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Rezime

Uvod: Kardiovaskularne bolesti (KVB) su glavni uzrok morbiditeta (Mb) i mortaliteta (Mt)
bolesnika u terminalnoj fazi hroni¢ne bubrezne slabosti (HBS). Godis$nja stopa Mt usled KVB
iznosi 9%, §to je 10-20 puta viSe nego u opstoj populaciji nakon prilagodavanja za starost, pol,
rasu i diabetes mellitus. Visoka incidenca smrti od infarkta miokarda kod bolesnika srednje
zivotne dobi na hroni¢noj hemodijalizi (HD) zapaZzena je joS ranih ’70- tih godina i objasnjena je
hipotezom o “akcelerirajucoj aterosklerozi”, koja je 1 danas podjednako aktuelna. Klasi¢ni faktori
rizika kao $to su starija zivotna dob, hipertenzija, dislipidemija, dijabetes melitus, fizicka
neaktivnost 1 puSenje nisu mogli zadovoljavajuce objasniti visoku prevalencu koronarne bolesti u
HBS. Kasnija istrazivanja su pokazala da se ubrzana aterogeneza kod bolesnika sa HBS
pojavljuje usled sinergizma mehanizama koji obuhvataju malnutriciju, inflamaciju, oksidativni

stres i genetske komponente.

Zbog toga u poslednje vreme paznju mnogih istrazivaca privlace takozvani netradicionalni faktori
rizika, u koje se od skora pored vrednosti ukupnog homocisteina, lipoproteina a (Lp(a)), infekcija
Herpesvirusima i Chlamidiom pneumonie, ubraja i polimorfizam gena za razli¢ite proteine koji
ucestvuju u genezi ateroskleroze. Tokom proteklih nekoliko godina najveci broj ovih istraZivanja
bavio se polimorfizmima za razli¢ite gene endotelne disfunkcije i gene inflamatornog odgovora
(angiotenzin konvertuju¢i enzim (ACE) i matriksne metaloproteinaze (MMP), endotelna azot
oksid sintetaza (eNOS), interleukin-6 (IL-6), interleukin-10 (IL-10), faktor nekroze tumora
(TNF)).



Cilj ove studije bio je analiza kardiovaskularnog morbiditeta i ukupnog i kardiovaskularnog
mortaliteta u odnosu na genski polimorfizam za ACE, MMP-3, eNOS, 1I-10, IL-6 i TNF kod
bolesnika koji se le¢e hroni¢nim hemodijalizama, kao i da se odredi koji od navedenih genskih

polimorfizama ima najviSe uticaja na pojavu kardiovaskularnih dogadaja u navedenoj populaciji .

Metod: Ovom studijom obuhvaéeno je ukupno 315 bolesnika koji se nalaze na hroni¢nom
programu lecenja hemodijalizama duze od Sest meseci u Klinickom odeljenju za bolesti bubrega i
poremecaje metabolizma sa dijalizom Klini¢ko-bolnickog centra ,,Zvezdara®“ u Beogradu. Svi
bolesnici imali su tri hemodijalizna tretmana nedeljno u trajanju od 4-5 sati. Uzorak venske krvi
uziman je na redovnoj dijalizi i upucivan na genotpizaciju. Tokom istrazivanja prekinuto je
pracenje 21 bolesnika, te je krajnji broj bolesnika bio 294. Pracenje je za 21 bolesnika prekinuto
jer je 7 bolesnika preslo u drugi dijalizni centar, kod 10 bolesnika je uradena transplantacija
bubrega, 3 bolesnika su presla na drugu metodu zamene bubrezne funkcije (peritoneumska
dijaliza), dok je jedan bolesnik usao u remisiju osnovne bolesti i prekinuo le¢enje dijalizama.
Kod 201 bolesnika iz ove grupe je odredivan genski polimorfizam za IL-10, IL-6 i TNF, dok je
kod 200 bolesnika odredivan genski polimorfizam za MMP-3, ACE i eNOS, pri ¢emu su Svi
ispitivani genski polimorfizmi odredivani kod 85 ispitanika. Deo genetskih analiza (MMP3, ACE
i eNOS) radjen je u laboratoriji odeljenja za Citogenetiku i prenatalnu dijagnostiku KBC
“Zvezdara”, a drugi deo (IL-10, IL-6, TNF) u laboratoriji Instituta za imunologiju Klinickog

centra Srbije.

Retrospektivni deo studije obuhvatao je prikupljanje podataka o kardiovaskularnom morbiditetu
iz istorija bolesti (prelezani akutni infarkt miokarda, cerebrovaskularni insult, prisustvo
ishemijske bolesti srca, poremecaja sré¢anog ritma, hipertenzije, prisustvo hipertrofije leve
komore i periferne vaslukarne bolesti) i ispitivanje njegove povezanosti sa genetskim
polimorfizmom. Prospektivni deo studije podrazumevao je pracenje bolesnika uperiodu od 5

godina i analizu mortaliteta shodno genskom polimorfizmu.

Rezultati: U odnosu na gen za IL-6 utvrdena je statisticki znac¢ajna povezanost sa koronarnom
arterijskom boles¢u 1 cerebrovaskularnim insultom, a heterozigoti za ovaj gen pokazali su
znacajno niZi rizik za nastanak cerebrovaskularnog insulta u odnosu na CC homozigote. Znacajna
povezanost pronadena je izmedu IL-10 genskog polimorfizma i infarkta miokarda kod bolesnika

na hemodijalizi, dok su GG homozigoti za ovaj gen imali 5 puta niZi rizik za nastanak koronarne



bolesti u odnosu na AA homozigote. Nosioci A alela za TNF genski polimorfizam pokazali su 6

puta visi rizik za nastanak hiperlipidemije.

Ukupni petogodi$nji mortalitet u odnosu na IL-10 genski polimorfizam najvisi je medu GG
homozigotima, a najveci kardiovaskularni mortalitet imali su AA homozigoti. U odnosu na IL-6
genski polimorfizam najkrac¢e ukupno prezivljavanje registrovano je medu GC heterozigotima,
dok u odnosu na kardiovaskularni mortalitet nije bilo veéih razlika medu pojedinim
genotipovima. Bolesnici sa GG genotipom za TNF genski polimorfizam imali su najlosije

prezivljavanje, dok u ukupnom mortalitetu nije bilo razlika medu genotipovima.

U odnosu na MMP3 genski polimorfizam rezultati su pokazali statisticki znacajnu povezanost sa
koronarnom arterijskom boleS¢u 1 sr€anim aritmijama, a rizik za ove dve bolesti znacajno je visi
medu heterozigotima za ovaj gen u odnosu na 6A homozigote. Homozigoti 5A/5A za ovaj gen

imali su najvisi ukupni, kao 1 kardiovaskularni mortalitet ali bez statisticke znacajnosti.

Rezultati naseg istrazivanja pokazali su statisticki znacajnu povezanost I/l genotipa za ACE gen
sa nastankom sréanih aritmija. Ukupni mortalitet najvisi je medu I/D heterozigotima dok su D/D

homozigoti imali najkrace kardiovaskularno prezivljavanje.

U odnosu na eNOS genski polimorfizam TT homozigoti pokazali su duplo visi rizik za koronarnu

arterijsku bolest. Ukupni i kardiovaskularni mortalitet najvisi je medu TT homozigotima.

Zakljucak: Pretpostavka je da ispitivani genski polimorfizmi u kombinaciji sa spoljasnjim
faktorima ili u specifi¢nim udruzenim dejstvom sa drugim genima mogu imati znacajnog uticaja
na kardiovaskularni morbiditet i mortalitet. Stoga, za definitivni zakljucak potrebno je jo§ mnogo

dodatnih ispitivanja.

Kljuéne reci: hemodijaliza, genski polimorfizam, citokini, angiotenzin konvertuju¢i enzim,

metaloproteinaze, kardiovaskularni morbiditet, endotelna disfunkcija, oksidativni stres
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Summary

Introduction:Cardiovascular disease (CVD) is leading cause of morbidity and death in
haemodialysis patients. The risk for developing cardiovascular event is 10-20 folds higher in
patients with end stage renal desease (ESRD) than in the general population, after adjustment for
age, gender, race and diabetes mellitus. High mortality rate in hemodialysis patients was

observed in early *70ies and was explained with “accelerated atherosclerosis” hypothesis.

Traditional risk factors (elderly patients, hypertension, dislipidaemia, diabetes, sedentary life
style and smoking), could not explain high prevalence of cardiovascular disease in haemodialysis
patients. That why recent reports have suggested a role of non-traditional risk factors in
pathogenesis of CVD, such as malnutrition, inflammation, oxidative stress, homocysteine levels,
Lp(a), infections with Herpes and Chlamidia pneumoniae and gene polymorphism of proteins
involved in pathogenesis of atherosclerosis. For the last few years investigators were focused on
genes of endothelial dysfunction (ACE, MMP3, eNOS) and genes of inflammatory response (11/6,
IL/10, TNF). Gene polymorphism includes egzistance of two or more variant of one gene when

frequency of its rarest allele in population is more than 1%.

The aim of this study was to analyse cardiovascular morbidity and overall and cardiovascular
mortality regarding the gene polymorphisms for ACE, MMP3, eNOS, IL-10, IL-6 and TNF in
patients on chronic dialysis and to detect which gene polymorphism has the highest impact on

cardiovascular events in henodialysis patients.

Methods: The study included 315 patients on regular hemodialysis longer than 6 months in

University Clinical Center ,,Zvezdara®, Belgrade. All patients had 3 dialysis sessions weekly in



duration of 4/5 hours. Venous blood sample was collected in midweek dialysis and was sent for
genotyping.

During the research, 21 patients was droped out from the study, 7 due to transferring to another
dialysis center, 10 of them due to renal transplantation, 3 were switched to peritoneal dialysis and
one had a remmision. Genotyping for IL-10, IL-6 and TNF was done in 201 of 315 patients ,
while genetic analysis for MMP3, eNOS and ACE were done in 200 patients. All genetic analysis
were performed in 85 patients.

Genetic analysis for ACE, MMP3 and eNOS were performed in Department for gentic and
prenatal diagnostics of “Zvezdara” University Clinical Center , while genetic analysis for IL-10,
IL-6 and TNF were performed at Institute for immunology Faculty of Medicine, Belgrade

University.

Retrospective analysis included data collection from the patients history regarding cardiovascular
morbidity (myocardial infarction, cerebrovascular accident, coronary artery disease, heart
arrhythmia, hypertension, left ventricular hypertrophy, peripheral artery disease). Collected data
were analysed regarding genetic polymorphisms. The prospective part of this study included 5
years follow-up in order to analyse CV morbidity and all-cause and CV mortality regarding

MMP3 gene polymorphism.

Results: Regarding IL-6 gene polymorphism there were significant correlation with coronary
artery disease and cerebrovascular accident, while heterozygots for IL-10 gene had significantly
lower risk for developing cerebrovascular accident regarding the CC homozygots. Our results
showed significant correlation between gene polymorphism for IL-10 and myocardial infarction,
while GG homozygots showed 5 fold lower risk for developing coronary artery disease.
Heterozygots for IL-10 gene showed significantly lower incidence of cardiovascular events
(p=0.05) and more than twice lower risk for developing of myocardial infarction, but
experienced twice higher risk for left ventricular hypertrophy regarding GG homozygots. Also, A

allele carriers for TNF experienced 6 fold higher risk for development of hyperlipidemia.

Overall mortality rate was highest in GG homozygots for I1L-10, while highest cardiovascular
mortality experienced AA hopmozygots for this gene. Regarding the IL-6, the lowest survival

had heterozygots, while there was no significant difference between different genotypes



regarding cardiovascular mortality rate. Homozygots GG for TNF gene had lowest

cardiovascular survival rate, while there were no difference regarding overall mortality rate.

Result of our study showed statistically significant correlation between MMP3 gene
polymorphism and coronary artery disease and heart arrhythmia and risk for this conditions was
higher in heterozygots for MMP3 gene regarding 6A homozygots. Homozygots 5A/5A had the
highest overall and cardiovascular mortality rate.

Regarding ACE gene polymorphism, I/l homozygots had statistically significant correlation with
development of heart arrhythmia. Overall mortality was highest among 1/D heterozygots while
D/D homozygots had shortest cardiovascular survival.

Homozygots TT for eNOS gene had twice higher risk for coronary artery disease. Overall and

cardiovascular mortality rate was the highest among TT homozygots for eNOS gene.

Conclusion: So far, it was shown that certain genes in interaction with other genes and
enviromental factors may cause some of cardiovascular diseases. We will need longer follow-up
in order to get definitive conlusion about influence of gene polymorphism on cardiovascular

morbidity.

Keywords: hemodialysis, gene polymorphism, cytokines, angiotensin converting enzyme,

metalloproteinase, cardiovascular morbidity, endothelial disfunction, oxidative stress

Scientific field: Internal medicine

Subspecialty: nephrology
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1. Uvod

Kardiovaskularne bolesti (KVB) ubedljivo prednjace kao uzrok smrti bolesnika koji se lece
ponavljanim hemodijalizama. Prema dosadasnjim podacima iz literature rizik za nastanak
kardiovaskularnin oboljenja (koronarna bolest, akutni koronarni sindrom, infarkt miokarda,
periferna vaskularna bolest) je do 30 puta ve¢i medu hemodijaliznim bolesnicima u odnosu na
opstu populaciju (Pernod i sar., 2006; Locatelli i sar., 2001; Cheung i sar, 2000; Foley i Parafrey,
1998). U osnovi ovih oboljenja je ateroskleroza, koja predstavlja inflamatornu bolest i odvija se
prema modelu odgovora na povredu. Upravo zbog toga sve vecu paznju istrazivata privlace
takozvani netradicionalni faktori rizika za nastanak KVB, za koje se veruje da imaju klju¢nu
ulogu u otpocinjanju i odrzavanju inflamatornog procesa u zidu krvnog suda (Ross, 1999). U
pomenute faktore rizika izmedju ostalog ubrajaju se polimorfizmi razli¢itih gena koji kodiraju
molekule endotelne disfunkcije (angiotenzin konvertuju¢i enzim- ACE, matriksna
metaloproteinaza- MMP, endotelna azot oksid sintetaza- eNOS), kao i markere inflamatornog

odgovora (faktor nekroze tumora- TNF, interleukini- IL).

