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Uticaj genskih polimorfizama enzima ukljuc¢enih u metabolizam
ksenobiotika na patogenezu i klini¢ki tok hroni¢ne opstruktivne bolesti
pluéa

Hroni¢na opstruktivna bolest plu¢a (HOBP) je sporoprogresivna bolest koju
karakteriSe ogranienje protoka vazduha kroz disajne puteve koje nije u
potpunosti reverzibilno, a koje je udruzeno sa poremecenim inflamatornim
odgovorom na udahnute Cestice i gasove. Pored pusenja cigareta i aerozagadenja,
geni ukljuceni u procese inflamacije i oksidativnog stresa mogu biti znacajni u

patogenezi hroni¢ne opstruktivne bolesti pluca.

Cilj ove doktorske disertacije bio je da se ispita zastupljenost genskih
polimorfizama enzima ukljuenih u metabolizam ksenobiotika — MDR1 i
CYP3AGS i proinflamatornog citokina TNF- alfa kod obolelelih od HOBP, kao i
njihova povezanost sa patogenezom bolesti i klinickim parametrima obolelih od
HOBP.

U studiju je bilo uklju¢eno 92 bolesnika sa HOBP i kontrolna grupa koju je ¢inilo
158 zdravih ispitanika. Detektovanje polimorfizama TNF-o gena —rs1800629 (G-
308A) vrseno je metodom PCR-FRLP. Ispitivanje polimorfizama MDRL1 gena —
rs1045642 (C3435T) i CYP3A5-rs776746 (A6986G) i CYP3A5- rs776746
(A6986G) je vrseno alel- specificnom PCR metodom.

Dobijeni rezultati pokazuju da je uCestalost heterozigotnog oblika MDR1 C3435T
znacajna veca kod bolesnika sa HOBP u odnosu na kontrolnu grupu zdravih
(p<0,004). T alel MDR1 3435 bio je ¢es¢i kod pusaca u odnosu na nepusace (p=
0,035). Unutar klinicke grupe broj leukocita i sedimentacija su bili u statisticki

znacajnoj korelaciji sa prisustvom izmenjenog T-alela genskog polimorfizma
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Distribucija genotipa GG, GA i AA-308 TNF-a nije se statisticki razlikovala u
grupi bolesnika sa HOBP u odnosu na kontrolnu grupu zdravih ispitanika
(p=0,268). Broj neutrofila bio je statisticki znacajno ve¢i kod bolesnika sa
HOBP  GG-308 TNF-a u odnosu na nosioce A-alela ovog genskog
polimorfizma (GA i AA-308 TNF-a) (p=0,067). Vrednost pH je bila znacajno
veca kod bolesnika nosilaca GG-308 TNF-a genotipa u odnosu na nosioce A-

alela ovog genskog polimorfizma (GA i AA-308 TNF-a) (p=0,016). Genotip

bolesnika sa BMI 18-24,9.

Na osnovu dobijenih rezultata se moze zakljuciti da su varijantne forme gena
koji kodiraju enzime ukljucene u metabolizam ksenobiotika - MDR1 C3435T i
CYP3AS5*3, signifikantno ¢e$c¢e prisutne kod bolesnika sa HOBP u odnosu na
kontrolnu grupu zdravih ispitanika. Osim toga broj leukocita i sedimentacija su
u korelaciji sa izmenjenim genskim statusom MDR1 C3435T, a komorbiditeti su
znacajno ¢eS¢i kod bolesnika sa nefunkcionalno formom CYP3AS5*3. Genski
status GA-308 TNF-a bio je statisticki u znacajnoj vezi sa brojem neutrofila,
koji je ve¢i kod nosioca A-alela, dok prisustvo T-alela- 308 TNF- a nije bilo

ceSce kod bolesnika sa HOBP u odnosu na zdrave ispitanike.
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The influence of gene polymorphisms of enzymes involved in the xenobiotics
metabolism on pathogenesis and the clinical course of chronic obstructive
pulmonary disease

Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) is a slow-progressive disease
characterized by limited airflow through the airways that is not completely
reversible, which is associated with a impaired inflammatory response to inhaled
particles and gases. In addition to smoking cigarettes and aero pollution, genes
involved in inflammation and oxidative stress could play a significant role in the
pathogenesis of chronic obstructive pulmonary disease.

