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Polimorfizmi gena uklju¢enih u inflamatorne, antioksidativne i

Imunoregulatorne procese kod obolelih od bronhijalne astme

Rezime

Bronhijalna astma (BA) je hroni¢no, zapaljensko oboljenje disajnih puteva koje
nastaje pod uticajem genetskih 1 faktora spoljaSnje sredine. Geni ukljuceni u procese
inflamacije, oksidativnog stresa i imunomodulacije mogu biti znacajni faktori u

patogenezi bronhijalne astme.

Cilj ove doktorske disertacije bio je da se ispita povezanost polimorfizama
jednog nukleotida gena za faktor nekroze tumora-o (TNF-a, rs1800629), enzime
antioksidativne zastite, katalazu (CAT, rs7943316) i mangan-superoksid-dizmunazu
(MnSOD, rs4880), i receptor vitamina D (VDR, rs2228570 i rs1544410) u BA, njihov
udruzeni efekat na pojavu BA, kao i da se proceni rizik za nastanak bolesti u prisustvu
heterozigotnih i homozigotnih mutiranih genotipova i alela svih ispitivanih
polimorfizama. Takode, cilj je bio da se utvrdi uticaj polimorfizama gena za VDR na

koncentraciju 25(OH)D3 kod obolelih od BA.

U studiju je bilo uklju¢eno 79 pacijenata obolelih od BA i 95 zdravih ispitanika.
Polimorfizmi su odredivani primenom PCR-RFLP metode, dok je koncentracija
25(OH)D3; merena metodom na HPLC-u. UdruZeni efekat ispitivanih polimorfizama na

pojavu BA utvrdivan je primenom MDR programskog paketa.

Dobijeni rezultati pokazuju da su genotipovi sa mutiranim Val alelom
(p=0,001), kao i Val alel rs4880 polimorfizma (p=0,001) znacajno ¢esc¢i kod obolellih
od BA u poredenju sa zdravim ispitanicima i da je rizik za razvoj bolesti 2,7 puta veci
kod nosilaca AlaVal i 5,9 puta kod nosilaca VValVal genotipa rs4880 polimorfizma gena
za MnSOD u poredenju sa nosiocima AlaAla genotipa. Takode, Val alel nosi 2,2 puta
veci rizik za razvoj BA u poredenju sa Ala alelom. Raspodela genotipova i alela
rs1800629, rs7943316 i rs1544410 polimorfizama ne pokazuje znacajne razlike izmedu
obolelih od BA i ispitanika kontrolne grupe (p>0,05).

Genotip FF (p=0,004) i F alel (p=0,001) rs2228570 polimorfizma gena za VDR

znacajno su ¢eS¢i kod zdravih ispitanika u odnosu na obolele od BA. Takode, fb



haplotip (p=0,009) i FfBb diplotip (p=0,018) znacajno su ¢es¢i kod obolelih od BA u
odnosu na kontrolnu grupu. Nosioci FF genotipa imaju 5,3 puta,a nosioci F alela 2,3
puta manji rizik za oboljevanje od BA u odnosu na nosioce ff genotipa, odnosno f alela
rs2228570 polimorfizma gena za VDR. Takode, nosioci Fb i FB haplotipova ispitivanih
polimorfizama gena za VDR imaju oko 2 puta manji rizik za razvoj BA u poredenju sa

nosiocima fb haplotipa.

Koncentracija 25(OH)Ds3 ne pokazuje znacajne razlike izmedu obolelih od BA i
zdravih ispitanika, kao ni izmedu nosilaca odgredenih genotipova rs2228570 i

rs7943316 polimorfizama (p>0,05).

Uzajamna interakcija za model sa tri polimorfizma (rs7943316, rs4880,
rs1544410) pokazuje da rs1544410 polimorfizam ima pozitivan (sinergistic¢ki) efekat
interakcije sa rs794336 polimorfizmom, dok izmedu rs1544410 1 rs4880, kao 1 izmedu
rs4880 i rs794336 polimorfizama, postoji negativan (redundantni) efekat interakcije.
Uzajamna interakcija za model sa pet polimorfizama (rs1800629, rs7943316, rs4880,
rs2228570, rs1544410) pokazuje redundantni efekat rs2228570 sa svim ostalim

polimorfizmima u modelu.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da se rs4880 polimorfizam
gena za MnSOD i rs2228570 gena za receptor vitamina D mogu dovestu u vezu sa BA.
Prisustvo Val alela rs4880 polimorfizma udruzeno je sa pojavom bolesti 1 veéim
rizikom za oboljevanje od BA, dok F alel rs2228570 polimorfizma ispoljava zastitni

efekat na pojavu BA 1 udruzen je sa znaajno manjim riziokom za razvoj bolesti.

Klju¢ne reci: bronhijalna astma, polimorfizmi jednog nukleotida, TNF-o, katalaza,

MnSOD, receptor vitamina D

Naucna oblast: Medicina
UZa naucna oblast: Biohemija

UDK: 616.248



Polymorphisms in genes involved in inflammatory, antioxidative and

immunomodulation processes in patients with bronchial asthma

Abstract

Bronchial asthma (BA) is a chronic, inflammatory disease of the airways that is
caused by the influence of genetic and environmental factors. Genes involved in
inflammation, oxidative stress and immunomodulation might be important factors in

BA pathogenesis.

The aim of the PhD thesis was to examine the association of single nucleotide
polymorphisms (SNPs) of tumor necrosis factor-o (TNF-o, rs1800629), antioxidative
enzymes, catalase (CAT, rs7943316) and manganese superoxide dismutase (MnSOD,
rs4880), and vitamin D receptor (VDR, rs2228570 and rs1544410) in BA, as well as
their mutual influence on BA onset. Furthermore, the risk for BA development in the
presence of minor alleles and heterozygous and homozygous genotypes containing
minor allele was determined. The influence of VDR gene SNPs on 25(OH)D3 blood

levels was determined, as well.

Total of 79 patients with BA and 95 healthy controls were involved in this
study. SNPs were determines using PCR-RFLP method, while 25(OH)D3 concentration
was measured using HPLC method. Mutual influence of studied SNPs was determined

using MDR software.

Obtained results show that Val allele of rs4880 SNP (p=0.001) and genotypes
containing Val allele (p=0.001) have significantly higher prevalence in BA patients
compared to healthy controls. Carriers of AlaVal and ValVal genotypes have 2.7- and
5.9- fold respectively higher risk for BA development compared to the carriers of
AlaAla genotype. Val allele is associated with 2.2-fold higher risk for BA compared to

Ala allele.

Genotype FF (p=0.004) and F allele (p=0.001) of the rs2228570 are
significantly higher in healthy controls compared to patients with BA. Moreover, fb
haplotype (p=0.009) and FfBb diplotype (p=0.018) have significantly higher prevalence

in patients compared to controls. Carriers of FF genotype and F allele have 5.3-fold and



2.3-fold lower risk for asthma development compared to the carriers of ff genotype and
f allele of rs2228570 SNP. Moreover, carriers of Fb and FB haplotypes have 2-fold
lower risk for BA compared to the carriers of fb haplotype.

25(OH)Ds levels are not significantly different between patients with BA and
healthy subjects, as well as between the carriers of the certain genotypes of rs2228570
and rs7943316 (p>0.05).

Mutual interaction for the model with 3 SNPs (rs7943316, rs4880, rs1544410)
shows that rs1544410 has positive (synergistic) interaction effect with rs1544410, while
negative (redundant) interaction effect is obtained between rs1544410 and rs4880, as
well as between rs4880 and rs794336. Mutual interaction for the model with 5 SNPs
(rs1800629, rs7943316, rs4880, rs2228570, rs1544410) shows redundant effect of
rs2228570 with all other SNPs.

In conclusion, rs4880 of MnSOD gene and rs2228570 of VDR gene are
associated with BA. Presence of rs4880 Val allele is associated with BA and increased
risk for disease development. Allele F of rs2228570 SNP has protective effect on BA

development and it is associated with the lower risk of asthma development.

Key words: bronchial asthma, single nucleotide polymorphism, TNF-a, catalase,

MnSOD, vitamin D receptor

Scientific field: Medicine
Narrow scientific field: Biochemistry

UDC: 616.248
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Uvod

1. UVOD

Bronhijalna astma je hroni¢no, zapaljensko oboljenje disajnih puteva koje se
karakteriSe opstrukcijom disajnih puteva i klinicki se manifestuje ponavljanim
epizodama kaSlja, ose¢ajem nedostatka vazduha, stezanja 1 zvizdanja u grudima. Prema
podacima Globalne inicijative za astmu (GINA), procenjuje se da ukupan broj obolelih
u svetu iznosi oko 300 miliona. U razli¢itim delovima sveta prevalenca bronhijalne

astme krece se od 1% do 18%, a broj obolelih je u stalnom porastu.

Iako se za bronhijalnu astmu zna od davnina, tacni patogenetski mehanizmi
bolesti nisu u potpunosti razjaSnjeni. U patogenezi bronhijalne astme, pored faktora
spoljasnje sredine, znacajnu ulogu imaju i genetski faktori, ali se joS uvek sa sigurnoscu
ne moze reci koji su tacno geni odgovorni za nastanak bolesti. Ogranicavajuéi faktor u
identifikaciji gena odgovornih za nastanak bolesti jeste i ¢injenica da povezanost
odredenih gena sa boles¢u u jednoj populaciji najéesce nije primenljiva i na pripadnike
druge populacije zbog postoje¢ih etnickih razlika, ¢ime se mogu objasniti

kontradiktorni rezultati sprovedenih studija.

Novija istrazivanja posvecuju zna¢ajnu paznju ispitivanju polimorfizama jednog
nukleotida (engl. Single Nucleotide Polymorphism, SNP), koji predstavljaju najéesce
genske varijante u populaciji a nastaju zamenom jedne baze unutar DNK sekvence.
Smatra se da je oko 10% svih SNP-ova funkcionalno i da mogu dovesti do promena u
bioloSkim procesima, a ukoliko su lokalizovani unutar promotorskog regiona, mogu
imati uticaj na vezivanje transkripcionih faktora i samim tim menjati ekspresiju

odredenih gena.

Zapaljenje predstavlja jednu od najznacajnijih komponenti u patogenezi
bronhijalne astme. Ono je posredovano slozenom mrezom citokina, medu kojima
znacajnu  ulogu ima i faktor nekroze tumora alfa (TNF-a), koji pripada
proinflamatornim citokinima. Polimorfizam rs1800629 nastaje zamenom guanina
adeninom na poziciji -308 u promotorskom regionu gena za TNF-a i udruzen je sa

vecom transkripcijom i povecanom sintezom TNF-a. Poveéana sinteza TNF-o ne samo
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da stimuliSe epitelne celije da stvaraju citokine, povecava ekspresiju adhezionih
molekula i deluje kao hemoatraktant za druge zapaljenske celije ve¢ se dovodi u vezu i

sa pojacanim inflamatornim odgovorom na razli¢ite oksidativne agense.

Cinjenica da su pluéa izlozena visokom pritisku kiseonika i razli¢itim iritansima
spoljasnje sredine, kao i to da imaju veliku povrsinu i da su bogato prokrvljena, ¢ini ih
veoma pogodnim za oSte¢enja posredovana reaktivnim vrstama kiseonika, Sto moze biti
jo$ jedan znacajan faktor u patogenezi bronhijalne astme. Polimorfizmi na genima za
enzime antioksidativne zaStite (rs4880 na genu za mangan-superoksid-dizmutazu i
rs7943316 na genu za katalazu) dovode se u vezu sa smanjenom aktivno$éu enzima, $to
za posledicu ima i smanjenu sposobnost antioksidativne odbrane i pojavu oksidativnog

stresa.

Zahvaljuju¢i tome Sto se CYP27B1, odgovoran za nastanak aktivne forme
vitamina D, i receptor vitamina D nalaze i na ¢elijama imunskog sistema, vitaminu D se
pripisuju i imunomodulatorna svojstva. Njegova uloga u patogenezi bronhijalne astme
nije u potpunosti jasna, ali se pretpostavlja da dovoljna koncentracija vitamina D
omogucava diferencijaciju naivnih T-limfocita u T-regulatorne limfocite, koji stvaraju
interleukin-10, nishodno reguliSe dendriti¢ne ¢elije koje su neophodne za aktivaciju
Th2 odgovora, i ima pozitivn uticaj na imunoloSku funkciju pluca, ¢ime se potencira
zastitni efekat od respiratornih infekcija, koje su Cesti pokretaci astmaticnog odgovora.
Polimorfizam rs2228570 na genu za receptor vitamina D utie na sintezu proteina, dok
rs1544410 moze imati uticaj na stabilnost iRNK i regulaciju transkripcije gena za

receptor vitamina D.

Iako su pojedina¢ni SNP-ovi znacajni indikatori genetske komponente
kompleksnih bolesti, oni objaSnjavaju samo deo genetskog rizika, zbog cega je od
posebnog znacdaja i ispitivanje moguceg istovremenog uticaja vise razli¢itih SNP-ova
na nastanak bolesti. Kako su inflamacija, oksidativni stres i imunomodulacija moguci
patogenetski mehanizmi nastanka bronhijalne astme, polimorfizmi jednog nukleotida
na genima za TNF-a, enzime antioksidativne zastite i receptor vitamina D mogli bi

imati udruzeni efekat u nastanku bronhijalne astme.
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2. PREGLED LITERATURE

2.1. Bronhijalna astma

2.1.1. Definicija i podela

Bronhijalna astma (BA) predstavlja hroni¢no, zapaljensko oboljenje disajnih
puteva u Cijem nastanku znacajnu ulogu igraju brojne celije 1 Celijski elementi.
Hroni¢no zapaljenje je udruzeno sa bronhijalnom hiperreaktivnoséu i opstrukcijom
disajnih puteva koja dovodi do ponavljanih epizoda kaslja, osecaja nedostatka vazduha,
stezanja 1 zvizdanja u grudima. Opstrukcija disajnih puteva je reverzibilna i povlaci se

spontano ili nakon primenjene terapije [1].

Bronhijalna hiperreaktivnost se definise kao povecano suzavanje disajnih puteva

nakon provokacije endogenim ili egzogenim faktorima [2].

Prema podacima Globalne inicijative za astmu (GINA), procenjuje se da se
ukupan broj obolelih u svetu kre¢e oko 300 miliona. U razli¢itim delovima sveta

prevalenca bronhijalne astme iznosi od 1% do 18%, a broj obolelih je u stalnom porastu

[3].
Faktori koji uti¢u na nastanak i tok BA mogu biti:

1. predisponirajuci (atopijska konstitucija i pol);
2. uzrocni (alergeni u zatvorenom prostoru, alergeni na otvorenom prostoru, alergeni
na radnom mestu, lekovi, aditivi iz hrane);

3. doprinoseci (pusenje, razli€iti respiratorni iritansi, respiratorne infekcije, dijeta).

Atopija predstavlja predispoziciju za povecanu produkciju imunoglobulina klase
E (IgE) nakon izlaganja alergenima spoljaSnje sredine i smatra se veoma znacajnim
faktorom rizika za nastanak BA. Epidemioloski podaci pokazuju da je oko 50%
slucajeva BA povezano sa atopijom [4]. Ipak, iako veéina pacijenata sa BA ima

dokazanu atopiju, znac¢ajan broj ima takozvanu ,,intrinzik* astmu, kod koje ne postoje
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znaci atopije (normalan nivo ukupnog i specificnog IgE u serumu, negativne kozne

probe) [5].

Pored podele na ,.ekstrinzik i ,,intrinzik* astmu, astma se moze klasifikovati i
na osnovu faktora koji dovode do napada, i to na klasi¢nu astmu i specifi¢ne oblike
astme. U specificne oblike astme ubrajaju se: polenska, aspirinska, profesionalna,
psihogena i astma izazvana naporom. Poseban oblik astme predstavlja takozvana kasalj
varijanta astme, kod koje je jedini simptom bolesti kasalj koji traje najmanje 3 nedelje,

a naj¢esce je provociran infekcijama gornjih disajnih puteva.

2.1.2. Patogeneza bronhijalne astme

Iako tacni patogenetski mehanizmi nastanka BA do danas nisu u potpunosti
razja$njeni, smatra se da astma nastaje sloZzenom interakcijom genetskih i faktora

spoljasnje sredine.

Zapaljenje predstavlja najznacajniju komponentu u patogenezi BA, pokretac je
bronhijalne hiperreaktivnosti i opstrukcije i visoko korelira sa ispoljavanjem vecine
simptoma i patofizioloskih promena koje prate ovu bolest. Direktnom bronhoskopijom
potvrdeno je prisustvo znakova zapaljenja (crvenilo i otok) u disajnim putevima
astmatiCara, a U bronhoalveolarnom lavatu dokazan je povec¢an broj limfocita, mastocita
i eozinofila [5]. Ovakve promene prisutne su i kod pacijenata sa lakom formom BA kod
kojih se simptomi bolesti samo povremeno ispoljavaju [5]. Zapaljenje u BA ima
hroni¢ni karakter, a pod uticajem faktora rizika (alergeni, infekcije, fizicki napor,
aecrozagadenje, duvanski dim, emocionalni stres itd.) mogu se javiti akutne epizode

pogorsanja bolesti.

Patogeneza atopijske BA prikazana je na slici 1. Jedan od prvih koraka u
nastanku atopijske BA jeste senzibilizacija na odgovarajue alergene i stvaranje
alergen-specificnog T celijskog odgovora. lako je Th2 odgovor karakteristican za
atopijsku astmu, T-limfociti ne reaguju direktno na inhalirane alergene, ve¢ zahtevaju
instrukcije od strane urodenog imunskog sistema. Oni najpre dolaze u kontakt sa
dendriticnim celijama lokalizovanim u bazalnom sloju epitela, koji u fizioloskim
uslovima predstavlja nepropustljivu barijeru. lIpak, neki alergeni mogu menjati

propustljivost epitelne barijere, aktivirati epitelne ¢elije ili ¢elije imunskog sistema [6].
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Nakon preuzimanja i obrade antigena dendriti¢ne ¢elije odlaze do regionalnih limfnih

¢vorova, gde prezentuju obradeni antigen T Celijskom receptoru lokalnih T-limfocita.

Alergen g ® Pojacano stvaranje mukusa
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Slika 1. Patogeneza atopijske bronhijalne astme

Aktivacija Th2 limfocita dovodi do poveéane produkcije citokina interleukina-4 i -13
(IL-4, IL-13) i sazrevanja B limfocita u plazma c¢elije, koje preusmeravaju svoju
aktivnost sa sinteze IgM i IgG na sintezu IgE antitela. Oslobodena IgE antitela kratko
cirkuliSu pre nego $to se vezu za FceRI, receptor visokog afiniteta koji se nalazi na
povrsini mastocita i bazofila, ili FceRII (CD23), receptor niskog afiniteta koji se nalazi
na povrsini limfocita, eozinofila, trombocita i makrofaga [7]. U disajnim putevima
astmaticara najvec¢i deo IgE vezuje se za FceRI mastocita ¢ine¢i ih vrlo osetljivim na
inhalatorne alergene. Inhalacija dovoljne koli¢ine alergena dovodi do povezivanja dva
IgE molekula vezana za povrSinu mastocita, $to za posledicu ima njihovu
degranulaciju. Degranulacija je pracena oslobadanjem biogenih amina (histamina),
proteoglikana (heparin i hondroitin sulfat), serin proteaza (triptaze, himaze) i drugih
enzima, citokina i faktora rasta. 1z akviranih mastocita oslobadaju se i prostaglandini
(posebno prostaglandin D,, PgD,), leukotrien B, (LTB, ili CXCL8) i cisteinil
leukotrieni (posebno LTC,). Efekti oslobodenih medijatora su bronhokonstrikcija,
vazodilatacija, povecana vaskularna propustljivost i pove¢ano stvaranje mukusa. Time
pocinje takozvana rana faza astmati¢nog odgovora disajnih puteva, koja se maksimalno

ispoljava 15 do 30 minuta nakon izlaganja alergenu i traje oko 60 minuta.
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Postepeno oslobadanje novosintetisanih citokina, hemokina i faktora rasta iz
aktiviranih mastocita dovodi do nakupljanja zapaljenskih c¢elija i nastanka kasnog
odgovora disajnih puteva, koji se najcesce javlja dva do Sest sati nakon izlaganja
alergenu i1 dostize maksimum nakon Sest do devet sati. Ipak, nije u potpunosti
razjasnjeno zbog ¢ega se kasni odgovor javlja samo kod 40% do 60% senzibilisanih
osoba, kao ni zasto kod odredenog broja obolelih nema jasne klinicke granice izmedu

kraja rane i pocetka kasne faze astmati¢nog odgovora [8].

Pod uticajem oslobodenih medijatora u disajnim putevima dolazi do nakupljanja
eozinofila, CD4+ T-imfocita, bazofila i neutrofila. Kada je pokrenuta zapaljenska
reakcija ili kasni odgovor, eozinofili postaju glavni medijatori hroni¢nog zapaljenja u
atopijskoj astmi. Aktivirani eozinofili oslobadaju ¢itav niz razli¢itih molekula (glavni
bazi¢ni protein, eozinofilnu peroksidazu, RANTES, eotaksin 1 i 2, cisteinil leukotriene
I Th2 tip citokina) koji ispoljavaju direktne toksiéne efekte na respiratorni epitel,
dovode do degranulacije mastocita, kontrakcije glatkomisi¢nih celija, deluju kao
hemoatraktanti i odrzavaju zapaljenje posredovano Th2 limfocitima [9]. Elastaza
oslobodena iz neutrofila dovodi do aktivacije matriks metaloproteinaza i destrukcije
kolagena tip Ill. Takode, eozinofili, neutrofili i druge celije uklju¢ene u zapaljenski
odgovor stvaraju i velike koli¢ine slobodnih radikala, a posebno superoksidnog anjona i

peroksinitrita, $to dodatno doprinosi ostecenju tkiva [10].

Ponavljano ostecenje tkiva i mobilizacija ¢elija zapaljenja postaju hroni¢ni, ¢ak i
u odsustvu alergena, omogucavajuéi odrzavanje hroni¢ne zapaljenske reakcije. Ipak, jos
uvek nema jasnih podataka o tome da li je zapaljenski proces koji se minimalno klini¢ki
ispoljava dovoljan da dovede do progresivnih hroni¢nih promena na disajnim putevima
[10].

Prema Jingu (Ying) i saradnicima, patofizioloske promene u intrinzik astmi su
veoma sliéne onima u atopijskoj astmi i pracene su povecanim lokalnim stvaranjem
IgE, koje je verovatno karakteristika same astme, a ne iskljucivo atopije [11]. Takode,
postoje podaci da je i neatopijska astma pracena pojavom Vvisokih vrednosti ukupnog
serumskog IgE [12,13]. Neke klinicke i eksperimentalne studije upucuju na to da u
nastanku astme znacajnu ulogu imaju i drugi faktori nezavisni od Th2 odgovora. Tome
u prilog ide i ¢injenica da je u plu¢ima obolelih od teskog oblika astme ili astme
rezistentne na glikokortikoide dokazano prisustvo Th2 nezavisnih faktora poput

interferona-y (IFN-y), IL-17 i neutrofila [14]. Terapija glikokortikoidima u ovim

6
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slu¢ajevima najéeSc¢e ne daje zadovoljavajuce rezultate, iako se sa uspehom koristi kod
atopijskog oblika astme, sto dodatno upucuje na moguénost postojanja razlicitih

patogenetskih mehanizama nastanka bolesti.

Hroni¢no zapaljenje koje karakteriSe BA moze biti i posledica nedostatka ,,stop*
signala zapaljenske reakcije [9]. Naime, rezolucija zapaljenja je dinamicki proces koji
obuhvata eliminaciju stimulusa, nishodnu regulaciju medijatora i uklanjanje
apoptotiénih  ¢elija. Poremec¢aj ili izostanak ovog procesa onemogucéavaju
uspostavljanje homeostaze i doprinose daljem osteé¢enju tkiva i progresiji hroni¢nog

zapaljenja.

