoe p53 u kultivisanim ¢elijama (289),
ali je znacajno povecao ekspresiju transkripcionog faktora PAX8 (290). PAX8 je poznat po
svojoj ulozi u transaktivaciji promotora gena koji kodiraju TERT i TERC. Povecanjem
ekspresije PAXS se posledi¢no povecava ekspresija telomeraze (291).

Broj istrazivanja koja su proucavala uticaj dolutegravira na duzinu telomera nije velik.
Studija koja je pratila duzinu telomera u mikrogliji HIV-om inficiranih pacijenata je pokazala
da cART koja sadrzi dolutegravir moze da dovede do skracenja telomera od 40 % i do
povecanja ekspresije telomeraze i TRF-1 proteina od 47 %, odnosno 37 %, respektivno, u
odnosu na HIV-om inficirane pacijente koji nisu primali CART. Overekspresijom TRF-1
proteina, koji predstavlja inhibitora telomeraze, doslo je do skracivanja telomera. U istoj
studiji, po dodavanju dolutegravir i Tat proteina celijskoj kulturi, doslo je do poveéane
produkcije ROS, procesa za koji je dokazano da uzrokuje skracivanje telomera (135).

Lombardi i saradnici su sproveli longitudinalnu prospektivnu studiju koja je pratila dve
grupe osoba koje zive sa HIV-om. U obe grupe je bio jednak broj odraslih pacijenata,
virusoloski suprimiranih, uparenih po godinama, polu, vremenu proteklom od uspostavljanja
dijagnoze HIV-infekcije, vremenu trajanja CART, sa medusobno uporedivim srednjim
vrednostima telomera (koje nisu bile znacajno razli¢itih duzina). Istovremeno, jedna grupa
pacijenata je pocela da koristi dualnu terapiju koja se sastojala od dolutegravira i lamivudina,
dok je je druga grupa pocela da koristi 2NIRT + jo§ jednan lek iz sklopa cART. Posle 48
nedelja, primecen je porast u duzini telomera kod svih pacijenata, a porast je bio znacajno veci
kod pacijenata na dolutegraviru. Rezultati sugeriSu da dolutegraviru kombinaciji
salamivudinom moze imati pozitivan efekat na duzinu telomera (292).

Stela-Askariz i saradnici su pratili dve grupe HIV-om inficiranih pacijenata sa
medusobno uparenim osnovnim karakteristikama medu kojima nije bilo razlike. Posle 96
nedelja provedenih na dva razli¢ita terapijska rezima, nije bilo razlike u imunoloskom
odgovoru pacijenata na virusnu infekciju, a vise od 90 % ucesnika je postiglo virusolo§ku
supresiju u obe grupe. Kod obe grupe pacijenata je primeéena veéa duzina telomera u odnosu
na vrednost u poletku studije, a ucesnici grupe koja je primala
ritonavirdarunaviremtricitabin/TDF imali su veée povecanje telomera nego ucesnici grupe
koja je primala darunavirtitonavirtraltegravir (159).

Kako u ovoj studiji, tako ni kod Solomona 1 saradnika nije bilo razlike u duzini telomera
izmedu pacijenata koji su uzimali PI i pacijenata koji su uzimali NNIRT (293).

U do sada dostupnoj literaturi nema podataka o uticaju amprenavira, fosamprenavira i
kobicistata na duzinu telomera.

Pored modela prikazanog u Rezultatima, sprovedena je jo$ jedna multivarijantna
regresija na modelu u kome RTL zavisi od trajanja izloZenosti cART-u prilagodena za varijable
koje predstavljaju uticaj pojedina¢nih tipova lekova (NIRT, NNIRT, PI ili II klasa lekova).
Medutim, pomenuti model nije imao znacaj ni u celosti ni za nijednu od pojedinac¢nih varijabli
(duzina trajanja terapije u odnosu na klasu leka). Prethodni antiretrovirusni tretmani nisu
razmatrani da bi se izbeglo stvaranje jo$ manjih podgrupa.

