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1 UVOD

Sr¢ana insuficijencija (SI) je kompleksan klinicki sindrom koji nastaje kao rezultat
niza oboljenja a karakteriSe se neurohumoralnom aktivacijom simpatickog nervnog sistema,
renin-angiotenzin-aldosteron sistema i sistema citokina kao odgovor na smanjenje udarnog
volumena. Ekscesivna aktivacija ovih sistema rezultira hemodinamskim promenama kao
Sto su sistemska vazokonstrikcija i povecanje retencije soli i vode, kao i remodeliranje
miokarda koje je kasnije odgovorno za progresivnu prirodu bolesti.

Osamdesetih godina XX veka je jasno potvrden znacaj neurohumoralne aktivacije u
SI, dok je efikasnost beta blokatora, primarno kontraindikovanih u SI, rezultatima brojnih
studija dokazana sredinom devedesetih.

Beta blokatori su kompetitivni antagonisti na § adrenergickom receptoru 1 redukuju
nivo aktivacije simpati¢kog nervnog sistema. Na osnovu rezultata studija u kojima su
karvedilol, metoprolol i bisoprolol ispoljili ve¢u efikasnost u odnosu na placebo u redukciji
mortaliteta 1 morbiditeta kod pacijenata koji su na standardnoj terapiji koja ukljucuje ACE
inhibitore, beta blokatori su dobili svoje mesto u terapiji sr€ane insuficijencije.

Medutim, nisu svi beta blokatori korisni u terapiji SI. Takode, postoji varijabilnost
u farmakoloskom odgovoru na primenu beta blokatora kod pacijenata sa SI. Terapija beta
blokatorima zahteva pazljivi monitoring i sporu titraciju da bi se nezeljeni efekti ove grupe
lekova minimizirali. Uprkos pazljivoj titraciji kod 25% pacijenata dolazi do obustave leka
zbog nezeljenih efekata. Dodatno, mortalitet i morbiditet povezan sa SI je i dalje visok. S
toga, identifikacija uzroka varijabilnosti u odgovoru na beta blokadu moze poboljsati
terapijsku primenu ovih lekova. Genski uslovljene razlike mogu doprinositi razlic¢itom
farmakoloSkom odgovoru. Farmakogenetika proucava kako se genski uslovljene razlike u
farmakoloSkim dejstvima lekova mogu iskoristiti za identifikaciju pacijenata koji ¢e imati
koristi od beta blokade, odnosno kod kojih ¢e nezeljena dejstva ovih lekova usloviti
njihovu obustavu.

Brojne studije su potvrdile polimorfizam [; receptora. Postoje najmanje dva
funkcionalno znac¢ajna polimorfizma: na poziciji 49 ekstracelularnog amino kraja serin je
zamenjen glicinom (Ser49Gly). Gly49 varijanata receptora podleZe mnogo brze nishodnoj
regulaciji nego Ser49. Na intracelularnom kraju receptora koji je vazan za vezivanje za

G-protein, na poziciji 389 arginin (Arg) je zamenjen glicinom (Gly); ta varijanta 3;



receptora ima nesto viSu bazalnu i 3 do 4 puta vecu izoprenalinom-stimulisanu aktivnost
adenilatciklaze (AC).

Postoje najmanje tri funkcionalno znacajna polimorfizma 3, receptora: Argl6Gly,
GIn27Glu i Thr164lle. Varijante 3 receptora pokazuju razliitu senzitivnost na agonistom-
indukovanu nishodnu regulaciju.

Pored interindividualnih varijacija postoje 1 interetnicke, Sto istrazivanje ¢ini uvek
aktuelnim, posebno za nase okruzenje.

U brojnim studijama je ispitivana moguca veza izmedu polimorfizma i
kardiovaskularnih bolesti. Medutim, dobijeni rezultati nisu konzistentni. Sada se sa
sigurno$¢u moze re¢i da polimorfizam gena za beta adrenergic¢ke receptore nema klju¢nu
ulogu u nastanku bolesti (eng. disease-causing genes). Uz to, ovaj polimorfizam moze
uticati na terapijski odgovor nekih lekova. Potrebno je utvrditi kako polimorfizam gena za
B receptore utiCe na terapijski odgovor jer to vodi individualno prilagodenoj

farmakoterapiji.



2 PREGLED LITERATURE

2.1 Neurohumoralni model sréane insuficijencije

2.1.1 Hiperreaktivnost adrenergickog sistema u sr¢anoj insuficijenciji

Iako je SI prepoznata kao cest kardiovaskularni sindrom sa visokom stopom
mortaliteta o kojem se Cesto pisalo, ne postoji jasna definicija, uprkos cinjenici da se
neadekvatna funkcija srca kao pumpe izdvaja kao veoma znacajni deo te definicije. U toku
razvoja miokardne disfunkcije dolazi do aktivacije kompenzatornih mehanizama u
nastojanju da se ofuva hemodinamska ravnoteza koji vremenom postaju vrlo vazno
obelezje srCane slabosti, odgovorni za progresivnu prirodu bolesti. ,,Adrenergicka
hipoteza®“, definisana u ranim osamdesetim (1, 2), delimi¢no preformulisana pocetkom
devedesetih godina proslog veka (3, 4) ne samo da ne gubi na znacaju ve¢ se u brojnim

studijama sa razli¢itim pristupom i dalje testira (Slika 1).

Povreda miokarda —p» Pocetni pad LV preformansi

/ RAS i SNS aktivacija \
Toksiénost miokard Periferalna vazokonstrikcija
OKSIChost miokaraa Hemodinamicke promene

Remodeliranje i
progresivno
pogordanje LV
disfunkcije
Morbidnost i mortalitet Simptomi sréane slabosti

Slika 1. “Adrenergicka hipoteza”sr¢ane insuficijencije
Adaptirano i priredeno po ref.17

Prva saznanja o povecanoj adrenergickoj aktivnosti dobijena su na osnovu nalaza
povecane koncentracije noradrenalina u plazmi pacijenata sa SI, koje nastaje kao rezultat
povecane centralne adrenergiCke aktivnosti, dobijena su sredinom Sesdesetih godina
proslog veka (5). lako su rezultati brojih istrazivanja koja su usledila, potvrdila uticaj
adrenergicke aktivnosti (6, 7), na plazma koncentraciju noradrenalina uti¢e i brzina

preuzimanja od strane neurona i metabolicki klirens noradrenalina (8), kao i da se



proucavanjem kinetike noradrenalina u srcu i bubregu, moZe viSe saznati o adrenergickoj

aktivnosti u SI nego samo merenjem plazma koncentracije noradrenalina (7).

Ostecéenje miokarda

'

Disfunkcija miokarda

l

Povecano punjenje srca
Smanjena sistemska perfuzija

Adreni¢ka
aktivacija srca

T,

Izmenjena genska Rasti ToksiCnost, ishemija ili
ekspresija remodeliranje energentsko iscrpljivanje

Apoptoza Nekroza

Smirt celije

Slika 2. Klju¢na uloga kardijalne adrenergicke aktivacije u nastanku nezeljenih bioloskih efekata koje vode
progresivnoj miokardnoj disfunkeiji (Adaptirano i priredeno po ref.27)

Stepen adrenergicke hiperaktivnosti nije kod svih pacijenata isti (7, 9). Ova
varijabilnost nije povezana sa etiologijom srcane slabosti (10) i ne uti¢e na efikasnost
terapije beta blokatorima (11). Imaju¢i u vidu da je kardiotoksi¢nost noradrenalina dozno-
zavisna, moze se pretpostaviti da su pacijenti sa najviSim stepenom adrenergicke
stimulacije pod najve¢im rizikom za progresiju bolesti. To je vise lokalizovana, a manje
generalizovana aktivacija simpatikusa, i u prilog tome govore rezultati nekih studija u
kojima je potvrdena selektivna aktivacija u srcu u odnosu na druge organe (7), kao 1 da je
ona regionalno regulisana (12). Osim toga, simpaticka aktivacija u srcu je prva
neurohormonalna manifestacija koja se moze uociti kada asimptomatska progredira u
simptomatsku srcanu slabost (13, 14). Kada se imaju u vidu ova saznanja, moze se
pretpostaviti da ¢e srce biti primarno mesto ispoljavanja patofizioloSkih karakteristika
src¢ane slabosti, odnosno da upravo visoka adrenergicka aktivnost u srcu najvise doprinosi

progresiji sr¢ane slabosti (15).
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2.1.1.1 Klinicke manifestacije adrenergic¢ke aktivnosti u SI

U ranoj fazi srane slabosti, adrenergi¢ka aktivacija predstavlja kompenzatorni
mehanizam na slabljenje miokardne funkcije. Kao odgovor na signale poput nedovoljnog
arterijskog punjenja, hipoperfuzije tkiva i centralne venske kongestije, aktiviraju se
kompenzatorni mehanizmi da podrze insuficijentni miokard, koji ukljucuju: (1) ubrzanje
sr¢anog rada, (2) povecanje kontraktilnosti, (3) povecanje prethodnog opterecenja srca-
,preload®, (4) povecanje broja kontraktilnih elemenata-hipertrofija miokarda (4). Ove
promene su rezulat aktivacije adrenergickog 1 renin-angiotenzin-aldosteron sistema
(RAAS), dva udruzena neurohumoralna/autokrino-parakrina sistema. Pojacanje i ubrzanje
sr¢anog rada je najveéim delom rezultat pojacane kardijalne adrenergicke aktivnosti i
aktivacije [3; receptora. Pored toga, kateholamini poboljSavaju i dijastolnu funkciju jer
posredstvom [ receptora redukuju senzitivnost miofilamenata na Ca®" i povecavaju
sekvestraciju kalcijuma u sarkoplazmatski retikulum (SR) (16). Poveéanje venskog priliva
u srce 1, Frank-Starlingovim mehanizmom, udarnog volumena, rezultat je aktivnosti
adrenergickog sistema i RAAS. Angiotenzin II je glavni medijator sekrecije aldosterona
odgovornog za retenciju soli i vode u bubregu. U neosmotskoj stimulaciji lucenja
vazopresina iz neurohipofize posreduju oba neurohumoralna sistema koja, pored toga, u
pokusaju da odrze centralni krvni pritisak 1 perfuziju vitalnih organa, izazivaju

vazokonstrikciju arteriola.

Tabela 1. NezZeljeni efekti adrenergicke aktivacije u SI

Periferna arteriolarna i venska vazokonstrikcija (Tafterload, T preload)
Povecan sr¢ani rad i potro$nja kiseonika

Aktivacija RAAS

Stimulacija endotelina

Retencija soli 1 vode u bubrezima

Hipertrofija i remodelovanje LK

Tahikardija 1 druge aritmije

Direktna kardiotoksi¢nost (nekroza, apoptoza)

Nazalost, korisne efekte stimulacije adrenergickog sistema vrlo brzo nadvladaju
nezeljeni efekti koji pogorSavaju klinicku sliku 1 doprinose progresiji sréane slabosti.
Naime, na kratkorocno korisne efekte redistribucije krvi u vitalne organe i povecanog

priliva krvi u srce, nadovezuju se brojni Stetni efekti stimulacije ovih neurohumoralnih
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sistema poput povecane potrosnje kiseonika i metabolickih izmena u miokardu. Dalje,
vazokonstriktorno dejstvo noradrenalina 1 angiotenzina II je pojaano aktivnoséu
endotelina-1, koji dalje doprinosi povecanju perifernog vaskularnog otpora u SI (17). Zbog
toga aktivaciju adrenergickog 1 RAA sistema prati koaktivacija kontraregulatornih
mehanizama - kao $to su atrijalni natriureticki peptid 1 vazodilatatorni prostaglandini - koji
nastoje da minimiziraju vazokonstrikciju u kojoj posreduju a-adrenergicki receptori i

angiotenzin II (4).
2.1.1.2  Nezeljeni efekti adrenergicke aktivacije u SI

U SI pogorsanje kontraktilne funkcije miokarda je posledica (1) progresivne
disfunkcije 1 (2) gubitka kardiomiocita. Ovaj niz patohistoloskih promena koji je u osnovi
remodelovanja LK i progresivne miokardne disfunkcije, je delom rezultat kompenzatorne

neurohumoralne aktivacije.

2.1.1.2.1 Mehanizmi nastanka miokardne disfunkcije u SI

Jedan od mehanizama kojim hroni¢na adrenergi¢ka hiperaktivnost dovodi do
miokardne disfunkcije je desensitizacija f adrenergiékog signalnog mehanizma (1, 18).
To je fizioloSki adaptivni mehanizam koji nastoji da, barem privremeno, zaustavi
progresiju SI. Medutim, po svemu sudeéi, desensitizacija je korisna samo u kratkom
periodu, a dalja simpaticka stimulacija neminovno rezultira brojnim celularnim efektima
koji vode progresiji srcane slabosti. Izmenjena 3 adrenergicka transmisija ukljucuje: (1)
nishodnu regulaciju 3; receptora (19, 20), (2) razdvajanje ,,uncoupling® B3, receptora (21),
(3) razdvajanje -uncoupling™ B; receptora — mehanizam desensitizacije karakteristican
samo za ishemijsku kardiomiopatiju (22), (4) ushodnu regulacija  adrenoreceptorne
kinaze (BARK) koja je odgovorna za fosforilaciju ; i B, 1 doprinosi ,,uncoupling*“-u (19) 1
(5) smanjenu ekspresiju i funkciju adenilat-ciklaze (23). Kao posledica desensitizacije 3
adrenergicke transmisije nastaje smanjenje inotropnog odgovora u toku egzogene primene
B agonista, dobutamina kod pacijenata sa SI (24, 25), Sto je u osnovi smanjenja
kontraktilne rezerve miokarda (24) i1 redukcije maksimalnog fizickog napora (26). Dobra
korelacija izmedu gustine 3 receptora i maksimalnog fizi€¢kog napora, je potvrdena kod
pacijenata sa idiopatskom kardiomiopatijom (26) i na osnovu broja receptora jedino moze
da se sa sigurnosc¢u predvidi stepen fizi¢ikog opterecenja kod pacijenta sa SI (26, 27).

Znacaj noradenalina u nastanku desenzitacije adrenergickih receptora potvrduju rezultati
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studija u kojima su sli¢ni efekti noradrenalina registrovani u kulturi kardiomiocita kada se
primeni u koncentracijama koje su prisutne (izmerene) u insuficijentnom srcu (28), u
kojima je primena 3 blokatora i smanjeno vezivanje kateholamina za receptore (29, 30),
povecalo gustinu § receptora i korigovalo druge promene u prenosu signala (31).

U svim sr¢anim Supljinama kod pacijenata sa sistolnom disfunkcijom potvrdena je
nishodna regulacija [; receptora (27). Ovo je najces¢a promena u adrenergickoj
transmisiji Ciji stepen zavisi od tezine i etiologije sréane slabosti (24). Odnos B; i B2
receptora se menja: od 80:20% kako je zdravom srcu, u 60:40% u sréanoj slabosti (32). U
insuficijentnom srcu gustina 3; receptora je smanjena za 50% (34). lako molekularna
osnova agonistom-indukovane nishodne regulacije [ receptora nije u potpunosti
razjasnjena, na osnovu rezultata nekih studija se moze pretpostaviti da je najverovatnije
rezultat vezivanja proteina za iRNK za B receptore (34, 35). Potvrdeno je da u SI postoji
agonistom indukovana ushodna regulacija AUF1, proteina koji se vezuje za adenin-uracil

netransliraju¢i region iRNK, smanjuje njenu stabilnost i doprinosi nishodnoj regulaciji

receptora (36).
Izmenjena beta-adrenergika Smanjena miokardna rezerva
transmismija Smanjena tolerancija na napor
> >
Poja¢ano oslobadanje 7 ~ Srcana
NA u srcu S~ insuficijencija
N
> >
NezZeljeni bioloski efekti Progresivna miokardna
u kardiomiopatima disfunkcija

Slika 3. Povecana kardijalna adrenergicka aktivnost doprinosi prirodnom toku SI

Adaptirano i priredeno po ref.27
Druga izmena uslovljena prekomernom adrenergickom stimulacijom je razdvajanje
Gsuncoupling®) B, receptora jer su, kao i 3; receptori, izlozeni povcanoj koncentraciji
noradrenalina (12). Aktivnost adenilat ciklaze nakon stimulacije B, receptora, zinetrololom
je za oko 30% manja u insuficijentnom srcu, iako je broj ovih receptora nepromenjen (37).
Ovakve promene u senzitivnosti ; receptora javljaju se samo kod pacijenta sa

ishemijskom kardiomiopatijom i veoma malo su izrazene u odnosu na 3, receptora (22).
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Sledece obelezje izmenjene B adrenergiCke aktivnosti u SI je ushodna regulacija p-
adrenoreceptorske kinaze (BARKI, poznata je 1 kao GRK2) (19). Kao Sto je gore
navedeno, ovaj enzim pripada porodici serin/treonin kinaza koje fosforiliSu agonistom
okupiran receptor. U srcu postoje tri izoforme GRK: GRK2 (ili BARK1), GRK3 i GRKS.
Kod pacijenata sa SI povecana je aktivnost samo GRK2, i to, kako rezultati nekih studija
pokazuju, registruje se samo u ranoj fazi razvoja srcane slabosti ukoliko se aktivnost ovog
enzima odreduje u pretkomorama (38). Medutim, druga grupa autora je potvrdila
povezanost tezine bolesti i povecanja aktivnosti ovog enzima u limfocitima (39). Imajuéiu
vidu znacajnu ulogu GRK2 u regulaciji miokardne funkcije kao i znacajno povecéanje
aktivnosti ovog enzima u SI, moze se pretpostaviti da bi inhibicija GRK2 aktivnosti bila od
koristi u sr¢anoj disfunkciji (40). Nazalost, klinicka primena proteina inhibitora Raf-kinaze
(Raf-kinase-inhibitor protein -RKIP) jos nije izvesna (41).

Znacaj povecane aktivnosti G;u Sl nije u potpunosti utvrden. Dok na jednoj strani,
povecana aktivnost G; smanjuje pozitivno inotropno dejstvo aktivacije ;1 32 receptora, na
drugoj strani ima povoljan antiapoptoticki efekat. Pored toga na eksperimentalnom modelu
SI je dokazano da povecana aktivnost G; smanjuje rizik od kateholaminima indukovanih

aritmija (42).

2.1.1.2.2 Celularni i biohemijski efekti adrenergicke aktivacije u SI

Drugi nacin na koji hroni¢no visoka adrenergic¢ka stimulacija Steti insuficijentnom
srcu su bioloSke promene kardiomiocita ostvarene angaZovanjem preostalih 40-50%
kapaciteta prenosa signala preko 3 receptora (27). Nezeljeni Celijski 1 biohemijski efekti se
manifestuju kao (1) maladaptivne promene u intracelularnoj kinetici kalcijuma i njegovom
deponovanju u sarkoplazmatskom retikulumu (43) (2) gubitak kardiomiocita (nekroza,
apoptoza) (44) (3) metabolicki poremecaji kardiomiocita. Svi efekti su direktno ili
indirektno povezani sa simpatoadrenergickom stimulacijom i imaju vaznu ulogu u
progresiji disfunkcije i remodelovanju LK (27).

U toku razvoja sr¢ane slabosti izmenjena je funkcija i ekspresija nekih proteina koji
imaju veoma vaznu ulogu u mobilizaciji Ca*” u toku kontrakcije kardiomiocita. Naime,
kako rezultati nekih studija to pokazuju, inate fino podeSenu, mobilizaciju Ca**, u SI
remeti hiperfosforilacija rijanodinskih receptora (eng. Ryanodine Receptor - RYR2) (45),
receptora koji su vazni za izlazak Ca*" u citosol i iniciranje kontrakcije kardiomiocita. Kao
rezultat pojadane aktivnosti RYR2 nastaje smanjenje depoa Ca’", smanjena povezanosti

ekscitacije 1 kontrakcije 1 delom pogorSanje sistolne disfunkcije (46). Pored toga,
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izmenjena je i funkcija jo§ dva molekula koji su odgovorni za obrnut proces, odnosno brzo
i efikasno uklanjanje Ca®" iz citosola. To su Ca*'- ATP- azna pumpa u membrani
sarkoplazmatskog (sarkoplazminog) retikuluma (eng. sarcoplasmic reticulum Ca®'-
ATPase pump - SERCA) i Na'/Ca®" izmenjivatka pumpa (eng. Na+/Ca’" exchanger
(NCX) pump). U insuficijentnom miokardu smanjena aktivnost SERCA2a nastaje zbog
smanjene ekspresije (47), kao i ushodne funkcionalne regulacije njegovog inhibitora
fosfolambana (PLB) (43). Slabljenje funkcije SR se delimi¢no kompenzuje ushodnom
regulacijom NCX koja korelira sa sistolnom i dijastolnom disfunkcijom (48). Prema tome,
pomenuto smanjeno preuzimanje Ca>" u SR u toku dijastole prati redukovano oslobadanje

Ca®" u toku sistole i slabljenje kontraktilnog odgovora (slika 4).

B - adrenergicki receptor

Kalcijumski kanal L-tipa r HCN kanal
aYala

e _ e () e

'

Sarcomere -| (g2t |-

Sarkoplazmatski
retikulum

Proteini miofilamenta

Slika 4. Sematski prikaz povezanosti p adrenergicke aktivacije i intracelularne kinetike kalcijuma.
Adaptirano i priredeno po ref. 57.

Dva su mehanizma odgovorna za gubitak kardiomiocita u SI: nekroza (49) i
apoptoza (44). Nekroza nastaje usled citotoksickog delovanja kateholamina i potvrdena je 1
u akutnoj i hroni¢noj miokardnoj disfunkciji, kao 1 in vitro uslovima, na osnovu rezultata
Cesto citirane studije Mann-a i sar. (28). Da je nekroza kardiomiocita rezultat pojacane
simpatoadrenergiCke stimulacije ukazuje povoljan efekat primene B blokatora (50). Za
razliku od nekroze koja nastaje nakon letalnog oStecenja, apoptoza je aktivni, energetski

zavistan, genski kontrolisan proces koji je rezultat disregulacije celijskog ciklusa.
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Apoptoza najcesce nastaje usled prolongirane stimulacije rasta adultnog kardiomiocita koji
ne moze da se deli (4). Neki od okidaca apoptoze kardiomiocita su posledica pojacane
adrenergicke stimulacije 1 ukljucuju povecanje koncentracije kalcijuma u citosolu (51),
hipoksiju (52) 1 visoku koncentraciju noradrenalina (53). Kao pokreta¢ apoptoze posebno
je interesantna redukovana oksigenacija miokarda ili ogranic¢ena hipoksija, koja nastaje
zbog povecanih metaboli¢kih potreba kao i smanjenog snabdevanja miokarda krvlju.
Imaju¢i u vidu da su frekvencija sr€anog rada, kontraktilnost i tenzija zida komora tri
vazne determinante potroSnje kiseonika u miokardu, moze se pretpostaviti da su
metabolicke potrebe dilatirane komore insuficijentnog srca veée u odnosu na zdravo srce
(54). Na drugoj strani, ogranic¢eno snabdevanje kiseonikom i relativna ishemija nastaju jer
intenzivna fibroza i strukturne promene dilatirane komore smanjuju koronarnu perfuziju
(4). Upravo u regionima intenzivnije fibroze, kako rezultati nekih studija to potvrduju,
najcesca se javlja apoptoza kardiomiocita (55). Uz to, rezerve visokoenergetskih fosfata su
redukovane, njihova upotreba neekonomicna, te insufijentno srce postaje, kao Sto je Katz
istakao, maksimalno energetski iscrpljeno (eng. Energy- starved heart) (56). Ove
metabolicke promene u duZzem vremenskom periodu oste¢uju brojne subcelularne procese 1
doprinose progresiji miokardne disfunkcije.

Prema tome, u osnovi sistolne disfunkcije uzrokovane hronicnom adrenergi¢kom
stimulacijom i desensitizacijom B receptora je izmenjena homeostaza Ca®" u
hipertrofisanom insuficijentnom kardiomiocitu (57). Neto efekat svih ovih promena je
povecanje intracelularne koncentracije Ca®" u toku dijastole. Ovako visoka koncentracija
Ca®" odgovorna je za ekspresiju gena koji kodiraju proteine, vazne u P adrenergickoj
transmisiji, intracelularnoj kinetici Ca”*, aktivaciji i funkeciji sarkomera, deponovanju i
razgradnji fosfata 1 odrzanju integriteta citoskeleta (27). Naime, izmene u ekspresiji gena u
srcu, koje se opisuju kao rekapitulacija fetalnog genskog programa (neki geni se
postnatalno reaktiviraju, dok se smanjuje ekspresija nekih adultnih gena) podrazumeva
povecanje B izoforme teSkog lanca miozina, o aktina i atrijalnog natriuretskog peptida
(ANP) (58). Osim toga u insuficijentnom srcu smanjena je ekspresija a izoforme teskog
lanca miozina i Ca*’- ATP-aze sarkoplazmatskog retikuluma (SERCA2a). Izmenjena
ekspresija gena u SI je posledica, kako rezultati nedavnih studija pokazuju, aktivacije Ca*'-
kalmodulin zavisna protein kinaza II (CaKMII) signalnog puta (59).

Kao $to je gore navedeno, kao rezulatat te pojacane adrenergicke aktivnosti javljaju
se uobicajene klinicke manifestacije prirodnog toka srane slabosti, a to su smanjena

tolerancija fizicke aktivnosti, progresija miokardne disfunkcije i povecanje prevalnce
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nekada fatalnih aritmija. Hroni¢no visoka adrenergicka aktivnost doprinosi progresiji
sr¢ane slabosti na dva nacina: direktnim nepovoljnim dejstvom na srce kao i brojnim

perifernim efektima.
2.1.2 Adrenergicki receptori i njihov znacaj u SI

U humanom miokardu se nalaze dve klase adrenergickih receptora, o 1 f
adrenergicki receptori. Obe klase receptora pripadaju grupi receptora koji su vezani za G-

proteine 1 imaju nekoliko dobro definisanih podtipova sa razli¢itom funkcijom: po tri

podtipa [ receptora (B1, B2 1 B3), o (01 a/d» Qb 10c) 102 (G2a, OB 1 O2c) (60).

Vs

Vezivanje hganda

ll JL IL

NH2

Vezivanje G proteina
Fosforilacija GRK
Desenzitizacija

Slika 5. Prototip adrenergickih receptora (Adaptirano i priredeno po ref. 3)

U zdravom srcu prisutni B; 1 B, receptori su u odnosu 60-70:40-30% u
pretkomorama i 70-80:30-20% u komorama (22, 60). Adrenergicki receptori pripadaju
grupi receptora koji su vezani za G protein. G protein je kljuéni signalni molekul u kaskadi
nastanka drugih glasnika i u lancu transdukcije poruka koje nose 3 adrenergicki agonisti.
Po strukturi predstavlja trimer, kompleks od tri subjedinice: a, B i1y, svoje ime duguje
vezivanju za gvanozin trifosfat (GTP). Po funkciji G protein pripada vecoj grupi enzima,
GTPaza. 3 receptori svoje efekte postizu posredstvom G proteina, koji nakon vezivanja
agonista za receptor disosuje na subjedinice, Gy, 1 Ggpy (61). Gy subjedinica aktivira
adenilat ciklazu (AC), enzim koji posreduje u sintezi ciklicnog adenozin monofosfata
(cAMP). Ovu kaskadu nastavlja protein kinaza-A (PK-A), enzim koji se aktivira
vezivanjem cAMP-a za regulatornu subjedinicu, a odgovoran je za fosforilaciju brojnih
regulatornih proteina, nuklearnih transkripcionih faktora, jonskih kanala poput voltazno

zavisnih kalcijumovih kanala L-tipa i metabolickih regulatornih enzima (27). U
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pretkomorama stimulacija ;1 3 receptora dovodi do maksimalnog povecanja snage srcane
kontrakcije i ubrzanja sréanog rada, dok u komorama takav odgovor ima samo stimulacija
B) receptora (60). Nakon fosforilacije voltazno zavisnih Ca”'- kanala L-tipa, povecava se
influks Ca®" u kardiomiocit u toku akcionog potencijala i postize inotropni efekat (62).
Pored toga, dolazi do fosforilacije fosfolambana i troponina I, a zatim i preuzimanja Ca*" u
sarkoplazmatski retikulum i redukcije afiniteta Ca>” za troponin C, odnosno lusitropni
efekat (60). Aktivacija ovih receptora je odgovorna i za hronotropni, dromotropni i
batmotropni efekat 3 agonista (60) (Slika 6). Nakon stimulacije 3, receptora fosforilacija
ovih ciljnih proteina, odnosno pozitivni inotropni odgovor je znatno slabiji u odnosu na 3;
receptor (63). Osim toga, vrlo vazna karakteristika Gy signalnog puta koji nastaje
posredstvom [, receptora funkcionalna kompartmanizacija za razliku od difuzne G
kaskade nakon stimulacije ; receptora (64). Dobro je poznato da [, receptor pored
aktivacije ove klasi¢ne signalne kaskade, Gy-AC-cAMP-PKA, aktivira 1 G;j proteine (65,
66). Dodatno povezivanje sa Gj ne samo da kvantitativno i kvalitativno menja G signalni
put ve¢ ima i kardioprotektivne efekte. Medutim, upoznavanje adrenoreceptorne biologije
u poslednjih nekoliko decenija je doprinelo da ova linearna signalna paradigma zamenjena
kompleksnom  multidimenzijalnom ,signalosomom® u kojoj je individiualni
adrenoreceptor moze biti u dinamickoj, prostorno i vremenski regulisanoj vezi sa brojnim
G proteinima ali i drugim signalnim ili skafold proteinima (eng. scaffold) (67). To
konkretno znaci da u toku perzistentne stimulacije podtip B receptora vremenom moze da
zameni jednu signalnu kaskadu drugom i1 tako ima razli¢it, ¢ak suprotan uticaj na strukturu
1 funkciju miokarda (67). Ova pojava da jedan ligand moze biti antagonist za jedan signalni
put, dok istovremeno aktivira druge G protein-zavisnim ili nezavisnim mehanizmom (68)
naziva se funkcionalna selektivnost ili kolateralna/pluridimenzionalna efikasnost. U toku
hroni¢ne adrenergicke hiperaktivnosti, ; receptor zamenjuje gore pomenuti Ggu-AC-
cAMP-PKA signalni put sa Gg,-CaKMII koji vodi apoptozi kardiomiocita 1
maladaptivnom remodelovanju (69). Na drugoj strani, 3, receptor aktivaciju Gs proteina
zamenjuje stimulacijom inhibitornog G proteina, Gy, (65) Sto doprinosi desensitizaciji
receptora 1 smanjuje inotropni odgovor. Medutim, ova zamena G proteina pokrece i nove
signalne puteve, tzv. MAPK (mitogen-activated protein kinases -MAPK) sa
kardioprotektivnim dejstvom (70). Aktivacija ovih signalnih puteva, odgovornih za
mitogene 1 antiapoptoti¢ne efekte nastaje pre svega nakon [, stimulacije. Medutim, ova

kolateralna/pluridimenzionalna efikasnost je potvrdena nesto kasnije i za 3; (71).

18



B1 adrenergicki signalni put

] Yin Yang
Progresivna :
desenzitizacija ! o \
Idealni adrenergicki blokator RX =
Miopatski putevi, PKA-nezavisni Kardijalna funkcija, PKA-zavisna
Indukcija g =
fetalnog genskog]] Apoptoza T?'sm'ﬂa TDuasto_I_na
programa unkcija funkcija

Ostalo ({ P-PLN, 1 Sréana
izmenjeni metabolizam frekvenca

T P-RyR,, etc)

Slika br. 6 PKA-nezavisni i PKA-zavisni nishodni signalni putevi ;receptora
(Adaptirano i priredeno po ref.152)

Tradicionalni koncept 3 adrenoreceptorne signalne transdukcije podrazumeva da u
fizioloskim uslovima kateholamini postizu pozitivni inotropni, lusitropni i hronotropni
efekat aktiviraju¢éi cAMP-PKA signalnu kaskadu. Medutim, rezultati nedavnih studija
ukazuju da je jedna druga kaskada odgovorna za kontraktilni odgovor kateholamina u
uslovima perzistentne stimulacije B; receptora (72). Klju¢ni enzim tog signalnog puta,
aktiviranog posredstvom druge subjedinice Ggpy, je Ca”'- kalmodulin zavisna protein
kinaza II (CaKMII) (69, 72). Pomenuti enzim u uslovima permanentne aktivacije [3
receptora ostaje aktivan, signalni put koji pokreée postaje dominantni u regulaciji
kontraktilne funkcije kardiomiocita (67). Kako rezultati Wang-a i saradnika pokazuju,
PKA signalni put je aktivan 10 min. nakon stimulacije B;, dok se CaKMII-aktivnost
registruje 15 min. nakon stimulacije i odrzava najmanje 24h (73). Pored toga, ovaj signalni
put je odgovoran za nastanak apoptoze nakon permanetne stimulacije ; receptora (69). U
prilog ovoj tvrdnji govore rezultati studije Olofsson-a i sar., u kojoj je inhibicija CaKMII
mnogo efikasnije smanjila apoptozu kardiomiocita u odnosu na inhibiciju nekih drugih
kinaza (74). Pored povecane aktivnosti i ekspresije ovog enzima u humanom kardiomiocitu
insuficijentnog srca (75, 76), potvrdena je i pozitivna korelacija izmedu ushodne regulacije
njegove aktivnosti i EFLK (76). Kako rezultati nekih studija ukazuju, aktivnost ovog

signalnog puta se povezuje sa hipertrofijom kardiomiocita (77) i fetalnom genskom
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reekspresijom (59). Prema tome, perzistentna aktivacija CaKMII nakon stimulacije [,
receptora moze biti kljucni patofizioloski mehanizam nastanka miokardnog remodelovanja
u SL

Kao §to je gore navedeno, perzistentna stimulacija 3 receptora je povezana sa
aktivacijom Gj, umesto G; i ima dvojaki efekat. Dok na jednoj strani aktivacija Gj,
umanjuje efekat stimulacije kaskade koju cine AC-cAMP-PKA 1 umanjuje njihov
pozitivan inotropni i lusitropni efekat, na drugoj strani ima kardioprotektivni efekat jer
posredstvom Gg, aktivira fosfoinozitol 3-kinazu (PI3K) (78, 79). Pored toga, Gy, ucestvuje
u inhibiciji Ca®" kanala, stimulaciji ulazno ispravljackih kalijumovih kanala i stimulaciji
fosfodiesteraza (80). Medutim, u fizioloSkim uslovima uticaj stimulacije P, receptora i
aktivacije Gj, u mehanizmu nastanka negativnog inotropnog odgovora je u potpunosti

blokiran (81).

Heterologna Homologna
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Slika 7. Sematski prikaz desenzitizacije i intracelularnog signalanog puta
(preuzeto i adaptirano iz ref.57)

Dobro je poznato da vezivanje agonista za 3 receptore prate i neke intracelularne
promene koje vode brzom slabljenju [ adrenergicke transmisije koja se naziva
desensitizacija. Prvi korak u desensitizaciji je fosforilacija receptora aktivnoS¢u kinaza,
(second messenger-dependent protein kinases) kao Sto su PKA i PKC, ili G receptorne
kinaze-GRK (G protein-coupled receptors (GPCRs) kinases), S$to onemogucava
povezivanje receptora sa G proteinom (82). Lokalizacija serin i/ili treonin rezidua u III
intracelularnoj petlji ili C- kraju receptora koje podlezu fosforilaciji zavisi od vrste kinaze

(83). PKA 1 PKC mogu posredovati u fosforilaciji B receptora iako su aktivirane
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stimulacijom drugih receptora. Ovaj tip desensitizacije nestimulisanih receptora naziva se
heterolognom desensitizacijom (57). Na ovaj nain dolazi do slabljenja B adrenergicke
transmisije pri niskoj koncentraciji agoniste. U kardiomiocitima ova fosforilacija [,
receptora je odgovorna za slabljenje inotropnog odgovora jer menja njihov afinitet za G
proteine: smanjuje afinitet za Gsa povecava za G; (21). Medutim, kada je agonist prisutan u
visokoj koncentraciji glavni mehanizam desenzitacije je fosforilacija B receptora u kojoj
posreduje GRK2 aktivirana Ggp, subjedinicom (84). To je homologna desensitizacija
agonistom okupiranog receptora koju prati vezivanje 3 arestina, proteina odgovoranog za
internacionalizaciju B receptora (85). Nakon defosforilacije, B receptor zauzima svoje
mesto na povr$ini membrane i obnavlja se njegova senzitivnost na vezivanje agonista.
Druga moguénost je degradacija fosforilisanog receptora i smanjenje njihovog broja,
odnosno, nishodna regulacija (85). Pored toga, nakon internacionalizacije receptora
pokrecu se neuobicCajeni signalni putevi, poput MAPK-a (80) dok se standardna kaskada
cAMP-AC-PKA aktivira nakon stimulacije B receptora na membrani. [ako su arestini
prvobitno opisani kao proteini koji se vezuju za fosforilisani receptor u cilju njegove
desensitacije (82) danas su poznati kao bifunkcionalni ¢elijski medijatori. Naime, oni su
skafold proteini za MAPK signalne puteve poput ERK (86), JNK i p38 (87), ali i PI3K
kinaze (88).

U toku hroni¢ne adrenergicke hiperaktivnosti dolazi do translokacije [,
receptora izvan kaveola 1 naruSavanja subcelularne organizacije celokupnog signalnog
sistema. Naime, jedno od najvaznijih saznanja o adrenergickom signalnom sistemu u
poslednjih desetak godina je kompartmanizacija cAMP-PKA signalnog sistema u
kardiomiocitima, prvobitno opisana jo§ poCetkom osamdesetih godina proslog veka
(89). Ova subcelularna organizacija podrazumeva da se uz pomo¢ nekih subcelularnih
proteina (eng. A-kinase anchoring proteins-AKAPs), u posebnim mikrodomenima,
nalaze odredene izoforme AC, PKA, fosfodiesteraze (PDE) i fosfoprotein fosfataze, u
blizini specificnog supstrata PKA (64, 90). Na ovaj nacin je u diskrethom
subcelularnom regionu obezbedena veoma precizna kontrola lokalne koncentracije
cAMP-a, u okolini, za membranu vezane AC (90). Dok zdravi kardiomiocit ima
prostrano restriktivni cAMP-signalni sistem, u sréanoj slabosti je gore pomenuta
translokacija 3, receptora odgovorna za Sirenje signala kao kod stimulacije B, receptora,

Sto moze objasniti gubitak protektivnog efekta njihove stimulacije (91).
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Na znacaj [B; receptora u patoloSkim stanjima najbolje ukazuju rezultati
eksperimentalnih studija u kojima je umereno povecanje broja receptora prac¢eno razvojem
progresivne dilatantne kardiomiopatije i bez egzogene primene kateholamina (92). U istom
eksperimentalnom modelu nije potvrdena podjednaka kardiotoksi¢nost 3, receptora (93).
Medutim, kada se broj 3, poveca vise od 300 puta razvija se slicna progresivna dilatantna
kardiomiopatija kao kod umerenog povecanja broja B; receptora (94). Na osnovu prvih
rezultata studija sa prekomernom ekspresijom [, receptora, koji su u prvim mesecima
zivota transgenih Zivotinja pokazali povecanje kontraktilnog odgovora na adrenergicku
stimulaciju (95), autori su pretpostavili da stimulacija 3, receptora moZe biti korisna.
Medutim, potpuno suprotne rezultate dobile su studije u kojima je efekat povecanja 3
receptora pracen u duzem vremenskom periodu. Naime, razvoj dilatantne kardiomiopatije
je posle nekoliko meseci registrovan kod transgenih Zivotinja sa prekomernom ekspresijom
B1(92) i B, receptora (96). Interesantno je da kod transgenih Zivotinja sa prekomernom
ekspresijom [3; receptora, uocena intenzivnija apoptoza (97, 99) za koju se pretpostavlja da

je rezultat naruSene kompartmanizacije cAMP (99).
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Slika 8. Podtip-specifi¢no vezivanje B, i B, receptora za G proteine u kardiomiocitu
(preuzeto i adaptirano iz ref. 99).
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Znacaj B3 receptora u humanom miokardu nije u potpunosti razjaSnjen. Mada je
bilo studija ¢iji su rezultati negirali njihovo postojanje u srcu (99), Gauthier i1 sar. su
potvrdili prisustvo B3 receptora na humanim kardiomiocitima koji su, za razliku od masnog
tkiva, povezani sa Gi/p 1 imaju negativno inotropno dejstvo (101). Imaju¢i u vidu dobro
poznate izmene ekspresije podtipova B receptora u SI, u prilog znacaja B3 receptora u
patogenezi sréane slabosti govore i ¢injenice da su ovi receptori povezani sa Gi/y koji
podlezu ushodnoj regulaciji u SI (102), da su relativno rezistentni na agonistom
stimulisanu (homolognu) desenzitizaciju (103), kao 1 heterolognu desenzitizaciju jer
nemaju sekvencu koja se fosforiliSe pod uticajem PKA i B-ARK (103), aktivirani su pri
mnogo ve¢im koncentracijama kateholamina u odnosu na f; i B, (104) i na kraju, da
podlezu ushodnoj regulaciji u toku razvoja SI (106). Za razliku od B; receptora (106),
ushodna regulacija B3 receptora nije prac¢ena hipertrofijom, intesticijalnom fibrozom 1
razvojem SI u eksperimentalnom modelu sa prekomernom ekspresijom gena za ove
receptore (107). Protektivna uloga [; receptora u toku razvoja SI moze se objasniti
njihovim posredovanjem u redukciji aktivacije voltazno zavisnih kalcijumskih kanala L-
tipa, boljom dijastolnom funkcijom zbog produkcije NO, ocuvanim intracelularnim
sadrzajem ATP i kreatin fosfata usled negativnog inotropnog dejstva kao i redukcijom
prethodnog 1 naknadnog opterecenja srca usled vazodilatacije (108). Prema tome,
negativno inotropni efekat 3; receptora se u zdravom srcu moze posmatrati kao ,,sigurnosni
ventil“ u toku intenzivne adrenergiCke stimulacije (stres, intenzivan fizicki napor).
Medutim, sa progresijom sréane slabosti aktivacija (33 receptora, negativnim inotropnim
efektom i stimulacijom apoptoze kardiomiocita pojac¢avaju disfunkciju miokarda (108).

Pretpostavka o prisustvu Cetvrtog podtipa receptora u humanim kardiomiocitima je
proistekla iz rada Kaumann-a i sar. koji su opisali povezanost ovog ,,receptora sa G
kaskadom, njegovo pozitivno inotropno dejstvo i neosetljivost na klasi¢ne § blokatore kao
Sto je propranolol (109). Medutim, iako se tada verovalo da su to ,,&isti B4 receptori, danas
preovladava misljenje da se radi o razli¢itom mestu vezivanja na 3; receptoru: mesto
vezivanja sa visokim afinitetom (eng. high-affinity site) - B 1 mesto vezivanja sa niskim
afinetom vezivanja (eng. low affinity state) -B;. B; receptora (110). Bin se aktivira
kateholaminimima, a blokira klasi¢nim P blokatorima kao $to u karvedilol, bisoprolol,
metoprolol i atenololol. Drugo mesto vezivanja (3;1) aktivira CGP-12177, atipi¢ni agonist,
a blokiraju karvedilol i bupranolol (111). Znacaj mesta vezivanja niskog afiniteta na f3;

receptoru su potvrdili rezultati nekih klinickih studija. Naime, primena bucindolola,
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nespecifiénog B blokatora sa vazodilatatornim efektom nije smanjila mortalitet kod
pacijenta sa SI (112), $to se moZe delom objasniti parcijalnom agonistickom aktivnos$¢u na
nivou [ receptora (113). Na drugoj strani, korisni efekti karvedilola u le¢enju SI se delom
mogu objasniti i blokadom B, receptora (114).

Prisustvo 1 znacaj oj-adrenoreceptora na funkciju humanih kardiomiocita je
odnedavno poznata (115). Imaju¢i u vidu da je njihova primarna uloga u regulaciji
perifernog vaskularnog tonusa, ne iznenaduje pet puta manja zastupljenot u odnosu na 3
receptore, kao i slabiji inotropni odgovor nakon njihove aktivacije (116, 117). Medutim, u
nekim patoloSkim stanjima kao Sto je opterecenje pritiskom ili infarkt miokarda, ovi
receptori, kao Sto rezultati nekih nedavnih studija ukazuju, doprinose zastiti kardiomiocita 1
sporijem remodelovanju LK (118). U skladu sa ovim su rezultati Rorabaugh-a i sar. da u
eksperimentalnom modelu sa prekomernom kardijalnom ekspesijom o4 receptora postoji
manje ishemijsko oSte¢enje (119). Dosadasnja istraZzivanja o znacaju o,p receptora su
veoma skromna, a rezultati su suprotni u odnosu na funkciju i znacaj o o receptora. Naime,
prekomerna ekspresija ovih receptora uslovljava miokardnu depresiju, verovatno
aktivacijom G;j (116). Znacaj o;p receptora je mnogo manji u odnosu na druge podtipove
o receptora i predominatno su prisutni u koronarnim arterijama (120).