Zapaljenski proces u BA dovodi do ponavljanih oStecenja epitela koja su
pracena procesima reparacije. Ove procese u BA karakteriSe sloZena unutarcelijska
signalizacija izmedu epitelnih ¢elija i subepitelnog (mio)fibroblastnog sloja [15]. U
ovakvim uslovima promene na epitelu u BA ponasaju se kao ,hroni¢na rana®, sto je

praceno povecanim oslobadanjem citokina 1 faktora rasta u cilju njenog ,,zarastanja“.

Verovatno je da je u BA proces reparacije oSte¢enog epitela neadekvatan i da se
uporedo sa njim odvija i takozvani proces remodelovanja, koji se karakteriSe
strukturnim promenama u disajnim putevima (naruSavanje integriteta epitelnog sloja,
istanjenje bazalne membrane, subepitelna fibroza, hiperplazija submukoznih Zlezda,

peharastih ¢elija i glatkomiSi¢nih ¢elija, povecana vaskularizacija).

Ovako nastale promene u disajnim putevima astmatiCara imaju za posledicu da
bronhokonstrikcija dovodi do mnogo izrazenijeg suzenja lumena u poredenju sa
normalnim disajnim putevima. Hroni¢no zapaljenje i remodelovanje koji se javljaju u

BA uz neadekvatno lecenje bolesti viemenom dovode do ireverzibilnih promena.

2.2. Citokini

Citokini su signalni proteini, najéeS¢e molekulske mase manje od 80 kDa, koji
reguliSsu razli¢ite bioloske funkcije ukljuCujuéi steenu i urodenu imunost,
hematopoezu, proliferaciju, zapaljenje i reparaciju [16]. Svoje bioloske efekte
ispoljavaju vezivanjem za receptore na ciljnim celijama, nakon cega se odvijaju
kaskadne reakcije unutarcelijske signalizacije dovode¢i do ushodne i/ili nishodne
regulacije gena i transkripcionih faktora. Receptori za citokine mogu biti sekretovani

kao solubilne (rastvorljive) forme koje nastaju alternativnim splajsingom njihovih

7
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MRNK transkripata ili kao citoplazmatske proksimalne rezidue koje vezuju protein u
membrani. Oni mogu da deluju kao agonisti ili antagonisti, ili imaju ulogu transportnih

proteina za citokine [17].

U najvecem broju slucajeva citokini ispoljavaju parakrini efekat, mada mogu

ispoljavati i autokrini i endokrini efekat.

Celije koje ucestvuju u zapaljenju sekrecijom citokina i proinflamatornih
molekula ostvaruju klju¢nu ulogu u patogenezi BA. Tip 2 CD4" limfocita (Th2
limfociti) i njihovi citokini dominiraju u lakoj i srednjeteskoj formi alergijske astme,
dok teSku, steroid-rezistentnu astmu karakteriSe povecana produkcija 1 Th2 1 Thl
citokina [18]. Osim zapaljenskih celija, neutrofili, makrofagi i dendriticne celije, ali i
strukturne c¢elije poput epitelnih i glatkomiSi¢nih ¢elija disajnih puteva, mogu da
produkuju citokine, koji se dovode u vezu sa BA. U BA citokini imaju zna¢ajnu ulogu
ne samo u odrzavanju hroni¢nog zapaljenskog procesa u disajnim putevima veé su
odgovorni i za pokretanje zapaljenske reakcije. Makrofagi disajnih puteva su zna¢ajan
izvor ,,prvog talasa* citokina (IL-1, TNF-a, IL-6) koji se oslobadaju nakon izlaganja
inhalacionim alergenima. Dalje, oslobodeni citokini deluju na epitelne celije, koje
oslobadaju ,,drugi talas“ citokina (GM-CSF, IL-8, RANTES). Oni pojacavaju
zapaljenski odgovor i dovode do nakupljanja sekundarnih ¢elija poput eozinofila, koji
dalje i sami mogu produkovati brojne citokine [17]. Takode, citokini su u BA
odgovorni za regulaciju ekspresije adhezionih molekula, mobilizaciju zapaljenskih
¢elija, proliferaciju miofibroblasta i glatkomisi¢nih celija u disajnim putevima i

angiogenezu [17].

Imaju¢i u vidu plejotropne efekte citokina i ¢injenicu da se bioloski efekti
razli¢itih citokina cesto preklapaju, veoma je teSko izvrSiti njihovu klasifikaciju.
Uzimajuéi u obzir karakteristike promena u disajnim putrevima u BA i patogenetske
mehanizme bolesti, citokini uklju¢eni u BA klasifikovani su u pet grupa: limfokini (IL-
-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-13, IL-15, IL-16, IL-17), proinflamatorni citokini (IL-1, TNF-
a, IL-6, IL-11, GM-CSF), antiinflamatorni citokini (IFN-y, IL-10, IL-12, IL-18),
hemokini (RANTES, IL-8, eotaksin, MCP) i faktori rasta (TGF-B, PDGF, FGF; EGF,
IGF) [19].
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2.2.1. Faktor nekroze tumora alfa

Faktor nekroze tumora alfa (engl. Tumor Necrosis Factor-alpha, TNF-a) jeste
plejotropni, proinflamatorni citokin koji pripada TNF superfamiliji citokina. Otkric¢e
antitumorskog efekta bakterijskog lipopolisaharida (LPS) dovelo je do identifikacije i
karakterizacije TNF-a, a dalja istrazivanja su pokazala da ima ne samo znacajnu ulogu
u regulaciji gena odgovornih za smrt Celije ve¢ i1 klju¢nu ulogu u zapaljenskom

odgovoru [20].

Humani TNF-a sintetiSe se kao protein sastavljen od 233 aminokiseline,
molekulske mase 26 kDa, koji je vezan za ¢elijsku membranu (mTNF-a)). Pod uticajem
TNF-o konvertuju¢eg enzima (engl. TNF-o Converting Enzyme, TACE) nastaje
solubilna forma TNF-o (sTNF-o) sastavljena od 157 aminokiselina, molekulske mase
17 kDa. Obe forme TNF-a (sTNF-o i mTNF-0) mogu biti prisutne u obliku mono-, di- i
trimernih proteina, ali su samo trimerne forme bioloski aktivne. Aktivna forma TNF-a
zapravo je homotrimer koji nastaje nekovalentnim vezivanjem identi¢nih monomernih

subjedinica formirajuci strukturu oblika zvona [21].

Konvertujuéi enzim faktora nekroze tumora a je adamalizin, poznat joS i kao
ADAML17, koji pripada tipu 1 transmembranskih proteina, ¢ija je karakteristika da
sadrZe i dezintegrinski i metaloproteinazni domen. Enzim raskida vezu izmedu alanina
na poloZaju 76 i valina na polozaju 77 u sve tri monomerne subjedinice TNF-a trimera,
nakon Cega se TNF-a oslobada sa membrane i gradi trimolekularni kompleks,
homotrimer molekulske mase 51 kDa, koji se vezuje za receptor faktora nekroze
tumora (engl. TNF Receptor, TNFR) [21]. On nije odgovoran samo za oslobadanje
STNF-a ve¢ i drugih proteina vezanih za membranu (Fas Ligand, FasL; receptor za
epitelijalni faktor rasta, EGFR). Takode, pod uticajem TACE dolazi do odvajanja
vancelijskog domena TNFR i formiranja solubilnog TNF-o receptora (STNFR).
Solubilni receptor se vezuje za trimernu formu TNF-a ¢ineéi je bioloski neaktivnom.
Na ovaj nacin dolazi do inhibicije ¢elijske signalizacije posredovane TNF-a, zbog cega

STNFR deluje kao prirodni inhibitor TNF-a. in vivo [22].

2.2.1.1. Bioloski efekti faktora nekroze tumora alfa

Bioloski efekti TNF-a obuhvataju najmanje pet razlicitih tipova signalnih

puteva:
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e aktivaciju nuklearnog faktora kapa B (NF-kB);

e aktivaciju puteva apoptoze;

e aktivaciju kinaze, c¢ija je aktivnost regulisana vancelijskim signalima (engl.
Extracellular Signal Regulated Kinase, ERK);

e aktivaciju p38 mitogenom aktivirane protein kinaze (engl. p38 Mitogen-Activated
Protein Kinase, p38MAPK);

e aktivaciju c-Jun-N-terminalne Kinaze (JNK) [23].

Ove efekte TNF-a ostvaruje vezujuci se za dva tipa receptora: tip 1 (engl.
Tumor Necrosis Factor Receptor 1, TNFR1) i tip 2 (engl. Tumor Necrosis Factor
Receptor 2, TNFR2). Oni pripadaju superfamiliji TNFR, koja broji 29 ¢lanova. Po
svojoj strukturi TNFR1 i TNFR2 jesu transmembranski glikoproteidi ¢iji vancelijski
domeni pokazuju samo 28% homologije i sadrze tandemske ponovke cisteinom bogatih
motiva, dok su unutaréelijske sekvence medusobno razli¢ite [21]. Vancelijski domeni
receptora odgovorni su za vezivanje liganada, dok unutarcelijski domeni posreduju u

aktivaciji odgovarajucih signalnih puteva.

Tip 1 receptora sadrzi takozvani domen smrti (engl. Death Domain, DD) i
eksprimira se na skoro svim tipovima ¢elija, dok je ekspresija TNFR2, koji ne sadrzi
DD, ograni¢ena samo na celije imunskog sistema, endotelne i nervne ¢elije [23]. Za
razliku od TNFR1, koji se aktivira obema formama TNF-o, TNFR2 mozZe biti aktiviran

jedino membranskom formom.

Najveci deo bioloskih efekata TNF-a ostvaruje se preko TNFR1, dok TNFR2
igra glavnu ulogu u limfnom sistemu [24]. Vezivanjem trimerne forme TNF-o za
receptor dolazi do trimerizacije samih receptora, §to dalje pokre¢e odgovarajuée
signalne puteve u éeliji. Can (Chan) i saradnici su, medutim, pokazali da se subjedinice
TNFR1 i TNFR2 mogu medusobno spajati i u odsustvu liganda. Naime,
aminoterminalni regioni vancelijskog domena receptora medusobnim spajanjem
obrazuju poseban funkcionalni domen, nazvan PLAD (engl. Pre-ligand-binding
Assembly Domain, PLAD), koji se razlikuje od ligand vezuju¢eg domena. Delecija
PLAD domena onemogucava vezivanje liganda, §to upucuje na ¢injenicu da vezivanje

TNF-0 za TNFR zavisi i od medusobnog spajanja receptorskih subjedinica [25].

Nakon vezivanja TNF-a za TNFR1 najpre dolazi do odvajanja takozvanog

utisSavaca domena smrti (engl. Silencer of Death Domain, SODD), koji u fizioloskim
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uslovima sprecava spontanu agregaciju citomplazmatskih DD TNFR1 [26]. Posto je
uklonjen SODD, za TNFR1 vezuje se domen smrti vezan za TNFR1 (engl. TNFR1-
-Aassociated Death Domain Protein, TRADD), sto dalje za posledicu ima vezivanje
proteina sa domenom smrti koji se pridruzuje Fas receptoru (engl. Fas Associated
Death Domain, FADD) ili TNF receptoru pridruzenog faktora 2 (engl. TNF-Receptor-
Associated Factor 2, TRAF2) i receptor interregujuéeg proteina 1 (engl. Receptor-
Interacting Protein 1, RIP1) (slika 2). Za razliku od FADD, koji dovodi do apoptoze
aktivacijom kaskadnog sistema kaspaza, TRAF2 i RIP1 imaju kljuénu ulogu u
aktivaciji NF-xB i JNK, ali i MAPK puta.

TNFR2 TNFR1
g8 9g8
TRADD
RIP1
FADD
TRAF1
TRAF2
Kaspaza 8

Slika 2. Signalni putevi posredovani receptorima faktora nekroze tumora [27]

TNFR1 — receptor 1 faktora nekroze tumora; TNFR2 — receptor 2 faktora nekroze tumora; TRADD — domen smirti
vezan za TNFR1; FADD - protein sa domenom smrti koji se pridruzuje Fas receptoru; RIP1 — receptor interregujuci
protein 1; TRAF2 — TNF receptoru pridruzeni faktor 2; TRAF1 — TNF receptoru pridruzeni faktor 1

Naime, kada se TRADD veze za TNFR1, proces unutarcelijske signalizacije
moze i¢i u dva pravca: jedan je vezivanje FADD za TRADD i aktivacija kaspaze 8 i
kaspaze 3, sto Celiju uvodi u apoptozu, a drugi je vezivanje TRAF2 i RIP1 koji pokrecu
signalnu kaskadu koja aktivira transformisu¢im faktorom rasta B aktiviranu kinazu 1
(engl. TGF-B Activated Kinase 1, TAK1), IkB kinazni kompleks (engl. IxB Kinase,
IKK), inhibitor NF-kB (engl. Inhibitor of NF-kBa, IkBa) i njegovu fosforilaciju i
ubikvitinaciju, a krajnji efekat je aktivacija transkripcionog faktora NF-xB i njegova

translokacija u jedro.

11
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Proinflamatorni efekti TNF-a posredovani sSu proteinima koje regulise
transkripcioni faktor NF-xB (IL-6, IL-8, hemokini, inducibilna azot oksid sintaza, 5-
-lipooksigenaza), a koji su glavni medijatori zapaljenja [27]. Antiapoptotski efekti
posledica su indukcije brojnih gena transkripcionim faktorom NF-«B, ¢iji produkti
(clAP1, clAP2, FLIP, Bfl1) inhibiraju apoptozu [28].

Takode, TNF-a svoje proinflamatorne efekte ispoljava aktivacijom jo§ jednog
transkripcionog faktora aktivator protein 1 (AP-1). U ovom slu¢aju signalna kaskada se
moze odvijati preko TRAF2 1 RIP1 koji aktiviraju MAP/ERK kinaze kinazu 1
(MEKK1), MAP kinaze kinazu 7 (MKK) i JNK, ili aktivacijom TAK1, MKK3 i
p38MAPK.

Aktivacija JINK posredovana TNF-o, osim aktivacije transkripcionog faktora
AP-1, moze za posledicu imati i apoptozu celije. Ovako indukovana apoptoza
pokrenuta je onda kada izostaje aktivacija NF-kB, a samim tim i oslobadanje
takozvanih inhibitora apoptoze pod njegovim uticajem. U odsustvu aktivacije NF-«B,
TNF-a indukuje apoptozu aktivacijom kaspaza i produzenom aktivno$¢u JNK, koje ne

mogu nuzno izazvati apoptozu, ve¢ samo pospesuje TNF-a indukovani proces [29].

Bioloski efekti TNF-a posredovani TNFR2 ostvaruju se direktnim vezivanjem
TRAF2 za receptor, a zatim vezivanjem TRAF1 i aktivacijom NF-kB i MAPK puta.
Strukturne i biohemijske analize TRADD-TRAF2 kompleksa pokazale su da TRAF2
ima vec¢i afinitet za TRADD nego za TNFR1 1 TNFR2, ¢ime se moZe objasniti
Cinjenica da je TNF-a ,,bolji* aktivator TNFR1, koji koristi TRADD kao adapter, nego
TNFR2, koji sa njim ne reaguje [30,27].

2.2.1.2. Faktor nekroze tumora alfa u bronhijalnoj astmi

Izvor TNF-a u respiratornom traktu pored mastocita i makrofaga predstavljaju i
druge ¢elije ukljucene u patogenezu BA, poput eozinofila, epitelnih ¢elija i neutrofila.
Ukoliko su mastociti senzibilisani, u njima se TNF-a nalazi deponovan u granulama i
oslobada se nakon prezentacije antigena, dok ga makrofagi de novo sintetiSu nakon
stimulacije i oslobadaju tek posle nekoliko sati. Kitings (Keatings) i saradnici su
pokazali da u sputumu obolelih od atopijske astme 24 ¢asa nakon izlaganja alergenu

dolazi do povisenja nivoa TNF-a [31]. Sekreciju TNF-a od strane mastocita i
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makrofaga dodatno stimuliSu IL-1, GM-CSF i INF-y [17]. Takode, TNF-o stimulise

oslobadanje histamina iz mastocita i sekreciju drugih citokina iz ovih ¢elija [32].

Uticaj TNF-o na endotelne celije disajnih puteva pracen je povecanim
stvaranjem GM-CSF, RANTES i IL-8 i povecanom ekspresijom unutarcelijskog
adhezionog molekula 1 (engl. Intercellular Adhesion Molecule 1, ICAM-1). Osim toga,
TNF-o sinergistickim delovanjem sa IL-4 i INF-y povecava ekspresiju vaskularnog
adhezionog molekula 1 (engl. Vascular Adhesion Molecule 1, VCAM-1) u endotelnim
¢elijama, Cime pojacava adheziju eozinofila i neutrofila u disajnim putevima [17].

Sekundarno, pod uticajem endotelina 1 (ET-1) TNF-a uzrokuje vazokonstrikciju [33].

Kao i drugi medijatori oslobodeni iz aktiviranih mastocita, TNF-a odgovoran je
za nastanak hiperreaktivnosti disajnih puteva. Ona se u in vitro uslovima javlja
neposredno nakon njegovog oslobadanja, dok in vivo ima odlozeni efekat [34].
Inhalacija rekombinantnog TNF-o kod grupe zdravih ispitanika dovela je do nastanka
hiperreaktivnosti disajnih puteva i infiltracije sputuma neutrofilima, dok su se kod
obolelih od srednjeteSkog oblika astme pojacale ve¢ postojece hiperreaktivnost i
infiltracija [35,36]. Hiperreaktivnost disajnih puteva, kao jedan od glavnih poremecaja
u BA, moze biti posledica pojacane mobilizacije zapaljenskih ¢elija pod dejstvom TNF-
-a, njegovog direktnog delovanja na glatkomisi¢ne éelije respiratornih puteva ili se pod
uticajem TNF-a pokrece kaskada zapaljenskih odgovora koji su prac¢eni oslobadanjem

medijatora, poja¢anom senzibilizacijom i oslobadanjem histamina [34].

Indirektni uticaj TNF-a na proces remodelovanja, karakteristiCan za hroni¢nu
astmu, ostvaruje se pojaCanom sintezom matriks metaloproteinaze-9 (MMP-9) u

eozinofilima i glikozoaminoglikana u fibroblastima pluca [37,34].

U refraktarnoj astmi TNF-o odgovoran je jo$ i za mobilizaciju neutrofila,
rezistenciju na glikokortikoide, proliferaciju miocita, stimulaciju rasta fibroblasta i

njihovo sazrevanje do miofibroblasta [38].

2.3. Reaktivne vrste kiseonika

Slobodni radikali predstavljaju molekule koji imaju jedan ili viSe nesparenih
elektrona u poslednjoj orbitali, $to ih ¢ini veoma nestabilnim i reaktivnim [39].
Reaktivne vrste kiseonika (RVK), slicno kao i slobodni radikali, imaju nespareni

elektron u poslednoj orbitali, ali pored slobodnih radikala kiseoni¢nog porekla
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(superoksidni anjon, Oae-; hidroksilni radikal, OHe; hidroperoksil, HO,¢; alkoksil
radikal, ROe; peroksil radikal, RO2*) obuhvataju i neradikalske molekule (vodonik
peroksid, H,O; hipohlorasta kiselina, HOCI; ozon, Os; singletni kiseonik, 0,) koji
nastaju u toku metabolizma kiseonika [40]. Kada nivo stvorenih RVK nadvlada
antioksidativni odbrambeni sistem organizma, zbog povecane produkcije RVK i/ili
smanjene antioksidativne odbrane dolazi do pojave oksidativnog stresa, stanja koje za
posledicu ima direktno ili indirektno RVK posredovano ostecenje lipida, nukleinskih

Kiselina i proteina [41].

2.3.1. Reaktivne vrste kiseonika i bronhijalna astma

Plu¢a za razliku od drugih organa pokazuju izvesne specificnosti koje ih ¢ine
veoma pogodnim za oStec¢enja posredovana RVK. Naime, plu¢a imaju veliku povr§inu
koja je direktno izlozena visokom pritisku kiseonika i razli¢itim iritansima. Takode,
plu¢a su izloZena brojnim mikroorganizmima koji se nalaze u udahnutom vazduhu, a
proces njihovog uklanjanja u cilju odrzavanja donjih disajnih puteva sterilnim pracen je

i povecanim stvaranjem RVK [42].

Izvori RVK u plu¢ima mogu biti egzogeni i endogeni. U egzogene izvore
ubrajaju se razliciti faktori spoljasnje sredine: aerozagadenje, duvanski dim, alergeni,
mikroorganizmi itd. Celije koje uéestvuju u zapaljenskoj reakciji (aktivirani eozinofili,
neutrofili, monociti i makrofagi), ali 1 epitelne celije, stvaraju endogene RVK u
enzimskim procesima koji su deo zapaljenskog i imunskog odgovora na razli¢ite
patogene ili iritanse [43]. U endogene izvore RVK ubrajaju se proces oksidativne
fosforilacije na respiratornom lancu mitohondrija, nikotinamid-adenin-dinukleotid-

fosfat (NADPH) oksidazni i ksantin/ksantin-oksidaza sistemi.

Primarni izvor RVK u plu¢ima je NADPH oksidaza fagocita. Ona se sastoji iz
nekoliko proteina koji ¢ine membranski vezanu i citozolnu komponentu enzima (slika
3A). Flavocitohrom b558 jeste membranski vezana komponenta sastavljena od
glikozilisane proteinske subjedinice gp91lphox (molekulske mase 91 kDa) — koja u
svom sastavu ima FAD, NADPH i dva hema — i u odnosu 1:1 nekovalentno vezanog
stabiliziraju¢eg kompleksa za p22phox subjedinicu (molekulske mase 22 kDa)
neophodnu za sazrevanje i stabilnu ekspresiju flavocitohroma b558. Proteine citozola

¢ine p47phox, p67phox 1 p40phox, koji medusobno reaguju stvarajuc¢i kompleks, kao i
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mali G-proteini (Racl u monocitima i Rac2 u neutrofilima) [44]. Ovakva prostorna
raspodela komponenti NADPH oksidaze omogucava da je enzim neaktivan kada se
neutrofili nalaze u stanju mirovanja. Tada se 60-70% flavocitohroma b558 nalazi na
membrani specifi¢nih granula, 20-25% na membrani zelatinoznih granula, dok je
ostatak vezan za plazma membranu i membrane sekretornih vezikula [45]. Kada su
neutrofili aktivirani flavocitohrom b558 preusmerava se na plazma membranu, kao i
10-20% citozolnih proteinskih komponenti NADPH oksidaze. Naime, citozolne
komponente p47phox, p67phox i p40phox fosforilisu se i migriraju do membrane gde
se vezuju za gp91phox i p22phox. Istovremeno se Rac2 odvaja od Rho-GDI inhibitora
uz prevodenje GDP u GTP i migrira do membrane. Nakon vezivanja proteina citozola
za flavoprotein b558 dolazi do njegove aktivacije pod uticajem aktivacionog domena
p67phox i Rac2 [44]. Aktivirani flavoprotein b558 katalizuje prenos elektrona najpre sa
NADPH na FAD, a zatim, u drugom koraku, na hem grupu pri ¢emu iz kiseonika
nastaje O~ (slika 3B). Najveci deo O, podleZe neenzimskoj ili supeoksid-dizmutazom
posredovanoj dizmutaciji do H,0,, a sam H,0, moze nastati i direktnim delovanjem

enzima poput ksantin-oksidaze ili monoamino oksidaze.

:ﬁwiyi]‘
p67phox

p47phox

Slika 3. Struktura i aktivacija NADPH oksidaze [44]
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Transkripcija  obeju  subjedinica  flavoproteina  b558  regulisana je
proinflamatornim citokinima ili samim RVK [46]. U neutrofilima GM-CSF dovodi do
aktivacije ERK1/2, sto fosforilise p47phox u polozaju Ser345, dok TNF-a i LPS ovu
fosforilaciju ostvaruju aktivacijom p38 MAPK [44].