S obzirom na ¢injenicu da razni parametri povezani sa HIV-om i CART mogu doprineti
smanjenju aktivnosti telomeraze, bilo je vazno istraziti polimorfizme TERT gena koji, takode,
mogu dovesti do daljeg ometanja funkcije enzima.

69



Tenofovir se direktno vezuje za telomerazu i najmocniji je inhibitor telomeraze u
poredenju sa svim drugim lekovima u okviru cART (171). Efavirenz i dolutegravir pokrecu
povecano oslobadanje reaktivnih vrsta kiseonika i1 indirektno negativno reguliSu aktivnost
telomeraze (135, 154, 282). Dakle, moguce razlike u duzini telomera kod HIV-om inficiranih
pacijenata, koje su posledica eksprimiranja odredenih TERT genotipova, mogu uticati na izbor
CART-a, sa ciljem individualizacije terapijskog rezima, odnosno favorizovanja lekova za koje
se pokazalo da su farmakogenetski bezbedni za nosioce datog genotipa. SNP se odnose na
varijaciju jedne baze u molekulu DNK i mogu uticati na ekspresiju i strukturu informacione
RNK i proteina (168). Studije asocijacija sprovedene na nivou genoma su otkrile da su varijante
gena povezane sa duzinom telomera povezane sa predispozicijom za razliite bolesti (294).

Nijedna studija nije ispitivala uticaj genotipova TERT rs2736100 i TERT rs2736098
na RTL kod HIV-om inficiranih pacijenata u neafrickoj populaciji. Ova studija je utvrdila vezu
izmedu polimorfizma TERT rs2736098 i duzine telomera. Naime, heterozigotni genotip (GA)
je povezan sa duzom RTL, §to ukazuje na izvesnu biolosku prednost heterozigota u odnosu na
dominantne (GG) i recesivne (AA) homozigote u pogledu sporijeg celijskog starenja.
Medutim, mora se naglasiti da je doslo do odstupanja od HWE ravnoteze za ovaj polimorfizam.
Kako je isklju¢ena netacna genotipizacija, visoka ucestalost heterozigota i odstupanje od HWE
su najverovatnije posledica slu¢ajnosti, odnosno posledica relativno malog uzorka (295), kao
Sto se ve¢ dogadalo (296). Odstupanje od Hardi-Veinbergove ravnoteze predstavlja
ogranic¢enje ovog ispitivanja u smislu zakljucaka o povezanosti TERT rs2736098 sa duzinom
telomera kod HIV-om inficiranih pacijenata.

Postoji znatan nesklad u literaturi u pogledu povezanosti rs2736098 i RTL-a. Rafnar i
saradnici su identifikovali alel A polimorfizma rs2736098 kao znacajnog doprinosioca
postepenom skrac¢ivanju telomera tokom vremena (297). Studija de Martina i saradnika koja je
ispitivala polimorfizme TERT gena kao faktore rizika za nastanak karcinoma bubreznih ¢elija,
pokazala je da se srednja duzina telomera povecava sa svakim G alelom polimorfizma
rs2736098. Ista studija nije pokazala znacajnu povezanost izmedu RTL i1 rs2736100
polimorfizma (166).