Dobro je poznato da o, receptori imaju vaznu ulogu u regulaciji oslobadanja
neurotransmitera iz simpati¢kih nervnih zavrSetaka i adrenergickih neurona u centralnom
nervnom sistemu. Za presinaptiCku kontrolu oslobadanja neurotransmitera posebno su
znaCajna dva podtipa o, receptora, opa 1 Oc, jer ukoliko nedostaju, kao rezultati jedne
Cesto citirane studije Hein-a i sar. ukazuju, razvija se hipertrofija miokarda, fibroza i sr¢ana
slabost (121).

Ekspresija [; receptora u srcu korelira sa koncentracijom noradrenalina u
sistemskoj cirkulaciji kao i u koronarnom sinusu. Neke od izmena P-adrenergicke
transmisije u toku progresije sr¢ane slabosti nastaju i u toku starenja. Naime, postoji dobra
korelacija izmedu gustine B; receptora i starosti: sa starenjem se smanjuje broj B, receptora

(122).
2.1.3  Blokatori adrenergickih receptora

Blokatori adrenergickih receptora ili kako se jo§ nazivaju adrenergicki antagonisti,
su lekovi koji inhibiraju efekte aktivacije o i [ receptora nakon simpaticke nervne

stimulacije, odnosno vezivanja endogenih kateholamina. Prema afinitetu za odredeni tip
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receptora, izvrSena je podela ovih lekova na: specifi¢ne a blokatore, blokatore 3 receptora
1 meSovite (neselektivne) antagoniste koji blokiraju oba tipa adrenergickih receptora. Dalje,
u grupi B blokatora se na osnovu farmakoloskog profila mogu izdvoji tri podgrupe,
generacije lekova. Prvu podgrupu karakteriSe podjednak afinitet za ;1 B, receptor, to su
neselektivni B blokatori poput propranolola 1 timolola. U drugoj podgrupi su
kardioslektivni 3 blokatori sa vecom selektivnos¢u vezuju za B; receptor kao $to je
metoprolol koji se sa 75 puta ve¢im afinitetom vezuje za [3; receptor, i bisoprolol, 120 puta
selektivniji u vezivanju za [3; receptor u odnosu na 3, receptor (123). Tre¢u podgrupu Cine
karvedilol i1 bucindolol koji blokiraju oba podtipa receptora ali imaju 1 neka plejotropna
dejstva po kojima se razlikuju od prve generacije. Karvedilol blokira i o; receptore i ima
antioksidativna svojstva (124), dok bucindolol ima vazodilatatorno dejstvo i pokazuje
intrinzicku simpatomimetsku aktivnost (125).

Imajuéi u vidu da je adrenergicka podrSka insuficijentnog srca veoma vazna (126,
127), primena bilo kog B blokatora kod pacijenta sa SI uslovi¢e miokardnu depresiju koja
¢e se manifestovati u odredenom stepenu. U toku akutne primene [ blokatora prve
generacije, depresija kontraktilne funkcije (126) i1 povecanje sistemske vaskularne
rezistencije (128) uslovljavaju smanjenje minutnog volumena (126) u toj meri da ne
iznenaduje intolerancija ovih lekova kod viSe od 20% pacijenta sa SI (129). Medutim,
primena 3 blokatora druge generacije, metoprolola i bisoprolola je moguc¢a i njihovo
uvodenje uspesno kod 70-100% pacijenata (129). Ovi lekovi imaju mnogo povoljniji
farmakodinamski profil jer selektivno blokiraju [; receptor, dok [, receptor ostaje
slobodan za podrSku miokardne funcije, direktno (130) ili posredstvom povecanja
presinaptiCkog  oslobadanja noradrenalina (127, 130). Pored toga, refleksna
vazokonstrikcija kod primene selektivnih ; blokatora je manja u odnosu na neselektivne,
jer slobodan [, receptor moze posredovati u vazodilataciji. Na osnovu ovih
farmakodinamskih razlika B blokatora druge generacije u odnosu na prvu, moze se
objasniti manja redukcija minutnog volumena i perfuzije vitalnih organa (131), kao 1 bolja
inicijalna podnosljivost (129). Vrlo vazno svojstvo [3 blokatora tre¢e generacije,
karvedilola, bucindolola i nebivolala, je redukcija naknadnog optereéenja srca (131, 132).
Kako rezultati nekoliko studija ukazuju buciondolol ne menja minutni volumen (28, 132),
dok primenu karvedilola prati blago povecanje (131). Imajuc¢i u vidu stereoselektivni
metabolizam u jetri S-izomera (133), stereospecifi¢no vezivanje S-izomera za [3 receptore

(134), efekti o blokade su podjednako znacajni (13). Medutim, prilikom intravenske
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primene karvedilola efekti B blokade su mnogo izrazeniji (135). Izrazeno vazodilatatorno
dejstvo karvedilola moze da uslovi znacajne ortostatske simptome pri uvodenju leka i
titraciji doze, smanji podnoSljivost leka ili inicira smanjenje doze diuretika (136).
Medutim, nije poznato da li ova dodatna vazodilatatorna svojstva beta blokatora trece
generacije doprinose njihovoj vecoj klinickoj efikasnosti, imaju¢i u vidu da u toku
hroni¢ne primene karvedilola redukcija sistemske vaskularne rezistencije ne razlikuje se u
odnosu na metoprolol ili placebo (137). Imaju¢i u vidu da P blokatori tree generacije
blokiraju 1 B, receptore, njihova antiadrenergicka aktivnost je sveobuhvatnija, ne samo
zbog dodatne blokade ovih receptora u srcu ve¢ zbog, istim mehanizmom postignute,
samnjene kardijalne (karvedilol, bucindolol) (137) i sistemske (bucindolol) (132)
adrenergicke aktivnosti. Pozitivna korelacija izmedu stepena antiadrenergicke aktivnosti i
efekata 3 blokade na funkciju LK, kako ukazuju rezultati dve multicentricne placebo
kontrolisane studije (138, 139) delom objaSnjava superiorne efekte ovih lekova na funkciju
LK (137; 139) 1 mortalitet (140, 143). Osim toga, potvrdena je efikasnost neselektivnih
blokatora u prevenciji nagle srcane smrti kod pacijenata sa SI (143) za razliku od
selektivnih blokatora (142, 144). Medutim, kako rezultati kasnijih velikih multicentri¢nih
studija to ukazuju, selektivni B blokatori ne zaostaju u prevenciji nagle sr€ane smrti u
odnosu na neselektivne  blokatore (145).

Kao S§to je u brojnim studijama potvrdeno (31, 146), B blokatori mogu na
miokardnu funkciju dvojako da deluju u zavisnosti od duzine primene. Akutna primena 3
blokatora je pracena depresijom miokardne funkcije kao rezultat supresije inotropne i
hronotropne adrenergi¢ke podrske. Medutim, primena 3 blokatora u duzem vremenskom
periodu (> 1 mesec) kod pacijenata sa SI: (1) konzistentno prevenira progresiju miokardne
disfunkcije 1 remodelovanja LK (137, 147, 148); (2) popravlja miokardnu disfunkciju -
posredstvom celijskih i biohemijskih efekta uti¢u na intrinzi¢ku sistolnu funkciju (4); 1 (3)
uslovljava regresiju hipertrofije 1 popravlja ventrikularnu geometriju, odnosno popravlja
remodelovanje LK (146). Pored toga, neki B blokatori doprinose obnavljanju, dugotrajnom
adrenergickom stimulacijom narusene, adrenergicke transmisije (29-31; 137). Prema tome,
B blokatori doprinose prevenciji nekih nezeljenih efekata hroni¢ne kardijalne adrenergicke
stimulacije.

Obnavljanje naruSene [ adrenergicke transmisije. Dugotrajna primena
metoprolola, B blokatora druge generacije, obnavlja naruSenu 3 adrenergicku transmisiju

pre svega ushodnom regulacijom 3 receptora (29-31) i na taj nacin doprinosi postepenom
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poboljsanju miokardne disfunkcije, potvrdene u brojnim klini¢kim studijama (145, 148,
149). Osim toga, metoprolol obnavlja povezivanje [}, receptora sa intracelularnom
signalnom kaskadom (31). Ova dejstva metoprolola na molekularnom nivou su u osnovi
poboljsanja tolerancije fizickog napora (150, 153) i nisu svojstvena 3 blokatorima trece
generacije (137). Medutim, u studiji u kojoj je testirana hipoteza o obnavljanju ekspresije
receptora nije potvrdena razlika u produkciji iRNK kod pacijenata sa povoljnim
terapijskim odgovorom u odnosu na druge koje nisu imali poboljSanje ventrikularne
geometrije i ejekcione frakcije (EF), kao i odnosu na placebo (152). Prema tome, ne moze
se sa sigurnoS¢u re¢i da je obnavljanje adrenergicke transmisije presudno za klinicki
korisne efekte B blokade, posebno imajuci u vidu na razli¢ita svojstva karvedilola. Naime,
iako ne dovodi do ushodne regulacije B receptora (137), kao i da nakon akutne primene
uzrokuje, za razliku od metoprolola, smanjenje kardijalnog odgovora na dobutamin (153),

karvedilol podjednako usporava progresiju miokardne disfunkcije (139, 143).

-AR antagonist

'

Blokada B-receptora

Redukcija . . o Povecanje
simpaticke A”“g';?:tig'vm A”téz".f:\‘/gs"° energetske
aktivnosti ) d efikasnosti
v
Prevencija

remodelovanja srca

\

Korisni efekti u Si

Slika br. 9. Mahanizmi farmakoloskih efekata 3 blokatora u SI (preuzeto i adaptirano iz ref.140).

Za regresiju patoloSke hipertrofije i redukciju remodelovanja veoma vaZan
mehanizam su promene u ekspresiji gena u miokardu (154). PatoloSka ekspresija gena, po
tzv. fetalnom obrascu, je svojstvo SI koje doprinosi miokardnoj disfunkciji zbog promena
u regulaciji kontraktilnosti kardiomiocita (140, 141). To se pre svega odnosi na povecanu

ekspresiju a, a smanjenu 3 teSkog lanca miozina (eng. myosin heavy chain -MHC) (155).
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Nakon primene 3 blokatora, ekspesija ovih gena se vra¢a na adultni nivo i promena nivoa
iRNK korelira sa klini¢kim poboljSanjem kod pacijenta sa SI (156). Pored toga, ekspresija
gena za Ca’"-ATP-aznu pumpu u membrani sarkoplazmatskog retikuluma (SERCA2a)
vraca se na normalni nivo (152). Na proteinskom nivou ove promene u ekspresiji izoformi
teSkog lanca miozina i SERCA2a popravljaju kontraktilnu funkciju, u potpunosti se
odvijaju posredstvom P receptora i Ca**- kalmodulin zavisne protein kinaze II (CaKMII)
(59). Efikasnost karvedilola u povecanju ekspresije SERCA2a je ve¢a u odnosu na
metoprolol (157). Karvedilol, poput antagonista kalcijuma, blokira voltazno-zavisne
kalcijumove kanale L-tipa i smanjuje ulazak Ca’" u kardiomiocit (158). Ovo dejstvo
karvedilola je jedinstveno medu [ blokatorima (159) i rezultat je njegovog
antioksidativnog delovanja (160). Da je modulacija genske ekspresije vazan mehanizam
kojim [ blokatori smanju apoptozu kardiomiocita potvrduju rezultati studija u kojima je
primena metoprolola dovela do ushodne regulacije Bcl-2 proteina, inhibitora apoptoze
(161), odnosno smanjila miokardnu produkciju Bak, proapopoptoti¢kog faktora (162).
Apoptoza kardiomiocita je u toku hroni¢ne primene B blokatora smanjena i usled redukcije
ishemije 1 direktnog citoprotektivnog dejstva (163). Antiapoptoticko dejstvo karvedilola je
rezultat njegove funkcionalne selektivnosti. Naime, kako rezultati studije Wisler-a 1 sar.
ukazuju, ovo jedinstveno svojstvo karvedilola nastaje aktivacijom [, receptora, G protein
nezavisnog, a B arestin-zavisnog ERK signalnog puta (164, 165). Osim toga, sli¢an
signalni put, aktiviran nakon stimulacije [B; receptora, dalje doprinosi jedinstvenoj
farmakodinamici 1 klinickoj efikasnosti ovog 3 blokatora (166).

Povoljan terapijski odgovor 3 blokatora delom nastaje usled metaboli¢kih promena
koje su rezultat negativnog hronotropnog dejstva, ali i inhibicije karnitin acil transferaze,
enzima odgovornog za brzinu transporta masnih kiselina u mitohodrije (149).

Imaju¢i u vidu sva ova deSavanja na ¢elijskom, biohemijskom 1 molekularnom nivou
(sl. 9), kao 1 kompetitivnu prirodu 3 adrenergickog antagonizma i ekstrakardijalnu lokalizaciju
ovih receptora, jasniji je uticaj ovih lekova na prirodni tok sréane slabosti. Naime, ovi lekovi,
kao §to je potvrdeno u brojnim klinickim studijama (138, 148), ne samo da preveniraju
progresiju miokardne disfunkcije 1 remodelovanja, ve¢ popravljaju disfunkciju i smanjuju
remodelovanje (141). Prva saznanja o uticaju hroni¢ne primene 3 blokatora na kontraktilnu
funkciju leve komore, dobijena sredinom sedamdesetih godina proslog veka (167), pokrenula
su brojna klinicka ispitivanja koja su potvrdila superiornost ove terapije, kada traje duze od

mesec dana, u odnosu na placebo (138, 141, 143, 147, 168, 169). Kako rezultati nekih studija

28



ukazuju, u osnovi farmakoloskog efekata je pojacanje kontraktilnosti kardiomiocita (148, 170,
171). U toku hroni¢ne primene 3 blokatora, u proseku nakon 4 do 12 meseci, bolju miokardnu
funkciju prati regresija hipertofije LK (146, 172). Ovim delovanjem [3 blokatori usporavaju
progresivan tok SI i to verovatno postizu ne samo blokadom adrenergic¢ke aktivnosti. Naime,
pretpostavlja se da se vazni indirektni efekti poput inhibicija RAAS, prevencije sinteze
kardiotrofina-1, inhibicija oslobadanja endotelina kao i smanjenje tenzije u zidu LK (141). Ovo
je efekat cele klase, postizu ga 3 blokatori 1 druge i trece generacije. Regresija hipertofije LK i
smanjenje miokardne disfukcije je jedinstveno svojstvo B blokade. ACE inhibirori smanju

remodelovanje LK ali bez izmena u sistolnoj funkciji (4).
2.1.4 Polimorfizam beta receptora

Gen za B; se nalazi na hromozomu 10q24-q26. Gen je bez introna, sastoji se od 1714
parova baza, i kodira protein od 477 aminokiselinskih rezidua, veli¢ine 51,3 kDa (173). Za 3,
je opisano dvanaest polimorfizama od kojih jedanaest rezultira zamenom aminokiseline u
receptoru. Dva najznaajnija SNP u humanom kodiraju¢em regionu B, receptora su: Ser”Gly
gde je u polozaju 49 serin (Ser) zamenjen glicinom (Gly) (174, 176), kao redim alelolom
(minor alele). Na intracelijskom (IC) kraju receptora koji je vazan za vezivanje za G-protein,

3% jako redi alel,

na poziciji 389 Arg je zamenjen Gly (174). Interesantno je da je Gly
inicijalno uzet za ,,divlji tip* (eng. wild-tip) B; receptora (173). Ostali polimorfizmi su znatno

redi, njihova zastupljenost se krec¢e oko 1-2% a funkcionalni znacaj je nepoznat (177).

B,AR-GIn?"Glu (30-40%)

B,AR-Gly'®Arg (40-50%)
\

B1AR-Ser*°Gly (15%)—,

B,AR-Thr'®4lle (1-2%)
B1AR-Arg39Gly (30-40%)

opcAR-del®22-325 (5 or 40%)

Slika 10. Polimorfizmi adrenergickih receptora koji su od znacaja u kardiovaskularnim bolestima
(preuzeto i adaptirano iz ref.173)
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Dobro je poznato da se distribucija ovih polimorfizama u zdravoj populaciji krece
od 0.72/0.28 za Arg®®® Gly i 0.85/0.15 za Ser™Gly (174,177, 178, 179) i da postoji nesto
veée odstupanje u nekim etni¢kim grupama. Tako na primer, Arg®® alel je zastupljen kod
Afro-Amerikanaca rede nego u drugim etnickim grupama: 74% kod Kineza, 72% belaca,
67% kod Hispanics i 58% kod Afro-Amrikanaca (178). Za polimorfizam u polozaju 49 nije
utvrdena statisticki znacajna razlika u distribuciji u razli¢itim etnickim grupama (180).
Izmedu kodona 49 i 389 [; receptora postoji vezano nasledivanje: individue koje su
homozigoti za Gly* su gotovo uvek homozigoti za Arg™ i obrnuto, homozigoti za Ser*’

su i homozigoti za Gly*™. Diplotip Gly*’Gly/ Gly’*Gly je izuzetno redak (179, 181).

Pozicija 49 Pozicija 389
Ser Arg
| | 65%
Ser Gly
l | 26%
Gl Arg
| I 9%

Slika 11. Frekvencija haplotipova B, receptora (preuzeto i adaptirano po ref. 179)

Funkcionalni znacaj ovih SNP ispitivan je u mnogim rekombinatnim sistemima, u
in vitro uslovima. Kako rezultati ovih studija pokazujuju Arg®® ima nesto veéu bazalnu
aktivnost, kao 1 3-4 puta veéu aktivnost adenil ciklaze u odnosu na Gly389 (182). Smatra se
da je to rezultat neito redukovanog povezivanja Gly*® varijante B; receptora za Gs (184).
U skladu sa ovim su i rezultati Joseph-a i sar., koji su utvrdili da postoji statisticki znac¢ajna
razlika u izoprenalinom indukovanoj maksimalnoj produkciji cAMP izmedu celija sa
Arg®™ i Gly*™ (185). Pored toga, u éelijama sa Arg™® alelom P, receptori pokazuju veéu
kratkotrajnu desenzitizaciju u odnosu na receptore sa Gly”* alelom (184).

Na sli¢an nacin ispitivan je znacaj i polimorfizma na polozaju 49 i1 dobijeni su
nekonzistentni rezultati. Naime, Rathz i sar. (186) su utvrdili da nema razlike u afinitetu
vezivanja agonista i antagonista za obe varijante receptora. Pored toga u ovoj studiji nije

bilo razlike u bazalnoj 1 indukovanoj aktivnosti adenil ciklaze. Medutim, druga grupa
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autora dobila je potpuno drugacije rezultate: bazalna i agonistom stimulisana aktivnost
adenilat ciklaze je veca u Celijama sa Gly* u odnosu na Ser® (187). Pored toga, ova
varijanta receptora je senzitivnija na inhibitorne efekte inverznog agoniste kao Sto je
metoprolol 1 podleze intenzivnijoj nishodnoj regulaciji kod dugotrajne stimulacije
agonistom u odnosu na receptor sa Ser”’. Ispitivanje funkcionalnog znacaja &etiri moguéa
haplotipova B, receptora u in vitro uslovima potvrdilo je da u ¢elijama sa Gly*’ najveca
bazalna aktivnost adenil ciklaze, da ukoliko je stimulisana izoprenalinom najveca je kod
Gly¥Arg®™ haplotipa, odnosno Gly*Arg®**>Ser*” Arg®®>>Ser®Gly’”, kao i da
desenzitacija najve¢a kod Gly”Arg®®® a najmanja kod Ser®Gly’® haplotipa (188). Na
osnovu rezultata ovih in vitro studija moze se zakljuciti da su oba polimorfizma
funkcionalno znaajna: Arg**Gly polimorfizam B, receptora u delovanju agonista i to da

se Gly*®

varijanata moZe smatrati hipofunkcionalnom, dok je Ser*’Gly polimorfizam
odgovoran za desenzitizaciju receptora sa Gly kao na dejstvo agonista mnogo
senzitivnijom varijantom receptora.

Primena transgenetski modifikovanih sojeva eksperimentalnih Zivotinja je drugi
vazan pristup u ispitivanju funkcionalnog znacaja polimorfizama [3; receptora. Perez i sar. su
u soju mideva sa prekomernom ekspresijom Arg®® ili Gly*® B, receptora u srcu ustanovili da
je kod tri meseca starih zivotinja bazalni i dobutaminom stimulisani kontraktilni odgovor

389

veéi kod sojeva sa Arg®™ u odnosu na Gly’™ (189). Interesantno je da ova varijanta receptora

% %to

kod Sest meseci starih Zivotinja podlezZe intenzivnijoj desenzitizaciji u odnosu na Gly
se moze objasniti povecanom aktivnoscu kinaze G-receptora (GRK) (190).

Znacaj ova dva polimorfizma ispitivan je u ex vivo studijama na preparatu humanog
miokarda dobijenom prilikom kardiohirurskih intervencija. Molenar i sar. u nameri da
ispitaju direktni uticaj SerGly i Gly’*Arg polimorfizma na humani miokard, su
odredivali kardiostimulatorni efekat noradrenalina, endogenog [3; agoniste, kod pacijenata
sa 1 bez SI. U ovoj studiji nisu nadene razlike u odgovoru na dejstvo agoniste izmedu
nosioca razlicitih alela za B, receptor (191). Medutim, suprotni rezultati drugih studija o
genetski uslovljenoj razlici u odgovoru na noradrenalin 1 posledi¢no vecoj produkciju
cAMP, ukazuju na znacaj ovih polimorfizama (192, 193).

Imajucéi u vidu znacaj 3; u dinamickom, naporom izazvanom ubrzanju sr¢anog rada
1 pojacanju sréane kontrakcije, nekoliko studija je proucavalo genetski uticaj kod zdravih,
mladih homozigota za Arg®™ ili Gly’*”. Ni u jednoj studiji nije potvrdena, na osnovu

rezultata in vitro studija oCekivana, genski uslovljena razlika u frekvenciji i kontraktilnom
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odgovoru ovih receptora kod zdravih nosilaca (178, 194-197). U skladu sa ovim su i
rezultati vece finske kardiovaskularne sudije (Finnish Cardiovascular study - FINCAVAS)
u kojoj naporom izazvano ubrzanje sr¢anog rada kod 890 osoba se nije razlikovalo izmedu
nosilaca Arg®® ili Gly®® (198). Sli¢ne rezultate su dobili i Leineweber i sar. koji su
prethodno primenili atropin sa pretpostavkom da bi mogao da demaskira taj genetski uticaj
(199). Medutim, jasna razlika u genskom uticaju na funkciju B; receptora je uocena u
slicnim studijama kod pacijenata sa sr¢anom insuficijencijom. Naime, Wagoner i sar. su
ispitivali znacaj polimorfizma 3 receptora u grupi pacijenata sa SI i ustanovili da je kod
homozigota za Arg®™® potrosnja kiseonika i tolerancija fizi¢ke aktivnosti veéa u odnosu na

homozigote Gly*™

(200). U prilog znacaja genskog uticaja ukazuje intermedijalni nalaz
potros$nje kiseonika i tolerancije na napor kod heterozigota i njihove opadajuce vrednosti
kod haplotipova 389/49: od najveée kod Gly ** Ser*” a najmanje kod Arg**® Gly *. U ovoj
studiji nije potvrdeno da genotip 1 receptora utice na maksimalnu frekvenciju sr¢anog
rada 1 krvni pritisak. Osim toga, znacaj genske varijabilnosti na ovom lokusu potvrden je u
studiju Stanton-a i sar. koji su utvrdili da u grupi pacijenata sa bolestima bubrega
homozigoti Gly ** B, receptora imaju veéu masu LK u odnosu na nosioce jednog ili dva
Arg®® alela (200). Ova statisti¢ki znadajna razlika se odrzava i kad se iskljuce pacijenti
koji su primali beta blokatore. Primena dobutamina, 3; agoniste, kako rezultati nekih
studija ukazuju, prati statisticki znacajna razlika u inotropnom odgovoru, ubrzanju sr¢anog
rada i aktivnosti renina u plazmi kod homozigota za Arg®™® u odnosu na nosioce jednog ili
dva Gly**’alela za B, receptor (201, 2002)

Dosadasnja ispitivanja o genski uslovljenim razlikama u funkciji ; receptora
upotpunjena su ispitivanjem uticaja Arg**Gly i Ser*’Gly polimorfizama na sréani rad i
krvni pritisak ali sa varijabilnim rezultatima. Naime, Humma i sar. (205) su u grupi od 142
389

ispitanika ustanovili da kod homozigota Arg

dijastolni krvni pritisak (2003). U skladu sa ovim su rezultati drugih studija (204, 205).

za P receptore je brzi sréani rad i visi

Medutim, potpuno suprotne rezultate dobile su dve grupe autora. McCaffery 1 sar. su u
grupi 101 monozigotnih i 44 dizigotnih blizanaca utvrdili da nosioci jednog ili dva
Gly**alela za B, receptor imaju visi sistolni i dijastolni pritisak (206) dok su rezultati
FINCAVAS studije istakli uticaj Ser*’Gly polimorfizama (198).

2.1.5 Polimorfizam CYP2Dé6

Dobro je poznato da su interindividualne razlike u terapijskom odgovoru
primenjenih lekova uslovljene farmakokinetskom varijabilno$¢u koja uglavnom nastaje

zbog razlika u aktivnosti citohrom P450 enzima uklju¢enih u metabolizam lekova. Na
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osnovu genske varijabilnosti enzima koji ucestvuju u metabolizmu leka mogu se izdvojiti
cetiri glavna fenotipa: fenotip sporog metabolizera (PM-poor metabolizers), ekstenzivnog
metabolizera (EM- extensive metabolizers), intermedijalnog metabolizera (IM-
intermediate metabolizers) 1 ultrabrzog metabolizera (UM — ultrarapid metabolizers). PM
fenotip odreduje prisustvo nefuncionalnog gena (207, 208). Kod sporih metabolizera je
smanjen metabolizam leka usled smanjene koli¢ine ili aktivnosti enzima. Ponekad enzim
moze u potpunosti da nedostaje. Kao rezultat primene aktivnog leka u ovom slucaju mogu
se javiti ozbiljna nezeljena dejstva leka, dok je primena neaktivnog leka pracena
smanjenom terapijskom efikasnos¢u. Ovaj metabolicki fenotip je prisutan u 5-10%
pripadnika bele rase. Ekstenzivni metabolizeri predstavljaju najces¢i fenotip. Neki autori
definiSu ekstenzivne metabolizere kao nosioce dve kopije funkcionalnih gena (209), dok su
drugi miSljenja da EM takode ukljucuju i osobe koje su heterozigoti sa najmanje jednim
funkcionalnim alelom (207, 208). Na drugoj strani, kod nosioca vise od dve kopije
aktivnog gena, metabolizam leka je intezivan i oznacavaju se kao ultrabrzi metabolizeri. Za
ovaj fenotip je karakteristicno da primena aktivnog leka u obicajnoj dozi rezultira
terapijskim neuspehom jer se postizu veoma niske koncentracije leka u plazmi. Na drugoj
strani, mogu se javiti i zbiljna neZeljena dejstva ako primenjeni lek ima aktivne metabolite.
Kod UM koncentracija aktivnih metabolita moZze da bude 10-30 puta veca od ocekivane
(210). Prema tome, ultrabrzi metabolizam je odgovoran za nefikasnost antidepresiva i
snizenih koncentracija nekih lekova koji su supstrati CYP2D6 poput tramadola,
antiemetika, venlafaksina, morfina i metoprolola (211). Cetvrtom, fenotipu intermedijalnih
metabolizera, pripadaju heterozigoti za nefunkcionalni/hipofunkcionalni alel, kao i
homozigoti za hipofunkcionalni alel (207). Medutim, po misljenju drugih autora IM se
definiSu kao nosioci samo jednog hipofunkcionalnog alela (208).

CYP2D6 je najznacajniji polimorfni oblik enzima citohrom p450 oksidaze koji
ucestvuje u metabolizmu 25% lekova koji su u prometu (212). Ovaj polimorfizam
znacajno utice na metabolisanje 50% ovih lekova (210). Jedini je enzim iz porodice CYP
enzima koji ne podleze indukciji, te genska varijabilnost najve¢im delom uti¢e na
individualnu varijabilnost enzimske aktivnosti. Prema tome, polimorfizam ovog enzima je
veoma znacajan za metabolizam 1 terapijsku efikasnost lekova kao S§to su antidepresivi,
neuroleptici, antiaritmici, analgetici, antiemetici i neki citostatici. Upravo ovi lekovi mogu
inhibitor i1 redukuje aktivnost ovog enzima na nivo sporog metabolizera (214). Sli¢no

hinidinu deluju i hlorfeniramin, hlorpromazin, klomipramin, fluoksetin, paroksetin i
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sertralin. Pored vaZzne uloge u metabolizmu lekova, znacaj CYP2D6 je potvrden i u
eliminaciji kancerogena poput nitrozamina. Imaju¢i u vidu da se ovi ksenobiotici nalaze u
dimu cigareta mnoge studije su testirale hipotezu o povecanom riziku PM za pojavu
karcinoma pluc¢a. Medutim, rezultati ve¢ine studija nisu potvdili vezu izmedu PM fenotipa
1 pojave ovog karcinoma (215).

Ovaj enzim je konstitutivno eksprimiran, osim u jetri, u tankom crevu i mozgu.
Iako ima podjednaku aktivnost kao u jetri, intestinalna forma CYP2D6 ima neznatan uticaj
na presistemsku eliminaciju oralno primenjenih supstrata za CYP2D6 (216). Posebno je
interesantna ekspresija ovog enzima u mozgu zbog mogucéeg metabolizma nekih lekova,
endogenih supstanci ali i neurotoksina MPNP (1-methil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin).
Imunohistohemijska ispitivanja su potvrdila Siroku distribuciju CYP2D6 u razli¢itim
regionima mozga i nervnim ¢elijama, ukljucujuci i pigmentne neurone supstancia-e nigra-e
(217). Endogeni supstrat, kako neka istrazivanja ukazuju, je 5S-metoksitriptamin, prekursor
1 metabolit melatonina, koji se aktivnos¢u CYP2D6 konvertuje u serotonin (218). Da bi se
razjasnio znacaj ove ekstrahepati¢ne ekspresije CYP2D6 potrebna su nova istrazivanja koja
¢e eventualnu potvrditi i njegov znacaj u razvoju neuroloskih 1 psihijatrijskih bolesti.

Gen za CYP2D6 nalazi se na 22 hromozomu, unutar lokusa u kojem su i dva
pseudogena CYP2D6, CYP2D7 i CYP2DS8 (219). Kao i drugi ¢lanovi CYP2 porodice,
CYP2D geni se sastoje od 9 eksona 1 8 introna. Produkt CYP2D6 gena je polipeptid
sastavljen od 497 aminokiselina.

Do sada je opisano preko 100 razli¢itih funkcionalnih genskih varijanti CYP2D6
(wwww.cypalleles.ki.se) i sve se mogu svrstati u alele koji uzrokuju ponistenu, smanjenu,
normalnu 1 ultrabrzu enzimsku aktivnost. Produkt nefunkcionalnih alela (eng. null alleles) je
protein sa nemerljivom enzimskom aktivnos¢u. Gubitak enzimske aktivnosti nastaje usled:

o mutacije baznog para ili male insercije/delecije koje prekidaju nukleotidni
niz ili inreferiraju sa normalnom obradom iRNK §to rezultira sigurnim ranim zavrSetkom
translacije: 2D6*3,*4, *6, *8, *11, *15, *19, *20, *38, *40, *42, *44)

. sinteze polipeptidnog lanca neizmenjene duzine ali bez enzimske aktivnosti:
2D6*7, *12, *14, *18

. vece hromozomske delecije: delecija celog CYP2D6 gena (2D6*5 ili
nastanak hibridnih CYP2D6/2D7 gena (2D6*13 1 2D6*16)

Najznacajniji nefunkcionalni (eng. null alleles) su CYP2D6*4 1 CYP2D6*5.
CYP2D6 *4 je otkriven kao primarni genski defekt na CYP2D6 lokusu (220) sa
zastupljenoS¢u oko 20-25% u opstoj populaciji (221). Radi se o G1846A tranziciji koja
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uslovljava sintezu nefunkcionalnog proteina. 70-90% sporih metabolizera bele rase su
homozigoti CYP2D6 *4 alela.

Kod 4-6% pripadnika bele rase prisutna je kompletna delecija jednog kodona
unutar kodirujuceg regiona sa potpunim gubitkom CYP2D6 aktivnosti. Posto zastupljenost
ovog alela, oznacenog kao CYP2D6*5, ne pokazuje izrazenu etnicku varijabilnost, sugerise
se da potice iz davne proslosti. NeSto vecu ucestalost od ostalih nefunkcionalnih alela
imaju 2549- A delecija (CYP2D6*3) 1 1707T (CYP2D6%6).

Fenotip sporog metabolizera, odreden prisustvom nefunkcionalnih alela, ima oko
5% stanovnistva u Evropi I 1% u Aziji. U Evropi se 95% fenotipa PM moze definisati
odredivanjem CYP2D6*3, CYP2D6*4, CYP2D6*5 1 CYP2D6%*6 (221). Preostalih 5% PM
su homozigoti ili heterozigoti za druge retke alele.

Najces¢i aleli sa smanjenom aktivnoséu kodiraju¢eg protein su CYP2D6*10,
CYP2D6*17 i CYP2D6*41.

CYP2D6 *10 alel kodira enzim redukovane aktivnosti i smanjene stabilnosti koja
nastaje usled supstitucije aminokiseline prolina serinom na N- termnalnom kraju (222).
Ova varijanta je retka u beloj populaciji ali znacajno prisutna kod Azijata (223).
Interesanto je da je samo alelu CYP2D6*17 svojstvena smanjena aktivnost koja je supstrat
specificna (224, 225). Znacajna varijabilnost njegove aktivnosti se belezi u odnosu na
supstrate kao Sto su dekstrometorfan, risperidon, kodein i1 haloperidol. Kod pripadnika crne
rase zastupljenost CYP2D6*17 alela je veca od 30%.

CYP2D6*2 alel kodira protein koji ima dve razli¢ite aminokiseline u odnosu na
divlji tip, CYP2D6*1. Ova zamena vodi smanjenoj enzimskoj aktivnosti. Medutim, neka
nova saznanja o kontroli genske ekspresije CYP2D6 mogu da objasne pojavu razli¢itog
fenotipa kod nosioca istog alela. Naime, Raimundo-a i sar. su utvrdili da u regionu
promotera CYP2D6, postoje Sest polimorfizma, od kojih je za jedan (-1584 C>G)
potvrdeno da je povezan sa funkcionalnim polimorfizmom *2 alela (226). Prisustvo
guanina na polozaju —1584 kod nosioca CYP2D6*2 odreduje EM fenotip. Ukoliko je
umesto guanina citozin na polozaju —1584, determinisan je IM fenotip. Alel *2(-1584C) je
preimenovan u *4/. Utvrdeno je da u odsustvu ovih dodatnih alela, enzim koji kodira
CYP2D6*2 alel je smanjene aktivnosti i udruzen je sa intermedijalnim metabolickim
fenotipom (227).

Vrlo vazna karakteristika gena za CYP2D6 je da se moze javljati u ve¢em broju
kopija. Ova pojava je svojstvena funkcionalnim, delimi¢no funkcionalnim 1

nefunkcionalnim genima. Kako rezultati Gaedigk-a i sar, ukazuju u ve¢em broju kopija se
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mogu javiti *IXN, *2xN, *4xN, *6xN, *10xN, *17xN, *17x N, *29xN, *35xN, *43xN, i
*45xN (228). Umnozavanje kopija funkcionalnih gena rezultira ultrabrzom enzimskom
aktivnos$¢u. Duplikacija gena se registruje u Evropi kod 5-10%, znatno rede nego u Africi
ili Aziji. Na osnovu ¢injenice da su neki biljni alkaloidi supstrati za CYP2D6, ranije se
pretpostavljalo da je veca zastupljenost duplikacije gena u nekim populacijama Isto¢ne
Afrike u ¢ijoj ishrani su zastupljene i biljke sa otrovnim alkaloidima, rezultat prirodne
selekcije. Duplikacija gena je jedina mogucnost jer efikasniji mehanizam, mehanizam
indukcije, nije svojstven ovom enzimu (229). Nosioci jedne do dve dodatne kopije
CYP2D6*1 ili CYP2D6*2 u Evropi ¢ine 1-5% opste populacije.

Metabolizam lipofilnih beta blokatora se najve¢im delom odvija u jetri
posredstvom citohrom P-450 enzima, posebno CYP2D6. Kada su dobijeni metaboliti
funkcionalno neaktivni, metabolicki kapacitet CYP2D6 u velikoj meri utice na nivo leka u
plazmi. Cinjenica da se poluvreme eliminacije metoprolola kod sporih i ekstenzivnih
metabolizera znacajno razlikuje (7.5 vs. 2.8h), potvrduje uticaj polimorfizma CYP2D6 na
farmakokinetiku metoprolola. Shodno tome, moguce posledice izmenjenog metabolickog
klirensa uklju¢uju promenjenu efikasnost leka (usled nizih koncentracija kod UM 1
povisenih nivoa kod PM) ili povecanu toksi¢nost (zbog visoke koncentracije leka kod
sporih metabolizera). Znacaj genotipa CYP2D6 u klinickoj primeni metoprolola potvrdena
je rezultatima nekoliko studija (230; 231). Kod pacijenata koji su nosioci nefunkcionalnih
alela CYP2D6 alela, metoprolol ima jaci negativni inotropni efekat. Na osnovu ¢injenice da
je veoma mala zastupljenost sporih metabolizera u opstoj populaciji, mogu se objasniti
negativni rezultati manjih studija. U poredenju terapijskog odgovora metoprolola kod
pacijenata koji su ekstenzivni metabolizeri (70%) sa grupom koju c¢ine spori i
intermedijalni metabolizeri, nije potvrdena statistiCka znacajnost (232). Prema tome, iako
je nedvosmisleno potvrden uticaj CYP2D6 genotipa na metabolicki status i nivo leka u
plazmi, terapijski odgovor je izmenjen samo kod PM koji ¢ine mali deo populacije.
Ukoliko se uzme u obzir da su u toku titracijie metoprolola usporenje pulsa i pad krvnog
pritiska pogodni za evaluaciju njegove efikasnosti, moze se pretpostaviti da genotipizacija
nije neophodna za optimalno doziranje ovog leka. Dalje, jo$ jedna potencijalna primena
genotipizacije CYP2D6 je identifikacija sporih metabolizera kao populacije pacijenata kod
kojih se u toku primene standardnih doza metoprolola mogu javiti nezeljena dejstva. U
prilog ovoj hipotezi govore rezultati retrospektivne studije u kojoj je utvrdeno da u grupi
pacijenata sa nezeljenim dejstvima bilo 38% sporih metabolizera (229). Medutim, u

istrazivanjima koja su usledila nije potvrdena veza izmedu CYP2D6 genotipa/fenotipa sa
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nezeljenim dejstvima metoprolola, uprkos cCinjenici da je postojala jaka korelacija sa
nivoom leka u plazmi (234-236). Medutim, u tumacenju ovih rezultata treba uzeti u obzir
da je zastupljenost sporih metabolizera u ispitivanoj grupi mala, kao i1 da su sli¢na
ispitivanja o uticaju genske varijabilnosti CYP2D6 na pojavu nezeljenih dejstava nekih
drugih lekova imala pozitivne rezultate (237, 238).

Karvedilol je visoko lipofilan beta blokator koji nakon oralne primene podleze
intezivnoj presistemskoj eliminaciji. Stereoselektivni metabolizam u jetri odgovoran je za
razliku u koncentraciji u plazmi njegovih enantiomera: R-enantimer postize dva puta vecu
koncentarciju (239). Za intenzivan metabolizam karvedilola u jetri znacajni su procesi
oksidacije 1 konjugacije (240). U reakciji oksidacije aromati¢nog prstena S- i R-karvedilola
posreduje CYP2D6, uz mali doprinos CYP1A42, CYP2CY9, CYP2C19 1 CYP344 (240).
Imaju¢i u vidu da se najvecim delom proces oksidacije odvija posredstvom visoko
polimorfnog CYP2D6, moze se pretpostaviti da je, gore pomenuta razlika u koncentraciji
enantiomera genetski determinisana (241). Medutim, Cinjenica da je jedan metabolit, 4'-
hidroksifenil karvedilol, ima vecu aktivnost od primarnog leka umanjuje znacaj genske
varijabilnosti gena za CYP2D6 u nastanku interindividualnih razlika u terapijskom
odgovoru (242).

Prema tome, na osnovu ovih saznanja moze se zakljuciti da najveci nasledni uticaj
na farmakoterapiju ima upravo polimorfizam gena za CYP2D6. Pretpostavlja se da c¢e
znaCaj ove varijabilnosti u buducnosti biti manji jer se toku razvoja novih lekova vodi

racuna da se izbegne uticaj genski izmenjenog metabolizma na njihovu farmakokinetiku.

2.2 Kardioinflamatorni model src¢ane insuficijencije

Sr¢ana insuficijencija predstavlja patofizioloski kompleksnu terminalnu
manifestaciju razli¢itih bolesti poput ishemijske bolesti srca (IBS), valvularnih mana,
idiopatske kardiomiopatije i dr., koja se danas ne posmatra kao jednostavan model
popustanja srca kao pumpe, ve¢ kao multisistemski poremecaj. Poznato je da pored
kardiovaskularnog sistema, kako isti¢e hemodinamska hipoteza, razvijana 1960-tih i 1970-
tih godina, ukljuceni i miSi¢no-skeletni, renalni, neuroendokrini i imuni sistem. Rezultati
jedne studije u kojoj je utvrden poviSen nivo faktora nekroze tumora alfa (TNF-a) u krvi
pacijenata sa sr¢anom insuficijencijom (243) inicirali su veliki broj ispitivanja tako da je,
moze se re¢i, nastao novi, kardioinflamatorni model sréane insuficijencije. Znacaj
inflamacije 1 imune aktivacije nije umanjen objavljivanjem negativnih rezultata dve velike

multicentri¢ne studije o efiksnost anti TNF-a terapije kod pacijenata sa sréanom slabosc¢u
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(244, 245). Nesporno je da imuna aktivacija u srcanoj slabosti nije sluc¢ajni fenomen, jer
citokini izvesno imaju specificnu ulogu u patogenezi, razvoju i progresiji SI. Mehanizam
imune aktivacije nije u potpunosti poznat. Pored toga i dalje je nepoznato kako aktivirani
imuni odgovor posle inicijalnog oSteCenja doprinosi progresivnom toku SI. Uprkos
razli¢itoj etiologiji klini¢ka slika, kao i histoloske i imunoloske karakteristike su sli¢ni kod
svih pacijenata. Aktivacija imunog sistema koja prati oSte¢enje miokarda ukljucuje
aktivaciju razli¢itih tipova celija (monociti/makrofage, T, B, NK ¢elije, mastociti,
endotelne celije, trombociti) i bioaktivnih supstancija kao S$to su TNF-q, interleukini,
sistem komplementa, hemotakticki faktori, adhezioni molekuli 1 faktori rasta. Mnoga tkiva
poput masnog tkiva, jetre 1 miokarda su vazan izvor aktiviranih inflamatornih medijatora
(246). PoviSen nivo brojnih proinflamatornih medijatora u cirkulaciji nije samo marker
imune aktivacije, ve¢ doprinosi progresiji srcane slabosti i to depresijom miokardne
kontraktilnosti, promocijom ventrikularnog remodelovanja ali 1 funkcionalnim
ekstrakardijalnim promenama kao $to su umor i dispnea, anemija, kaheksija, ateroskeloza,
bubrezna disfunkcija i depresija. Na drugoj strani brojne patofizioloske karakteristike
sr¢ane insuficijencije kao S$to su redukcija minutnog volumena, povecana periferna
vaskularna rezistencija, disfunkcija endotela, mitohondrija, hipoksija tkiva, oksidativni
stres 1 endoksemija, doprinose daljoj imunoj aktivaciji i progresiji sr¢ane slabosti (242).
Imaju¢i u vidu da inflamacija predstavlja nasledni mehanizam samoodrzanja a ne
samodestrukcije, veoma je vazno pronaci precizan mehanizam njene modulacije. Prema
tome, efikasnija 1 bezbednija imuna modulacija je moguc¢a ukoliko se dopune saznanja o
tome 1) Sta uzrokuje inflamaciju 1 aktivira imuni sistem kod pacijenata sa sr¢anom

insuficijencijom, i 2) koji su patofizioloski i potencijalni protektivni efekti citokina.
2.2.1 Mehanizmi aktivacije imunog sistema u sréanoj insuficijenciji

Vrlo vazan korak u razumevanju znacaja inflamacije u SI prestavlja mehanizam
njegove aktivacije. Veoma je teSko razviti jedinstveni teorijski model imune aktivacije koji
¢e pokriti sve aspekte srane slabosti. Postoji nekoliko hipoteza o aktivaciji imunog

sistema u sr¢anoj slabosti (Slika 12).
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Slika 12. Indukcija inflamacije kod pacijenata sa hronicnom sré¢anom insuficijencijom

(preuzeto i adaptirano iz ref.256)

2.2.1.1 Hemodinamske promene i oksidativni stres

Jedan od puteva stimulacije sinteze citokina u miokardu, kako sugeriSu rezultati
nekih studija, pokrenut je hemodinamskim optere¢enjem. Naime, jednostavno pasivno
istezanje miokarda moze pokrenuti biosintezu iRNK za TNF o (243, 244) ali i drugih
proinflamatornih citokina poput interleukina 1 (IL-1) i peptida hemotakse monocita (eng.
monocyte chemoattractant peptide (MCP)-1) (246). Osim u kardiomiocitima ovi citokini
mogu biti sintetisani 1 u endotelu i1 leukocitima, verovatno kao rezulatat nagomilavanja
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS) sa aktivacijom NF-xB (247). Oksidisana forma
lipoproteina male gustine (eng. oxidized low density lipoprotein cholesterol) povecava
ekspresiju citokina u endotelu i monocitima i to moze biti od znacaja za razvoj SI u
ishemijskoj bolesti srca (248). Od subcelularnih promena za razvoj i progresiju SI,
najvazniji je povecan oksidativni stres, kao 1 da disbalans izmedu pro i antioxidanasa

podstice inflamaciju sistemski kao i u miokardu (251).
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Slika 13. Nekoliko hipoteza o aktivaciji imunog odgovora u sréanoj insuficijenciji.
(preuzeto i adaptirano iz ref.250)

2.2.1.2 Direktna antigena aktivacija

Aktivacija imunog sistema moZe nastati direktnom antigenom stimulacijom kao u
slu¢aju akutnog virusnog miokarditisa. Prodor kardiotropnog virusa u kardiomiocit
pokre¢e imunoloske mehanizme koji podrazumevaju aktivaciju mononukleara, B i T
limfocita. U ovim ¢elijama stvaraju se inflamatorni citokini i toksi¢ni radikali kiseonika,
koji mogu uticati na funkciju miokarda. Pored toga aktivirane B celije stvaraju antitela
usmerena protiv razliCitih peptida koja mogu imati patofizioloSki znacaj. Identican
histopatoloski nalaz postoji kod reakcije akutnog odbacivanja nakon transplantacije srca 1
virusnog miokarditisa. Ukoliko se zaustavi proces inflamacije, miokardna disfunkcija je u
potpunosti reverzibilna (250, 251, 254).