Delujuéi zajedno sa proteazama oslobodenim iz neutrofila, RVK povecavaju
stepen tkivnog osteenja inaktivacijom antiproteaza (oksidacijom metionina u molekulu
al-antitripsina) 1/ili promenom strukture proteina, Sto ih ¢ini lako podloznim proteolizi
[47]. U odsustvu stimulusa neutrofili stvaraju vise superoksidnog anjona u atopijskoj
astmi u poredenju sa neatopijskom astmom [47]. Epitelne ¢elije disajnih puteva, takode,
kao odgovor na TNF-a i LPS u hroni¢nim zapaljenskim bolestima pluéa, stvaraju vece
koli¢ine endogenih RVK-a [48].

Sveukupno, nastali oksidativni stres u BA pojaava postojece zapaljenje
posredstvom  razli¢itth  proinflamatornith  medijatora, povecava  bronhijalnu

hiperreaktivnost, stimulise bronhospazam i povec¢ava sekreciju mukusa [49].

2.3.2. Antioksidativna zastita

Homeostaza ¢elijskih funkcija u toku oksidativnog stresa zavisi od adekvatne
indukcije zastitnih antioksidativnih mehanizama. U fizioloSkim uslovima, zahvaljujuci
brojnim enzimskim i neenzimskim sistemima antioksidativne zastite, redukujuci agensi
znaCajno prevazilaze nivo oksidativnih agenasa i odrzavaju redukujuce redoks stanje.
Sistemi antioksidativne zaStite svrstavaju se u dve velike grupe: enzimske (superoksid-
dizmutaza, SOD; katalaza; glutation-peroksidaza, GPx) i neenzimske (beta-karoten,

vitamini C i E, glutation, bilirubin, koenzim Q).

2.3.2.1. Katalaza

Katalaza (E.C. 1. 11. 1. 6) jeste enzim odgovoran za razgradnju H,O, do
molekulskog kiseonika i vode. Nalazi se u svim tkivima sisara, pretezno lokalizovana u
peroksizomima i mitohondrijama, sa izuzetkom eritrocita gde se nalazi u citoplazmi.
Najvecu aktivnost katalaza ispoljava u jetri i eritrocitima. Enzim je po svojoj strukturi
hemohromoproteid sastavljen iz Cetiri identi¢ne subjedinice, od kojih svaka sadrzi
feriprotoporfirinski prsten, koji ulazi u sastav aktivhog centra enzima. Aktivnost

katalaze je regulisana na posttranslacionom nivou. U uslovima oksidativnog stresa
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dolazi do fosforilacije tirozina u polozajima 231 i 386, Sto dovodi do poveéanja
aktivnosti enzima i smanjenja koncentracije H2O; u ¢eliji. Nasuprot tome, oksidacija
tirozinskih ostataka, pre svega u polozaju 358, dovodi Se u vezu sa gubitkom aktivnosti
katalaze u uslovima oksidativnog stresa [42]. Katalaza je posebno efikasna pri visokim
koncentracijama H;O,, ali se u uslovima produzenog oksidativnog stresa njena
aktivnost smanjuje. Naime, za vreme produzenog izlaganja katalaze H,O,, NADPH
vezan za katalazu oksiduje se do NADP?, §to je praéeno smanjenjem aktivnosti katalaze

za jednu tre¢inu u poredenju sa inicijalnom aktivnosc¢u [42,50].

Eksperimentalni podaci pokazuju da je aktivnost enzima ¢ak 50% manja u
bronhoalveolarnom lavatu astmati¢nih plu¢a u poredenju sa zdravim kontrolama, $to je
posledica oksidativne modifikacije proteina, a ne i smanjenja ukupne koli¢ine enzima
[42,51]. Takode, eritrociti dece obolele od BA pokazuju manju aktivnost katalaze u

poredenju sa zdravim ispitanicima [52].

2.3.2.2.  Superoksid-dizmutaza

Superoksid-dizmutaza (SOD; E.C. 1.15.1.1) jeste metaloenzim koji katalizuje
reakciju dizmutacije O,-" do O, i H,0; i smatra se prvom linijom odbrane od toksi¢nih
efekata RVK-a. U zavisnosti od toga koji metal kao kofaktor ulazi u sastav aktivnog
centra enzima razlikuju se bakar-cink zavisna SOD (CuzZnSOD), mangan zavisna SOD
(MnSOD) i gvozde zavisna SOD (FeSOD). Kod ljudi se u zavisnosti od lokalizacije
unutar ¢elije razlikuju: SOD1 koja se nalazi u citoplazmi i u svom sastavu ima bakar i
cink, SOD2 koja se nalazi u mitohondrijama i ima mangan u svom sastavu i SOD3 ili
ekstracelularna SOD koja se nalazi u meducelijskom prostoru 1 ekstracelularnoj te¢nosti

1 sadrzi bakar 1 cink.

Mehanizam delovanja SOD naziva se i ,,ping-pong* mehanizmom jer dolazi do
serijske redukcije i oksidacije metala u molekulu enzima i posledi¢ne oksidacije i
redukcije O,-" [53,54].

Mangan zavisna SOD je mitohondrijalni metaloenzim koji se sastoji od cetiri
identi¢na monomera, a svaka monomerna subjedinica ima u svom centru dvovalentni ili
trovalentni jon mangana. Struktura enzima i struktura aktivnog centra MnSOD
prikazani su na slici 4. Enzim se primarno sintetise u citozolu kao protein molekulske

mase 25 kDa, a zatim nakon prepoznavanja N-terminalnog mitohondrijalnog signalnog
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peptida biva transportovan do mitohondrijalnog matriksa, gde odvajanjem
mitohondrijalne ciljne sekvence nastaje protein molekulske mase 22 kDa [54].

:

HIS16 q‘.
§ GLN143Y L/
ASP159)
«

Slika 4. Kvaternarna struktura i struktura aktivnog centra MnSOD [54]
A — Kvaternarna struktura MnSOD, B - struktura aktivnog centra MnSOD

.

U fizioloskim uslovima respiratorne epitelne ¢elije pokazuju visoku ekspresiju
MnSOD, dok BA karaktese oksidativna modifikacija i posledi¢no smanjenje aktivnosti
enzima [42,55]. Snizena aktivnost SOD dovodi se u vezu i sa opstrukcijom disajnih

puteva, bronhijalnom hiperreaktivnosc¢u, ali i procesom remodelovanja [43].

2.4. Vitamin D

2.4.1. Struktura i metabolizam vitamina D

Vitamin D je liposolubilni sekosteroid koji se u prirodi nalazi u obliku vitamina
D3 (holekalciferol) i vitamina D, (ergokalciferol). Vitamin D,, za razliku od vitamina
Ds;, ima dvostruku vezu izmedu 22. i 23. ugljenikovog atoma i metil grupu na 24.

ugljenikovom atomu bo¢nog lanca (slika 5).

Slika 5. Struktura vitamina D, i D3

Levo struktura vitamina D,, desno struktura vitamina D3
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Manje koli¢ine vitamina D u organizam se mogu uneti i putem hrane. Vecina
namirnica, osim morskih riba (haringa, losos, sardine), sadrzi male koli¢ine vitamina D.
U ribama se vitamin D nalazi u obliku vitamina D3, dok se vitamin D, najceée u
industrijskim postupcima dodaje namirnicama u cilju njihovog obogacivanja
vitaminom D [57]. U biljkama i gljivama se vitamin D, sintetiSe pod uticajem UV
zraCenja iz biljnog sterola ergosterola. Vitamin D (D, i D3) Koji je u organizam unet
hranom apsorbuje se u tankom crevu, a zatim u enterocitima ugraduje u hilomikrone,

odakle limfotokom dospeva u sistemsku cirkulaciju.

Metabolizam vitamina D odvija se procesima hidroksilacije pod katalitickim
delovanjem enzima koji pripadaju citohrom P450 (CYP) enzimima, a lokalizovani su u
endoplazmatskom retikulumu (npr. CYP2R1) ili mitohondrijalnom matriksu (npr.
CYP27Al1, CYP27B1 i CYP24A1l) [56,58]. Obe forme vitamina, i ona sintetisana u
kozi i ona uneta putem hrane, bioloski su neaktivne. One kratko cirkuliSu pre nego $to
ih preuzme masno tkivo, u kome ¢e se deponovati, ili jetra, u kojoj pocinje proces
aktivacije vitamina D. Prva hidroksilacija se odvija u jetri pod uticajem 25-hidroksilaze
(CYP27AL1), pri ¢emu nastaje 25-hidroksi oblik vitamina D (25(OH)D; i 25(OH)D3), a
druga u bubrezima delovanjem la-hidroksilaze (CYP27B1), nakon Cega nastaje
bioloski aktivna forma vitamina D, 1,25-dihidroksi oblik (1,25(0OH),D; i 1,25(0OH),D3).
Dalje se metabolizam vitamina D moze nastaviti i delovanjem 24-hidroksilaze
(CYP24A1), sto kao krajnji produkt daje bioloski neaktivnu kalcitroi¢nu Kkiselinu.
Enzim ima ve¢i afinitet za 1,25(OH),;D u poredenju sa 25(OH)D, ali i jedan i drugi
oblik podlezu ovoj hidroksilaciji, koja ima za cilj spreCavanje nagomilavanja toksi¢nih

koncentracija 1,25(0OH),D i 25(0OH)D [56].

Zarazliku od CYP27A1, aktivnost CYP27BL1 strogo je kontrolisana delovanjem
paratireoidnog hormona (PTH), faktora rasta fibroblasta 23 (engl. Fibroblast Growth
Factor 23, FGF23), ali i same aktivne forme vitamina D. Paratireoidni hormon deluje
stimulativno, dok FGF23 i 1,25(0OH),D deluju inhibitorno na CYP27B1. Nizak nivo
fosfora u serumu stimuli$e sintezu 1,25(OH),D, dok visok nivo fosfora ima suprotni
efekat koji primarno ostvaruje stimulacijom FGF23, iako moze ispoljavati i direktan
uticaj na CYP27B1 [59]. Takode, visok nivo kalcijuma u serumu, indirektno
inhibicijom PTH, smanjuje aktivnost CYP27B1.

Iako je bubreg glavni izvor cirkulisu¢eg 1,25(0OH),;D, pokazano je da ekspresija

CYP27B1 postoji i u drugim tkivima poput epitelnih celija koze i pluca, prostate,
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endokrinih zlezda (paratireoidna zlezda, tireoidea, ovarijumi, testisi), placente i Celija
imunskog sistema (makrofagi, T i B limfociti, dendriticne ¢éelije). Lokalna sinteza
1,25(0OH),D dovodi se u vezu sa regulacijom i do 200 gena ukljucenih u plejotropne
efekte koji se pripisuju vitaminu D [57].

2.4.2. Receptor vitamina D

Nakon sinteze u bubrezima aktivna forma vitamina D vezana za vitamin D
vezujuci protein (engl. Vitamin D Binding Protein, VDBP) transportuje se cirkulacijom
do ciljnih ¢elija. Svoje bioloske efekte 1,25(0OH),D3 ostvaruje preko receptora visokog
afiniteta, receptora vitamina D (engl. Vitamin D Receptor, VDR), koji pripada
jedarnom tipu receptora za steroidne hormone. Superfamiliju humanih jedarnih
receptora Cini 48 ¢lanova, a kao i drugi ¢lanovi ove superfamilije, i VDR ima ulogu
transkripcionog faktora koji se aktivira vezivanjem liganda. Receptor vitamina D sastoji
se iz 427 aminokiselina i sadrzi dva glavna funkcionalna domena: DNK-vezujudi
domen (engl. DNA Binding Domain, DBD), koji se nalazi na N-terminalnom kraju, i
ligand-vezujuc¢i domen (engl. Ligand Binding Domain, LBD) na C-terminalnom kraju
[60].

DNK vezujuéi . L
domen (DBD) Ligand vezuju¢i (E) domen
r 1w

Transaktivacija Heterodimerizacija sa RXR

<]/ 4

Hr
H3E1| H7 H8H9&10 AF-2 Ty
1 24 89 111 159 201 427

Slika 6. Struktura VDR [61]

H — heliks; Zn — cinkani prsti; Hr — Hr korepresor; Co-Act — koaktivator

Ligand-vezuju¢i domen je odgovoran za visok afinitet vezivanja 1,25(OH),Ds.
Afinitet za vezivanje liganda nije apsolutni pokazatelj transkripcione aktivnosti
ligandom aktiviranog VDR. Naime, specificne promene u ekspresiji unutaréelijskih
vezujucih proteina, koji posreduju u dopremanju liganda do VDR i od VDR, mogu da

menjaju stepen ligand-VDR asocijacije i disocijacije, a na taj nacin i poluzivot VDR
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molekula koji je vezivanjem liganda zasticen od proteozomalne razgradnje [62].
Ligand-vezuju¢i domen je a-helikoidna struktura koja 1ima povrSinu za
heterodimerizaciju sa RXR (heliks (H) 7, 9 i 10), kao i za transaktivaciju preko
interakcije sa koaktivatorima (Co-Act). Mesto za vezivanje koaktivatora u VDR ¢ine
H3, H12 i region neposredno uz cinkane prste na N-terminalnom kraju. Humani VDR
stvara kompleks i sa transkripcionim faktorom Il B (TFIIB), ali i sa korepresorom
transkripcije, Hr genskim produktom koji se vezuje za H3 (slika 6) [61]. Nakon
vezivanja liganda premestanje H12 na C-terminalnom kraju ligand vezuju¢eg domena
VDR-a, poznat i kao ligand zavisna aktivaciona funkcija 2 (AF-2), dovodi do glavne
konformacione promene u trodimenzionalnoj strukturi VDR-a, koja predstavlja
platformu za dalje vezivanje koaktivatora. Konformacione promene trodimenzionalne
strukture receptora uslovljavaju pokretanje motornih proteina odgovornih za brzo

premestanje VDR iz citoplazme u jedro [62].

DNK-vezuju¢i domen sadrzi DNK-vezuju¢e motive oznacene kao cinkani prsti
koji su odgovorni za interakciju sa specificnim DNK sekvencama, elementima koji
odgovaraju na vitamin D (engl. Vitamin D Response Elements, VDRE), lokalizovanim
u promotornim regionima ciljnih gena na koje deluje 1,25(0OH),D3 [62]. Najces¢i tip
VDRE jeste DR3. On sadrzi dve AGGTCA sekvence koje su medusobno razdvojene sa
tri nukleotida. Ova sekvenca usmerava VDR-retinoi¢ni X receptor (engl. Retinoid X
Receptor, RXR) heterodimer do promotornog regiona ciljnog gena, gde se RXR vezuje
na 5’, a VDR na 3’ kraju.

Nakon vezivanja 1,25(0OH),;D3; za VDR, receptor podleZe heterodimerizaciji sa
RXR i vezuje se za VDRE reguliSu¢i na taj nacin transkripciju ciljnih gena [63].
Ligandom pokrenute konformacione promene VDR-RXR heterodimera dovode do
odvajanja korepresora jedarnog receptora (engl. Nuclear receptor Co-Repressor, NCoR)
i olakSavaju interakciju sa c¢lanovima CBP/p300 i pl160 familije koaktivatora,
ukljucujuéi koaktivator steroidnog receptora 1 (engl. Steroid Receptor Co-activators-1,
SRC-1), transkripcioni intermedijerni faktor 2 (engl. Transcriptional Intermediary
Factor 2, TIF2) i receptorom aktivirani koaktivator 3 (engl. Receptor-Activated Co-
activators-3, RAC3) [64].

Ovako aktivirani kompleks pokrece VDR-interreagujuci protein (engl. VDR-
interacting Protein, DRIP) i druge koregulatorne proteine koji kontrolisu modifikaciju

histona, remodelovanje hromatina, vezivanje RNK-polimeraze Il i aktivaciju
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transkripcije [64]. Acetilisani histoni relaksiraju hromatinsku strukturu ¢ine¢i DNK

dostupnom i dozvoljavaju otpocinjanje transkripcije ciljnih gena (slika 7).
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Slika 7. Mehanizam delovanja 1,25(0OH),D; [64]

Primarno mesto ekspresije VDR jesu intestinalne epitelne ¢éelije i osteoblasti, ali
je njegova ekspresija dokazana i u drugim tkivima koja nisu uklju¢ena u metabolizam
kalcijuma i fosfora. Receptor vitamina D nalazi se u veéini ¢elija imunskog sistema
ukljucujuéi monocite, makrofage, dendriti¢ne ¢elije, Celije prirodne ubice (NK ¢elije),
T- i B-limfocite [65]. Aktivacija VDR u ¢elijama imunskog sistema dovodi se u vezu sa

efektima 1,25(OH),D3 na proliferaciju, diferencijaciju i imunomodulaciju.

2.4.3. Imunomodulatorni efekti vitamina D

Zahvaljujué¢i tome Sto se CYP27B1 i VDR nalaze i na ¢elijama imunskog
sistema, vitamin D, osim uloge u homeostazi kalcijuma i fosfora, ispoljava i
imunoregulatornu ulogu. Efekti 1,25(OH),D na ¢elije imunskog sistema prikazani su na
slici 8.
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Slika 8. Efekti vitamina D u imunskom sistemu [66]

Aktivna forma vitamina D3 uti¢e na sazrevanje i funkciju dendriticnih ¢elija
smanjujuéi njihovu sposobnost prezentovanja antigena T-limfocitima i povecavajuci
njihovu toleranciju u ste¢enom imunskom odgovoru. Naime, 1,25(OH),D3; negativno
reguliSe diferencijaciju, sazrevanje i imunostimulatorni kapacitet dendriticnih celija
smanjujuéi ekspresiju molekula Il klase glavnog histokompatibilnog kompleksa (engl.
Major Histocompatibility Complex, MHC), CD40, CD80 i CD86, kao i proteina
ukljucenih u proces njihovog sazrevanja (CD1 i CD83) [64].

Mastociti imaju znacajnu ulogu u zapaljenskom 1 alergijskom odgovoru i jedne
su od glavnih efektornih ¢elija Th2 odgovora. Eksperimentalni podaci Baronija
(Baroni) i saradnika pokazali su da 1,25(OH)2D3 stimulise apoptozu i inhibira

sazrevanje prekursora mastocita [67].

Uticaj 1,25(0OH),D3 na makrofage ogleda se u izmeni njihovog odgovora, ¢ime
se spreCava oslobadanje citokina i hemokina. Takode, 1,25(0OH),Dj3 inhibira stvaranje
IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 i TNF-a od strane monocita [68].

Vitamin D onemogucava proliferaciju i1 stvaranje imunoglobulina i usporava
diferencijaciju prethodnika B-limfocita u plazma celije [69]. Takode, 1,25(OH),D3
inhibira proliferaciju T-limfocita, i to posebno Thl limfocita odgovornih za stvaranje
IFN-y i IL-2, §to sprecava regrutovanje (efekat IFN-y) i proliferaciju T-limfocita (efekat
IL-2) [70]. Smanjeno stvaranje IL-12 stimuliSe razvoj Th2 limfocita i poveéano
stvaranje 1L-4, IL-5 i IL-10, koji dalje ispoljavaju inhibitorni efekat na Thl limfocite.

Pod uticajem 1,25(OH),D3; smanjuje se sekrecija IL-23 i IL-6, §to inhibira razvoj i
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funkciju Th17 ¢elija i sekreciju Th17 citokina (IL-17 i IL-21), a stimuliSe sazrevanje T-
-regulatornih limfocita i sintezu antiinflamatornih citokina poput IL-10 [68,71]. Ovakvi
efekti ukazuju na to da 1,25(OH);Ds; ucestvuje u preusmeravanju Thl prema Th2
fenotipu ograni¢avajuéi na taj na¢in moguce ostecenje tkiva posredovano Thl ¢éelijskim

imunskim odgovorom [72].

S obzirom na to da 1,25(0OH),Ds ispoljava imunomodulatorne efekte i da je
VDR eksprimiran i u disajnim putevima, 1,25(0OH);D; moze se smatrati jednim od
znacajnih faktora koji se dovode u vezu sa patogenezom BA, ali ta¢ni mehanizmi
njegovog delovanja u BA nisu u potpunosti razjasnjeni. Jedan od mogucih puteva
ukljuc¢ivanja vitamina D u patogenezu BA jeste diferencijacija naivnih T-limfocita u T-
-regulatorne limfocite koji stvaraju IL-10. U humanim T-limfocitima vitamin D
nishodno regulise dendriti¢ne ¢elije, koje su neophodne za aktivaciju Th2 [73]. Takode,
1,25(0H);D3 moze imati pozitivan uticaj na imunoloSku funkciju pluca, ¢ime se
potencira zastitni efekat od respiratornih infekcija, koje su Cesti pokretaci astmati¢nog
odgovora [74]. Terapijski odgovor na glikokortikoide kod steroid-rezistentne BA
znacajno se popravlja ushodnom regulacijom sinteze IL-10 pod uticajem 1,25(0OH),D3
[75].

2.4.4. Status vitamina D i bronhijalna astma

Za pracenje statusa vitamina D koristi se odredivanje koncentracije 25(OH)D,
¢iji najveéi deo predstavlja 25(OH)Ds, koji ¢ini 95% cirkuliSu¢eg vitamina D.
Strukturne razlike izmedu vitamina D, i D3 uslovljavaju manji afinitet vitamina D,
prema VDBP, zbog Cega je krate njegovo zadrzavanje u plazmi, ali i ograni¢eno
prevodenje u 25(OH)D [56]. Iz ovih razloga primena vitamina D, ne dovodi do porasta
koncentracije 25-hidroksi oblika vitamina u meri u kojoj se to postize primenom
vitamina D3 [76]. Naime, vitamin D3 ima i do 87% veci uticaj na porast i odrzavanje
koncentracije  25-hidroksi oblika u serumu u poredenju sa ekvimolarnim

koncentracijama vitamina D, [77].

S obzirom na to da se najve¢im delom vitamin D sintetiSe pod uticajem UV
zraCenja, koncentracije 25(OH)D3; u serumu variraju zavisno od godiSnjeg doba.
Takode, znacajan uticaj na koncentraciju 25(OH)D3 imaju i geografska Sirina, klimatski

uslovi, boja koze, naCin ishrane, koli¢ina masnog tkiva. lako nisu jasno definisane
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granice normalnih vrednosti 25(0OH)D, smatra se da koncentracija 25(OH)D visa od
30 ng/ml odgovara normalnom statusu vitamina D, dok vrednosti nize od 20 ng/ml
ukazuju na postojanje deficita vitamina D [78]. Podaci brojnih studija pokazuju da u
vise od 50% opste populacije Sirom sveta postoji deficit vitamina D, koji se dovodi u
vezu sa povecanim rizikom za pojavu razli¢itih oboljenja (hipertenzije, dijabetes
melitusa tipa 2, kolorektalnog karcinoma i karcinoma dojke, reumatoidnog artritisa,
multiple skleroze, dijabetes melitusa tip 1, autoimunih oboljenja stitne zlezde) [57].
Takode, niske vrednosti 25(OH)D3 dovode se u vezu i sa BA, kako kod dece, tako i kod
odraslih. Koncentracija 25(0OH)D3; pokazuje korelaciju sa tezinom bolesti. Vise
vrednosti 25(OH)D3; prate nizi stadijum BA i udruzene su sa boljom kontrolom
simptoma. Niske vrednosti 25(OH)D3; udruzene su i sa sniZzenim vrednostima FEV1
kod obolelih od BA, sto je verovatno posledica izostanka inhibitornog efekta vitamina
D na stvaranje MMP, kao i na proliferaciju fibroblasta i sintezu kolagena, a samim tim i
na proces remodelovanja, koji je pracen smanjenjem pluéne funkcije [79]. Bronhijalnu
astmu udruzenu sa snizenim vrednostima 25(OH)D3 prate i ¢eSce respiratorne infekcije
I egzacerbacije bolesti. Primena vitamina D kod dece uzrasta od 6 do 15 godina
smanjila je rizik od sezonske infekcije virusom influence A za 42% i ¢ak za 93%
napade BA u poredenju sa placebom [80]. Visi nivo 25(OH)Ds; obrnuto je
proporcionalan vrednostima ukupnog IgE u serumu i broju eozinofila u perifernoj krvi
astmatiCara, a takode je udruzen i sa manjom potrebom kori$¢enja antiinflamatorne

terapije i manjim brojem hospitalizacija [81].