The aim of this doctoral dissertation was to examine the frequency of single
nucleotide polymorphisms (SNPs) of genes encoding xenobiotic metabolizing
enzymes - cytochrome CYP3A5*1*3 and MDR1 C3435T, and a proinflammatory
cytokine, Tumor Necrosis Factor - alpha (TNF-a) -rs1800629, in patients with
COPD. The aim was also to establish the possible role of these polymorphisms in
the pathogenesis of COPD and their relation to the clinical parameters of patients
with COPD.

The study included 92 patients with COPD and a control group with 158 healthy
subjects. The determination of the polymorphisms of the TNF-a gene-RS1800629
(G-308A) was performed using the PCR-FRLP method. Polymorphism testing of
MDR1 gene-RS1045642 (C3435T) and CYP3A5-rs776746 (A6986G) and
CYP3A5- rs776746 (A6986G) was performed using an allele - specific PCR

method.




The results obtained show that the frequency of the heterozygous MDR1
C3435T is significantly higher in COPD patients in comparison to the control
group (p <0.004). T allele MDR1 3435 was more common in smokers compared
to non-smokers (p = 0.035). Within the clinical group, the number of leukocytes
and sedimentation were in statistically significant correlation with the presence
of altered T-allele of gene polymorphism MDR1 3435 (p = 0.012).

The incidence of CYP3A5*1*3 (heterozygous form and homozygous form) was
significantly higher in patients with COPD compared to those of the respondents
(43.3% vs. 11.6%, p <0.001). The co-morbidity of COPD patients was
statistically significantly more common in patients with non-functional CYP3A5
(p = 0.025). The pH values were statistically significantly higher in patients with
functional form CYP3A5 (p = 0.046).

The distribution of the genotype GG, GA and AA-308 TNF-a did not differ
statistically in the group of patients with COPD compared to the control group
of healthy subjects (p = 0.268). The number of neutrophils was statistically
significantly higher in patients with COPD GG-308 TNF-a compared to A-allele
carriers of this gene polymorphism (GA and AA-308 TNF-a) (p = 0.067). The
pH value was significantly higher in patients with GG-308 TNF-a genotype
carriers compared to carrier A-alleles of this gene polymorphism (GA and AA-
308 TNF-a) (p = 0.016). The GG-308 genotype TNF-a is the most common in
COPD patients with BMI<18.5 and in the BMI group of 18-24.9.

Based on the obtained results, it can be concluded that the variant forms of
genes encoding enzymes involved in the xenobiotic metabolism - MDR1
C3435T and CYP3A5*3 are significantly more frequently present in patients
with COPD compared to the control group of healthy subjects. In addition, the
number of leukocytes and sedimentation are in correlation with the changed
genetic status of MDR1 C3435T, and comorbidities are significantly more
common in patients with non-functional CYP3A5*3. Genetic status of GA-308
TNF-o was statistically significantly related to the number of neutrophils,
whereas the presence of T-allele-308 TNF-a was not more common in patients

with COPD compared to healthy subjects.
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1. UVOD

Hroni¢na opstruktivna bolest plu¢a je sporo progresivna bolest koju karakteriSe ogranicenje
protoka vazduha kroz disajne puteve koje nije u potpunosti reverzibilno (1). Ogranic¢enje protoka
vazduha je udruzeno sa neadekvatnim inflamatornim odgovorom plu¢a na Stetne gasove ili
Cestice. Za HOBP se takode u definiciji koja je data od strane Globalne inicijative za lecenje
hroni¢ne obstruktivne bolesti plu¢a (GOLD), navodi da se moze leéiti i spreciti, kao i da postoje
znaCajne vanpluéne manifestacije, te shodno tome pridruzeni komorbiditeti koji zajedno sa

pogorsanjima doprinose sveukupnoj tezini bolesti kod svakog pojedina¢nog pacijenta (2,3,4).