Autoimuni proces i1 infektivni agensi su znacajan patogenetski faktor u jednoj
podgrupi idiopatske dilatantne kardiomiopatije i mogu se povezati sa perzistentnom
inflamacijom. Kod ovih pacijenata se nalaze razliCita autoantitela protiv kardijalnih
proteina, kao $to su miozin, P; receptor i muskarinski receptor (256, 257). Antitela
usmerena protiv f3; receptora mogu se na¢i 1 kod 18% pacijenata sa ishemijskom
kardiomiopatijom (258).

Ukoliko se nastala autoantitela uklone moze do¢i do poboljsanja klinicke slike kao

Sto je potvrdeno u studiji Milera i sar. (259).
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Slika 14. Citokina hipoteza sr¢ane insuficijencije (Preuzeto i adaptirano iz ref. 251)

2.2.1.3 Sekundarna aktivacija nakon oStecenja miokarda

Moguca aktivacija imunog sistema moze nastati sekundarno, nakon primarnog,
najcesce ishemijskog oste¢enja kardiomiocita, kada dolazi do pojave novih antigena kao
Sto su [3; adrenoreceptori (Slika 15).

Nedavna istrazivanja Satoh-a i1 sar. (260) istakla su znacaj Toll-like receptora
(TLR) u razvoju sréane slabosti kod pacijenata sa akutnim infarktom miokarda (AIM).
Naime, ova grupa autora je ispitivala ekspresiju TLR4 u monocitima kao mogué¢em izvoru
proinflamatornih citokina u AIM 1 utvrdila da postoji intezivnija ekspresija ovih receptora
kod pacijenata sa AIM kod kojih se razvila SI u odnosu na pacijente sa AIM bez SI (260).
Visoka ekspresija TLR4 u endotelnim ¢elijama nakon stimulacije endotoksinom ukazuje
na moguci znacaj ovih receptora u endotel-zavisnoj inflamaciji u sr¢anoj slabosti (261).
Ove receptore, pored endotoksina, aktiviraju i heat shoc proteini i1 reakativne kiseonicke

vrste (ROS) (262) i to moze da bude od znacaja za hroni¢nu inflamaciju u SL
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2.2.14 Neurohormonalna aktivacija

Rezultati nekih ispitivanja su potvrdili da neurohormonalna aktivacija, kao Sto je
aktivacija RAAS 1 adrenergickog sistema doprinosi perzistentnoj inflamaciji u SI (261,
263). Na mogudi uticaj angiotenzina na inflamaciju ukazali su najpre rezultati studija u
kojima je angiotenzin II povezan sa stimulacijom rasta kardiomiocita i fibroblasta (264).
Angiotenzin II svoj uticaj na ekspresiju gena ostvaruje posredstvom aktivacije
transkripcionog faktora NF-kB (265) koji ima presudan uticaj na pokretanje miokardnog
inflamatornog odgovora 1 to povecanjem ekspresije proinflamatornih citokina, NO,
hemokina i adhezionih molekula (266, 267). (slika 15). Kalra 1 sar. su utvrdili da
angiotenzin II indukuje biosintezu TNF-a protein kinaza C zavisnim mehanizmom (268).
Pored toga, proinflamatorni citokini mogu da dovedu do ushodne regulacije razlicitih
komponenti RAAS u miokardu. Tako na primer, TNF-a povecava gustinu tip 1 AT
receptora (AT1) na fibroblastima u miokardu kao 1 da poveca senzitivnost ovih ¢elija na
profibroticko dejstvo endogenog angiotenzina I, §to je suprotno od direktnog dejstva TNF-
o na fibroblaste (269). Uzajamni uticaj RAAS 1 proinflamatornih citokina je mogu¢ jer
koriste zajednicki signalni put - mitogen activated protein kinase (MAPK) i to, kako
rezultati nekih studija sugerisu, preko tri clana MAPK porodice: ER kinaze (extracellularly
responsive kinases - ERKs) (271, 272), c-Jun N-terminalne kinaze (JNKs) (273, 274) 1 p38
kinaze (271, 273). Angiotenzin Il i1 TNF-a stimuliSu hipertrofiju kardiomiocita

nakupljanjem slobodnih kiseoni¢nih radikala (275) posredstvom p38 kinaznog puta.
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Slika 15. Unakrsna regulacija RAAS I imflamatornih medijatora (preuzeto i adaptirano iz ref.270)
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Kako rezultati klinickih i eksperimentalnih studija sugeriSu TNF-o i NO su od
znaCaja za efekte angiotenzina II i noradrenalina kao $to su miokardna depresija i
desenzitizacija B receptora koji se osim u sr¢anoj insuficijenciji javljaju 1 u sepsi i
miokardnoj ishemiji (270, 276). Povecana aktivhost RAAS i hroni¢na inflamacija
perzistiraju istovremeno (277, 278), iako poviSen nivo proinflamatornih citokina se javlja u
ranijoj fazi od neurohumoralne aktivacije S§to ih ¢ini mnogo senzitivnijim markerom
miokardne disfunkcije (279). Potvrdeno je da postoji korelacija izmedu visokog nivoa
TNF-a 1 noradenalina u serumu pacijenata sa blagom 1 umerenom (278), kao 1 teSkom SI
(281).

Na moguénost interakcije izmedu RAAS i [ adrenergickog sistema sa jedne i
hroni¢ne sistemske inflamacije u srcanoj insuficijenciji sa druge strane, ukazuje prisustvo 3
receptora na membrani limfocita i monocita, kao i da njihova aktivacija utice na produkciju
citokina, verovatno preko nakupljanja cAMP (281). Na osnovu ovih rezultata moZze se
pretpostaviti da se neki od maladaptivnih efekata neurohormona postizu aktivacijom
imunog sistema.

Interesantnu hipotezu su postavili Jankovska i sar. o povezanosti smanjenog tonusa
parasimpatikusa i hroni¢ne inflamacije u sr¢anoj insuficijenciji (282). Ovi autori su
pretpostavili da smanjena aktivnost parasimpatikusa ¢iji su brojni antiinflamatorni efekti

potvrdeni (283), moze doprineti imunoj aktivaciji i inflamaciji u SI(282).
2.2.1.5 Endotoksin hipoteza

Po sledecoj hipotezi, jednostavno nazvanoj ,endotoksin-citokini“ hipotezi
bakterijskim endotoksinom indukovana sinteza citokina, nastaje posle prodora endotoksina
iz digestivnog trakta u cirkulaciju i stimulacije produkcije TNF-o u monocitima (284). Prvi
rezultati koji su ukazivali na znacaj endotoksina u aktivaciji imunog sistema u srcanoj
insuficijenciji objavljeni su 1997. god. Anker 1 sar. su utvrdili visok nivo solubilne forme
CD14 receptora (sCD14) za koji se vezuje endotoksin, posebno kod pacijenata sa
izrazenom kaheksijom (285). U ovoj studiji nadena je posebno snazna korelacija izmedu
visokog nivo sCD14 i TNF-a, sTNF-R1 i sSTNF-R2 (285). Prodor endotokisna i stimulacija
sinteze citokina je posebno visok u fazi dekompenzacije i pojave izrazitih edema (286), u
kojoj ishemija povecava intestinalnu permeabilnost (288). Medutim, diuretska terapija, u
proseku nakon 40 dana, doprinosi normalizaciji koncentracije endotoksina sa tendencijom

pada i novoa TNF-a (286). Interesantni su rezultati pilot studije Konrada i sar. (289) koji
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su istakli znacaj selektivne intestinalne dekontaminacije primenom neresorptivnih
antibiotika, polimiksina B i tobramicina, u toku osam nedelja u eliminaciji intestinalnih
Gram negativnih bakterija i redukciji nivoa endotokisna u krvi i fecesu, kao i nivoa TNF-a,,
IL-1 1 IL-6 1 redukcije periferne endotelne disfunkcije kod pacijenata sa sr¢anom
insuficijencijom. Kako rezultati nekoliko studija ukazuju monociti mogu biti znacajan
izvor TNF-a (289-292), §to uz potvrdenu njihovu interakciju sa miokardom (293, 294)

ukazuje na njihov znacaj u patogenizi sr¢ane insuficijencije.

2.2.2 Faktor nekroze tumora

Mnogi aspekti fenotipa sr¢ane insuficijencije se mogu objasniti bioloSkim efektima
proinflamatornih citokina, kao §to je TNF-o kada su prisutni u dovoljno visokoj
koncentraciji kao Sto je u src¢anoj insuficijenciji. Najbolje proucen proinflamatorni citokin
u sr¢anoj insuficijenciji je TNF-o.. 1975.g. Carswell 1 sar. (295) identifikovali su serumski
protein Cija je sinteza endotoksinom stimulisana i za koji je utvrdeno da izaziva nekrozu
tumora. Prvobitno je nazvan kahektin jer se smatralo da ima ulogu u molekularnoj osnovi
kaheksije (295). SintetiSe se kao prekusor (proTNF-a) protein izgraden od 212
aminokiseline (AK) (26kDa) kao stabilna homotrimerna transmembranska forma (tmTNF-
a). Aktivnhoséu TNF-a konvertirajueg enzima (eng. TNF-alpha—converting enzyme-
TACE), za membranu vezanog enzima iz grupe matriks metaloproteinaza, izdvaja se zrela
forma, polipeptid od 17kDa. Polimerizacijom tri polipeptidna lanca nastaje cirkuliSuci
homotrimer, solubilna forma TNF-a (51kD; sTNF-a) (296). Obe forme, tmTNF-o 1 STNF-
a su bioloski aktivne i njihova relativna koli¢ina zavisi od vrste stimulusa, od aktivnosti i
vrste stimulisane ¢elije kao 1 od aktivnosti TACE 1 prirodnih inhibitora TACE kao §to je
tkivni inhibotor 3 metaloproteinaza (eng. tissue inhibitor of metalloproteinases-3) (297).
Kada koncetracije sTNF-a padne na nanomolarni nivo dolazi do izdvajanja monomernog
fragmenta od 17 kd koji nije bioloski aktivan (298). Sintezu prekusora posticu brojni
infektivni i inflamatorni stimulusi kao Sto su lipopolisaharaidi, virusi, antigeni parazita i
gljiva, IL-1 ali i molekul TNF-a (299). Mnoge imune ali i neimune ¢elije mogu sintetisati
TNF-a kao §to su makrofagi, T limfociti, mastociti, granulociti, natural killer (NK ¢elije),

fibroblasti, neuroni, keratinociti i glatkomisi¢ne ¢elije (300).
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Slika 16. Sinteza, vezivanje za receptore i signalni put TNF-a..
(preuzeto i adaptirano iz ref. 306)

Biosinteza TNF-a zavisi od genske transkripcije i indukcije sinteze iRNK posredstvom
brojnih stimulusa unutar 30 min. Medutim, mnogo znacajnija regulacija TNF ekspresije se
odvija na postranslacionom nivou. Naime, adenin-uracil (eng. A-U-rich elements — ARE)
segmenti 3-netransliraju¢eg regiona uticu na translaciju 1 degradaciju iRNK (301). Na
sopstvenu produkciju TNF- o moze da utiCe pozivnom 1 negativhom povratnom spregom.
Povecanje sinteze nekih citokina kao $to su interleukin 1 (IL-1), interferon y (INF-y) i
interleukin 2 (IL-2) podsti¢e produkciju TNF-a. Medutim, TNF indukcijom sinteze IL-10,
prostaglandina 1 kortikosteroida, inhibira sopstvenu sintezu (300).

Kada se sintetiSe i oslobodi, TNF-a svoje bioloske efekte ostvaruje preko dva tipa
TNF receptora- TNF receptor 1 (TNFR-1) i TNF receptor 2 (TNFR-2). TNFR mogu
aktivirati 1 sSTNF-a 1 tmTNF-a. TNFR su membranski glikoproteini koji se razlikuju po
profilu ekspresije u razliCitim ¢elijama, po afinitetu za ligande, strukturi bo¢nog lanca i
transdukciji signala. Uz to, tmTNF-a moze funkcionisati i kao ligand 1 kao receptor (300)
(sl. 15). Posle aktivacije receptora, intracelularne promene su posledica aktivacije

nuklearnog faktora kB NF-«xB ili apoptoza, u zavisnosti od metabolickog stanja celije.
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Interesantno je da vezivanje tmTNF ili TNF antagonista za TNFR moze imati potpuno
suprotne efekte i usloviti aktivaciju ¢elije, supresiju citokina i apoptoze (302).

Zdrav miokard ne sadrzi TNF-o ali ima oba tipa receptora koje aktivira TNF-o
(TNFR1 1 TNF2). Medutim, u insuficijentnom srcu postoji ekspresija TNF alfa i nishodna
regulacija TNFR (303). Kao $to je gore navedeno, u miokardu se TNF-a sintetiSe kao
odgovor na delovanje endotoksina, optereCenje pritiskom ili volumenom,
ishemije/reperfuzije i oksidativnih stimulusa kao $to je nuklearni faktor kapa B (NFkB)
(247), sto je potvrdeno nalazom iRNK za TNF-a u insuficijentnom srcu (304).

TNFR1 je konstitutivno prisutan na skoro svim celijama osim eritrocita, dok
TNFR2 je generalno inducibilna forma 1 prevashodno prisutna na endotelnim i
hematopoetskim ¢elijama (300). Solubilna forma TNF-a (sTNF-a) ima veci afinitet 1 30
puta je duze vezana za TNFR-1 u odnosu za TNFR-2 (305), pored toga, posle disocijacije
od TNFR-2, TNF-a vezuje se za TNFR-1. Na drugoj strani tmTNF-a ispoljava veci
afinitet prema TNFR-2.

Stimulacijom TNF receptora aktivira se signalni put koji vodi apoptozi ili aktivaciji
nuklearnog faktora kB (NF-kB) i aktivacionog protein-1 (AP-1 Activating protein-1) (306).
Kada je aktiviran NF-kB put, suprimiran je proces apoptoze. To se postize vezivanjem
proteina, tzv. domena smrti (eng. death domen, DD) za intracelularni deo TNFRI.
Medutim, ukoliko je iz bilo kojih razloga otezana aktivacija NF-xB puta, apoptoza postaje
dominantan signalni put (300). Aktivaciji NF-xkB prethodi fosforilacija i proteoliticka
degradacija inhibitornog proteina IkB. Slobodni NF-kB, heterodimer koji se vezuje za
promotore brojnih gena kao S§to su geni za TNF-a, iNOS 1 adhezione molekule.
Permanentna aktivacija NF-kB u SI nezavisno od etiologije sugeriSe na znataj ovog
traskripcionog faktora u patofiziologiji sr€ane slabosti (307).

U srcu aktivacija TNFR1 ima negativni inotropni efekat, pokrece apoptozu
kardiomiocita i povecanu ekspresija HSP 72 (308). Na drugoj strani, aktivacija TNFR2 je
povezana sa protektivnim dejstvom TNF-o na kardiomiocit u toku hipoksije i ishemije
koja se delom odvija posredstvom 1 TNFR1 receptora (309, 310). Ovaj receptor posreduje
u nastanku autoimunog miokarditisa u eksperimentalnim uslovima, a njegov nedostatak
kod miseva sa prekomernom ekspresijom TNF-a pogorSava sréanu insuficijenciju i
mortalitet (311). U studiji Hamida i sar. potvrdeno je da TNFR1 i TNFR2 imaju suprotne
efekte na remodelovanje, hipertrofiju leve komore, produkciju nuklearnog faktora

kB (NF-kB), inflamaciju i apoptozu u miokardu (312).
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Solubilna forma TNFR ima potencijalno koristan efekat jer se vezivanjem 1-og do
3 molekula TNF-o redukuju njegovi celijski efekti ali, sa druge strane, je izvor
prolongirane aktivnosti ovog citokina (313, 314). Oba tipa receptora, nakon aktivacije
mogu se nac¢i u krvi i urinu. Ova, tzv. solubilna forma receptora (sTNFR) u korelaciji je sa
loSom prognozom SI u kra¢em (315) i duzem vremenskom intervalu (316). Pored toga,
pokazano je da je TNFR1 nezavisni faktor rizika za mortalitet i pojavu sréane slabosti kod
pacijenata sa akutnim infarktom miokarda zajedno sa EF, Kilip klasom i kreatin kinazom-
MB (C-ALPHA studija) (317). Nivo sTNFRI1 je najvisi kod pacijenata sa najtezom
formom srcane slabosti, u fazi dekompenzacije 1 kod pacijenata sa kaheksijom (279). Zbog
toga Sto je tesko direktno meriti TNF-a u miokardu, meri se TNFR kao relativni index

lokalne aktivacije TNF-a (318, 320).

2.2.2.1 Bioloski efekti TNF-a u srcu

Koje ¢e efekte TNF-a imati zavisi od tipa ¢elije, u kojoj se fazi ¢elija aktivira i od
lokalne koncentracije citokina. Npr, infuzija TNF-o zdravim dobrovoljcima uslovice
vazokonstrikciju (320) i delovati prokoagulatno (321), ali ukoliko se sa visokim dozama
TNF-a, primeni endotoksin, dolazi do hipotenzije, povecane vaskularne permeabilnosti i
depresije miokarda (322). Kratkotrajna produkcija u srcu je korisna u adaptaciji na razlicite
stresore, dok u duzem vremenskom periodu doprinosi progresiji sr¢ane slabosti. Veliki broj
studija je ispitivao patofizioloski znacaj produkcije TNF-a u miokardu koriste¢i razvijen
eksperimentalni model transgenih miseva sa prekomernom ekspresijom ovog citokina, kod
kojih je registrovana miokardna inflamacija, dilatacija srcanih Supljina i razvoj SI (323,
324).

Miokardna disfunkcija u SI je posledica, pre svega izmene 3 receptorske signalne
transdukcije, povecane sinteze reaktivnih kiseoni¢nih vrsta 1 aktivacije inducibilne forme
NO sintetaze (325, 326). Prve rezultate o kardiodepresornom dejstvu TNF-a objavili su
Finekel i sar. (327) koji su utvrdili da je umereni negativni inotropni efekat dozno-zavistan
1 reverzibilan §to je bilo u skladu sa rezultatima i1 drugih autora (328,329). Danas je
poznato da je inotropni efekat citokina kompleksan, da ukljucuje inicijalni, unutar nekoliko
minuta, depresorni ili stimulatorni efekat u zavisnosti od eksperimentalnih uslova i
fizioloSkog miljea, 1 kasniji, kardiodepresorni odgovor koji traje od nekoliko sati do
nekoliko dana i zavisi od sinteze sekundarnih glasnika (326). Za inicijalno dejstvo TNF-a

znaCajna je aktivacija konstitutivne NO sintaze, sfingolipidnih medijatora, arahidonske
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kiseline, kao i promena intracelularne koncentracije kalcijuma, dok je odlozen odgovor
rezultat delovanja NO (sintetisan uz uceS¢e inducibilne NO sintaze), stvaranje reaktivne

kiseoni¢ne vrste, izmene 3 adrenergickog signalnog puta (326).
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Slika 17. TNFa i kontraktilna funkcija ((preuzeto i adaptirano iz ref. 331)

Pored funkcionalnih javljaju se i strukturne promene koje doprinose progresiji
sr¢ane slabosti kao Sto su hipertrofija, apoptoza kardiomiocita i kardijalna fibroza. U
osnovi kompleksnih promena koje se odvijaju u toku remodelovanja leve komore nalaze se
vazne izmene na molekularnom, ¢elijskom 1 intersticijalnom nivou koje uticu na funkciju 1
veli¢inu leve komore (Tabela br.1). Neke od ovih promena poput smanjene ekspresije gena
za o, a povecane za 3 teSki lanac miozina, progresivnog gubitka miofilamenata, izmena u
citoskeletu 1 desenzitizacije 3 adrenergicke transmisije su revezibilne i1 posle 3 blokade, uz
povecanje EFLK, dolazi do pove¢anja iRNK za ATPazu sarkoplazmatkog retikuluma, o
lanac miozina i smanjenja ekspresije gena za [ teSki lanac miozina (308). Prema tome,
efekat 3 blokade je delom povezan sa izmenama u ekspresiji gena u miokardu.

Kada se TNF-a primeni u patofizoloski relevantnim koncentracijama dovodi do
hipertrofije kardiomiocita eksperimentalnih Zivotinja (330), kao i u in vitro uslovima (331).

U skladu sa ovim su i rezultati drugih studija sa prekomernom ekspresijom gena za TNF-o
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(332, 333). Interesantni su rezulatati dve studije u kojima su eksperimentalni modeli sr¢ane
slabosti uzrokovani izolovanom prekomernom kardijalnom ekspresijom tmTNF-a,
odnosno sTNF-a, imali razli¢it patofizioloski supstrat (332, 334). Naime, ukoliko je
povecana sinteza tmTNF-a, fenotip srane isuficijencije imao je u osnovi koncentri¢nu
hipertrofiju leve komore, povecan sadrzaj kolagena i reekspresiju fetalnih gena (332), dok
prekomerna ekspresija sTNF-o uslovila dilatantnu kardiomiopatiju i smanjenje sadrzaja
kolagena (334). Pored svog direktnog dejstva na sintezu proteina i reekspresiju fetalnih
gena (331, 332) TNF-a mozZe posredno, stimulacijom sinteze iRNK za IL-1 1 IL-6, usloviti
hipertrofiju kardiomiocita (335). TNF-a stimulisana hipertrofija kardiomiocita se moze
smanjiti istovremenom primenom losartana, antagoniste angiotenzina II (263) i blokadom

NF-xB (336), a delom je posledica nakupljanja reakativnih kiseonicnih vrsta (275).

Tabela 2. Efekti TNF-o na remodelovanje leve komore

e Bioloske promene miocita
o Hipertrofija miocita
o Kontraktilna disfunkcija

o Ekspresija fetalnih gena

e Promene ekstracelularnog matriksa
o Degradacija matriksa

o Fibroza

e Progresivni gubitak miocita
o Nekroza
o Apoptoza

Za progresivni gubitak miocita putem nekroze odgovorni su noradrenalin,
angiotenzin II i endotelin, dok se promene na DNK koje su karakteristicne za apoptozu
povezuju sa dejstvom jo§ i1 TNF-a 1 oksidativnim stresom. Uloga apoptoze u progresiji
sr¢ane insuficijencije nije u potpunosti razjasnjena iako je poznato da gubitak
kardiomiocita na ovaj nacin nesporno doprinosi disfunkciji miokarda. Naime, kod
pacijenata u terminalnoj fazi dilatatne kardiomiopatije apoptoza je zastupljena kod 0,08 do
0,25% kardiomiocita, dok je u kontrolnoj grupi 0,001 do 0,002% (343). Pored ¢lanova
TNF familije znacajni su 1 neki drugi citokini, poput IL-1p i monocitnog hemotakti¢nog

proteina (eng. monocyte chemoattractant peptide-MCP-1) (259). U procesu apoptoze,
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pokrenutog aktivacijom TNFR1, najvaznija je aktivacija kaspaza (cistein-aspart proteaza) i
povecanja intracelularnog oksidativnog stresa $to ima za posledicu poremecaj funkcije
mitohondrija 1 oslobadanje citohroma C u citoplazmu (253). Medutim, za fizioloski znacaj
oksidativnog stresa, kako rezultati jedne studije ukazuju, je mnogo znacajniji balans
izmedu TNF-a 1 IL-10 od aktivnosti ovih citokina ponaosob (338).

Ekstracelularni matrix (ECM) je izgraden od mreze kolagenih vlakana, bazalne
membrane 1 proteoglikana. Neke promene ECM poput prekida kontinuiteta mreze
kolagena, smanjenja adhezivnosti kardiomiocita za bazalnu membranu, promena aktivnosti
matriks metaloproteinaza (eng. matrix metalloproteinases-MMPs) 1 njihovih endogenih
ithibitora - tkivnih inhibitora metaloproteinaza (eng. tissue inhibitors of metalloproteinases
- TIMPs) koje su veoma znacajne u remodelovanju leve komore i progresiji miokardne
disfunkcije (339) nastaju posredstvom TNF-a (340). Naime, u osnovi izmenjenog balansa
izmedu sinteze i1 razgradnje kolagena je disregulacija aktivnosti MMPs 1 TIMPs (341).
Stimulacija aktivnosti MMPs pod uticajem TNF-a vremenom slabi 1 zajedno sa
povecanom ekspresijom TIMPs uslovljava povecanje sinteze i deponovanja kolagena i
miokardnu fibrozu (313, 342). U skladu sa ovim su rezulatati studije Lija i sar. da
neutralizacija TNF-a smanjuje denaturaciju kolagena i aktivnost matriks metaloproteinaze
(343).

Pored toga, TNF-a dovodi do povecanja aktivnosti lipoproteinske lipaze (344) i
izmene metabolizma insulina (345) Sto povecava intenzitet slobodnih masnih kiselina 1
potrebe miokarda za kiseonikom (308). Na osnovu ovih rezultata moZze se pretpostaviti da
su bioloske promene u kardiomiocitima delimi¢no uslovljene i metabolickim izmenama.

Prema tome, TNF-a posredovane promene u veli¢ini LK i debljini njenog zida su
veoma kompleksne 1 povezane sa izmenama u biologiji kardiomiocita (hiperofija,
apoptoza) i ekstracelularnom matriksu (sinteza i/ili degradacija kolagena) (308).

Kao $§to je ve¢ ranije pomenuto, oStecenje miokarda u toku ishemije i reperfuzije je
delom uslovljeno efektima TNF-o. Naime, pored reverzibilne endotelne i miokardne
disfunkcije, egzogena primena ili povecana produkcija TNF-a u toku ishemije/reperfuzije
uslovi¢e miokardnu disfunkciju iako je koronarni protok neizmenjen ili blago redukovan
(346, 347). U sli¢nim istrazivanjima je pokazano da nakon reperfuzije prvi skok TNF-a
nastaje u prvim satima, dok se drugi skok javlja posle osam dana (348, 351). Pored toga,
eksperimentalno je pokazano da nedostatak gena za TNF-a kod miSeva S§titi miokard od

ishemija/reperfuzija oStecenja (351), kao i da primena At protiv TNF redukuje veli¢inu
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infarkta (352). Medutim, objavljeni rezulatati drugih studija ukazali su na protektivnu
ulogu TNF-a u toku ishemije i reperfuzije, odnosno sréane insuficijencije. Kurrelmeyer 1
sar. su utvrdili da ukoliko postoji nedostatak gena za TNFR1 i TNFR2 kod miSeva,
infarktna zona je veca, a apoptoza kardiomiocita je intenzivnija (310). U prilog ovome
govori 1 Cinjenica da egzogena primena TNF-o u in vitro uslovima S§titi humane

kardiomiocite od hipoksickog oSte¢enja (353).

ISHEMIJA
@<_REPERFUZIJA S

TNF receptor 2 TNF receptor 1

ZASTITA OSTECENJE

Slika 18. TNFo u ishemiji/reperfuziji miokarda

(preuzeto i adaptirano iz ref. 362)

Ovo kardioprotektivno dejstvo, kako ukazuju rezultati nekih studija, je dozno-
zavisno (sl. 18). Naime, male doze egzogenog TNF-o preveniraju ishemija-reperfuzija
ostecenje (0,5 ng/ml, in vitro), dok su vece doze (10-20 ng/ml, in vitro) citotoksicne (353,
354). Ovakvi kontraverzni rezulati se mozda mogu objasniti tipom receptora koji se
aktivira, odnosno da TNFR1 posreduje u kardiotoksicnom, a TNFR2 kardioprotektivhom
dejstvu (312). Vazan signalni put koji se u srcu aktivira posredstvom TNFR2 je SAFE put
(eng. Survivor Activating Factor Enhancement pathway). Nakon $to se TNF-a veze za
TNFR2 aktivira se janus kinaza/signalni prenosilac i1 aktivator transkripcije 3 (eng. Janus
kinase / signal transducer and activator of transcription 3 - JAK/STAT?3) signalni put (355,
356) (Slika 19). JAKs je porodica tirozin kinaza koja ima vaznu ulogu regulaciji
transkripcije gena odnosno u trasmisiji signala od citosola do jedra i ekspresiji
antiapoptoti¢nih 1 supresiji proapoptoti¢nih gena (357). Prema tome, umerena stimulacija
ovog puta povecava prezivljavanje celije dok je prekomerna aktivnost Stetna i, kako
rezultati nekih studija pokazuju, odgovorna za inflamaciju, remodelovanje LK i razvoj

sr¢ane insuficijencije (350, 358).
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Slika 19. Sematski prikaz kardioprotektivnog SAFE puta
(preuzeto i adaptirano iz ref. 350).

2.2.2.2  Prognosticki znacaj TNF-a u SI

2.2.2.2.1 TNF-o. kao marker sréane insuficijencije

Prvi rezultati o povisenom nivou TNF-o kod pacijenata sa teSkom formom SI
objavljeni su 1990. godine (282). Kako je poviSen nivo TNF-o utvrden kod pacijenata sa
kardijalnom kaheksijom (359, 360) i dekompenzacijom (286) pretpostavljeno je da
pojacana ekspresija ovog inflamatornog markera nastaje samo u terminalnoj fazi bolesti.
Medutim, kao §to su rezultati brojnih studija to potvrdili, aktivacija ovog proinflamatornog
molekula pocinje u ranijim fazama SI (NYHA klase II) (282, 296) ili kod asimptomatskih
pacijenata (353), nastavljaju¢i da raste sa pogorSanjem bolesti (296, 362) nezavisno od
uzroka (292, 303; 319) i korelira sa mortalitetom kod uznapredovale sr¢ane slabosti (364).

Povecéanje nivoa TNF-a povezano je sa smanjenjem broja receptora u miokardu i
povecanjem broja solubilnih TNFR (303). Povecanje solubilnih TNFR, kao §to je ve¢

pomenuto je mnogo senzitivniji marker imune aktivacije od nivoa TNF-a (319).
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2.2.2.2.2 Nivo TNF-a kao prediktor loSe prognoze srcane slabosti

Postoji korelacija nivoa TNF-a i solubilnog TNFR i povefanja mortaliteta kod
pacijenata sa SI (363, 364). Posebno se izdvaja znacaj solubilnih TNFR kao nezavisnog
faktora rizika. Kako rezultati Dunlay i sar. (365) pokazuju, loSu prognozu imaju i pacijenti
sa sr¢anom insuficijencijom i ouvanom ejekcionom frakcijom. Potvrdena je direktna
povezanost nivoa TNF-a sa neurohumoralnom aktivacijom i stepenom anemije kao i

kaheksije, kao najvaznijim klinickim markerom loSe prognoze (366).

2.2.2.2.3 Nivo TNF-a kao marker terapijskog odgovora u sréanoj

insuficijenciji

U nekoliko studija je pra¢en nivo TNF-a u toku standardne tarapije SI. Rezultati
studija o uticaju ACE inhibitora na produkciju TNF-a nisu konzistenti. lako je ACE
inhibicija u in vitro, u kulturi mononukleara i endotelnih ¢elija, suprimirala produkcije
TNF-a (367; 368) kao i kod eksperimentalnih Zivotinja (367; 369), to nije potvrdeno u
svim klini¢kim studijama, ni sa svim ACE inhibitorima (362, 363). Prema tome, potrebna
su druga ispitivanja da bi se ovaj efekat povezao sa ACE inhibicijom.

Sli¢ni rezultati dobijeni su i1 u studijama u kojima je ispitivan uticaj beta blokatora.
U eksperimentalnom modelu postinfarktnog remodelovanja LK, kao i kod pacijenata sa
dilatantnom kardiomiopatijom (372, 373) metoprolol, selektivni [; antagonist, je
suprimirao produkciju proinflamatornih citokina. Medutim, druge eksperimentalne studije
to nisu potvrdile (374, 375) kao ni subanaliza MERIT-HF studije (Metoprolol CR/XL
Randomized Intervention Trail in Congestive Heart Failure) (376).

Karvedilol, neselektivni 3 blokator, u in vitro uslovima suprimira endotoksinom
stimulisanu sintezu TNF-o u humanim monocitima (377), smanjuje ekspresiju NF-xB u
aktiviranim humanim T limfocitima (375). Ovaj efekat karvedilol verovatno postiZze svojim
antioksidativnim svojstvima (375, 378). U klinickim studijama karvedilol je suprimirao
intrakardijalnu produkciju TNF-a (379, 380) i, za razliku od metoprolola, smanjio i
produkciju IL-6 kod pacijenata sa idiopatskom kardiomiopatijom (374).

Ovi rezultati ukazuju na vaznu interakciju izmedu RAAS i proinflamatornih
citokina, kao i da se efekti konvecionalne terapije mogu delimi¢no objasniti 1 modulacijom

proinflamatornih citokina.

53



2.2.2.3 Polimorfizma gena za TNF-a

Gen za TNF-a nalazi se na kratkom kraku Sestog hromozoma, izmedu gena za
TNF-B (LTa) i LTP 1 zajedno sa njima lezi u klasi III regiona glavnog kompleksa
histokompetabilnosti (eng. major histocompatibility complex (MHC)), izmedu klase II
humanog leukocitnog antigena (HLA) povr$nih molekula HLA-DP, DQ i DR i MCH klase
I antigena, HLA-A, B 1 C (Slika 20). To je region sa najveCom gustinom gena koji
determiniSu individualnost imunog odgovora: oko 40% gena u ovom regionu su znacajni
za imuni sistem (The MHC sequencing consortium, 1999, Nature). Pored toga, ovo je
region sa najve¢im brojem polimorfizma u celom genomu. Imajuéi u vidu ovakav znacaj
MHC regiona, moze se pretpostaviti da polimorfizam unutar ovog lokusa moze doprineti
njegovoj udruzenosti sa infektivnim i autoimunim bolestima (373,374), posebno ukoliko
TNF-o pokrece inflamatornu reakciju kao $to je u reumatoidnom artritisu (382) ili kada je
visoka koncentracija ovog citokina u serumu udruzena sa loSom prognozom, kao $to je u
malariji (385). U prilog ovome govori udruzenost specificnih MCH haplotipova sa
razli¢itim TNF-a fenotipovima: DR3 i DR4 haplotipovi su udruzeni sa ve¢om (386, 387), a
DR2 haplotipovi sa smanjenom produkcijom TNF-a (386, 387). Ovi rezultati sugeriSu da
funkcionalni polimorfizam koji reguliSe gen za TNF se nalazi unutar ovog regiona. Prema
tome, zbog tzv. ,,vezanog disekvilibrijuma‘ tj. vezanog nasledivanja ovih alela, udruzenost
MCH haplotiva i TNF fenotipova moze se objasniti polimorfizamom TNF gena ili

varijabilno$¢u povezanog gena koji direktno ili indirektno reguliSe ekpresiju TNF-a.

d
HLA-DR LTB X ) TNF ) LTA HLA-B
44—/ HHRE— HH H_ _HiH—#&
4 32 1 4 3z 1
b
+153 +70 _m;zu 857 1073
TNF qe3|/ 376 878 863 -1031
AT T T
—EI7 1 LTA—
-> 1274 bp -

Slika 20. TNF kompleks (preuzeto i adaptirano iz ref. 373)
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Identifikovani su brojni polimorfizmi unutar i oko gena za TNF koji mogu uticati
na njegovu produkciju (Slika 20). U regionu promotora registrovano je 10 polimorfizama:
na poziciji -1073 (C/T), -1031 (T/C), -863 (C/A), -857 (C/T), -575 (G/A), -376 (G/A), -
308(G/A), -244 (G/A), -238 (G/A) 1 -163 (G/A). Dva polimorfizma su registrovana u
egzonu 1 unutar UTR (eng. 5’ untranslated region - UTR), na poziciji +70 (insercija C)
(343) 1 +153 (C/T) (390). Nekoliko polimorfizma su pronadena u intronima (395), dok je
G/T dimorfizam prisutan u 3’ UTR (392). Znacaj polimorfizma jednog nukleotida (SNP) je
mnogo veci ukoliko se za tu sekvencu DNK vezuju transkripcioni faktori. Postoje brojne
tenhike kojima se moze utvrditi da li izmena jednog nukleotida menja vezivanje
transkripcionih faktora, transkripcionu aktivnost te sekvence ili koli¢inu sintetisanog TNF-
. Nazalost, u razli¢itim eksperimentalnim uslovima dobijeni su suprotni_rezultati o uticaju
nekih polimorfizama na TNF-a sintezu.

Najveci broj ispitivanja funkcionalnog znacaja polimorfizma jednog nukleotida u
promotoru TNF su fokusirana na poziciju -308 gde postoji, kako su prvi opisali Wilson 1
sar., bialelni polimorfizam: zamena uobi¢ajnog guanina, oznac¢enog kao divlji tip (TNFATL),
adeninom kao redim alelom (TNFA2) (395). Polimorfni TNFAZ2 alel je povezan sa MCH
haplotipom HLA-A1, B8, DR3 (394) koji, kao Sto je ve¢ gore navedeno, povezan sa
povecanom produkcijom TNF-o (385,387) i autoimunim bolestima kao $to su insulin
zavisni diabetes melitus (385) i sistemski eritemski lupus (396). Pored toga, kako rezultati
nekih studija ukazuju, TNFA2 homozigoti imaju visi nivo TNF-a u cirkulaciji u odnosu na
TNFAT1 homozigote (397, 398). Medutim, druga istrazivanja nisu potvrdila uticaj -308 G/A
polimorfizma na nivo TNF-a u cirkulaciji (399, 400). Brojna ispitivanja o uticaju ovog
polimorfizma na transkripciju imala su kontraverzne rezultate. Dok su rezultati Cetiri
nezavisne grupe autora pokazali da TNFA2 alel ima vecu transkripcionu aktivnost u
poredenju sa TNFA1 (401-403), druge studije nisu utvrdili statisticki znacajnu razliku (389,
404). Pored toga, nekonzistentne rezultate imale su i studije u kojima je u in vitro uslovima
ispitivana stimulisana produkcija TNF-a u celijama -308 G/G homozigota i G/A
heterozigota: dve grupe autora su potvrdila povecanu produkciju kod nosioca G/A u
odnosu na G/G (397, 405) dok cetiri nisu (406-409). StatisticCku znacajnost dobijenih
rezultata ovih studija umanjuju dva vazna faktora: razlika u koncentraciji primenjenog LPS,
Ing-10pg/ml, mali broj heterozigota G/A, od 6 do 16.

Znacaj ovog polimorfizma ispitivan je u mnogim infektivnim, autoimunim i
malignim bolestima. Smatra se da kod nosioca TNFA2 postoji povecan rizik od pojave

sepse (410) 1 da je kod pacijenata ako se razvije septicki Sok povecan mortalitet (411).
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Potvrdena je udruzenost -308 G/A polimorfizma sa astmom (412), diabetesom (413),
sistemskim eritemskim lupusom (414) 1 juvenilnim reumatoidnim artritisom (415). Pored
toga, znacaj ovog polimorfizma je potvrden u Guillan-Bareovom sindromu (416) 1
nonHodkin limfomu (417). Interesantni su rezultati dve metaanalize o znacaju ovog
polimorfizma kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom i ulceroznim kolitisom. Naime,
autori su utvrdili da ne postoji statisticki znacajna razlika u distribuciji TNFAI1 i TNFA2
alela kod obolelih u Evropi za razliku od Juzne Amerike (418), odnosno isto¢ne Azije

(419).
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3 HIPOTEZE ISTRAZIVANJA

Nulta hipoteza

Ne postoji znacajna razlika u distribuciji genskih polimorfizama na genima za f3; i
B, receptore pacijenata sa sr¢anom insuficijencijom u odnosu na grupu zdravih
ispitanika

Ne postoji uticaj genskih polimorfizama na genima za f3; i B, receptore na terapijski
odgovor beta blokatora kod pacijenata sa SI

Ne postoji znacajna razlika u ucestalosti G 1 A alela 1 genotipova polimorfizma (-
308 G/A) na genu za TNF-o izmedu ispitivane 1 kontrolne grupe

Ne postoji veza izmedu genskog polimorfizma (-308 G/A) na genu za TNF-a i1
tezine klinicke slike, toka i ishoda bolesti

Radna hipoteza

Prisustvo odredenog alela ili genotipa na genima za f3; i B, receptore odreduje
predispoziciju za pojavu src¢ane insuficijencije

Prisustvo odredenog alela ili genotipa na genima za f3; i 3, receptore odreduje
tezinu klinicke slike, tok i ishod bolesti

Prisustvo odredenog alela ili genotipa na genima za f3; i 3, receptore uti¢e na
terapijski odgovor beta blokatora

Prisustvo odredenog genotipa polimorfizma (-308 G/A) na genu za TNF-a na
pojavu, tok 1 ishod sr¢ane insuficijencije
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4 CILJ RADA

1. Ispititati uCestalost genskih polimorfizama na genima za 3; i 3, receptore pacijenata
sa sr¢anom insuficijencijom u odnosu na grupu zdravih ispitanika

2. Ispititati distribuciju genskog polimorfizma (-308 G/A) na genu za TNF-a kao i
ucestalosti G 1 A alela i genotipova (A/A, G/A 1 G/G) ispitivanog polimorfizma,
kod pacijenata sa SI u odnosu na zdrave ispitanike

3. Ispititati distribucije alela 1 genotipova ovih genskih polimorfizama unutar
podgrupa napravljenih na osnovu tezine klinicke slike i primene odredenog beta
blokatora

4. Ispitati uticaj genskih polimorfizama na genima za f; i B, receptore na terapijski
odgovor beta blokatora kod pacijenata sa SI

5. Ispitati ucestalost polimorfizma na genu za CYP2D6 kod pacijenata sa SI

6. Ispitati uticaj genskog polimorfizama na genu za CYP2D6 kod pacijenata sa SI na
koncentarciju i terapijski odgovor § blokatora

7. Populacionom farmakokineti¢kom analizom odrediti populacione farmakokineticke
parametre karvedilola 1 ispitati uticaj pojedinih ¢inilaca na njihove vrednosti

8. Populacionom farmakokinetickom analizom odrediti populacione farmakokineticke

parametre bisoprolola i ispitati uticaj pojedinih ¢inilaca na njihove vrednosti
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S ISPITANICII METODE

Istrazivanje je obavljeno u Laboratoriji za funkcionalnu genomiku i proteomiku
Naucnoistrazivackog Centra za Biomedicinu, Medicinskog fakulteta u NiSu, na materijalu
koji je dobijen od bolesnika sa sr¢anom insuficijencijom lecenih na Institutu za leCenje 1
rehabilitaciju ,,NiSka Banja*“ i Klinici za kardiovaskularne bolesti Klinickog centra NiS 1
kontrolne grupe, klini¢ki zdravih osoba (dobrovoljni davaoci krvi Zavoda za transfuziju,
Klini¢kog centra Ni§). Svi ispitanici su pre ukljuCivanja u istrazivanje obaveSteni o
ciljevima istrazivanja 1 saglasnost potvrdili potpisivanjem informativnog pristanka.
Istrazivanje je odobreno od strane Etickog komiteta Medicinskog fakulteta u NiSu (reSenje
broj: 01-5413-4) 1 Etickog odbora Instituta ,,NiSka Banja“. Ispitivanja su vrSena na
mononuklearnim ¢elijama izolovanim iz sveze krvi uzete sa 0,38% Na-citratom kao
antikoagulansom (9ml krvi i Iml antikoagulansa). Koncentracije karvedilola i bisoprolola

u plazmi odredene su metodom te¢ne hromatografije visokih performansi (HPLC).