Rampaco i saradnici su istrazivali efekat varijanti gena TERT na RTL kod pacijenata
sa kancerom rektuma i otkrili da je rs2736100 CC povezan sa duzim telomerama kod AC i AA
genotipova, ali nisu pronadene razlike medu genotipovima rs2736098 (298). Soerensen i
saradnici nisu pronasli znacajnu povezanost bilo kog SNP kandidata TERT gena, ukljucujudi
rs2736098, niti njihove haplotipove, sa RTL ili dugovecnosti u njihovoj studiji koja je
ukljucivala 865 ucesnika (299). Liu je sa svojim saradnicima pokazao da je svaki alel C
152736100 polimorfizma povezan sa duzim srednjim vrednostima duzine telomera i to
doprinosom od po 0,026, §to je bilo ekvivalentno priblizno trogodiSnjem troSenju telomera u
zavisnosti od starosti (300). Lan i saradnici su, takode, istakli da je C alel rs2736100 povezan
sa duzim telomerima (301). Integrisana studija 21 genske varijante, koja pokriva 90%
varijabilnosti hTERT gena, otkrila je da je srednja vrednost RTL Zivotnog doba od 60 godina
bio povezan sa rs2736100 genskim varijantama TERT gena, ali nije bio povezan u dobi od 50
godina (215). Nosioci genotipa AA rs2736100 u studiji Al-Dehainija i saradnika imali su
znacajno vise nivoe TERT u plazmi u poredenju sa nosiocima CA i AA, a alel A je bio povezan
sa niskim koncentracijama TERT (302). Po dostupnim podacima, ovo je jedina studija do sada
koja je istrazivala efekte polimorfizma rs2736098 na duzinu telomera kod HIV-om inficiranih
paijenata. Osim ove studije, ne raspolazemo drugim eksperimentalno potvrdenim podacima.
Nije poznato da li TERT gen ili pomenuti polimorfizam uticu na progresiju HIV infekcije. Ovo
nije iznenadujuce uzimajuéi u obzir da telomeraza nije protein ¢iji se put preklapa sa bilo kojim
parametrom koji uti¢e na napredovanje HIV infekcije u organizmu.
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Napredovanje HIV-infekcije moze biti povezano sa metabolizmom folata i izmenjenom
DNK metilacijom.

Nedostatak folata je uocen kod veceg broja HIV-om inficiranih pacijenata (303).
Posledica nedovoljne koncentracije folata u organizmu je umanjena efikasnost celijskog
imuniteta uzrokovana smanjenjem proliferacije CD4+ T-Celija i indukovanjem c¢elijske
apoptoze, $to objasnjava nisku otpornost organizma na infekciju i brzo napredovanje infekcije
do stadijuma AIDS-a (304). Postoje dokazi da je apsorpcija folata znacajno snizena u prisustvu
HIV-infekcije u organizmu, bez obzira na stadijum infekcije (305). Suplementacija folnom
kiselinom dovodi do porasta broja CD4+ T-¢elija i obnavlja proliferaciju limfocita kod HIV-
om inficiranih osoba (304, 306).

Kljuéni enzim u metabolizmu folata, metilentetrahidrofolat reduktaza, katalizuje
ireverzibilnu redukciju 5,10-metilentetrahidrofolata u 5-metiltetrahidrofolat, koji je neophodan
za remetilaciju homocisteina u metionin (307). Normalna aktivnost metilentetrahidrofolat
reduktaze odrzava koncentraciju metionina i folata u krvotoku na konstantnom nivou i tako
sprecava akumulaciju homocisteina (308). Akumulacija homocisteina indirektno indukuje
DNK hipometilaciju pove¢avanjem nivoa S-adenozilhomocisteina, inhibitora transmetilacije.
Povisen nivo homocisteina je povezan sa hipometilacijom TERT promotora i redukcijom
ekspresije iRNK, $to rezultuje skra¢enjem RTL (176).

Dva najcesca polimorfizma u MTHFR genu koji kodira metilentetrahidrofolat
reduktazu, rs1801131 i rs1801133, dovode do znatnog smanjenja aktivnosti i termolabilnosti
enzima, $to dovodi do remecenja remetilacije homocisteina u metionin. Posledica je pojava
hiperhomocisteinemije (309). Aktivnost homocisteina podrazumeva mehanizame Koji
ukljucuju oksidativna ostecenja (310), za koja je ve¢ navedeno da dovode do skraéenja
telomera.

Na proces remetilacije homocisteina uti¢u polimorfizmi. Do sada su objavljeni rezultati
samo jedne studije koja je za cilj imala ispitivanje eventualne veze MTHFR gena i
napredovanja HIV-infekcije do AIDS-a. Baba i saradnici su nedavno objavili da u njihovom
ispitivanju polimorfizam rs1801133 u MTHFR genu nije pokazao povezanost sa osetljivosc¢u
na HIV-1 infekciju, razvojem AIDS-a i terapijskim ishodom (311). Smanjenje aktivnosti
enzima kod nosilaca TT genotipa je uzrok znacajno povisenog nivoa homocisteina u serumu
(312).