Snizene vrednosti vitamina D udruZene su sa povecanom ekspresijom TNF-a, a
egzacerbacije teSke BA i sa pojacanim oksidativnim stresom usled povecanog stvaranja
RVK i smanjene aktivnosti SOD [82,83]. Ovakvi podaci upucuju na to da su povecana
ekspresija ovog proinflamatornog citokina i poveéan stepen oksidativnog stresa jedan
od mogucih puteva kojim nizak nivo vitamina D ispoljava proinflamatorni efekat u BA,

a samim tim i jedan od mogucéih patogenetskih mehanizama ukljuéenih u nastanak BA.

2.5.  Polimorfizmi gena

Pod polimorfizmom se podrazumeva pojava vise od jednog alela na genskom
lokusu. Polimorfni lokus je mesto na kome postoje najmanje dva alela, svaki
frekvencije vec¢e od 1%. Ukoliko je frekvencija alela manja od 1%, takvi se aleli

smatraju retkim varijantama [84].
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U Sirem smislu, zavisno od strukture nukleotida, varijante u humanom genomu
mogu se podeliti na polimorfizme jednog nukleotida (engl. Single Nucleotide
Polimorphism, SNP) i strukturne varijante [85]. Pretpostavlja se da je veéina genetskih
varijanti neutralna, tj. da ne doprinose fenotipskim varijacijama, a njihova frekvencija u

humanoj populaciji je posledica slu¢ajnosti [85].

Polimorfizam jednog nukleotida je naj¢e$¢a genska varijanta u humanoj
populaciji koja ¢ini oko 90% svih polimorfizama. Procenjuje se da u humanom genomu
ima oko 11 miliona SNP-ova, od ¢ega oko 7 miliona ima ucestalost retkog alela (engl.
Minor Allele Frequency, MAF) vecu od 5% [85]. Ovi polimorfizmi nastaju zamenom
jedne baze unutar DNK sekvence 1 mogu biti lokalizovani u kodiraju¢em ili
nekodiraju¢em regionu DNK (slika 9) [86]. Smatra se da je oko 10% svih SNP-ova
funkcionalno i da mogu dovesti do promena u bioloskim procesima. Njihovo prisustvo
u kodiraju¢im sekvencama ne dovodi nuzno do promene sekvence aminokiselina u
molekulu proteina. Za razliku od SNP-ova lokalizovanih u kodiraju¢im sekvencama,
SNP-ovi lokalizovani u nekodiraju¢im sekvencama DNK mnogo su ¢es¢i. Ovi SNP-ovi
ne uticu na sintezu proteina, ali mogu uticati na alternativnhu obradu transkripta,
vezivanje transkripcionih faktora, degradaciju informacione RNK ili na sekvencu
nekodiraju¢e RNK.

Ala|C -
GA
M’NTA
T
- T Alg &
A, A GA

Slika 9. Polimorfizam jednog nukleotida

Poznavanje SNP-ova omogucava razumevanje evolucionih procesa na
molekularnom nivou dajuéi podatke o selekciji, mutacijama, migracijama i1 genetickom
driftu. S obzirom na to da se neki SNP-ovi mogu dovesti u vezu sa pojavom odredenih
bolesti, njihova identifikacija i poznavanje je od znacaja za personalizovanu medicinu i

procenu induvidualne genetske sklonosti ka razvoju odredene bolesti. Poseban izazov
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predstavljaju takozvane poligenske bolesti, gde je za razvoj odredenog fenotipa, uz
faktore spoljasnje sredine, znacajan i istovremeni uticaj viSe gena. Ogranicavajuci
faktor u identifikaciji genetskih faktora odgovornih za nastanak ovih bolesti jeste i to
Sto povezanost odredenih SNP-ova sa boles¢u u jednoj populaciji najéesée nije

primenljiva i na pripadnike druge populacije zbog postojecih etni¢kih razlika [85].

Opste je prihvaceno da genetski faktori imaju znacajnu ulogu u nastanku BA i
smatra se da nasledni faktor ima od 35% do 95% udela u nastanku ove bolesti [87]. U
preko 500 dosadasnjih studija ispitivano je vise od 200 gena koji bi se mogli dovesti u
vezu sa BA. Genomskim studijama asocijacije (engl. Genome Wide Association
Studies, GWAS) identifikovano je nekoliko gena ili genskih lokusa koji se mogu
dovesti u vezu sa BA: ORMDL3 region hromozoma 17q21, interleukin 33 (IL-33) i
njegov receptor (IL-1RL1), timusni stromalni limfopetin (TSLP), MHC region na 6p21,
IL-4 i IL-13 [88]. Ipak, i pored ¢injenice da je u brojnim studijama identifikovan veci
broj gena ili genskih lokusa koji se mogu dovesti u vezu sa BA, postoji izrazita

heterogenost genetskog rizika u populacijama razlicite etnicke pripadnosti.

2.5.1. Polimorfizam gena za TNF-« (rs1800629)

Humani gen za TNF-a lokalizovan je na kratkom kraku $estog hromozoma u
MHC regionu, izmedu lokusa HLA-B | klase i HLA-DR Il klase. Gen za TNF-a
veli¢ine je oko 3 kb i sastoji se od 4 egzona i 3 introna. Vise od 80% zrele TNF
sekvence koduje se u ¢etvrtom egzonu, dok prvi i drugi egzon gotovo u celini sadrze

vodecu peptidnu sekvencu (slika 10) [89].

Gen za TNF-a lokalizovan je u veoma polimorfnom regionu, tako da je i u
samom TNF lokusu identifikovan veliki broj polimorfizama (T-1031C, C-863A, C-
-857A, C-851T, G-419C, G-376A, G-308A, G-238A, G-162A i G-49A). Polimorfizam
rs1800629 (TNF-o G-308A) nalazi se u promotoru gena za TNF-a. Ovaj polimorfizam
se karakteriSe postojanjem dve alelne forme: jedne koja ima guanin (G) kao ¢es¢i alel i
druge gde je guanin (G) u polozaju -308 zamenjen adeninom (A) i predstavlja redi alel.
Prisustvo redeg TNF-o A alela dovodi se u vezu sa povefanom spontanom ili
stimulisanom sekrecijom TNF-a u in vivo i in vitro uslovima [90]. Naime, A alel moze
dovesti do povecanog afiniteta za vezivanje nuklearnih faktora za TNF-o promotor, sto

za posledicu ima visi nivo transkripcije i pove¢anu sekreciju TNF-a [91]. Takode,
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rs1800629 polimorfizam dovodi se u vezu i sa pojacanim zapaljenskim odgovorom na

razlicite oksidativne agense [91].
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| 1 1

f \ f ) [ \

A B C TNF-alfa komplement DR DQ DP
{ [ ({ ( { [\ 320 bp f ““ \ [ |f‘v { ‘ ““ { [ f
L /. LU
.| A \J ) L \ \ A A

_'l l \
— T —— " 850bp 1

rs1800630 rs1799724 rs1800629 rs361525

Slika 10. TNF-a gen

S obzirom na to da je sekrecija TNF-o genetski regulisana na nivou
transkripcije, a da sam rs1800629 utice na sintezu citokina, njegovo prisustvo se dovodi
u vezu sa razli¢itim bolestima. Dosadas$nje studije su pokazale povezanost rs1800629 sa
autoimunim i zapaljenskim bolestima poput reumatoidnog artritisa, juvenilnog
idiopatskog artritisa, sistemskog eritemskog lupusa, inflamatornih bolesti creva,
dijabetes melitusa [90,92]. Podaci o udruzenosti rs1800629 sa BA daju veoma
kontradiktorne rezultate i dok ga neke studije dovode u vezu sa nastankom BA i

tezinom bolesti, druge opovrgavaju ovu povezanost [93,94,95,96].

2.5.2. Polimorfizmi gena za enzime antioksidativne zastite

2.5.2.1. Polimorfizam gena za katalazu (rs7943316)

Humani gen za katalazu nalazi se na jedanaestom hromozomu (11p13) i sastoji
se iz 13 egzona i 12 introna. Gen sadrzi osam incijacionih tacaka transkripcije, tri
CCAAT kutije i tri GC-sli¢ne kutije, ali nema TATA kutiju i inicijatornu konsenzusnu
sekvencu u promotorskom regionu, §to omogucava postojanje vise startnih mesta
transkripcije [97]. Regulacija ekspresije gena za katalazu znacajno utie na nivo
katalaze i regulisana je razlic¢itim mehanizmina koji uklju¢uju gama receptor aktiviran

proliferatorom peroksizoma (engl. Peroxisome Proliferator-Activated Receptor
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Gamma, PPARY), TNF-a, p53 protein i hipermetilaciju CpG ostrva u promotoru gena
za katalazu [50].

Medu najces¢e proucavanim SNP-ovima gena za Kkatalazu jeste rs1001179
(CAT C-262T), koji je lokalizovan u promotoru gena i moze imati uticaj na proces
transkripcije, i to promenom mesta vezivanja transkripcionih faktora, a time i na

bazalnu ekspresiju katalaze u razli¢itim tipovima ¢elija [50].

Polimorfizam rs7943316 (CAT A-21T) nalazi se u promotoru gena za katalazu
proksimalno od startnog mesta i karakteriSe se zamenom adenina (A) timinom (T) na
poziciji -21. Ovaj SNP relativno je malo proucavan u poredenju sa drugim
polimorfizmima gena za katalazu. Alel T dovodi se u vezu sa povecanim rizikom za
nastanak vitiliga, dok je druga studija pokazala da ima zastitni efekat kod osteonekroze
[98,99]. Prema Polonikovu, rs7943316 polimorfizam dovodi se u vezu sa poveéanim
oksidativnim stresom usled nedovoljne aktivnosti enzima, a samim tim i sa ve¢im
rizikom za nastanak BA [100].

2.5.2.2. Polimorfizam gena za mangan-superoksid-dizmutazu (rs4880)

Humani gen za MnSOD nalazi se na Sestom hromozomu i sastoji se od 5 egzona
i 4 introna. Mestu inicijacije transkripcije prethodi promotorski region bogat GC
parovima koji sadrzi sedam SPI i tri AP2 konsenzusne sekvence, a nema TATA i

CAAT Kkutiju, $to je karakteristi¢no za takozvane ,,housekeeping* gene [101].

Polimorfizam rs4880 (MnSOD Alal6Val) nastaje zamenom citozina (C)
timinom (T) na poziciji 16 mitohondrijalne ciljne sekvence (engl. Mitochondrial
Targeting Sequence, MTS), §to za posledicu ima zamenu alanina (GCT) valinom
(GTT). Ovaj polozaj odgovara Sesnaestoj aminokiselini od pocetka signalne sekvence
ili devetoj aminokiselini u molekulu zrelog proteina, zbog ¢ega se u literaturi srece i
Ala9Val oznaka za rs4880 polimorfizam. U poredenju sa Ala alelom, prisustvo
mutiranog Val alela dovodi se u vezu sa smanjenom aktivnoS¢u enzima za 30% do
40%. Naime, u prisustvu Ala alela stvara se a-helikoidna struktura proteina, dok je Val
alel odgovoran za stvaranje B-ploce, pa se usled ovakve promene sekundarne strukture
remeti translokacija proteina iz citoplazme, gde se sintetiSe, u mitohondrijalni matriks
gde nastaje aktivna forma enzima, zbog Cega se enzim zadrzava na nivou unutrasnje

mitohondrijalne membrane [102,103]. Takode, Val alel moze biti udruzen i sa
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smanjenom stabilno§¢u RNK [104]. Homozigotni mutirani genotip dovodi se u vezu i

sa povecanom sintezom proinflamatornih citokina ukljucujuci i TNF-a [105].

2.5.3. Polimorfizmi gena za receptor vitamina D (rs2228570 i
rs1544410)

Humani gen za VDR nalazi se na dvanaestom hromozomu na poziciji 12q13-14
i sastoji se od 11 egzona ispresecanih intronima. Na nekodiraju¢em 5' kraju nalaze se tri
egzona (1A, 1B i 1C), dok ostalih osam egzona (egzoni 2-9) koduju strukturni deo
VDR genskog produkta (slika 11). Promotorska sekvenca, koja se nalazi ushodno od
egzona 1A, bogata je GC parovima i ne sadrzi TATA kutiju, ali sadrzi mesta za
vezivanje SP1 i drugih transkripcionih faktora [106].

rs1544410 (Bsml

rs2228570 (Fokl)

|
HHI—

Egzoni 1A 1B 1C 2 3 4 5 6 7 8 9

rs731236 (Taql)
rs7975232 (Apal)

Slika 11. VDR gen i lokalizacija najée$¢ih polimorfizama jednog nukleotida

Na 3° i na 5’ kraju gena za VDR identifikovan je veliki broj SNP-ova.
Polimorfizam lokalizovan u startnom kodonu egzona 2 na 5’ kraju gena za VDR
oznaCava se kao rs2228570 ili Fokl, prema nazivu restrikcionog enzima. Ovaj
polimorfizam nastaje usled zamene timina (T) citozinom (C) u prvom od dva mesta
inicijacije transkripcije, zbog ¢ega je ATG zamenjena ACG sekvencom. Naime, kod
osoba sa ACG sekvencom transkripcija pocinje na drugom ATG mestu, tako da se
sintetiSe protein koji na N-terminalnom kraju ima tri aminokiseline manje (424
aminokiseline, oznacava se i kao M4 forma) u odnosu na protein (427 aminokiselina,
oznacava se i kao M1 forma) koji se sintetise kada transkripcija poc¢inje na prvom ATG
mestu [107]. Alel T oznacava se jo§ i kao f alel, dok C alel odgovara F alelu. Kraci

protein pokazuje veéu aktivnost u poredenju sa proteinom koji ima 427 aminokiselina, i
to do 1,7 puta [107].

Polimorfizam rs1544410 (Bsml) lokalizovan je u 3’ netransliranom regionu i

nastaje zamenom guanina (G) adeninom (A). Ovaj bialelni polimorfizam karakteriSe
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postojanje G alela, koji se jo§ oznacava kao b alel, i A alela, koji se oznacava i kao B
alel. Za razliku od rs2228570 polimorfizma, koji se zbog svog uticaja na sintezu VDR
proteina smatra nezavisnim markerom VDR gena, rs1544410 polimorfizam se najcesce
proucava u okviru neravnoteze vezanosti sa rs7975232 (Apal) i rs731236 (Tagql)
polimorfizmima. Lokalizovan je izmedu egzona 8 i 9 i ne utiCe na strukturu VDR
proteina. Ipak, rs1544410 povezan je sa poli(A) mikrosatelitskim ponovcima u 3'
netransliranom regionu, $to moze uticati na stabilnost iRNK i regulaciju transkripcije
gena za VDR [108].

2.6. SNP-SNP interakcije

U cilju utvrdivanja genetske osnove kompleksnih bolesti do danas je
identifikovan veliki broj polimorfizama. Genomske studije asocijacije fokusirane su
uglavnom na otkrivanje pojedinac¢nih SNP-ova kao faktora koji odreduju rizik za razvoj
odredene bolesti. Ipak, iako su pojedinacni SNP-ovi znacajni indikatori genetske
komponente kompleksnih bolesti, oni obja$njavaju samo deo genetskog rizika [109].
Identifikacija genskih lokusa udruzenih sa bolestima poput bronhijalne astme,
hipertenzije, dijabetes melitusa tipa 2 ili multiple skleroze dala je mnogo manje
zadovoljavajucih rezultata u poredenju sa bolestima koje se nasleduju po Mendelovim
pravilima, §to je verovatno posledica veceg broja lokusa koji su ukljuceni u nastanak
bolesti, nekompletne penetracije i efekata spoljas$nje sredine [110]. Upravo ¢injenica da
je efekat jedne genske varijacije verovatno zavisan od neke druge genske varijacije
(gen—gen interakcije), ali i faktora spoljasnje sredine (gen—sredina interakcije),
predstavlja veoma slozen zadatak 1 veliki izazov u identifikaciji polimorfizama i faktora

spoljasnje sredine koji su udruZeni sa nastankom ovih bolesti.

Pod interakcijama gena podrazumeva se medusobno dejstvo i uticaj koji geni
vr$e jedni na druge dovodeci do odgovarajucih promena fenotipa. One se mogu podeliti
na interakcije genskih alela, gde aleli jednog gena deluju jedni na druge, i interakcije
nealelnih gena, gde geni lokalizovani na razli¢itim parovima hromozoma medusobnom
interakcijom dovode do nastanka odgovarajuceg fenotipa. Interakcije nealelnih gena

mogu se ispoljiti kao komplementarnost, aditivnost ili epistaza.

U literaturi se SNP—SNP interakcije Cesto srecu i pod nazivima pozitivna

interakcija, epistaza ili SNP sinergija [109]. Pojam epistaze je prvi put upotrebio
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Bejtson (Beatson) da bi opisao pojavu gde alel na jednom lokusu sprecava alel na
drugom lokusu da ispolji svoj efekat [110]. Ovakvom tipu epistaze odgovara

nasledivanje boje ociju, nasledivanje boje dlake kod pasa, boje krzna kod miseva itd.

Bejtsonova (Beatson) definicija epistaze odnosi se na epistazu u uzem smislu |
slicna je konceptu koji se koristi u biologiji i molekularnoj genetici da bi se ispitala
interakcija izmedu proteina [111]. Pod epistazom u Sirem smislu podrazumevaju se svi

oblici interakcije nealelnih gena.

Drugu definiciju epistaze predlozio je Fiser (Fisher) 1918. godine i ona se
odnosi na odstupanje od aditivne kombinacije razli¢itih lokusa na njihov uticaj na
fenotip [112]. Za razliku od Bejtsonove definicije, ova definicija je bliza statistickoj
definiciji interakcije, a proizilazi iz linernog modela koji opisuje odnos izmedu
prediktivnih faktora [113]. FiSerova definicija se najéeS¢e koristi u populacionoj

genetici.

Epistaza i genska interakcija se u stvari odnose na razliCite aspekte istog
fenomena, gde se termin epistaza odnosi pre svega na statisticke karakteristike, ali ne
ukazuje nuzno na biohemijsku interakciju izmedu genskih produkata i prevashodno se

koristi u populacionoj genetici.

Optimalni algoritam za utvrdivanje SNP-SNP interakcija podrazumevao bi da
su SNP-ovi medusobno udaljeni (postoji mala neravnoteza vezanosti ili je nema) i da je
jedan od SNP-ova sigurni uzro¢nik odgovaraju¢eg fenotipa, $to se retko srece. S druge
strane, nedostatak posmatranja uticaja pojedinaénih SNP-ova jeste taj $to se zanemaruje
njihov udruzeni efekat, gde oni pojedinaéno mogu imati mali uticaj, ali se on zna¢ajno
moze pojacati u prisustvu drugog SNP-a ili vise njih. Stoga ispitivanje istovremenog

uticaja viSe SNP-ova na odredeni fenotip ima veliki znaca;.

U literaturi se za utvrdivanje genskih interakcija moze pronaci relativno veliki
broj razli¢itih metoda: metoda smanjenja dimenzionalnosti (engl.Multifactor-
Dimensionality Reduction, MDR), Bajesove (Bayesian) mreze, algoritmi zasnovani na
teoriji informacija (ARACNE), algoritmi zasnovani na masinskom ucenju (neuronske

mreze, metod nosecih vektora, metod sluc¢ajnih Suma) [114,115,116].
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3. CILJ ISTRAZIVANJA

Inflamacija, oksidativni stres 1 imunomodulacija mogu biti znacajni
patogenetski faktori u nastanku bronhijalne astme. I pored toga §to su poznati brojni
faktori spoljasnje sredine koji mogu pokrenuti ili provocirati bolest, precizni genetski
mehanizmi nisu u potpunosti razjasnjeni. Imajuci u vidu ¢injenicu da se broj obolelih
tokom vremena sve viSe povecava, a da je patogeneza bolesti jo§ uvek nedovoljno

razjasnjena, ciljevi ovog istrazivanja su sledeci:

1. utvrditi ucestalost genotipova i alela rs1800629 (TNF-a G-308A), rs7943316
(CAT A-21T), rs4880 (MnSOD Alal6Val), rs2228570 (Fokl) i rs1544410
(Bsml) genskih polimorfizama kod obolelih od BA i zdravih ispitanika;

2. utvrditi postojanje razlike u distribuciji genotipova 1 alela analiziranih
polimorfizama kod pacijenata i zdravih ispitanika;

3. utvrditi postojanje razlike u distribuciji genotipova i alela analiziranih
polimorfizama u odnosu na pol ispitanika;

4. analizirati ucestalost haplotipova i diplotipova rs2228570 i rs1544410
polimorfizama gena za VDR u ispitivanim grupama i utvrde razlike u njihovoj
distribuciji;

5. odrediti koncentraciju 25(OH)D3 u grupi obolelih od BA i zdravih ispitanika;

6. utvrditi uticaj rs2228570 i rs1544410 polimorfizama gena za VDR na
koncentraciju 25(OH)D3 u grupi obolelih od BA i zdravih ispitanika;

7. utvrditi udruzeni efekat ispitivanih polimorfizama na pojavu bronhijalne astme;

8. utvrditi rizik za nastanak BA u prisustvu heterozigotnih i homozigotnih
mutiranih genotipova i alela svih ispitivanih polimorfizama, kao i rizik u

prisustvu haplotipova i diplotipova polimorfizama na genu za VDR.
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4. ISPITANICI | METODE

4.1. Ispitanici

U istrazivanje je ukljuceno 174 ispitanika koji su podeljeni u dve grupe:

a) prvu grupu je ¢inilo 79 ispitanika (32 muskarca i 47 Zena) obolelih od
bronhijalne astme, starosti od 18 do 74 godine (prose¢na starost 47,48+15,81 godina),
le¢enih na Klinici za pluéne bolesti i tuberkulozu Knez Selo Klini¢ckog centra u Nisu.
Dijagnoza bronhijalne astme postavljena je u skladu sa smernicama Globalne inicijative

za astmu [3];

b) drugu grupu je ¢inilo 95 zdravih ispitanika (46 muskarca i 49 Zena)
odgovarajuceg pola i starosti (proseCna starost 44,81+16,78 godine). Kriterijumi za
uklju¢ivanje u istrazivanje bili su odsustvo prethodne istorije bronhijalne astme i/ili

atopije, kao 1 drugih akutnih 1 hroni¢nih bolesti.

4.2. Metode

Molekularno-geneticko istrazivanje sprovedeno je wu Laboratoriji za
funkcionalnu genomiku i proteomiku Nauc¢noistrazivatkog centra za biomedicinu
Medicinskog fakulteta u Nisu. U eksperimentalnom radu koris¢eni su plazma i
genomska DNK izolovana iz leukocita pune krvi pacijenata obolelih od bronhijalne
astme i zdravih ispitanika dobijene punkcijom Kkubitalne vene pri rutinskom
laboratorijskom pregledu. U epruvetu koja je kao antikoagulans sadrzala EDTA
venepunkcijom je uzeto 3 ml krvi od cega je 200 pl koriS¢eno za izolaciju DNK, a

ostatak za izdvajanje plazme.

4.2.1. lzdvajanje plazme

Uzorak krvi je centrifugiran pet minuta na 3000 rpm pri temperaturi od 4 °C,
nakon cega je izdvojena plazma koja je do izvodenja eksperimenta Cuvana u

zamrzivacu na temperaturi od -80 °C.