5.1 Ispitanici

U istrazivanje je ukljuc¢eno ukupno 298 ispitanika, 216 pacijenata sa SI'i 82 klini¢ki
zdrave osobe. Ispitanici studijske grupe bili su prosecne starosti 63,98+11,39 godina (95%
CI: 62.44-65.53). Starost ispitanika se kretala od 28 do 83 godine. U ispitivanoj grupi bilo
je znacajno vise muskaraca (n=159, 73,6%) nego zena (n=57, 26,4%). Pacijenti su
odabirani u momentu klinicke prezentacije bolesti, dijagnoza je postavljana na osnovu
klinickih 1 ehokardiografskih kriterijuma. Dijagnoza SI je postavljena prema preporukama
ACCA/AHA (American College of Cardilogy, American Heart Association) na osnovu
tipicnih simptoma i znakova srcane slabosti kod pacijenata koji imaju ehokardiografski
utvrdenu normalnu EF i oStecenu dijastolnu funkciju LK (dijastolna SI), odnosno smanjenu
EF 1 sistolnu disfunkciju (sistolna SI) (420). Procena tezine klinicke slike izvrSena je
funkcionalnom klasifikacijom NYHA (New York Heart Asssociation) koja se zasniva na
subjektivnoj proceni lekara o pacijentovim moguénostima i sposobnostima za uobicajne
dnevne aktivnosti (420). Pacijenti su bili na standardnoj terapiji koja podrazumeva primenu
ACEi, beta blokatora, spirinolaktona, diuretika, digoksina 1 statina. U istraZzivanje nisu
ukljuceni pacijenti koji su bili na terapiji lekovima koji su snazni inhibitori CYP2D6 poput
fluoksetina, paroksetina, bupropiona i hinidina, kao i pacijenti sa teSkim funkcionalnim

ostecenjem jetre.

59



Polna i starosna struktura ispitivanih grupa data je u tabeli 1.
Kontrolnu grupu grupu c¢inila su 82 ispitanika, prose¢ne starosti 43,69+13,60

godina, (27-79 godina), 51 Zena (62,20%) 1 31 muskarac (37,80%).

Tabela 3. Polna i starosna struktura ispitivane i kontrolne grupe

Ispitivana grupa Kontrolna grupa

N(%) Starost (god) N(%) Starost (god)
Muskarci 159 (73,6) 62,75 31 37,80
Zene 57 (26,4) 67,38 51 62,20
Ukupno 216 63.98 82 43,69

U prospektivno istrazivanje je uklju¢eno 70 pacijenta koji su u proseku praceni
34.8043.25 meseci. U ovom periodu je registrovana rehospitalizacija, potreba za hitnom
medicinskom pomo¢i i mortalitet ovih pacijenata. Na osnovu dobijenih podataka analiziran
je uticaj polimorfizma adrenergickih receptora i citohrom P 450 na klinic¢ki tok i1 ishod

bolesti.

5.2 Metode

5.2.1 Ispitivanje genskih polimorfizama PCR-RFLP metodom

Izolacija DNK iz krvi bolesnika izvrSena je koriS¢enjem komercijalnog QIA amp
DNA Blood Mini kita (Qiagen GmbH, Hilden, Nemacka). Uzorkovana krv je ¢uvana na -
80°C do izolacije. Na dobijenom uzorku DNK ispitivani su polimorfizmi gena za TNF-a u
poziciji - 308G/A (rs1800629), metodom lanCane reakcije polimeraze-odredivanje

polimorfizama na osnovu duZzine restrikcionih fragmenata (PCR-RFLP) (421).
5.2.1.1 Ispitivanje polimorfizma Arg 389Gly (rs1801253) na genu za 3, receptor

Na genu za 3; adrenergicki receptor u polozaju 1165, guanin (“divlji tip”’) moZze biti
zamenjen citozinom, §to moze imati za posledicu u sekvenci amino kiselina tj amino
kiselina glicin se menja u arginin u polozaju 389. Fragment od 463 baznih parova
amplifikovan je kori§¢enjem ushodnog (F 5’-CCGCCTCTTCGTCTTCTTCAACTG-3’) i
nishodnog (R 5’-TGGGCTTCGAGTTCACCTGCTATC-3’) prajmera. Reakciona smesa
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zapremine 25 ml sastojala se iz: 12,5 ml 10 x PCR reakcionog miksa (Kappa Biosystems),
po 0,5 ml ushodnog i nishodnog prajmera (20 pmol/ml), i 10 ng DNK. Sve je dopunjeno

ultra¢istom vodom do 25 ml.

Lan¢ano umnozavanje gena vrSeno je pod slede¢im wuslovima: inicijalna
denaturacija na 95°C-2 minuta, pra¢ena sa 39 ciklusa denaturacije na 95°C- 15 sec,

anilingom na 66°C-30 sec, elongacijom na 72°C-30 sec i terminacijom na 72°C- 30 sec

5.2.1.1.1 Elektroforeza na agaroznom gelu

PCR amlifikati proveravani su elektroforezom na agaroznom gelu (2%). Gel je
pripreman tako Sto je 1,2g agaroze (Applichem, GmbH, Darmstadt, Nemacka) rastvoreno u
60 ml 1x TBE pufera (0,89 M Tris- HCL, 0,89 M borna kiselina, 0,5M EDTA pH 8,0). Isti
pufer koris¢en je za elektroforezu pod slede¢im uslovima: jacina struje 100 mA, napon 100
V, vreme 30 min. DNK ladder (100 bp) koriS¢en je za detekciju veli¢ine fragmenata.
Nakon zavrsene elektroforeze gel je bojen 30 minuta u smesi 20 pl etidijum bromida i 200

ml TBE, nakon ¢ega je vrSena vizuelizacija DNK fragmenata pod UV zracima.

5.2.1.1.2 Digestija dobijenih PCR produkata

Nakon potvrdene amplifikacije na agaroznom gelu, PCR amplifikati su metodom
restriktivne digestije, uz pomo¢ restriktivnih endonukleaza, isecani na manje fragmente,
zavisno od prisustva polimorfizma restrikcionog mesta. Reakciona smeSa finalne
zapremine 20 pL sadrzala je: 2ul pufera Tango, 1 U pl Neol enzima (Fermentas GmbH,
St.Leon-Rot, Nemacka) i 15 pL PCR amplifikata I dd H,O do finalne zapremine.

Digestija je vrSena u vodenom kupatilu na 37°C u toku noc¢i.

5.2.1.1.3 Vizuelizacija dobijenih produkata digestije
5.2.1.1.3.1 Identifikacija fragmenata za ADRB1 Arg389Gly

Nakon zavrSene digestije, dobijeni DNK fragmenti identifikovani su na
vertikalnom forezom na 8% poliakrilamid gelu. Gel je pripreman na slede¢i nacin: 2,66 ml
30% akrilamidnog rastvora (29:1 akrilamid:N’N’metilen-bisakrilamid u vodi); 1ml 10x
TBE pufera (0,89 M Tris-HCI, 0,89 M borne kiseline i 0,5 M EDTA pH 8,0); 6,13 mL dd
H,O. Neposredno pre nalivanja gela dodati su inicijatori polimerizacije: 100ul 10%
amonijumpersulfata 1 10uL TEMED-a (N,N,N’,N’- tetrametilenetilen-diamin).

Elektroforeza je izvedena u 1x TBE pod slede¢im uslovima: ja¢ina struje — 20 mA, napon -

61



120 V, vreme 80 min. Nakon zavrSene elektroforeze, gel je ostavljen 30 minuta u smesi
etidijum bromid i IXTBE (0.5ug/ uL), nakon ¢ega je vrSena vizualizacija DNF fragmenata
pod UV zracima.
Nakon digestije mogla su da se vizuelizuju tri genotipa Arg389Gly polimorfizma
1. Arg/Arg-homozigot (divlji tip) (351+111bp)
2. Arg/Gly- heterozigot (463+351+111bp)
3. Gly/Gly- homozigot (mutirani) 463bp

. »
463bp

of 351bp Bl boe el |
k:vd

Slika 21. Prikaz digestije na 8% akrilamid gelu. Kolona I DNK standard od 50 bp; kolona 2 A/A Arg/Arg-
homozigot (divlji tip) (351+111bp); A/G, Arg/Gly- heterozigot (463+351+111bp); G/G, Gly/Gly- homozigot
(mutirani) 463bp

5.2.1.2 Ispitivanje genskog polimorfizma na 49 na genu za f3; receptor

Polimorfizam Ser49Gly na 1 adrenergickom receptoru detektovan je metodom
RFLP. Amplifikat veli¢ine 562 bp dobijen je uz pomo¢ prajmera ¢ija je sekvenca prikazana
u tabeli (Tabela).

Lan¢ano umnozavanje gena vrSeno je pod slede¢im uslovima:inicijalan
denaturacija na 95°C- 2 minuta, pracena sa 39 ciklusa denaturacije na 95°C- 15 sec,
anilingom na 65°C-30 sec, elongacijom na 72°C-30 sec i terminacijom na 72°C- 30 sec.
Dobijeni amplifikat je nakon provere na agaroznom gelu (na isti nacin kao za predhodni
polimorfizam) podvrgnut restriktivnoj digestiji (restrikcioni enzim ECO0109, Thermo
Fischer, USA). Nakon digestije dobijeni fragmenti su detektovani na vertikalnoj

elektroforezi na 8% PAGE.
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Nakon digestije mogla su da se vizuelizuju tri genotipa Ser49Gly polimorfizma
(Slika 22 )
1. Ser/Ser, homozigot A/A, jedan fragment 562 bp,
2. Ser/Gly, heterozigot A/G, 3 fragmenta od 562 bp, 343bp 1219 bp,
3. Gly/Gly, homozigot G/G: sa dva fragmenta od 343 1 219 bp.

Slika 22. Prikaz digestije na 8% akrilamid gelu
Kolona 1 100 bp ladder; kolona 2 Ser/Ser, homozigot A/A, jedan fragment 562 bp, Ser/Gly, heterozigot A/G,
3 fragmenta od 562 bp, 343bp 1219 bp

5.2.1.3 Ispitivanje polimorfizma Glyl6Arg (rs1042713) na genu za 3, adrenergicki

receptor

Detekcija polimorfnog gena za 3, receptor Glyl6Arg izvrSena je takode metodom RFLP uz
pomo¢ restriktivnog enzima BsrDI (Fermentas). Umnozavanje dela gena koji sadrzi ovaj
polimorfizam je izvrSeno u prisustvu nishodnog (sens) 5'-CTTCTTGCTGGCACGCAAT-
3' I ushodnog (antisens) 5'-CCAGTGAAGTGA TGAAGTAGTTGG-3. PCR amplifikat je
bio veli¢ine 200 bp, a temperaturni profil (35 ciklusa (95°C 2 min, 95°C-15 sec, 56°C 15

sec min, 72° C 15 sec i 72°C 30 sec min). Nakon provere amplifikata na agaroznom gelu
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izvrSena je digestija pomocu BsrDIna 65° C (Glyl6 alel se karakteriSe sa dva benda od

1301 70 bp; Argl6 alel se detektuje pomocu 3 benda na 22, 108, i 70 bp).

DNK A/A

Slika 23. Prikaz digestije na 8% akrilamid gelu: Kolona I DNK standard 50 bp; A/A, Gly16 alel (dva benda
od 1301 70 bp); G/A Glyl6Arg heterozigot; G/G, Argl6 alel
(3 benda na 22, 108, 1 70 bp).

5.2.1.4 Ispitivanje genskog polimorfizma na (-308G/A) na genu za TNF-a

Fragment od 117 baznih parova amlifikovan je koriS¢enjem ushodnog (5°-
AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT-3’) i1 nishodnog (5’- ACACTCCCCATCCTCCCTGCT-
3’) prajmera. Reakciona smeSa zapremine 25 ml sastojala se iz: 2,5 ml 10x PCR
reakcionog pufera (150 mM TRIS-HCI, pH 8,0, 500 mM KCl), 8ul MgCl12, 0,5ml dNTP
(10 mM), po 0,5 ml ushodnog i nishodnog prajmera (20 pmol/ml), 0,5 pl HotStarTaqg DNK
polimeraze (Quiagen) i 10 ng DNK. Sve je dopunjeno ultracistom vodom do 25 ml.

Lan¢ano umnozavanje gena vrSeno je pod slede¢im uslovima:inicijalan
denaturacija na 95°C- 15 minuta, pracena sa 35 ciklusa denaturacije na 94°C- 1 minut,

anilingom na 50°C-1 minut, elongacijom na 72°C i terminacijom na 72°C- 10 minuta.
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5.2.1.4.1 Elektroforeza na agaroznom gelu

PCR amlifikati proveravanisu elektroforezom na agaroznom gelu (2%). Gel je
pripreman tako Sto je 1,2g agaroze (Applichem, GmbH, Darmstadt, Nemacka) rastvoreno u
60 ml 1x TBE pufera (0,89 M Tris- HCL, 0,89 M borna kiselina, 0,5M EDTA pH 8,0). Isti
pufer koriS¢en je za elektroforezu pod slede¢im uslovima: jacina struje 100 mA, napon 100
V, vreme 30 min. DNK ladder (100 bp) koriS¢en je za detekciju veli¢ine fragmenata.
Nakon zavrSene elektroforeze gel je bojen 30 minuta u smesi 20 pl etidijum bromida 1 200

ml TBE, nakon ¢ega je vrSena vizuelizacija DNK fragmenata pod UV zracima.

5.2.1.4.2 Digestija dobijenih PCR produkata

Nakon potvrdene amplifikacije na agaroznom gelu, PCR amplifikati su metodom
restriktivn edigestije, uz pomo¢ restriktivnih endonukleaza, isecani na manje fragmente,
zavisno od prisustva polimorfizma restrikcionog mesta. Reakciona smeSa finalne
zapremine 20 uL sadrzala je: 2ul pufera Tango, 1 U ul Ncol enzima (Fermentas GmbH,
St.Leon-Rot, Nemacka) i 15 pL PCR amplifikata I dd H,O do finalne zapremine.

Digestija je vrSena u vodenom kupatilu na 37°C u toku noc¢i.

5.2.1.4.3 Vizuelizacija dobijenih produkata digestije
5.2.1.4.3.1 Identifikacija fragmenata za TNFa-308G/A

Nakon zavrSene digestije, dobijeni DNK fragmenti identifikovani su na
vertikalnom forezom na 8% poliakrilamid gelu. Gel je pripreman na slede¢i nacin: 2,66 ml
30% akrilamidnog rastvora (29:1 akrilamid:N’N’metilen-bisakrilamid u vodi); Iml 10x
TBE pufera (0,89 M Tris-HCl, 0,89 M borne kiseline 1 0,5 M EDTA pH 8,0); 6,13 mL dd
H,0O. Neposredno pre nalivanja gela dodati su inicijatori polimerizacije: 100pl 10%
amonijumpersulfata 1 10uL TEMED-a (N,N,N’,N’- tetrametilenetilen-diamin).
Elektroforeza je izvedena u 1x TBE pod slede¢im uslovima: ja¢ina struje — 20 mA, napon -
120 V, vreme 80 min. Nakon zavrSene elektroforeze, gel je ostavljen 30 minuta u smesi
etidijum bromid i IXTBE (0.5ug/ uL), nakon ¢ega je vrSena vizualizacija DNF fragmenata

pod UV zracima.
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~117 bp

97 bp

100 bp

Slika 24. Prikaz digestije na 8% akrilamid gelu

Kolona 1 100 bp ladder; kolona 2 wild tip (97 bp i 20 bp koji se ne vidi), kolona 3 heterozigot G/A (117 bp,
97 bp 1 20 bp koji se ne vidi na gelu); kolona 4 homozigot A/A (117 bp)

Nakon digestije mogla su da se vizuelizuju tri genotipa TNFa-308 promotornog
polimorfizma (Slika 24):

e homozigot GG, sa vizuelizacijom dva fragmenta, 97 1 20 bp,

e heterozigot GA, sa prisustvom 3 fragmenta od 97 bp, 20 bp i 117 bp,

e homozigot AA: sa samo jednim fragmentom od 117 bp.
5.2.2 QOdredivanje koncentracije beta blokatora HPLC metodom

Koncentracije karvedilola i1 bisoprolola odredivane su standardnom metodom
visokoefikasne te¢ne hromatografije (HPLC) sa fluorescentnim detektorom, po prethodno
opisanoj metodi (422; 423). Uzorkovanje krvi je vrSeno u ravnoteznom stanju pri kraju
doznog interval ili pri maksimalnoj koncentraciji leka u plazmi. Za svaku analizu
neophodno je bilo obezbediti 200 pul plazme. Primenjenom metodom ostvarena je granica
detekcije leka u plazmi od 0.3 ngml ™, odnosno granica kvantifikacije od 1.0 ngml ™" . Sva
merenja izvrSena su na HPLC aparatu/instrument, Agilent 1200 1 primenom koloneZorbax

SB-C18 (150%4.6 mm; 3.5 um; Agilent Technologies, Santa Clara, CA).
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5.3 StatistiCcka obrada podataka

Ucestalost alela i genotipova u zdravoj populaciji i grupi pacijenata analizirana je i
komparirana pomocu x ili Fisherovog testa, kao i eventualno odstupanje od o&ekivanih
vrednosti Hardy Weinbergovog equilibrijuma za pacijente i1 kontrolu.

Frekvenca alela izracunavana je po formuli:

(2x frekvenca homozigota+1x frekvenca heterozigota): 2x broj svih pacijenata.

Atributivni parametri su predstavljeni ucestalostima 1 procentualno, a kontinualni
(merljivi) parametri su predstavljeni srednjim vrednostima (x) i standardnim devijacijama
(SD), ili medijanom (Md),. Studentovim t-testom nezavisnih uzoraka (pri normalnim
raspodelama) i Mann- Whitney U testom (pri raspodelama parametara koje odstupaju od
normalne) vrSeno je testiranje statisticke znacajnosti razlike vrednosti kontinualnih
parametara izmedu dveju grupa.

Povezanost kontinualnih veli¢ina utvrdvana je Pearsonovim koeficijentom linearne
korelacije (r) pri normalnim raspodelama, odnosno Spearmanovim koeficijentom
korelacije ranga (p) pri parametrima ¢ija raspodela odstupa od normalne. Korelacije
ispitivanih parametara ocenjivane su kao:

e niska: r=0,10 do 0,29
e umerena: r=0,30 do 0,49 i
e visoka: r=0,50 do 1,00

Za uticaj prediktorskih varijabili na pojavu zavisne kategorijske ili kontinuirane
varijabile koriS¢ena je binarna linearna logistiCka regresija, odnosno standardna visestruka
linearna regresija. Kod statsti¢ki znac¢ajnih modela predvidanja, jedinstven doprinos svake
od nezavisnih varijabili prikazan je kao “odd ratio”.

Statisticka obrada rezultata uradena je primenom SPSS programa za statistiku

(verzija 15,0; SPSS; INC., Chicago, IL, USA).

5.4 Populaciona farmakokinetika

Populaciona farmakokinetika (PFK) je studija uzroka varijabilnosti koncentracija
leka kod osoba (bolesnika ili zdravih dobrovoljaca) koji primaju klinicki relavantne doze
leka koji se ispituje (424). Populacioni prilaz se razvio u pokuSaju da se prevazidu
problemi primene lekova sa malom terapijskom Sirinom 1 velikom interindividuallnom
varijabilnos¢u u terapijskom odgovoru. Iako je primarno orjentisana ka farmakokinetici

(FK), populaciona analiza se vremenom proSirila 1 na toksikokinetsko (TK),
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toksikodinamsko (TD) i farmakokinetsko/farmakodinamsko modeliranje (FK/FD). Za
razliku od klasicne FK analize gde se ispitivanja vrSe u homogenoj, maloj grupi zdravih
dobrovoljaca ili pacijenata, uz ucestalo uzorkovanje bioloSkog materijala, u populacionoj
FK analizi pojedinac nije centar ispitivanja, ve¢ se tezi dobijanju populacionog profila leka
kroz ispitivanje heterogene grupe pacijenata, sa malim brojem uzoraka od svakog od njih
(425). Kako se koriste podaci iz klinicke prakse, ispitivanja, osim $to su obimna, teska su
za kontrolu zbog razliCitth demografskih i1 patofizioloSkih karakteristika pacijenata. U
poredenju sa klasi¢nim, populacioni pristup je mediciniski 1 ekonomski opravdaniji jer se
podaci za analizu prikupljaju prilikom rutinske kontrole pacijenata (426). Veoma je vazno
naglasiti da poznavanje populacione kinetike pruza moguénost postavljanja inicijalnog
rezima doziranja leka, i daje preporuku za prilagodavanje rezima doziranja individualnim
potrebama bolesnika na osnovu zeljenog farmakodinamskog odgovora (425).

Populaciona-model zavisna analiza podrazumeva postojanje jednog modela za celu
populaciju (populacioni model), na osnovu koga se dobijaju populacione vrednosti FK
parametara, kao 1 stepen njihove varijabilnosti unutar populacije (interinividualna
varijabilnost). Osim toga mogu se dobiti podaci od varijabilnosti ispitivanih parametara
unutar svakog ispitanika ponaosob (intraindividualna ili rezidualna varijabilnost) i
karakteristi¢énoj povezanosti fizioloSkih/patofizioloskih karakteristika pacijenata i FK
parametra, ¢ime se objaSnjava varijabilnost FK parametara i1 smanjuje procenat
interindividualne varijabilnosti nepoznatog uzorka u FK parametrima (425). Populaciona
analiza se zasniva na:

e dobijanju klini¢ki relevantnih podataka o FK leka u ciljnoj populaciji ispitanika,

e izraCunavanju populacione vrednosti FK parametara,

e utvrdivanju izvora i stepena interindividualne varijabilnosti koja utice na FK leka, i
e utvrdivanju stepena intraindividualne varijabilnosti (427).

PK analizu ¢ine tri povezana koraka: prvi, prikupljanje podataka potrebnih za
analizu u ciljnoj populaciji, drugi, razvijanje modela i tre¢i, validacija konacnog modela.
Nakon $to se definiSe ciljna populacija i odredi broj ispitanika, prikupljaju se Zeljeni podaci
1 to: telesna masa, telesna visina, starost, pol, duzina primanja leka koji se ispituje, dozni
rezim 1 ukupna dnevna doza leka, vreme uzimanja poslednje doze 1 koterapija. Nakon toga
sledi razvijanje PFK modela. To je slozen proces koji ukljucuje odredivanje osnovnog
modela koji opisuje dati farmakokineti¢ki parametar i seriju medukoraka u kojima se

ispituje uticaj navedenih demografskih faktora i faktora vezanih za lek (kovarijante).
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Konaéni populacioni model treba ta¢no da definiSe matematicku jednacinu koja pokazuje
povezanost farmakokinetickog parametra sa ispitivanim kovarijantama. Prema tome,
populacioni model se sastoji od tri dela: strukturalnog (koji opisuje osnovne FK parametre
leka), kovarijatnog (opisuje uticaj demografskih i ostalih karakteristika na FK parametre) 1
statistiCkog (opisuje dva nivoa varijabilnosti: interindividualnu odstupanja individualnih od
populacionih vrednosti FK parametara 1 intraindividualnu — odstupanja merenih
koncentracija od individualnih predvidenih) (429). Na kraju se radi validacija, procena
predvidljivosti kona¢nog modela, novom grupom podataka. Validacije ima za cilj da
proveri da li je kona¢an model dobro opisao validacioni set podataka u smeru njegovog
ponasanja i predlozene primene (424).

Jedan od tri osnovna statisticka pristupa u populacionoj analizi je nelinearno
modelovanje kombinovanih efekata (“NONlinear Mixed Effect Modelling Approach”-
NONMEM) koje su u farmakokinetiku uveli 1979. godine Lewis B. Sheiner i Stuart L.
Beal (Sheiner LB, 1980, J Pharmacokinet Biopharm). Ovaj programski paket se danas
najces¢e koristi 1 napisan je Fortran programskom jeziku (424). SuStina NONMEM
programa je set subrutina povezanih sa subrutinom koja definiSe izvrsni fajl. Softver sadrzi
veliku biblioteku subrutina za definisanje modela za farmakokinetiC¢ku primenu nazvanu
PREDPP (PRED Population Pharmacokinetics); PRED je subrutina NONMEM programa,
koja je dobila naziv od ,,prediction for observation* jer izraCunava vrednosti opservacija na
osnovu matematickog modela. Postoje¢i modeli mogu se modifikovati, a modeli koji nisu
ukljuceni u biblioteku mogu se definisati od strane korisnika (424)

Cilj nelinearnog modelovanja kombinovanih efekata jeste identifikacija,
odredivanje i ukljucivanje kovarijanti u konacan populacioni model koji ¢e na najbolji
nacin opisati farmakokineticki parametar. Kona¢ni populacioni model mora da obezbedi
dobru prediktivnu snagu za buduce opservacije. Naziv kombinovani efekti (eng. mixed
effect) poti¢e od dva nivoa efekata: stalni, fiksni (eng. fixed effect) i slucajni (eng. random
effect), koji mogu da uti¢u na vrednosti FK parametara (424, 425). Stalni, fiksni efekti su
oni koji imaju samo jednu vrednost parametra (to je prose¢na, tipi¢na, populaciona
vrednost parametra), dok slucajni imaju raspon vrednosti 1 slu¢ajnu distribuciju vrednosti
parametra (npr. slucajna varijabilnost vrednosti parametara modela ima distribuciju gde je
srednja vrednost distribucije jednaka 0, i okarakterisana je standardnim devijacijama t;.
varijjansama 1 kovarijansama) (425). Ukoliko je distribucija parametara populacionog
modela poznata ili unapred zadata u pitanju je parametarski populacioni pristup, a u

suprotnom govorimo o neparametarskom ili semiparametarskom pristupu (427). Parametri

69



stalnih efekata odreduju populacionu vrednost FK parametra (koja se oznacava sa npr.
TVCL - typical value of CL, TVV - typical value of Vd) (427), kao i povezanost srednje
vrednosti FK parametra sa faktorima koji su prepoznati da u najvecoj meri utiCu na
vrednost FK parametara leka kod pojedinca. Ti faktori (eng. concomitant factors, eng.
covariates) mogu biti:

e demografski (godine, pol, telesna masa, rasa),

e spoljasnji (pusenje, alkohol, dijeta),

e fizioloski/patofizioloSki (trudno¢a, oboljenja gastrointestinalnog trakta, jetre,

bubrega, ostale akutne i hroni¢ne bolesti),

e kombinovana terapija,

e geneticki (usled polimorfizma pojedinih izoenzima CYP2D6, CYP2C9, CYP2C19)

i

e ostali (ishrana, bioloSki ritmovi, formulacija preparata, komplijansa —eng.

compliance, adherence) (428).

Prema tome, fiksni efekti su deo eksperimentnog dizajna i pod kontrolom su
istrazivaca.

Slucajni efekti predstavljaju varijabilnost nepoznatog uzroka koja neminovno
postoji i koja se izrazava u vidu slucajnog efekta - parametri slucajnih efekata. Postoje dva
nivoa slucajnih efekata: interindividualni (eng. interindividual, intersubject, between-
subject variability) i intraindividualni (eng. intraindividual, intrasubject, within-subject,
residual variability). Interindividualna slucajna varijabilnost, predstavlja stepen
varijabilnosti u vrednostima FK parametara medu ispitanicima 1 moze da posluzi kao
koristan pokazatelj bezbednosti leka. Intraindividualna slu¢ajna varijabilnost predstavlja
razliku izmedu izmerene koncentracije leka u krvi i stvarne koncentracije za pojedinca, a
javlja se usled greSke prilikom merenja (eng. measurement error), usled nepoStovanja
protokola ispitivanja ili pogresno odabranog modela za opis podataka (model

misspecification error) (425).
5.4.1 Populaciona farmakokinetska analiza bisoprolola i karvediola

Za populacionu farmakokinetsku analizu bisoprolola i karvedilola koris¢en je
NONMEM programski paket (verzija 5, nivo 1.1). Analiza je obavljena na Katedri za
farmakologiju Medicinskog fakulteta u Kragujevcu. Za populacionu farmakokinetsku

studiju bisoprolola prikupljeni su podaci dobijeni od 78 pacijenta sa SI koji su bili
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podeljeni u dve grupe: prva grupa od 61 pacijenta za za izgradnju modela i druga, 17
pacijenta za validaciju. U drugoj grupi pacijenta koji su leceni karvedilolom ukljuceno je
ukupno 64 pacijenta sa SI.

Prva faza populacionog FK modelovanja sastojala se u definisanju baznog modela.
Iz NONMEM biblioteke izabrana je ADVAN 1 subrutina za populacionu FK analizu
bisoprolola a ADNVAN2 TPAHC?2 subrutina karvedilola. Prva subrutina opisuje model sa
jednim odeljkom, bez apsorpcije (430), dok se u sluc¢aju druge radi o jednoprostornom
modelu sa apsorpcijom prvog reda. Apsolutna bioraspolozivost za oba leka nije odredena
jer su sve doze date oralno. Krv je uzorkovana u stanju ravnoteZe na kraju doznog intervala
ili kada su postignute maksimalne koncentracije. Imaju¢i u vidu da je kod vecine
pacijenata uzorkovanje krvi vrSeno na kraju doznog intervala, nije utvrdena konstanta
brzine resorpcije karvedilola (ka). Uzeta je vrednost iz literature, 0.81h™ (431). U izgradnji
baznog modela razmatrani su izabrani stalni efekti modela i odredena je interindividualna i
intraindividualna varijabilnost u ispitivanoj populaciji. Interindividualna varijabilnost i
rezidualna greSka izmerenih koncentracija ispitivane su preko modela eksponencijalne 1
aditivne greske.

U drugoj fazi je univarijantnom selekcijom utvrden znacaj pojedinacnih varijabli.
Testirane su slede¢e kovarijante za bisoprolol: telesna masa, starost, pol dnevna doza
bisoprolola, komedikacija amjodaronom (kao slabog inhibitora CYP2D6), ACEi,
spirinolaktona ili furosemida, holesterol, klirens kreatinina, EF 1 genetski polimorfizam
CYP2D (heterozigoti -wt/*4 1 homozigoti -*4/*4). U populacionoj PF analizi karvedilola
razmatran je znacaj varijabili kao Sto su: telesna masa (TM), starost, pol, dnevna doza
karvedilola, ejekciona frakcija, genski polimorfizam CYP2D6 (wt/*4), puSenje 1
komedikacija sa digoksinom, amjodaronom, varfarinom, aminofilinom 1 inhibitorom
protonske pumpe. Za svaki parametar je utvrden minimum objektivne funkcije (MOF) u
modelu koji se definiSe kao negativni dvostruki logaritam verovatnoée podataka (430).
Kovarijante su posebno testirane, linernom ili nelineranom regresijom baznog modela.
Uticaj varijabile je smatran znacCajnim ukoliko su ispunjeni svi slede¢i kriterijumi:
redukcija u minimumu objektivne funkcije (MOF) koji iznosi 3.841, uz prvi stepen
slobode (p<0.05), redukcije interindividualne i rezidualne varijabilnosti, poboljSanje
distribucije podataka postavljenim na grafikonima koji pokazuju odnos izmedu
predvidenih (PRED) i izmerenih (DV) koncentracija leka kao i1 izmedu vrednosti
korigovane razlike (WRES) 1 predvidenih koncentracija (PRED) leka. Samo oni faktori

koji su ispunili ove kriterijume su simultano ukljuceni u puni model.
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Formiranje konacnog modela zahtevalo je proces unazadne delecije kovarijanti koje su
¢inile pun model, uz strozije statistiCke zahteve. Za svaku ispitivanu kovarijantu potrebna
redukcija u MOF-u je iznosila 6.6 za df 1, p manje od 0.01. Samo kovarijante koje su ispunile
ovaj uslov zadrZane su iz punog modela i formarirale su finalni FK model.

Tre¢u fazu PFK predstavljala je validacija finalnog populacionog modela - proces koji
je bio neophodan za potvrdu predvidljivosti konacnog modela. Pouzdanost dobijenog modela
je potvrdena izraCunavanjem greSaka u predvidanju: srednje greSke u predvidanju - MPE;

srednje statisticke greSke- MSPE i rezidualne srednje greske predvidanja - RMSE).
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6 REZULTATI

Nase istrazivanje obuhvatilo je 216 pacijenata sa SI i 82 zdrava ispitanika Cije su
demografske 1 klinicke karakteristike najpre analizirane. Ispitanici studijske grupe bili su
prosecne starosti 63,98+11,39 godina (95% CI: 62.44-65.53). U ispitivanoj grupi bilo je
znacajno vise muskaraca (n=159, 73,6%) nego Zena (n=57, 26,4%). U ispitivanoj grupi bilo je
najvise nepusaca 114 (55,1%) u odnosu na puSace 54 (26,1%) 1 bivSe pusace 39 (18,8%).

Ishemijska bolest srca je bila prisutna kod 152 pacijenta (84%), sa jednakom
zastupljenoséu kod muskaraca (82.1%) 1 kod Zena (82.8%). Kod Zena je dijabetes bio ceS¢i

(54.6%). Demografske i klinicke karakteristike ispitivanih pacijenata prikazane su u tabelama

415.

Tabela 4. Demografske i klinicke karakteristike ispitivane grupe

MusKarci Zene Ukupno
N (%) N (%) N (%)

IBS 110 (82.1) 24 (82.8) 152 (84.0)
Diabetes 57 (37.3) 30 (54.6) 87 (41.8)
Pusacki status 47 (44.33) 7(12.9) 54 (33.8)
(pusacdi/nepusaci)
EF

o <20% 11 (8.50) 3(5.9) 14 (7.7)

e 20-30% 38(29.2) 14 (27.5) 52 (28.7)

o 30-40% 58 (44.6) 20 (39.2) 78 (43.1)

o >40% 23 (17.7) 14 (27.5) 37 (20.4)
Ritam

e Sinusni 95(79.2) 34 (72.3) 129 (77.2)

e Atrijalna fibrilacija 18 (15.0) 13 (27.7) 31 (18.6)

e Pejsmejker 7(5.8) 0 7(4.2)
Terapija

e Beta blokator

e ACEi/ARA 117 (73.6) 41 (73.2) 158 (73.5)

e Diuretik HP 124 (78.0) 41 (71.9) 165 (76.4)

e Tiazidni diuretik 19 (12) 10 (18.2) 29 (13.6)

e Nitrati 34 (21.4) 17 (29.8) 51(23.6)

e Nenitratni 34 (21.4) 20 (35.1) 54 (25.0)

vazodilatatori

e Antiaritmici 41 (25.8) 8 (14.0) 49 (22.7)

e Statini 103 (65.6%) 34 (59.6) 137 (64.0)

e Acetilsalicilna Kiselina | 113 (71.1) 44 (77.2) 157 (72.7)

e Antikoagulansi 53 (34.2) 18 (33.3) 77 (34.0)

e Klopidogrel 36 (23.1) 12 (22.2) 48 (22.9)
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Tabela 5. Demografske i klinicke karakteristike ispitivane grupe

N X + SD t
SF Muskarci 133 74.68 18.35 -0.299
Zene 47 75.34 10.33
Krvni pritisak
e sistolni Muskarci 136 125.50 16.63 2714
Zene 50 137.10 28.49 :
e dijastolni Mus‘karci 136 76.51 8.78 2301
Zene 50 81.00 12.74 .
Ehokradiografija
e EFLK (%) | Muskarci 130 34.84 8.83 -1.549
Zene 51 37.20 10.13
o EDD(mm) | Muskarci 88 63.06 8.55 3.760
Zene 33 56.64 7.74 )
o ESD(mm) | Muskarci 98 48.92 10.09 4,008
Zene 37 41.28 9.26 :
e LPK (mm) | Muskarci 94 48.03 8.14 1.657
Zene 40 45.58 7.02
e SPDK Muskarci 68 36.98 13.24 -497
(mmHg) Zene 29 38.48 14.44
Holesterol
e LDL Muskarci 90 2.53 1.10 -.008
(mmol/) Zene 33 2.54 1.15
e HDL Muskarci 78 1.19 .50 -2.555
(mmol/) Zene 30 1.49 .63
Trigliceridi Muskarci 135 1.59 1.17 -1.869
(mmol/) Zene 52 2.18 2.14
Hb Muskarci 65 134.34 20.48 2.187
g/L Zene 25 123.08 25.23
AST Muskarci 66 42.14 60.87 1.268
(un Zene 25 26.54 11.71
ALT Muskarci 66 35.87 33.97 3.166
(un Zene 25 21.30 9.63
Kreatinin Muskarci 118 117.94 77.15 3.789
umol/l Zene 51 83.85 39.43
Klirens Kreatinina | Muskarci 99 63.09 37.07 1.936
ml/min Zene 34 51.66 26.69

Kod vecine pacijenata je dijagnostikovana sistolna ili sistolno-dijastolnu sréana
slabost (146 (78.9%), dok je dijastolnu SI imalo 39 pacijenata (21.1%). Vecina pacijenata
u naSem ispitivanju je bila NYHA klase II, 94 (51,1%), trecina ispitanika pacijenata
NYHA I klase 58 (31.5%), dok je I klasu imalo 32 (17.4%). U tabeli 3. prikazana je

klasifikacija bolesti kod nasih ispitanika na osnovu EF 1i terapije.
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Tabela 6. Osnovni SI status pacijenata na osnovu EF i terapije

Vrednost EF <20% 21-30% 31-40% > 40%
N (%) N (%) N (%)
NYHAI 1(7.1%) 1(2.1%) 13 (18.3%) 14 (41.2%)
NYHA 11 2 (14.3%) 20 (41.7%) | 43 (60.6%) 19 (55.9%)
NYHA II-IV 11 (78.6%) | 27 (56.3%) 15 (21.1%) 1 (2.9%)
Terapija:
* ACEVARA 9 (64.3%) 41 (78.8%) | 66 (84.6%) | 26 (70.3%)
iureti 13 (92.9% 47 (92.2%
* Diuretik (92.9%) O22%) 1 6o (89.6%) | 22 (61.1%)
e Kardiotonicki 5 (35.7%) 18 (34.6%)
glikozidi 21 (26.9%) | 2 (5.6%)
iri 12 (85.7% 27 (51.9%
[} SplranIakton ( 0) ( 0) 34 (436%) 7 (189%)
i iani 3 (21.4% 9 (17.3%
e Svi nabrojani ( 0) ( 0) 11 (14.1%) 0 (0%)

Prospektivno smo pratili 70 pacijenata u periodu od 34.80+3.25 meseci. Hitnoj
medicinsku pomo¢ je zatrazilo 33 pacijenta (47.1%), najceS¢e zbog miokardne ishemije
(41%) 1 pogorsanja sréane slabosti (27%). Od toga 72. pacijenta je dva ili viSe puta trazilo
HMP bez razlike u polu. Kod Zena koje su trazile HMP vrednosti EDD-a su bile statistcki
znacajno vece (t=2.526; p=0.021).

U toku periodapracenja rehospitalizovano je 53 (75.7%) pacijenta. U ovoj grupi
podjednako su bili zastupljeni oba pola, bez statisti¢ki znacajne razlike u starosti, etiologiji
1 funkcionalnoj klasi SI.

U ovom periodu je umrlo 13 pacijenata (18.57%), naj€esce usled nagle sr€ane smrti
(46.15%) 1 progresije sréane slabosti (30.76%). Pacijenti koji su umrli su u proseku bili 7
godina stariji (t= 2.294; p=0.024) u odnosu na prezivele.

6.1 Rezultati ispitivanja polimorfizma -308 G /A gena za TNF-a
6.1.1 Polimorfizam -308 G/A gena za TNF-0: udruZenost sa pojavom

src¢ane insuficijencije

Ispitivanjem distribucije A alela izmedu grupe pacijenata sa sréanom
insuficijencijom (SI) 1 kontrolne grupe (KG), utvrdili smo da nema statisticki znacajne

razlike. Alel A je bio zastupljen kod 21 (47.7%) pacijenta sa SI, i kod 24 (38.7%)
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ispitanika kontrolne grupe. U obe grupe G alel je statisticki znaCajno vise zastupljen u
odnosu na A alel (p<0,001). Ucestalost A i G alela kod bolesnika sa SI ne pokazuje

statisti¢ki znaCajnu razliku u odnosu na ucestalost tih alela u KG (grafikon 1).

Grafikon 1. Prisustvo A i G alela polimorfnog gena za TNF-a (-308 G/A) u ispitivanim grupama
Ucestalost genotipova -308 G/A polimorfizma gena za TNF-a ne odstupa od normalne
raspodele Hardy-Weinberg ekvilibrijuma kod bolesnika (32=0.098, p=0.952) i kontrolne grupe
(x2=0.019, p=0.991). U obe grupe najces¢i je homozigotni -308 G/G genotip (52.3% u SI i
62.9% u KGQG), sledi heterozigotni -308 G/A (47.7% u SI i 35.5% u KG), a najmanje je
zastupljen homozigotni A/A genotip (0% u SI'1 1.6% u KG). Nema statisticki znacajne razlike
u distribuciji genotipova izmedu SI 1 KG grupe (¥2=1.035, p=0.596).

100% -

80%

OGG
EGA
OAA

Si KG

Grafikon 2. Ucestalost genotipova polimorfizma -308 G/A za TNF-a u ispitivanim grupama
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Nije bilo statisticki znacajne razlike u distribuciji frekvencija genotipova prema
polu u ispitivanoj grupi pacijenata (y2= 2.460, p= 0.169). lako je frekvenca A alela bila
manja kod Zena (14%) u odnosu na muSkarce (28%), ta razlika nije bila statisticki

znacajna (x2=1.022 , p=0.312). Rezultati su prikazani u tabeli 7.

Tabela 7. Distribucija genotipa i alela -308 G/A polimorfizma gena za TNF-a kod pacijenata u odnosu na pol

Muskarci Zene

N (%) N (%)
Frekvencija genotipova
GG 15 (45%) 8 (73%)
GA 18 (55%) 3 (23%)
AA 0(0) 0
Frekvencija alela
G 48 (72%) 18 (86%)
A 19 (28%) 3 (14%)

U tabeli 8 prikazana je starosna struktura podgrupa A 1 G. Nema statisti¢ki znaCajne

razlike izmedu A 1 G grupe u odnosu na pol 1 starost (t=0.442, p=0.661).

Tabela 8. Starost (godine) ispitanika A 1 G grupe.

Grupa Starost Md 95% C1

X +SD
Grupa A 59.71£10.33 59.0 55.01-64.42
N=21
Grupa G 61.13£10.87 60.0 56.43-65.83
N=23

6.1.2 Polimorfizam -308 G/A gena za TNF-a: distribucija genotipova i

alela prema klinickim karakteristikama

Da bismo utvrdili da 1i prisustvo odredenog TNF-308G/A genotipa odreduje
klinicku prezentaciju bolesti, ispitivali smo razliku u distribuciji genotipova i alela unutar
klini¢kih podgrupa, napravljenih na osnovu tezine klinicke slike, kao 1 primene odredenog
beta blokatora.

Ispitivanje zastupljenosti genotipova izmedu grupa pacijenata sa razli¢itom tezinom

bolesti pokazalo je vecu ucestalost mutiranog A alela i genotipa GA u grupi pacijenata sa
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NYHA klasom I-II (58.1%), u poredenju sa grupom pacijenata sa NYHA klasom III
(18.2%). Ta razlika bila je statisti¢ki znacajna, (x2=5.177, p=0,035).

Tabela 9. Frekvenca genotipa i alela u podgrupima pacijenata sa razli¢itom NYHA klasom

NYHA I NYHA II | NYHAIII
N (%) N (%) N (%)
Frekvencija
genotipova
GG 4 (50.0%) 9(39.1%) |9 (81.8%)
GA 4 (50.0%) 14 2 (18.2%)
(60.9%)
AA 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
Frekvencija alela
G 75% 69.6%
A 25% 30.4%

Zastupljenost GA genotipa kod muskaraca sa tezom klinickom slikom (NYHA III)
takode je bila znafajno veca u odnosu na pacijente muskog pola NYHA klase I-II,
12=8.296, p=0.010. Utvrdeno je da je rizik za razvoj teze forme klinicke slike bio 6.25 puta
veci (p=0.034) kod nosilaca GG u odnosu na nosioce GA genotipa. Na varijabilnost
klinicke slike (pripadnost funkcionalnoj klasi) ispitivani genotip ucestvuje izmedu 12.3%

(Cox and Snell r) i 18.1% (Nagelkerke r°).

Tabela 10. Zastupljenost genotipa -308 G/A TNF-a kod pacijenata razlicite funkcionalne klase i pola

Muskarci Zene Ukupno N
N (%) N (%) (%)
NYHA I-I1 G/G 7(29.2) 6 (85.7) 13 (41.9)
G/A 17 (70.08) 1(14.3) 18 (58.1)
NYHA 111 G/G 7 (87.5) 2 (66.7) 9 (81.8)
G/A 1(12.5) 1(33.3) 2 (18.2)

Izmedu bolesnika sa sistolnom 1 sistolno-dijastolnom SI, u poredenju sa
bolesnicima sa dijstolnom SI, nije bilo razlike u distribuciji genotipova -308G/A (¥2=0.396,
p=0.685). Rezulati su prikazani u tabeli 11.
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Tabela 11. Zastupljenost genotipa -308 G/A TNF-a kod pacijenata sa razli¢itim tipom disfunkcije
u odnosu na pol

genotip N
(%)
Sistolna i sistolno- | GG 19 (55.9)
dijastolna GA 15 (44.1)
Dijastolna GG 3(42.9)
Disfunkcija GA 4 (57.1)

Kod bolesnika sa sistolnom SI, statisticki znac¢ajno nizu ejekcionu frakciju su imali

nosioci GG genotipa (29.37+8.13) u odsnosu na nosioce GA genotipa (36.00+5.46).