Polimorfizam gena znaci postojanje dve ili viSe varijanti gena, a da bi se genski lokus smatrao
polimorfnim potrebno je da ucestalost pojavljivanja najredeg alela u populaciiji bude vec¢a od 1%.
Najvec¢i broj polimorfizama humanog genoma javlja se u obliku polimorfizma u jednom
nukleotidu (SNP- single nucleotide polymorphisms), dok su inserciono-delecioni polimorfizmi,
koji sadrZze promene ve¢ih segmenata DNK znatno redi (Roden i Brown, 2001). U ljudskom
genomu je prisutno preko tri miliona SNP-ova, medutim nece svaki polimorfizam dovesti do

funkcionalnog poremecaja.

1.1. Netradicionalni faktori rizika za kardiovaskularna oboljenja

Pored dobro poznatih, takozvanih tradicionalnih faktora rizika (Longernecker i sar, 2002), u
fokusu istrazivaCa su sve CeS¢e netradicionalni faktori rizika za nastanak kardiovaskularnih
bolesti (Ross, 1999; Cheng i sar, 1997; Cheng i sar, 1997)- Sema 1.
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Od navedenih netradicionalnih faktora rizika mnogi dele zajednicke patofiziloSke mehanizme,
kao na primer asimetri¢ni dimetil arginin (ADMA), homocistein i C reaktivni protein (CRP), koji
kao rezultat daju snizene nivoe azot oksida (NO), dovode do endotelne disfunkcije i inflamacije
u zidu krvnog suda. A, klju¢nu ulogu u inicijaciji i odrzavanju kaskade aterogeneze imaju

oksidativni stres, imunski odgovor i fibrinogeneza ( Ross, 1999) -Sema 2.

Tradicionalni + Netradicionalni faktori rizika

”»

Endotelna disfunkcija

e ™~

Oksidativni stres Inflamacija

Progresija ateroskleroze

Sema 2. Endotelna disfunkcija

Oksidativni stress je prisutan u svakoj fazi ateroskleroze, od endotelne disfunkcije do formiranja
plaka i njegove rupture (Chade i sar, 2005; Yasushi i Lerman, 2014). Slobodni radikali, kao
glavni produkti oksidativnog stresa, preko oksidacije lipida, proteina i ugljenih hidrata dovode do
smanjenja endotelne funkcije, pojave sistemske inflamacije i povecanja fibrinogeneze. Takode,
putem geneze NF- kB, reguli$u i gensku ekspresiju mnogih transkripcionih faktora povezanih sa
inflamacijom, ¢elijskom proliferacijom, apoptozom i1 remodelovanjem tkiva, kao S$to su
interleukini, faktor nekroze tumora, metaloproteinaze, eNOS, RAAS, itd. (Yasushi i Lerman,
2014; Nanayakkara i Gaillard, 2010; Nordfors i sar, 2005)- Sema 3.
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Sema 3. Oksidativni stres

Inflamacija ucestvuje u inicijaciji endotelne disfunkcije i formiranju plaka, a moze biti i
posledica ovih procesa, tako $to oxLDL iz ateromatoznih plakova dalje indukuje stvaranje
interleukina, TNF, interferona i dovodi do amplifikacije zapaljenskog procesa.

Uremijski toksini koji se nakupljaju u organizmu bolesnika sa hroni¢cnom bubreznom slabos¢u
(indoxyl sulfat, p- krezol i drugi) dovode do produkcije slobodnih radikala, aktivacije
proinflamatornih citokina i akumulacije oksidovanih proteina i kolagena u srcu i krvnim
sudovima, $to vodi endotelnoj disfunkciji (Nanayakkara i Gaillard, 2010; Nordfos i sar, 2005;
Ritz i Bommer, 2009).

Takode, akumulacija lipida (oxLDL) u makrofagama intime krvnih sudova, dovodi do lokalne
inflamacije, $to predstavlja okida¢ za specifi¢ni imunski odgovor protiv auto antigena u zidu
krvnog suda, i na taj na¢in doprinosi sistemskoj inflamaciji (Ross, 1999; Chade i sar, 2005;
Nordfors i sar, 2005).

1.2. Geni koji kodiraju molekule endotelne disfunkcije

Geni koji kodiraju molekule endotelne disfunkcije obuhvaceni ovim istrazivanjem su geni za

matriksnu metaloproteinazu 3 (MMP3), angiotenzin konvertuju¢i enzim (ACE) i endotelnu azot

oksid sintetazu (eNOS).



1.2.1. Matriksna metaloproteinaza 3

Matriksna metaloproteinaza 3 jedna je od dvadeset proteolitickih enzima koji ucestvuju u
degradaciji ekstracelularnog matriksa, faktora koagulacije, lipoproteina, faktora rasta,
hemotakti¢nih i adhezionih molekula (Ye, 2006; Nagase i Woessner, 1999; Sternlicht i Werb,
2001). Posledi¢no dolazi do remodelovanja tkiva, kako u normalnim fiziolo§kim procesima, tako
i u patoloskim stanjima, kao $to je aterogeneza i rast i diseminacija tumorskog tkiva (Ye, 2006;
Koch i sar, 2010). U procesu odgovora na povredu zida krvnog suda, MMP3 dovodi do
aktivacije razli¢itih citokina, drugih proteolitickih enzima i hemotakse zapaljenskih celija, Sto
dalje vodi formiranju ateromatoznog plaka ili destabilizaciji i leziji ve¢ postojeceg plaka ( Jones i
sar, 2003; Newby, 2005).

Relativno nova klasa molekula, nazvana MMP-sli¢ni molekuli ili disintegrini nadeni su

iskljucivo u aterosklerotskim lezijama, dok ih u zidovima neizmenjenih krvnih sudova nema

(Ross, 1999).

Polimorfizam gena za MMP3 je inserciono- delecionog tipa i karakteriSe ga niz od 5 ili 6
adenozinskih baza (5A/6A) na lokaciji -1612 baznih parova (bp) ushodno od pocetnog mesta
transkripcije. Na osnovu toga izdvajaju se tri razli¢ita genotipa, homozigoti SA/5A i 6A/6A, kao
i heterozigot 5A/6A. Dosadasnja istrazivanja pokazala su da 5SA/6A polimorfizam promotora
gena za MMP3 utice na njegovu ekspresiju, kao i da postoji izvesna povezanost 0vog genskog
polimorfizma sa ucestalo$¢u odredenih kardiovaskularnih oboljenja. U in vitro eksperimentima,
radenim na kulturama makrofaga, glatkih misi¢nih celija i fibroblasta, SA alel je pokazao vecu
aktivnost od 6A alela u odnosu na ekspresiju gena (Ye, 2006; Quinones i sar, 1989; Quinones i
sar, 1994). Takode, nivo iRNK za MMP3, kao i nivoi samih enzima razlikuju se u serumima
osoba sa razli¢itim genotipom. Najvisi nivo izmeren je kod 5A homozigota, najnizi kod 6A
homozigota, dok su heterozigoti imali intermedijerni nivo ovog enzima u krvi. Razlike u
vrednostima enzima u odnosu na polimorfizam MMP3 gena mogle bi se objasniti postojanjem
dva humana proteina, koji se mogu vezati za 5A ili 6A niz baznih parova i na taj na¢in menjati
jacinu transkripcije gena. Prvi protein, ZBP89, ima jednak afinitet za oba alela i1 funkcioniSe kao

pojacivac transkripcije, dok se drugi protein , NFkB, sastoji od nekoliko dimernih jedinica od



kojih se jedna jace vezuje za 6A alel ispoljavajuci pri tome ulogu transkripcionog represora. Na
osnovu ovakvih saznanja, moze se doneti zakljucak o postojanju funkcionalnog modela u kome
je veéa promoterska aktivnost SA alela rezultat njegove smanjene interakcije sa transkripcionim

represorom u odnosu na 6A alel (Quinones i sar., 1989; Ye i sar., 1999).

Kako je osnovna uloga MMP3 enzima razgradnja ekstracelularnog matriksa, osobe sa 5A alelom
(5A/5A 15A/6A genotip) koje imaju vecu ekspresiju ovog gena, za posledicu imaju i veéu
ucestalost akutnih kardiovaskularnih dogadaja. Obrnuto, 6A homozigoti imaju povecanu
depoziciju matriksnih proteina i ve¢u sklonost akceleriraju¢oj aterosklerozi, ali sa manjom

incidencom njenih akutnih komplikacija (Ye i sar., 1999).

1.2.2. Angiotenzin konvertujuéi enzim

Angiotenzin konvertuju¢i enzim je cink metalopeptidaza difuzno rasporedena na povrSini
endotelnih i epitelnih ¢elija, a sastavni je deo renin-angiotenzin-aldosteron sistema (RAAS), kao
i Kinin-kalikrein sistema. Ovaj enzim ima vitalnu ulogu u fizioloSkim procesima u organizmu,
kao Sto je balans vode i elektrolita, regulacija krvnog pritiska i1 ¢elijskog rasta, a svoje efekte
ostvaruje vrSec¢i hidrolizu inaktivnog dekapeptida angiotenzina | u angiotenzin Il (Sayed-
Tabatabaei i sar., 2006; Erdos i Skigel, 1987). Takode, ACE razlaze kinine u Kkinin-kalikrein
kaskadi, gde metaboliSe vazan vazodilatator bradikinin u neaktivni metabolit bradikinin 1-5, pa
se jo§ zove i kininaza II (Sayed- Tabatabaei i sar., 2006). Angiotenzin konvertuju¢i enzim nije
jedini koji u€estvuje u formaciji angiotenzina II. Smatra se da jedna serin-proteaza, himaza,
posreduje u vise od 80% formacije angiotenzina II u srcu, a preko 60% u krvnim sudovima
(Huang i sar.,2003). Otkriven je i ACE II, smesten na membranama kardiomiocita, endotelnim i
tubularnim bubreznim Celijama i ¢elijama testisa. Deluje tako §to hidrolizuje angiotenzin I u
angiopeptidazu 1-9, a angiotenzin Il u angiopeptidazu 1-7, dok bradikinin inaktiviSe. Aktivnost
ovog enzima ne moze se inhibirati lekovima iz grupe ACE inhibitora (Rister i Wolf, 2006).
Angiopeptidaza 1-9 je potentni vazokonstriktor i pojacava dejstvo bradikinina na B2 receptore.
Angiopeptidaza 1-7 se stvara u bubregu, povecava JGF, inhibise Na*/K*/ATP- azu, dovodi do
vazodilatacije i smanjuje broj AT; receptora, ukljuena je u procese apoptoze i zaustavljanja

¢elijskog rasta, a poseduje i antiinflamatorne efekte (Rister i Wolf, 2006). In vitro ispitivanja



pokazala su da je glavna uloga ACE Il konverzija angiotenzina 11 u angiopeptidazu 1-7, koja ima
ve¢ opisana kardioprotektivna dejstva (Vickers i sar., 2002).

Pored sistemskog RAAS-a, postoji i njegov lokalni oblik, koji funkcioni$e potpuno nezavisno od
svog sistemskog ekvivalenta, a nalazi se uglavnom u c¢elijama proksimalnih tubula bubrega.
Klinicki znacaj toga je da ¢ak potpuna sistemska farmakoloska inhibicija sinteze angiotenzina II
nije pracena redukcijom lokalne produkcije angiotenzina II u bubrezima (Rister i Wolf, 2006;

Nishiyama i sar., 2002).

Gen za ACE nalazi se na dugom kraku hromozoma 17 1 do sada je pronadeno vise od 160
polimorfizama ovog gena od kojih se najveci broj javlja kao polimorfizam u jednom nukleotidu
(SNP), dok su I/D polimorfizmi redi (Sayed- Tabatabaei i sar., 2006).

Gen kodira dve izoforme ACE- somatsku i testikularnu formu. Ove dve izoforme nastaju
inicijacijom dva razli¢ita promotora gena za ACE. Somatski promoter aktivan je u endotelnim,
epitelnim i nervnim ¢elijama, dok je germinalni promoter aktivan samo u odredenom stadijumu

razvoja muskih polnih ¢elija (EI- Dorry i sar.,1982; Jaspard i sar., 1993; Soubrier i sar., 1988).

Nivo ACE u plazmi je stabilan u ponavljanim merenjima kod iste osobe, ali postoje velike
interindividualne razlike, koje bi se mogle objasniti polimorfizmom gena za ovaj enzim (Alhenc-
Gelas i sar., 1991). Radi se o inserciono- delecionom polimorfizmu, koji se zasniva na prisustvu
ili odsustvu DNK sekvence u duzini od 287 bp u intronu 16. Smatra se¢ da mutaciju predstavlja
delecija, a ne insercija sekvenci. Insercija unutar regulatorne regije ACE gena suprimira, a

delecija unutar iste regije aktivira ACE gen (Rigat i sar., 1990).

Na osnovu toga, izdvajaju se tri genotipa, dva homozigota, I/l i D/D i heterozigot 1/D. Dokazano
je da najviSe vrednosti enzima u plazmi imaju nosioci D/D genotipa, a najnize vrednosti I/

homozigoti, dok heterozigoti imaju intermedijarni nivo enzima u krvi (Rigat i sar., 1990).

Iako je uticaj I/D polimorfizma ACE gena Cesto ispitivan u odnosu na kardiovaskularna
oboljenja, njegova pozicija u nekodiraju¢em regionu ukazuje na to da bi on teSko mogao da bude
funkcionalni polimorfizam (Sayed- Tabatabaei i sar., 2006). Ali, kako priroda i pozicija
funkcionalnog polimorfizma ovog gena odgovornih za interindividualne razlike u plazma

nivoima ACE i dalje ostaje misterija, istrazivaci nastavljaju da koriste I/D polimorfizam kao



validni marker povezanosti nepoznatog funkcionalnog polimorfizma i odredenih patoloskih

stanja.

