1. Streszczenie pracy

Wstep

Mtodziencze idiopatyczne zapalenie stawow (MIZS) jest najczestszg chorobg reumatyczng wieku
rozwojowego. Zgodnie z definicja Miedzynarodowej Ligi Stowarzyszern Reumatologicznych (ang.
International League of Associations for Rheumatology, ILAR) jest ono definiowane jako heterogenna
grupa zapalen stawdéw trwajgcych powyzej 6 tygodni oraz rozpoczynajgcych sie przed ukoriczeniem
szesnastego roku zycia dziecka. Metotreksat (MTX), stosowany w dawce 10-15mg/m” powierzchni
ciata pacjenta, jest aktualnie rekomendowany jako pierwsza linia leczenia w wiekszosci podtypéw
choroby. Niestety, z nieznanych dotychczas przyczyn, okoto 30% chorych nie odpowiada
zadowalajgco na leczenie i szybka eskalacja terapii jest niezbedna zeby zapobiec powstawaniu zmian
strukturalnych w obrebie aktywnego zapalnie stawu, uposledzeniu wzrostu czy tez w konsekwencji
niepetnosprawnosci ruchowej. Aktualnie coraz wiekszym zainteresowaniem srodowiska naukowego
cieszy sie koncepcja medycyny personalizowanej, ktdra opiera sie na zrozumieniu réznic pomiedzy
osobami z t3 samg jednostkg chorobowg i przez to dostosowaniem terapii do konkretnych grup
pacjentéw. Pilnie poszukiwane sg biomarkery odpowiedzi klinicznej na leczenie MTX w MIZS. Dtugo
oczekiwany przetom w tej dziedzinie moze przynie$¢ rozwoj farmakogenomiki, dziedziny naukowe;j
oceniajgcej wptyw zmiennosci genetycznej na efekt terapeutyczny lekéw. Polimorfizmy pojedynczego
nukleotydu (ang. single nucleotide polymorphism, SNP) sg odpowiedzialne za 90% zmiennosci
miedzyosobniczej w ludzkim genomie. Jako potencjalnych kandydatow do roli biomarkera
odpowiedzi terapeutycznej na ten lek wymieniano liczne SNP w obrebie gendw zwigzanych z
wewnatrzkomérkowym metabolizmem MTX Niestety, w poréwnaniu do reumatoidalnego zapalenia

stawdw (RZS), w MIZS badania na ich temat sg nieliczne, a wyniki czesto ze sobg sprzeczne.

Cel
Celem pracy byto:
e usystematyzowanie dotychczasowej wiedzy o wptywie zmiennosci genetycznej na
odpowiedz? terapeutyczng i obecnos¢ efektow ubocznych MTX u dzieci z MIZS,
e ocena wptywu SNP w obrebie genédw kodujacych receptory adenozyny A2A oraz 3 (ang.
adenosine binding receptorA2A and 3, ADORA2A, ADORA3) na efekt terapeutyczny MTX w
MIZS,



o okredlenie zwigzku SNP w obrebie genu cztonka rodziny transporteréw anionéw
organicznych 1B1 (ang. solute carrier organic anion transporter family member 1B, SLCO1B1)
z odpowiedzig kliniczng i efektami niepozadanymi terapii MTX,

e analiza dotyczaca preferowanej metody podazy podskérnego MTX u pacjentéw z MIZS.

Materiat i metody

Publikacja Il

Jest to badanie jednoosrodkowe, prospektywne, dwuetapowe, przeprowadzone w sposob krzyzowy.
Kryterium kwalifikacji do projektu byta diagnoza MIZS, wiek pomiedzy 2 a 18 lat oraz aktualne
leczenie za pomocg MTX w formie podskdrnej amputkostrzykawki (Metex®, Medac GmbH). W
momencie rozpoczecia badania pacjenci i ich opiekunowie ocenili swoje dotychczasowe
doswiadczania dotyczgce stosowania MTX w tej formie, odnoszac sie do fatwosci uzycia urzadzenia,
nasilenia bolu zwigzanego z iniekcjg oraz obecnosci efektéw ubocznych terapii. W kolejnym etapie
projektu pacjenci przez miesigc stosowali nowg metode podazy MTX za pomocg podskdérnego pena
(Metex Pen®, Medac GmbH). Po tym okresie czasu po raz kolejny wypetnili wymieniony wczesniej
kwestionariusz, odnoszgc sie w nim do swoich doswiadczen z tg formg podazy leku. Uzyskane wyniki

porédwnano za pomocg testu Wilcoxon’a dla par obserwacji.