Tabela 12. Vrednosti ehokardiografskih parametara, sr¢ane frekvence i arterijskog krvnog pritiska kod
bolesnika sa razli¢itim genotipom

N X SD t p
EF GG 19 29.37 8.13 -2.835 0.008
GA 15 36.00 5.46
EDD GG 19 63.05 7.14 0.233 0.825
GA 10 62.45 6.48
ESD GG 19 46.74 10.10 -0.582 0.565
GA 10 48.86 7.59
LPK GG 18 46.61 7.27 0.116 0.908
GA 10 46.30 5.77
SPDK GG 10 39.30 11.26 1.255 0.232
GA 5 28.96 21.21
SF GG 19 75.58 14.65 -0.491 0.626
GA 15 78.20 16.40
SistolniBP | GG 19 123.68 20.06 0.003 0.998
GA 15 123.67 14.70
DijastolniBP | GG 19 74.74 9.35 -0.718 0.478
GA 15 77.00 8.82

U grupi pacijenata koji su primali karvedilol uporedili smo maksimalne dnevne
doze leka izmedu pacijenata sa rzli¢itim genotipom. Nosioci polimorfnog A alela su imali
statisticki znacajno ve¢e dnevne doze u odnosu na “divlji” tip (¥=5.625; p=0.048). Kod
pacijenata koji su uzimali bisoprolol nije bilo statisticki znacajne razlike u postignutoj

dnevnoj dozi ovog beta blokatora u zavisnosti od genotipova.
6.1.3 Polimorfizam -308 G/A gena za TNF-a: uticaj na klinicki tok bolesti

Ispitivanje uticaja genotipa na rehospitalizaciju je pokazalo da nema statisticki
znaCajne razlike u broju pacijenata koji su bili hospitalizovali u odnosu na genotip.
Ucestalost G alela u grupi rehospitalizovanih je (86%, u poredenju sa grupom pacijenata

kod kojih nije bilo potrebe za ponovnim prijemom u bolnicu 81%. Ta razlika nije bila
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statistiCki znacajna, x2=0.176, p=0,675). Nije bilo razlike ni u frekvenci genotipova
izmedu pacijenata sa i bez rehospitalizacije (y2=0.216, p=0,642) (tabela 13). U ispitivanoj
grupi nije bilo nosioca AA genotipa.

Tabela 13. Frekvenca genotipa i alela -308 G/A polimorfizma gena za TNF-o u grupi sa i bez

rehospitalizacije
rehospitalizacija | Bez
N (%) rehospitalizacije
N (%)

Frekvencija
genotipova
GG 5 (71.4%) 5 (62.5%)
GA 6 (28.6%) 3 (37.5%)
AA
Frekvencija alela
G 36 (86%) 13 (81%)
A 6 (14%) 3 (19%)

Medu pacijenetima koji su trazili hitnu medicinsku pomo¢, veci broj bolesnika je
bio nosilac GG genotipa (71.4%), ali ova razlika nije bila statisticki znacajna (y2=1.768,
p=0,245). Rezultati su prikazani u tabeli 14.

Tabela 14. Potreba za HMP kod nosioca razli¢itog genotipova -308 G/A polimorfizma gena za TNF-a

HMP Bez HMP
N (%) N (%)
Frekvencija
genotipova
GG 8(57.1) 12 (80.0)
GA 6 (42.9) 3 (20.0)
AA
Frekvencija alela
G 22 (78.6%) 27 (90.0%)
A 6 (21.4%) 3 (10.0%)

Pacijenti koji su ukljuceni u prospektivno istrazivanje u proseku su praceni 34,88
meseci = 3.25. Od pocetka pracenja, ukupno je umrlo po 3 bolesnika sa genotipom GG
(13.0%) 1 genotipom GA (14.3%), bez statisticki znacajne razlike u preZivljavanju medu

genotipovima (¥2=2.193, p=0,139) (grafikon 3).
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Grafikon 3. Uticaj polimorfizma -308 G/A gena za TNF o na prezivljavanje kod pacijenta sa SI

6.2 Rezultati ispitivanja Gly‘?’89

receptor

Arg polimorfizma gena za [,

6.2.1 Gly’”Arg polimorfizam gena za B, receptor: udruZenost sa
pojavom srcane insuficijencije

Uporedvanjem zastupljenosti Arg alela izmedu grupe bolesnika sa sr€anom
insuficijencijom (SI) i ispitanika kontrolne grupe, utvrdili smo da nema znacajne razlike u
distribuciji ovog alela medu grupama, iako je Arg alel zastupljeniji u ispitivanoj SI grupi
(x2=0.059, p=0,808). U grupi obolelih od SI, Arg alel je prisutan kod 74.3% bolesnika, a u
KG u 71.7% ispitanika (Grafikon 4).

Ucestalost genetipova Gly *’Arg polimorfizam gena za [, receptor nije se
razlikovala izmedu ispitivane i kontrolne grupe (¥2=2.718, p=0.257) (Grafikon 5)

Nije bilo statisticki znacajne razlike u distribuciji frekvencija genotipova 1 alela
prema polu u ispitivanoj grupi pacijenata (%2=0.690, p=0.708). Iako je frekvenca Gly alela
bila veca kod zena (75.9%) nego kod muskaraca (73.8%), ta razlika nije bila statisticki

znacajna (¥2=0.019, p=0.890). Rezultati su prikazani u tabeli 15.
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Grafikon 4. Prisustvo Arg i Gly alela Gly*® Arg polimorfizam gena za B, receptor u ispitivanim grupama
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Grafikon 5. Ugestalost genotipova Gly*® Arg polimorfizma za B, receptor u ispitivanim grupama

u odnosu na pol

Tabela 15. Distribucija genotipa i alela gena za TNFa G308A kod pacijenata

Muskarci Zene

N (%) N (%)
Frekvencija genotipova
Arg/Arg 40 (50.0) 14 (51.9)
Arg/Gly 38 (47.5) 13 (48.1)
Gly/Gly 2(2.5) 0(0)

Frekvencija alela

Gly

118 (73.8%)

41 (75.9%)

Arg

42 (26.2%)

13 (24.1%)
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U tabeli 16 prikazana je starosna struktura podgrupa Arg i Gly. Nema statisticki
znacajne razlike izmedu Arg i Gly grupe u odnosu na starost (t=0.541 p=0.589).

Tabela 16. Starost (godine) ispitanika Arg i Gly grupe.

Grupa X+SD
Grupa A (Arg/Arg) | 64.9849.92
N=

Grupa G| 6.81£11.82
(Gly/Gly+Gly/Arg)

N=

6.2.2 Gly*®Arg polimorfizam gena za 1 receptor: distribucija
genotipova i alela prema klini¢kim karakteristikama

Da bismo utvrdili da 1i Gly’®Arg polimorfizam gena za P, receptor utice na
klinicku prezentaciju bolesti, ispitivali smo distribuciju genotipova i alela kod razli¢itih
podgrupa pacijenata formiranih na osnovu klinickih karakteristika.

Ispitivanje zastupljenosti genotipova izmedu grupa pacijenata sa razli¢itom tezinom
bolesti je pokazalo vecu ucestalost Arg alela u grupi pacijenata sa NYHA klasom III
(76.5%), u poredenju sa grupom pacijenata sa NYHA klasom I (66.7%) 1 NYHA II
(77.5%). Medutim, ta razlika nije bila statisticki znacajna, (¥2=1.995, p=0.369).

Takode nije bilo statisticke znacajne razlike u ucestalosti Arg/Arg (52.9%) i
Arg/Gly genotipa (47.1%) kod pacijenata sa tezom klinickom slikom (NYHA III), u
odnosu na grupu pacijenata sa NYHA klasom I (Arg/Gly-66.7%), Arg/Arg- 33.3% i
NYHA klasom II pacijenata (Arg/Gly-41.7%), Arg/Arg (56.7%)(x2=4.339, p=0.362).

Rezultati su prikazani u tabeli 17.

Tabela 17. Frekvenca genotipa i alela u podgrupima pacijenata sa razlicitom NYHA klasom

NYHA I NYHA II | NYHA III
N (%) N (%)
Frekvencija
genotipova
Arg/Arg 7 (33.3) 34 (56.7) ]19(52.9)
Arg/Gly 14 (66.7) 25(41.7) | 8(47.1)
Gly/Gly 0(0) 1 (1.7) 0(0)
Frekvencija alela
Arg 28 (66.7) 93(77.5) |26(76.5)
Gly 14 (33.3) 27(22.5) | 8(23.5)
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Nije bilo statisticki znac¢ajne razlike u distribuciji alela prema tezini klinicke slike
ni kod Zena (¥2=3.714, p=0,156), ni kod muskaraca (}2=1.829, p=0,401). Medutim, Zene

koje su nosioci barem jednog Gly alela imale su tezu klini¢ku sliku u odnosu na muskarce

(2=8.791, p=0,012). (tabeli 18).

Tabela 18. Zastupljenost genotipova polimorfizma Arg**Gly na genu za B, receptor
kod pacijenata razli¢ite funkcionalne klase i pola

NYHA I NYHA II NYHA 111
N (%)

Frekvencija M Vi M Z M Vi
genotipova N (%) | N(%) | N (%) N (%) N (%) | N (%)
Arg/Arg 5 2 25 9 7 2
Arg/Gly 9 5 22 3 3 5
Gly/Gly 0 0 1 0 0 0
Frekvencija M Vi M Z M 7
alela N(%) [N (%) | N (%) N (%) N (%) | N (%)
Arg 19 9(64.3) | 72(75.0) | 21(87.5) | 17(85.0) | 9

(67.9) (64.3)
Gly 9(32,1) | 5(35.7) | 24(25.0) | 3 (12.5) | 3(15.0) | 5(35.7)

U grupi pacijenata sa sistolnom 1 sistolno-dijastolnom SI, u poredenju sa

bolesnicima sa dijastolnom SI, nije bilo razlike u distribuciji genotipova Arg389Gly

(x2=1.323, p=0.283) (Tabela 19).

Tabela 19. Zastupljenost genotipova polimorfizma Arg’*Gly na genu za B, receptor kod pacijenata sa
razli¢itoim tipom disfunkcije

genotip N
(%)
Sistolna i sistolno- | Arg/Arg 40 (53.3)
dijastolna Arg/Gly+ Gly/Gly | 35 (46.7)
Dijastolna Arg/Arg 6 (37.5)
disfunkcija Arg/Gly+ Gly/Gly | 10 (62.5)

Nije bilo genetske uslovljene, statisticki znacajne razlike u svim merenim

ehokardiografskim parametrima, sréanoj frekvenci i sistolnom i dijastolnom pritisku

(tabela 20)

Tabela 20 . Vrednosti ehokardiografskih parametara, sr¢ane frekvence i arterijskog krvnog pritiska kod

bolesnika sa razli¢itim genotipom

N X SD t P
EF Arg/Arg 46 35.46 8.21 081 | .935
Gly/Gly+Gly/Arg | 44 35.61 10.04
EDD Arg/Arg 30 60.7600 | 5.54484 |-254 | .800
Gly/Gly+Gly/Arg | 29 61.1724 | 6.87204
ESD Arg/Arg 30 455567 | 7.10778 |-010 |.992
Gly/Gly+Gly/Arg | 27 455778 | 8.79416
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LPK Arg/Arg 31 46.8387 | 5.80285 .686 496
Gly/Gly+Gly/Arg | 29 45.7655 | 6.32214

SPDK Arg/Arg 23 37.48 14.393 875 388
Gly/Gly+Gly/Arg | 13 32.91 16.200

SF Arg/Arg 49 73.2449 16.28334 | -.201 .841
Gly/Gly+Gly/Arg | 48 73.9375 17.56739

SistolniBP | Arg/Arg 49 129.18 21.246 297 767
Gly/Gly+Gly/Arg | 49 128.02 17.361

DijastolniBP | Arg/Arg 49 78.37 9.431 -.602 .549
Gly/Gly+Gly/Arg | 49 79.49 9.028

U grupi pacijenta koji su nosioci Arg/Arg genotipa u odnosu na nosioce barem

jednog Gly alela nije postojala statisticki znacajna razlika u dnevnoj dozi karvedilola

(x=0.389. p=6.27). Kod pacijenata koji su uzimali bisoprolol nije bilo statisticki znacajne

razlike u postignutoj dnevnoj dozi ovog beta blokatora u zavisnosti od genotipova

(x=0.027, p=0.871)

6.2.3 Gly*®Arg polimorfizam gena za B receptor:

Uticaj na klinic¢ki tok bolesti

Ispitivanje uticaja genotipa na rehospitalizaciju pokazalo je da nema razlike u

distribuciji alela u grupi rehospitalizovanih, u poredenju sa grupom pacijenata kod kojih

nije bilo potrebe za ponovnim prijemom u bolnicu (y2= 01.616, p=0.204).

U ovoj grupi rehospitalizovanih nije bilo razlike u distribuciji genotipova

(%2=0.776, p=0.514). Rezultati su prikazani u tabeli 21.

Tabela 21. Frekvenca genotipova i alela polimorfizma Arg®*Gly na genu za B, receptor kod pacijenata sa SI

u odnosu na rehospitalizaciju

rehospitalizacija | Bez
N (%) rehospitalizacije
N (%)
Frekvencija Arg/Arg 23 (56.1) 5(41.7)
genotipova Arg/Gly 18 (43.9) 7 (58.3)
Gly/Gly
Frekvencija alela Arg 64 (78.0) 15 (62.5)
Gly 18 (22.0) 9(37.5)

Nije bilo statisticki znacajne razlike u distribuciji alela (¥2= 0.013, p=0.909)

izmedu pacijenata koji su trazili hitnu medicinsku pomo¢ u odnosu na ostale pacijente kao

ni u ucestalosti genotipova (y2= 0.484, p=0.586). Rezultati su prikazani u tabeli 22.
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Tabela 22. Distribucija genotipova polimorfizma ArgzggGly na genu za 3, receptor kod pacijenata sa ST u
odnosu na pruzenu HMP

HMP Bez HMP
N (%) N (%)
Frekvencija
genotipova
Arg/Arg 13 (48.1) 15 (57.7)
Arg/Gly + Gly/Gly 14 (51.9) 11 (42.3)
Frekvencija alela
Arg 40 (74.1) 39 (75.0)
Gly 14 (25.9) 13 (25.0)

Uticaj ovog polimorfizma na ishod bolesti kod pacijenata sa SI koji su dobijali beta
blokator je ispitivan u grupi pacijenata koji su praceni u proseku 34,37 meseci £ 2.66. Od
pocetka pracenja, ukupno je umrlo po 5 bolesnika sa genotipom Arg/Arg (9.3%) 1 6
nosioca barem jednog Gly alela (11.3%), bez statisticki znacajne razlike u prezivljavanju

medu genotipovima (¥2=0.123, p=0,761) (Grafikon 6).
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Grafikon 6. Uticaj Arg’*Gly polimorfizam gena za B, adrenergi¢ke receptore
na prezivaljavanje kod obolelih od SI
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6.3 Rezultati ispitivanja Ser49Gly polimorfizma gena za f3;
receptor

6.3.1 Ser”Gly polimorfizam gena za B: receptor: udruZenost sa
pojavom src¢ane insuficijencije

Uporedivanjem zastupljenosti Ser alela izmedu grupe bolesnika sa sr¢anom
insuficijencijom (SI) i ispitanika kontrolne grupe (KG), utvrdili smo da nema znacajne
razlike u distribuciji ovog alela medu grupama, iako je Ser alel zastupljeniji u ispitivanoj
SI grupi. U grupi obolelih od SI, ucestalost Ser alel je bila 85.32 % u ispitivanoj grupi a u
kontrolnoj 80.0%. Ucestalost Ser i Gly alela kod bolesnika sa SI ne pokazuje statisticki
znacajnu razliku u odnosu na ucestalost tih alela u KG (¢2=0.640, p=0,424) (Grafikon 7).

85,32%

100%

O Ser
mGly

Si KG

Grafikon 7. Prisustvo Ser i Gly alela Ser®Gly polimorfizam gena za B, receptor u ispitivanim grupama
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Grafikon 8. Ugestalost genotipova Ser*Gly polimorfizma za B, receptor u ispitivanim grupama
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Ucestalost genetotipova Ser’Gly polimorfizam gena za B, receptor nije se
razlikovala izmedu ispitivane i kontrolne grupe (y2=2.750, p=0.253). Ser*’Ser genotip je
najcesci u obe grupe (Grafikon 8).

Nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u distribuciji frekvencija genotipova (32=0.966,
p=0.617). Iako je frekvenca Ser alela bila vec¢a kod Zena (88.9%) nego kod muskaraca
(84.1%), ta razlika nije bila statisticki znacajna (¥2=0.400, p=0.527). Rezultati su prikazani
u tabeli 23.

Tabela 23. Distribucija genotipa i alela gena za Ser’Gly kod pacijenata u odnosu na

Pol Muskarci Zene
N (%) N (%)
Frekvencija genotipova | Ser/Ser 58 (70.7) 21 (77.8)
Ser/Gly 22 (26.8) 6(22.2)
Gly/Gly 2(24) 0(0)
Frekvencija alela Ser 138 (84.1) 48 (88.9)
Gly 26 (15.9) 6 (11.1)

U tabeli 24 prikazana je starosna struktura podgrupa Ser i Gly. Nema statisticki

znacajne razlike u starosti izmedu S 1 G grupe (t=-0.152, p=0.880).

Tabela 24. Starost (godine) ispitanika S i G grupe.

Grupa X+SD
Grupa S 64.54+10.78
N=76

Grupa G 64.90+£10.84
N=29

6.3.2 Ser”Gly polimorfizam gena za B; receptor: distribucija

genotipova i alela prema klinickim karakteristikama

Da bismo utvrdili da li Ser*Gly polimorfizam gena za B; receptor utice na klini¢ku
prezentaciju bolesti, ispitivali smo distribuciju genotipova i alela kod razli¢itih podgrupa
pacijenata formiranih na osnovu klinic¢kih karakteristika.

Ispitivanje zastupljenosti alela izmedu grupa pacijenata sa razliCitom tezinom
bolesti nije pokazalo statisticki znacajnu razliku (¥2=1.530, p=0,465). Takode nije bilo

statistiCke znacCajne razlike u ucestalosti genotipova kod pacijenata sa tezom klinickom
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slikom, u odnosu na grupu pacijenata sa NYHA klasom I i II pacijenata ( y2=4.863,
p=0,302). Rezultati su prikazani u tabeli 25.

Tabela 25 . Ucestalost genotipova i alela Ser*’Gly polimorfizma gena za 3, receptor kod pacijenata sa ST u
odnosu na NYHA klasifikaciju

NYHA I NYHA II | NYHAIII
N (%) N (%) N (%)
Frekvencija
genotipova
Ser/Ser 17 (73.9) 38 (65.5) | 16(84.2)
Ser/Gly 6 (26.2) 19 (32.8) |2(10.5)
Gly/Gly 0(0) 1(1.7) 1(5.3)
Frekvencija alela
Ser 40 (87.0) 95 34 (89.5)
(81.9%)
Gly 6 (13) 21 (18.1) |4(10.5)

Nije bilo statisticki znacajne razlike u distribuciji frekvencija genotipova prema
tezini klinicke slike prema polovima u ispitivanoj grupi pacijenata (muskarci: y2=3.487,
p=0.175 Zzene: y2=0.507, p=0.776). Iako je frekvenca Ser alela bila veca kod zena (%) nego
kod muskaraca (%), ta razlika nije bila statisticki znac¢ajna (muskarci: ¥2=1.642, p=0.440

zene: x2=0.438, p=0.803). Rezultati su prikazani u tabeli 26.

Tabela 26. Distribucija genotipova i alela Ser*Gly polimorfizma gena za B, receptor izmedu pacijenata
razlic¢ite NYHA klasifikacije prema polu

NYHA 1 NYHA II NYHA 111
N (%)

Frekvencija M Z M Z M 7
genotipova N (%) [ N(%) |N(%) |N(%) | N (%) | N (%)
Ser/Ser 11 6 30 8 11 5

(68.8) | (85.7) | (63.8) |(72.7) | (91L.7) |(71.4)
Ser/Gly + Gly/Gly 5 1 17 3 1(83) |2

(31.3) | (14.3) | (36.2) | (27.3) (28.6)
Frekvencija alela M Z M Z M 7

N(%) [N (%) |N(%) |N(%) | N (%) | N (%)
Ser 27 13 76 19 22 12

(84.4) | (92.9) | (80.9) |(86.4) | (91.7) | (85.7)
Gly 5 1(7.1) | 18 3 2(83) |2

(15.6) (19.1) | (13.6) (14.3)
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Izmedu bolesnika sa sistolnom i sistolno-dijastolnom disfunkcijom, u poredenju sa
bolesnicima sa dijastolnom SI, nije bilo razlike u distribuciji genotipova Ser49Gly

(%2=2.069, p=0.222). Rezulati ovog uporedivanja prikazani su u tabeli 27.

Tabela 27. Distribucija genotipova i alela Ser*’Gly polimorfizma gena za 3 receptor kod pacijenata sa
razli¢itim tipom disfunkcije u odnosu na pol

genotip N
(%)
Sistolna i sistolno- | Ser/Ser 50(71.4)
dijastolna Ser /Gly+ Gly/Gly | 22 (28.6)
Dijastolna Ser/Ser 15 (88.2)
disfunkcija Ser/Gly+ Gly/Gly 2(11.8)

Nije bilo genetski uslovljene statisticki znacajne razlike u svim merenim
ehokardiografskim parametrima, sr¢anoj frekvenci i sistolnom 1 dijastolnom pritisku osim

u dijametru LPK (tabela 28).

Tabela 28. Vrednosti ehokardiografskih parametara, sréane frekvence i arterijskog krvnog pritiska kod
bolesnika sa razli¢itim genotipom Ser*Gly polimorfizma gena za B, receptor

N X SD t p

EF Ser/Ser 24 33.71 8.14 -1.272 207
Gly/Gly+Gly/Ser | 69 36.48 9.52

EDD Ser/Ser 47 62.25 6.86 1.387 171
Gly/Gly+Gly/Ser | 15 59.54 5.60

ESD Ser/Ser 45 46.85 8.89 786 435
Gly/Gly+Gly/Ser | 15 44.87 6.76

LPK Ser/Ser 49* 47.11 6.37 2.081 .043
Gly/Gly+Gly/Ser | 15 44.47 3.42

SPDK Ser/Ser 31 37.41 17.00 339 737
Gly/Gly+Gly/Ser | 8 36.13 6.40

SF Ser/Ser 70 73.79 16.52 .053 957
Gly/Gly+Gly/Ser | 29 73.59 17.77

SistolniBP Ser/Ser 71 129.97 20.38 .806 422
Gly/Gly+Gly/Ser | 29 126.38 19.82

DijastolniBP | Ser/Ser 71 79.37 9.52 1.528 130
Gly/Gly+Gly/Ser | 29 76.21 9.03

*p<0.05

U grupi pacijenata koji su nosioci Ser/Ser genotipa u odnosu na nosioce barem
jednog Gly alela nije postojala statisticki znacajna razlika u dnevnoj dozi karvedilola
(x=2.861. p=0.145). Kod pacijenata koji su uzimali bisoprolol nije bilo statisticki znacajne
razlike u postignutoj dnevnoj dozi ovog beta blokatora u zavisnosti od genotipova

(=0.485, p=0.486).

90




6.3.3 Ser”Gly polimorfizam gena za B receptor:
uticaj na klinicki tok bolesti
Ispitivanje uticaja genotipa na rehospitalizaciju pokazalo je manju ucestalost Ser
alela u grupi rehospitalizovanih (84.5 %), u poredenju sa grupom pacijenata kod kojih nije
bilo potrebe za ponovnim prijemom u bolnicu (92.9%). Ta razlika nije statisticki znacajna,
¥2=0.641, p=0.423). U ovoj grupi je utvrdena i manja ucestalost Ser/Ser genotipa (73.8%)
bez statisticke znacajnosti, x2=1.133, p=0.567. Rezultati su prikazani u tabeli 29.

Tabela 29. Frekvenca genotipa i alela polimorfizma Ser’Gly na genu za [3; receptor u grupi sa i bez

rehospitalizacije.
Frekvencija Rehospitalizacija | Bez
genotipova N (%) rehospitalizacije
N (%)
Ser/Ser 31(73.8) 12 (85.7)
Ser/Gly 9(21.4) 2(14.3)
Gly/Gly 2(4.8) 0(0)
Frekvencija alela
Ser 71 (84.5) 26 (92.9)
Gly 13 (15.5) 2(7.1)

U grupi pacijenata koji su trazili hitnu medicinsku pomo¢ registrovana je veca
ucestalost Ser alela (87,5%), u odnosu na pacijente sa hroni¢nom formom bolesti (85,7 %),
ali ta razlika nije bila statisticki znacajna (¥2=0.077, p=0.781). Takode, nije bilo ni
statistiCki znaCajne razlike u distribuciji genotipova izmedu dve posmatrane grupe

(x2=0.114, p=0.945). Rezultati su prikazani u tabeli 30.

Tabela 30: Dstribucija genotipova i alela polimorfizma Ser*’Gly na genu za B, receptor kod pacijenata sa SI u
odnosu na pruzenu HMP

HMP Bez HMP
N (%) N (%)
Frekvencija
genotipova
Ser/Ser 22 (78.6) 21 (75.0)
Ser/Gly 5(17.9) 6(21.4)
Gly/Gly 1(3.6) 1 (3.6)
Frekvencija alela
Ser 49 (87.5) 48 (85.7)
Gly 7 (12.5) 8 (14.3)
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Uticaj ovog polimorfizma na ishod bolesti kod pacijenata sa SI koji su dobijali beta
blokator je ispitivan u grupi pacijenata koji su prac¢eni u proseku 34,41 meseci = 2,73. Od
pocetka pracenja, ukupno je umrlo po 9 bolesnika sa genotipom Ser/Ser (11,4%) 1 2
nosioca barem jednog Gly alela (6,7%), bez statisticki znacajne razlike u prezivljavanju

medu genotipovima (%2=0.640, p=0,726) (Grafikon 9).

Survival Functions
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Grafikon 9. Uticaj Ser*’Gly polimorfizam gena za [3; adrenergicke receptore na prezivaljavanje kod
pacijenata sa SI

6.4 Rezultati ispitivanja Arg 16Gly polimorfizma gena za f3,
receptor

6.4.1 Arg '°Gly polimorfizam gena za P, receptor: udruZenost sa
pojavom srcane insuficijencije
Uporedvanjem zastupljenosti Arg alela izmedu grupe bolesnika sa sr€anom
insuficijencijom 1 ispitanika kontrolne grupe , utvrdili smo da nema znacajne razlike u
distribuciji ovog alela medu grupama, iako je Arg alel zastupljeniji u ispitivanoj SI grupi
(x2=0.465, p=0,495). U grupi obolelih od SI, Arg alel je prisutan kod 32,5% bolesnika, a u
KG kod 21,7% ispitanika. (Grafikon 10).

92



100%-

O Arg
mGly

Si KG

Grafikon 10. Ugestalost Arg i Gly alela Arg '°Gly polimorfizam gena za [, receptor u ispitivanim grupama

Ucestalost genotipova Arg '°Gly polimorfizam gena za B, receptor (Arg/Arg,
Arg/Gly, Gly/Gly) nije se razlikovala izmedu ispitivane i kontrolne grupe (y2=1.723,
p=0.423). Na grafikonu 11 se moZe videti da je Arg '°Gly genotip najéeséi u obe grupe.

100%

80%-

O Gly/Gly
B Gly/Arg
O Arg/arg

Sl KG

Grafikon 11. Ugestalost genotipova Arg '®Gly polimorfizma za B, receptor u ispitivanim grupama

Nije bilo statisticki znacajne razlike u distribuciji frekvencija genotipova prema
polu u ispitivanoj grupi pacijenata (y2=3.858, p=0.145). lako je frekvenca Gly alela bila
veéa kod zena (72,4%) nego kod muskaraca (65,6%), ta razlika nije bila statisticki

znacajna (y2=0.611, p=0.434). Rezultati su prikazani u tabeli 31.
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Tabela 31. Distribucija genotipa i alela Arg16Gly polimorfizma gena za 3, receptor kod pacijenata sa SI u
odnosu na pol

Muskarci Zene

N (%) N (%)
Frekvencija genotipova
Arg/Arg 5(6.5) 3(10.3)
Arg/Gly 43 (55.8) 10 (34.5)
Gly/Gly 29 (37.7) 16 (55.2)
Frekvencija alela
Gly 101 (65.6) 42 (72.4)
Arg 53 (34.4) 16 (27.6)

U tabeli 32 prikazana je starosna struktura podgrupa Arg i Gly. Nema statisticki
znacajne razlike izmedu Arg i Gly grupe u odnosu na pol (t=1.44, p=0.152).

Tabela 32. Starost (godine) ispitanika A i G grupe.

Grupa X+SD
Grupa A 62.73£11.43
N=59

Grupa G 65.8619.65
N=42

6.4.2 Arg'°Gly polimorfizam gena za B, receptor: distribucija
genotipova i alela prema klinickim karakteristikama

Da bismo utvrdili da li Arg'®°Gly polimorfizam gena za B, receptor uti¢e na klini¢ku
prezentaciju bolesti, ispitivali smo distribuciju genotipova i alela kod razli¢itih podgrupa
pacijenata formiranih na osnovu klini¢kih karakteristika.

Ispitivanje zastupljenosti Arg 1 Gly alela izmedu grupa pacijenata sa razli¢itom
tezinom bolesti nije pokazalo statisticki znacajnu razliku (}2=2.242, p=0,326). Takode
nije bilo statisticke znacajne razlike u ucestalosti genotipova kod pacijenata sa tezom
klini¢kom slikom, u odnosu na grupu pacijenata sa NYHA klasom I i II pacijenata

(x2=4.374, p=0,358). Rezultati su prikazani u tabeli 33.
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Tabela 33. Uestalost genotipova i alela Arg'°Gly polimorfizma gena za B, receptor kod pacijenata sa SI u
odnosu na NYHA klasifikaciju

NYHA I NYHA II | NYHA III
N (%) N (%)
Frekvencija
genotipova
Gly/Gly 10 (50.0) 26 (42.26) | 4(23.5)
Arg/Gly 10(50.0) 30(49.2) | 11(64.7)
Arg/ Arg 0(0) 5(8.2) 2 (11.8)
Frekvencija alela
Gly 30 (75.0) 82..(67.2) | 19(55.9)
Arg 10 (25.0) 40 (32.8) | 15(44.1)

U ispitivanog grupi pacijenata nije bilo statisticki znacajne razlike u distribuciji
frekvencija genotipova prema tezini klinicke slike po polovima (muskarci: %2=0.688,
p=0.709 zene: y2=5.418, p=0.067). U podgrupi zena sa lakSom klinickom slikom
(NYHAI-II) bila je veca ucestalost genotipa Gly/Gly (¥2=5.379, p=0.020)

Nije bilo statisticki znacajne razlike u ucestalosti alela izmedu pacijenata razliCite
tezine bolesti po polovima (muskarci: ¥2=0.961, p=0.618 Zene: ¥2=5.206, p=0.074).

Rezultati su prikazani u tabeli 34.

Tabela 34. Distribucija genotipova i alela ArgléGly polimorfizma gena za 3, receptor izmedu pacijenata
razli¢ite NYHA klase prema polu

NYHA I NYHA II NYHA III
_ _ N@o)

Frekvencija M Z M Z M V4
genotipova N (%) | N(%) | N (%) | N(%) | N (%) | N (%)
Gly/Gly 6 4 16 10 3 1

(42.9) | (66.7)* | (34.0) | (71.4)* | (27.3) | (7116.7)
Arg/Gly + Arg/Arg | 8 2 31 4 8 5

(57.1) | (33.3) | (66.0) | (28.6) | (72.7) |(83.3)
Frekvencija alela | M Z M Z M V4

N(%) [N(%) |[N(%) | N(%) [N (%) | N (%)
Arg 8 2 35 5 9 6 (50.0)

(28.6) | (16.7) | (37.2) | (17.9) | (40.9)
Gly 20 10 59 23 13 6 (50.0)

(71.4) | (83.3) | (62.8) | (82.1) | (59.1)

*p<0.05
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Izmedu bolesnika sa sistolnom 1 sistolno-dijastolnom SI, u poredenju sa
bolesnicima sa dijastolnom SI, nije bilo razlike u distribuciji genotipova ArgmGly

(42=0.008, p=0.929) (tabela 35).

Tabela 35. Distribucija genotipova i alela ArgléGly polimorfizma gena za 3, receptor kod pacijenata sa
razli¢itim tipom disfunkcije

genotip N
(%)
Sistolna i sistolno- | Gly/Gly 30 (40.0)
dijastolna Arg/Gly+ Arg/Arg | 45 (60.0)
Dijastolna Gly/Gly 7 (41.2)
disfunkcija Arg/Gly+ Arg/Arg | 10 (58.8)

Nije bilo genetski uslovljene statisticki znacajne razlike u svim merenim
ehokardiografskim parametrima, sréanoj frekvenci i sistolnom i dijastolnom pritisku

(tabela 36)

Tabela 36 . Vrednosti ehokardiografskih parametara, sr¢ane frekvence i arterijskog krvnog pritiska kod
bolesnika sa razli¢itim genotipom Arg'°Gly polimorfizma gena za B, receptor

N X SD t p

EF GG 37 3724|973 965 337
GA+AA 55 35.36 8.76

EDD GG 20 6029 |5.65 911 | 366
GA+AA 43 61.88 6.78

ESD GG 20 4490 | 6.61 820 | 416
GA+AA 42 46.74 8.93

LPK GG 21 46.51 5.98 176 | .861
GA+AA 43 46.81 6.74

SPDK GG 13 37.15 14.86 586 561
GA+AA 26 34.53 12.28

SF GG 38 70.37 14.89 -1.598 | .114
GA+AA 56 75.77 16.83

Sistolni BP GG 39 126.79 | 21.57 1483 | .141
GA+AA 57 133.42 | 21.45

Dijastolni BP GG 39 78.21 9.56 -936 | 351
GA+AA 57 80.09 |9.75

Kod bolesnika sa sistolnom disfunkcijom leve komore, statisticki znacajno nizu
sr¢anu frekvencu imali su pacijenti homozigoti za Gly (69,75+16,22) u odnosu na nosioce
bar jednog Arg alela (78.26+17.73) (t=2.035, p=0.046).

U grupi pacijenta koji su nosioci Gly/Gly u odnosu na nosioce barem jednog Arg
alela nije postojala statisticki znacajna razlika u dnevnoj dozi karvedilola (y=1.250,

p=0.580). Kod pacijenata koji su uzimali bisoprolol nije bilo statisticki znacajne razlike u
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postignutoj dnevnoj dozi ovog beta blokatora u zavisnosti od genotipova (yx=0.166,

p=0.684).

6.4.3 Arg'°Gly polimorfizam gena za [, receptor:
uticaj na klinicki tok bolesti
Ispitivanje uticaja genotipa na rehospitalizaciju pokazalo je vecu ucestalost Gly
alela u grupi rehospitalizovanih (68.8%), u poredenju sa grupom pacijenata kod kojih nije
bilo potrebe za ponovnim prijemom u bolnicu (34.60%). Ta razlika nije statisticki znacajna,
v2=2.094, p=0. 148). Pored toga, nije bilo statisticki znacajne razllike u distribuciji
genotipova (¥2=0.193, p=0.749). Rezultati su prikazani u tabeli 37.

Tabela 37. Frekvenca genotipa i alela Arg'°Gly polimorfizma gena za B, receptor u grupi sa i bez

rehospitalizacije
rehospitalizacija | Bez
N (%) rehospitalizacije
N (%)

Frekvencija
genotipova
Gly/Gly 15 (37.5) 4 (30.8)
Arg/Gly + Arg/Arg 25 (62.5) 9 (69.2)
Frekvencija alela
Arg 25 (31.2) 17 (65.4)
Gly 55 (68.8) 19 (34.6)

Izmedu grupa pacijenata koji su trazili HMP u odnosu na one koji nisu nije bilo
statistiCki znacajnih geneskih uslovljenih razlika (distribucija alela: ¥2=0.006, p=0.938;
distribucija genotipova ¥2=0.034, p=0.854). Rezultati su prikazani u tabeli 38.

Tabela 38.Distribucija alela i genotipova Arg'°Gly polimorfizma gena za B, receptor kod pacijenata sa SI u

odnosu na pruzenu HMP

HMP Bez HMP
N (%) N (%)
Frekvencija
genotipova
Gly/Gly 9 (34.6) 10 (37.0)
Arg/Gly + Arg/Arg 17 (65.4) 17 (63.0)
Frekvencija alela
Arg 17 (32.7) 17 (31.5)
Gly 35(67.3) 37 (68.5)
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Pacijenti koji su ukljuceni u prospektivno istrazivanje u proseku su praceni 34,13
meseci £ 2,74. Od pocetka pracenja, ukupno je umrlo po 5 bolesnika sa genotipom
Gly/Gly (11,4%) i1 6 nosioca barem jednog Arg alela (10.2%), bez statisticki znacajne
razlike u prezivljavanju medu genotipovima (¥2=0.0380, p=0,846) (Grafikon 12).
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Grafikon 12. Prezivljavanje pacijenata sa SI u odnosu na distribuciju alela i genotipova Argl6Gly
polimorfizma gena za 3, adrenergicki receptor

6.5 Rezultati ispitivanja CYP2D6*4 polimorfizma

Polimorfizam CYP2D6*4 ispitivan je u grupi od 176 pacijenata sa SI, prosecne
starosti 63,44 £ 11,49 god i telesne mase 78,98+14,7kg. U ispitivanoj grupi bilo je 46 Zena
(26.1%) 1 130 muskaraca (73.9%). Vecina pacijenata u nasem ispitivanju je bila NYHA
klase II i to 77 (52%). Sistolnu ili sistolno-dijastolnu disfunkciju je imalo 113 (77.4%) a
dijastolnu 33 (22.6%) pacijenta.

Distribucija genotipova i alela je bila u Hardy-Weinberg ravnotezi (y2=0.009,
p=0.996). Homozigotni genotip CYP2D6 wild tip (wt/wt) je naden kod 91 (70.0%)
muskaraca i kod 33 (71.7%) Zena, bez statisticki znacajne razlike u distribuciji genotipova
medu polovima (¥2=0.723, p=0.697). Nije bilo statisticki znacajne razlike ni u frekvenciji
alela medu polovima (¥2=0.043, p=0.836).

Nosioci razli¢itih CYP2D6 genotipova se nisu razlikovali po prosecnoj starosti, ali

je bilo statisticki znacajnih razlika u pojedinim ehokardiografskim karakteristikama.
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Homozigoti za CYP2D6 wt su imali ve¢u EF (t=2.270, p=0.025), manji EDD (t=2.402,
p=0.018) 1 manji ESD (t=2.210, p=0.032). Medutim, nije zabelezena genski uslovljena,
statistiCki znaCajna razlika u zastupljenosti sistolne/sistolno-dijastolne 1 dijastolne

disfunkcije (¥2=3.195, p=0.088). Rezultati su prikazani u tabelama 39 1 40.

Tabela 39 . Vrednosti ehokardiografskih parametara, sr¢ane frekvence i arterijskog krvnog pritiska kod
bolesnika sa razli¢itim genotipom

N X SD t p
EF wt/wt 120 | 63.41 11.551 0.063 | 0.950
wt/*4+54/%4 | 51 63.53 11.458
EDD wt/wt 99 37.14 | 9.507 2270 | 0.025
wt/r4+*4/4 | 44 33.32 8.800

ESD wt/wt 105 | 2.10 664 0.094 | 0.925
wt/k4+*4/%4 | 43 2.09 750

LPK wt/wt 63 59.8143 |7.20627 |2.402 | 0.018
wt/k4+*4/4 | 34 64.1206 | 10.32980

SPDK wt/wt 73 452205 |8.16580 |2.210 | 0.032
wt/*4+54/%4 | 36 50.4306 | 12.92954

SF wt/wt 73 46.9068 |7.93831 |1.503 |0.136
wt/*4+*4/%4 | 35 493914 | 8.25100

SistolniBP wt/wt 54 35.85 14.468 1.869 | 0.065
wt*4+54/%4 | 25 42.12 12.454

DijastolniBP wt/wt 100 | 74.1300 | 13.90854 | 1.101 |0.276
wt/k4+*4/%4 | 43 78.4884 | 24.30302

Tabela 40. Distribucija genotipova polimorfizma CYP2D6*4 kod pacijenata sa razli¢itim tipom disfunkcije

genotip N (%)

Sistolna/sistolno-dijastolna wt/wt

0
disfunkcija 74 (65.5%)

Wt/*4+*4/*4 | 39 (34.5%)

Dijastolna disfunkcija wt/wt 27 (81.8%)

wt/*4+*4/*4 | ¢ (18.2%)

Svi pacijenti su bili na terapiji beta blokatora, uglavnom karvedilola (43,2%) 1
bisoprolola (41,5%), bez znacajnih razlika izmedu ove dve grupe po distribuciji genotipova
(x2=2.250, p=0.279). Karvedilol je primenjen u prosecnoj dnevnoj dozi od 12.5mg (3.125-
25mg), dok se doza bisoprolola kretala od 1.25 do 10mg, u proseku iznosila 2.5mg.
Pacijenati koji su primali karvedilol su bili viSe funkcionalne klase (}2=11.009, p=0.004).

Rezultati prikazani u tabeli 38. U ovoj grupi pacijenata nije bilo statisticki znacajne razlike
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u dnevnoj dozi karvedilola u odnosu na genotip: medijana u obe grupe bolesnika prema
genotipu bila 12.50mg (6.25-12.50) (p=0.947).

Metodom standarne visestruke regresije ispitivan je uticaj pola, polimorfizma
CYP2D6 1 Kklirensa kreatinina na korigovanu koncentraciju karvedilola u plazmi
(koncentracija u plazmi/dnevna doza/TM). Ispitivani model objasnjava 23,3% varijanse
korigovane koncentracije karvedilola (korigovano 12=0,19). Ovaj pokazatelj je statisticki
znaCajan (F= 5,377; p=0.003). Sve tri nezavisne promenljive daju statisticki znacCajan
jedinstven doprinos. Najznacajniji doprinos ima polimorfizam CYP — prisustvo jednog ili
vise CYP*4 povecava koncentraciju leka u krvi i objasnjava 8.2% varijanse. Smanjenje
klirensa kreatinina (7.1% varijanse) 1 Zenski pol (7.0% varijanse) u neSto manjoj meri

povecavaju korigovanu koncentraciju karvedilola.

Tabela 41. Uticaj pola, polimorfizma i klirensa kreatinina na korigovanu koncentraciju karvedilola

Mode Nestandardizova | Standirdovani
1 ni koeficijenti koeficijenti
B SD Beta P
1 (Constant) 031 .005 0.000
Pol -.008 | .004 -0.265 0.033
Genotip CYPx -.008 .004 -0.289 0.021
KlirensKreatinina | .000 | .000 -0.268 0.031

Kada je ovom metodom ispitivan uticaj korigovane koncentracije karvedilola,
polimorfizma CYP2D6, NYHA klase, sistolnog krvnog pritiska, komedikacije digoksinom
na sréanu frekvencu utvrdeno je da ispitivani model objaSnjava 34.5% varijanse
(korigovano r’=0.248). Ovaj model je statisti¢ki zna¢ajan (F=3.575; p=0.011). Od ovih pet
parametara statisticki znacajan pojedinacan doprinos od 11.3% ima samo korigovana

koncentracija karvedilola.

Tabela 42.Uticaj korigovane koncentracije karvedilola, polimorfizma CYP2D6, sistolnog krvnog pritiska,
komedikacije digoksinom na sréanu frekvencu

Model Nestandirdovani Standirdovani
koeficijenti koeficijenti
B SD Beta P
1 (Constant) 97.953 16.795 0.000
Korigovana doza 339.947 140.564 0.416 0.021
NYHA 3.482 3.068 0.177 0.264
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GenotipCYPx

-5.835 4,938 -0.201 0.246
SistolniBP 144 081 -0.249 0.084
Kardiotonik 6.971 4.106 -0.260 0.099

U grupi pacijenata koji su primali bisoprolol ispitivani model predvidanja
korigovane koncentracije bisoprolola na osnovu polimorfizma CYP2D6, nije bio statistic¢ki
znacajan (F= 3.431; p=0.07). Medutim, u izdvojenoj grupi pacijenata sa
sistolnom/sistolno-dijastolnom disfunkcijom ispitivani model objasnjava 11.5% varijanse
korigovane koncentracije bisoprolola (korigovano r’=8.80%). Ovaj pokazatelj je statisticki

znacCajan (F=4.276; p=0.047).

Tabela 43. Uticaj polimorfizma CYP2D6 na korigovanu koncentraciju bisoprolola kod pacijenata sa

EF<40%
Mode Nestandizovani Standirzovani
1 koeficijenti koeficijenti
B Std. Error  Beta p
1 (Constant) |.177 | .030 0.000
GenotipCY |-
Px 046 022 -.339 0.047

Kada je metodom standarne viSestruke regresije ispitivan uticaj korigovane
koncentracije bisoprolola, polimorfizma CYP2D6, NYHA klase, dijastolnog krvnog
pritiska, EF 1 komedikacija digoksinom na sréanu frekvencu utvrdeno je da ispitivani
model objasnjava 59.3% varijanse (korigovano r°=0.481). Ovaj model je statisticki
zna€ajan (F= 5.331; p=0.002). Od ovih Sest parametara statisticki znac¢ajan pojedinacan

doprinos imaju korigovana koncentracija bisoprolola,( 8.4%) i dijastolni pritisak, od 17.4%.