1.2.3. Endotelna azot oksidaza

Azot oksid je signalni molekul koji se sintetiSe iz L- arginina uz pomo¢ enzima azot oksid
sintetaze (NOS). Azot oksid ili endotelni relaksirajuc¢i faktor je znacajan vazoaktivni molekul koji
u normalnim uslovima ima povoljne efekte na kardiovaskularni sistem. Deluje vazodilatatorno,
smanjujuci intacelularni Ca**, zatim antitrombotski inhibiraju¢i agregaciju trombocita, a ispoljava
i antiinflamatorno i antioksidativno dejstvo (Kim i sar., 2010; Forstermann, 2006).
Antiinflamatorne efekte ostvaruje putem inhibicije nuklearnog faktora kapa b (NF-kB), koji
indukuje ekspresiju hemokina i adhezionih molekula za leukocite na vaskularnom endotelu. Azot
oksid, produkovan od strane eNOS, indirektno ispoljava i antioksidativna svojstva, tako $to

povecava sintezu enzima superoksid dizmutaze (Dias i sar., 2011).

Postoje tri izoforme ovog enzima, endotelna (eNOS ili NOS I111), neuronalna (nNOS ili NOS I) i
inducibilna (iNOS ili NOS II). U fizioloskim stanjima normalno su eksprimovane nNOS i eNOS,
dok se iINOS pojavljuje samo u patoloSkim stanjima, narocito u inflamatornim bolestima.
Endotelna NOS je dominantno eksprimovana na povrsini endotelnih ¢elija i esencijalna je za
odrZzavanje bazalnog tonusa glatke muskulature krvnih sudova (Dias i sar., 2011; Ferreiro i sar.,
2004).

Endotelna NOS je dimer, koji se sastoji iz dva identicna monomera, te u nedostatku svog
kofaktora, koji je od esencijalne vaznosti (BH4), prelazi u monomernu formu i kao takva, umesto
u sintezi NO, u€estvuje u produkciji superoksidnog anjona i slobodnih radikala, Sto ima negativne

posledice na kardiovaskularni sistem (Ferreiro i sar., 2004).

Gen za eNOS nalazi se na hromozomu 7 i njegove varijacije u nukleotidnim sekvencama
zapazene su u promotorskom regionu, egzonima i intronima. Ovi polimorfizmi rezultuju
razli¢itom ekspresijom gena i uticu na interindividualne razlike u aktivnosti ovog enzima, $to bi

moglo imati uticaja na individualni rizik za nastanak kardiovaskularnih oboljenja.



Najcesce ispitivana su tri SNP polimorfizma ovog gena, od koji je 894G>T naroc¢ito dovoden u
vezu sa pojavom kardiovaskularnih oboljenja. U osnovi ovog polimorfizma je zamena glutamata
(Glu) za aspartat (Asp) na poziciji 298 enkodirajuceg proteina. Na osnovu pomenutog
polimorfizma izdvajaju se tri razli¢ita genotipa, dva homozigota T/T i G/G 1 heterozigot G/T.
Mutirani alel predstavlja alel T i dovodi se u vezu sa postojanjem endotelne disfunkcije
(Hingorani, 2000).

Dosadasnja saznanja govore u prilog tome da mutirane varijante ovog polimorfizma (T/T i G/T
genotip) uzrokuju nisku produkciju NO, Sto rezultuje kardiovaskularnim komplikacijama, kao Sto
su hipertenzija, tromboze, vazokonstrikcija, endotelna disfunkcija i akcelerirajuca ateroskleroza
(Kim i sar., 2010; Szabd, 2013).

Obzirom da NO ima vaznu ulogu u normalnoj homeostazi vaskularnog endotela i1 tonusa, njegova
smanjena produkcija 1 raspolozivost su prepoznati kao vaZzan segment u patogenezi

kardiovaskularnih oboljenja.

1.3. Geni inflamatornog odgovora

U gene koji kodiraju markere inflamatornog odgovora obuhvacene ovim istrazivanjem spadaju
geni za interleukin 6 (IL-6), faktor nekroze tumora (TNF) i interleukin 10 (IL-10).

1.3.1. Interleukin 6

Interleukin 6 jedan je od markera inflamacije i zavisno od okolnih ¢inioca moZe imati i
proinflamatorne i antiinflamatorne efekte. IzluCuju ga makrofage i T limfociti, kao i
glatkomiSi¢ne celije u zidovima krvnih sudova, ali i1 skeletni mi$i¢i, osteoblasti i adipociti
(Stenvinkel i sar., 2005). Svoje proinflamatorne efekte ostvaruje putem inicijacije imunskog
odgovora, podstaknutog traumom tkiva, tako §to stimuliSe sintezu IL-10, dok antiiflamatorno

deluje tako $to inhibise izlu¢ivanje faktora nekroze tumora (TNF) i interleukina 1 (IL-1).



On je reaktant akutne faze, slobodno prolazi hemato-encefalnu barijeru i inicira sintezu
prostaglandina E,; (PGE;) u hipotalamusu, te tako posredno ucestvuje u povecanju telesne
temperature. U odgovoru na infektivne agense, luce ga makrofage, a IL-6 tada preko toll like
receptora (TLR) aktivira intracelularne signalne puteve, $to vodi amplifikaciji inflamatornog

odgovora i dodatnoj produkciji citokina (Mihara i sar., 2012).

Kod velikog broja bolesnika, koji se le¢e ponavljanim hemodijalizama postoji seroloski dokaz o
poja¢anom inflamatornom odgovoru u vidu povisenih nivoa cirkuliSu¢ih markera inflamacije,
kao s§to su IL-6 i CRP (Stenvinkel i sar., 2005; Girdnt i sar,, 1995). Obzirom da postoje
interindividualne razlike u serumskim nivoima IL-6, posumnjano je da se u osnovi ovih
varijacija nalazi polimorfizam gena koji kodira IL-6. Sprovedena istrazivanja su dokazala da je
polimorfizam u promotoru ovog gena, G-174C, funkcionalan i da uti¢e na nivo produkcije 1L-6
(Fishman i sar., 1998). Na osnovu ovog polimorfizma izdvajaju se tri genotipa, dva homozigota,
G/G 1 C/C, 1 jedan heterozigot G/C. Bolesnici koji imaju C alel u svom genomu imaju i vise

vrednosti IL-6 u krvi u odnosu na G/G homozygote (Fishman i sar., 1998).

Dosadasnje studije su pokazale uticaj ovog polimorfizma gena za IL-6 na ukupni i
kardiovaskularni mortalitet kod bolesnika na hroni¢noj hemodijalizi (Nanayakkara i Gaillard,
2010; Stenvinkel i sar., 2005; Aker i sar., 2009; Badiou i sar., 2008).

1.3.2. Faktor nekroze tumora

Faktor nekroze tumora (TNF) je potentan imunomodulator i proinflamatorni citokin, koga u
najvecoj meri produkuju makrofage. Ima vaznu ulogu u patologiji kardiovaskularnog sistema i
doprinosi razvoju, progresiji i komplikacijama ateroskleroze, aktivisuci faktore rasta, druge
citokine i adhezione molekule. Smatra se reaktantom akutne faze inflamatornog odgovora i kao
takav ucestvuje u regulaciji imunskog odgovora. Takode, ima ulogu u indukciji apoptoze,
inhibiSe tumorogenezu i virusnu replikaciju (Stenvinkel i sar., 2005). Gen za TNF nalazi se na
hromozomu 6, a lokus je lociran u sklopu gena MHC Klase 11, veli¢ine je 12 kilobaza i ima 4
egzona, od kojih poslednji kodira vise od 80% izlu¢enog proteina (Wilson i sar., 1997). Njegov
osnovni oblik je transmembranski protein, koji pod proteolitickim dejstvom TNF konvertujuceg
enzima (TACE ili ADAM 17) postaje finalni, solubilni protein.



Postoje dva receptora za TNF, TNFR; i TNFR2, od kojih se prvi nalazi u vecini tkiva i podlozan
je dejstvu i transmembranske i solubilne forme TNF. Drugi receptor se nalazi samo u ¢elijama
imunskog sistema i moze ga aktivirati isklju¢ivo transmembranski oblik ovog proteina.
Polimorfizam promotora ovog gena utice na nivo produkcije TNF, reguliSe njegovu
transkripcionu aktivnost i odgovoran je za interindividualne razlike u nivoima cirkuliSué¢eg TNF.
Promotorski region ovog gena sadrzi nekoliko funkcionalnih polimorfizama (308GA, 238GA, -
1031T>C i -863C>A), od kojih je 308 GA najcesce ispitivan u odnosu na kardiovaskularne
bolesti. Kod osoba sa A alelom u ovom genu nivoi TNF u krvi su vi$i u odnosu na GG

homozigote (Nanayakkara i Gaillard, 2010; Wilson i sar., 1997).

Dosadasnja istraZzivanja u ovoj oblasti pokazala su da u populaciji hemodijaliznih bolesnika
postoje poviSeni nivoi cirkuliSu¢eg TNF, kao | da postoji njegova povezanost sa patogenezom
hroni¢ne bubrezne slabosti i njenih komplikacija, uklju¢uju¢i i kardiovaskularne bolesti

(Desecamps-Latscha i sar., 1995; Buraczynska i sar., 2007).

1.3.3. Interleukin 10

Interleukin 10 (IL-10) otkriven je 1991. godine i jedan je od najvaznijih antiinflamatornih i
antiaterogenih citokina. Primarno ga produkuju monociti, limfociti i mastociti (Nanayakkara i
Gaillard, 2010; Stenvinkel i sar., 2005). Njegova produkcija je minimalna u nestimulisanim
tkivima, te deluje da je neophodan neki okida¢ za sekreciju IL-10, poput patogene ili komensalne
flore. Indukcija sekrecije IL-10 obuhvata transkripcionu aktivaciju pomoc¢u faktora NF-kb i AP-1,
koji se vezuju za promoter gena i vrSe regulaciju njegove ekspresije (Chavez-Sanchez i sar.,
2010). Ovaj citokin poseduje i moguénost autoregulacije mehanizmom negativne povratne

sprege, a postoji i mehanizam regulacije ekspresije ovog gena nha posttranskripcionom nivou.

Ucestvuje u imunomodulaciji i regulaciji inflamacije, a ima i brojne pleotropne efekte. Indukuje
nishodnu regulaciju Th; citokina, antigena MHC klase 11 i kostimulatornih molekula na
makrofagama. Poboljsava prezivljavanje B limfocita, njihovu proliferaciju i sekreciju antitela.
Ukljucen je i u regulaciju JAK-STAT signalnog puta. U bakterijskim infekcijama inhibiSe

lipopolisaharide 1 bakterijske produkte i na taj nacin smanjuje inflamaciju i sekreciju



proinflamatornih citokina. Takode, poseduje antikancerogeno dejstvo, preko indukcije interferona

gama i CD8+ T limfocita, ukljucujuéi i stimulaciju sekrecije granzima B i perforina.

Od skora se pominje i njegova kardioprotektivna uloga, koja se ogleda u inhibiciji i usporavanju
procesa aterogeneze. On interferira u prvom koraku aterogeneze, tako Sto sprecava vezivanje
cirkulisucih ¢elija imunskog sistema za endotel krvnog suda, a to ostvaruje nishodnom
regulacijom adhezionih molekula (CD18, CD60L i ICAM-1). Takode, redukuje i produkciju
hemotakti¢nih molekula, pa na taj na¢in smanjuje akumulaciju makrofaga i leukocita, a samim
tim i subendotelnu inflamaciju. Inhibira dejstvo matriksnih metaloproteinaza i drugih
proteolitickih enzima, suprimira proizvodnju superoksidnih anjona, pa na taj nacin dovodi i do

stabilizacije plaka (Stenvinkel i sar., 2005).

Kako se IL-10 iskljucivo izluCuje putem bubrega, kod pacijenata sa terminalnom bubreznom
slabo$¢u njegov poluzivot je produzen, a vrednosti u krvi ovog citokina su poviSene (Morita i
sar., 1997). Takode se smatra da kod bolesnika sa uremijom postoji hroni¢na aktivacija monocita
koji produkuju znacajno vece koli¢ine IL-10 u odnosu na zdrave osobe, a tokom postupka
hemodijalize njegovo stvaranje mogu indukovati endotoksini i komponente komplementa, u
sklopu reakcija bioinkopatibilnosti (Brunet i sar., 1998). Za sada su ispitivanja o

antiaterosklerotskim efektima ovog citokina pokazala kontroverzne rezultate.

Gen za IL-10 lociran je na hromozomu 1, a u promotorskom regionu ovog gena su opisani
polimorfizmi na pozicijama -592 C/A, -818 C/T i/1082 G/A. Do sada je najvise ispitivan
polimorfizam -1082 G/A, za koji je dokazano da uti¢e na nivo IL-10 u krvi (Nanayakkara i
Gaillard, 2010; Stenvinkel i sar., 2005). Nosioci GG genotipa produkuju za oko 30% vise ovog
citokina u odnosu na AA homozygote, za koje je dokazano da postoji povezanost sa poviSenim

mortalitetom medu hemodijaliznim bolesnicima koji su nosioci ovog genotipa (Girndt i sar.,
2002).



2. Cilj istrazivanja

Obzirom da su literaturni podaci u vezi uticaja polimorfizama gena za ACE, MMP3, eNOS, IL-6
I TNF i kardiovaskularnih bolesti kod bolesnika na hroni¢noj hemodijalizi retko ispitivani, cilj

ovog rada bio je da se utvrdi povezanost:

e genskog polimorfizma za ACE i kardiovaskularnog morbiditeta i mortaliteta;

e genskog polimorfizma za MMP3 i kardiovaskularnog morbiditeta i mortaliteta;

e genskog polimorfizma za eNOS i kardiovaskularnog morbiditeta i mortaliteta;

e genskog polimorfizma za IL-6 i kardiovskularnog morbiditeta i mortaliteta;

e genskog polimorfizma za TNF i kardiovaskularnog morbiditeta i mortaliteta

e i da se utvrdi koji od ispitivanih genetskih polimorfizama ili koja kombinacija ovih
polimorfizama u odredenom genomu ima najvise uticaja na kardiovaskularni morbiditet i

mortalitet u grupi bolesnika na hroni¢noj hemodijalizi.