Publikacja lll i IV

Grupe badang stanowito 100 pacjentéw z MIZS leczonych MTX. Aktywnos$¢ choroby okreslano w
dwdch punktach czasowych: w momencie rozpoczecia terapii MTX oraz na wizycie kontrolnej po 4-6
miesigcach leczenia. Ocena obecnosci efektdw niepozgdanych terapii MTX rdéwniez byta
przeprowadzona na wizycie kontrolnej, odbywata sie ona na podstawie objawdw zgtaszanych przez
pacjentéw i ich opiekunéw oraz wynikach badan dodatkowych. W laboratoryjnej czesci projektu
wyizolowano materiat DNA z prdbek krwi obwodowej pacjentéw. Nastepnie z wykorzystaniem
dedykowanych sond TagMana przeprowadzono genotypowanie wybranych SNP (ADORAZ2A:
rs2236624, rs2298383, ADORA3: rs3393, SLCO1B1: rs4149056, rs2306283). Uzyskane wyniki poddano
analizie statystycznej. Do poréwnania zmiennych ciggtych wykorzystano test U Manna-Whitney’a.
Zmienne kategoryczne poréwnano za pomocg testéw Chi-kwadrat, Chi-kwadrat z poprawka Yates’a
oraz doktadnego testu Fisher’a. Ocena wptywu SNP na czestos¢ efektéw ubocznych MTX zostata

oceniona za pomocg modelu regresji logistyczne;j.



Wyniki
Publikacja Il

Podskdérny pen okazat sie preferowang metoda podazy podskérnego MTX az u 82,6% pacjentéw z
MIZS. Iniekcja wykonana za pomoca tego urzadzenia byta mniej bolesna niz ta wykonana za pomocg
podskornej amputkostrzykawki (p<0,01). Réwniez efekty uboczne terapii MTX byty mniej nasilone
podczas leczenia podskérnym penem, najwieksza réznica dotyczyta objawéw niepozadanych ze

strony przewodu pokarmowego (p<0,01).

Publikacja Il

Warianty CC/CT ADORA2A rs2236624 byty zwigzane z ponad 3,5-krotnie wyzszym ilorazem szans
(ang. odds ratio, OR) wystgpienia objawdéw niepozgdanych ze strony przewodu pokarmowego
zwigzanych z terapig MTX (OR 3,59, 95%Cl 1,15-11,22, p=0,03). Pacjenci z polimorfizmem ADORA3
rs3393 (CT/CC) na wizycie kontrolnej prezentowali nizszg liczbe stawdw z aktywnym procesem
zapalnym (mediana 0,00 vs 1,00, p=0,04) oraz nizsze stezenie biatka c-reaktywnego (ang. c-reactive

protein, CRP; 0,60 vs 2,40, p=0,02), w poréwnaniu do chorych z wariantem TT.
Publikacja IV

Pacjenci z wariantami CT/CC SLCO1B1 rs4149056 mieli ponad 4,5-krotnie wyzszg szanse wystgpienia
objawdéw niepozadanych ze strony przewodu pokarmowego zwigzanych z terapig MTX (OR=4,55,
95%Cl 1,37-15,13, p=0,01). U chorych TT czesciej obserwowano rozwdj hepatotoksycznosci (17.86%
vs 4.76%, p=0,04).

Whioski

U pacjentédw z MIZS zmiennos¢ genetyczna ma wptyw na efekt terapeutyczny oraz wystepowanie
objawdéw niepozadanych zwigzanych z leczeniem MTX. Po potwierdzeniu uzyskanych wynikéw na
wiekszych grupach chorych z MIZS, SNP rs2236624ADORA2A i rs4149056 SLCO1B1 mogg zostac
czynnikami ryzyka wystgpienia objawdw niepozgdanych zwigzanych z podazg MTX, SNP rs3393
ADORA3 to potencjalny marker nizszej aktywnosci choroby i lepszej odpowiedzi terapeutyczne;j.
Podskérny MTX stosowany w formie pena jest preferowang metoda podazy tej substancji czynnej u

pacjentéow z MIZS.



2. Streszczenie pracy w jezyku angielskim

Introduction

Juvenile idiopathic arthritis (JIA) is the most prevalent rheumatic disease in children and adolescents.
According to the classification criteria of the International League of Associations for Rheumatology
(ILAR) it is defined as heterogeneous group of arthritides of unknown aetiology lasting longer than 6
weeks and beginning before reaching the age of 16. Methotrexate (MTX) administered at the dose
10-15 mg/m” of body surface area is currently recommended as the first-line treatment in most of JIA
subtypes. Nevertheless, 30% of JIA patients treated with MTX do not reach clinical remission and
rapid escalation of treatment is crucial to prevent the structural damage of affected joint and long-
term effects of the inadequate therapy, including physical disability and growth impairment.
Therefore, determinants of early MTX response and toxicity that can be applied to individualize JIA
treatment strategies are urgently required. The concept of personalised medicine, providing tailor-
made prevention and treatment strategies for defined group of individuals, is currently gaining
interest in the scientific community. Single nucleotide polymorphisms (SNPs) account for 90% of the
inter-individual variability in the human genome. Numerous SNPs within genes related to
intracellular metabolism of MTX were mentioned as potential candidates for biomarkers of
therapeutic response to this drug. Unfortunately, in comparison to rheumatoid arthritis (RA), studies

conducted on patients with JIA are rare and their results are often contradictory.