34



Ispitanici i metode

4.2.2. lzolacija DNK

Izolacija DNK iz leukocita periferne krvi izvedena je Koris¢enjem
komercijalnog seta za izolaciju DNK QlAamp DNA Blood Mini Kit (Quiagen GmbH,
Hilden, Nemacka) prema uputstvu proizvodaca. Izolovana DNK ¢uvana je u

zamrzivacu na temperaturi od -20 °C do pocetka daljeg rada.

4.2.3. Lancana reakcije polimerizacije

Lancanom reakcijom polimerizacije umnozavani su segmenati DNK u okviru
kojih se nalazi SNP ispitivanog gena i to: rs1800629, rs7943316, rs4880, rs2228570 i
rs1544410.

Tabela 1. Sastav reakcione smeSe za lan¢anu reakciju polimerizacije

. . Finalna Sastav smeSe za ukupnu
Sastav reakcione smese . .
koncentracija zapreminu od 25 pl

Voda / varijabilno
KAPA2G Fast HotStart ReadyMix* 1X 12,5 ul

F prajmer (10 uM) 0,5 uM 1,25 ul

R prajmer (10 pM) 0,5 uM 1,25 ul

DNK 50 ng varijabilno

*KAPA2G Fast HotStart ReadyMix sadrzi KAPA2G Fast HotStart DNK polimerazu, KAPA2G Fast HotStart PCR
pufer, dNTP-ove (0.2 mM svakog 1X dNTP-a), 1X MgCl, (1.5 mM) i stabilizatore

Tabela 2. Sekvence prajmera kori$¢enih za odredivanje genskih polimorfizama

Polimorfizam Sekvence prajmera
151800629 F 5°-AGG CAA TAG GTT TTGA GGG CCAT-3
R 5°>-ACA CTC CCC ATC CTC CCT GCT-3’
(57943316 F 5°-AAT CAG AAG GCA GTC CTC CC-3°
R 5°-TCG GGG AGC ACA GAG TGT AC-3’
154880 F 5°>-CCA GCA GGC AGC TGG CAC CG -3’
R 5>-TCC AGG GCG CCGTAGTCGTAG G -3’
152228570 F 5-AGC TGG CCCTGG CACTGACTC TGC TCT-3
R 5'-ATG GAA ACACCTTGC TTC TTC TCC CTC-3'
1s1544410 F 5>-GGA CCT GTG GCA ACC AAG ACT -3’

R 5’-GCC CGC AAG AAACCT CAAATA-¥
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Za PCR reakciju koris¢en je KAPA2G Fast HotStart ReadyMix (Kapa
Biosystems Inc., Wilmington, MA, SAD). Umnozavanje segmenta DNK, za svaki od
ispitivanih gena ponaosob, izvrSeno je u reakcionoj smesi zapremine 25 pl kojoj je
dodato 50 ng/ul DNK i po 10 uM svakog prajmera iz odgovarajueg seta prajmera
(tabela 1). Koris¢ene su prethodno poznate sekvence prajmera [117,118]. Sastav
reakcione smese prikazan je u tabeli 1, a sekvence oligonukleotida koji su koris¢eni kao
prajmeri u PCR reakcijama date su u tabeli 2.

Za izvodenje lancane reakcije polimerizacije koriS¢en je PCR aparat SureCycler
8800 Thermal Cycler (Agilent Technologies, Inc, SAD). Uslovi odvijanja PCR reakcije
prikazani su u tabeli 3.

Tabela 3. Uslovi odvijanja lan¢ane reakcije polimerizacije

Temperatura Vreme
[°C] [s]
Inicijalna denaturacija 95 120
Denaturacija 95 15
Hibridizacija * 15 35 ciklusa
Elongacija 72 15
Finalna ekstenzija 72 30

* Temperature hibridizacije su se razlikovale u zavisnosti od analiziranog polimorfizma.

4.2.4. Elektroforeza na agaroznom gelu

Uspesnost PCR amplifikacije proveravana je metodom elektroforeze na 2%
agaroznom gelu. Za pripremanje 2% agaroznog gela koris¢eni su 1,2 g agaroze (Serva,
Nemacka) i 60 ml 1X TBE pufera sledeceg sastava: 0,89 M Tris-HCI, 0,89 M borna
kiselina, 0,5 M EDTA pH 8,0. Elektroforeza se odvijala u istom puferu u trajanju od 30
minuta, odnosno 90 minuta za VDR rs1544410 polimorfizam, pri struji jac¢ine 100 mA i
naponu 100 V. Nakon zavrSene elektroforeze gel je bojen u rastvoru etidijum bromida u
trajanju od 30 minuta, a zatim je izvrSena vizuelizacija pod UV svetloséu
transiluminatora (MacroVue UVis-20 Transilluminator, Hoefer Inc., Holliston, MA,
SAD). Za odredivanje veli¢ine PCR produkata koris¢en je marker GeneRuler 100bp
DNA Ladder (Fisher Scientific GmBH, Schwerte, Nemacka).

36



Ispitanici i metode

4.2.5. Odredivanje duzine restrikcionih fragmenata

Nakon verifikacije PCR produkata na agaroznom gelu izvrsena je restrikciona
digestija primenom odgovaraju¢ih FastDigest (Fisher Scientific GmBH, Schwerte,
Nemacka) restrikcionih endonukleaza, enzima koji prepoznaju specifi¢nu palindromsku
sekvencu i hidrolizom fosfodiestarskih veza DNK daju fragmente odgovaraju¢e duzine
(tabela 4). Reakcionu smeSu za reakcije restrikcione digestije Cinili su: 2 pl 10X
FastDigest pufera, 0,1 pl odgovaraju¢eg restrikcionog enzima, 5 pul PCR produkta i
voda do ukupne zapremine od 10 pl. Reakcija se odvijala u vodenom kupatilu pet

minuta na temperaturi od 37 °C.

Tabela 4. Restrikcioni enzimi kori$¢eni za odredivanje ispitivanih polimorfizama

Polimorfizam Restrikcioni enzim Palindromske sekvence
rs1800629 Ncol 5.C/ICATGG...3
3..GGTACIC..5
rs7943316 Hinfl 5"..GJANTC..3
3'..C TN A1G...5'
3.TGGCC?TA..S
rs2228570 Fokl 5.GGATG(N)y...3'
3..CCTAC (N)gzt...5

3.CTTACIGN..5'

4.2.6. Poliakrilamidna gel elektroforeza (PAGE)

Identifikacija dobijenih restrikcionih fragmenata izvrSena je na 8%
poliakrilamidnom gelu, odnosno 6% poliakrilamidnom gelu za VDR rs1544410
polimorfizam. Poliakrilamidni gel se dobija polimerizacijom akrilamida i bisakrilamida
uz primenu odgovarajucih katalizatora. Proces polimerizacije u reakcionoj smesi odvija
se istovremenim dodavanjem 10% amonijumpersulfata (APS) i N,N,N’,N’-
tetrametilenetilendiamin (TEMED) u 30% rastvor akrilamida (29:1 akrilamid: N’N’-
-metilenbisakrilamid u vodi).

Elektroforeza se odvijala u 1X TBE puferu u trajanju od 80 minuta pri struji

jacine 20 mA 1 naponu 120 V. Nakon zavrSene elektroforeze gel je bojen u rastvoru
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etidijum bromida u trajanju od 30 minuta, a zatim je izvrSena vizuelizacija pod UV
svetlo§¢u transiluminatora (MacroVue UVis-20 Transilluminator, Hoefer Inc.,
Holliston, MA, SAD). Za odredivanje duzine restrikcionih fragmenata koriS¢en je
marker GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Fisher Scientific GmBH, Schwerte,

Nemacka). Veli¢ine restrikcionih fragmenata za ispitivane polimorfizme prikazane su u

tabeli 5.

Tabela 5. Aleli i veli¢ina odgovarajucih restrikcionih fragmenata za ispitivane polimorfizme

Veli¢ina restrikcionih

Polimorfizam Alel fragmenata
G .
rs1800629 97 bp i 20 bp
A 117 bp
A _
rs7943316 177bpi 73 bp
T 250 bp
Ala .
rs4880 74 bpi17 bp
Val 91 bp
f(T ,
rs2228570 M 196 bp i 69 bp
F(©) 265 bp
b (G _
rs1544410 © 654 bp i 76 bp
B (A) 730 bp

4.2.7. Analiza fragmenata dobijenih PCR-RFLP metodom

Analizom duzine restrikcionih fragmenata utvrden je genotip za svaki od

ispitivanih polimorfizama.

Slika 12. Poliakrilamidna gel elektroforeza za TNF-o rs1800629 polimorfizam
Kolonal — marker; kolone 2-6 i 8-10 — GG genotip; kolona 7 — GA genotip
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Polimorfizam rs1800629. Homozigotni, normalni (divlji, engl. Wild Type)
genotip GG predstavljen je prisustvom dva fragmenta veli¢ine 97 bp i 20 bp, dok u
prisustvu dva polimorfna alela nastaje AA genotip, koji se na agaroznom gelu vidi kao
jedinstveni fragment veli¢ine 117 bp. Prisustvo sva tri fragmenta (117 bp, 97 bp i 20
bp) odgovara heterozigotnom GA genotipu (slika 12).

Polimorfizam rs7943316. Homozigotni normalni AA genotip karakteriSe se
prisustvom dva fragmenta veli¢ine 177 bp i 73 bp, dok jedan fragment veli¢ine 250bp
odgovara homozigotnom mutiranom TT genotipu. Heterozigotni AT genotip

predstavljen je prisustvom tri fragmenta veli¢ine 250 bp, 177 bp i 73 bp.

91 bp
74 bp

Slika 13. Poliakrilamidna gel elektroforeza za MnSOD rs4880 polimorfizam

Kolonal — marker; kolone 2, 3, 8, 9 — AlaVal genotip; kolone 5-7 — AlaAla genotip;
kolona 4 — ValVal genotip

Polimorfizam rs4880. Dva fragmenta veli¢ine 74 bp i 17 bp odgovaraju
homozigotnom normalnom AlaAla genotipu, a jedinstveni fragment veli¢ine 91 bp
homozigotnom mutiranom ValVal genotipu. Heterozigotni AlaVal genotip registrovan

je u prisustvu sva tri fragmenta 91 bp, 74 bp i 17 bp (slika 13).

Polimorfizam rs2228570. Fragment veli¢ine 265 bp odgovara homozigotnom
divljem genotipu ff (TT), dok homozigotnom mutiranom FF (CC) genotipu odgovara
prisustvo dva fragmenta veli¢ine 196 bp i 69 bp. Heterozigotni Ff (CT) genotip
predstavljen je prisustvom sva tri fragmenta 265 bp, 196 bp i 69 bp (slika 14).

Polimorfizam rs1544410. Normalni bb (GG) genotip karakteriSe se prisustvom
fragmenata veli¢ine 654 bp i 76 bp, a homozigotni mutirani BB (AA) genotip
prisustvom fragmenta veli¢ine 730 bp. Heterozigotni bB (GA) genotip registrovan je u

prisustvu tri fragmenta veli¢ine 730 bp, 654 bp i 76 bp (slika 15).
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265 bp
196 bp

Slika 14. Poliakrilamidna gel elektroforeza za VDR rs2228570 polimorfizam
Kolonal — marker; kolone 4, 5 — ff genotip; kolone 2, 6, 8, 10 —Ff genotip; kolone 3, 7, 9 — FF genotip

730 bp
654 bp

Slika 15. Poliakrilamidna gel elektroforeza za VDR rs1544410 polimorfizam
Kolone 1, 4, 5, 8 — Bb genotip; kolone 2, 3, 6, 7, 9 — bb genotip; kolona 10 — marker

4.2.8. Merenje koncentracije 25-hidroksi vitamina D5

Koncentracija 25(0OH)D3; u plazmi pacijenata obolelih od bronhijalne astme i
zdravih ispitanika odredivana je primenom te¢ne hromatografije visokih performansi
(engl. High-Performance Liquid Chromatography, HPLC).

U 500 pl acetonitrila dodato je 500 pl uzorka plazme, a zatim nakon
vorteksiranja i 1 ml heksana. Nakon centrifugiranja pet minuta na 8000 rpm izdvojeno
je 900 pl supernatanta. Posle uparavanja supernatanta, suvi ostatak je rastvoren u 100 pl
acetonitrila. Za hromatografsko odredivanje koncentracije 25(OH)D3 koris¢eno je 50 ul
prethodno pripremljenog uzorka. Hromatografska analiza uradena je na te¢nom
hromatografu Agilent 1200 SL serije (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA,
SAD) koris¢enjem kolone Purospher STAR RP-18¢, 150x4,6 mm, 5 pm (Merck KGaA,

Darmstadt, Nemacka). Mobilnu fazu ¢inila je smesa acetonitrila i metanola u odnosu
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9:1 sa protokom od 1ml/min. Temperatura kolone podesena je na 40 °C, a hromatogram

je registrovan na 265 nm.

4.3. Statisticka obrada podataka

Za utvrdivanje ucestalosti genotipova i alela ispitivanih polimorfizama, kao i
eventualno odstupanje od Hardi-Vajnbergovog (Hardi-Weinberg) ekvilibrijuma, kod
obolelih od bronhijalne astme i zdravih ispitanika koris¢en je Hi-kvadrat (y2) test,
odnosno Fiserov test tacne verovatnoc¢e kada je broj uzoraka bio manji od pet.

Procena rizika za oboljevanje od bronhijalne astme odredivana je unakrsnim
odnosom $ansi (engl. Odds Ratio, OR) i 95% intervala poverenja (engl. Confidence
Interval, CI).

Koncentracija 25(OH)D3 u plazmi izrazena je kao srednja vrednost + standardna
devijacija. Statisticka znaCajnost razlika vrednosti izmedu obolelih 1 zdravih ispitanika
odredivana je Studentovim t-testom za dva nezavisna uzorka.

Vrednosti p manje od 0,05 smatrane su statisticki znacajnim.

Dobijeni rezultati obradeni su primenom kompjuterskog programa SPSS verzija
17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Za detekciju interakcija viSe polimorfizama koris¢ena je MDR metoda, koja
omogucava da interakcije budu detektovane ¢ak i u relativno malom skupu podataka.
Metoda MDR predstavlja neparametarsku alternativu tradicionalnim statistickim
metodama kao Sto je logistiCka regresija, koja se pokazala neefikasnom za detekciju
epistaze. Kod MDR-a smanjenje dimenzionalnosti postize Se tako §to se genotipovi sa
vise lokusa dele u dve grupe, sa visokim i niskim rizikom za pojavu bolesti, i formira se
nova jednodimenzionalna promenljiva koja predstavlja kombinaciju genotipova za koju
se procenjuje sposobnost predikcije statusa bolesti [119].

U sluc¢aju manjeg broja uzoraka, koristi se tehnika unakrsne validacije (eng.
cross-validation), kojom se ulazni podaci dele na skup podataka za treniranje
(kalibraciju) i testiranje (predikciju). Skup podataka za kalibraciju koristi se za
dobijanje optimalnog modela, koji se potom primenjuje na skupu za predikciju. Podela
podataka na skup za kalibraciju i predikciju izvodi se metodom sluc¢ajnog uzorka, pri
¢emu se isti podaci nikada ne koriste istovremeno 1 za treniranje i za testiranje modela.
U radu je koris¢ena desetostruka unakrsna validacija, gde su ulazni podaci podeljeni u

deset jednakih delova, pri ¢emu je devet delova koris¢eno za trening, a testiranje
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modela je vrSeno na preostalom desetom delu. Procedura unakrsne validacije se zatim
ponavlja deset puta, tako da se svaki skup podataka Kkoristi jednom za testiranje. Kao
mera performanse modela koristi se ta¢nost, koja predstavlja aritmeticku sredinu za
svih deset validacija. Drugi znaCajan parametar za izbor najboljeg modela jeste
konzistentnost unakrsne validacije (engl. Cross-Validation Consistency, CVC), koja
treba da iznosi najmanje 9/10 za desetostruku unakrsnu validaciju [119]. Za statisticku
obradu i grafi¢ki prikaz podataka koriiéen je besplatni MDR softver®.

! MDR softver je besplatan i moZe se preuzeti na stranici
http://www.multifactordimensionalityreduction.org
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5. REZULTATI

5.1. Analiza rs1800629 polimorfizma gena za TNF-a.

Raspodela genotipova rs1800629 polimorfizma u ispitivanim grupama ne
odstupa od Hardi-Vajnbergovog pravila (p>0,05). U ispitivanim grupama
najzastupljeniji je homozigotni GG genotip (72,2% u grupi obolelih od BA i 73,7% u
kontrolnoj grupi), dok je heterozigotni GA genotip registrovan kod 27,8% obolelih od
BA i 25,33% zdravih ispitanika. S obzirom na to da je AA genotip registrovan kod
samo jednog ispitanika kontrolne grupe, analiziran je zajedno sa heterozigotnim GA
genotipom. Raspodela genotipova i alela kod obolelih od BA nije pokazala statisticki

znacajne razlike u poredenju sa zdravim ispitanicima (tabela 6).

Tabela 6. Raspodela genotipova i alela rs1800629 polimorfizma u BA i kontrolnoj grupi

BA Kontrola
rs1800629 n (%) n (%) r D

GG 57 (72,2) 70 (73,7)

Genotip 0,051 0,821
GA+AA 22 (27,8) 25 (27,3)
G 136 (86,1) 164 (86,3)

Alel 0,004 0,948
A 22 (13,9) 26 (13,7)

BA — bronhijalna astma; n — broj ispitanika

Tabela 7. Raspodela genotipova rs1800629 polimorfizma prema polu u BA i kontrolnoj grupi

Genotip
Pol Grupa GG GA+AA x p
n (%) n (%)
BA 25 (78,1) 7(21,9)
MusKki 0,182 0,670
Kontrola 34 (73,9) 12 (26,1)
y BA 32 (68,1) 15 (31,9)
Zenski 0,337 0,562
Kontrola 36 (73,5) 13 (26,5)

BA — bronhijalna astma; n — broj ispitanika
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Raspodela genotipova rs1800629 polimorfizma prema polu u ispitivanim
grupama prikazana je u tabeli 7, dok je raspodela alela prikazana u tabeli 8. Analizom
dobijenih rezultata nisu utvrdene znacajne razlike u raspodeli genotipova i alela izmedu

obolelih od BA i zdravih ispitanika istog pola (tabela 8).

Tabela 8. Raspodela alela rs1800629 polimorfizma prema polu u BA i kontrolnoj grupi

Alel
Pol Grupa G A 8 p
n (%) n (%)
BA 57 (89,1) 7 (10,9)
Muski 0,157 0,692
Kontrola 80 (87,0) 12 (13,0)
. BA 79 (84,0) 15 (16,0)
Zenski 0,105 0,746
Kontrola 84 (85,7) 14 (14,3)

BA — bronhijalna astma; n — broj ispitanika

5.2. Analiza polimorfizama gena za enzime antioksidativne

zastite

5.2.1. Polimorfizam rs7943316 gena za katalazu

Raspodela genotipova rs7943316 polimorfizma u ispitivanim grupama ne
odstupa od Hardi-Vajnbergovog pravila (p>0,05). U ispitivanim grupama
najzastupljeniji je T alel (69,6% kod obolelih od BA i 70,5% kod zdravih ispitanika),
dok je A alel prisutan kod 30,4% obolelih od BA i 29,5% ispitanika kontrolne grupe.
Analiza raspodele genotipova i alela nije pokazala statisti¢ki znacajne razlike izmedu

ispitivanih grupa (tabela 9).

Tabela 9. Raspodela genotipova i alela rs7943316 polimorfizma u BA i kontrolnoj grupi

BA Kontrola 2
rs7943316 n (%) n (%) x df p
AA 5 (6,3) 6 (6,3)

Genotip AT 38 (48,1) 44 (46,3) 0,059 2 0,971
TT 36 (45,6) 45 (47,4)
A 48 (30,4) 56 (29,5)

Alel 0,034 1 0,854
T 110 (69,6) 134 (70,5)

BA — bronhijalna astma; n — broj ispitanika df — stepen slobode (engl. degrees of freedom)
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Tabela 10. Raspodela genotipova rs7943316 polimorfizma prema polu u BA i kontrolnoj grupi

Genotip
Pol Grupa AA AT TT 1 p
n (%) n (%) n (%)
BA 3(9,4) 18 (56,3) 11 (34,4)
Muski 1,469 0,480
Kontrola 2(4,3) 23 (50,0) 21 (45,7)
Y BA 2 (4,3) 20 (42,6) 25 (53,2)
Zenski 0,670 0,715
Kontrola 4(8,2) 21 (42,9) 24 (49,0)

BA — bronhijalna astma; n — broj ispitanika

Raspodela genotipova rs7943316 polimorfizma u odnosu na pol prikazana je u
tabeli 10. Razlike u raspodeli genotipova izmedu obolelih od BA i zdravih ispitanika,
kako muskog (x*=1,469; df=2; p=0,480), tako i zenskog pola (¥°=0,670; df=2;
p=0,715), nisu statisticki znacajne. Takode, nisu utvrdene razlike u ucestalosti A i T
alela kod muskaraca, odnosno Zzena obolelih od BA u poredenju sa zdravim

ispitanicima istog pola (tabela 11).

Tabela 11. Raspodela alela rs7943316 polimorfizma prema polu u BA i kontrolnoj grupi

Alel
2
Pol Grupa A alel T alel X p
n (%) n (%)
BA 24 (37,5) 40 (62,5)
Muski 1,140 0,286
e Kontrola 27 (29.3) 65 (70,7)
5 BA 24 (25,5) 70 (74,5)
Zenski 0,396 0,529
ens Kontrola 29 (29,6) 69 (70,4)

BA — bronhijalna astma; n — broj ispitanika

5.2.2. Analiza rs4880 polimorfizma gena za mangan-superoksid-

-dizmutazu

Raspodela genotipova rs4880 polimorfizma u ispitivanim grupama ne pokazuje
odstupanje od Hardi—Vajnbergovog pravila (p>0,05). Od ukupno 79 ispitanika obolelih
od BA kod 21,5% registrovan je AlaAla genotip, kod 58,2% AlaVal i kod 20,3%
ValVal genotip. U kontrolnoj grupi jednako su zastupljeni AlaAla i AlaVal genotipovi
sa po 46,3%, dok je ValVal genotip prisutan kod 7,4% ispitanika.

Raspodela genotipova rs4880 polimorfizma pokazala je statistiCcki znacajne

razlike izmedu obolelih od BA i zdravih ispitanika (tabela 12). Naime, genotipovi sa
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mutiranim Val alelom znacajno su ¢es¢i kod astmatiara u poredenju sa ispitanicima
kontrolne grupe, dok je homozigotni AlaAla genotip znacajno Ce$¢i kod zdravih

ispitanika u poredenju sa obolelima od BA (x?=11,649; df=1; p=0,001).

U kontrolnoj grupi najzastupljeniji je Ala alel sa 69,5%, dok je u grupi obolelih
regitrovan kod 50,6% ispitanika. Mutirani Val alel zastupljen je sa 30,5% kod zdravih
ispitanika, odnosno sa 49,4% u grupi obolelih od BA. Razlika u ucestalosti alela

izmedu obolelih od BA i zdravih ispitanika takode je statisticki znacajna (tabela 12).

Tabela 12. Raspodela genotipova i alela rs4880 polimorfizma u BA i kontrolnoj grupi

BA Kontrola 2
rs4880 n (%) n (%) X df p*
AlaAla 17 (21,5) 44 (46,3)
Genotip AlaVal 46 (58,2) 44 (46,3) 14,166 2 0,001
ValVal 16 (20,3) 7(7,4)
Ala 80 (50,6) 132 (69,5)
Alel 1
¢ Val 78 (49,4) 58 305) 12862 <0,001

BA — bronhijalna astma; n — broj ispitanika; *statisticki znacajne vrednosti su podebljane (p<0,05);
df — stepen slobode (engl. degrees of freedom)

Raspodela genotipova rs4880 polimorfizma prema polu prikazana je u tabeli 13.
Statisticki znacajne razlike u raspodeli genotipova postoje izmedu obolelih od BA i
zdravih ispitanika muskog pola. Kod zdravih ispitanika AlaAla genotip je znacajno
e$¢i u odnosu na druge genotipove u poredenju sa obolelima od BA (x?=6,723; df=1;

p=0,01).