3. Materijal i metode

3.1. Bolesnici

Ovom studijom preseka obuhvaceno je 315 bolesnika, koji se nalaze na hroni¢nom programu
le¢enja hemodijalizama duZe od 6 meseci na Klinickom odeljenju za nefrologiju i poremecaje
metabolizma sa dijalizom “dr Vasilije Jovanovi¢” u Klinicko-bolnickom centru “Zvezdara”. Svi
bolesnici imali su tri hemodijalizne sesije nedeljno u trajanju od 4-5 sati. Uzorak venske Kkrvi
uziman je na redovnoj dijalizi i upuéivan na genotpizaciju. Tokom istrazivanja prekinuto je
pracenje 21 bolesnika, te je krajnji broj bolesnika bio 294. Pracenje je za 21 bolesnika prekinuto
jer je 7 bolesnika preslo u drugi dijalizni centar, kod 10 bolesnika je uradena transplantacija
bubrega, 3 bolesnika su presla na drugu metodu zamene bubrezne funkcije (peritoneumska
dijaliza), dok je jedan bolesnik usao u remisiju osnovne bolesti i prekinuo le¢enje dijalizama.
Kod 201 bolesnika iz ove grupe je odredivan genski polimorfizam za IL-10, IL-6 i TNF, dok je
kod 200 bolesnika odredivan genski polimorfizam za MMP-3, ACE i eNOS, pri ¢emu su Svi
ispitivani genski polimorfizmi odredivani kod 85 ispitanika. Deo genetskih analiza (MMP3,
ACE i eNOS) radjen je u laboratoriji odeljenja za Citogenetiku i prenatalnu dijagnostiku KBC
“Zvezdara”, a drugi deo (IL-10, IL-6, TNF) u laboratoriji Instituta za imunologiju Klinickog

centra Srbije.

Retrospektivni deo studije obuhvatao je prikupljanje podataka o kardiovaskularnom morbiditetu
iz istorija bolesti (prelezani akutni infarct miokarda, prisustvo ishemijske bolesti srca, periferne
vaskularne bolesti, hipertenzije, hipertrofije leve komore, poremecaja sréanog ritma) i ispitivanje
njegove povezanosti sa genetskim polimorfizmom. Prospektivni deo studije podrazumevao je

pracenje bolesnika u periodu od 5 godina i analizu mortaliteta shodno geskom polimorfizmu.
Podaci dobijeni iz istorija bolesti ukljucivali su:

e starost i pol bolesnika;
e uzrok terminalne bubrezne slabosti;
e duZinu leenja hemodijalizama;

e prisustvo prethodno navedenih kardiovaskularnih oboljenja.



3.2. Metode

Za izolaciju DNK kori$¢ena je puna krv sa antikoagulantom EDTA (5ml sveze krvi, ¢uvana na
+4°C najduze 4 dana ili duZe od toga na temperature od -20°C). DNK iz pune krvi izolovana je
mikrometodom isoljavanja (GeneJET minikit, Fermentas Thermo Fisher Scientific Inc, St. Leon-
Rot, Germany), koja se zasniva na lizi ¢elija, enzimskoj i hemijskoj ekstrakciji sa svrhom
uklanjanja celijskih proteina, RNK i drugih makromolekula, nakon ¢ega sledi talozenje DNK u
apsolutnom alkoholu.

Za genotipizaciju je koriS¢ena metoda lan¢ane reakcije polimerizacije (PCR). Osnovni princip
PCR amplifikacije, tj umnozavanja Zeljenog segmenta DNK molekula predstavlja imitaciju
replikacije DNK. Za replikaciju DNK potrebna je matrica (jednolan¢ana DNK, tj. denaturisana
dupleks DNK) koja se kopira, prajmer tj, kratak oligonukleotid komplementaran krajevima
sekvence koja se kopira, gradivni blokovi- nukleotidi i enzim koji katalizuje ugradnju nukleotida

po principu komplementarnosti sa matricom. Ovaj enzim je DNK zavisna DNK polimeraza.

PCR reakcija se odvija u mikrotubi (zapremine 0,2ml) gde se podvrgava cikli¢nim promenama
temperature, sto ima za posledicu amplifikaciju tatno odredenog gena ili dela gena. Jedan ciklus
¢ine:

-denaturacija DNK matrice zagrevanjem na 94°C-96°C.

-hibridizacija prajmera sa matricom (annealing) pri temperaturi od 50-65°C i

-elongacija prajmera - sinteza novog lanca komplementarnog DNK regionu ograni¢enog

prajmerima pomocu termostrabilne DNK polimeraze na temperaturi od 72°C.

Ponavljanje ovakvih ciklusa 25-45 puta rezultira eksponencijalnim umnoZzavanjem Zeljenog
segmenta DNK. UspeSnost PCR amplifikacije proverava se elektroforezom na agaroznom gelu,

nakon ¢ega se pozitivni uzorci koriste za dalju analizu restrikcionim endonukleazama.

Restrikcioni enzimi su pre¢iséeni iz bakterija i pripadaju grupi endonukleaza, a supstrat im je
dvolancana DNK. Specifi¢nost se ogleda u tome Sto za razliku od drugih nukleaza prepoznaju

kratke redoslede nukleotida definisanog redosleda (restrikciona mesta) i seku DNK u okviru njih.



Tretiranjem DNK restrikcionim enzimima dobijamo fragmente razli¢ite duzine. Duzina i broj
fragmenata zavise od veli¢ine genoma i od broja i rasporeda odgovarajucih restrikcionih mesta u

genomu.

Restrikcioni fragmenti se razdvajaju na osnovu duzine jer se razli¢ito ponasaju tokom
elektroforeze. U elektricnom polju u blago alkalnom puferu, molekul DNK ¢e se kretati kroz
agarozni matriks od katode ka anodi, pri cemu brzina kretanja DNK molekula zavisi od njegove
veliine, od veli¢ine pora u ovom matriksu, od gustine agaroznog gela, primenjene elektricne
struje 1 drugih parametara. Poredenjem brzine kretanja molekula DNK koji ispitujemo sa brzinom
kretanja molekula DNK poznate velicine (DNK marker-leader), elektroforezom u agaroznom

matriksu mozemo proceniti veli¢inu dobijenog DNK fragmenta.

3.2.1. Genotipizacija polimorfizma gena za ACE

Podrudje od 287 pb koje odgovara delecijskom fragmentu (D) unutar introna 16 amplifikovano je
PCR postupkom. Lancanom reakcijom umnozeni su odsecci DNK duzine 490 bp 1 190 bp u
postupku genotipizacije insercijsko-delecijskog polimorfizma ACE gena i 335 bp primenom seta

prajmera koji prepoznaju inserciono specifi¢ne sekvence.

Reakcionu smesu ¢ini: 2,5ul PCR pufera, 0,75u1 MgClp, 0,5 ul dNTP-a, 1 pl prajmera I, 1 pl
prajmera II, 0,2 pul DNK polimeraze, 5 pl genomske DNK u ukupnoj zapremini od 25 pl
Reakcija se odvijala u uredaju za lan¢anu reakciju polimeraze (GeneAmp PCR System 2700, AB
Applied Biosystem). Umnozavanje odsec¢aka odvijalo se u 30 ciklusa ukljucujuéi denaturaciju na
94°C kroz 1 minut, vezivanje pocetnica na 58°C 1 minut i sintezu novog lanca DNK na 72°C u
trajanju od 2 minuta. Fragmenti bez insercije (D alel) i sa insercijom (I alel) od 190bp i 490bp

respektivno, detektovani su elektroforezom na 2% agaroznom gelu sa etidijum bromidom.

Da bi se povecala specifi¢nost DD genotipizacije PCR amplifikacija je vrSena sa inserciono

specifi¢nim setom prajmera u PCR uslovima: 1 min denaturacija na 94°C, pra¢enom 30 ciklusa



sa 30 s na 94°C, 45 s na 67°C (annealing) i 2 min na 72°C (extension). Samo prisustvo I alela
generiSe fragmente duzine 335-bp koji su identifikovani elektroforezom na 3% agaroznom gelu.
Amplifikovani uzorak sa insercijom Alu sekvence odgovara veli¢ini fragmenta od 490 bp
(genotip I1), a DNK fragment od 190 bp identifikuje deleciju sekvence na alelima (genotip DD).
Pojava oba fragmenta ukazuje na heterozigotnu varijantu (genotip ID).

3.2.2. Genotipizacija polimorfizma za MMP3

Za dokazivanje -1612 5A/6A genskog polimorfizma koris¢ena je PCR-RFLP metoda.
Promoterski region MMP3 gena koji sadrzi SA/6A polimorfizam je umnoZen od 100ng
genomske DNK uz pomo¢ oligonuklotidnih prajmera: napred, 5-GAT TAC AGA CAT GGG
TCAC-3', i unazad 5'-TTT CAA TCA GGA CAA GAC GAA GTT T-3'. Reakcionu smeSu ¢ini:
2,5ul PCR pufera, 0,75ul MgCl12, 0,5 ul dNTP-a, 1 pl prajmera I, 1 pl prajmera 11, 0,2 ul DNK
polimeraze, 5 pl genomske DNK u ukupnoj zapremini od 25 pl. PCR uslovi bili su slede¢i:
inicijalno denaturacija tokom 2 minuta na 95°C, praceno sa 35 ciklusa od po 30 sekundi na 95°C,
30 sekundi na 57°C, 30 sekundi na temperaturi od 72°C sa zavr§nim produZetkom na 72°C

tokom 10 min. Reakcija je sprovedena GeneAmp PCR System 2700, AB Applied Biosystem.

PCR produkt od 120 bp digestiran je brzim restrikcionim enzimom Pdml (ThermoFisher).
Digestirani produkt je podvrgnut potom gel elektroforezi (sa 2% agaroza gelom) i vizuelizovan
bojenjem sa etidium bromidom. Alel 5A sadrzi sekvencu 5-GAA(N)4TTC- 3' koju prepoznaje
restrikcioni enzim Pdml i potom ga cepa na fragmente od 97 baznih parova i 23 bazna para.
Ovakve sekvence koju bi ovaj enzim prepoznao nema u 6A alelu, te 6A/6A produkti ne podlezu
digestiji. Na gelu se dakle, nakon digestije restrikcionim enzimom izdvajaju tri razli¢ita produkta:
6A/6A genotip se demonstrira fragmentima od 120 bp, 5A/5A genotip daje fragmente veli¢ine 97
bp i 23 bp, dok heterozigot daje sva tri fragmenta.

3.2.3. Genotipizacija polimorfizama gena za TNF, IL-6, IL-10 i eNOS

Detekcija i analiza polimorfizama gena za TNF -308 G/A (rs 1800629), IL-6 -174 G/A (rs
1800795), IL-10 -1082 G/A (rs1800896) i 894T obavljana je pomocu real-time PCR metode sa



komercijalnim TagMan matricama (Applied Biosystems Inc). PCR metoda izvedena je u
reakcionim posudama i uredaju za lancanu reakciju, 96-well reaction plate , (MicroAmp Optical,
ABI, Foster City, CA, USA), zapremine 10 pL, od ¢ega je 5.25 pL ¢inila reakciona smesa (5 pL
2X Maxima Probe gPCR Master Mix, Fermentas Thermo Fisher Scientific Inc, i 0.25 pL
Cetrdeset puta koncentrovane mesavine oligonukleotida) , a 4.75 pL ¢inili su DNK uzorci
(otprilike 20 ng) rastvoreni u demineralizovanoj vodi. Prajmeri su dobijeni od Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA, a matrice od Metabion, Martinsried, Germany. Posude su
zapeCacene optickim adhezivnim biofilmom (ABI), centrifugirane na velikom broju obrtaja, a
potom stavljene u termocikler (Mastercycler ep realplex?, Eppendorf, Hamburg, Germany).
Uslovi u termocikleru bili su: 95°C tokom 4 minuta, pra¢eno sa 40 ciklusa tokom 15 sekundi na
temperaturi od 95°C, zatim 1 minut na temperaturi 55°C, i 20 sekundi na 68°C. Citanje rezultata

radeno je na 68°C.

3.3. Statisticka obrada podataka

Statisticke analize su obavljene pomoc¢u SPSS sistema (statistical power for social science)
softver verzija 20 (IBM Corporation, New York, USA). Hardy-Weinberg ekvilibrijum testiran je
pomoéu Pearsonovog y° testa. Standardni ststisti¢ki testovi koris¢eni su radi dobijanja mera
varijabiliteta i mera centralne tendencije. Povezanost izmedu genetskog polimorfizma i
kardiovaskularnog morbiditeta testirana je univarijantnom i multivarijantnom logistickom
regresijom pomocu y° testa ili FiSerovog testa, zavisno gde je jedan od ova dva testa bio
adekvatan za primenu. Relativni rizik (Odds ratio) je racunat radi procene rizika za pojedinacne
kardiovaskularne bolesti. Numeri¢ke vrednosti (demografske karakteristike bolesnika)
analizirane su pomo¢u ANOVA-e. Analiza petogodiSnjeg kardiovaskularnog i ukupnog
mortaliteta radena je pomoc¢u Cox analize i Kaplan Meierovog testa. Rezultati su prikazani u

tabelama i grafikonima.



4.Rezultati

4.1. Genski polimorfizam za IL-10, IL-6 i TNF i kardiovaskularni morbiditet i

mortalitet

Genotipizacija za IL-10, IL-6 i TNF uradena je kod 201 bolesnika, od ¢ega je pracenje prekinuto
za 7 bolesnika. U odnosu na polimorfizam gena za IL-10 najzastupljeniji su bili heterozigoti
(126; 64,9%), GG homozigota je bilo 38 (19.6%), dok je najmanje bilo nosioca AA genotipa
(15.5%). Takode, najbrojniji su bili heterozigoti i u odnosu na IL-6 (199; 51%), GG homozigota
je bilo 48 (24.7%), a CC homozigota 47 (24.2%). U odnosu na TNF polimorfizam najvise je bilo
GG homozigota, 147 (75.8%), heterozigota 45 (23.2%), dok je AA homozigota bilo svega 2
(1%).