Tabela 44. Uticaj korigovane koncentracije bisoprolola, polimorfizma CYP2D6, NYHA funkcionalne klase,
dijastolnog krvnog pritiska, komedikacije digoksinom na sréanu frekvencu

Nestandirdovani | Standirdovan
Model koeficijenti i koeficijenti
B Std. Error | Beta p
1 (Constant) 45.650 15.047 .006
Korigovana 48.859 | 22.947 -365 045
doza
NYHA 4.667 2.749 334 .104
GenotipCYPx 7.090 3.966 262 .088
Kardiotonik -7.878 4.181 -319 073
EF -.199 233 -.168 404
Dijastolni 461 150 520 006
pritisak
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6.6 Korelacija izmedu parametara varijabilnosti sréane
frekvence (HRYV) i nivoa TNF-a

Prvi cilj ovog istrazivanja je bio da se utvrdi postojanje korelacije izmedu nivoa
TNF-a i, sa druge strane, ehokardiografskih i parametara varijabilnosti sr¢ane frekvence
(HRV). Vrednosti Pirsonovog koeficijenta korelacije, zajedno sa odgovaraju¢im stepenima
verovatnoce, za korelacije izmedu razli¢itih parametara HRV 1 nivoa TNF-a su prikazni u
Tabeli X. Koncentracija TNF-a je bila u statisticki znacajnoj negativnoj korelaciji sa
SDNN (r=—0.542, p<0.05). Sli¢an rezultat je dobijen i za HRVi, geometrijske mere HRV
(r=—0.556, p<0.05). Medutim, nije bilo statisti¢ki znacajne korelacije izmedu nivoa TNF-a
i sr€ane frekvence (HR) (p=0.828). Jaca korelacija je dobijena u grupi bolesnika zenskog
pola (SDNN: r=—0.940, p<0.01; SDANN: r=—0.826, p<0.05) i sa dijabetes melitusom
(DM) (SDNN: r=—0.961, p <0.001). Indirektni marker sréane vagalne aktivnosti pNN50
nije bio u statisticki znacajnoj korelaciji sa koncentracijom TNF-a u plazmi.

Prosecan nivo TNF-a u plazmi je bio 5.82+1.65pg/mL. Bolesnike smo podelili u
dve grupe: sa visokim vrednostima TNF-o (=5.50pg/mL) i niskim vrednostima TNF-¢
(<5.50pg/mL), a zatim smo uporedili ove dve grupe (Tabela 45). Nije bilo statisti¢i
znacCajne razlike izmedu pacijenata ove dve gupe po starosti, srednjem arterijskom pritisku
(BP), srcanoj frekvenci (HR), koncentraciji natrijuma i1 nivou kreatinina. Ali nakon
poredenja parametara HRV, utvrdili smo da su statisticki znac¢ajno nize vrednosti skoro
svih varijabli HRV (SDNN, NightSDNN, SDANN, TINN i HRVi) su izmerene kod
bolesnika sa niskim vrednostima TNF-a. Poredene dve podgrupe bolesnika na osnovu
koncentracije TNF-a se nisu razlikovale znac¢ajno po NYHA funkcionalnoj klasi, niti po
ucestalosti uzimanja lekova kao $to su B-blokatori, ACE inhibitori, digoksin, spironolakton
1 amjodaron. Kao S§to je i prikazano, koncentracija TNF-a je bila viSa kod oboelih od

dijabetes melitusa.
6.6.1 Distribucija alela i genotipa TNF-a

Prevalenca polimorfizma promotera za TNF-a gen G/A na poziciji -308 u nasoj
studiji je bila sli¢na prevalenci dobijenoj u drugim studijama (432, 433) (Tabela 45).
Distribucija posmatranog genotipa se nije razlikovala izmedu obolelih od sréane

insuficijencije 1 kontrolne zdrave grupe nasumic¢no izabranih nesrodnih osoba:
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TNFA1/TNFA2=0.67/0.33 (SI), odnosno 0.62/0.38 (kontrola), kao Sto je ve¢ objavljeno
(400, 434).

Koncentracija TNF-a u plazmi je bila poviSena kod obolelih od CHF, u odnosu na
kontrolne ispitanike (5.82+1.65pg/ml vs. 4.30+2.72pg/ml, p<0.01). Dobijeni rezultati su u
skladu sa rezultatima drugih studija (400, 435). Po ukljucivanju genitipa TNF-a -308 kao
diskriminatora, dobijeno je da je genotip TNFA2 povezan sa viSim koncentracijama
odgovarajuc¢eg proteina u plazmi (TNFAT1 vs. TNFA2) u obe grupe ispitanika, pacijenata
(4.62+0.58pg/ml 6.42+1.70pg/ml, p<0.01) i zdravih (2.05£1.35pg/ml
5.66+2.43pg/ml, p<0.05).

Indeksi HRV su se znaCajno razlikovali izmedu nosilaca TNFA1 1 TNFA2

VS. VS.

(Grafikon 13). U skladu sa prethodnim rezultatima da je koncentracija TNF-o u negativnoj
korelaciji sa merama HRV, 1 da je niza kod nosilaca TNFA1 genotipa, dobijeno je da

nosioci polimorfizma G/A na poziciji -308 promotora TNF-o gena imaju nizi SDNN

(p<0.01), NightSDNN (p<0.01), i SDNN indeks (p<0.05).

Tabela 45. Korelacija izmedu nivoa TNF-a i parametara HRV

SDNN | DaySDNN | NightSDNN | SDANN | SDNNindeks | HRVi | pNN50 | SDSD | TINN
(8-21h) | (23-6h) (ms) (bpm) (%) (ms) | (ms)
r | —0.542 | —0.444 -0.529 -0.426 | —0.365 —0.556 | —0.177 | —0.079 | —-0.510
p | 0.011* | 0.065 0.024* 0.069 0.113 0.011* | 0.483 0.756 | 0.031*
* p<0.05

Tabela 46. Razlike u karakteristikama bolesnika sa niskim i visokim koncentracijama TNF-a (ispod i iznad
srednje vrednosti za TNF-ar)

Low TNF-a High TNF-a p

Broj bolesnika (%) 12 (57.1%) 9 (42.9%)

Starost 62.67+11.87 67.78+11.70 0.338
Sistolni KP (mmHg) | 134.83+£22.67 130.00+14.14 0.565
Dijastolni KP | 78.75+11.10 84.38+10.50 0.272
(mmHg)

EF 0.31+0.10 0.34+0.07 0.465
EDD (mm) 65.00+9.17 60.28+4.07 0.132
ESD (mm) 50.67£13.23 43.89+4.40 0.120
LA (mm) 45.25+8.20 44.11+3.89 0.679
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RVSP (mmHg) 31.67+6.60 34.89+10.81 0.407
HR holter (bpm) 69.25+12.08 69.89+8.13 0.893
Natrijum (mmol/L) 140.09+3.73 139.44+5.68 0.763
SDNN 91.52+25.92 67.88+20.97 0.032*
DaySDNN (8-21h) | 88.93+33.78 70.51+£21.49 0.200
NightSDNN (23-6h) | 82.87+31.35 58.32+12.44 0.042%*
SDSD (ms) 29.29+20.51 35.124+23.37 0.581
TINN (ms) 406.27+£158.49 257.84+91.49 0.028*
SDANN (ms) 76.74+21.37 57.71£20.00 0.032*
SDNNindex (bpm) 36.74£16.93 31.17+14.11 0.441
HRVi 12.49+4.65 8.09+3.22 0.027*
pPNNS50 (%) 7.48+6.49 9.60+13.11 0.671
Holesterol (mmol/L) | 5.10+1.84 3.51+0.67 0.047*
LDL (mmol/L) 3.534+2.45 1.78+0.45 0.207
HDL (mmol/L) 1.19+0.20 1.02+0.09 0.113
Trigliceridi 1.25+0.50 1.06+0.26 0.371
(mmol/L)

Kreatinin (umol/L) 77.42+17.78 126.45+101.19 0.216
Urea (mmol/L) 6.10+1.63 12.86+£12.65 0.176
ACE/ARB 7 (58.3%) 7 (77.8%) 0.510
Digoksin 5 (41.7%) 1 (11.1%) 0.125
Spironolakton 7 (58.3%) 5 (55.6%) 0.899
Amiodaron 5(41.7%) 3 (33.3%) 0.697
NYHA

I-1I 5(41.7%) 5 (55.6%) 0.528
I 7 (58.3%) 4 (44.4%)

TNF308

GG 6 (50.0%) 1 (11.1%) 0.061
GA 6 (50.0%) 8 (88.9%)

By pass 1 (8.3%) 2 (22.2%) 0.368
Perkutana koronarna | 2 (16.7%) 1 (11.1%) 0.719

intervencija
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Angina pektoris 5 (41.7%) 6 (66.7%) 0.256
Prethodni infarkt | 7 (58.3%) 5 (55.6%) 0.899
miokarda
Diabetes melitus 2 (16.7%) 6 (66.7%) 0.020%*
Hipertenzija 6 (50.0%) 8 (88.9%) 0.095
Dislipidemija 10 (83.3%) 6 (66.7%) 0.375
Pusenje 5(41.7%) 1 (22.2%) 0.125
Naslede 3 (25.0%) 4 (44.4%) 0.350
Gojaznost 3 (25.0%) 2 (22.2%) 0.882
*p<0.05
o TNF308
150- - Oee
Z]elN
* P<0.05
* P<0.01
100+
7%
%%
///
50+
: i'e

T T T T T
SDNN  DaySDNN NightSDNN SDNNindex SDANN

I
SDSD

-
pNN50

I
HRVi

Grafikon 13. Parametri HRV kod bolesnika sa razli¢itim genotipom za TNF-a. -308
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6.7 Rezultati populacione farmakokinetske analize bisoprolola

Za izgradnju modela populacione farmakokinetske analize bisoprolola obradeni su

podaci dobijeni od 61 pacijenta, prosecne starosti 66,21 + 9,49 godina i telesne mase 78,9

+ 12,26 kg. Svi pacijenti su bili na terapiji bisoprololom, u dnevnim dozama od 1,25 do 10

mg. Kod vecine pacijenata uzorkovanje krvi je vrSeno pri isteku doznog intervala, a pre

davanja sledece doze, tek posto su uvedeni u ravnotezno stanje. Iz uzorka krvi izdvajena je

plazma, zatim je u plazmi merena koncentracija bisoprolola pomo¢u pomo¢u HPLC-a.

ZabeleZene koncentracije bisoprolola su bile u opsegu od 1 do 73.51 ngml™. Dermografske

karakteristike ispitivanih pacijenata date su u tabeli 47.

Table 47. Dermografske, labaratorijske analize i terapija pacijenata uklju€enih u populacionu analizu i
validacioni set. Podaci su prikazani kao prosecne vrednosti = SD

Grupa pacijenata za [Opseg Validation [Opseg
izgradnju modela  [vrednosti set validacione
Karakteristike grupe grupe
Broj pacijenata 61 17
Broj uzoraka 62 17
Pol (muskarci/zene) 7/14 176
T™ (kg) 78.90+12.26 52-102 77.35+13.28|50-90
Starost (godine) 66.21+9.49 39-83 63.71+9.74 45-81
Dnevna doza bisoprololal
3.75+2.15 1.25-10 3.60+£2.02  |1.25-7.5
(mg)
Koncentracija bisoprolola
. 24.29+19.69 1-73.52 37.16+26.95(7.33-103.47
u plazmi (ngml-1)
BIS + amjodaron 18 2
BIS + ACEi 45 9
BIS + spirinolakton 24 3
BIS + furosemide 31 6
Broj pacijenta sa
CYP2D6*4 -wt/*4 13 7
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Broj pacijenata sa

CYP2D6*4 -*4/*4 3 0

Holesterol (mmol/I™) 4.19+1 2.8-6.8 4.52+1.49 [2.54-7.39
CLcr(1h™) 5.12+1.76 1.49-10.75 [3.65+1.78 0.59-6.45
EF (%) 34.81+7.76 15-45 38.24+5.58 |21-44

Prva faza populacionog FK modelovanja sastojala se u definisanju baznog modela.

Za PFK analizu karvedilola izabrana je ADNVANI subrutina koja opisuje model sa

jednim odeljkom, bez apsorpcije. Prvi rezultat PFK analize je odreden bazni model i

prosetna populaciona vrednost klirensa koja iznosi 11,4Lh". Rezultati ispitivanja inter i

intraindividualne varijabilnosti klirensa leka pokazali su da je eksponencijalni model

greske za obe varijabilnosti bio bolji od aditivnog modela. Vrednosti interidivuidualne 1

rezidualne varijabilnosti bile su 39,87 % 127,17 %.

Tabela 48. Vrednost MOF u osnovnom modelu, univarijantni modeli i zavr$ni model PFK bisoprolola

Clearance models MOF |Razlike  ulP Zakljucak|
MOF o

OSNOVNI MODEL
CL=0, *EXP(ETA(1)) 432.171
UNIVARIJANTNI MODELS
CL=0,*EXP(ETA(1)) + 65 * TM 430.569(1.602 >0.05 NS i
CL=0,*EXP(ETA(1)) + 64 * STAROST

432.171(0 >0.05 NS i
CL=0,*EXP(ETA(1)) [] 5% POL

432.171)0 >0.05 NS i
CL= 0,*EXP(ETA(1)) + 65* DD

416.607(15.564 <0.05 [YES
CL=0,*EXP(ETA(1)) Ll 0,* CL cr

426.115(6.056 <0.05 [YES
CL=0,*EXP(ETA(1)) [] 0¢* EF

431.073(1.098 >0.05 NS i
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CL= 0,*EXP(ETA(1)) | 09* AMJODARON
432.171/0 >0.05 NS 1
CL=0,*EXP(ETA(1)) (| 0,0* ACEi
430.681|1.49 NS i
>0.05
CL=0,*EXP(ETA(1)) [ 6,,* SPIRINOLAKTON
432.171)0 NS i
>0.05
CL= 0,*EXP(ETA(1)) L 01,* FUROSEMID
432.171)0 NS i
>0.05
CL=0,*EXP(ETA(1)) [ 0,3* PM,
427.102[5.069 <0.05 [YES
CL= 0,*EXP(ETA(1)) [ 0,4* PM,
427.6834.488 <0.05 [YES
PUNI MODEL
CL= 0,*EXP(ETA(1)) + 05 * DD + 0;* CL cr + 013
* PM; [ 014* PM,
411.306

CL —klirens (L/h); 0, -tipicna, populaciona vrednost klirensa; ETA- interindividuala varijabilnost u klirensu;
0; - 04 izabrane varijable; TM- telesna masa (kg); POL-1 za muskarce, 0 za Zene; DD- dnevna doza
bisoprolola; AMJODARON, ACEi VAR, SPIRINOLAKTON i FUR- komedikacija sa amiodaronom, ACE
inhibitorom, sporinolaktonom i furosemidom, 1 ukoliko pacijent uzima lek a 0 ako ne uzima; PM, koji su
heterozigoti za CYP2D6*4 (wt/*4); PM, pacijenti koji su homozidoti za CYP2D6*4 -*4/*4

**P_nivo MOF razlike izmedu baznog i testiranog modela; *NS: bez statistickog znataja SZ: statisticki
znacajno

U sledecoj fazi ispitivali smo uticaj svake kovarijante. Dodavanje dnevne doze
bisoprolola, klirensa kreatinina 1 genetskog polimorfizma CYP2D6*4 (heterozigoti- wt/*4
I homozigoti -*4/*4) u bazalni model rezultiralo je statisti¢ki znac¢ajnom redukcijom u
minimumu objektivne funkcije (MOF). Sve ostale kovarijante (telesna masa, starost, pol,
holesterol, EF, komedikacija amjodaronom, ACE inhibitorom, spirinolaktonom 1
furosemidom) nakon ove faze su iskljucene. Brojni, sukcesivno testirani, univarijantni

modeli su prikazani u tabeli XXXX. Vrednost MOF u punom modelu je bila 411.306.
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Finalni populacioni farmakokinetski model klirensa bisoprolola, razvijen uz zahtev
ispunjenja strogih statistickih kriterijumima za redukciju u MOF -u, potvdio je zna¢aj samo
dnevne doze bisoprolola kao glavne determinante finalnog modela. Matematicki oblik
finalnog modela predstavljen je jednaCinom klirensa bisoprolola:

CL (1h")=4.68 +0.859 * DD

FK parametri finalnog modela prikazani su u tabeli 49.

Tabela 49. Parametri utvrdeni za zavr$ni model

Parametri modela Procenjena vrednost [Standardna greSka
(95% interval pouzdanosti)
1.92

Klirens (1 h™") - 6, 4.68 0.92 — 8.44
17.19

Volumen distribucije (1) - 0, 191 157.31 —224.69
0.2148

Efekat DD — 65 0.859 0.438 —1.28
0.0141

Interindividualna varijabilnost CL - o’y [0.0635 0.0359 - 0.0911
0.0029

Residual error variance - 6° 0.0145 0.0088 — 0.0202

Greska

Finalni model

Srednja predvidena greska
Eng.Mean prediction error (MPE) 1.80 (-6.57 — 10.17)
Srednja statisticka greska

Mean squared prediction error (MSPE) 295.06 (11748 - 427.64)

Rezidualna srednja greska predvidanja
Root mean squared prediction error (RMSE) 17.18 (10.84 — 26.68)

Vrednosti interindividulane 1 rezidualne varijabilnosti u finalnom modelu,
prikazane kao koeficijent varijacije, bile su 25,02% i 20,02%. Graficki prikaz smanjenja
varijabilnosti predvidenih 1 izmerenih vrednosti koncentracija bisoprolola tokom

matematickog modelovanja je dat na slici 25.
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Slika 25. Odnos predvidenih i izmerenih koncentracija bisoprolola u ispitivanoj grupi koriSéenjem baznog (a)
i finalnog (b) modela iz osnovnog seta

U tre¢oj fazi populacione FK analize bisoprolola, u kojoj je procenu predvidljivosti FK
parametara dobijenih koriS¢enjem finalnog modela izvrSena ukljucivanjem podataka nove
grupe pacijenata od 17 pacijenata, prosecne mase 77,35 kg, starosti 63,71 godina. Predvidene
greske finalnog modela koje su utvrdene validacionim setom prikazane su u tabeli 50, dok je

na slici 26 prikazan odnos predvidenih i izmerenih koncentracija bisoprolola.

Tabela 50. Predvidene greske zavrSnog modela utvrdene na validacionom setu

Greska Finalni model
Srednja predvidena greska (MPE) 1.80 (-6.57-10.17)
Srednja statisticka greska 295.06 (117.48 —427.64)

Mean squared prediction error (MSPE)
Rezidualna srednja greska predvidanja 17.18 (10.84 — 26.68)

Root mean squared prediction error (RMSE)
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Slika 26. Odnos predvidenih i izmerenih koncentracija bisoprolola u validacionojj grupi kori§¢enjem baznog
(a) i finalnog (b) modela

6.8 Rezultati populacione farmakokinetske analize karvedilola

U populacionu farmakokinetsku studiju je uklju¢eno 52 pacijenta, a u 55 uzoraka
plazme odredena je koncentracija karvedilola. U populaciji pacijenta sa SI bilo je 40
muskaraca i 12 Zena, prose¢ne starosti 63,02 £ 11,95 godina 1 telesne mase 77,96 + 13,46
kg. Svi pacijenti su bili na terapiji karvedilolom, u dnevnim dozama od 6,25 do 50 mg.
Kod vecine pacijentata uzorkovanje krvi je vrSeno pri isteku doznog intervala, a pre
davanja sledece doze, tek posSto su uvedeni u ravnotezno stanje. Iz uzorka krvi izdvajena je
plazma, zatim je u plazmi merena koncentracija karvedilola pomo¢u HPLC-a. ZabeleZene
koncentracije karvedilola su bile u opsegu od 1 do 59,07 ngml'. Dermografske

karakteristike ispitivanih pacijenata date su u tabeli 51.
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Tabela 51. Karakteristike ispitivanih pacijenata

Grupa
acijenata za Opseg Opseg
Karakteristike pacijena vrednosti Validation set | validacione
izgradnju upe upe
modela grup grup
Broj pacijenata 52 14
Broj uzoraka 55 15
Pol (muskarci/zene) 40/12 9/5
T™M(kg) 77.96+13.46 | 49-118 71.2749.20 49-82
Starost (godine) 63.02+11.95 | 30-83 60.4+£16.53 28-80
Dnevna doza karvedilola (mg) 12.33£7.55 6.25-50 15.63£11.63 6.25-50
Koncentracija karvedilola u plazmi
(ngml-1) 7.47+11.99 1-59.07 13.14+11.92 1-35.61
EF (%) 37.76+6.16 23-43 37.9745.13 26-41
Pusaci 16 2
Broj pacijenata sa CYP2D6*4
(wt/*4) 17 3
Karvedilol + amjodaron 7 1
Karvedilol + digoksin 18 2
Karvedilol + varfarin 25 3
Karvedilol + aminopfilin 9 2
Karvedilol + inhibitor protonske
pumpe 13 2
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70
60 - . °
’E‘ 50 H
> 40
~>5 30 - . ° -
2 20 - .
104 o & 3§ ¢
. .
0 S S-S S—" S NN W W T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
time (h)

Slika 27. Odnos izmerenih koncentracija karvedilola u ispitivanoj grupi I vremena primene poslednje doze

karvedilola (Scatter-plot of observed concentrations (DV) versus time of last dose of carvedilol)
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Prva faza populacionog FK modelovanja sastojala se u definisanju baznog modela. Za
FK analizu karvedilola izabrana je ADNVAN2 subrutina koja opisuje model sa jednim
odeljkom, sa apsorpcijom prvog reda. Na§ bazni model je odredio tipi¢nu populacionu
vrednost klirensa (populacioni parametar 0;) koja iznosi 43,8Lh™. Rezultati ispitivanja
inter 1 intraindividualne varijabilnosti klirensa leka pokazali su da je eksponencijalni model
greske za obe varijabilnosti bio bolji od aditivnog modela. Vrednosti interidivuidualne i

rezidualne varijabilnosti bile su 43,24% 1 31,05%. MOF baznog modela iznosila je 306,632.

Tabela 52. Vrednost MOF u osnovnom modelu, univarijantni modeli I zavr$ni model FK karvedilola

MOF Razlike u | p** Zakljucak
MOF n

OSNOVNI MODEL
CL=0, *EXP(ETA(1)) 306.632
UNIOVARIJANTNI MODELI
CL=6,*EXP(ETA(1)) + 63 * TM 292.405 14.227 <0.05 SZ
CL= 0,*EXP(ETA(1)) + 04 *

306.570 0.062 >0.05 NS i
STAROST
CL=0,*EXP(ETA(1)) + 65* POL

302.865 3.767 >0.05 NS i
CL=0,*EXP(ETA(1)) + 6s* DD

293.206 13.426 <0.05 SZ
CL=0,*EXP(ETA(1)) + 6;* PM

305.232 1.4 >0.05 NS i
CL=0,*EXP(ETA(1)) + 63* TOB

290911 15.721 <0.05 SZ
CL=0,*EXP(ETA(1)) + 69* EF

305.982 0.65 >0.05 NS i
CL=0,*EXP(ETA(1)) + 6,0* DIG

297.082 9.55 <0.05 |SzZ
CL= 0,*EXP(ETA(1)) + ©O,*

305.121 1.511 >0.05 | NS
AMIO
CL=0,*EXP(ETA(1)) + 0;2* VAR

305.740 0.892 >0.05 | NSt
CL= 91 *EXP(ETA( 1 )) + 913 *

305.810 0.822 >0.05 | NSt
AMINO
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CL= 0,*EXP(ETA(1)) + 0,4* PPI

301.509 5.13 <0.05 SZ
ZAVRSNI MODEL
FULL MODEL
CL= 0,*EXP(ETA(1)) + 03 * TT +

269.483

96 * DD + 98* TOB + 910* DIG +

014 PPI

CL —klirens (L/h); 0, -tipi¢na, populaciona vrednost klirensa; ETA- interindividuala varijabilnost u klirensu;
04 - 014 izabrane varijable; TM- telesna masa (kg); POL-1 za muskarce, 0 za Zene; DD- dnevna doza
karvedilola; DIG, AMIO, VAR, AMINO and IPP komedikacija sa digoksinom, amiodaronom, varfarinom,
aminofilinom i inhibitorom protonske pumpe, 1 ukoliko pacijent uzima lek a 0 ako ne uzima; **P-nivo MOF
razlike izmedu baznog i testiranog modela; NS: bez statistickog znacaja SZ: statisti¢ki znacajno

Druga faza je predstavljala sloZeni proces modelovanja uz ukljucivanje izabranih
varijabli 1 jednacina regresione analize. Testirano je dvanaest varijabili. Brojni, sukcesivno
testirani, univarijantni modeli su prikazani u tabeli 2. Univarijantnom selekcijom je odreden
statisticki znaCaj izabranih varijabli. Kriterijum statisticke znacajnosti prikazan je kroz
redukciju u minimumu objektivne funkcije (MOF) izmedu pojedinih univarijantnih modela.
Simultanim ubacivanjem varijabli koje ispunjavaju kriterijum statistiCke znacajnosti u bazni
matematicki model dobijen je puni populacioni model karvedilola. Univarijantni modeli
ispitivanih kovarijanti prikazani su u tabeli 2. Statisticki znacajne kovarijante punog modela
su: dnevna doza karvedilola, telesna masa pacijenta, komedikacija digoksinom ili
inhibitorom protonske pumpe i pusenje. Ostale kovarijante (starost, pol, EF, polimorfizam
CYP2D6 -wt/*4), kao 1 komedikacija amjodaronom, varfarinom ili aminofilinom nisu
imale statisticki znacajnu redukciju u minimum objektivne funkcije (MOF).

U finalnom modelu koji je razvijen uz zahtev ispunjenja strogih statistickih kriterijuma
za redukciju u MOF-u, glavne determinante su telesna masa, komedikacija digoksinom i
pusenje. Matematicki oblik finalnog modela predstavljen je jednacinom klirensa karvedilola:
CL (Lh™') =10+ 0.434 * TBW + 22.5 * DIG + 29.9 * TOB

Tabela 53. Predvidene greske zavr$nog modela utvrdene na validacionom setu

Greska Finalni model
Srednja greska u predvidanju (MPE) 1.05(4.1-6.2)
Srednja statisticka greSka (MSPE) 174.33 (69.66 — 279)
Rezidualna srednja greska predvidanja 13.2(8.35-16.7)
(RMSE)
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FK parametri finalnog modela prikazani su u tabeli 53. Na slici 28 prikazan je
znacaj redukcije rezidualne varijabilnosti FK parametara, koja se postize modelovanjem od
baznog do finalnog modela, uz postignutu bolju raspodelu rezultata na regresionoj pravoj.
Vrednosti interindividulane i1 rezidualne varijabilnosti u finalnom modelu, prikazane kao
koeficijent varijacije, bile su 25,02 % 1 20,02 %. Graficki prikaz smanjenja varijabilnosti

predvidenih i izmerenih vrednosti koncentracija karvedilola tokom matematickog

modelovanja je dat na slici 28.

PRED vs DV

PRED (ng/ml)

0 10 20 30 40 50 60 70
DV (ng/ml)
PRED vs DV
60
~ 50 1
£ 40 .
= 30 1
E 20 A
10 ~
0 - T
0 10 20 30 40 50 60 70
DV (ng/ml)

Slika 28. Odnos predvidenih i izmerenih koncentracija karvedilola u ispitivanoj grupi za svakog pacijenta

koris¢enjem baznog (a) i finalnog (b) modela

U trecoj fazi populacione FK analize karvedilola izvrSena je provera ukljucivanjem
podataka nove grupe pacijenata od 14 pacijenata (9 muskaraca i 5 Zena), prosecne telesne mase
71,27 £ 9,20 kg, starosti 60,4 + 16,53g. Predvidene greske finalnog modela koje su
utvrdene validacionim setom prikazane su u tabeli 54, dok je na slici 29 prikazan odnos

predvidenih i izmerenih koncentracija karvedilola.
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PRED vs DV
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Slika 29. Odnos predvidenih i izmerenih koncentracija karvedilola u validacionojj grupi kori§¢enjem baznog

(a) i finalnog (b) modela

Tabela 54. Parametri finalnog modela

Parametri modela Vrednost Standarma greska
(95% Interval pouzdanosti)
Klirens 3.71
Clearance (L h™) - 0, 10 2.73-17.27
Volumen distribucije 132.06
Volume of Distribution (L) — 6, 832 573.16 — 1090.84
Efekat telesna tezina- 0.096
Effect of TBW — 03 0.434 0.246 — 0.622
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5.29

Effect of TOB — 0,4 29.9 19.53 —40.27
5.23

Effect of DIG — 05 22.5 12.25-32.75

Interindividualna varijansa 0.013

Interindividual variance of CL - @’cp. | 0.0626 0.0371 —0.0881

Re 0.0072

Residual error variance - 6> 0.0401 0.26 —0.0542
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7 DISKUSIJA

7.1 Znacaj polimorfizma 3, receptora u sréanoj insuficijenciji

Dobro je poznato da se Stetni efekti hroni¢ne adrenergicke hiperaktivnosti u SI
odvijaju posredstvom [; adrenergi¢kih receptora. Imaju¢i u vidu tu cinjenicu brojna
istrazivanja su testirale hipotezu da li polimorfizmi gena za ovaj receptor uticu na njegovu
funkciju 1 doprinose razvoju SI i tezini klinicke slike. Polimorfizam ¢iji je znacaj analiziran
u najve¢em broju studija je zamena guanina citozinom u polozaju 1165 koja rezultira
zamenom aminokiseline arginina glicinom u polozaju 389 (; Arg389Gly). Da je zamena
pozitivno naelektrisanog arginina reziduom neutralnog glicina funkcionalno znacajna
ukazuju rezultati Mason-a i sar. Ovi autori su u in vitro uslovima utvrdili da je nakon
stimulacije izoprenalinom Arg®®’ varijante B, receptora, aktivnost adenilat ciklaze tri puta

%9 (184). Prema tome, za nosioce Gly varijante 3; receptora se moze

veca u odnosu na Gly
rec¢i da imaju neku vrstu prirodne 3 blokade. Ako se uz to ima u vidu znacaj adrenergickog
sistema u remodelovanju LK, moze se pretpostaviti da ¢e u prisustvu Arg alela rizik za
razvoj sr¢ane slabosti biti ve¢i (436). Medutim, rezultati naseg istraZivanja nisu potvrdili
ovu hipotezu. Naime, u grupi pacijenata sa SI nije bilo razlike u distribuciji genotipova
Arg389Gly polimorfizma u odnosu na kontrolnu grupu ispitanika. Slicna ucestalost
ispitivanih varijanti ; receptora zabelezena je u drugim istrazivanjima (437-439). U
skladu sa nasim rezultatima su rezultati vecine studije koje su ispitivale znacaj ovog
polimorfizma na pojavu srcane slabosti. Naime, uprkos ¢injenici da je u vecini studija
potvrden uticaj polimorfizma na polozaju 389 na terapijski odgovor beta blokatora u SI
(183, 190, 440) i rezultata eksperimentalnih studija (190), doprinos ove genske
varijabilnosti na pojavu i progresiju SI nije u potpunosti jasan, pre svega zbog toga $to ovi
pozitivni rezultati nisu ponovljeni u klinickim studijama. Istrazivanje Tesson-a i sar. je bila
prva velika studija sa negativnim rezultatom (441). Ovi autori su ispitivali znacaj genske
varijabilnosti na pojavu SI u grupi od 425 pacijenata sa dilatatnom kardiomiopatijom.
Nakon ovih objavljeni su slicni rezultati drugih studija (442, 443, 444-446) u kojima
statisticki znacajna korelacija izmedu ovog polimorfizma i pojave SI nije potvrdena bez
obzira na etiologiju srcane slabosti (442, 447, 441).

U nekoliko studija je ispitivan znacaj istovremenog prisustva aktivnije Arg389

varijante [B; receptora i1 polimorfizma o,. receptora. Ovaj presinapticki receptor je
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odgovoran za inhibiciju oslobadanja noradenalina (121, 448) i prevenciju progresije SI
(449). Najcesc¢i polimorfizam na ovom genu je delecija 4 AK (Del322-325) koji vodi, u in
vitro uslovima potvrdenoj, neefikasnosti agoniste da aktivira ovaj receptor (436). Imajuci u
vidu da prisustvo Del322-325 polimorfizma ay. receptora moze povecati oslobadanje NA,
dok Arg389 varijanta B; receptora posreduje u intenzivnijoj adrenergickoj transmisiji,
moze se pretpostaviti da ¢e ova kombinacija polimorfizama dramaticno pojacati
adrenergicku aktivnost u srcu i rizik od pojave SI. Ovu hipotezu su prvi testirali Small 1 sar.
1 dobili ocekivane rezultate o vecoj zastupljenosti ovih polimorfizama kod pacijenata sa SI
(436). Naime, ova grupa autora je u populaciji Afroamerikanaca potvrdila 10 puta veci
rizik od pojave SI ukoliko su homozigoti za Del322-325 alel ay. receptora i Arg389 alel B,
receptora. Ovaj nalaz predstavlja najmoc¢niji, do sada opisani, genetski faktor rizika za SI
koji ukazuje na potrebu za genetskim ispitivanjem u preventivne svrhe. Medutim, ovaj
rezultat je dobijen u podgrupi 78 pacijenata crne rase, koji se danas smatra nedovoljnim za
relevantan zakljucak, te se moze smatrati lazno pozitivnim. Osim toga, znacajnost ova dva
polimorfizma nisu potvrdile druge dve studije studije koje su ispitivale pacijente bele (446),
odnosno zute rase (445). U nedavno objavljenoj africkoj studiji Woodiwiss-a i sar. na
relativno velikom uzorku pacijenata (n=403) sa IDC nije potvrdena veza izmedu prisustva
Arg389 i Del322-325 sa pojavom SI (450). Iako nijedan od ovih rezultata nije postigao
statistiCku znacajnost, postoji tendencija ka redukciji rizika za pojavu SI kod nosioca
Del322-325 alel, odnosno potpuno obrnuta veza u odnosu na rezultate Small-a i sar (436).
Medutim, na osnovu dostupnih podataka jasno je da ovaj polimorfizam nije moguce
dovesti u direktnu vezu sa pojavom SI.

Kako rezultati naSeg istrazivanja ukazuju, ni genska varijabilnost na polozaju 49 3,
receptora ne uti¢e na pojavu SI: razlika u distribuciji alela 1 genotipova izmedu pacijenata
sa SI 1 kontrolne grupe nije dostigla statisticku znacajnost, $to je u skladu sa rezultatima
vecine objavljenih studija. [ako je u jednoj maloj nemackoj studiji bilo statisticki znacajne
razlike u distribuciji Ser™ i Gly® alela B, receptora kod pacijenata sa SI u odnosu na
kontrolu (451), ovi rezulati nisu kasnije ponovljeni (176).

Hipotezu o direktnom uticaju Arg389Gly polimorfizma na patogenezu SI testirali
su Perez-a i sar. (190). Naime, ovi autori su na eksperimentalnom modelu transgenih
Zivotinja sa prekomernom ekspresijom Arg®*’ili Gly’® B; receptora u srcu ustanovili da je
kod miseva sa Arg389 varijantom [3; receptora, pri starosti od tri meseca, bazalni i

dobutaminom stimulisani kontraktilni odgovor veé¢i u odnosu na miSeve koji su imali samo
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Gly389 B; receptor (190). Interesanto je da ova varijanta receptora kod Sest meseci starih
zivotinja podleZe intenzivnijoj desenzitizaciji u odnosu na Gly389, §to se moze objasniti
povecanom aktivnoséu kinaze G-receptora (GRK) (185). Pored toga, kod ovih Zivotinja,
nosioca Arg alela na polozaju 389, u uzrastu od devet meseci, razvija se sr¢ana
insuficijencija sa hipertrofijom leve komore, poja¢anom fibrozom i smanjenom aktivnos¢u
adenilat ciklaze (190). Uz to, ispitivani polimorfizam uslovljava razlicit terapijski odgovor
beta blokatora. Imajuci ovo u vidu, autori zaklju€uju da kod nosioca Arg 389 alela postoji
mogucnost da se predvidi 1 utiCe na klinicki tok i terapijski odgovor na primenu beta
blokatora. Ovi pacijenati, kako rezultati Mialet Perez-a i sar. sugeriSu, na poCetku razvoja
miokardne disfunkcije, imaju laksu klini¢ku sliku 1 vecu toleranciju fizickog opterec¢enja u
odnosu na nosioce Gly389 alela. lako prisustvo Arg389 varijante [3; receptora predisponira
pojavu sréane slabosti, vremenom se prognoza popravlja jer receptor podleze
»autoblokadi* zahvaljujuéi kontraregulatornim mehanizmima (190). Jo§ jedna studija sa
transgenim Zivotinjama i prekomernom ekspresijom Arg389Gly varijanti 3; receptora je
dobila interesantne rezultate. Naime, Akhter i sar. su utvrdili da je Arg389 receptoru, osim
vece aktivnosti, svojstveno 1 intezivnije kardioprotektivno dejstvo (192). Ova redukcija
oSte¢enja miokarda u toku ishemije-reperfuzije, je verovatno, kako zakljucuju autori,
rezultat brze desenzitizacije Arg389 varijante [; receptora posredstvom G-receptorne
kinaze (GRK) jer ima povoljniju konformaciju u odnosu na Gly389 varijantu (452).
Imaju¢i u vidu da su eksperimentalne studije potvrdile veéu aktivnost Arg389
varijante §; receptora nakon vezivanja agoniste, moze se pretpostaviti da ¢e kod nosioca
Arg389 alela farmakoloski odgovor B blokatora biti veci (184; 190). Studije koje su
testirale ovu hipotezu mogu se podeliti u dve kategorije: one koje su fokusirane na
prognosticke indikatore kao Sto je ejekciona frakcija leve komore (EFLK) i1 one koje su
usredsredene na ishod, odnosno, mortalitet ili transplantaciju srca. U nameri da ispitamo
uticaj ovog polimorfizma na tezinu klinicke slike odredivali smo distribuciju genotipova i

389 alela

alela kod pacijenta NYHA klase I, IT i III i ustanovili da ve¢u zastupljenost Arg
kod pacijenata u funkcionalnoj klasi III, ali bez statisticke znacajnosti. Pored toga, nije bilo
razlike u frekvenciji genotipova i alela ovog polimorfizma u grupi pacijenata sa sistolno ili
sistolno-dijastolnom SI u odnosu na grupu pacijenata sa dijastolnom SI. Izmedu
homozigota za Arg®® alel i nosioca barem jednog Gly389 alela nije bilo razlike u svim

merenim ehokardiografskim parametrima, kao i sr¢anoj frekvenci 1 vrednostima krvnog
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pritiska. Prema tome, kod pacijenata sa sr€anom slabo$¢u varijabilnost na polozaju 389
gena za B receptor ne uti¢e na klinicki tok i prezentaciju bolesti.

Nekoliko studija je testiralo vezu izmedu terapijske efikasnost beta blokatora i
polimorfizma B; adrenergickih receptora. Prva od cetiri studije u kojima je potvrden znacaj
genske varijabilnosti B receptora je studija Mialet Perez i sar. u kojoj je ispitivan uticaj
Sestomesecne primene karvedilola na terapijski odgovor, meren promenom EFLK kod 224
pacijenata sa SI (190). Ovi autori su utvrdili da je kod pacijenata sa jednim ili dva Arg®™
alela doslo do znacajnijeg povecanja EFLK u odnosu na homozigote za Gly>*’. Sli¢ne
rezultate dobili su Chen 1 sar. koji su u grupi od 135 pacijenta sa idiopatskom
kardiomiopatijom, lecenih karvedilolom godinu i po dana (453). Dalju potvrdu ovih
rezultata dobila je jedna grupa autora u dve studije u kojima je ispitivan terapijski odgovor
metoprolol sukcinata. Naime, u prvoj studiji je nakon tromese¢ne terapije zabeleZeno
statistiCki znacajno povecanje EFLK kod pacijenata koji su postigli najviSe doze leka a

3% alela u odnosu na pacijente sa jednim ili dva Gly*® alela (183). U

nosioci su dva Arg
ovoj studiji nije potvrden znacaj polimorfizma na polozaju 49 B; receptora na terapijski
odgovor metoprolola. U drugoj studiji nije bilo genskom varijabilnosoS¢u P; receptora
uslovljene razlike u toleranciji na pocetku terapije, ali su kod nosioca jednog ili dva alela
Gly*® kao i kod homozigota za Ser*’ (236) primenjene veée doze diuretika. Medutim, u
nekoliko studija nije bilo genskom varijabilnos$¢u uslovljene razlike u povecanje EFLK.
U prospektivnoj studiji de Groote-a i sar. nakon tromesecne primene bisoprolola ili
karvedilola, nisu potvrdene genski uslovljene razlike u sr¢anoj frekvenci i EFLK (454). Ni
u nedavno objavljenoj studiji Metra-e i sar. polimorfizam [; receptora nije uticao na
terapijski odgovor karvedilola iako je kod pacijenata koji su postigli veci terapijski
odgovor bilo vise homozigota za Arg389, ali bez statisticke znacajnosti (455). U skladu sa
ovim su rezultati subanalize BEST studije (Beta-Blocker Evaluation of Survival Study) u
kojoj kod pacijenta u toku terapije bucindololom porast EFLK nije zavisio od genske
varijabilnosti 3; receptora (194). Imaju¢i u vidu da je u pomenute studije ukljucen
relativno mali broj pacijentata, ne moze se zakljuciti da je ovaj polimorfizam [3; receptora
dobar prediktor efiksnosti § blokatora u porastu EFLK. Medutim, tendecija boljih rezultata

? alela jasno je izrazena i nema rezultata drugih studija koje tvrde

kod nosioca Arg*®
suprotno. Pored toga, kratak vremenski period u kojem je farmakogenetski efekat primene
beta blokatora pracen, svojstven je veéini ovih studija i ovaj nedostatak treba uzeti u obzir

prilikom tumacenja njihovih rezultata, posebno ako se ima u vidu da je redukcija
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remodelovanja pod uticajem beta blokatora potpuna tek posle godinu dana njihove primene
(456).

Imajuéi u vidu da je nishodna regulacija Gly* varijante B, receptora intezivnija u
odnosu na Ser* (188) i da je proces desensitizacije P; receptora vrlo vazan adaptivni
mehanizam na kardiotoksi¢nost hroni¢ne hiperaktivnosti adrenergickog sistema koja
postoji u SI (28), postavljena je hipoteza o protektivnom dejstvu Gly*’ varijante B
receptora ali sa slabijim terapijskim odgovorom na primenu 3 blokatora. Medutim, ova
o¢ekivanja nisu potvrdili rezultati in vitro istrazivanja. Naime, Levin i sar. su zabelezili
veéu senzitivnost Gly® varijante u odnosu na Ser® varijantu receptora na blokadu
metoprolololom, dok nishodna regulacija receptora nije potvrdena (188). U nasem
istrazivanju pomenuti polimorfizam se nije razlikovao od SNP rs1801253: izmedu
pacijenata koji su nosioci Ser® i Gly* alela nije bilo razlike u sréanoj frekvenci, sistolnom
1 dijastolnom krvnom pritisku, izmerenim ehokardiografskim parametrima. Pored toga, nije
bilo razlike u distribuciji alela 1 genotipova u grupi pacijenata sa redukovanom EF u
odnosu na pacijente sa dijastolnom SI, kao izmedu funkcionalnih klasa. Po naSem saznanju
u nekoliko klini¢kih studija je ispitivan uticaj Ser™Gly genotipa na parametre
remodelovanja LK 1 klinicki tok bolesti, a dobijeni su kompleksni, nekada i nekonzistentni
rezultati. Interesantni su rezultati studije Terra 1 sar. u kojoj je bilo ukljuc¢eno 54 pacijenta
sa sistolnom disfunkcijom. Naime, ova grupa autora je utvrdila da kod nosioca Gly*’ u
toku primene metoprolol sukcinata duze od tri meseca postignuta statistiCki znacajna
redukcija endijastolnog dijametra u odnosu na nosioce Ser*’ (-2 mm vs +2 mm; P = .003)
(183). Medutim, nije bilo razlike u promeni EF izmedu ovih grupa. Sli¢ne rezultate dobila
je druga grupa autora koja je kod pacijenata sa sistolnom SI u toku primene maksimalno
tolerisane doze bisoprolola ili karvedilola. U ovoj studiji nisu merene vrednosti EDD
(454). Na drugoj strani, u studiji Chen-a i sar. nije potvrden znacaj ovog polimorfizma u
remodelovanju LK u toku hroni¢ne primene karvedilola kod pacijenta sa neishemijskom
kardiomiopatijom (453). Kao i u gore pomenutim studijama, u proceni efikasnosti beta
blokatora i ovde treba uzeti u obzir relativno kratku primenu leka, posebno ako se zna da
su redukcija mase LK i porast EFLK najintenziviji u periodu od Cetvrtog do dvanaestog
meseca primene beta blokatora (456).