Polimorfizam rs1801133 MTHFR je povezan sa niskim nivoima folata. Posledica
niskog nivoa folata je promena u obrascu metilacije DNK celija domacina i u genomu HIV-a.
Promene indukovane u ekspresiji gena mogu dovesti do perzistentnosti infekcije. S druge
strane, integritet DNK mozZe biti ugrozen jer se povecéava mogucnost integracije HIV-1
genetickog materijala u DNK domacina i moguénost retrovirusne replikacije. Na opisani nacin
dolazi do povecane replikacije HIV-1 i oslobadanja brojnih novih kopija virusa, §to dovodi do
sirenja infekcije na druge celije (311). Treba napomenuti da cART ne utice na varijacije nivoa
folata u serumu (313).

Do sada je objavljen mali broj studija koje su ispitivale povezanost polimorfizama
rs1801131 i rs1801133 sa duzinom telomera.

Tokom ispitivanja povezanosti MTHFR polimorfizama rs1801131 i rs1801133 sa
duZinom telomera kod Zena u postmenopauzi, zaklju€eno je da su oba polimorfizma povezana
sa kra¢im telomerama. Efekat skra¢ivanja je bio joS izrazeniji kod Zena koje su na oba lokusa
bile homozigoti za mutirane alele. Rezultati su objaSnjeni slabljenjem aktivnosti enzima, usled
uticaja mutiranih alela, $to jo$ viSe doprinosi hiperhomocisteinemiji, ina¢e prisutnoj kod Zena
u postmenopauzi. Hiperhomocisteinemija doprinosi povecanju oksidativnog stresa, §to dovodi
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do ubrzanog skracivanja telomera. Zakljuci su objavljeni uz napomenu da nisu izvrSena
merenja nivoa homocisteina koja bi potvrdila ponudeno objasnjenje (314).

Nijedan od polimorfizama rs1801131 i rs1801133 nije bio statisti¢ki zna¢ajno povezan
sa relativnom duzinom telomera leukocita periferne krvi tokom ispitivanja veze izmedu
dijetetskih i genetskih faktora u biohemijskom putu generisanja metil donora (315).

Polimorfizam rs1801133 nije povezan sa duzinom telomera prilikom ispitivanja uticaja
metabolita biohemijskog puta generisanja metil donora kod starijih osoba koje su tokom godinu
dana koristile suplemente vitamina B i D. Veza polimorfizma i duzine telomera nije utvrdena
ni na pocetku ispitivanja, ni nakog jednogodisnje suplementacije (316).

Polazec¢i od ¢injenice da je duzina telomera epigenetski regulisana metilacijom DNK,
koja je modulisana statusom folata, Paul i saradnici su ispitivali da li status folata i
polimorfizam rs1801133 imaju uticaj na duzinu telomera mononuklearnih ¢elija periferne krvi
kod zdravih muskaraca. Rezultati su pokazali da je polimorfizam bio slabo povezan sa duzim
telomerama kada je koncentracija folata u serumu bila ispod svoje medijane, pa su pretpostavili
da status folata moze da uti¢e na duzinu telomera menjanjem integriteta DNK i epigenetskom
regulacijom duzine telomera preko DNK metilacije (317).

Doslednija povezanost izmedu RTL i HIV-a mozda bi se mogla naéi testiranjem
dodatnih polimorfizama ili koris¢enjem vecih kohorti. Potrebno je pracenje i ponovljeno
uzorkovanje da bi se pratile i otkrile buduc¢e promene u duzini telomera u toku starenja HIV-
om inficiranih pacijenata (318). Razumevanje biologije telomera moglo bi da ponudi nove
terapeutske modalitete za leCenje kancera, na prvom mestu (115), i niz stanja povezanih sa
starenjem. Posto se duzina telomera pojavila kao pouzdan indikator starenja, takode treba uzeti
u obzir njen prognosticki potencijal za stanja vezana za HIV. Nesumnjivo, neophodne Su
studije koje ¢e potvrditi ili demantovati mogucu korisnost duzine telomera kod pacijenata sa
HIV-om kao markera za pracenje statusa starenja i progresije bolesti.
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6. ZAKLJUCCI

1. Mehanizam delovanja CART nema presudan uticaj na duzinu telomera, iako je
zapazen izvestan negativan efekat inhibitora integraze na RTL.