Opste karakteristike bolesnika prikazane su u Tabeli 1., gde se moze zapaziti da je u pitanji starija

populacija i da je kod vecine prisutan bar jedan komorbiditet.



Tabela 1. OpSte karakteristike bolesnika

Godine starosti 62.8+ 11.7
Pol
Zene 77 (39.7%)
Muskarci 115 (59.3%)
Trajanje leCenja hemodijalizama u godinama 8.6+6.2
Uzrok bubreZne slabosti
HTA 90 (46.4%)
DM 28 (14.4%)
GN 25 (12.9%)
PCBB 22 (11.3%)
Opstruktivna uropatija 21 (10.8%)
Endemska nefropatija 4 (2.1%)
Sistemske bolesti i vaskulitisi 2 (1%)
Drugo 2 (1%)
Komorbiditet N (%)
KB 101 (52.1%)
CVI 40 (20.6%)
IM 63 (32.5%)
PVB 31 (16%)
HLK 58 (29.9%)
HLP 112 (57.7%)
HTA 182 (93.8%)
Sréane aritmije 45 (23.2%)

*DM- dijabetes melitus; GN- glomerulonfritis; PCBB- policisti¢na bolest bubrega; KB- koronarna bolest; CVI-
cerebrovaskularni insult; IM- infarct miokarda; PVB- periferna vaskularna bolest; HLK- hipertrofija leve komore;
HLP- hiperlipidemija; HTA- hipertenzija



Rezultati su pokazali statisticki znacajnu povezanost genskog polimorfizma za IL-6 sa nastankom
koronarne bolesti (p=0.05) i cerebrovaskularnog insulta (p=0.03) , kao i povezanost genskog
polimorfizma za IL-10 sa razvojem infarkta miokarda, takode sa statistickom znacajnoséu
(p=0.04)- Grafikoni 1-8.
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4.1.2. Relativni rizik za kardiovaskularne bolesti u odnosu na genske
polimorfizme za IL-10, IL-6 i TNF

U odnosu na polimorfizam gena za IL-10, pokazano je da nosioci GG genotipa u ovoj grupi
bolesnika imaju ¢ak 5 puta manji rizik za nastanak koronarne arterijske bolesti sa statistiCkom
znacajnosc¢u (p= 0.05). Ovaj rizik niZi je u odnosu na AA homozigote, koji su predstavljeni kao
refrentna kategorija. Nizi rizik u odnosu na AA genotip, GG homozigoti imaju i u pogledu
nastanka infarkta miokarda, periferne arterijske bolesti i sr€anih aritmija, medutim bez statisticke
znacajnosti. Kontradiktorno, ovaj genotip nosi 3.5 puta visi rizik za nastanak hipertenzije i
cerebrovaskularnog insulta u odnosu na refrentnu kategoriju, medutim ovi rezultati su takode bez

statisticke znacajnosti. (Tabela 2.)



Tabela 2. Relativni rizik za nastanak karduovaskularnih bolesti u odnosu na genski
polimorfizam za IL-10

GG GA AA
IL-10 P OR [95% ClI p OR [ 95%CI p

KB 0.05 |0.18 [0.03-1.07 06 [0.69 |[0.17-2.83 0.12
IM 0.23 [0.36 |0.07-1.9 0.17 [0.38 [0.1-15 0.35
PVB 0.61 |[0.50 |0.04-7.1 0.56 |1.71 |0.28-10.5 0.55
CVI 0.26 |3.76 |0.37-37.8 0.79 |1.33 [0.17-10.27 0.38
HLP 0.85 |0.84 |0.13-5.23 0.36 [2.0 [0.40-9.97 0.45
HTA 0.29 |3.61 |0.34-38.3 0.62 |1.44 [0.34-6.1 0.57
HLK 0.29 |1.74 |0.62-4.82 0.76 |0.87 |0.35-2.13 0.20
Aritmije 0.10 |0.38 |0.12-1.22 0.11 |0.47 [0.19-1.17 0.19

*referentna kategorija (OR=1)

*KB-koronarna arterijska bolest, IM-infarkt miokarda, PVB-periferna vaskularna bolest, CVI-cerebrovaskularni
insult, HLP- hiperlipidemija, HTA- hipertenzija, HLK- hipertrofija leve komore

Kada je u pitanju polimorfizam gena za IL-6, statistiCki znacajno nizi rizik za pojavu
cerebrovaskularnog insulta (p= 0.007) imaju heterozigoti u odnosu na CC homozigote, kao
referentnu kategoriju. Ovaj rizik nizi je ¢ak 10 puta, $to je u suprotnosti sa rezultatima za
perifernu vaskularnu bolest, gde su heterozigoti 1 GG homozigoti pokazali skoro 4 puta visi rizik,

ali bez statisti¢ke znacajnosti. (Tabela 3.)



Tabela 3. Relativni rizik za kardiovaskularne bolesti u odnosu na genski polimorfizam za
IL-6

GG GC CC
IL-6 P OR [95% ClI p OR [ 95%ClI P
KB 048 |1.7 [0.39-7.4 012 [31 [0.78-12.3 0.23
IM 0.93 (093 [0.2-4.3 099 [1.0 |[0.25-4.05 0.99
PVB 0.41 |2.76 |0.25-30.9 0.26 |3.83 [0.37-39.9 0.53
cVI 0.29 |0.39 |0.07-2.27 0.007 | 0.096 | 0.017-0.53 0.21
HLP 054 |058 [0.1-3.28 0.296 | 0.43 | 0.09-2.1 0.57
HLK 0.64 |1.24 |0.49-3.14 0.43 |1.37 [0.62-3.02 0.74
HTA 0.83 [0.84 [0.17-4.14 0.72 [1.31 |0.29-5.81 0.82
Aritmije 0.31 |0.56 |0.22-1.62 0.83 |[0.91 |0.41-2.06 0.55

*referentna kategorija (OR=1)
* KB-koronarna arterijska bolest, IM-infarkt miokarda, PVB-periferna vaskularna bolest, CVI-cerebrovaskularni
insult, HLP- hiperlipidemija, HTA- hipertenzija, HLK- hipertrofija leve komore

Kada je u pitanju polimorfizam gena za TNF, zbog veoma malog procenta AA homozigota (1%),
oni su posmatrani zajedno sa heterozigotima, a relativni rizik za nastanak kardiovaskularnih
oboljenja ra¢unao se prema referentnoj kategoriji, tj GG homozigotima. Statisti¢ki zna¢ajno visi
rizik kod nosioca A alela pokazan je u odnosu na pojavu hiperlipidemije, ¢ak 6 puta (p= 0.006),
visi rizik pokazan je i u odnosu na infarkt miokarda i cerebrovaskularni insult, ali bez statisti¢ke

znacajnosti. (Tabela 4.)



Tabela 4. Relativni rizik za kardiovaskularne bolesti u odnosu na genski polimorfizam za
TNF

AA+GA
TNF P OR | 95% CI
KB 098 |1.0 0.36-2.9
IM 0.15 |25 0.7-8.9
PVB 034 |05 0.12-2.06
CVI 0.17 |34 0.59-19.4
HLP 0.006 | 5.95 |1.66-21.37
HLK 0.985 | 1.0 0.49-2.06
HTA 0.21 |0.27 |0.03-2.14
Aritmije 0.41 |0.73 |0.34-1.54

*refrentna kategorija je GA+AA
* KB-koronarna arterijska bolest, IM-infarkt miokarda, PVB-periferna vaskularna bolest, CVI-cerebrovaskularni
insult, HLP- hiperlipidemija, HTA- hipertenzija, HLK- hipertrofija leve komore



4.1.3. Ukupni i kardiovaskularni mortalitet u odnosu na genski polimorfizam
zalL-6, IL-101 TNF

Bolesnici kojima je radena genotipizacija za IL-10, IL-6 i TNF praceni su tokom ukupno 60
meseci od dana uzimanja analiza i registrovan je njihov ukupni i kardiovasklularni mortalitet u

odnosu na odredeni genotip.
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Grafikon 9. Ukupni mortalitet u odnosu na genski polimorfizam za IL-10



Na Grafikonu 9. prikazan je ukupni mortalitet u odnosu na genetski polimorfizam za IL-10, koji
nije pokazao statisti¢ki znatajnu razliku medu genotipovima (x°=0.71, p=0.7). Bolesnici sa GA
genotipom imali su najveéi procenat prezivljavanja tokom pracenja od 60 meseci (53.4%), dok su

GG homozigoti imali najlosije prezivljavanje od 44.7%.
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Grafikon 10. Kardiovaskularni mortalitet u odnosu na IL-10 genski polimorfizam

Mortalitet kardiovaskularnog porekla u odnosu na isti genski polimorfizam prikazan je na
Grafikonu 10., takode bez dokazane statisticke znacajnosti medu bolesnicima sa razli¢itim
genotipom (x°=3.0, p=0.22). Najbolju stopu preZivljavanja pokazali su GG homozigoti (32.6%), a
najlosiju AA homozigoti (0% posle 58 meseci).
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Grafikon 11. Ukupni mortalitet u odnosu na IL-6 genski polimorfizam

Ukupni mortalitet u odnosu na genski polimorfizam za IL-6 prikazan je na Grafikonu 11., gde se
vidi da je najmanji mortalitet u grupi GG homozigota sa prezivljavanjem od 54.2%, a najvec¢i u
grupi heterozigota sa prezivljavanjem od 47.5%, medutim bez statisti¢ke znaGajnosti (x°=0.73,
p=0.69.
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Grafikon 12. Kardiovaskularni mortalitet u odnosu na IL-6 genski polimorfizam

Kardiovaskularni mortalitet u odnosu na IL-6 genotip prikazan je na Grafikonu 12., gde su sva tri

genotipa pokazala sli¢no preZivljavanje u odnosu na kardiovaskularne bolesti (x?=0.39, p=0.824).
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Grafikon 13. Ukupni mortalitet u odnosu na TNF genski polimorfizam

Odnos izmedu ukupnog mortaliteta i TNF genskog polimorfizma prikazan je na Grafikonu 13.,

gde nema znalajne razlike u preZivljavanju izmedu GG homozigota i nosioca A alela (y°=0.063,

p=0.8).
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Grafikon 14. Kardiovaskularni mortalitet u odnosu na TNF genski polimorfizam

Kada je u pitanju kardiovaskularni mortalitet GG homozigoti imaju lo$ije prezivljavanje (0%) u
odnosu na nosioce alela A (22.4%), medutim bez statisti¢ke zna&ajnosti (y*= 0.358, p=0.55), §to

je prikazano na Grafikonu 14.



4.2. Povezanost genskog polimorfizma za MMP3, ACE i eNOS sa

kardiovaskularnim bolestima kod bolesnika na hemodijalizi

Genotipizacija za MMP3, ACE i eNOS uradena je kod 200 bolesnika, od ¢ega je tokom studije
prekinuto pracenje za 16 bolesnika. Od ukupno 184 bolesnika u odnosu na polimorfizam gena za
MMP3 najmanje je bilo 5A homozigota (12, tj 6.5%), 6A homozigota je bilo 43 (23.4%), dok su
heterozigoti bili najbrojniji (129, tj 70.1%). Heterozigoti I/D su bili najbrojniji i u odnosu na
genski polimorfizam za ACE (99, tj 53.8%), D/D homozigota bilo je 67 (36.4%), dok je I/
homozigota bilo svega 18 (9.8%). U odnosu na eNOS genski polimorfizam takode je najvise
registrovano heterozigota GT (109, tj 59.2%), TT homozigota 59 (32.1%), dok je GG homozigota

bilo svega 16 (8.7%). Opste karakteristike bolesnika prikazane su u Tabeli 5.



Tabela 5. Opste karakteristike bolesnika

Godine starosti 63.7+11.1
Pol
Zene 81 (44%)
Muskarci 103 (56%)
Trajanje leCenja hemodijalizama u godinama 10.97+ 6.18
Uzrok bubrezZne slabosti
HTA 96 (52.2%)
DM 24 (13%)
GN 21 (11.4%)
PCBB 20 (10.9%)
Opstruktivna uropatija 13 (7.1%)
Endemska nefropatija 5 (2.7%)
Sistemske bolesti i vaskulitisi 3 (1.6%)
Drugo 2 (1.1%)
Komorbiditet
KB 81 (44%)
CVviI 39 (21.2%)
IM 81 (44%)
PVB 30 (16.3%)
HLK 66 (35.9%)
HLP 104 (56.5%)
HTA 171 (92.9%)
Sr¢ane aritmije 55 (29.9%)

*DM- dijabetes melitus; GN- glomerulonfritis; PCBB- policisti¢na bolest bubrega; KB- koronarna bolest; CVI-
cerebrovaskularni insult; IM- infarct miokarda; PVB- periferna vaskularna bolest; HLK- hipertrofija leve komore;
HLP- hiperlipidemija; HTA- hipertenzija

Rezultati istrazivanja pokazali su statisticki znac¢ajnu povezanost MMP3 genskog polimorfizma
sa nastankom koronarne arterijske bolesti i sréanih aritmija, dok genski polimorfizmi za ACE i
eNOS nisu pokazali statisticki znacajne razlike izmedu razliCitih genotipova po pitanju

kardiovaskularnih bolesti (koronarna arterijska bolest, infarct miokarda,cerebrovaskularni insult,



periferna vaskularna bolest, hiperlipidemija, hipertenzija, hipertrofija leve komore I srcane
aritmije)- Grafikoni 15-22.