Kako rezultati nedavno objavljene studije Mc Lean-a i sar. ukazuju, u toku hroni¢ne
primene beta blokatora postoji genski uslovljena razlika u odgovoru na

stimulaciju B 1 B, receptora (457). Naime, ova grupa autora je ispitujuci efekat infuzije
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dopamina, 3; selektivnog agoniste, na sréanu frekvencu, udarni i minutni volumen,
ustanovila da je kod homozigota za Arg®®’ alel postignut statisticki znacajno veéi terapijski

3% alela. Imajuéi u vidu da nije bilo razlike

odgovor u odnosu na nosioce barem jednog Gly
u sr¢anoj frekvenci izmedu grupa, autori zakljucuju da je razlicit fizioloski efekat izmedu
genotipova posledica razli¢itog inotropnog i vazodilatatornog odgovora. Ovi rezultati, kao
1 gore pomenuti rezultati eksperimentalnih studija (184, 190), odnosno sli¢an nalaz kod
zdravih dobrovoljaca (196), sugeriSu da se radi o funkcionalno znacajnom
polimorfizmu f3; receptora.

Da varijabilnost 3; receptora moze da ima veoma vazan prediktivni znacaj
tolerancije fizickog napora ukazuju rezultati Wagoner-a i sar. Ova grupa autora je
ispituju¢i  potrosnju kiseonika kod pacijenata sa idiopatskom ili ishemijskom
kardiomiopatijom u toku fizickog opterecenja utvrdila postojanje genski uslovljene razlike,

9

odnosno statisti¢ki znatajno veéu potronju kiseonika kod homozigota za Arg™ alel u

- 389
odnosu na nosioce Gly

alela (200). Uklju¢ivanjem Ser*’Gly polimorfizma u analizu,
izdvojen je Gly49Arg389 haplotip sa najve¢om, a Ser*Gly389 najmanjom potro§njom
kiseonika kod pacijenata sa SI, §to je u skladu sa rezultatima Sandilandsa i sar. (458), kao 1
nesto ranije objavljene, gore pomenute, in vitro studije iste grupe autora (459). Znacaj ovih
rezultata je potenciran saznanjem da je tolerancija fizickog napora u korelaciji sa
prezivljavanjem (460), Sto ukazuje na mogucénost da se na osnovu genotipa moze
predvideti nepovoljan klinicki tok bolesti.

Na osnovu rezultata eksperimentalnih 1 klinickih ispitivanja moze se pretpostaviti
da genotip B, receptora uti¢e na ishod terapije beta blokatorima kod pacijenata sa SI.
Imajucéi to u vidu ispitivali smo uticaj ovog polimorfizma na hospitalizaciju, potrebu za
hitnom medicinskom pomo¢i (HMP) i mortalitetom grupe pacijentata sa SI koju smo mogli
prospektivno da pratimo. Nasi rezultati ukazuju da genska varijabilnost na polozaju 389 ne
uti¢e na ishod bolesti. U toku ovog perioda umrlo je 11 pacijenata i to 5 homozigota za

389 alela. U skladu sa naSim rezultatima su nalazi

Arg’™ i 6 nosioca barem jednog Gly
vedine studija u kojima je znacaj polimorfizma odreden u odnosu na mortalitet pacijenata
sa dijagnostikovanom SI (444; 454 438). Izmedu malobrojnih studija sa pozitivnim
rezultatom izdvaja se subanaliza BEST studije. Kako rezultati Liggetta i sar. ukazuju kod
pacijenata sa SI koji su homozigoti za Arg389 alel, primenu bucindolola prati statisticki

znacajnija redukcija petogodiSnjeg mortaliteta u odnosu na pacijenate sa istim genotipom

koji su dobijali placebo (HR 0.62; P=0.03) (194). Na drugoj strani, ovako povoljan ishod
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389 .
alela u poredenju sa

lecenja bucindololom nije zabelezen kod nosioca jednog ili dva Gly
pacijentima placebo grupe (HR 0.90; P=0.57). Pored toga, u placebo grupi nije zabeleZena
razlika u prezivljavanju izmedu nosioca razli¢itih genetskih varijanti B; receptora Sto
sugeriSe da na klinicki tok srcane slabosti ovaj polimorfizam nema uticaj (194). Rezultati
ove studije isti¢u klju¢ne razlike bucindolola kao jedinog beta blokatora cija je terapijska
efikasnost u redukciji mortaliteta genski uslovljena. Jedina studija u kojoj je primena beta
blokatora, koji se rutinski koriste u SI, imala pozitivne rezultate je istrazivanje Biolo-a i sar.
Ovi autori su u opservacionoj studiji na 201 brazilskih ispitanika na terapiji visokim
dozama karvedilola ili metoprolola (tartarata ili sukcinata) potvrdili visu stopu
prezivljavanja kod homozigota za Arg®™® alel u odnosu na nosioce Gly’™ alela (437).
Delimi¢no pozitivan rezultat zabelezili su autori jedne nedavno objavljene studije. Naime,
Fiuzat 1 sar. su samo kod pacijenata koji su dobijali beta blokator u niskoj dozi uocili
genski uslovljenu razliku u mortalitetu, odnosno viSu stopu smrtnosti kod homozigota za

3% alela (461). Ovakve genski uslovljene

Arg®™ u odnosu na nosioce barem jednog Gly
razlike u mortalitetu nema, ukoliko se primenjuju visoke doze beta blokatora. Prema tome,
rezultati ove studije sugeriSu da bi se statisticki znaCajna redukcija mortaliteta postigla,
pacijente koji su homozigoti za Arg®™ treba le¢iti visokim dozama beta blokatora, koje je,
kako je utvrdeno u CIBIS-ELD studiji, moguce posti¢i kod 31% pacijenata SI (462).
Hipoteza da bucindolol ima jedinstven farmakodinamski profil koji ga razlikuje od
drugih beta blokatora, testira se u studiji u kojoj se njegova farmakogenetska efikasnost
poredi sa metoprolol sukcinatom u le¢enju SI i prevenciji AF. Dok se faza 3 ovog
istrazivanja ne zavrsi, ideja da ovaj beta blokator ima selektivnu efikasnost kod pacijenata

? alel u odnosu na nosioce Gly alela snazno podrzava tu

koji su homozigoti za Arg™
hipotezu. Svoj doprinos upoznavanju jedinstvenih farmakoloskih karakteristika
bucindolola dali su Bristow i sar. koji su detaljno analizirali rezultate BEST studije. Ovi
autori su najpre utvrdili da su simpatoliti¢ka svojstva bucindolola izraZenija u prisustvu
delecije ay receptora na polozaju 322-325, kao i da je primena ovog leka kod pacijenata sa

3% alela i Del322-325 polimorfizma praéena pove¢anim mortalitetom

SI koji su nosioci Gly
(463). Ukoliko se uzme u obzir da je Gly*® varijanta B, receptora hipofunkcionalna (184),
sa slabim afinitetom vezivanja NA (193), ovakav ishod primene bucindolola se moze
objasniti nemoguénoséu ove receptorske varijante da u uslovima smanjenog oslobadjanja
NA (464) obezbedi adekvatnu inotropnu podrSku insuficijentom srcu, te na ovaj nacin
ponistava efikasnost  blokade (463). Na osnovu ovih rezultata autori zakljucuju da

389

kombinacija Gly™™ alela B; receptora i delecije oy, receptora na polozaju 322-325
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predstavlja ,,nepovoljan* genotip i da ove pacijente ne treba leciti bucindololom. Ukoliko
su pacijenti nosioci ,,divljeg tipa“ ay receptora, redukcija oslobadanja NA bucindololom je

blaga, sa neznatnim uticajem na efikasnost blokade Gly**’

varijjante [; receptora i
terapijskim odgovorom kao kod primene ostalih beta blokatora (463). Na drugoj strani, kod
nosioca Arg™®’ alela B, receptora, prisustvo delecije na polozaju 322-325 oy receptora ne
uti¢e na efikasnost bucindolola jer je povecana aktivnost ove varijante P; receptora
dovoljna da obezbedi kardijalnu podrsku 1 u uslovima redukovanog oslobadanja NA (464).
Pored toga, bucindolol na Arg®® varijantu B, receptora deluje kao inverzni agonista sa
statistiCki znacajnom redukcijom sinteze cAMP-a u c¢elijama koje imaju samo ovu
varijantu receptora u odnosu na Gly389 (194). Imaju¢i u vidu da kod ovih pacijenta
primena bucindolola postigla veéu efikasnost u odnosu na druge beta blokatore, ovaj
genotip se moze smatrati ,,veoma povoljnim“ za njegovu primenu. Prema tome, autori
analiziraju¢i rezultate BEST substudije zakljucuju da u celom kohortu pacijenata sa SI
ukoliko se primenjuje bucindolol, kod 40% moZe se ocekivati terapijski odgovor koji
imaju i drugi beta blokatori, kod 50% efikasnost bucindolola bi¢e vec¢a, dok kod 10%
pacijenata nema povoljnog terapijskog odgovora i ne treba ga primenjivati (465).

Kako rezultati nekih studija pokazuju, uticaj genotipa [3; receptora na terapijski
znaCaj beta blokatora u redukciji mortaliteta pacijenata sa SI nije dostigao statisticku
znacajnost. U najvecoj do sada prospektivnoj studji, objavljenoj 2009. god. razlike u
mortalitetu bilo je izmedu nosioca Gly i Arg na polozaju 389 u placebo grupi, dok genska
varijabilnost [; receptora nije uticala na mortalitet pacijenata koji su leCeni beta
blokatorom (466). Sli¢ne rezultate su godinu dana ranije obajavili Sehnert i sar. u ¢ijoj je
prospektivnoj studiji ukupno 637 pacijenata leCeno beta blokatorom bez genski uslovljene
razlike u mortalitetu (467). Ni studija u kojoj je uticaj beta blokatora analiziran nakon 4
godine primene nije potvrdila uticaj genske varijabilnosti na polozaju 389 3; receptora na
mortalitet (468). Genetska analiza MERIT-HF studije (eng. Metoprolol CR/XL
Randomized Intervention Trial in Heart Failure) iako je potvrdila gore navedene rezultate,
ne moze se uzeti u obzir u proceni uloge polimorfizma [3; receptora u terapijskom
odgovoru metoprolol sukcinata jer su pacijenti sa istim genotipom prikazani u jednoj grupi,
bez obzira da li su leceni ovim beta blokatorom ili ne (469). Detaljnom analizom rezultata
navedenih studija, moze se odbaciti njihova kontradiktornost. Naime, istraZzivanjima
Liggett-a 1 sar. je pokazano da postoji statisticki znacajna razlika u prezivljavanju kod

pacijenata sa istim genotipom u zavisnosti da li su dobijali ili ne beta blokator (194).
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Drugim rec¢ima, ovi autori su uporedivali mortalitet pacijenata sa istim genotipom sa i bez
beta blokatora u terapiji. Na drugoj strani, dve studije u kojima nije zabelezena statisticki
znacCajna razlika u prezivljavanju, analiziran je uticaj genotipa u grupi pacijenata na terapiji
beta blokatorom (467, 468). Prema tome, ove dve studije nisu imale placebo grupu, Sto
uvodi nezaobilaznu pristrasnost (bias) u tumacenju rezultata. Na drugoj strani, ukoliko se
formira placebo grupa, otvaraju se nova pitanja, poput, zasto pacijenti nisu leeni lekovima
potvrdene efikasnosti, da li je netolerancija dobro procenjena, odnosno, da li nestabilnost
SI u toj meri izrazena da mora da se prekine primena beta blokatora. Osim toga, ove studije
karakteriSe nemoguc¢nost kontrole primene leka. O primeni leka se zakljucuje na osnovu
izvestaja lekara ili izjave pacijenta, a ne na osnovu broja tableta. Jo$ jedan problem ovih
opservacionih studija je kako oznaliti pacijente koji su leceni nekoliko meseci beta
blokatorom, njihova primena zatim obustavljena 1 onda pra¢eni u duzem vremenskom
periodu.

Tako u dostupnoj literaturi ima malo podataka o uticaju polimorfizma Ser*Gly na
terapijsku efikasnost beta blokatora i remodelovanje LK, testirali smo hipotezu o uticaju
ove genske varijabilnosti na mortalitet pacijenata sa SI. U grupi pacijenata koje smo mogli
prospektivno da pratimo umrlo je 9 homozigota Ser*’ i 2 nosioca barem jednog Gly®. Ni
ovaj rezultat nije imao statisticku znacajnost. Sli¢na ispitivanja uticaja polimorfizma na
polozaju 49 imala su divergentne rezultate: u tri od pet studija potvrden je statisticki
zna&ajno veéi mortalitet kod homozigota za Ser® B, receptora u odnosu na nosioce jednog
ili dva Gly* alela (176, 438; 444), dok su negativne rezultate zabeleZile dve studije. (437,
454). Borjesson 1 sar. u svojoj retrospektivnoj studiji na 184 pacijenta sa idiopatskom
dilatantnom kardiomiopatijom (IDC) ustanovili da nije bilo statisticki znacajne razlike u
prezivljavanju homozigota za Ser® koji su ledeni beta blokatorima i neletenih nosioca
barem jednog Gly alela na polozaju 49 gena za B; receptor (470). Sli¢ne rezultate iznose 1
Magnusson 1 sar. koji su utvrdili statisticki znacajno vecu redukciju mortaliteta kod
nosioca Gly® alela u odnosu na homozigote za Ser* u grupi pacijenata koja je dobijala
niske doze beta blokatora (<50% ciljne doze). Medutim, ukoliko su primenjene visoke
doze beta blokatora genskom varijabilno¢u f3; receptora uslovljena razlika u prezivljavanju
ovih pacijenata se gubi zbog boljeg terapijskog odgovora nosioca Ser® alela. Isti autori
navode da doza beta blokatora ne menja preZivljavanje nosioca Gly*’ alela. Naime, sli¢na
redukcija mortaliteta je zabeleZena kod nosioca Gly*’ alela koji su dobijali visoke (> 50%)
i niske doze (£50% ciljne doze) beta blokatora (444). Imajuci u vidu da se rasna i etnicka

pripadnost odrazava na razlike u distribuciji alela, strukturu haplotipova i meSavinu gena

126



(471), rezultate ovih studija treba tumaciti oprezno jer svi pacijenti pripadaju jednoj
etnickoj grupi. Pored toga, ovi rezultati nisu potvrdeni u brazilskoj studiji Biolo-a i sar. u
kojoj su ukljuCeni i pacijenti sa ishemijskom etiologijom srcane slabosti (437). Prema
tome, ove razlike ukazuju da treba biti kriti¢an prema preporuci da se kod homozigota za
Ser” primenjuju vece doze beta blokatora, kao i da nosioci barem jednog Gly alela
podjednaku korist imaju od niskih i visokih doza beta blokatora.

Na osnovu analize predstavljenih rezultata ovih istrazivanja, moze se zakljuciti da
genotip B; receptora utiCe na prezivljavanje, a da primena beta blokatora umanjuje taj
uticaj i vodi negativnom rezultatu. Drugim rec¢ima, efikasnost sada dostupnih beta
blokatora umanjuje suptilne razlike koje polimorfizam beta receptora moze da ima na
prezivljavanje.

Razlike u plejotropnim efektima pojedinih beta blokatra takode mogu biti znacajne
(472). U prilog ¢injenici da genski uslovljena razlika u prezivljavanju nije karakteristika
cele grupe, govore rezultati jedne nedavno objavljene studije u kojoj je prezivljavanje

389 alela ukoliko su

homozigota za Arg™ veée u odnosu na nosioca barem jednog Gly
dobijali karvedilol. Analizom rezultata grupe pacijenata na metoprololu nije registrovana
statistiCka znacajnost. Ovakav nalaz je od posebnog znacaja zato Sto predstavlja prvi nalaz
genski uslovljene razlike u ishodu terapije dva beta blokatora (473).

Primenom jedne nove eksperimentalne platforme, saznanja o fenotipskim razlikama
Arg®® i Gly*® varijante B receptora su dopunjuju interesantnim otkri¢ima (474). Naime,
Rochais 1 sar. su primenom tehnike bazirane na fluorescententnoj rezonanciji energetskog
transfera (eng. fluorescence resonance energy transfer—based (FRET- based) techniques)
ispitivali molekularnu konformaciju Arg®® i Gly®® receptora nakon vezivanja agonista,
noradrenalina 1 antagonista koji se primenjuju rutinski u leCenju pacijenata sa SI,
metoprolola, bisoprolola i1 karvedilola. Za razliku od metoprolola i bisoprolola, karvedilol
ima intezivniju inverznu agonisti¢ku aktivnost, koja je 2.5 puta izraZenija na nivou Arg>"’
varijante B, receptora o odnosu na Gly’*. Pored toga, smanjenje koncentracije cAMP-a
kao rezultat nishodne regulacije receptora je intezivnija nakon primene karvedilola u
odnosu na selektivne 3; blokatore, kao 1 na nivou ; receptora sa argininom na polozaju
389. Specificnost ove genskom varijabilnos¢u uslovljene interakcije karvedilola sa [3,
receptorom je potvrdena u prospektivnoj studiji Chen-a i sar. koji su ispitivali efikasnost
primene karvedilola kod pacijenata sa neishemijskom kardiomiopatijom (453) i1 utvrdili

389

veéi porast EFLK kod homozigota Arg®™ alela u odnosu na nosioce Gly**’ alela.
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Ove rezultate treba da potvrde velike prospektivne klini¢ke studije. To je najveci
izazov za farmakogenetiku beta blokatora u SI. Osim toga, potrebno je ispitati da li postoje
drugi geni koji su vazni za efikasnost beta blokatora i razliku u njihovoj efikasnosti izmedu
rasa. To se, pre svega odnosi na gene iz neposredne okoline, ali 1 druge, za sada nepoznate
gene, koji mogu na neki na¢in modifikovati terapijski odgovor.

Jedno od ogranicenja nase studije je relativno mali broj ispitanika. Medutim, to je
po nasem saznanju, prva studija koja je ispitivala znacaj ovih polimorfizama u srpskoj
populaciji na pojavu SI. Imaju¢u u vidu da je kod ispitivanih polimorfizama frekvencija
alela bila ve¢a od 10%, prema naSim statistickim proraCunima, veliina naSe ispitivane
grupa omogucuje da se otkrije statisticki znacajna razlika izmedu ispitivane i kontrolne
grupe. Medutim, za ispitivanje kombinacije vise polimorfizama, odnosno interakcije
izmedu gena, potrebna je veca eksperimentalna grupa.

Saznanje da postoji velika interindividualna varijabilnost beta blokatora u
terapijskoj efikasnosti i podnosljivosti kod pacijenta sa teSkom SI (475, 476), podstaklo je
napore da se dobije lek sa boljom antiadrenergickom aktivnos$cu, ali nazalost, bez uspeha.
Ocekivanu efikasnost nisu potvrdile supstance koje imaju parcijalnu agonisticku aktivnost
(477), zatim koje pored blokade beta receptora aktiviraju B3 receptore (478; 479) ili imaju
¢istu simpatoliticku aktivnost (480). Osim toga, neefikasna je bila istovremena primena
beta blokatora i inhibitora fosfodiesteraze 3 (481). Jo§ neke moguénosti za efikasniju
antiadrenergicku terapiju treba testirati. To su pre svega istovremena primena 3; blokatora
1 B, agoniste (482), farmakogenetski modifikovanog simpatolitickog agensa koji ¢e manje
redukovati oslobadanje NA (463), primena beta blokatora sa inhibitorima CaMKII (483) ili
supstancijama koje defosforiliSu receptore i obnavljaju receptorsku funkciju (484), kao i
prospektivno farmakogenetsko ispitivanje beta blokatora sa genotip-zavisnom aktivnoS¢u
(194). Tako se veruje da ¢e jedan ili viSe ovih pristupa biti uspesno, ¢injenica da se to nije
postiglo jednom supstancijom koja blokira B receptore potvrduje efikasnost ovog vida

terapije SI.

7.2 Znacaj polimorfizma B, receptora u sr¢anoj insuficijenciji

Dva najces¢e proucavana polimorfizma na genu za [, receptor su na poziciji 16 i
27, gde se mogu naci arginin (Arg-,,divlji tip®) ili glicin (Gly) na polozaju 16, odnosno
glutamin (GIn -“divlji tip”) ili glutaminska kiselina (Glu) na polozaju 27. lako ovi

polimorfizmi nisu od znacaja za aktivaciju adenilat ciklaze nakon vezivanja agonista za 3,
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receptor, mutant aleli Gly'® i Glu®’ se razlikuje po intenzitetu nishodne regulacije u
poredenju sa divljim tipom receptora (485). Naime, Gly'® varijanta B, receptora u prisustvu
agoniste podleze intenzivnijoj nishodnoj regulaciji usled veée degradacije nakon
internacionalizacije receptora. Ovakve funkcionalne karakteristike potvrdene su i u kulturi
glatkomigiénih éelija bronhijalnog stabla (486). Sli¢ni rezultati dobijeni su za Glu®’
varijantu receptora kod koje je homologna desensitizacija oskudna (485). Prema tome,
dejstvo endogenih kateholamina moze biti razliCito, te uprkos Cinjenici da se radi o
diskretnom fenotipu, postoji mogucnost da bude potencijalno relevantan u stanjima kao $to
je sr¢ana slabost, gde bi se u uslovima hroni¢ne adrenergicke stimulacije ispoljila genski
determinisana razlicita aktivnost [, receptora.

Imajudi u vidu patofizioloski znacaj genskog polimorfizama [, receptora, izmenjen
odnos B; 1 B2 u SI, specificnost signalne kaskade koju pokrec¢e njihova aktivacija (64, 65)
kao 1 oprecne podatke koji postoje u literaturi, zeleli smo da ispitamo vezu izmedu
polimorfizma ovog receptora i SI. Ispitivana je ucestalost Arg i Gly alela za 3, receptora u
grupi pacijenata sa SI i u kontrolnoj grupi. Dobijeni rezultati ukazuju da frekvenca alela u
ispitivanoj i kontrolnoj grupi nije znacajno odstupala od ocekivanih frekvenci, tj. bila u
Hardy-Weinbergovom ekvilibrijumu. Potvrdeno je da genotip koji se po ucestalosti izdvaja
u ispitivanoj populaciji pacijenata sa SI je hetorozigotni ArgmGly (50,0% obolelih), zatim
sledi homozigotni polimorfni (Gly'°Gly) genotip koji registrovan kod 42.5% ispitanika,
dok je homozigotni genotip (Argl6Arg) najredi 1 prisutan je kod 7.5% pacijenata. Nasi
rezultati nisu pokazali znalajnu razliku u zastupljenosti Arg'°Gly polimorfizma izmedu
ispitivane i kontrolne grupe zdravih (6.7% Arg'®Arg; 63.3%, Arg'°Gly i 30.0% Gly'°Gly).
Interetnicke razlike u frekvenciji Arg'® i Gly'® alela su mnogo manje u odnosu na gensku
varijabilnost na polozaju 27 [, receptora (487). Po nasem saznanju, dve studije koje su
ispitivale udruzenost ovog polimorfizma sa pojavom SI dobile su sli¢ne rezultate. Covolo i
sar. su u populaciji italijanskih ispitanika, 256 pacijenata sa SI i 230 zdravih osoba
ispitivali distribuciju Arg'°Gly i/ili GIn?’Glu polimorfizma (443). Na osnovu dobijenih
rezultata moze se zakljuciti da genska varijabilnost na polozaju 16 3, receptora ne utice na
pojavu sréane slabosti. Sli¢ne rezultate iznose i Matkovi¢ i sar. u velikoj populacionoj
studiji na ispitanicima u Americi, ispituju¢i znacaj genske varijabilnosti o, 3, receptora,
fosfolambana i HSP-a (eng. Heat Shock Protein) (488). Medutim, u literaturi su dostupni
rezultati koji ukazuju na vezu izmedu ispitivanog polimorfizma i pojave SI kod pacijenata

sa dilatantnom kardiomiopatijom. Naime, istrazivanje Forleo-a i sar. u koje je ukljucen 171
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pacijent, je potvrdilo da kod homozigota za Glu®’ Boreceptor (i zbog vezanog nasledivanja
izmedu SNP kodona 16 i 27, homozigota Gly'®) postoji statisticki zna¢ajno veéi rizik za
razvoj SI u odnosu na pacijente sa Arg'® i GIn?’ varijantom P, receptora (438).

Opisano je jo§ osam SNP unutar 5’ nekodirajuceg regiona (5 UTR upstream from
the ATG start) od kojih su neki u “vezanom disekvilibrijumu” sa polimorfizmima na
polozaju 16 1 27 gena za 3, receptora. Po svom funkcionalnom znacaju, ali i po vezanom
nasledivanju sa polimorfizmima iz kodiraju¢eg regiona, izdvaja se polimorfizam tj.
tranzicija timina u guanin u polozaju 47, §to ima za posledicu zamenu cisteina u polozaju
19 argininom (—47 (T—C) Cys—19Arg). Naime, kako rezultati McGraw 1 sar. ukazuju,
ovaj SNP se nalazi na 102 bp od B kodiraju¢eg bloka i odgovoran je za regulaciju
ekspresije P, receptora (489). Regulacija se odvija na translacionom nivou i povezuje sa
dva puta vecom ekspresijom beta receptora ukoliko je prisutan Cys na poziciji 19 (489;
490) u odnosu na Arg. Ukoliko se uzme u obzir da zbog vezanog nasledivanja nosioci dva
alela Arg—19 su skoro uvek homozigoti za Glu*’Glu (491), ali i za Gly na polozaju 16 gena
za 3, receptora, kao i da in vitro ispoljena smanjena aktivnost receptora nakon vezivanja
agoniste (490), moZe se zaklju¢iti da je haplotip Arg'°GIn27, manje aktivna forma B,
receptora. Na osnovu ovih rezultata moze se pretpostaviti da je fenotip ovog receptora
deluje kao endogeni beta blokator, dok na drugoj strani mnogo aktivnija forma [3, receptora
kod nosioca Gly'® i Glu?’ alela moZe se dovesti u vezu sa povecanim rizikom za pojavu SI.
Prediktvni znacaj genotipa 3, receptora, kako rezultati Foleo 1 sar. ukazuju, ne zavisi od
drugih faktora rizika koji su ranije potvrdeni (492).

Ukoliko se uzme u obzir da u SI postoji izmenjen odnos ;1 B, receptora, kao i
nedovoljno jasan funkcionalni znacaj SNP [3, receptora, pretpostavili smo da nepovoljan
klini¢ki tok SI moze biti, barem delom, genski determinisan. Prethodna saznanja o uticaju
varijabilnosti gena za [, receptor na agonistom-indukovanu nishodnu regulaciju receptora
bila su nekonzistentna. Naime, dok je jedna grupa autora, na osnovu rezultata svoje in vitro
studije, zaklju¢ila da Glyl6 varijanta 3, podleze intenzivnijoj nishodnoj regulaciji u
odnosu na Argl6 (485), do potpuno suprotnog rezultata dosli su Dishy i sar. (493). UoCena
razlika u rezultatima pomenutih studija moZe se objasniti dinamickom regulacijom 3,
receptora, odnosno ¢injenicom da osetljivija Gly varijanta receptora je ve¢ desenzibilisana
pod uticajem endogenih kateholamina i da na egzogene agoniste reaguje samo Arg'®
varijanta (494). Ukoliko se uzme u obzir intenzivnija desenzitizacija varijante receptora sa

glicinom na polozaju 16, kod nosioca te ,,genske B blokade* moze se ocekivati razlicit
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odgovor na primenu 3 blokatora u odnosu na ,,divlji tip* receptora. Zbog toga predmet
naSeg interesovanja je bila udruzenost ovog polimorfizma sa nepovoljnim ishodom:
potrebom za hitnom medicinskom pomo¢i (HMP), ponovnim prijemom u bolnicu
(rehospitalizacija) zbog progresije bolesti i smrtnim ishodom. Najpre smo ispitivali vezu
izmedu genske varijabilnosti i prezivljavanja pacijenata sa SI koji su dobijali beta blokator.
U grupi pacijenata koje smo u proseku pratili 34,13 meseci + 2,74 umrlo je 5 pacijenata sa
genotipom Gly/Gly (11,4%) 1 6 nosioca barem jednog Arg alela (10.2%), bez statisticki
znaCajne razlike u prezivljavanju medu genotipovima. Takode nije bilo razlike u
distribuciji Arg'® i Gly'® alela na genu za [, receptor u grupi pacijenata koja je trazila HMP
u odnosu na ostale. Osim toga, ispitivanjem frekvence Arg i Gly alela polimorfizma
Arg'°Gly je utvrdeno da u grupi pacijenata koji su rehospitallizovani nije postojala
statistiCki znacajna razlika u poredenju sa grupom pacijenata kod kojih nije bilo potrebe za
ponovnim prijemom u bolnicu. NaSe istrazivanje je pokazalo da genska varijabilnost na
polozaju 16 gena za 3, receptor ne utice na tezinu klinicke slike. Naime, nije bilo statisticki
znaCajne razlike u distribuciji genotipova izmedu pacijenata sa sistolnom i sistolno-
dijastolnom SI u odnosu na pacijente sa dijastolnom SI, odnosno da nije bilo genski
uslovljene statisticki znacajne razlike u svim merenim ehokardiografskim parametrima,
sr¢anoj frekvenci i sistolnom i dijastolnom krvnom pritisku. Pored toga, izmedu pacijenata
koji su homozigoti za Gly'® nije postojala statisticki zna¢ajna razlika u postignutoj dnevnoj
dozi karvedilola u odnosu na nosioce barem jednog Arg'® alela, §to ukazuje da ispitivani
polimorfizam ne utice na podnosljivost ovog neselektivnog beta blokatora kod pacijenta sa
SL

Nekoliko studija je istrazivalo moguéu vezu izmedu Arg'®Gly i GIn*’Glu
polimorfizama i mortaliteta kod pacijenta sa SI. U skladu sa naSim rezultatima su rezultati
Liggett-a 1 sar. (495). Ova grupa autora je, imajuc¢i u vidu da genska varijabilnost na
polozaju 16 1 27 moze da utice na fenotip B, receptora, ispitivala frekvencu alela u grupi od
259 pacijenta sa SI, uzrokovane ishemijskom ili dilatantnom kardiomiopatijom, u odnosu
na 212 ispitanika kontrolne grupe. Dobijeni rezultati nisu potvrdili hipotezu o uticaju ovih
polimorfizama na ishod bolesti. Slicne rezultate imala je studija De Groote i sar. u kojoj je
nakon trogodi$njeg pracenja 444 pacijenta sa SI koji su dobijali bisoprolol ili karvedilol,
nije potvrden uticaj genske varijabilnosti ;1 B, na prezivljavanje (496), ali sa izrazenom

tendencijom kod pacijenta sa Gly'°GIn*’ genotipom ka niZoj stopi prezivljavanja.
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Medutim, prema ranije objavljenim rezultatima, genska varijabilnost 3, receptora
se moZze dovesti u vezu sa povecanim mortalitetom pacijenata sa SI. Naime, kako rezultati
studije Shin-a i sar. pokazuju, prisustvo haplotipa Arg'°Arg/GIn*’GIn donosi dodatni rizik
za fatalan ishod (468). U ovoj studiji multivarijatna regresiona analiza je potvrdila
statistiCki znaCajnu povezanost izmedu pet varijabila 1 loSeg ishoda. Ostali negenski
faktori, ¢iji je uticaj na mortalitet potvrden i u drugim studijama (497, 498), poput muskog
pola, klirensa kreatinina, NYHA funkcionalne klase i koncentracije natrijuma u serumu,
potvrduju validnost izgradenog modela uticaja na ishod bolesti, posebno, kako rezultati
subanalize pokazuju, kod nosioca dve kopije ovog haplotipa koji nisu dobijali beta
blokator. Prema tome, prisustvo ovog haplotipa povecava rizik koji beta blokatori
umanjuju. Sli¢ne rezulate dobili su Lanfear i sar. u populaciji pacijenata koji su dobijali
beta blokator nakon akutnog koronarnog sindroma (499). Ovi autori su utvrdili da
homozigoti za Ag'®GIn27 haplotip imaju najveéi mortalitet, nosioci barem jednog Gln®’
alela intermedijalni mortalitet, a najniZi mortalitet imaju homozigoti za Gly'°Glu?’ haplotip.

Imajuéi u vidu da su u naSu opservacionu studiju o znacaju genske varijabilnosti na
polozaju 16 B, receptora ukljuceni pacijenati sa SI koji su ve¢ dobijali beta blokator, nismo
mogli da analiziramo znafaj ovog polimorfizma na efekte beta blokade. U dostupnoj
literaturi nalaze se studije koje su ispitivale potencijalnu interakciju izmedu Arg'°Gly i /ili
Glu”’Gln polimorfizma na genu za B, receptor i terapijske efikasnosti beta blokatora. U
studiji Kaye-a i sar. je potvrdena statisticki znacajna korelacija izmedu povecanja EFLK i
Glu®’Gln polimorfizma (500). Ova grupa autora je utvrdila da je kod pacijenata sa SI u
toku primene karvedilola, poboljsanje miokardne disfunkcije (mereno povecanjem EFLK
za 10%) veée kod nosioca jednog ili dva Glu?’ alela u odnosu na homozigote za Gln?’
varijantu 3, receptora. Ukoliko se uzme u obzir ¢injenica da postoji vezano nasledivanje
izmedu kodona 16 1 27 na genu za B, receptor, moze da se zakljuci da ¢e kod pacijenata
kod kojih je karvedilol imao slabiji terapijski odgovar makar deo njih biti nosioci
Arg'®GIn®” haplotipa, dok veéina pacijenata koji su dobro reagovali na karvedilolol ne nose
Arg'°Gln?’. Sli¢ne rezultate su dobili Metra i sar. u nedavno objavljenoj studiji u kojoj je,
medutim, multivarijantna regresiona analiza pokazala da polimorfizam ima manji znacaj u
poredenju sa drugim klini¢kim varijabilama kao Sto su etiologija SI, sistolni krvni pritisak 1
doza karvedilola (455). Medutim, u slicno dizajniranoj americkoj studiji de Groote i sar. su
potvrdili korisne efekte karvedilola u vidu statisticki znacajnog povecanja EFLK ali bez

genski uslovljene varijabilnosti (454).
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Interesantni su rezultati nedavno objavljene studije Mc Lean-a i sar. o genski
uslovljenim razlikama u kardiovaskularnom odgovoru na stimulaciju B, receptora (457).
Naime, ova grupa autora je utvrdila da nakon primene terbutalina, 3, selektivnog agioniste,
kod osoba koji su homozigoti za Glu®’ alel i imaju snizenu EFLK registruje se veée
povecanje sréane frekvence, udarnog i minutnog volumena u odnosu na nosioce barem
jednog GIn®’ alela. Imajuéi u vidu da se se kod zdravih ne beleZi razlika u hronotropnom i
inotropnom odgovoru na primenu terbutalina u zavisnosti od GIn*'Glu
genotipa 3, receptora (501, 502), kao i da u SI postoji ushodna regulacija ovih receptora
(32), moze se pretpostaviti da aktivnost [, receptora postaje znacajna u patoloskim
stanjima kao $to je SI. Dobijeni rezultati su u skladu sa potvrdenom rezistencijom Glu?’
varijante receptora u uslovim konstantne simpati¢ke stimulacije (485; 503). Ukoliko se
pored ovih, uzmu u obzir gore pomenuti rezultati Metra-e i sar. (455), koji su utvrdili
zna&ajnije poveéanje EFLK u toku terapije karvedilololom kod homozigota za Glu®’,
odnosno Gly'®, u odnosu nosioce barem jednog GIn*’/Arg'® alela, moze se zaklju¢iti da ¢e
kod ovih pacijenata primena beta blokatora biti najefikasnija, kao i da kod ovih pacijenta
treba radi prevencije progresivnog remodlovanja LK §to ranije uvesti beta blokatore. U
prilog gore navedenih rezultata govori i nalaz naseg istrazivanja da u grupi pacijenata sa
redukovanom EFLK koji su homozigoti za Gly'® postoji statistiki znacajna razlika u
sréanoj frekvenci u odnosu na nosioce barem jednog Arg'® alela.

Nekonzistentnost rezultata moguca je posledica razli¢ito dizajniranih studija.
Naime, dok je nasa grupa ispitanika heterogena, neke studije su ukljucivale samo pacijente
sa snizenom EFLK 1i/ili SI odredene etiologije. Uprkos razli¢itoj etiologiji, kada miokardna
disfunkcija postane simptomatska, progresija bolesti se znacajno ne razlikuje (504). Ako se
ima u vidu da je zadatak naSeg istrazivanja da ispita uticaj genskog polimorfizma na
pojavu, klinicki tok i ishod SI kod pacijenata koji dobijaju savremenu farmakoterapiju,
isklju¢ivanjem jedne grupe (npr. sa dijastolnom SI) mozda bi ugrozili taj cilj. U ispitivanoj
grupi je dijastolnu SI, odnosno, SI sa o€uvanom EFLK, imalo 21.1% pacijenata za koje se
sada zna da imaju podjednako loSu prognozu kao i pacijenti sa redukovanom EFLK (505).
Prema tome, na$i pacijenti predstavljaju reprezentativnu populaciju pacijenata sa SI u
pogledu primenjene savremene terapije i ishoda. Vrlo vazna razlika analiziranih studija je
duZzina primene, kao i izbor beta blokatora. Postoje razlike izmedu beta blokatora koje
mozda uticu na ispitivanu korelaciju izmedu genske varijabilnosti i njihove terapijske
efikasnosti. Dobro je poznato da su neka farmakoloSka dejstva svojstvena samo

karvedilolu (472). Naime, karvedilol smanjuje presinapticko oslobadanje noradrenalina
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inhibicijom [, receptora (446). Osim toga, jace vezivanje za [3; receptor u odnosu na
metoprolol, ¢ini njegovu blokadu stabilnijom sa perzistentnom antiadrenergi¢kom
aktivnoséu (506). Karvedilol i nebivolol smanjuju Stetan efekat endotelina 1 na progresiju
hipertrofije LK izazvane noradrenalinom (507). Prema tome, veoma je vazno da se u
istrazivanjima koje ispituju farmakogenetske interakcije primenjuje standarna
farmakoterapija, da se zbog farmakodinamskih razlika primenjuje isti beta blokator kod
svih pacijenata, da se njegova dozu postepeno povecava do maksimalne doze koju pacijent
podnosi i doze treba pazljivo evidentirati (508).

Interindividualna varijabilnost SI u progresiji i1 terapijskom odgovoru primenjenih
lekova je delom determinisana intrizickim genetskim karakteristikama 1 spolja$njim
patogenetskim faktorima. NaSe istrazivanje je usmereno ka SNP f; i [, receptora,
lokalizovanih u njegovom kodirajuéem regionu, ¢ije su detaljno proucene signalne
fenotipske karakteristike posluzile kao strukturna 1 funkcionalna osnova klinickih
istarazivanja. Na osnovu iznetih ¢injenica mogu se predvideti potencijalne klinicke
implikacije farmakogenetike beta blokatora. Pre svega dosadasnja farmakogenetska
saznanja mogu biti od znacaja za selekciju pacijenata kod kojih varijabilnost u terapijskom
odgovoru beta blokatora je genski determinisana. Naime, kao §to je gore navedeno, postoji
grupa genotipova koja nezadovoljavajuce reaguje na terapiju beta blokatorima [468; 499].
Uprkos ovom saznanju, a u skladu sa opSteprihvaéenim preporukama za upotrebu beta
blokatora, tesko je zamisliti da bi se na osnovu ovih genetskih informacija odustalo od
primene ovih lekova. Medutim, gore opisani jedinstveni farmakoloski profil bucindolola
inicirao je da jedna mala farmaceutska kompanija trazi od FDA odobrenje za ovaj lek za
pacijente odredenog genetipa. Ovaj FDA podnesak je prvi zahtev za registraciju nekog
leka za specificnu genetsku grupu, mimo onkoloSke terapije, i moze da oznaci pocetak
farmakogenetski vodene terapije u kardiologiji. Takode, najnovija saznanja Rochais-a i sar.
o intenzivnijoj blokadi karvedilolom Arg**® varijante B, receptora u odnosu na metoprolol i
bisoprolol ukazuju na moguénost primene odredenog leka kod pacijenta sa specificnim
genotipom (474). Dalje, najnovija saznanja o farmakogenetici beta blokatora mogu se
potencijalno iskoristiti za identifikaciju pacijenata sa genskom predispozicijom za slabiji
terapijski odgovor ovih lekova. Kao §to rezultati nekih studija ukazuju, to su nosioci Gly*’
varijante receptora koji slabije raguje na beta blokadu i kod kojih treba insistirati na titraciji
do ciljnih doza beta blokatora (190, 454). Na drugoj strani, kod pacijentata sa odredenim

genotipovima potrebne su vece doze beta blokatora radi kompenzacije veceg rizika koji taj
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genotip nosi (509, 510). Ovakva farmakogenetska saznanja su dostupna i najlakSe ih je
implantirati.

U prosloj dekadi je neuspeh III faze klinickih ispitivanja nekih lekova, poput
blokatora endotelinskih 1 TNF receptora, inhibitora vazopeptidaza i1 fosfodiesteraza
usledilo u trenutku kada je farmaceutska industrija u tu svrhu investirala milione dolara.
Imajué¢i u vidu da nije bilo prethodne selekcije pacijenta koji imaju slabiji terapijski
odgovor na standarnu terapiju, moze se pretpostaviti da bi farmakogenetska saznanja
mogla pomoc¢i da se izdvoji visoko rizi¢na populacija pacijenata kod koje bi se efikasnost
nekih od lekova u razvoju mogla lakS§e dokumentovati. Na osnovu trenutnih podataka,
najbolji kandidati su nosioci Arg'°Gln*’ haplotipa za B, receptor, koji su pod povecanim
rizikom za lo§ ishod uprkos primeni standarne terapije (468, 499). Ovakav pristup
doprinosi smanjenju materijalnih troskova za razvoj leka ali moze i1 da sacuva lekove koji
inace ne bi bili u stanju da zadovolje kriterijume efikasnosti po FDA-u.

Prema tome, farmakogenetska saznanja potvrduju uticaj genske varijabilnosti na
dejstvo leka 1 obezbeduju uvid u potencijalnu ulogu u koriS¢enju genetskih informacija radi
unapredenja efikasnosti farmakoterapije. Na osnovu dosadasnje literature, moze se
pretpostaviti da ¢e farmakoterapija SI predstavljati jednu od prvih podrucja gde ¢e se
genska varijablnost koristiti za kontrolu terapije, posebno kod primene beta blokatora, a
naroCito kod pacijenata koji slabije reaguju na beta blokadu i potrebna im je dodatna

terapija.

7.3 Populaciona farmakokinetska analiza

Postojanje interindividalne varijabilnosti u odgovoru na lek, usled varijabilnosti u
dispoziciji leka je veliki problem u terapiji i dosta se napora ulaze da se, tokom procesa
razvoja leka, identifikuju faktori varijabilnosti. Imajuéi u vidu da je u toku klinicke faze
faze razvojnog procesa varijabilnost velika, ne iznenaduje ¢injenica da individualni podaci
ispitivanog leka, analizirani klasicnim pristupom, nisu cesto dovoljni za opisivanje
varijabilnosti farmakokinetkih (FK) ili farmakodinamskih (FD) parametara. Populacioni
pristup analizi padataka omogucio je da se dobijene informacije o FK i FD u S$iroj
populaciji bolesnika stave u funkciju razvoja leka. Nelinearno modelovanje kombinovanih
efekata, kao Siroko prihvaceni pristup, omogucava pouzdanu procenu FK parametara.
Pored toga, u cilju bezbedne 1 efikasne primene leka ovim pristupom se otkrivaju i
objasnjavaju varijabilnosti u odredenoj populaciji pacijenata. Iako je proces modelovanja

kompleksan i zahtevan, ovo je nepravaziden prisup u analizi podataka. Veruje se da ¢e u
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buduénosti otvoriti moguénost simuliranja iindividualnog FK profila iz ve¢ postojecih
populacionih modela.