Tabela 13. Raspodela genotipova rs4880 polimorfizma prema polu u BA i kontrolnoj grupi

Pol Genotip nB(’(';) ) Kgrzg;oc;la 1 df p*
AlaAla 5 (15,6) 20 (43,5)
Muski AlaVal 18 (56,3) 24 (52,2) 12,028 2 0,002*
ValVal 9 (28,1) 2 (4,3)
AlaAla 12 (25,5) 24 (49,0)
Zenski AlaVal 28 (59,6) 20 (40,8) 5,627 2 0,060
ValVal 7 (14,9) 5 (10,2)

BA — bronhijalna astma; n — broj ispitanika; *statisti¢ki znacajne vrednosti su podebljane (p<0,05);
df — stepen slobode (engl. degrees of freedom); *— Figerov test tatne verovatnoée
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Razlike u ucestalosti alela statisticki su znacajne, kako kod obolelih od BA
muskog, tako i zenskog pola, u poredenju sa zdravim ispitanicima istog pola (tabela

14).

Tabela 14. Raspodela alela rs4880 polimorfizma prema polu u BA i kontrolnoj grupi

Alel
2 *
Pol Grupa Ala alel Val alel X P
n (%) n (%)

BA 28 (43,8) 36 (56,3)

Muski 10,396 0,001
Kontrola 64 (69,6) 28 (30,4)
y BA 52 (55,3) 42 (44,7)

Zenski 4,052 0,044
Kontrola 68 (69,4) 30 (30,6)

BA — bronhijalna astma; n — broj ispitanika; *statisticki znacajne vrednosti su podebljane (p<0,05)

5.3. Analiza polimorfizama gena za receptor vitamina D

Raspodela genotipova ispitivanih polimorfizama na genu za VDR ne odstupa od

Hardi—Vajnbergovog pravila (p>0,05).

5.3.1. Polimorfizam rs2228570

U kontrolnoj grupi najzastupljeniji je FF genotip sa 70,5%. Heterozigotni Ff
genotip je zastupljen sa 27,4%, a homozigotni ff genotip sa svega 2,1%. U grupi
obolelih od BA genotipovi FF i Ff zastupljeni su sa 46,8%, odnosno 45,6%, dok je ff

genotip registrovan kod 7,6% ispitanika.

Tabela 15. Raspodela genotipova i alela rs2228570 polimorfizma gena za VDR u BA i kontrolnoj grupi

BA Kontrola 2 *
rs2228570 n (%) n (%) x df p
ff 6 (7,6) 2(2,1)
Genotip Ff 36 (45,6) 26 (27,4) 10,743 2 0,004"
FF 37 (46,8) 67 (70,5)
f 48 (30,4) 30 (15,8)
Alel 10,560 1 0,001
F 110 (69,6) 160 (84,2)

BA — bronhijlna astma; n — broj ispitanika; df — stepen slobode (engl. degrees of freedom); *statisticki
znacajne vrednosti su podebljane (p<0,05); * - Fiserov test taéne verovatnoée
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Izmedu obolelih od BA i zdravih ispitanika postoji statisticki znacajna razlika u

raspodeli genotipova rs2228570 polimorfizma gena za VDR (p=0,004; tabela 15).

Ucestalost alela takode pokazuje statisticki znacajne razlike izmedu obolelih od
BA i zdravih ispitanika (y°=10,560; df=1; p=0,001). Alel F je zastupljen sa 84,21% kod
ispitanika kontrolne grupe i 69,62% kod obolelih od BA, dok je f alel registrovan kod
15,79% zdravih ispitanika i 30,38% astmatiCara.

Tabela 16. Raspodela genotipova rs2228570 polimorfizma prema polu u BA i kontrolnoj grupi

Genotip
Pol Grupa " == X p*
n (%) n (%)
Mutk BA 20 (62,5) 12 (37,5) 10342 0.001
e Kontrola 12 (26,1) 34 (73,9) ’ !
) BA 22 (46,8) 25 (53,2)
Zenski 1,441 0,230
Kontrola 33 (67,3) 16 (32,7)

BA — bronhijalna astma; n — broj ispitanika; *statisti¢ki znacajne vrednosti su podebljane (p<0,05)

Raspodela genotipova rs2228570 polimorfizma prema polu prikazana je u tabeli
16. S obzirom na to da kod zdravih ispitanika muskog pola nijedan od ispitanika nije
nosilac ff genotipa, ovaj genotip je analiziran zajedno sa heterozigotnim Ff genotipom.
Analizom je utvrdena statisti¢ki znacajna razlika u raspodeli genotipova kod obolelih
od BA muskog pola u poredenju sa zdravim ispitanicima istog pola (x°=10,342; df=1;
p=0,001). Takode, kod ispitanika muskog pola postoji statisticki znacajna razlika u

ucestalosti alela (tabela 17).

Tabela 17. Raspodela alela rs2228570 polimorfizma prema polu u BA i kontrolnoj grupi

Alel
Pol Grupa f alel F alel e p*
n (%) n (%)

Mutki BA 24(375)  40(625) .. 0,001

e Kontrola 12(13,0) 80 (87.0) ! ’
. BA 24(255) 70 (74,5)
Zenski 1,441 0,230

Kontrola 18 (18,4) 80 (81,6)

BA — bronhijalna astma; n — broj ispitanika; *statisti¢ki znacajne vrednosti su podebljane (p<0,05)
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Kod pripadnika zenskog pola nisu utvrdene razlike, ni u raspodeli genotipova
(X2:2,122; df=2; p=0,346; tabela 17), ni u ucestalosti alela izmedu obolelih od BA i
zdravih ispitanika (tabela 17).

5.3.2. Polimorfizam rs1544410

Raspodela genotipova i alela rs1544410 polimorfizma gena za VDR ne

razlikuju se zna¢ajno izmedu obolelih od BA i zdravih ispitanika (tabela 18).

Tabela 18. Raspodela genotipova i alela rs1544410 polimorfizma u BA i kontrolnoj grupi

BA Kontrola 2 of
n (%) n (%) X p

bb 28 (35,4) 38 (40,0)

Genotip Bb 40 (50,6) 38 (40,0) 2,248 2 0,325
BB 11 (13,9) 19 (20,0)
b 96 (60,8) 114 (60,0)

Alel 0,021 1 0,885
© B 62 (39,2) 76 (40,0)

BA — bronhijalna astma; n — broj ispitanika; df — stepen slobode (engl. degrees of freedom)

Razlike u raspodeli genotipova prema polu nisu statisticki znacajne kod
ispitanika muskog (x°=1,061; df=2; p=0,588), odnosno zenskog pola (y*=1,445; df=2;

p=0,485) u poredenju sa zdravim ispitanicima istog pola (tabela 19).

Tabela 19. Raspodela genotipova rs1544410 polimorfizma prema polu u BA i kontrolnoj grupi

Genotip
Pol Grupa bh Bb BB 1 p

n (%) n (%) n (%)

- BA 10 (31,3) 17 (53,1) 5 (15,6)
MusKki 1,061 0,588

Kontrola 18 (39,1) 19 (41,3) 9 (19,6)

y BA 18 (38,8) 23 (48,9) 6 (12,8)
Zenski 1,445 0,485

Kontrola 20 (40,8) 19 (38,8) 10 (20,4)
BA — bronhijalna astma; n — broj ispitanika

Takode, raspodela alela kod ispitanika muskog, odnosno Zenskog pola ne

razlikuje se znacajno u odnosu na ispitanike kontrolne grupe istog pola (tabela 20).
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Tabela 20. Raspodela alela rs1544410 polimorfizma prema polu u BA i kontrolnoj grupi

Alel
Pol Grupa b alel B alel 1 p
n (%) n (%)
BA 37 (57,8 27 (42,2
Muski (57.8) (42.2) 0,061 0,806
Kontrola 55 (59,8) 37 (40,2)
y . BA 59 (62,8) 35 (37,2)
Zenski 0,133 0,715
Kontrola 59 (60,2) 39 (39,8)

BA — bronhijalna astma; n — broj ispitanika

5.3.3. Analiza haplotipova rs2228570 i rs1544410 polimorfizama gena za

receptor vitamina D

Za polimorfizme rs2228570 i rs1544410 gena za vitamin D receptor
registrovana su Cetiri haplotipa: Fb, FB, fb i fB. Raspodela haplotipova prikazana je na
grafikonu 1. U ispitivanim grupama najzastupljeniji je Fb haplotip sa 47% u kontrolnoj
i 37% u grupi obolelih od BA.

6%

EFb
EFB
ufb

ufB

Grafikon 1. Raspodela haplotipova na genu za VDR
a) BA, b) kontrolna grupa

Izmedu obolelih od BA i zdravih ispitanika postoje statisticki znacajne razlike u
raspodeli haplotipova rs2228570 i rs1544410 polimorfizama gena za VDR (x*=10,972;
df=3; p=0,012). Kod obolelih od BA u poredenju sa ispitanicima kontrolne grupe
zabelezena je statistiCki znacajno veca zastupljenost fb haplotipa u odnosu na ostale

haplotipove (tabela 21).
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Tabela 21. Analiza haplotipova rs2228570 i rs1544410 polimorfizama gena za VDR u BA i kontrolnoj

grupi
Haplotip BA Kontrola p*
fb 38 25 0,009
fB 10 5 0,091
Fb 58 89 0,057
FB 52 71 0,387

BA — bronhijalna astma; *statisti¢ki zna¢ajne vrednosti su podebljane (p<0,05)

5.3.4. Analiza diplotipova rs2228570 i rs1544410 polimorfizama gena za

receptor vitamina D

Za rs2228570 i rs1544410 polimorfizme gena za VDR registrovano je 9
diplotipova. U grupi obolelih od BA najzastupljeniji je FfBb diplotip sa 25,3%, dok su
u grupi zdravih ispitanika najées¢i diplotipovi FFBb sa 28,4% i FFbb sa 27,4%. U
kontrolnoj grupi nisu registrovani ffBb i ffBB diplotipovi. Diplotipovi koji su bili
zastupljeni sa manje od 5% u odnosu na ukupan broj diplotipova za datu grupu nisu
ukljuceni u analizu. U poredenju sa zdravim ispitanicima kod obolelih od BA znacajno

je ¢es¢i FfBD diplotip (p=0,018; tabela 22).

Tabela 22. Analiza diplotipova rs2228570 i rs1544410 polimorfizama gena za VDR u BA i kontrolnoj

grupi
Diplotip BA Kontrola o*
n (%) n (%)

ffbb 2(2,5) 2(2,1) NR
ffBb 2(2,5) 0(0) NR
ffBB 2(2,5) 0(0) NR
Ffbb 12 (15,2) 10 (10,5) 0,357
FfBb 20 (25,3) 11 (11.6) 0,018
FfBB 4 (5,1) 5(5,3) 0,953
FFbb 14 (17,7) 26 (27,4) 0,132
FFBb 18 (22,8) 27 (28,4) 0,398
FFBB 5(6,3) 14 (14,7) 0,077

BA — bronhijalna astma; n — broj ispitanika; *statisticki znac¢ajne vrednosti su podebljane (p<0,05);
NR — nije racunato
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5.4. Procena rizika za oboljevanje od bronhijalne astme u

odnosu na ispitivane polimorfizme

Dobijeni rezultati pokazuju da je rizik za oboljevanje od BA statisticki znacajno
veci kod nosilaca heterozigotnog AlaVal (OR=2,7; p=0,004) i homozigotnog mutiranog
ValVal genotipa (OR=5,9; p<0,001) u poredenju sa nosiocima homozigotnog AlaAla
genotipa rs4880 polimorfizma gena za MnSOD (tabela 23). Rizik za oboljevanje od BA
statisticki je znaCajno nizi u prisustvu FF genotipa (OR=0,184; p =0,027) u odnosu na
ff genotip rs2228570 polimorfizma gena za VDR (tabela 23). Genotipovi rs1800629,

rs7943316 i rs1544410 polimorfizama nemaju uticaja na rizik za nastanak bolesti.

Tabela 23. Rizik za oboljevanje od BA u odnosu na genotip ispitivanih polimorfizama

SNP Genotip BA Kontrola OR 95% ClI p*
GG 57 70 1 1 Ref.
GA 22 24 1,126  0,573-2,213 0,731
rs1800629
AA 0 1 / / /
GA+AA 22 25 1,081 0,552-2,115 0,821
AA 5 6 1 1 Ref.
AT 38 44 1,036  0,293-3,667 0,956
rs7943316
TT 36 45 0,96 0,271-3,402 0,950
AA+TT 74 89 0,998 0,293-3,401 0,997
AlaAla 17 44 1 1 Ref.
Alaval 46 44 2,706  1,349-5,426 0,004
rs4880
ValVal 16 7 5,916 2,071-16,903 <0,001
Alaval+Valval 62 51 3,146 1,608-6,157 0,001
ff 6 2 1 1 Ref.
Ff 36 26 0,462 0,086-2,471 0,357
rs2228570
FF 37 67 0,184 0,035-0,958 0,027
Ff+FF 73 93 0,262 0,051-1,335 0,085
bb 28 38 1 1 Ref.
Bb 40 38 1,429 0,738-2,764 0,289
rs1544410
BB 11 19 0,786  0,323-1,911 0,594
Bb+BB 51 57 0,824  0,444-1,527 0,537

BA — bronhijalna astma; OR — unakrsni odnos $ansi (engl. Odds Ratio, OR); Cl — interval poverenja
(engl. Confidence Interval, CI); *statisti¢ki znacajne vrednosti su podebljane (p<0,05); Ref. — referentni
genotip
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Tabela 24. Rizik za oboljevanje od BA u odnosu na alele ispitivanih polimorfizama

SNP Alel BA Kontrola OR 95% CI p*
rs1800629 G 136 164 1 1 Ref.
A 22 26 1,02 0,554-1,881 0,948
A 48 56 1 1 Ref.
rs7943316
T 110 134 0,958 0,604-1,518 0,854
Ala 80 132 1 1 Ref.
rs4880
Val 78 58 2,219 1,431-3,441 <0,001
f 48 30 1 1 Ref.
rs2228570
F 110 160 0,430 0,256-0,720 0,001
b 96 114 1 1 Ref.
rs1544410
B 62 76 0,969 0,629-1,491 0,885

BA — bronhijalna astma; OR — unakrsni odnos Sansi (engl. Odds Ratio, OR); Cl — interval poverenja
gelzglgl. Confidence Interval, CI); *statisticki zna¢ajne vrednosti su podebljane (p<0,05); Ref. — referentni

U odnosu na alele ispitivanih polimorfizama statisticki znacajno veci rizik za
nastanak BA postoji kod nosilaca Val alela rs4880 polimorfizma u poredenju sa
nosiocima Ala alela, dok je F alel (OR=0,430; p=0,001) rs2228570 polimorfizma gena
za VDR udruzen sa smanjenim rizikom za nastanak bolesti u odnosu f alel (tabela 24).
Aleli rs1800629, rs7943316 i rs1544410 polimorfizama nemaju uticaja na rizik za

nastanak bolesti.

Tabela 25. Rizik za oboljevanje od BA u odnosu na haplotipove ispitivanih polimorfizama gena za VDR

Haplotip BA Kontrola OR 95% ClI p*
fb 38 25 1 1 Ref
B 10 5 1,316 0,402-4,309 0,65
Fb 58 89 0,429 0,234-0,784 0,005
FB 52 71 0,482 0,260-0,894 0,02

BA — bronhijalna astma; OR — unakrsni odnos $ansi (engl. Odds Ratio, OR); Cl — interval poverenja
(engl. Confidence Interval, Cl); *statisti¢ki znadajne vrednosti su podebljane (p<0,05); Ref. — referentni
haplotip

Nosioci Ff (OR=0,429; p=0,005) i FB (OR=0,482; p=0,02) haplotipova
rs2228570 i rs1544410 polimorfizama gena za VDR imaju maniji rizik za razvoj BA u
poredenju sa nosiocima fb haplotipa (tabela 25). Diplotipovi polimorfizama gena za

VDR nemju uticaja na rizik za nastanak BA (tabela 26).
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Tabela 26. Rizik za oboljevanje od BA u odnosu na diplotipove ispitivanih polimorfizama gena za VDR

Diplotip BA Kontrola OR 95% CI p*
ffbb 2 2 1 1 Ref.
ffBb 2 0 / / /
ffBB 2 0 / / /
Ffbb 12 10 1,2 0,142-10,119 0,867
FfBb 20 11 1,818 0,224-14,751 0,572
FfBB 4 5 0,8 0,076-8,474 0,853
FFbb 14 26 0,538 0,086-4,245 0,552
FFBb 18 27 0,667 0,086-5,172 0,697

FFBB 5 14 0,357 0,039-3,256 0,349

BA — bronhijalna astma; OR — unakrsni odnos $ansi (engl. Odds Ratio, OR); Cl — interval poverenja
(engl. Confidence Interval, Cl); *statisti¢ki znadajne vrednosti su podebljane (p<0,05); Ref. — referentni

diplotip

Procena rizika za razvoj BA u odnosu na pol ispitanika i alele (tabela 27),

odnosno pol ispitanika i genotipove (tabela 28) ispitivanih polimorfizama nije pokazala

znacajne razlike kod ispitanika muskog u odnosu na ispitanike zenskog pola.

Tabela 27. Rizik za oboljevanje od BA u odnosu na pol i alele ispitivanih polimorfizama

BA Kontrola
SNP Alel < < OR, 95% CI p
M V4
G 57 79 80 84 1 1 Ref.
rs1800629
A 7 15 12 14 1,392 0,391-4,948 0,61
A 24 24 27 29 1 1 Ref.
rs7943316
T 40 70 65 69 1,771 0,700-4,477 0,227
Ala 28 52 64 68 1 1 Ref.
rs4880
Val 36 42 28 30 0,623 0,256-1,516 0,297
F 40 70 80 80 1 1 Ref.
rs2228570
f 24 24 12 18 0,381 0,133-1,088 0,071
b 37 59 55 59 1 1 Ref.
rs1544410
B 27 35 37 39 0,827 0,346-1,976 0,67

BA — bronhijalr:la astma; OR, — unakrsni odnos $ansi prema polu i alelima; Ref. — referentni alel;
M — muski pol; Z — Zenski pol
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Tabela 28. Rizik za oboljevanje od BA u odnosu na pol i genotip ispitivanih polimorfizama

. BA Kontrola
SNP Genotip " " OR., 95% CI p
M  Z M Z
GG 25 32 34 36 1 1 Ref.
GA 7 15 12 12 1,773 0,440-7,133 0,42
rs1800629
AA / / / 1 / / /
GA+AA 7 15 12 13 1,636 0,410-6,526 0,485
AA 3 2 2 4 1 1 Ref.
AT 18 20 23 21 3,651 0,267-49,892 0,332
rs7943316
TT 11 25 21 24 5966  0,429-82,947 0,184
AT+TT 29 45 44 45 4552  0,357-57,956 0,243
AlaAla 5 12 20 24 1 1 Ref.
4880 AlaVal 18 28 24 20 0,933 0,216-4,035 0,926
rs
ValVal 9 7 2 5 0,156 0,016-1,490 0,107
Alaval+Valval 27 35 26 25 0,674 0,164-2,767 0,584
FF 12 25 34 33 1 1 Ref.
Ff 16 20 12 14 0,499 0,134-1,860 0,300
rs2228570
ff 4 2 0 2 / / /
Ff+ff 20 22 12 16 0,384 0,107-1,378 0,142
bb 10 18 18 20 1 1 Ref.
Bb 17 23 19 19 0,835 0,218-3,159 0,792
rs1544410
BB 5 6 9 10 0,667 0,111-4,014 0,658
Bb+BB 22 29 28 29 0,786 0,224-2,761 0,786

Ref. — referentni genotip; OR, — unakrsni odnos Sansi prema polu i genotipu; Ref. — referentni genotip;
M — muski pol; Z — Zenski pol

5.5. SNP-SNP interakcije

Tabela 29 prikazuje izbor najboljih modela za SNP-SNP interakcije. U
razmatranje su uzeti samo modeli sa tacnos¢u iznad 0,55 i CVC iznad 9/10, koje se

smatraju grani¢énim vrednostima za validnost modela [119].

Tabela 29. Rezultati MDR analize za SNP-SNP interakcije

Model Tacénost CcvC
rs7943316, rs4880 0,600 10/10
rs7943316, rs4880, rs1544410 0,579 10/10
rs1800629, rs7943316, rs4880, rs2228570, rs1544410 0,743 10/10

CVC - konzistentnost unakrsne validacije (engl. Cross-Validation Consistency)
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Na slikama 16 i 17 prikazani su dijagrami uzajamne interakcije za model sa tri
odnosno pet SNP-ova. Dijagram za model sa tri polimorfizma (rs7943316, rs4880,
rs1544410) pokazuje da rs1544410 polimorfizam ima pozitivan (sinergisticki) efekat
interakcije sa rs794336 polimorfizmom (veza je prikazana narandzastom bojom). Veze
predstavljene plavom bojom izmedu rs1544410 i rs4880 i zelenom bojom izmedu

rs4880 i rs794336 polimorfizama ukazuju na negativan (redundantni) efekat interakcije.

rs794336
S —|
0.02%

Slika 16. Dijagram SNP-SNP interakcije za model sa tri polimorfizma

narandZsta boja — sinergisticki efekat, plava i zelena boja — redundantni efekat

rs1544410
0.94%

rs2228570
46.45%

AN
oloog

rs1800629
0.55%

'0.910/o
0.02%
Slika 17. Dijagram SNP-SNP interakcije za model sa pet polimorfizama

plava boja — redundantni efekat, braon boja— medusobna nezavisnost
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Dijagram za model sa pet polimorfizama (rs1800629, rs7943316, rs4880,
rs2228570, rs1544410) pokazuje da rs2228570 ima redundantni efekat sa svim ostalim

polimorfizmima u modelu. Veze prikazane braon bojom ukazuju na medusobnu

nezavisnost polimorfizama u modelu (slika 17).
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Slika 18. Raspodela genotipova visokog i niskog rizika za najbolji model interakcije dva SNP-a

tamnosivi kvadrat — veci rizik; svetlosivi kvadrat — manji rizik; levi stubac u kvadratu — oboleli od BA,
desni stubac u kvadratu — zdravi ispitanici
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Slika 19. Raspodela genotipova visokog i niskog rizika za najbolji model interakcije tri SNP-a

tamnosivi kvadrat — vedi rizik; svetlosivi kvadrat — manji rizik; levi stubac u kvadratu — oboleli od BA;
desni stubac u kvadratu — zdravi ispitanici

Slika 18 pokazuje distribuciju genotipova za najbolji model interakcije sa dva

polimorfizma. Tamna polja ukazuju na visoko rizicnu kombinaciju genotipova za

nastanak BA (npr. AlaVal+AT), dok svetlo siva polja ukazuju na nisko rizi¢nu

S7



Rezultati

kombinaciju genotipova (npr. AlaVal+TT). Levi stubicasti dijagram u svakom polju
odnosi se na obolele od BA, a desni na zdrave ispitanike. Visina stubicastog dijagrama
proporcionalna je broju uzoraka u svakoj grupi. Na identi¢an nac¢in tumace Se i rezultati
sa slike 19, koja pokazuje raspodelu genotipova za najbolji model interakcije sa tri
polimorfizma.