80%

70% -
60% -

50% -
40% -
30% -
M Koronarna arterijska bolest
20% -
B Bez koronarne arterijske bolesti

Koronarna arterijska bolest (%)

10% -

0% -
F F F O L LS
(,)Vx %VX (OVX (3’6(,\\(5,0 O"J

%) > > Lol S N

Rt :

AN

Genski polimorfizmi

Grafikon 15. Povezanost genskih polimorfizama za MMP3, ACE i eNOS sa koronarnom

arterijskom boles¢u
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Grafikon 16. Povezanost genskog polimorfizma za MMP3, ACE i eNOS sa infarktom miokarda
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Grafikon 17. Povezanost genskih polimorfizama za MMP3, ACE i eNOS sa cerebrovaskularnim
insultom
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Grafikon 18. Povezanost genskih polimorfizama za MMP3, ACE i eNOS sa perifernom arterijskom
boleS¢u
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Grafikon 19. Povezanost genskih polimorfizama za MMP3, ACE i eNOS sa hiperlipidemijom
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Grafikon 20. Povezanost genskih polimorfizama za MMP3, ACE i eNOS sa hipertenzijom
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Grafikon 21. Povezanost genskih polimorfizama za MMP3, ACE i eNOS sa hipertrofijom leve
komore
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Grafikon 22. Povezanost genskih polimorfizama za MMP3, ACE i eNOS sa sréanim aritmijama



Heterozigoti za MMP3 gen u odnosu na 6A homozigote pokazali su 3 puta visi rizik za nastanak
koronarne arterijske bolesti i sr¢anih aritmija sa statistickom znacajnoscéu (p= 0.004 i p= 0.02).
Nosioci 5A/5A genotipa imali su skoro duplo veci rizik za nastanak infarkta miokarda u odnosu

na 6A homozigote, medutim bez statistiCke znacajnosti (Tabela 6).

Tabela 6. Relativni rizik za kardiovaskularne bolesti u odnosu na genski polimorfizam za
MMP3

5A/5A 5A/6A BA/BA”
MMP3 p OR [95% ClI P OR [ 95%ClI p
KB 091 [11 [0.24-493 0.004[31 [1.45-6.81 0.007
IM 0.38 |18 [0.48-6.75 044 [13 [0.65-27 0.62
PVB 0.39 [0.4 [0.04-3.45 074 |09 [0.35-213 0.69
CVI 055 |16 |0.37-6.47 062 (0.8 [0.35-1.88 0.58
HLP 03 |05 [0.12-1091 02 |16 [0.77-3.24 0.11
HLK 0.17 |03 [0.06-1.63 054 (0.8 [0.39-1.63 0.38
HTA 0.12 013 [0.01-17 0.26 (0.3 [0.04-24 0.29
Aritmije 0.8 |1.25 [0.22-7.27 002 [29 [12-73 0.05

*referentna kategorija (OR=1)
* KB-koronarna arterijska bolest, IM-infarkt miokarda, PVVB-periferna vaskularna bolest, CVI-cerebrovaskularni
insult, HLP- hiperlipidemija, HTA- hipertenzija, HLK- hipertrofija leve komore

U odnosu na D/D genotp ACE polimorfizma, kao refrentnu kategoriju, I/l homozigoti su pokazali
statisticki znacajno (p=0.05) veli rizik za razvoj sranih aritmija, dok je ista grupa bolesnika
imala nizi rizik za nastanak cerebrovaskularnog insulta, hiperlipidemije, hipertrofije leve komore

i periferne vaskularne bolesti (Tabela 7.)

U odnosu na polimorfizam gena za eNOS, TT homozigoti pokazali su dva puta veci rizik za

nastanak koronarne bolesti u odnosu na heterozigote (Tabela 8).



Tabela 7. Relativni rizik za kardiovaskularne bolesti u odnosu na ACE genski
polimorfizam

EJ

I/l I/D D/D

ACE p OR | 95% CI P OR | 95%CI p

KB 0.69 |0.8 0.27-2.4 0.15 | 062 |032-12 0.36
IM 087 |11 0.38-3.2 086 [ 094 |05-18 0.95
PVB 0.55 |[0.61 |0.12-3.07 096 |1.0 0.44 -2.39 0.81
CVI 0.25 [ 0.39 |0.08-1.92 059 081 |0.38-1.73 0.5
HLP 0.08 [0.37 |012-1.11 0.63 |1.18 |0.61-227 0.1
HLK 061 |0.74 |0.23-2.37 069 | 115 |059-224 0.72
Aritmije 0.05 295 |0.96-9.05 055 | 125 |0.6-26 0.16

*referentna kategorija (OR=1)
* KB-koronarna arterijska bolest, IM-infarkt miokarda, PVB-periferna vaskularna bolest, CVI-cerebrovaskularni
insult, HLP- hiperlipidemija, HTA- hipertenzija, HLK- hipertrofija leve komore

Tabela 8. Relativni rizik za kardiovaskularne bolesti u odnosu na genski polimorfizam za
eNOS

*

GG 1T GT
eNOS p OR | 95% CI P OR | 95%CI p

KB 047 |15 049-4.6 0.05 |1.96 |0.99-3.9 0.15
IM 042 |16 0.53- 4.6 021 |15 0.79-2.9 0.4
PVB 0.66 | 0.7 0.14 - 3.45 0.77 |11 0.49 - 2.66 0.84
CVI 048 |15 0.47 —-5.03 042 |07 0.31-1.63 0.47
HLP 055 |14 0.46 —4.36 027 |15 0.74-2.9 0.51
HLK 0.2 2.0 0.69-6.0 036 |14 0.7-27 0.36
HTA 033 |04 0.07- 2.44 0.64 |1.39 |0.34-5.64 0.48
Aritmije 017 |22 0.72-6.9 0.75 |0.89 |0.42-1.86 0.31

*referentna kategorija (OR=1)* KB-koronarna arterijska bolest, IM-infarkt miokarda, PVB-periferna vaskularna
bolest, CVI-cerebrovaskularni insult, HLP- hiperlipidemija, HT A- hipertenzija, HLK- hipertrofija leve komore



4.3. Povezanost ukupnog i kardiovaskularnog mortaliteta sa genskim
polimorfizmom za ACE, MMP3 i eNOS

Bolesnici kojima je odredivan genotip za MMP3, ACE i eNOS praceni su 60 meseci i njihovo

prezivljavanje tokom ovog vremena posmatrano je u odnosu na pojedinacne genske

polimorfizme.
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Grafikon 23. Ukupni mortalitet u odnosu na MMP3 genski polimorfizam



Na Grafikonu 23. prikazan je ukupni mortalitet u odnosu na genski polimorfizam za MMP3, gde
su 6A homozigoti pokazali najbolje prezivljavanje sa prose¢no 46,2 meseca, a SA homozigoti
najlosije sa 33,9 meseci prezivljavanja. Ipak, ove razlike nisu statisticki znacajne (y*=4,28,
p=0.12).
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Grafikon 24. Kardiovaskularni mortalitet u odnosu na MMP3 genski polimorfizam

Kada je u pitanju kardiovaskularni mortalitet on je statisticki nije znacajno razli¢it medu
razli¢itim genotipovima za MMP3 (x°=4,9, p=0.08). Najnizi kardiovaskularni mortalitet imali su
takode 6A homozigoti sa prose¢nim prezivljavanjem od 40 meseci, a najvisi 5SA homozigoti sa

prosecnim prezivljavanjem 26,8 meseci.



Survival Functions

1 0 genotip ACE
' . —
= D
-t 1 DD
= L —t—I-censared
06— = —iD-censored
! ——| DiD-censored
——r)

— L
T 067 =
= +
(= -
=
m L
E o
O 047

0,2

0,0

T T T T T T T
0 10 20 30 40 a0 G0

prezivljavanje u mesecima

Grafikon 25. Ukupni mortalitet u odnosu na ACE genski polimorfizam

Na Grafikonu 25. prikazan je ukupni mortalitet u odnosu na ACE genotip, sa najboljim

prezivljavanjem medu I/l homozigotima (45 meseci), a najnizim medu heterozigotima (42,6

meseci), medutim bez statisticke znagajnosti (x*=0.4, p=0.8).
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Grafikon 26. Kardiovaskularni mortalitet u odnosu na ACE genski polimorfizam

Takode, razlike u kardiovaskularnom mortalitetu u odnosu na ACE genotip nisu pokazale
statisti¢ku znadajnost (x°=0,79, p=0,67). Ipak, mortalitet je najniZi u grupi I/I homozigota
(20.8%), a najvisi kod D/D homozigota.
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Grafikon 27. Ukupni mortalitet u odnosu na eNOS genski polimorfizam

Ukupni mortalitet medu razli¢itim genotipovima za eNOS prikazan na Grafikonu 27., nije
statisticki znagajno razligit (x°=0,5, p= 0,78). Najduze prezivljavanje imali su GG homozigoti sa

prose¢nim prezivljavanjem 43,9 meseci, a najkrace TT homozigoti (42,8 meseci).
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Grafikon 28. Kardiovaskularni mortalitet u odnosu na genski polimorfizam za eNOS

Grafikon 28. prikazuje kardiovaskularni mortalitet u odnosu na eNOS genski polimorfizam, gde
se vidi da najduze prezivljavnje imaju heterozigoti, a najnize GG homozigoti, mada bez

statisticke znacajnosti (x2:3,3, p=0,19).



4.4, Uticaj ispitivanih genskih polimorfizama kao i kombinacija razli¢itih
genotipova na kardiovaskularne dogadjaje i kardiovaskularni mortalitet kod

bolesnika na hroni¢noj hemodijalizi

Uradena je analiza kompleksnih interakcija izmedu svih kombinacija genotipova u obe grupe
genskih polimorfizama pojedina¢no, kao i izmedu ove dve grupe - gena endotelne disfunkcije i
gena inflamatornog odgovora. Povezanost kombinacija razli¢itih  genotipova sa
kardiovaskularnim dogadajima ispitivani su logistickom regresijom, a svaka varijabla je dodatno
prilagodena na starost, pol i duzinu hemodijaliznog staza, dok je za analizu povezanosti sa
kardiovaskularnim mortalitetom kori§¢ena Cox analiza uz prilagodavanje na starost, pol, duzinu
hemodijaliznog staza i kardiovaskularne dogadaje. Rezultati su prikazani u Tabelama 9. i 10. gde
se vidi da nijedan od genetskih polimorfizama niti razli¢ite kombinacije ovih genotipova nemaju
statisticki znaCajan uticaj na nastanak kardiovaskularnih dogadaja, a kada je u pitanju
kardiovaskularni mortalitet izdvaja se jedino genetski polimorfizam za eNOS koji statisticki

znacajno povecava rizik za ovakav ishod u slucaju prisustva T alela u genotipu (OR 1,2; p=0,05).

Takode, ispitivane su i kombinacije najnepovoljnijih i najpovoljnijih kombinacija genetskih
polimorfizama kod pacijenata na hemodijalizi, gde se takode nije izdvojila kombinacija koja bi
imala statisticki znacajan uticaj na pojavu kardiovaskularnih dogadaja i na kardiovaskularni

mortalitet u nasoj grupi bolesnika.



Tabela 9. Uticaj pojedina¢nih genskih polimorfizama kao i njihovih kombinacija na

kardiovaskularne dogadaje

P OR 95%ClI

IL-10 0,87 1,1 0,32-3,79
IL-6 0,3 0,38 0,58-2,42
TNF 0,33 0,85 0,65-1,2
IL-10+IL-6+TNF 0,28 3,69 0,99-1,15
MMP3 0,97 1,02 0,26-3,96
ACE 0,67 0,74 0,19-2,97
eNOS 0,58 0,94 0,76-1,17
MMP3+ACE+eNOS 0,56 0,99 0,93-1,04
IL-10+IL-6+TNF+ 0,51 1,8 0,3-10,8
MMP3+ACE+eNOS

*|L-10- interleukin 10, IL-6- interleukin 6, TNF- faktor nekroze tumora, MMP3- matriksna metaloproteinaza 3,
ACE- angiotenzin konvertujué¢i enzim, eNOS- endotelna azot oksid sintetaza



Tabela 10. Uticaj pojedinacnih genskih polimorfizama kao i njihovih kombinacija na
kardiovaskularni mortalitet

P OR 95%Cl

IL-10 0,2 1,87 0,72-4,87
IL-6 0,6 0,75 0,25-2,24
TNF 0,59 1,06 0,87-1,28
IL-10+IL-6+TNF 0,71 0,77 0,19-3,02
MMP3 0,12 2,4 0,8-7,1
ACE 0,33 1,55 0,65-3,7
eNOS 0,05 1,15 1,0-1,3
MMP3+ACE+eNOS 0,22 1,02 0,99-1,1
IL-10+IL-6+TNF+ 0,25 1,92 0,6-5,7
MMP3+ACE+eNQOS

*|L-10- interleukin 10, IL-6- interleukin 6, TNF- faktor nekroze tumora, MMP3- matriksna metaloproteinaza 3,
ACE- angiotenzin konvertujué¢i enzim, eNOS- endotelna azot oksid sintetaza



5. Diskusija

Rezultati prikazani u ovom radu pokazuju da je u grupi ispitanika najzastupljeniji SA/6A genotip
gena za matriksnu metaloproteinazu 3, kao i I/D genotip ACE gena, $§to je u skladu sa
literaturnim podacima koji ne ukazuju na razlike u distribuciji gena za MMP3 i ACE izmedu
opste populacije i hemodijaliznih bolesnika. Pokazana je statisticki znacajna povezanost izmedu
genskog polimorfizma za MMP3 i nastanka koronarne arterijske bolesti i sré¢anih aritmija kod
pacijenata na hemodijalizi. Nosioci SA/6A genotipa za MMP3 imaju 3 puta veci rizik za nastanak
koronarne bolesti i sréanih aritmija u odnosu na 6A homozigote, §to je takode praceno
statistickom znacajno$¢u. Osobe sa 5A alelom ovog gena imaju 1,8 puta veci rizik za razvoj
infarkta miokarda u odnosu na 6A homozigote, ali bez statisticke zna¢ajnosti. Ova saznanja u
saglasnosti su sa prethodnim istrazivanjima, pogotovo onima iz Isto¢ne Azije (Ye, 2006;
Terashima i sar., 1999; Ye i sar., 1995; Beyzade i sar., 2003; Davies, 1996). Prethodne studije
koje su se bavile ispitivanjem povezanosti polimorfizma MMP3 gena i koronarne bolesti, kao i
akutnog infarkta miokarda pokazale su kontroverzne rezultate. Medutim opsti rezultati meta
analiza koje su obuhvatile najve¢i broj ovih studija ne govori u prilog postojanja ovakve
povezanosti. Uzrok ovoj kontroverznosti mogla bi biti velika heterogenost uzoraka pojedinih
studija, obzirom da su obuhvacéene evropske studije, ali i studije radene u Isto¢noj Aziji. Ova
etnicka heterogenost odslikava upadljivu razliku u frekvenci zastupljenosti SA i 6A alela izmedu
populacije belaca i drugih etnickih grupa. Prema dosadas$njim istrazivanjima zapaza se trend
pozitivne selekcije u smislu rasta zastupljenosti 5A alela u do 50% Evropljana, u odnosu na
ostale delove sveta, kao na primer Istocnu Aziju, gde je SA alel prisutan u samo 15% stanovnika.
Procenom rizika za nastanak koronarne bolesti i infarkta miokarda veéina studija iz Istoéne Azije
i pojedine evropske studije pokazale su da prisustvo 5A alela povecava rizik za nastanak akutnog
infarkta (Ye, 2006; Terashima i sar., 1999; Beyzade i sar., 2003; Davies, 1996; Humpbhries i sar.,
2002; Mintz i sar., 1996).