Ovakav pristup ima poseban znacaj u identifikaciji uzroka velike varijabilnosti u
terapijskom odgovoru [ blokatora, ¢ija se primena u SI komplikuje neophodno$éu
pazljivog monitoringa 1 spore titracije. Uprkos pazljivoj titraciji kod 25% pacijenata dolazi

do obustave leka zbog nezeljenih efekata.
7.3.1 Populaciona farmakokinetska analiza bisoprolola

Osnovni cilj naSeg istrazivanja je da se razvije populacioni farmakokinetski model
bisoprolola kod pacijenta sa SI. Kao $to rezultati ukazuju, tipicna populaciona vrednost
klirensa bisoprolola, utvrdena u baznom modelu, iznosi 11.4 ITh—1. Ova vrednost je niza od
ukupnog klirensa bisoprolola kod zdravih dobrovoljaca (14.2-15.6 1 h—1) (511, 512). Po
naSem saznanju ovo je prva studija u kojoj je ispitivan klirens bisoprolola kod pacijenta sa
SI, tako da nismo u prilici da ove uporedimo sa rezultatima drugih studija. Dnevna doza
bisoprolola se izdvaja kao najznacajnija varijabila naSeg finalnog modela koji glasi: CL (1
h')=4.68 +0.859 * DD

U istrazivanju koje su sproveli Taguschi 1 sar., u grupi japanskih pacijenata,
potvrden uticaj telesne mase (TM) i klirenasa kreatinina (CLcr) na individualni oralni
klirens bisoprolola (CL/F). Utvrdena vrednost prosecnog CL/F je 0.0612*TM+1.15*CLcr
(I h—1 kg—1), dok je rezudualna interindividualna varijabilnost CL/F 22.0% (513). Na
korelaciju izmedu CLcr 1 CL/F, kako su rezultati ove studije ukazuju, CYP2D6 i CYP2C19
genotip, pol 1 starost pacijenta nisu imali statisticki znacajan uticaj. U naSoj populacionoj
FK istrazivanju nije ispitivan uticaj polimorfizma CYP2D6 na klirens bisoprolola zbog
malog broja pacijenta za takvu vrstu analize. Medutim, na osnovu rezultata brojnih studija
moze se zakljuciti da nerenalni (metabolicki) klirens ovog leka ne zavisi od CYP2D6
genotipa (514-516). Prema ranije objavljenim rezultatima ovaj genotip ne utie na
koncetraciju bisoprolola u plazmi i stepen adrenergicke inhibicije (516). U prilog ove
tvrdnje govore rezultati studije Horokiri-ja i sar. (514), koji su utvrdili da je udeo CYP2D6
relativno mali 1 iznosi 7%, dok se ve¢i deo hepatickog klirensa (28%) odvija preko
CYP3A4. Za razliku od bisoprolola, koncentarcije metoprolola i karvedilola kod nosioca
alela sa redukovanom aktivnos¢u CYP2D6 su vece u odnosu na nosioce funcionalnih alela
(242, 517, 518). Pored toga, u grupi sporih metabolizera metoprolol postize statisticki

znacajnu vecu redukciju sré¢ane frekvence i pad krvnog pritiska (231, 519).
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Nase istrazivanje je utvrdilo da je dnevna doza bisoprolola jedini znacajan faktor
koji uti¢e na klirens bisoprolola kod pacijenata sa SI, Sto je posebnog znacaja kod blago
narusene bubrezne ili jetrene funkcije kada je bisoprolol dobar terapijski izbor (520). U
prilog ovoj tvrdnji govore rezultati jedne studije u kojoj je potvrdeno da farmakodinamika
bisoprolola nije promenjena u eksperimentalnom modelu akutne bubreZne insuficijencije
(521).

Druga vazna implikacija povecanja klirensa bisoprolola sa povecanjem dnevne
doze je relativno Sirok terapijski prozor bisoprolola koji njegovu primenu ¢ini lakSom i
bezbednijom. Kada se povecava dnevna doza bisoprolola, u nastojanju da se postignu
zeljeni terapijski efekti kod pacijenata sa SI, povecavace se i klirens, §to smanjuje rizik od
prekomerenog porasta koncentracije leka u plazmi 1 njegove toksi¢nosti.

Ovakav amortizuju¢i efekat nije naden kod drugih beta blokatora, S§to daje prednost
bisoprololu kada se poredi sa podjednako efikasnim lekovima iz ove grupe. Ovaj na$
rezultat je jedistven i mozda specifican za pacijente sa SI.

U ovom farmakokinetskom istrazivanju smo odredivali ukupnu koncentraciju
bisoprolola jer, po rezultatima nekih studija, nema znacajnije razlike u farmakokinetici
enantiomera nakon primene racemata (514, 522, 523).

Nas populacioni FK model klirensa bisoprolola, rutinski primenjenog kod pacijenta
sa SI, je ukazao da je ukupna dnevna doze bisoprolola jedina znacajna kovarijanta. Ovaj
podatak doprinosi bezbednoj primeni bisoprolola kao selektivnog, 3; blokatora u SL
Medutim, treba naglasiti da se na$ rezultat odnosi na primenu bisoprolola u obicajnom
doznom opsegu kod pacijenta kod kojih je blago narusena funkcija jetre ili bubrega.
Potrebna su dalja istrazivanja za utvrdivanje populacionih FK karakteristika bisoprolola

kada je prisutna bubrezna ili jetrena insuficijencija.
7.3.2 Populaciona farmakokinetska analiza karvedilola

U drugom populacionom FK istrazivanju ispitivali smo uticaj razli¢itih varijabila na
klirens karvedilola kod pacijenta sa SI. Dobijeni rezultati ukazuju se kao najznacajnija
kovarijanta finalnog modela izdvaja telesna masa pacijenta.

Na pocetku istrazivanja odredena je tipicna populaciona vrednost klirensa
karvedilola kod pacijenata sa SI. Dobijena vrednost je iznosila 43.8 Lh™ i bila u skladu sa
rezultatima ranijih istrazivanja (30 to 42 Lh™) (1). Osim toga, u ovoj fazi su zabeleZena

velika interindividualna i rezidualna varijabilnost.
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U okviru naseg istrazivanja, ispitivana je distribucija CYP2D6*4, nefunkcionalnog
alela CYP2D6 gena, koji je glavni polimorfizam koji uslovljava smanjenje aktivnosti
enzima, kao 1 njegov uticaj na koncentraciju 1 farmakokinetiku karvedilola u ravnoteznom
stanju kod pacijenata sa SI. Kod osoba koje se definiSu kao spori metabolizeri (eng. poor
metabolisers —PMs), nosioca dva nefunkcionalna alela CYP2D6 gena, CYP2D6*4 je, kao
Sto je gore navedeno, najces¢i alel. Distibucija ultrabrzih metabolizera, odnosno nosioca
multiplih kopija funkcionalnih alela, nije ispitivana zbog ocekivano niske frekvence,
utvrdene u prethodnim istrazivanjima (524). Rezultati naSih ispitivanja ukazuju da je
heterozigotni i homozigotni polimorfni CYP2D6 *4/ CYP2D6 *4 genotipovi retki, Sto je u
skladu sa rezultatima drugih studija (524, 525). O uticaju ovog polimorfizma na
farmakokinetiku karvedilola dobijeni su kontradiktorni rezulatati. Dok su zakljucci dve
grupe autora u skladu sa naSim rezultatima (526, 527), da prisustvo polimorfnog CYP2D6
*4 alela statisticki znacajno ne menja farmakokinetiku karvedilola, rezultati Giessmann-a i
sar. tvrde suprotno. Naime, ova grupa autora je analizirajuéi uticaj CYP2D6, CYP2C9 i
transportnih proteina ustanovila da je kod osoba sa redukovanom aktivnos¢u CYP2D6
statisti¢ki znacajno (p < 0.05) manja povrsina ispod krive (AUC), odnosno koli¢ina leka u
organizmu (242). Imajué¢i u vidu da u grupi naSih pacijenata nije bilo homozigota, ve¢
samo heterozigota sa intermedijalnom aktivno$¢u ovog enzima, kao i da su neki drugi
faktori znacajni za apsorpciju i eliminaciju karvedilola (241, 242), ne mozemo sa
sigurnoscu iskljuciti uticaj ovog polimorfizma na klirens karvedilola.

Protok krvi kroz jetru je vazna determinanta klirensa karvedilola. Koncentracije
leka, izmerene kod pacijenata sa SI su za 30-40% veée nego kod zdravih dobrovoljaca
(526). Medutim, uprkos poznatoj korelaciji izmedu kontraktilne sposobnosti LK i EF sa
jedne strane 1 protoka kroz jetru sa druge strane, EF nije imala statisticki znacaj uticaj na
klirens karvedilola. Slicne rezultate su dobili 1 drugi autori (Saito M, Biol Pharm Bull,
2010; 526). Moguce objaSnjenje za ovakav rezultat je ¢injenica da smo u ispitivanoj grupi
imali viSe pacijenta koji su imali dijastolnu disfunkciju i EF ve¢u od 40%, dok je sa EF
izmedu 30 1 40% imalo deset, a manje od 30% samo sedam pacijenata. Na osnovu ovih
rezultata moZe se pretpostaviti da znacajan uticaj na klirens karvedilola imaju samo
vrednosti EF manje od 30%.

Za metabolizam karvedilola u jetri znacajni su jo§ CYP2C9 i CYP1A2 i to otvara
mogucnost interakcija sa drugim lekovima. Imajuci to u vidu ocekivali smo da ¢e lekovi
koji koriste pomenute metabolicke puteve, kao $to su amjodaron, varfarin, aminofilin,

inhibitori protonske pumpe i digoksin, uticati na klirens karvedilola ukoliko se primene
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istovremeno. Medutim, osim digoksina, nijedan od nabrojanih lekova nije imao statisticki
znacajan uticaj na klirens karvedilola §to se moZe objasniti ¢injenicom da postoje paralelni
metabolicki putevi karvedilola u jetri koji nisu nikada u potpunosti blokirani
komedikacijom, kao i da je slobodni kapacitet dovoljan za njegovu eliminaciju.

Nase istrazivanje je utvrdilo da je na veliku varijabilnost karvedilola kod pacijenta
sa SI najveci uticaj imaju telesna masa, komedikacija digoksinom i puSenje. Prema tome,
da bi postigla maksimalna terapijska efikasnost uz minimalnu toksi¢nost, potrebno je
doziranje karvedilola uskladiti sa telesnom masom. Ovi rezultati su u skladu sa prethodnim
populacionim FK modelovanjem karvedilola drugih autora (526). Medutim, u nasem
zavr$Snom modelu je kvantifikovan uticaj telesne mase na klirens karvedilola, $to moze da
bude posebno znacajno za pacijente bele rase koji nisu obuhvaceni ranijim populacionim
farmakokinteskim analizama.

Pacijenti ispitivane grupe su imali standarnu terapiju za SI koja ukljuc¢uje ACE:i ili
ARA, diureticke, spirinolakton, digoksin, statine i niske doze acetilasalicilne kiseline.
Skoro 35% pacijenata je bio na komedikaciji digoksinom. Oba leka, karvedilol 1 digoksin,
su supstrati za P-glikoprotein (P-gp) Sto vodi, kako rezultati nekih studija ukazuju,
povecanju koncentracije digoksina zbog kompetitivne inhibicije P-gp (526). Koncentracija
digoksna se povecava za 15%, i1 to nalaze da se u slufaju istovremene primene prati
koncentracija digoksina. Medutim, kako rezultati naSeg istrazivanja ukazuju, primena
digoksina znacajno povecava klirens karvedilola, + 22.5 Lh™'. Tako mehanizam na koji
digoksin povecava klirens karvedilola nije poznat, ukoliko se ova dva leka istovremeno
koriste treba pazljivo dozirati i pratiti koncentraciju u plazmi i karvedilola.

Imaju¢i u vidu ucestalost pusenja u grupi nasih ispitanika, postavili smo hipotezu
znaCajnosti ovog faktora za populacionu vrednost klirensa karvedilola. Rezultati naseg
istrazivanja su potvrdili navedenu prepostavku i istakli puSenje kao znaCaj faktor koji
povecava klirens karvedilola. Poznato je da kod puSaca moze biti izmenjen metabolizam
lekova koji se najve¢im delom metaboliSu preko CYP1A2, delimicno CYP2E1 i nekih
UDP-glukuronoziltransferaza (eng. UDP-glucuronosyltransferases). Ako se ima u vidu da
je izoforma CYP1A2 jedna od CYP enzima koji u€estvuju u metabolizmu karvedilola, kao
1 da postoji mogucénost direktne glukurokonjugacije (241), mozemo zakljuciti da povecana
ili smanjena aktivnost bilo kog metabolickog puta moze imati samo ograniceni uticaj na

individualni klirens karvedilola.
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Prema tome, na§ PFK model klirensa karvedilola kod pacijenata sa SI ukazuje na
znaaj telesne mase, komedikacije digoksinom i pusSenja kao najznacajnh faktora za
farmakokinetsku varijabilnost karvedilola.

Nasi modeli ocenjuju varijabilnost beta blokatora u populaciji pacijenata sa SI.
Dobijena je matematicka veza izmedu relativnog klirensa 1 nekih individualnih
karakteristika kao §to su telesna masa, komedikacija ili dnevna doza leka. Ovim se postize
kvalitativna korekcija predvidanja da li je koncentracija leka pri datom rezimu
supterapijska, terapijska ili toksi¢na (424). Osnovni cilj evaluacija farmakokinetskih
parametra ovih lekova, uz pomo¢ softverske obrade koju omoguc¢ava NONMEM, je da
olaksa lekarima u klinickoj praksi da dozne rezime individualno prilagode. Ovaj zadatak je

posebno vazan kada se odreduje terapija pacijentu koju ¢e primenjivati do kraja zivota.

7.4 Znacaj polimorfizma CYP2D6 u sréanoj insuficijenciji

Imajuéi u vidu da je da su o uticaju polimorfizma CYP2D6 na farmakokinetiku
karvedilola dobijeni kontradiktorni rezultati (1-4), ispitivali smo metodom standarne
visestruke regresije uticaj pola, polimorfizma CYP2D6 1 klirensa kreatinina na korigovanu
koncentraciju karvedilola u plazmi (koncentracija u plazmi/dnevna doza/TM). Dobijeni
model u kojem ova tri faktora daju statisticki znacajan jedinstven dopinos objasnjava
23,3% varijanse korigovane koncentracije karvedilola (korigovano r2=0,19). Najznacajniji
doprinos, kako naSi rezultati ukazuju, u varijabilnosti koncentracije karvedilola ima
polimorfizam CYP2D6. U skladu sa nasim rezultatima su rezultati Sehrt-a i sar. koji su
utvrdili da 35.7% varijabilnosti ukupnog klirensa R-karvedilola i 15.3% S-karvedilola
moze se objasniti uticajem CYP2D6 genotipa (528).

Kako bi testirali hipotezu o uticaju polimorfizama CYP2D6 na terapijski odgovor
karvedilola izvrsili smo farmakokinetsko-farmakodinamsko-farmakogenetsku analizu
dobijenih podataka. Naime, metodom standarne viSestruke regresije ispitivali smo uticaj
korigovane koncentracije karvedilola, polimorfizma CYP2D6, NYHA klase, sistolnog
krvnog pritiska, komedikacije digoksinom na srcanu frekvencu pacijenata sa SI. U
dobijenom modelu od ovih pet parametara, statisticki znacajan pojedinacan doprinos od
11.3% ima samo korigovana koncentracija karvedilola. Dobijeni nalaz je u potpunoj
saglasnosti sa prethodnom studijom u kojoj je pokazano da je uticaj polimorfizma
CYP2D6 ogranicen na farmakokinetiku karvedilola (528). Naime, ovom studijom je
takode pokazano da genotip CYP2D6 ne utice na sréanu frekvencu, arterijski krvni pritisak

1 pojavu neZeljenih dejstava karvedilola. Postoje nekoliko moguéih objasnjenja zbog Cega
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farmakokinetska, CYP2D6-povezana, varijabilnost ne menja farmakodinamiku leka. Prvo,
uticaj polimorfizma na koncentraciju, posebno S-karvedilola je mali i odgovoran je za oko
15% varijabilnosti. Drugo, aktivni metabolit, R-OH-karvedilol, je 13 puta aktivniji od
primarnog leka 1 znacCajno doprinosi njegovoj efikasnosti (243). Na kraju, osim velike
interindividualne varijabilnosti afiniteta i maksimalne efikasnosti, kako rezultati Sehart i
sar. ukazuju, koncentraciju S-karvedilola, pri vrednostima koje su ve¢e od 10nmol/l, treba
udvostruciti da bi se frekvenca smanjila za dva otkucaja u minuti (528).

Treba naglasiti da postoje izvesna ograni¢nja u tumacenju ovih rezultata. Najpre,
iako su neke studije koristile uzorake sli¢ne veli¢ine (528), broj ukljucenih pacijenata je
bio relativno mali §to povecava rizik od lazno negativnih rezultata. Pored toga, na klincke
efekte mogu uticati i drugi nefarmakogenetski faktori, kao §to je komorbitet i primena
lekova koji su slabi inhibitori poput amjodarona i diltiazema.

U ovom istrazivanju ispitivali smo znacaj genskih polimorfizama na genima za B; i
B2 receptore i CYP2D6 u nameri da proverimo da li se pomenuti polimorfizmi mogu
iskoristiti kao biomarkeri terapije beta blokatorima. Na putu od funkcionalne genomike do
racionalne terapije vrlo znacajno mesto zauzima farmakokinetsko-farmakodinamsko-
farmakogenetska analiza. Ukoliko se analizira uticaj genske varijabilnosti na
farmakokinetiku jednog leka mogu se dobiti samo surogat parametri sa nejasnim klinickim
znaCajem. Na drugoj strani, ukoliko se analizira farmadinamika ili ishod terapije bez
poznavanja farmakokinetike, ostaje nejasno koji i koliko gena mogu uticati na efikasnost

leka.

7.5 Znacaj polimorfizma TNF-a u sréanoj insuficijenciji

Kao $to je gore navedeno, TNF-a je proinflamatorni citokin koji posle inicijalnog
oSte¢enja 1 aktivacije imunog sistema doprinosi progresiji SI (365). Imajué¢i u vidu
udruzenost -308 G/A polimorfizma sa pove¢anom endotoksin stimulisanom produkcijom
TNF-a u leukocitima (405), koji mogu biti znacajan izvor ovog citokina u SI, testirali smo
hipotezu o znacaju ovog polimorfizma kod pacijenata sa SI.

Dobijeni rezultati naSeg ispitivanja pokazali su da je ucestalost genotipova -308
G/A (GG, GA, AA) polimorfizma gena za TNF-a u ispitivanoj i kontrolnoj grupi bila u
Hardy-Weinbergovom ekvilibrijumu. U obe grupe najces¢i je homozigotni -308 G/G

genotip (52,3% u SI'i 62,9% u KG), sledi heterozigotni -308 G/A (47,7% u SI'i 35,5% u
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KG), a najmanje je zastupljen homozigotni A/A genotip (0% u SIi 1.6% u KG). Nema
statisticki znacajne razlike u distribuciji genotipova izmedu ispitivane i kontrolne grupe.

Kako rezultati populacionih studija pokazuju postoji velika interetnicka i1 rasna
varijabilnost u zastupljenosti ovog polimorfizma u zdravoj populaciji. U ve€ini studija
najzastupljeniji je GG genotip 1 prisutan je kod 60-70% zdravih pripadnika bele rase, GA
genotip kod 30-40%, dok je najredi homozigotni A/A genotip prisutan kod 1,5-3%
pripadnika bele rase (421). U nasim istrazivanjima ucestalost genotipa u zdravoj populaciji
je u saglasnosti sa dosada$njim istrazivanjima (400, 434).

Ispitivanje distribucije polimorfnih alela i genotipa u odnosu na pol nisu pokazala
znaCajne razlike. lako je frekvenca A alela bila manja kod Zena (14%) u odnosu na
muskarce (28%), ali ta razlika nije bila statisti¢ki znacajna.

Do sada su publikovane samo dve studije koje potvrduju udruzenost polimorfizma
TNF 308 G—A sa pojavom SI. Kako rezultati ovih studija ukazuju, u grupi pacijenta sa
idiopatskom kardiomiopatijom (IDC) postoji veca zastupljenost polimorfnog A alela u
odnosu na kontrolu (529, 530). Medutim, u dostupnoj literaturi ima i suprotnih rezultata,
najpre kod pacijenata sa IDC (434, 447, 531), ali i kod heterogene grupe pacijenata sa SI
(400). Pozitivni rezultati o vezi ovog polimorfizma i pojave SI kod pacijenata sa IDC
mogu se barem delimi¢no objasniti posebnim znacajem koji ima TNF-a u patogenezi
autoimunog miokarditisa nakon virusne infekcije. Naime, kako rezultati nekih studija
ukazuju, u eksperimentalnom modelu virusnog encefalomiokarditisa, primena TNF-a
povecava koncentraciju virusa u miokardu, nekrozu i celularnu infiltraciju miokarda (532),
dok anti-TNF-a terapija smanjuje morbiditet 1 mortalitet eksperimentalnih Zivotinja (533).
Kao $to je gore navedeno, brojni su mehanizmi kojim TNF-o moze naruSiti miokardnu
funkciju 1 ukljucuju redukciju intracelularnog kalcijuma (329), desenzitizaciju
kardiomiocita na kalcijum, izmenu funkcije NO sintetaze, aktivaciju metaloproteinaza,
direkni negativni inotropni efekat (328) ili apoptozu kardiomiocita (534). Medutim, u
prilog tvrdnji da su poviSene vrednosti TNF-a, prisutne kod 35% pacijenata sa IDC (292),
ne uzrok, ve¢ posledica sr¢ane slabosti ukazuju rezultati studije Anker-a i sar. o povecanoj
produkciji TNF-a koju podsti¢e povecani priliv endotoksina iz tankog creva (286).

Na osnovu nasih rezultata o distribuciji polimorfnog alela i genotipa u ispitivanim
grupama moze se zakljuciti da polimorfizam u promotoru TNF gena -308 nema znacajnu
ulogu u pojavi SI. Mogu¢i uticaj na ovakav ishod naSeg istrazivanja ima heterogenost

grupe u koju su ukljueni pacijenti sa razliitim trajanjem bolesti. Ako se pretpostavi da su
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isti genetski faktori od znacaja za morbiditet i mortalitet pacijenata sa SI, u ovako
heterogenoj grupi uticaj genetskog faktora moze biti maskiran.

Imaju¢i u vidu da aktivacija imunog sistema i proinflamatornih citokina ima vaznu
ulogu u patogenezi i progresiji SI (262), kao 1 da je genski polimorfizam u promotoru TNF
gena -308 odgovoran za povecanu sintezu TNF-a i da moze doprineti progresiji sr¢ane
slabosti povecavajuéi njegovu plazma ili tkivnu koncentraciiju, testirali smo hipotezu da
prisustvo A alela ima nepovoljan uticaj na sistolnu funkciju 1 tezinu klinicke slike.
Ispitivanje zastupljenosti genotipa izmedu razliitith funkcionalnih klasa pokazalo je
statisticki znacajno vecu ucestalost mutiranog A alela i genotipa GA u grupi pacijenata sa
NYHA klasom I-II (58.1%), u poredenju sa grupom pacijenata sa NYHA klasom III
(18.2%). Statisticku znacajnost imala je razlika u distribuciji genotipova zabeleZena
izmedu funkcionalnih klasa u grupi pacijenata muskog pola. U skladu sa ovim rezultatima
je 1 nalaz statisticki znafajno nize vrednosti EF koji su imali nosioci GG genotipa
(29,37+8,13) u odsnosu na nosioce GA genotipa (36,00+5,46). Dobijeni rezultati su
jedinstveni budu¢i da u dostupnoj literaturi nema informacija o ovakvom uticaju
ispitivanog polimorfizma na klinicki tok SI. Manja zastupljenost polimorfnog A alela kod
pacijenata sa tezom klinickom slikom nije u saglasnosti sa podacima iz literature. Na
osnovu dosadasnjih saznanja mozemo pretpostaviti da malobrojni homozigoti za
polimorfni A alel imaju maligniji klinicki tok 1 umiru pre javljanja u tercijalnu zdravstvenu
ustanovu. Medutim, postoje 1 rezultati koji pokazuju da polimorfizam na TNF genu u
polozaju -308 ne uti¢e na klinicki tok SI. Jedina prospektivna studija o uticaju polimorfog
A alela na nepovoljan tok remodelovanja LK i miokradnu disfunkciju je istrazivanje
Brooksbank-a i1 sar. u kojem, u grupi od 331 pacijenta sa IDC nije potvrdena genski
uslovljena razlika u dimenzijama LK i sistolnoj funkciji (531). Potvrdu ovih rezultata dala
je 1 studija preseka Tiret-a i sar. (447), kao 1 malo, sli¢no dizajnirano, istrazivanje Ito-a i sar
(529). Ove razlike u rezultatima su najverovatnije uslovljene etnickim i rasnim
varijacijama, ali i razlikama u izboru pacijenata i veli¢ini ispitivanog uzorka.

Znacaj ovog polimorfizma je potvrden kod pacijenta sa pogorSanjem hroni¢ne SI
ali ne 1 kod novonastale akutne dekompenzacije (535). Imaju¢i u vidu da je kod pacijenata
sa hroni¢nom SI vrednost TNF-a u ciruklaciji visa u odnosu na nivo kod novonastale SI,
iako nije potvrdena udruzenost polimorfizma -308 G/A sa povecanom koncentracijom
TNF-a, moze se pretpostaviti da su ove razlike delom genetski determinisane. Sli¢ni
rezultati o znacaju ovog polimorfizma dobijeni su kada je ishemijska bolest srca u pitanju.

Kako rezultati brojnih studija o uticaju polimorfizma na promotoru gena za TNF-o na
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pojavu ishemijske bolesti srca (IBS) pokazuju, ne postoji razlika u distribuciji alela izmedu
bolesnika i zdravih nosioca, kao i izmedu bolesnika sa ili bez infarkta miokarda (536, 537).
Pored toga, nije potvrden uticaj ovog polimorfizma na angiografiski i autopsijski nalaz
prisustva i broja stenoza koronarnih arterija (537). Bez obzira Sto su rezultati jedne
nedavne studije utvrdili statisticki znacajnu razliku izmedu nosioca razliitih alela kod
pacijenta sa akutnim infarktom miokarda u produkciji TNF-a, TACE, kao i nivou TNF-a u
cirkulaciji (538), potrebna su nova prospektivna ispitivanja o znacaju polimorfizma gena
za TNF-a -308 G/A u pojavi IBS, posebno ukoliko se ima u vidu da opsezna
eksperimentalna istrazivanja nisu doprinela da se razlic¢iti efekti TNF-a u ishemiji mogu u
potpunosti shvatiti. Naime, dok na jednoj strani rezultati nekih studija isti¢u znacajnu
ulogu TNF-o u pove€anju infarktne zone (539,540) i stepena miokardne disfunkcije (541),
na drugoj strani je potvrdeno, TNFR2 posredovano, kardioprotektivno dejstvo TNF-a (311,
542).

Nasi rezultati nisu pokazali statisticki znaCajnu razliku u potrebi za hitnom
medicinskom pomo¢i, rehospitalizaciji 1 mortalitetu izmedu nosilaca GG, GA 1 AA
genotipa. Buduc¢i da u ispitivanoj grupi nije bilo homozigota za polimorfni A alel, nismo u
mogucénosti da procenimo njegov uticaj klinicki tok i ishod. lako ne mozemo da isklju¢imo
moguénost da su 1 drugi faktori vazni za razvoj SI, potrebna su dodatna ispitivanja da se
razjasni prognostic¢ki znacaj polimorfizma TNF gena, posebno kod pacijenata kod kojih se
miokardna disfunkcija razvija posle infarkta miokarda. Prema tome, genotipizacija nije
neophodna za leCenje SI, ali je potrebna za procenu rizika kod pacijenata koji imaju
pridruzena klinickih stanja poput IBS i diabetesa (543).

Budu¢i da se imuna aktivacija i vegetativna disregulacija, dve vazne karakteristike
SI, gotovo istovremeno javljaju u ranoj fazi razvoja miokardne disfunkcije, ispitali smo
njihovu povezanost, analiziraju¢i korelaciju izmedu razli¢itih indeksa varijabilnosti sréane
frekvence (eng. heart rate variability- HRV) i koncentracije TNF-o u serumu. Pored toga,
ispitivali smo uticaj polimorfizma na promotoru gena na poziciji -308 na neke indekse
HRYV i koncentraciju TNF-o u serumu.

Ovim smo istrazivanjem potvrdili ranija zapazanja koja su ukazivala na obrnutu
korelaciju izmedu koncentracije TNF-a i indeksa varijabilnosti sréane frekvence kod
bolesnika sa SI. U nasoj studiji, SDNN, SDANN i HRVi su znacajno i inverzno korelirali
sa nivoom TNF-a u plazmi, $to ukazuje da je viSi nivo TNF-o u korelaciji sa niZzom
varijabilno$¢u sréane frekvence. JaCa korelacija je nadena kod osoba zenskog pola,

pacijanata sa dijabetes melitusom i nosioca polimorfnog A alela.

144



Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima Malave i sar. (544) koji su ukazali na
obrnutu vezu izmedu poviSenog nivoa TNF-a u plazmi i indeksa smanjene varijabilnosti
src¢ane frekvence kod pacijenata sa blagom-do-umerenom SI. Isti autori su pokazala i da je
koncentracija cirkuliSu¢eg TNF-a u plazmi bolji nezavisni prediktor smanjene HRV od
koncentracije noradrenalina u cirkulaciji, $to ukazuje na direktnu povezanost ovih varijabli.
U drugoj studiji je potvrdena znacajna korelacija izmedu nekih indeksa varijabilnosti
sr¢ane frekvence i1 koncentracije solubilnih receptora za TNF-a (STNF-RI, sTNF-RII) i IL-
6 (545). Medutim, sli¢no istrazivanje kod pacijenata sa dekompenzovanom SI imalo je
suprotne rezultate: jaka negativna korelacija je dokazana izmedu HRV 1 nivoa IL-6 u
sistemskoj cirkulaciji, ali ne i izmedu nivoa TNF-a i bilo kog indeksa varijabilnosti sr¢ane
frekvence (546).

Dobro je poznato da u SI postoji pozitivna korelacije izmedu nivoa inflamatornih
citokina, kao §to su TNF-a, IL-1b, IL-6 i IL-18, i tezine i prognoze bolesti (309, 547, 547).
Uprkos c¢injenici da mehanizmi imune aktivacije u SI nisu u potpunosti definisani,
nesporno je da je autonomni disbalans povezan, i prema naSim rezultatima, moZe biti
delimi¢no posledica imune aktivacije.

TNF-a je snazan proinflamatorni citokin ¢ije su poviSene vrednosti u snaznoj
korelaciji sa progresijom SI (28, 365) koja nastaje usled hipertrofije kardiomiocita (323),
kontraktilne disfunkcije (331) i remodelovanja leve komore (309). Medutim, neka nova
saznanja, pre svega o njegovoj brzoj biosintezi TNF-o u kardiomiocitima i drugim ¢elijama
u miokardu, kao i nekim njegovim protektivnim efektima u akutnom ishemijskom
ostecenju, ukazuju na to da TNF-o ima kompleksnu funkciju koja jos uvek u popunosti nije
definisana (354).

Budu¢i da su rezultati nekih studija ukazali da se sinteza TNF-a u miokardu ne
moze povezati sa poviSenom koncentracijom ovog citokina u plazmi, narocito kod
bolesnika sa blagom i umerenom HSI (549, 550 kao i da na bioaktivnost TNF-a u serumu
utice koncentracija solubilnih TNF-a receptora (551-553) moze se pretpostaviti da je
indukcija citokina u miokardu relativno kasni dogadaj u patogenezi SI, $to delimicno
objasnjava postojanje kontradiktornih rezultata u humanim studijama. Na osnovu rezultata
nekih studija, pre svega koji potvrduju korelaciju izmedu koncentracije TNF-a u plazmi 1
ekspresije iRNK u miokardu, moze se pretpostaviti da je koncentracija ovog citokina
adekvatan marker miokardne citokinske aktivacije, nezavisno od uticaja drugih faktora kao

Sto su klirens i stvaranje TNF-o u nemiokardnim tkivima (549).
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Izmenjena HRV ukazuje na smanjenu parasimpaticku i povecanu simpaticku
aktivnost, prac¢ena je povecanjem nekih markera inflamacije kod bolesnika sa dijabetes
melitusom (554) ali i sa smanjenom tolerancijom na glukozu (555), hipertenzijom (556),
mentalnom depresijom (557), ili ishemijskom boles¢u srca (558). Framingham studija je
pokazala da je SDNN znacajan prediktor mortaliteta bilo kog uzroka, po iskljucivanju
drugih faktora rizika (559). Neki indeksi HRV, kao §to su SDNN i SDANN, odrazavaju
simpaticki 1 parasimpaticki uticaj na sr¢anu frekvencu, sa potvrdenom vezom izmedu nizih
vrednosti 1 relativnom dominacijom simpatikusa (560).

Imajuéi u vidu da se autonomni disbalans u SI, naroCito promene u vagusnoj
kontroli sréane frekvence, javlja ve¢ u ranoj fazi razvoja disfunkcije leve komore (561),
moze se pretpostaviti da bi mogao da posluzi kao zanimljiva potencijalna meta u
farmakoterapiji SI. Ohrabrujucée rezultate u tome dala je jedna mala pilot studija koja je na
uzorku od 32 ispitanika pokazala da elektriénu stimulaciju vagusa prati znacajno
poboljsanje NYHA funkcionalne klase, kvaliteta Zivota, 6-minutnog testa hodanja, EF leve
komore 1 sistolne zapremine leve komore (562). Ovu studiju je podstakla dokazana
efikasnost elektricne stimulacije vagusa u eksperimentalnim modelima SI (563). Za
potvrdu potencijalne terapijske strategije u SI neophodne su randomizirane kontrolisane
klinicke studije na adekvatnom broju ispitanika. NaSi rezultati ukazuju da hroni¢na
sistemska inflamacija niskog stepena, koja prati autonomni disbalans u SI, moze biti dobar
marker neinvazivne selekcije bolesnika koji bi imali koristi od vagalne stimulacije ili
imunoloske terapije, kao Sto je nespecificna imunomodulacija ili primena intravenskih
imunoglobulina.

Treba ista¢i da postoje znacajna ogranicenja pri interapretaciji prikazanih rezultata.
Prvo, broj kontrolnih ispitanika je relativno mali u odnosu na grupu bolesnika sa SI. Ipak,
uprkos tome, sigurni smo da restriktivni kriterijumi ukljucivanja, odredena homogenost
varijanse pre analize i homogenost dobijenih rezultata za kontrolne ispitanike, su dovoljni
za validno statisticko poredenje kontrolne grupe sa grupom bolesnika sa SI. Osim toga,
slicne studije su (544) u svojim analizama koristile uzorke slicne veli¢ine. Drugo
ogranicenje studije je da je analiziran samo jedan citokin. Iako postoji interesovanje za
ispitivanjem veceg broja razliitih proinflamatornih citokina kod bolesnika sa SI kao
biomarkera tezine i prognoze bolesti, TNF-a se smatra jednim od osnovnih prediktora
pogorSanja SI i povecanja mortaliteta. U nedavno objavljenom preglednom ¢lanku (564),
autori su obradili veliki broj znacajnih istrazivanja o funkciji razli¢itih inflamatornih

biomarkera u SI. Veéina studija istic¢e da je TNF-o jedan od najspecificnijih citokina
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povezanih sa prognozom i predvidanjem prognoze bolesti. U skladu sa tim je i ¢injenica da
davanje TNF-a eksperimentalnim zivotinjama, kao 1 da prekomerna ekspresija TNF-o kod
transgenih Zivotinja, replikuje fenotip SI (324), Sto dodatno ide u prilog znacajnosti uloge
TNF-o0 u patogenezi ove bolesti. Uzimaju¢i u obzir sve prethodno izlozeno, izabrali smo
ovaj citokin za analizu i utvrdivanje njegove veze sa HRV. Ipak, naSe istrazivanje ne
umanjuje znacaj drugih citokina, niti iskljucuje njihovu ulogu u patofiziologiji SI.

Tokom ovog istrazivanja smo dosli do novih saznanja koja se ticu uticaja
polimorfizma -308G/A. Iako smo pronaSli znacajnu vezu izmedu kako stepena
autonomnog disbalansa, posredstvom analize HRV, tako i nivoa TNF-a sa polimorfizmom
-308G/A, dobijene rezultate bi trebalo uzeti sa rezervom zbog relativno male veli¢ine
uzorka.

Na kraju, mozemo zakljuciti na osnovu prezentovanih rezultata da je poviSen
serumski nivo TNF-a u znacajnoj vezi sa smanjenjem indeksa varijabilnosti srane
frekvence, Sto ukazuje da je aktivacija imunog sistema kod bolesnika sa SI u vezi sa

autonomnim disbalansom.
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8 ZAKLJUCCI

Znacaj polimorfizma -389 Arg/Gly gena za B; adrenergicki receptor u srcéanoj
insuficijenciji
e Distribucija genotipova i ucestalost 389 Arg i Gly varijante [3; adrenergickog
receptora sli¢na je kod bolesnika sa SI i kod zdravih ispitanika: reda Gly varijanta
ispitivanog polimorfizma nije udruzena sa pojavom SI.
e Kod pacijenata sa SI, koji su nosioci Arg™® alela, ne postoji razlika u teZini bolesti
u odnosu na nosioce Gly**” alela.

Znacaj polimorfizma 49 Ser/Gly gena za [; adrenergicki receptor u sréanoj
insuficijenciji
e Ucestalost Ser i Gly alela na poloZaju 49 gena za 3; adrenergicki receptora sli¢na je
kod bolesnika sa SI i kod zdravih ispitanika
e Kod pacijenata sa SI, nema statisticki zna¢ajnog uticaja Ser®Gly polimorfizam
gena za [3; receptor na tezinu bolesti, klinicki tok i ishodu bolesti

Znacaj polimorfizma 16 Arg/Gly gena za B, adrenergicki receptor u sréanoj
insuficijenciji
e Nema statistiCki znacajne razlike u varijabilnosti na polozaju 16 gena za 3, receptor
izmedu ispitivane i kontrolne grupe
e U ispitivanoj grupi nije bilo statisticki znacajne razlike u distribuciji alela 1
genotipova Arg'°Gly polimorfizma na tezinu klini¢ke slike, rehospitalizaciju i
mortalitet pacijenata
e Kod pacijenata sa sistolnom SI koji su homozigoti za Gly na polozaju 16 gena za [3,
receptor postoji statisSicki znacajna razlika u sré¢anoj frekvenci u odnosu na nosioce
bar jednog Arg alela

Znacaj polimorfizma CYP2D6 u metabolizmu karvedilola i bisoprolola u sréanoj
insuficijenciji
e Polimorfizam CYP2D6 ima statisticki znacajan uticaj na korigovanu koncentraciju
karvedilola, ali ne i na sréanu frekvencu
e Polimorfizam CYP2D6 ima =znacajan uticaj na korigovanu koncentraciju
bisoprolola kod pacijenata sa EF nizom od 40%

Znacaj polimorfizma -308 G/A gena za TNF alfa u src¢anoj insuficijenciji

e Distribucija genotipova i ucestalost G i A alela polimorfizama -308 G/A gena za
TNF-a sli¢na je kod bolesnika saSI i kod zdravih ispitanika: retki A alel ispitivanog
polimorfizma nije udruzen sa pojavom SI

e Kod pacijenata sa SI NYHA I-II funkcionalne klase postoji veca ucestalost
polimorfnog A alela

e Postoji znaCajna korelacije izmedu polimorfizama -308 G/A gena za TNF-a sa
indeksima varijabilnosti sr¢ane frekvence, Sto ukazuje da je aktivacija imunog
sistema kod bolesnika sa SI u vezi sa autonomnim disbalansom

Populacioni farmakokinetski modeli beta blokatora
e Populacionom farmakokinetiCkom analizom utvrdeno je da ukupna dnevna doza
jedina znacajna kovarijanta klirensa bisoprolola
e U populacionoj farmakokinetskoj analizi karvedilola utvrdeno je da telesna masa,
komedikacija digoksinom i puSenje imaju najveci uticaj na klirens karvedilola kod
pacijenata sa SI
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Sazetak

U srcanoj insuficijenciji postoji poremecaj beta adrenergicke signalizacije. Nedavne
studije su pokazale da postoje funkcionalno relevanti i zajednjicki polimorfizmi za oba
beta adrenergicka receptora, $;-AR i B>-AR. Ne postoje konzistentni rezultati kada je u
pitanju korelacija ovih polimorfizama sa patogenezom, klinickom prezentacijom 1
prognozom sr¢ane insuficijencije. Znafaj beta adrenergi¢kih receptora u srcanoj
insuficijenciji je jo$ veéi zbog primene [-blokatora koji redukuju mortalitet. Nije poznato
da li je odgovor pacijenta sa SI na 3 blokatore udruzen sa genotipom enzima koji ucestvuju
u njihovom metabolisanju.

Ispitivana je korelacija polimorfizama adrenergi¢kih receptora [;Ser49Gly,
B1Arg389Gly 1 B,Argl6Gly sa rizikom za pojavu SI u srpskoj populaciji koriste¢i model
pacijent-kontrola. Frekvence ispitivanih genotipa je bila u Hardy-Weinberg ravnotezi.
Polimorfizam je bio analiziran lan¢anom reakcijem polimeraze sa restriktivnom digestijom
(PCR-RFLP) kod pacijenata sa SI i zdravih ispitnika.

Takode je ispitivan uticaj ova tri funkcionalna polimorfizma na prezivljavanje,
hospitalizaciju i potrebu za hitnom medicinskom pomoc¢i pacijenata sa SI koji su na terapiji
karvedilolom, bisoprololom i metoprololom. U te svrhe, ispitano je 70 pacijenata sa SI
lecenih na klinici, a njihov vitalni status je evaluiran na osnovu elektronski bolnickih, i
podataka iz Hitne medicinske pomoc¢i kao 1 baze podataka umrlih.

Cilj ove studije, pored toga, bio je da razvije populacioni farmakokinetski model za
klirens karvedilola i1 bisoprolola kod odralsih pacijenata sa SI koriste¢i nelinearno
modelovanje kombinovanih efekata (NONMEM).

Osim navedenih, jedan od ciljeva ove teze bio je 1 da se determiniSe da li genski
polimorfizam CYP2D6 korelira sa dozom ili odgovorom na terapiju bisoprolola i
karvedilola pacijenata sa SI. Merena je koncentracija karvedilola 1 bisoprolola na HPLC-u,
a efekti na krvni pritisak i frekvencu sréanog rada u miru analizirani su multivarijantnom
klinicko-genetskom analizom.

Nije dokazana znacajnija razlika u frekvenci alela 1 genotipa ispitivanih
polimorfizama B;Ser49Gly, B;Arg389Gly i B,Argl6Gly kod pacijenata sa SI u odnosu na
kontrolnu grupu. Ni jedan od njih nije udruzen sa izmenjenim ishodom (hospitalizacija,
hitnu pomo¢ ili mortalitet). Dokazana je statisticki znacajna alel-specificna razlika
CYP2D6 na farmakokinetiku karvedilola, ali sam CYP2D6 genotip nije imao uticaja na rad
srca 1 visinu krvnog pritiska. Na§ populacioni farmakokinetski (PFK) model klirensa
karvedilola kod adultnih pacijenata standardno lecenih je pokazao da totalna telesna masa,
udruzena terapija digoksinom 1 puSenje mogu biti glavni subjekti varijabilnosti u
farmakokinetici karvedilola. Kona¢no, PPK model klirensa bisoprolola je pokazao da je
totalna dnevna doza jedino vazna kovarijanta.

Mozemo da zaklju¢imo da su B-blokatori lekovi kod kojih se CYP2D6-vezane
farmakokinetske varijacije ocCito ne prenose na farmakokinetsku wvarijabilnost. Iako
postojece znanje ne dopusta koristenje B1-AR i f,-AR genotipova za klinicko leéenje, nasi
podaci bi trebali podstaknuti dalja istrazivanja o uticaju tih genotipova na zdravlje 1 bolesti.

175



Summary

The beta-adrenergic receptor (B-AR) pathway is altered in heart failure. Recent
studies have discovered functionally relevant and common polymorphisms in both 3;-AR
and B2-AR. These polymorphisms have been implicated with inconsistent results in the
pathogenesis, clinical presentation, and prognosis of patients with heart failure (HF). In
patients with HF, B-blockers reduce mortality. It’s not known whether the the response to f3
blockers in patients with HF could be associated with the genotype of drug-metabolizing
enzymes and/or drug targets.

We investigated the correlation of adrenergic receptor polymorphisms ;Ser49Gly,
B1Arg389Gly and B,Argl6Gly with the risk of HF in Serbian population using a case-
control study design. The genotype frequencies were in Hardy-Weinberg equilibrium.
These polymorphisms were analysed by polymerase chain reaction-restriction fragment
length polymorphism in patients with HF and compared with the control group.

We also investigated the impact of 3 functional polymorphisms on survival,
hospitalization and emergency department (ED) visits due to HF in carvedilol- and
bisoprolol-treated HF patients. For these propose, 70 patients were enrolled and followed
up at the HF clinic, and vital status was evaluated using electronic hospital and emergency
department records and a local death certificate database.

The aim of this study was to derive population pharmacokinetic (PK) model for
clearance (CL) of carvedilol and bisoprolol, respectively in adult patients with HF using
non-linear mixedeffect modeling (NONMEM).

Finally, purpose of this study was to determine whether genetic polymorphisms in
CYP2D6 correlated with dose of, or response to, bisoprolol or carvedilol treatment in
patients with HF. Carvedilol and bisoprolol concentrations were quantified and effects on
resting heart rate and blood pressure were analyzed using a multivariable clinical-genetic
analysis.

There were no differences or any trends in the allele and genotype frequencies of
the [;Ser49Gly, B;Arg389Gly and P,Argl6Gly polymorphisms. None of these
polymorphisms were associated with adverse outcomes (hospitalization, ED visits or
mortality). There were significant CYP2D6 allele-specific differences in carvedilol
pharmacokinetics, but the CYP2D6 genotype had no effect on heart rate and blood pressure.
Our population pharmacokinetic (PPK) model for the clearance of carvedilol in routinely
treated adult patients with CHF showed that the total body weight, concomitant therapy
with digoxin and smoking tobacco were the main subjects of carvedilol pharmacokinetic
variability. Finally, PPK model for the clearance of bisoprolol showed that the total daily
dose of bisoprolol was the only important covariate.

In conclution, B-blockers are the drugs where CYP2D6-related pharmacokinetic
variation is apparently not carried forward into pharmacodynamic variation. Although
current knowledge does not allow utilizing B;-AR and B,-AR genotypes for clinical
treatment decisions, our data should stimulate further research on the impact of these
genotypes in health and disease.
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