5.6. Koncentracija 25-hidroksi vitamina D3 u plazmi

Srednja vrednost koncentracije 25(OH)D3 u plazmi iznosila je 23,18+13,87
ng/ml u grupi obolelih od BA, odnosno 32,27+£21,99 ng/ml u kontrolnoj grupi. U
ispitivanim grupama nisu utvrdene statistiCki znacajne razlike izmedu srednjih

vrednosti koncentracije 25(OH)D3 u plazmi (p=0,101; grafikon 2).
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Grafikon 2. Koncentracija 25(OH)Ds u plazmi kod obolelih od BA i u kontrolnoj grupi

5.6.1 Koncentracija 25-hidroksi vitamina Ds; u odnosu na polimorfizme

gena za VDR

Na grafikonima 3 i 4 prikazane su koncentracije 25(OH)D3; u odnosu na
rs2228570 i rs1544410 polimorfizme gena za VDR kod obolelih od BA i zdravih
ispitanika. Kako u kontrolnoj grupi nijedan od ispitanika odabranih za odredivanje
koncentracije 25(OH)D3 u plazmi nije imao ff genotip prikazane su samo koncentracije
25(0OH)D3 za FF i Ff genotipove.

Srednje vrednosti koncentracije 25(OH)D3 ne razlikuju se znacajno izmedu

obolelih od BA i zdravih ispitanika nosilaca odredenog genotipa (p>0,05).

58



Rezultati

Casonyp: [Ng/ml]

FF Ff
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Grafikon 3. Koncentracija 25-hidroksi vitamina Ds u plazmi kod obolelih od BA i u kontrolnoj grupi u
odnosu na rs2228570 polimorfizam gena za VDR
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Grafikon 4. Koncentracija 25(0OH)Ds u plazmi kod obolelih od BA i u kontrolnoj grupi u odnosu na
rs1544410 polimorfizam gena za VDR
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6. DISKUSIJA

6.1. Polimorfizam rs1800629 gena za TNF-a

Zapaljenje kao glavna karakteristika BA posredovano je slozenom mrezom
citokina, signalnih proteina, koji reguliSu brojne bioloSke funkcije ukljucujuci i
imunoloski odgovor 1 zapaljenje. Citokini u BA ucestvuju u pokretanju zapaljenske
reakcije, ali i njenom odrZzavanju dajuci joj hroni¢ni karakter. Svoje efekte ostvaruju
vezivanjem za receptore na ciljnim ¢elijama pokre¢u¢i na taj nafin niz kaskadnih
reakcija ¢iji je krajnji efekat ushodna i/ili nishodna regulacija gena i transkripcionih
faktora. Glavni izvor citokina uklju¢enih u patogenezu BA jesu zapaljenske celije,
neutrofili i makrofagi, ali ih stvaraju i strukturne ¢elije poput epitelnih i glatkomiSi¢inih

¢elija disajnih puteva.

Faktor nekroze tumora-a pripada proinflamatornim citokinima. Pored mastocita
i makrofaga koji su primarni izvor TNF-a, u respiratornom traktu ga mogu stvarati i
uklju¢en u sve faze patogeneze BA, poCev od pokretanja zapaljenske reakcije 1
indukcije bronhijalne hiperreaktivnosti, sve do procesa remodelovanja, koji prati
hroni¢nu astmu. U sputumu, bronhoalveolarnom lavatu i uzorcima biopsije pluca

obolelih od BA registrovana je povec¢ana koncentracija TNF-a [120].

Polimorfizam rs1800629 spada u najceS¢e proucavane polimorfizme gena za
TNF-a. Ovaj bialelni polimorfizam nastaje zamenom guanina adeninom u
polozaju -308 gena za TNF-0, a S obzirom na to da je lokalizovan u kodiraju¢em
regionu gena, ovaj polimorfizam se smatra funkcionalnim. Naime, prisustvo A alela
dovodi se u vezu sa veCom transkripcijom gena i poveéanom spontanom ili
stimulisanom sekrecijom TNF-a u in vivo i in vitro uslovima koja je posledica veceg
afiniteta za vezivanje nuklearnih faktora za TNF promotor [91,121]. U in vitro
uslovima u B ¢celijskoj liniji A alel se pokazao kao mmnogo snazniji aktivator

transkripcije u poredenju sa G alelom [122].
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Imajuéi u vidu navedene uloge TNF-a u patogenezi BA, kao i to da je A alel
udruzen sa povecanom sintezom ovog citokina, moze se ocekivati da je medu
obolelima od BA veca zastupljenost A alela, kao i heterozigotnog GA i homozigotnog
mutiranog AA genotipa. Ipak, i pored toga $to je sproveden veliki broj studija koje su
ispitivale povezanost rs1800629 polimorfizma sa BA, dobijeni rezultati su veoma
kontradiktorni. Razlog tome mozZe biti i razliita etnicka pripadnost ispitanika. Naime,
raspodela genotipova i alela rs1800629 polimorfizma pokazuje znacajne varijacije u
zavisnosti od ispitivane populacije. Dosadasnje populacione analize su pokazale da su
oko 60-70% Kavkazijanaca nosioci GG genotipa, dok se AA genotip javlja u svega oko
1,5-3% ispitanika [123].

Rezultati ove studije pokazuju da je u zdravoj populaciji najzastupljeniji GG
genotip sa 73,7%, dok je AA genotip registrovan kod svega oko 1% zdravih ispitanika.
Sli¢no, i1 kod obolelih od BA najvecu ucestalost ima GG genotip sa 72,2%, dok AA
genotip nije registrovan u grupi obolelih. Heterozigotni GA genotip registrovan je kod
27,8% obolelih od BA i 25,33% zdravih ispitanika. Ovakva raspodela genotipova
rs1800629 polimorfizma ne pokazuje znacajne razlike izmedu obolelih od BA i zdravih
ispitanika, a takode ne postoje znacajne razlike u raspodeli genotipova u odnosu na pol
ispitanika. Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima studije sprovedene u ¢eskoj i
makedonskoj populaciji [96,124]. Luis (Louis) i saradnici su, takode, potvrdili da
rs1800629 polimorfizam nije udruZen sa nastankom BA, kao ni sa tezinom bolesti U
kavkaskoj populaciji, a slicni rezultati su dobijeni 1 u studiji sprovedenoj u iranskoj
populaciji [95,125]. Suprotno ovim rezultatima nekoliko drugih studija je potvrdilo
povezanost rs1800629 polimorfizma sa nastankom BA [93,94,126,127,128].

Prema Sinu (Shin) i saradnicima, u Korejskoj populaciji genotipovi rs1800629
polimorfizma koji sadrze A alel (GA 1 AA) imaju znacajno manju zastupljenost kod
obolelih od BA u poredenju sa zdravim ispitanicima, sto upucuje na protektivni efekat
ovog polimorfizma i manji rizik za nastanak BA u prisustvu A alela [129]. Takode, G
alel udruzen je sa nastankom BA u australijskoj populaciji decijeg uzrasta [130].
Suprotno ovim, rezultati drugih studija ukazuju na udruzenost BA sa prisustvom A
alela rs1800629 polimorfizma [93,126], i to posebno kod pacijenata sa srednjeteskim u
poredenju sa lakim oblikom BA [127].

Rezultati ove studije pokazuju da u ispitivanim grupama G alel ima veéu

ucestalost (86,1% kod obolelih od BA i 86,3% u kontrolnoj grupi) u poredenju sa A
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alelom (13,9% kod obolelin od BA i 13,7% zdravih ispitanika), ali ova razlika nije
statisticki znacajna. Takode, nema razlike u distribuciji alela rs1800629 polimorfizma u
odnosu na pol.

Procena rizika za nastanak BA u odnosu na genotipove i alele rs1800629
polimorfizma pokazala je da rizik nije veéi ni kod nosilaca GA ili AA genotipa u
odnosu na nosioce GG genotipa, ni kod nosilaca A alela u poredenju sa nosiocima G
alela u nasoj populaciji. Takode, iako se prema epidemioloskim podacima BA ¢esce
javlja kod Zena, rezultati ove studije pokazuju da pol nema uticaja na rizik za razvoj BA
kod nosilaca GA i AA genotipa u odnosu na GG genotip, kao i kod nosilaca A alela u
poredenju sa nosiocima G alela. Albukerki (Albuquerque) i saradnici su, medutim,
pokazali da nosioci GG genotipa imaju i do pet puta veci rizik za razvoj BA [130], dok
prema Aokiju i saradnicima A alel nosi veci rizik za nastanak BA i kod Kavkazijanaca i
kod pripadnika azijske populacije [131]. Ipak, prema rezultatima novijih metaanaliza
veci rizik za nastanak bolesti imaju nosioci A alela, a stratifikovanom analizom na
osnovu etnicke pripadnosti pokazano je da znacajno veci rizik za nastanak bolesti

postoji kod pripadnika azijske populacije, ali ne i kod Kavkazijanaca [132,133].

Velika kontradiktornost rezultata do danas sprovedenih studija moze se pripisati
etnickim razlikama, ali svakako treba uzeti u obzir i druge faktore koji uti¢u na
nastanak i tok bolesti, dok razli¢iti rezultati sprovedenih metaanaliza u velikoj meri
zavise 1 od izbora studija koje su ukljuCene u metaanalizu. Imajuéi u vidu da se BA
ubraja u takozvane kompleksne bolesti i da njen tatan patogenetski mehanizam nije u
potpunosti razjaSnjen, od znacaja bi bilo sprovodenje novih studija koje bi ukljucivale
veliki broj ispitanika razli¢itih etni¢kih grupa, ali i istovremeno ispitivale udruzeni

uticaj viSe razli¢itih, kako genetskih faktora, tako i faktora spoljasnje sredine.

6.2. Polimorfizmi gena za enzime antioksidativne zastite

U fizioloskim uslovima RVK imaju ulogu u ¢elijskoj signalizaciji, apoptozi,

regulaciji imunskog odgovora, diferencijaciji i procesu starenja [134].

Pluca su izloZena kako RVK egzogenog porekla (aerozagadenje, duvanski dim,
alergeni, mikroorganizmi), tako i RVK endogenog porekla, koje nastaju u enzimskim
procesima kao deo zapaljenskog i imunskog odgovora na razlicite patogene ili iritanse.

Primarnim izvorom RVK u plu¢ima smatra ses NADPH oksidaza fagocita.
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Ukoliko nivo stvorenin RVK nadvlada antioksidativni odbrambeni sistem
organizma, zbog povecane produkcije RVK i/ili smanjene antioksidativne odbrane,
dolazi do pojave oksidativnog stresa i posledi¢nog ostecenja ¢elija. Oksidativni stres u
BA pojacava postojece zapaljenje posredstvom razli¢itih proinflamatornih medijatora,

povecava bronhijalnu hipereaktivnost, stimuliSe bronhospazam i povecava sekreciju

mukusa [49].

Polimorfizmi jednog nukleotida na genima za enzime antioksidativne zastite
dovode se u vezu sa smanjenom aktivnoSCu enzima, naruSavanjem ravnoteze i
smanjenjem antioksidativne odbrane, $to uz Cinjenicu da su pluca izloZzena visokim

koncentracijama RVK moze biti jedan od znacajnih faktora u patogenezi BA.

6.2.1. Polimorfizam rs7943316 gena za katalazu

Zajedno sa drugim enzimima antioksidativne zastite, superoksid-dizmutazom i
glutation-peroksidazom, katalaza ¢ini prvu liniju odbrane organizma od oksidativnog
stresa Stite¢i ga od toksi¢nih efekata vodonik-peroksida, koji se pod njenim uticajem

razgraduje do molekulskog kiseonika i vode.

Eksperimentalni podaci pokazuju da je aktivnost katalaze ¢ak 50% manja u
bronhoalveolarnom lavatu astmati¢nih plu¢a u poredenju sa zdravim kontrolama, $to je
posledica oksidativne modifikacije proteina, ali ne i smanjenja ukupne koli¢ine enzima
[42,51]. Eritrociti dece obolele od BA, takode, imaju manju aktivnost katalaze u

poredenju sa zdravim ispitanicima [52].

Rezultati ove studije pokazuju da rs7943316 nije udruzen sa BA. U ispitivanim
grupama najzastupljeniji je TT genotip sa 45,57% kod obolelih od BA i 47,37% kod
zdravih ispitanika. Heterozigotni AT genotip prisutan je kod 48,1% obolelih i 46,31%
zdravih ispitanika, dok je u ispitivanim grupama AA genotip zastupljen sa po 6,3%.
Ucestalost alela je podjednaka u obe ispitivane grupe, gde je T alel registrovan kod oko
70%, a A alel kod oko 30% ispitanika. Raspodela genotipova i ucestalost alela ne
pokazuju razlike u odnosu na pol ispitanika, a takode ne postoji uticaj ispitivanog

polimorfizma na rizik za nastanak BA u nasoj populaciji.

U populaciji Kavkazijanaca AT genotip je neSto ¢es¢i u poredenju sa TT
genotipom, dok AA genotip ima najmanju frekvenciju, sto je u skladu sa rezultatima

ove studije [118]. Takode, slicna raspodela genotipova i alela rs7943316 polimorfizma
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postoji i u ruskoj populaciji i Tamil populaciji juzne Indije [100,135]. Suprotno ovim
rezultatima u kineskoj populaciji najzastupljeniji je AA genotip sa 56,3%, dok je TT
genotip zastupljen sa 8,1% [98].

Mak i saradnici su pokazali da rs7943316 polimorfizam nije udruzen sa BA, kao
I da ne postoji uticaj ispitivanog polimorfizma na aktivnost katalaze [136]. Suprotno, u
studiji Polonikova i saradnika AA genotip znacajno je ¢es¢i kod obolelih od BA u
odnosu na zdrave ispitanike, a takode ucestalost A alela zna¢ajno je veca kod obolelih u
poredenju sa zdravim ispitanicima [100]. Polonikov i saradnici sugeriSu da se ovaj
polimorfizam dovodi u vezu sa povecanim oksidativnim stresom usled nedovoljne

aktivnosti enzima, a samim tim i ve¢im rizikom za nastanak BA [100].

S obzirom na mali broj dostupnih studija i kontradiktorne dosadasnje rezultate,
kao i nedovoljno podataka o uticaju rs7943316 polimorfizma na aktivnost enzima, od
znacCaja bi bila dalja istrazivanja u cilju utvrdivanja funkcionalnog efekta ovog

polimorfizma u BA.

6.2.2. Polimorfizam rs4880 gena za mangan-superoksid-dizmutazu

Superoksid-dizmutaza jeste metaloenzim koji katalizuje reakciju dizmutacije
0,-" do O; i H,0; i smatra se prvom linijom odbrane od toksi¢nih efekata RVK-a.
Mangan zavisna SOD je mitohondrijalni enzim koji se primarno sintetiSe u citozolu, a
zatim nakon prepoznavanja N-terminalnog mitohondrijalnog signalnog peptida biva
transportovan do mitohondrijalnog matriksa, gde odvajanjem mitohondrijalne ciljne

sekvence nastaje funkcionalni protein.

Polimorfizam rs4880 nastaje zamenom citozina (C) timinom (T) na poziciji 16
mitohondrijalne ciljne sekvence, §to za posledicu ima zamenu alanina (GCT, Ala)
valinom (GTT, Val). U poredenju sa Ala alelom, prisustvo mutiranog Val alela dovodi
se u vezu sa smanjenom aktivno$¢u enzima za 30% do 40%, a samim tim i smanjenom
odbranom od $tetnog delovanja oksidativnih agenasa. Prema podacima iz literature,
aktivnost SOD znacajno je niza kod novootkrivenih pacijenata sa BA u odnosu na

zdrave ispitanike [137].

Dosadasnje studije pokazuju da raspodela Ala alela varira od 11-30% u
japanskoj i kineskoj populaciji do 41-62% kod Kavkazijanaca [136]. Zastupljenost Ala

alela u kineskoj populaciji znacajno je niza u poredenju sa populacijama Litvanaca,

64



Diskusija

Finaca i Svedana [138]. Nasi podaci pokazuju da je Ala alel u srpskoj populaciji
prisutan kod 69,5% zdravih ispitanika i 50,6% obolelih od BA. Raspodela alela kod
obolelih od BA pokazuje statisticki znacajnu razliku u poredenju sa zdravim
ispitanicima. Takode, i razlika u ucestalosti alela u odnosu na pol statisticki je znacajna,
kako kod obolelih od BA Zenskog, tako i muskog pola, u odnosu na zdrave ispitanike

odgovarajuéeg pola.

Rezultati ove studije pokazuju i statistiCki znaCajnu razliku u raspodeli
genotipova rs4880 polimorfizma. U grupi obolelih od BA najzastupljeniji je
heterozigotni AlaVal genotip sa 58,2%, dok su homozigotni AlaAla i ValVal
genotipovi zastupljeni sa 21,5%, odnosno 20,3%. U grupi zdravih ispitanika AlaAla i
AlaVal genotipovi imaju podjednaku zastupljenost sa po 46,3%, dok je ValVal genotip
zastupljen sa svega 7,4%. Alel Val predstavlja faktor rizika za razvoj BA. Naime, rizik
za razvoj BA ve¢i je 2,7 puta kod nosilaca heterozigotnog AlaVal genotipa, a 5,9 puta
kod nosilaca homozigotnog mutiranog ValVal genotipa u odnosu na nosioce AlaAla
genotipa. Takode, prisustvo Val alela nosi 2,2 puta veéi rizik za nastanak bolesti u
odnosu na Ala alel. Prisustvo Val alela dovodi do promene sekundarne strukture
proteina (dolazi do formiranja  plo¢e umesto a heliksa koji se formira u prisustvu Ala
alela), sto otezava transport prekursorne forme enzima iz citoplazme u mitohondrije.
Ovako izmenjeni enzim zadrzava Se na unutra$njoj membrani mitohondrija, a to za
posledicu ima smanjeno stvaranje aktivhog MnSOD tetramera u mitohondrijalnom
matriksu, a samim tim i neefikasnu antioksidativnu zastitu usled smanjene aktivnosti
samog enzima [103]. Takode, ekspresija Val alela moZe uticati i na stabilnost mRNK
[103].

Genotip ValVal se dovodi u vezu sa bronhijalnom hiperreaktivno$¢u, a u in
vitro uslovima i sa smanjenom aktivno$¢u enzima [139]. Takode, profesionalni oblik
astme izazvan diizocijanatom udruZzen je sa Val alelom rs4880 polimorfizma [140].
Prema Maku i saradnicima, rs4880 polimorfizam nije udruzen sa BA u kineskoj
populaciji, ali Ala alel ispoljava zaStitni efekat smanjujuci rizik za pojavu bolesti kod
nepusaca i osoba atopijske konstitucije [136]. Kod dece tajvanske populacije redi alel
nosi veéi rizik za razvoj bolesti, dok u turskoj populaciji dece ne postoji udruzenost
rs4880 polimorfizma sa BA [141,142]. Studije u ceskoj i finskoj populaciji nisu
potvrdile udruzenost rs4880 polimorfizma sa BA [143,144].

65



Diskusija

S obzirom na to da se sinteza RVK povecava u zapaljenju disajnih puteva, ali i
da same RVK mogu pokrenuti zapaljensku reakciju, disfunkcija ili inaktivacija MnSOD
moze predstavljati znacajan faktor u nastanku BA. Imaju¢i u vidu kontradiktornost
rezultata dosadasnjih studija, od znacaja bi bilo sprovodenje novih studija u cilju
ispitivanja uticaja polimorfizama drugih enzima antioksidativne zastite i njihovog
uticaja na oksidativni status kod obolelih od BA, ali i proucavanje gen—gen interakcija,

kao i interakcija sa faktorima spoljaSnje sredine.

6.3. Polimorfizmi gena za receptor vitamina D

Vitamin D je liposolubilni vitamin koji svoje bioloske efekte ostvaruje
vezivanjem za VDR. lako su primarno mesto ekspresije VDR-a intestinalne epitelne
¢elije i osteoblasti, njegova ckspresija je dokazana i u drugim tkivima koja nisu
uklju¢ena u metabolizam kalcijuma i fosfora. Cinjenica da se VDR nalazi u veéini
¢elija imunskog sistema uklju¢ujuc¢i monocite, makrofage, dendriticne ¢elije, NK celije,
T- i B-limfocite, dovodi se u vezu sa efektima 1,25(0OH),Ds; na proliferaciju,
diferencijaciju i imunomodulaciju [65]. Upravo je njegov imunomodulatorni efekat

razlog zbog koga se vitamin D dovodi u vezu sa BA.

Na genu za receptor vitamina D identifikovan je veliki broj SNP-ova. Znacaj
njihovog ispitivanja proizilazi iz ¢injenice da su neki od njih, poput rs2228570
polimorfizma, funkcionalni, odnosno da imaju uticaj na sintezu VDR proteina i
koncentraciju vitamina D, dok drugi, poput rs1544410, mogu uticati na stabilnost
iRNK.

6.3.1. Polimorfizam rs2228570

Polimorfizam rs2228570 na genu za receptor vitamina D lokalizovan je na
prvom ATG kodonu egzona 2 i sadrzi Fokl restrikciono mesto (f ili T alel). U odsustvu
restrikcionog mesta nastaje F (C) alel zbog ¢ega transkripcija poc¢inje na drugom ATG
mestu. U ovom slucaju sintetiSe se protein koji na N-terminalnom kraju ima tri
aminokiseline manje i oznacava se i kao M4 forma (424 aminokiseline), dok kada
transkripcija poc¢inje na prvom ATG mestu, nastaje M1 forma proteina (427

aminokiselina) [107].
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Zastupljenost F alela se razlikuje u zavisnosti od etni¢ke pripadnosti i krece se
od 53% do 60,7% u kineskoj, japanskoj i populaciji Kavkazijanaca, dok je kod
Afroamerikanaca zastupljen sa oko 80% [145,146]. Podaci iz literature takode upucuju
na veéu ucestalost FF u poredenju sa ff genotipom [147]. Prema rezultatima ove studije
F alel je zastupljen sa 84,2% u zdravoj populaciji, a sa 69,62% kod obolelih od BA.
Genotip FF registrovan je kod 70,53% zdravih ispitanika i 46,84% astmaticara, dok je
homozigotni mutirani ff genotip prisutan kod 2,11% zdravih ispitanika i 7,59% obolelih
od BA. Za razliku od zdravih ispitanika Zenskog pola, kod ispitanika muskog pola nije
registrovan ff genotip. Raspodela alela i genotipova statisticki Se znacajno razlikuje
izmedu obolelih od BA i ispitanika kontrolne grupe, a znacajne razlike postoje i kod
ispitanika muskog pola obolelih od BA u odnosu na zdrave ispitanike istog pola.
Takode, haplotip fb i diplotip FfBb znacajno su ¢es¢i kod astmatiCara u poredenju sa

zdravim ispitanicima.

Rezultati ove studije pokazuju da F alel ima zastitni efekat na pojavu BA.
Naime, nosioci F alela imaju 2,3 puta manji rizik za razvoj BA u poredenju sa f alelom.
Takode, nosioci FF genotipa imaju 5,3 puta manji rizik za razvoj BA u odnosu na
nosioce ff genotipa. Sli¢no tome, haplotipovi rs2228570 i rs1544410 polimorfizama
koji sadrze F alel, Fb i FB nose oko dva puta manji rizik za pojavu astme u odnosu na

fb haplotip.

Prema studiji [148], F alel i FF genotip imaju zastitni efekat na pojavu astme
kod ispitanika ¢ija je koncentracija 25(OH)D3 niska, dok je u studijama [149,150]
pokazano da F alel nosi 1,5 puta veéi rizik za nastanak astme u populaciji Tunisana, i

2,68 puta u egipatskoj populaciji.

Suprotno naSim rezultatima, iako postoji udruzenost rs2228570 polimorfizma Sa
BA u populaciji Tunisana, frekvencija FF genotipa je znacajno visa kod astmaticara u
odnosu na zdrave ispitanike [149]. Studije sprovedene u kineskoj Han populaciji nisu
pokazale povezanost rs2228570 polimorfizma sa BA [146,151,152].