Rezultati ovog rada pokazuju da je relativni rizik za razvoj cerebrovaskularnog insulta 1,6 puta
veci kod 5A/5A homozigota u odnosu na 6A/6A homozigote, medutim bez statisticke
znacajnosti. Dobijeni rezultati su takode u skladu sa dosada$njim saznanjima, koja ukazuju na to

da bolesnici sa 5A/5A genotipom imaju veci rizik za razvoj akutnih dogadaja (Humphries i sar.,



2002; Mintz i sar., 1996; Flex i sar., 2004; Gnasso i sar., 2000; Rauramaa i sar., 2000). Sva
navedena saznanja saglasna su sa pretpostavkom da 5A alel ima vecu aktivnost u ekspresiji gena
u odnosu na 6A alel, te da poviseni nivoi ovog enzima dovode do destabilizacije plaka i
posledi¢nih akutnih dogadaja. To je posledica vezivanja represornog proteina NF-kB za promoter
6A alela, te su nivoi mRNK za MMP3 i samog proteina vi$i u serumu osoba koje u svom

genotipu sadrze SA alel (Ye isar., 1999).

U suprotnosti sa prethodno navedenim rezultatima, 5A alel MMP3 gena pokazao je protektivno
delovanje u odnosu na 6A alel, kada su u pitanju periferna vaskularna bolest, hiperlipidemija i

hipertrofija leve komore, medutim statisticka znacajnost nije dokazana.

Kardiovaskularni i ukupni mortalitet je znacajno visi u grupi bolesnika sa SA/5A genotipom, §to
je u skladu sa prethodno navedenim saznanjima da je ovaj alel ¢es¢e dovoden u vezu sa akutnim
kardiovaskularnim dogadajima koji ¢esto mogu rezultirati smrtnim ishodom (Locatelli i sar.,
2001; Foley i Parfrey, 1998; Ye, 2006; Cheung i sar., 2000).

Rezultati ovog rada nisu dokazali povezanost ACE gena sa pojavom koronarne arterijske bolesti
niti njegov uticaj na nastanak akutnog infarkta miokarda. Pozitivna korelacija izmedju ACE
polimorfizma, tj prisustva D alela i pojave koronarne arterijske bolesti, kao i akutnog infarkta
miokarda prvi put je objavljena 1992. godine, medutim kasniji rezultati bili su kontroverzni (Oei i
sar., 2005). Dok je u jednoj multicentri¢noj studiji DD genotip bio zna¢ajno ¢e$ce prisutan kod
muskaraca sa infarktom miokarda nego kod zdravih kontrola, naroc¢ito osoba sa niskim rizikom
za kardiovaskularne bolesti, u velikoj studiji Agerholm-Larsena i sar. (Agerholm-Larsen i sar.,
2000) ovakva povezanost nije pronadena. Tri godine kasnije, ista grupa istrazivaca publikovala je
meta-analizu u koju je pored 21 studije bila uklju¢ena i njihova studija (Koch i sar., 2010). Od
obuhvacenih studija pet je bilo velikih (preko 600 ispitanika), a ostale su bile male. Rezultat je
pokazao pozitivnu povezanost D alela sa infarktom miokarada. Autori su zakljucili da bi ova
razlika mogla ukazati na znaCajnost I/D polimorfizma u pojedinim subgrupama, dok

polimorfizam ovog gena nema klini¢ki znac¢aj u opstoj populaciji.

Prikazani rezultati pokazuju da I/ homozigoti imaju statisticki znacajno veci rizik za nastanak
sréanih aritmija, i to ¢ak tri puta vise u odnosu na D/D homozigote (p=0.05). Potpuno suprotno

osobe sa I/I genotipom imaju Cak 5 puta nizi rizik za nastanak cerebrovaskularnog insulta, a



skoro duplo manji rizik za perifernu vaskularnu bolest, hipertrofiju leve komore i hiperlipidemiju
u odnosu na nosioce D/D genotipa. Ovakvi nalazi su u saglasnosti sa dosadasnjim istrazivanjima
gde je dokazana povezanost D alela ovog gena sa visokim rizikom za cerebrovaskularne
dogadjaje. Dve meta analize ukazale su na znacajnu povezanost ACE genskog polimorfizma sa
cerebrovaskularnim dogadajima (Sharma, 1998; Zee i sar., 1999). Pojedine studije pokazale su
povezanost D alela iskljuCivo sa lakunarnim infarktima mozga, dok su druga istrazivanja
dokazala asocijaciju ovog alela i sa Kkarotidnim stenozama kao i sa nastankom
cerebrovaskularnog insulta (Zee i sar., 1999). Dokazi o povezanosti D alela sa nastankom
cerebrovaskularnog insulta mogli bi doprineti razumevanju visoke prevalence ove komplikacije
kod bolesnika u terminalnoj fazi bubrezne insuficijencije. Medutim postoje mnogi faktori koji bi
mogli doprineti ovakvim rezultatima, a ne mogu se kontrolisati zbog poremecenih homeostatskih
mehanizama u terminalnoj fazi otkaza bubrega. Takode, mnogi lokalni i spoljasnji faktori, kao

Sto je pusenje, mogli su maskirati ovu povezanost u nekim od prethodnih istrazivanja.

Rezultate koji govore u prilog duplo veceg rizika za razvoj hipertrofije leve komore kod DD
homozigota mogli bismo objasniti efektima lokalnog RAAS sistema na vaskularnu funkciju i

strukturu, hipertroficnim efektima u ¢ijoj osnovi je hiperprodukcija ekstracelularnog matriksa
(Ross, 1999; Nishiyama i sar., 2002).

Iako je poznato da nosioci D alela imaju visi nivo angiotenzin konvertuju¢eg enzima u krvi, §to bi
moglo imati uticaja na vrednosti krvnog pritiska, povezanost ovog alela i hipertenzije nije
utvrdena. Eksperimentima na Zivotinjama dokazano je da ni tri puta ve¢i nivoi ACE u krvi u
odnosu na bazalnu vrednost ne utiCu na poveéanje krvnog pritiska. Razlog nepostojanja
asocijacije izmedju ACE genotipa i hipertenzije mogli bi lezati u mnogostrukim potencijalnim
uzrocima ove bolesti, koji su prisutni kod pacijenata na hronicnoj hemodijalizi. Kod
hemodijaliznih pacijenata poviSen krvni pritisak moze biti posledica neregulisane volemije i
neadekvatne ekskrecije soli. Nosioci D alela imaju manje izrazenu senzitivnost na so od nosioca |
alela, zbog ¢ega je moguce da njihove vrednosti krvnog pritiska pokazuju manji odgovor na
otklanjanje viska soli ultrafiltracijom na hemodijalizi (Giner i sar., 2000). Takode koris¢enje
razli¢itih antihipertenziva moglo je u prethodnim istrazivanjima prikriti moguéu povezanost
hipertenzije sa odredenim genotipom. Rezultati mnogih predasnjih istraZivanja u cilju

povezivanja ovog polimorfizma sa povisenim krvnim pritiskom su kontroverzni. Prva meta-



analiza na ovu temu publikovana 1997. godine od strane Staessena i saradnika (Staessen i sar.,
1997) ukljucila je 23 studije sa ukupno 6923 ispitanika i pokazala je da je rizik za razvoj
hipertenzije za 10% veci kod nosilaca DD alela u odnosu na II genotip. Medutim, ovaj nalaz nije
bio statistiCki znacajan. Zbog izrazite heterogenosti grupe uradena je senzitivnija analiza u
subgrupama odredenim na osnovu pola, etnicke pripadnosti, starosti i metodi genotipizacije.
Ovoga puta, statistiCki znac¢ajna povezanost izmedu prisustva D alela i povisenog krvnog pritiska
pronadena je iskljucivo u grupi zena i u grupi pripadnika Azijske populacije. Druga meta-analiza
Agerholm-Larsena i saradnika (Agerholm-Larsen i sar., 2000) objavljena 2000. godine bila je
ogranicena iskljuivo na populaciju belaca 1 obuhvatila je 19 studija sa zanemarljivo malim
preklapanjem sa prethodnom meta-analizom. Rezultati ove studije pokazali su da genotip nema
uticaja na pojavu povisenog krvnog pritiska. U 2005-0j godini u revijalnom ¢lanku Agarwala 1
sar. (Agarwal i sar., 2005) objavljena je lista 26 novih studija od kojih je 12 pokazalo pozitivne,
a 14 negativne rezultate.

Eksperimentima na Zivotinjama dokazano je da ni tri puta ve¢i nivoi ACE u krvi u odnosu na
bazalnu vrednost ne uticu na povecanje krvnog pritiska. Razlog nepostojanja udruzenosti izmedju
ACE genotipa i hipertenzije mogli bi lezati u mnogostrukim potencijalnim uzrocima ove bolesti,
koji su prisutni kod pacijenata na hroni¢noj hemodijalizi (neregulisana hipervolemija,
neadekvatna ekskrecija soli). Nosioci D alela imaju manje izraZzenu senzitivnost na so od nosioca
| alela, zbog Cega je moguce da njihove vrednosti krvnog pritiska pokazuju manji odgovor na
otklanjanje viska soli ultrafiltracijom na hemodijalizi (Giner i sar., 2000). Takode kori$¢enje
razli¢itih antihipertenziva moglo je u prethodnim istrazivanjima prikriti moguéu povezanost
hipertenzije sa odredenim genotipom. Autori zaklju¢uju da bi se ovako raznoliki rezultati mogli
objasniti zajedni¢kim uticajem razli¢itog nivoa ACE u plazmi, uzrokovanog polimorfizmom

ACE gena i uticaja spoljasnje sredine ili nekih dodatnih genetskih faktora.

Najvec¢i broj hemodijaliznih pacijenata je hroni¢no izlozen kompleksnim stimulacijama RAAS
sistema, Sto je indukovano dijalizom, a njegova aktivacija dalje izaziva znaajne efekte na
razli¢ite ciljne organe. Zato pacijenti sa genotipom koji je povezan sa maksimalnom ekspresijom
RAAS sistema pokazuju vecu sklonost ka oStec¢enu razli€itih organa ili ¢ak 1 povecanu smrtnost,

pogotovo u prisustvu dodatnih predisponirajucih faktora.



U skladu sa tim, najvisi kardiovaskularni mortalitet u grupi nasih bolesnika, tokom pracenja od

60 meseci, iako bez statistiCke znacajnosti, pokazali su upravo D/D homozigoti.

U odnosu na genski polimorfizam za eNOS rezultati ovog istrazivanja nisu pokazali statisticki
znacajnu povezanost sa kardiovaskularnim oboljenjima, medutim pronaden je dva puta veci rizik
za nastanak koronarne bolesti kod TT homozigota u odnosu na heterozigote, dva puta veci rizik
za hipertrofiju leve komore i 1,5 puta veéi rizik za infarkt miokarda i cerebrovaskularni insult kod
GG homozigota u odnosu na heterozigote. Svi ovi rizici medutim, nisu pokazali statistiCku
znacajnost. Sli¢no rezultatima naseg istrazivanja, u studiji Szaba i saradnika (Szabo i sar., 2009)
pokazano je da TT homozigoti imaju smanjenu produkciju NO i ¢e$¢u pojavu endotelne
disfunkcije, Sto rezultuje poviSenim rizikom za razvoj ateroskleroze, a takode je pokazano 1 da su
osobe sa TT genotipom imale 4 puta veci rizik za nastanak infarkta miokarda i poviSen rizik za
cerebrovaskularni insult. Naber i saradnici (Naber i sar., 2001) dokazali su da TT homozigoti
kojima je radena rutinska koronarografija zbog nejasnog bola u grudima, imaju znacajno vecu
vaskularnu rezistenciju u odnosu na nosioce druga dva genotipa. U istrazivanju Suzukija i
saradnika (Suzuki i sar., 2002) utvrden je znacajno veci stepen in stent restenoza kod osoba sa T
alelom. Dosadasnje studije pokazale su da nosioci mutiranog alela (T) sa viSe od tri faktora rizika
za kardiovaskularne bolesti, imaju vecu endotelnu disfunkciju od onih koji imaju manje faktora
rizika. Takode, kod zdravih osoba u intenzivnom fizickom naporu, pokazana je manja enzimska
aktivnost ukoliko su osobe bile nosioci T alela. U studiji Philipa i saradnika (Philip i sar., 1999)
pokazana je znacajna povezanost ovog polimorfizma sa povisenim krvnim pritiskom, gde su GT 1

TT genotipovi imali visi krvni pritisak u odnosu na GG homozigote.