Prema podacima GOLD-a, procenjuje se da je HOBP trenutno cCetvrta bolest u svetu po
mortalitetu, ali se predvida da ¢e biti treca do 2020 godine. Vise od tri miliona ljudi je umrlo od
ove bolesti 2012. godine, $to ¢ini 6% svih smrtnih slucajeva na globalnom nivou. Na osnovu
BOLD-a (The Burden of Obstructive Lung Diseases) i drugih velikih epidemiloskih studija
predvida se da ¢e broj smrtnih sluc¢ajeva obolelih od HOBP do 2030 godine biti oko 4,5 miliona
godi$nje. Dakle, smatra se da je hroni¢na opstruktivna bolest pluca jedan od glavnih uzroka
hroni¢nog morbiditeta i mortaliteta Sirom sveta te da veliki broj ljudi dugi niz godina pati i

prerano umire usled njenih posledica. (1)

Proces hroni¢ne inflamacije prema novijim istraZivanjima ima znacajnu ulogu u patogenezi
HOBP. Inflamacija dominira u perifernim disajnim putevima i parenhimu pluéa i time
omogucava povecana ekspresija brojnih inflamacijskih proteina, i to: citokina, hemokina,
adhezionih molekula, inflamacijskih enzima i receptora. U mrezi citokina koji ucestvuju u
inflamaciji vrlo vaznu ulogu ima faktor nekroze tumora-alfa (TNF-alfa), koji pripada
proinflamatornim citokinima.Proizvode ga aktivirani makrofagi i smatra se da ima kriti¢énu ulogu
u patogenezi HOBP tako Sto podsti¢e i odrzava ekspresiju i oslobada razlicite proinflamatorne

medijatore §to vodi oSte¢enju tkiva respiratornog trakta i remodelovanju (5,6) .

Najznacajniji faktor rizika za nastanak HOBP je puSenje cigareta, medutim svi pusaci ne
razvijaju HOBP, tako da precizno razumevanje uticaja ovog faktora na patogenezu HOBP i dalje

ostaje nedostupno (6). Re¢ je, najverovatnije o postojanju genetskih varijacija, koje mogu uticati



na osetljivost prema duvanskom dimu. Usled toga se moze pretpostaviti da su prisutne genske
varijacije najverovatnije dodatni faktor rizika za razvoj HOBP. Istrazivanja ukazuju da je moguce
da sistem P-glikoproteina (eng.P-glycoprotein,P-gp), kodiran MDR-1 genom (eng.Multidrug
resistance proteins, MDR), igra ulogu u otklanjanju toksi¢nih efekata puSenja i otklanjanju

metabolita oksidativnog stresa (7).

Osim navedenog za metabolizam potencijalno toksi¢nih supstanci u organizmu odgovorni su i
enzimi iz sistema citohroma P450 (CYP), veoma znacajne enzimske porodice koja ima
sposobnost katalizovanja oksidativne biotransformacije mnogobrojnih lekova i drugih lipofilnih
ksenobiotika. Neka istrazivanja su potvrdila znacajnu interakciju izmedu CYP3AS genotipa,
trenutnog pusaCkog statusa, forsiranog ekspiratornog volumena u prvoj sekundi (FEV1) i
simptoma HOBP, §to ukazuje na moguéu povezanost polimorfizama CYP3AS5 i oSteéenja
disajnih puteva kod pusaca (8,9). Navedena deSavanja verovatno dovode do aktivacije hemijskih
sastojaka u duvanskom dimu §to u daljem toku rezultira promenama u respiratornom traktu i
razvoja HOBP (10).

Dosadasnja istrazivanja vezana za ovu temu su relativno oskudna, a dobijeni rezultati ¢ak i
kontradiktorni. Takode pojedinacni Single Nucleotide Polymorphism (SNP, polimorfizam jednog
nukleotida) mogu objasniti samo deo rizika za nastanak HOBP. Iz tog razloga je veoma znacajno
da se ispita moguci istovremeni uticaj vise razli¢itih SNP-ova, kao i ostali faktori rizika za
nastanak hroni¢ne obstruktivne bolesti pluca. Zaklju€ci bi nam pomogli u prilagodavanju
terapijskog pristupa svakom pojedinatnom pacijentu kako bi terapija bila efikasnija, a nezeljeni

efekti minimalni.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. HRONICNA OPSTRUKTIVNA BOLEST PLUCA
2.1.1.Definicija

Definicija hroni¢ne opstruktivne bolesti plu¢ca (HOBP) koja se danas koristi je predlozena od
strane Globalne inicijative za leCenje HOBP (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung
Disease-GOLD). Prema njoj se HOBP definiSe kao bolest koju mozemo da le¢imo i preveniramo,
a koja se karakteriSe perzistentnim respiratornim simptomima i ireverzibilnim ograni¢enjem
protoka vazduha kroz disajne puteve (1). Ograni¢enje protoka vazduha je posledica postojanja
abnormalnosti disajnih puteva i/ili aveola, koje nastaju usled znacajnog izlaganja Stetnim
Cesticama i gasovima. Vazno je da ova bolest ima sistemske manifestacije (1) pa u skladu sa tim i
pridruzene komorbiditete koji udruzeni sa egzacerbacijama doprinose stepenu tezine bolesti kod

svakog pojedinac¢nog pacijenta (11,12).