2. Razliciti terapijski rezimi u grupama Il, Pl i NIRT ne uticu na duzinu telomera.

3. Razlicit terapijski rezim u grupi NNIRT znacajno uti¢e na duzinu telomera, tj.
pacijenti koji su primali nevirapin imaju duze telomere od pacijenata koji su
primali efavirenz.

4. Polimorfizam TERT rs2736098 je povezan sa duzinom telomera; pacijenti GA
genotipa imaju znacajno duze telomere od GG i AA genotipova ukazuju¢i na
izvesnu biolosku prednost heterozigota u odnosu na homozigote, u smislu
¢elijskog starenja.

5. Polimorfizam TERT rs2736100 nije povezan sa RTL.

6. Polimorfizmi rs1801131 i rs1801131 u MTHFR genu nisu povezani sa RTL.
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NMoTnuc aytopa

Y beorpagy, 12.06.2024.




1. AytopcTBo. [lo3BO/baBaTe yMHOXaBawe, AUCTPMOYLIMjy U jaBHO caoniiTaBakbe
Aena, v npepage, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH o cTpaHe ayTopa
unu gaeaoua nmueHue, Yak u y komepuujande caspxe. OBo je HajcnobogHuja o4 CBux
nuueHum.

2. AyTopcTBO — HeKomepuujanHo. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBake, AUCTpUbyLmnjy un
jaBHO caonwTaBake Aena, U npepage, ako ce HaBede UMe ayTopa Ha HauuH
oapefheH oa cTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He [O3BOSbaBa
komepuujanHy ynoTtpeby gena.

3. AyTopcTBO — HEKOMepumjanHo — 6e3 npepapga. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBah€,
anctpmbyumjy n jaBHO caonwTtaBawe Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBakwa Wnu
ynotpebe gena y CBOM ferny, ako ce HaBede uMe aytopa Ha HauduH oapeheH of
CTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He A03BOSbaBa KoMepuujanHy
ynoTpeby fgena. Y ogHoCy Ha CBe ocTarne nuvueHue, 0BOM NMLEHLIOM Ce orpaH/yaBsa
Hajsehn 06mMm npaBa kopuwhera gena.

4. AyTOopCTBO — HEKOMepLuMjanHo — 4enuTu nog UCTUM ycrioBuma. [lo3sorbaeare
YMHOXaBah€e, ANCTpUOYLIMjy 1 jaBHO caonluTaBake Aena, v npepane, ako ce HaBeae
“Me ayTopa Ha HauvH odpefeH o CTpaHe ayTopa Uy gaBaoua fMUEHLE M ako ce
npepaga auctpubympa noa WCTOM WM CRMYHOM nuueHuom. OBa nuvueHua He
[03BOrbaBa komepuujandy ynotpeby nena v npepaga.

5. AyTopcTBO — 6e3 npepapa. [Jo3BorbaBaTte yMHOXaBahe, ANCTPUbYLMjY 1 jaBHO
caonwTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnvkoBawa unm ynotpebe gena y cBom
Aeny, ako ce Hasee Me aytopa Ha HauuH ogpeheH o cTpaHe ayTopa unun gasaoua
nuueHue. OBa nuueHua Ao3BosfbaBa koMmepumjanHy ynotpedy aena.

6. AyTOpCTBO — AenuTyv noa UCTUM ycrnoBuma. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBah-e,
anctpmnbyuujy n jaBHo caonwTaBawe gerna, u npepage, ako ce HaBege ume aytopa
Ha HadvH ogpeheH of cTpaHe ayTopa MnM gaBaoua NUUeHLEe M ako ce npepaja
anctpmbympa nog UCTOM MNM cnudHoM nuueHuom. OBa nuueHua [o03BOrbaBa
KomepuujanHy ynotpeby gena w npepaga. CnnyHa je cCopTBEPCKMM NuueHUama,
OLHOCHO NuueHuama OTBOPEHOr koaa.