Takode, rezultati naSeg ispitivanja pokazuju da upravo TT homozigoti imaju najnizu stopu |
ukupnog i kardiovaskularnog prezivljavanja tokom pracenja od 60 meseci. Analizom uticaja
genskih polimorfizama na kardiovaskularni mortalitet u nasoj grupi ispitanika kao jedini

statisticki znacajan izdvojio se gen za eNOS.



Nasi rezultati ukazuju na statisticki znacajnu povezanost infarkta miokrada sa polimorfizmom
gena za IL-10, gde se genotip GG izdvojio kao protektivni, jer su ovi homozigoti pokazali 3 puta
nizi rizik za nastanak akutnog infarkta miokarda u odnosu na AA homozigote. Takode, GG
homozigoti imali su statisticki znacajno manji rizik za nastanak koronarne bolest, koji je ¢ak 5
puta nizi u odnosu na AA homozigote. Protektivno dejstvo ovaj genotip pokazao je i u odnosu na
perifernu vaskularnu bolest sa 2 puta nizim rizikom u odnosu na AA genotip, medutim bez
statisticke znacajnosti. Kontradiktorno rizik za cerebrovaskularni insult i hipertenziju u grupi
nosioca ovog genotipa bio je 3.5 puta visi u odnosu na AA homozigote, a za nastanak hipertrofije
leve komore 1.5 puta visi, medutim bez statistiCkih znacajnosti. Iako bi IL-10 trebalo da ima
ateroprotektivna dejstva, klinicke studije pokazale su kontroverzne rezultate. Dve studije su
pronasle nize nivoe ovog citokina u plazmi kod bolesnika sa nestabilnom anginom, medutim
druga istrazivanja nisu potvrdila ovakve rezultate (Heferschen i sar., 2003; Waehre i sar., 2002;
Smith i sar., 2001). U nekoliko studija, koje su se bavile ispitivanjem genskog polimorfizma za
IL-10 dokazano je da je kod bolesnika na hemodijalizi GG genotip povezan sa niskom
produkcijom ovog interleukina i sa visokim rizikom za kardiovaskularni mortalitet (Grindt i sar.,
2002), sto bi moglo objasniti poviSen rizik za nastanak cerebrovaskularnog insulta, hipertenzije i
hipertrofije leve komore kod GG homozigota u naSoj grupi bolesnika. U odnosu na opstu
populaciju, do sada se nije uspelo u pokusSajima da se pronade tacan obrazac delovanja ovog
genskog polimorfizma na kardiovaskularni rizik (Koch i sar., 2001). Kontradiktorne rezultate
smo dobili 1 u naSem istrazivanju analizom kardiovaskularnog i ukupnog mortaliteta, gde su
nosioci A alela (AA homozigoti i heterozigoti GA) imali najnize prezivljavanje kada je u pitanju
kardiovaskularni mortalitet, a najviSe kada se posmatrao ukupni mortalitet na petogodiSnjem

nivou.

Kada je u pitanju TNF gen, nosioci A alela pokazali su statisticki znacajno visi rizik za nastanak
hiperlipidemije, ¢ak 6 puta, dok je pokazan i 2.5 puta veéi rizik za nastanak infarkta miokarda 1
3.4 puta veci rizik za razvoj cerebrovaskularnog insulta, medutim ova dva saznanja nisu pokazala
statisticku znacajnost. DosadaSnja istraZzivanja su pokazala da je A alel povezan sa veCom
produkcijom TNF-a i povecanim rizikom za pojavu kardiovaskularnih komplikacija kod
bolesnika sa terminalnom bubreznom slabos¢u (Balakrishnan i sar., 2004). Studija Stenvinkel i
saradnika (Stenvinkel i sar., 1999) ukazala je na povezanost nivoa TNF u plazmi i veli¢ine

ateromatoznih plakova na karotidnim arterijama kod bolesnika koji se lece dijalizama, §to bi



moglo objasniti nase rezultate koji ukazuju na 3.4 puta poveéan rizik za nastanak
cerebrovaskularnog insulta kod nosilaca A alela za ovaj gen. Nekoliko skorijih studija ukazalo je
na jaku korelaciju izmedu ovog citokina i endotelne disfunkcije kod bolesnika sa koronarnom
boles¢u (Fichtscherer i sar., 2000), dok je studija Kimmela i saradnika (Kimmel i sar., 1998)
pokazala da se porast nivoa TNF u krvi moze smatrati prediktorom smrtnog ishoda kod dijaliznih
bolesnika. Sli¢no je pokazano i u naSem istrazivanju, analizom kardiovaskularnog mortaliteta,
gde su upravo nosioci A alela (AA homozigoti i heterozigoti GA) imali najnize prezivljavanje,
mada statisticka znacajnost nije dokazana.

Takode, brojne studije ukazale su na povezanost A alela ovog gena sa razvojem metaboliCkog
sindroma, koronarne arterijske bolesti, hipertrofije leve komore i sr¢ane insuficijencije (Chavez-
Sanchez i sar., 2010; Rao i sar., 2007). Znacaj bubrega u metabolizmu TNF je dodatno
akcentovan otkri¢ima u istrazivanju Hessiona i saradnika (Hession i sar., 1987), koje je pokazalo
da bi Tamm- Horsfall glikoprotein mogao imati udela u regulaciji aktivnosti ovog citokina, mada
¢e biti potrebna dodatna istrazivanja koja bi odredila tatan znaCaj bubrega u klirensu faktora
nekroze tumora.

U nas$oj grupi bolesnika u odnosu na genski polimorfizam za IL-6 pokazano je da heterozigoti
imaju ¢ak 10 puta nizi rizik za nastanak cerebrovaskularnog insulta u odnosu na CC homozigote,
sa statistickom znacajnos$c¢u. Suprotno, nosioci GC genotipa imali su 3 puta veci rizik za koronar
nu bolest, a 3,8 puta visi rizik za nastanak periferne arterijske bolesti, medutim ovaj rezultat nije
pokazao statisticku znacajnost. Homozigoti za GG alel u odnosu na CC homozigote imali su 2
puta manji rizik za nastanak sr¢anih aritmija, takode bez statisticke znacajnosti. Veci broj studija
dokazao je da nosioci G alela produkuju vecu koli¢inu ovog citokina, medutim ukupni rezultati iz
ove oblasti istrazivanja su joS uvek kontroverzni (Burzotta i sar., 2001; Gaudino i sar., 2003).
Jedna relativno skorija studija koja je ispitivala bolesnike sa zavrSnim stadijumom bubrezne
bolesti ukazala je na znacajno vise nivoe IL-6 u plazmi i veéi broj komorbiditeta kod GG
homozigota (Balakrishnan i sar., 2004), dok je druga pokazala da heterozigoti i CC homozigoti
imaju poviSen dijastolni pritisak i hipertrofiju leve komore (Losito i sar., 2003). Sli¢no je
pokazano 1 ispitivanjem naSe grupe bolesnika, gde najvec¢i kardiovaskularni mortalitet imaju
upravo GG homozigoti, dok najvisi ukupni mortalitet imaju heterozigoti. Grupa autora iz
Pakistana dokazala je povezanost CC genotipa sa nastankom koronarne arterijske bolesti (Satti i

sar.,2013), i mnoge druge studije su pokazale povezanost ovog genetskog polimorfizma i



cerebrovaskularnog insulta, periferne vaskularne bolesti, hipertrofije leve komore i
kardiovaskularnog mortaliteta (Liu i sar., 2006). Studija Badiou i saradnika (Badiou i sar., 2008)
pokazala je da su poviseni nivoi IL-6 najvazniji prediktivni faktor za kardiovaskularni i ukupni
mortalitet kod bolesnika na hemodijalizi. Tkode, Danesh i saradnici (Danesh i sar., 2008) su
utvrdili da su dugoro¢no poviseni nivoi IL-6 u plazmi jednako povezani sa nastankom koronarne
bolesti kao 1 dobro poznati tradicionalni faktori rizika za ovu bolest. Sve ces¢e dovodenje
ateroskleroze i kardiovskularnih dogadaja u vezu sa Chlamidia pneumoniae infekcijom, od skora
je upotpunjeno saznanjem da ova infekcija indukuje produkciju IL-6 u samom endotelu krvnih
sudova (Niessner i sar., 2003; Zoccali i sar., 2003). Ova hipoteza je potvrdena klinickim
studijama koje su pronasle vezu izmedu perzistentne Chlamidia infekcije, karotidne ateroskleroze
i povisenih nivoa IL-6 u plazmi bolesnika sa terminalnom bubreznom slaboscu (Kato i sar., 2004;
Stenvinkel i sar., 2002). Takode, pokazano je da pored genetskih faktora, sama dijaliza, kako
hemodijaliza tako i peritonealna, dovode do povecéane sekrecije IL-6 (Takahashi i sar., 2000), te
je tako i u studiji Caglara i saradnika (Caglar i sar., 2002) pokazan porast cirkulisu¢eg IL-6 nakon
hemodijalizne sesije. Kako su geni za citokine eksprimirani i u adipocitima, procenjeno je da
masno tkivo doprinosi sa ¢ak 20% sistemske koncentracije IL-6 (Mohamed-Ali i sar., 1997), te bi
tako visceralno masno tkivo moglo biti dodatni razlog za visoke nivoe ovog citokina kod

bolesnika sa terminalnom bubreznom slabo$¢u (Axelsson i sar., 2004).

Uticaj genetskog polimorfizma na kardiovaskulani morbiditet i mortalitet nije dovoljno istrazivan
na naSem podneblju. Poznato je da rezultati ovakvih istraZivanja zavise i od geografskog
podneblja, rase i ostalih individualnih karakteristika samog bolesnika, te bi stoga ova studija

mogla biti podstrek za dalja, detaljnija i veca istrazivanja u nasSoj zemlji ili regionu.

Ono §to je sigurno jeste da odredeni geni u kombinaciji sa spolja$njim faktorima ili u specificnom
genskom miljeu mogu kompleksnim medusobnim interakcijama dovesti do razvoja pojedinih

oboljenja. Stoga, za definitivni zaklju€ak bic¢e potrebno jo§ mnogo dodatnih ispitivanja.



6. Zakljucak

>

Heterozigoti za MMP3 gen imaju statisticki znacajno visi rizik za nastanak
koronarne arterijske bolesti 1 src¢anih aritmija u odnosu na 6A homozigote, dok
prisustvo 5A alela duplo povecava rizik za razvoj infarkta miokarda, ali bez
statisticke znacajnosti;

MMP3 genski polimorfizam statisticki je znacajno povezan sa nastankom
koronarne arterijske bolesti i sréanih aritmija kod pacijenata na hroni¢noj
hemodijalizi;

U odnosu na MMP3 genski polimorfizam najvisi ukupni mortalitet imali su 5A
homozigoti, a kardiovaskularni mortalitet je statisticki znacajno visi takode u grupi
nosilaca 5A alela;

Alel D gena za ACE znacajno povecCava rizik za nastanak cerebrovaskularnih
dogadaja, hipertrofije leve komore, hiperlipidemije i periferne vaskularne bolesti;

I/I homozigoti za ACE gen pokazali su statisti€¢ki znaCajno visi rizik za nastanak
sréanih aritmija;

U odnosu na ukupni mortalitet najkrace prezivljavanje imali su I/I homozigoti, dok
je najvisi kardiovaskularni mortalitet zabelezen u grupi D/D homozigota za ACE
gen,

TT homozigoti za eNOS gen pokazali su duplo visi rizik za nastanak koronarne
bolesti u odnosu na heterozigote, medutim bez statisticke znacajnosti;

U odnosu na eNOS ukupni mortalitet bio je najviSi u grupi heterozigota, a
kardiovaskularni mortalitet najvisi kod TT homozigota, ali bez statisticke
znacajnosti,

Gen za eNOS je pokazao statisticki znacajno visi rizik za kardiovaskularni
mortalitet kod bolesnika na hroni¢noj hemodijalizi;

Genski polimorfizam za IL-6 statisticki je znacajno povezan sa nastankom
koronarne arterijske bolesti i cerebrovaskularnog insulta;

Heterozigoti za IL-6 gen imaju statisticki znacajno nizi rizik za razvoj
cerebrovaskularnog insulta u odnosu na CC homozigote, ali su pokazali veéi rizik za

nastanak periferne vaskularne bolesti, medutim bez statisticke znac¢ajnosti;



Ukupni mortalitet najvisi je medu heterozigotima za IL-6 gen mada bez statisticke
znacajnosti, dok u kardiovaskularnom mortalitetu nema razlike u prezivljavanju
medu pojedinim genotipovima;

Genski polimorfizam za IL-10 statisticki je znacajno povezan sa nastankom infarkta
miokarda u grupi bolesnika na hemodijalizi;

GG homozigoti za IL-10 pokazali su statisticki znaCajno nizi rizik za nastanak
koronarne arterijske bolesti, dok su za pojavu infarkta miokarda, periferne
vaskularne bolesti 1 sréanih aritmija takode pokazali nizi rizik medutim bez
statisticke zna¢ajnosti, a visi rizik kod ovog genotipa pokazan je u odnosu na razvoj
hipertenzije i cerebrovaskularnog insulta;

U odnosu na IL-10 ukupni mortalitet najvisi je medu GG homozigotima, dok je
najvisi kardiovaskularni mortalitet dokazan u grupi AA homozigota, ali bez
statistiCke znaCajnosti,

Nosioci A alela za TNF gen imali su statistiCki znacajno visi rizik za nastanak
hiperlipidemije, a viSi rizik su pokazali 1 za pojavu infarkta miokarda 1
cerebrovaskularnog insulta, medutim bez znacajnosti;

U odnosu na TNF genski polimorfizam kardiovaskularni mortalitet je bio najvisi
medu GG homozigotima bez statistiCke zna¢ajnosti, dok u ukupnom mortalitetu nije
bilo znacajnijih razlika izmedu pojedinih genotipova;

Nijedna od mogucih kombinacija ispitivanih genskih polimorfizama nije pokazala
uticaj na nastanak kardiovaskularnih dogadaja niti mortaliteta u ispitivanoj grupi

bolesnika na hroni¢noj hemodijalizi.
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