Razlike u rezultatima sprovedenih studija mogu biti posledica ne samo razliite
etnicke pripadnosti, ve¢ i Cinjenice da se gen—gen i gen-sredina interakcije razlikuju
medu populacijama. Vecina dostupnih studija, koje su proucavale rs2228570
polimorfizam gena za VDR i BA, sprovedena je u azijskoj populaciji, sto moze biti

jedan od razloga suprotnosti rezultata u odnosu na rezultate ove studije. S obzirom na to
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da ff forma rezultuje sintezom kraceg proteina, ¢ija je aktivnost manja u odnosu na onu
koja nastaje pod uticajem FF varijante, veca ucestalost FF genotipa kod zdravih osoba
moze biti i posledica evolucione adaptacije u humanoj populaciji [153]. Prisustvo f
alela udruzeno je sa smanjenom ekspresijom VDR nakon izlaganja kalcitriolu, a
pretpostavlja se da M4 forma proteina ima veci kapacitet da indukuje ekspresiju

CYP24A1 gena u odnosu na M1 formu [154,155].

6.3.2. Polimorfizam 1544410

Polimorfizam rs1544410 gena za receptor vitamina D lokalizovan je u 3’
netransliranom regionu i nastaje zamenom guanina (G) adeninom (A). Ovaj bialelni
polimorfizam karakteriSe postojanje G alela, koji se jo$ oznafava kao b alel, i A alela,
koji se oznacava i kao B alel. Polimorfizam je lokalizovan izmedu egzona 8 i 9 i ne
uti¢e na strukturu VDR proteina. Ipak, rs1544410 povezan je sa poli(A)
mikrosatelitskim ponovcima u 3' netransliranom regionu, $to moze uticati na stabilnost

IRNK i regulaciju transkripcije gena za VDR [108].

Rezultati ove studije pokazuju da je b alel prisutan kod oko 60% ispitanika,
kako zdravih, tako i obolelih od BA. Prema podacima iz literature b alel je kod
Kavkazijanaca zastupljen sa 52,9-57,7%, u kineskoj populaciji sa 91,7%, u korejskoj sa
91,1% i japanskoj sa 87,4% [146]. Raspodela alela i genotipova rs1544410
polimorfizma u nasoj populaciji ne pokazuje znacajne razlike izmedu obolelih od BA i
zdravih ispitanika, kao ni medu astmati¢arima muskog, odnosno Zenskog pola, u
poredenju sa zdravim ispitanicima istog pola. Heterozigotni bB i homozigotni mutirani
BB genotip i mutirani B alel rs1544410 polimorfizma gena za VDR nemaju uticaja na

rizik za razvoj BA u nasoj populaciji.

U kineskoj populaciji rs1544410 polimorfizam nije udruzen sa BA, $to je u
skladu sa rezultatima ove studije [146,152]. Ipak, suprotno rezultatima ove studije,
Malami i saradnici su pokazali da postoji znacajna razlika u distribuciji genotipova
izmedu dece oboelele od BA i ispitanika kontrolne grupe [149]. Naime, B alel znac¢ajno
povecava rizik za razvoj BA, a kod homozigotnih nosilaca B alela rizik je 2,5 puta veci.
U populaciji Tunisana haplotipovi sa b alelom (bAT i bat) imaju zastitni efekat na
pojavu BA. Rezultati metaanalize [148] pokazuju da postoji znaCajna povezanost

rs1544410 polimorfizma sa BA i znacajno vedi rizik za nastanak bolesti kod nosilaca
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BB genotipa. Ipak, ove rezultate treba posmatrati sa rezervom zbog ¢injenice da su u
metaanalizu bile ukljucene samo tri studije koje su sprovedene u kineskoj i populaciji
Tunisana. Prema Punu (Poon) i saradnicima, b alel je udruzen sa astmom i atopijom

kod ispitanika francusko-kanadskog porekla [156].

Sprovedene studije pokazuju veoma nekonzistentne rezultate, Sto moze biti
posledica razlika u etni¢koj pripadnosti ispitanika ukljucenih u studije, ali i razlicitoj
izloZenosti faktorima spoljSnje sredine. S obzirom na to da je rs1544410 polimorfizam
povezan sa poly-A mikrosatelitskim ponovcima, u predstoje¢im istraZivanjima bi bilo
od znacaja ispitati i polimorfizam duzine poly-A repa i ekspresiju VDR gena kako bi se
dobili dodatni podaci o uticaju rs1544410 polimorfizma gena za VDR u BA.

6.4. Status vitamina D

Za pracenje statusa vitamina D koristi Se odredivanje koncentracije 25(OH)D
¢1j1 najveci deo predstavlja 25(OH)D3, koji €¢ini 95% cirkuliSu¢eg vitamina D. lako nisu
jasno definisane granice normalnih vrednosti 25(OH)D, smatra se da koncentracija
25(OH)D visa od 30 ng/ml (75 nmol/l) odgovara normalnom statusu vitamina D [78].
Koncentracije 25(OH)D izmedu 20 i 30 ng/ml smatraju se niskim, dok koncentracije

nize od 20 ng/ml ukazuju na nedostatak vitamina D [157].

Prema rezultatima ove studije, srednja vrednost koncentracije 25(OH)Ds u
plazmi niza je kod obolelih od BA u poredenju sa vrednostima kod zdravih ispitanika
(23,18+13,87 ng/ml u grupi obolelih od BA, odnosno 32,27+21,99 ng/ml u kontrolnoj
grupi). Ipak, razlika u koncentraciji 25(OH)D3; ne pokazuje statisticku zna¢ajnost.
Normalan status vitamina D registrovan je kod 40,91% zdravih ispitanika i 45,45%
obolelih od BA. Koncentraciju 25(0OH)D3 izmedu 20 i 30 ng/ml imalo je 22,73%
ispitanika kontrolne grupe i 13,64% obolelih od BA, dok je nedostatak vitamina D
registrovan kod 36,36% zdravih ispitanika i 40,91% obolelih od BA.

Relativno niska koncentracija 25(OH)D3; i kod zdravih ispitanika delimi¢no
moze biti posledica ¢injenice da su uzorci krvi za analizu uzeti u zimskom periodu
godine. Naime, Srbija se nalazi na geografskoj $irini od 44° severno, a na geografskim
Sirinama iznad 37° severno i ispod 37° juzno suncevo zracenje nije dovoljno da bi se u
zimskom periodu godine sintetisala dovoljna koli¢ina vitamina D u kozi [158].

Sezonske varijacije koncentracije 25(OH)D izmedu zime i leta mogu biti i do 25 nmol/I
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[159]. Jovici¢ i saradnici su prethodno pokazali da u nasoj populaciji 68,5% ispitanika
ima koncentraciju 25(OH)D nizu od 50 nmol/l (25 ng/ml), dok je kod 25,1% ispitanika
ona niza od 25 nmol/l (10 ng/ml) [160]. Osim nedovoljnog izlaganja suncu, i navike u
ishrani mogu biti jedan od uzroka nize koncentracije 25(OH)Ds. Naime, najbolji izvor
vitamina D u hrani su ribe severnih mora, koje su u nasoj tradicionalnoj ishrani malo
zastupljene. Takode, i bioloski faktori poput pigmentacije koze, indeksa telesne mase,

malapsorpcije masti i godina Zivota mogu imati uticaj na status vitamina D.

Saglasno sa rezultatima ove studije, Menon i sradnici i Tusen (Thuesen) i
saradnici nisu potvrdili postojanje razlike u koncentraciji 25(OH)D izmedu obolelih BA
I zdravih ispitanika [161,162], dok rezultati nekoliko drugih studija ukazuju na
znacajno nizi nivo 25(OH)D kod obolelih od BA u poredenju sa zdravim ispitanicima
[163,164,165,166]. Takode, nekoliko studija ukazuju i na vezu izmedu koncentracije
25(0OH)D i pluéne funkcije merene FEV1 i FVC vrednostima, kao i da Su nize
koncentracije 25(OH)D povezane sa tezim oblicima BA [167,157]. Ipak, jo§ uvek nije u
potpunosti jasno da li je povezanost koncentracije 25(OH)D sa stepenom tezine bolesti
posledica specifi¢nijeg nacina zivota i rezima ishrane astmatiCara ili se nedostatak
vitamina D javlja nezavisno od astme, ali ispoljava negativni uticaj na tezinu i kontrolu
bolesti [157].

Pored faktora spoljasnje sredine uticaj na status vitamin D mogu imati i genetski
faktori. Smatra se da polimorfizam rs2228570 na genu za receptor vitamina D moze
uticati na sintezu proteina. Naime, u prisustvu F alela nastaje kraci protein koji ima veéi
afinitet za vezivanje aktivne forme vitamina D i do 1,7 puta u poredenju sa proteinom
koji nastaje u prisustvu ,,divljeg” alela [107]. Takode, kraci protein efikasnije vezuje
TFIIB i ima veci transkripcioni potencijal [153]. Polimorfizam rs1544410 ne utice
direktno na sintezu proteina, ali moZe uticati na stabilnost IRNK i regulaciju

transkripcije gena za VDR [108].

Rezultati ove studije nisu pokazali statisticki znacajne razlike u koncentraciji
25(0OH)D u odnosu na genotipove ispitivanih polimorfizama kod obolelih od BA i
zdravih ispitanika, sto je u skladu sa rezultatima Malmija (Maalmi) i saradnika [149].
Prema studiji [148], homozigotni FF i ff genotipovi imaju zastitni efekat u grupi
ispitanika sa niskom koncentracijom 25(OH)D (0-24 ng/ml), a prema nemackoj
porodi¢noj studiji koja je proucavala astmu, nivo vitamina D se, takode, dovodi u vezu

sa VDR polimorfizmima [168].
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S obzirom na to da metabolizam vitamina D podrazumeva nekoliko enzimskih
reakcija ukljuc¢enih u njegovu aktivaciju, transport i degradaciju, a i da je za signalne
puteve posredovane receptorom neophodno i nekoliko kofaktora, verovatno je da niska
koncentracija vitamina D nije posredovana samo varijacijama u genu za receptor
vitamina D. Takode, razli¢ita etnicka pripadnost, geografski polozaj, ali i nadin zivota
mogu uticati na status vitamina. Otuda bi bilo od znacaja sprovodenje opseznijih studija
koje bi istovremeno pratile uticaj vise genetskih faktora i faktora spoljasnje sredine na

status vitamina D.

6.5. SNP-SNP interakcije

Genetska osnova kompleksnih bolesti poput BA veoma je sloZena ne samo zbog
Cinjenice da vecéi broj gena moze imati ulogu u nastanku bolesti ve¢ i zbog mogucih
medusobnih interakcija veceg broja gena, ali 1 njihove interakcije sa faktorima
spoljasnje sredine. lako pojedinacni SNP-ovi predstavljaju znacajne indikatore genetske

komponente ovih bolesti, oni objasnjavaju samo deo genetskog rizika [109].

Poznato je da je rs1800629 polimorfizam gena TNF-o udruzen sa pove¢anom
sintezom TNF-a koja moZe biti pracena i pove¢anom sintezom RVK [91]. Takode, u
BA postoji oksidativna modifikacija i posledi¢no smanjenje aktivnosti MnSOD [42,55].
Smanjena aktivnost enzima javlja se i u prisustvu Val alela rs4880 polimorfizma, koji
TNF-a, Sto uz povecanu sintezu RVK vodi neefikasnoj antioksidativnoj zastiti
[103,105]. Vitamin D3 se smatra moguéim protivzapaljenskim agensom koji smanjuje
sintezu TNF-a i blokira sintezu RVK, kao i aktivaciju NF-kB puta u fagocitima u in
vitro uslovima, dok u respiratornim epitelnim ¢elijama nishodno reguliSe ekspresiju
TNF-o i NF-kB [157]. Polimorfizmi rs2228570 i 1544410 na genu za receptor vitamina
D mogu uticati na sintezu VDR proteina, a time i na status vitamina D. Imajuéi sve
navedeno u vidu, moze se pretpostaviti da bi polimorfizmi na ovim genima mogli imati

udruZeni efekat na razvoj BA.

U bronhijalnoj astmi je pokazano postojanje interakcije izmedu IL13 i IL4RA,
IL13 R130Q, kao i ADRB2 R16G i STAT6 C1570T polimorfizama [169,170]. Takode,
i interakcija polimorfizama STAT-6 G2964A, STAT-4 T90089C i IFN-y T874A
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povecava rizik za razvoj BA [171]. U literaturi ne postoje istrazivanja o uzajamnom

dejstvu polimorfizama gena za TNF-a, katalazu, MnSOD i receptor vitamina D.

Analizom SNP-SNP interakcija detektovana su tri modela interakcija izmedu
ispitivanih polimorfizama. Model sa dva polimorfizma (rs7943316, rs4880) pokazao je
da nosioci ValVal genotipa u kombinaciji sa bilo kojim od genotipova rs7943316
polimorfizma imaju veci rizik za razvoj BA, dok je rizik nizak kod nosilaca AlaAla
genotipa bez obzira na genotip rs7943316 polimorfizma. Analizom modela sa tri
polimorfizma (rs7943316, rs4880, rs1544410) utvrdeno je da rs1544410 polimorfizam
gena za VDR 1ima pozitivan (sinergisticki) efekat interakcije sa 15794336
polimorfizmom gena za katalazu na pojavu BA, dok rs4880 polimorfizam ima
redundantan efekat sa rs1544410 i rs7943316 polimorfizmima. U modelu interakcije
svih pet ispitivanih polimorfizama (rs1800629, rs7943316, rs4880, rs2228570,
rs1544410) pokazan je redundantan efekat interakcije rs2228570 sa ostalim

polimorfizmima u modelu, dok su ostala ¢etiri polimorfizma nezavisna.

Redundantni efekat gena podrazumeva da dva ili viSe gena imaju istu funkciju
pa se u slucaju mutacije na jednom od gena ne javljaju promene u fenotipu, dok
istovremene mutacije u svim redundantnim genima dovode i do odgovarajucih
fenotipskih promena. Redundantni geni se sre¢u kod postojanja ,rezervnih® kopija
vaznih gena, Sto omogucava obavljanje odredene funkcije ¢ak iako je jedan gen
mutiran. S druge strane, sinergisticki efekat podrazumeva da je efekat istovremenog

dejstva vise razlicitih gena ve¢i nego zbirni uticaj pojedinac¢nih gena.

lako rs1544410 1 rs794336 polimorfizmi gena za VDR 1 katalazu pojedinacno
nisu pokazali povezanost sa BA, u ovom modelu oni ispoljavaju sinergisticki efekat.
Suprotno tome, rs4880 i rs2228570 polimorfizmi, posmatrani pojedina¢no, pokazuju
statisticki znac¢ajnu udruZenost sa BA, ali ne postoji njihov sinergisti¢ki efekat. Ovakvi
rezultati pokazuju da se efekti pojedinacnih SNP-ova mogu razlikovati od udruzenih
efekata viSe polimorfizama, Sto upucuje na znacaj ispitivanja medusobne interakcije

gena.
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7. ZAKLJUCAK

U doktorskoj disertaciji je ispitivan uticaj polimorfizama gena za TNF-a
(rs1800629), enzime antioksidativne zastite (rs7943316 gena za katalazu 1 rs4880 gena
za mangan-superoksid-dizmutazu) i receptor vitamina D (rs2228570 i rs1544410), kao i
rizik za nastanak bolesti u prisustvu ispitivanih polimorfizama. Takode, odredivana je
koncentracija vitamina D kod obolelin od BA i zdravih ispitanika i ispitivan uticaj
SNP-SNP interakcija na pojavu bronhijalne astme.

Na osnovu dobijenih rezultata istrazivanja izvedeni su sledeci zakljucci:

e Raspodela genotipova i alela rs1800629, polimorfizma gena za TNF-a, rs7943316
gena za katalazu i rs1544410 gena za receptor vitamina D ne pokazuje statisti¢ki
znacajnu razliku izmedu obolelih od BA 1 zdravih ispitanika.

e Kod obolelih od BA postoji statisticki znac¢ajno veca ucestalost heterozigotnog
AlaVval i homozigotnog ValVal genotipa, kao i mutiranog Val alela rs4880
polimorfizma gena za MnSOD u poredenju sa zdravim ispitanicima.

e Raspodela genotipova i alela rs2228570 polimorfizma gena za receptor vitamina D
pokazuje statisticki znacajne razlike izmedu obolelih od BA 1 ispitanika kontrolne
grupe.

e Stratifikovana analiza u odnosu na pol pokazuje statisticki znacajne razlike u
distribuciji genotipova rs4880 i rs2228570 polimorfizama izmedu obolelih od BA
muskog i zdravih ispitanika odgovarajuceg pola. Takode, raspodela alela rs4880 i
rs2228570 polimorfizama pokazuje statisticki znacajne razlike izmedu obolelih od
BA muskog, odnosno Zenskog pola i zdravih ispitanika odgovarajuceg pola.

e Haplotip fb i diplotip FfbB rs2228570 i rs1544410 polimorfizama znacajno su ¢esée
zastupljeni kod obolelih od BA.

e Koncentracija vitamina D ne razlikuje se zna¢ajno izmedu obolelih od BA i zdravih
ispitanika.

e Polimorfizmi gena za receptor vitamina D rs2228570 i rs1544410 nemaju uticaj na

koncentraciju vitamina D kod obolelih od BA i zdravih ispitanika.
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e Rizik za razvoj BA ve¢éi je 2,7 puta kod nosilaca AlaVal i 5,9 puta kod nosilaca
ValVal genotipova rs4880 polimorfizma gena za MnSOD u poredenju sa nosiocima
AlaAla genotipa. Alel Val nosi 2,2 puta veéi rizik za razvoj BA u poredenju sa Ala
alelom.

e Genotip FF i alel F ispoljavaju zastitni efekat i nose 5,3 puta, odnosno 2,3 puta
manji rizik za nastanak BA u odnosu na ff genotip, odnoso f alel.

e Haplotipovi sa F alelom rs2228570 polimorfizma (Fb i FB) nose oko 2 puta manji
rizik za razvoj BA u poredenju sa fb haplotipom.

e Analizom SNP-SNP interakcija detektovana su tri modela interakcija izmedu
ispitivanih polimorfizama. Utvrdeno je da rs1544410 polimorfizam gena za VDR
ima pozitivan (sinergisticki) efekat interakcije sa rs794336 polimorfizmom gena za
katalazu na pojavu BA. U modelu interakcije svih pet ispitivanih polimorfizama
pokazan je redundantni efekat interakcije.

Polimorfizmi rs4880 gena za MnSOD 1 rs2228570 mogu posluziti kao molekularni
markeri procene rizika za razvoj BA. S obzirom na to da bronhijalna astma pripada
kompleksnim bolestima na ¢iji razvoj moze uticati veliki broj kako genetskih, tako i
faktora spoljasnje sredine, otkrivanje novih genskih markera bolesti je od znaCaja za
individualni terapijski pristup pacijentu, ali i razumevanje genetske osnove bolesti.
Pracenje polimorfizama na genu za receptor vitamina D i statusa vitamina D omoguéilo
bi pracenje obolelih od BA u cilju procene terapijske opravdanosti primene vitamina D
kod obolelih od BA. Tome bi znacajno doprinele i nove studije koje bi ispitivale vec¢i
broj polimorfizama na genu za VDR uz praéenje ekspresije VDR, kao i uticaja faktora

spoljasnje sredine.
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YHusepauteT y Huwy
H3jasa 1.

HU3JABA O AYTOPCTBY

W3jaBipyjeM aa je TOKTOpCKa AUCEpTalrja, Mo HacJIOBOM:

[Tonumopduszmu rcHa YKJbYUYCHUX Y I/IH(bJ'IaMaTODHe, AHTHOKCHJIATHBHEC U

MMYHOPETYJATOPHE NPoLece Ko 0001enux 04 OpoHXH]adHE acTME

Koja je onOpameHa Ha MenunuHckoM dakynrety YHuBepsutera y Hury:

® pe3yJTaT CONCTBEHOT UCTPAXHUBAYKOT paja;

® Ja OBy AMCEpTallMjy, HH Yy LEIHHH, HUTH Y JEJIOBHMA, HHCAM IpHjaBbUBa0/Ia
Ha JpyruM (QaxkyaTeTuMa, HUTH YHUBEP3UTETHMA;

e Ja HHMCAM [OBpeAMO/Ja  ayTOpcka  IpaBa, HHTH  3J0ynoTpebuo/ia
HHTEJIEKTYaJIHy CBOjUHY APYTHUX JIUIIA.

Jlo3BosbaBaM Ja ce 06jaBe MOjH JIMUHH ITOJAIH, KOjU CY Y BE3H Ca ayTOPCTBOM
1 J00HjameM aKaJeMCKOT 3Bama JOKTOpa HayKa, Kao LITO CYy UME U Mpe3uMe, roAuHa U
MecTo pohewa M gatym ondpaHe pajga, W TO y karanory bubmuoreke, JMrutaaiHom
penosuTopujyMy YHuBepsutera y Humry, kao u y myOnukanujama YHUBEp3UTETa Y

Humy.

Y Humry, 4. 42. 2045

AyTtop nucepranuje: Munena Jlecnoropuh

[Tornuc ayropa aucepranuje:

/ll,()-emzn\olisl/\rc4
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YHusepsuteT y Huwy

H3jasa 2.

N3JABA O HCTOBETHOCTU LITAMITAHOI' M1 EJIEKTPOHCKOTI
OBJIMKA TOKTOPCKE JUCEPTAIIMJE

Mme u npe3ume ayropa:_Muinena Jlecnorosuh

Hacnos mucepraumje:_ [onnmopdusmMu  reHa yk/bydeHHX Y HHGIaMaTOpHE,

AHTHOKCHJATHBHE W HMYHOPErYJAaTOpPHE MpoLece KoJ 000JeIHX 0] OpOHXH]aJIHE

acTMEC

MenTop:_npod. ap Tatjana JeBroBuh CTorMMeHOB

W3jaB/pyjeM Ja je mrTamMmaHu oOJIMK MOje JOKTOPCKE AUCEpPTalllje HCTOBETaH
€JIEKTPOHCKOM OOJIMKY, KOJH CaM IIpe/lao/Ja 3a yHOLeHe y JJUrHTalHu PEO3HTOPH]jyM

VYuupep3utera y Humy.

Y Humy, M4.42.9045"

[Totmuc ayTopa gucepTranwje:

,/w%/a;/w/swc |
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YHuepsuteT y Huwy

H3jasa 3:

N3JABA O KOPUIITRE®Y

Opnamthyjem  YHuBepautercky Oubmmorexy ,Hukoma Tecnma® gma, vy
JurutanHu  peno3utopujyMm YHuUBep3uTeTa y Humy, yHece MOjy IOKTOPCKY

I(I’ICGpTaL[I/ij, noa HaCJIOBOM:

HOJ’II/IMOD(bPBMH rcHa  VYK/bYYCHHUX VY I/IHd)HaMaTODHe, AQHTHOKCHAATUBHE H

UMYHOPETYJaTOpHE Mpolece Ko 000JeuX 011 6DOHXI/IiaJIHe acTME

Jucepranujy ca CBHM INPHJIO3MMa Mpenao/la caM y €JIEeKTPOHCKOM OOJIHKY,

MIOrOJIHOM 3a TPajHO apXUBHpamE.

Mojy IOKTOpCcKy auceprauujy, YyHery y JIMTHTaTHH perno3uTOpUjyM
VuuBep3utera y Huiry, Mory KOpHUCTUTH CBH KOjH HOLITYjy onpenade caapkaHe y
onabpanom tuny nunenue Kpeatusne 3ajennune (Creative Commons), 3a Kojy caMm ce

OJTy4HO/ 1.

1. AytoperBo (CC BY)
2. AytopctBo — HekoMmepuujaiaHo (CC BY-NC)
@AyTOpCTBO — HekoMepuujainHo — 6e3 npepane (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPILHjaJIHO — AenuTu o uctum ycnosuma (CC BY-NC-
SA)

5. AyropetBo — 0e3 npepazne (CC BY-ND)

6. AytopcTBo — aenutu noa uctuM yciaosuma (CC BY-SA)

Y Humry,  Ah-29. 2045 -

Aytop auceprauyje:_MuneHa JlecnoroBuh

[Tornuc ayTopa aucepranyje:

ﬂ,dk/‘?vo[a Wq
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