Aim
The objectives of the study included:

e review of the current knowledge about the influence of genetic variability on the
therapeutic response and the presence of MTX side effects in children with JIA,

e assessment of SNPs within genes encoding adenosine binding receptor A2A and 3
(ADORA2A, ADORA3) influence on the therapeutic effect of MTX in JIA,

e identification of association between SNPs within solute carrier organic anion transporter
family member 1B (SLCO1B1) on the therapeutic response and presence of MTX side effects
inJIA,



e analysis of the preferred method of subcutaneous MTX delivery in children with JIA.

Materials & Methods

Manuscript Il

Manuscript Il describes a single-centre, prospective, two-sequence, crossover study on the preferred
method of subcutaneous MTX administration in JIA. The eligibility criteria for the project were
diagnosis of JIA, age between 2 and 18 years and current treatment with MTX in the form of
subcutaneous prefilled syringe (Metex®, Medac GmbH). At the study baseline patients and their
caregivers assessed their previous experience with MTX prefilled syringe, evaluating ease of device
use, the level of pain associated with injection and presence of treatment side effects. Subsequently,
they received one-month supply of pen autoinjector (Metex Pen®, Medac GmbH) and completed the
same questionnaire, regarding their experience with the new MTX delivery system. The results

obtained in both questionnaires were compared using the Wilcoxon matched-pairs signed-rank test.

Manuscripts Ill and IV

The study group was composed of 100 JIA patients treated with MTX. Disease activity was
determined at two time points: at the baseline of MTX therapy and on a control visit 4-6 months
after treatment initiation. The assessment of therapy side effects was performed at the follow-up
visit, basing on the symptoms reported by patients and their caregivers and the results of
supplementary laboratory tests. In the laboratory part of the project, DNA was isolated from
patients' peripheral blood samples. Genotyping of selected SNPs (ADORA2A: rs2236624, rs2298383,
ADORA3: rs3393, SLCO1B1: rs4149056, rs2306283) was performed using dedicated TagMan assays.
The Mann-Whitney U test was used to compare continuous variables. Categorical variables were
compared using Chi-square tests, Chi-square tests with Yates correction, and Fisher's exact test on
the individual basis. Assessment of the SNP effect on the frequency of MTX side effects was assessed

using a logistic regression model.

Results

Manuscript Il

The subcutaneous pen was the preferred method of subcutaneous MTX administration in 82.6% of

JIA patients. Injection made with this device was reported as less painful in the comparison with the



subcutaneous prefilled syringe (p<0.01). The side effects of MTX therapy were less pronounced
during subcutaneous pen treatment, the difference was most prominent regarding the

gastrointestinal side effects occurrence (p<0.01).

Manuscript Il

The polymorphic variant of ADORA2A rs2236624 was associated with 3.5 times higher odds of
gastrointestinal side effects occurrence (OR 3.59, 95%Cl: 1.15-11.22, p=0.03). Children with the
ADORA3 rs3393 polymorphic variants (CT/CC) after six months of MTX treatment had significantly
lower number of joints with active arthritis (Me: 0.00 vs 1.00, p=0.04) and value of CRP (0.60 vs 2.40,

p=0.02) in comparison to TT variant.
Manuscript IV

In comparison to wild-type allele, SLCO1B1 rs4149056 CT/CC variants were significantly associated
with higher odds ratio of MTX gastrointestinal side effects occurrence (OR=4.55, 95%Cl 1.37-15.13,
p=0.01). SLCO1B1 rs4149056 TT subjects were more likely to develop hepatotoxicity in comparison to
CT/CC individuals (17.86% vs 4.76%, p=0.04).

Conclusion

Genetic variability affects the therapeutic effect and presence of MTX side effects in JIA patients.
Although future studies are needed to verify our findings, ADORA2A rs2236624 and SLCO1B1
rs4149056 SNPs may become the markers of MTX-related side effects occurrence, whereas ADORA3
rs3393 SNP is a potential biomarker of lower disease activity and better therapeutic response. The

prefilled pen is the preferred method of subcutaneous MTX administration in JIA patients.