HOBP je bolest hroni¢nog i progredijentnog karaktera ¢ija incidenca znacajno raste u celom
svetu (1). Pusenje cigareta je najpoznatiji faktor rizika za nastanak HOBP (13). Medutim, nije i
jedini faktor rizika za nastanak ove bolesti. Postoje dokazi da i nepusac¢i mogu razviti hroni¢no
ograni¢enje protoka vazduha kroz disajne puteve (14). Procena stepena tezine bolesti HOBP, ali i
efikasnost terapijskog tretmana se tradicionalno meri promenama u forsiranom ekspirijumskom
volumenu u prvoj sekundi-FEV1 (1). Nepovoljan uticaj pusenja na brzinu opadanja forsiranog
ekspiratornog volumena u prvoj sekundi (FEV1) potvrden je i dokumentovan u mnogim
studijama u populaciji (15,16). Prestanak pusSenja ili ekspozicije duvanskom dimu je jedini na¢in

kojim se moze prevenirati i donekle usporiti dalja progresija bolesti (15,17) .

U definiciji HOBP-a je navedeno da bolest osim §to oStecuje primarno plu¢a dovodi i do
sistemskih posledica u organizmu, usled postojanja hroni¢ne sistemske inflamacije. U prilog
navedenog je potvrdena Cinjenica da su kod HOBP-a povisene vrednosti markera inflamacije,
leukocita, poremeéenog odnosa neutrofila i leukocita ( Ne/Ly rate), C-reaktivnog proteina, ali i
brojnih citokina u krvi, kao $to je faktor nekroze tumora — alfa (TNF-alfa) (5,18). Hronic¢na,
sistemska inflamacija moze dovesti do oStecenja drugih organa i tkiva, usled kojih verovatno

dolazi i do nastanka komorbiditeta (19).



Definicija HOBP ukljucuje i druge klinicke entitete koji su se ranijih godina koristili za dijagnozu

ovog oboljenja, a to su: hroni¢ni bronhitis, hroni¢ni opstruktivni bronhitis i emfizem.(20)

Hroni¢ni bronhitis se definiSe kao stanje koje karakteriSe postojanje kaslja i iskaSljavanja
minimum tri meseca u poslednje dve godine i nije obavezno udruZzen sa ograni¢enjem protoka
vazduha kroz disajne puteve. Naime, hroni¢ni bronhitis nije HOBP jer vrlo ¢esto spirometrijskim
metodama merenja ne daje opstruktivni poremecaj ventilacije pluca. Treba naglasiti da hroni¢ni
bronhitis ne mora uvek progredirati do HOBP, kao i da se patofizioloski umnogome razlikuju
(21, 22).

Hroni¢ni opstruktivni bronhitis je klinicko stanje koje osim simptoma bolesti poseduje stalnu
opstrukciju disajnih puteva koja se verifikuje spirometrijom, a gde je odnos forsiranog
ekspiratornog volumena u prvoj sekundi i forsiranog vitalnog kapaciteta ( FEV1/FVC x 100% )

manji od 70% od predvidene norme.

Emfizem pluca se definiSe kao trajno uvecanje disajnih puteva distalno od terminalnih bronhiola
sa destrukcijom zida alveola. Cesto se u klini¢koj praksi poistoveéuje sa HOBP-om §to je
apsolutno netacno, ali svakako predstavlja patohistoloski termin koji opisuje samo jedan u nizu
strukturnih poremecaja koji postoje i koji se deSavaju tokom razvoja i nastanka HOBP (23).
Postoje dve vrste emfizema: centrolobularni i panlobularni emfizem pluc¢a. Centrolubularni
emfizem pluéa se najcesce javlja kod pusaca, a deSava se zbog dilatacije ili destrukcije
respiratornih bronhiola. Panlobularni emfizem pluca je Cesto udruzen sa deficitom alfa 1-

antitripsina, a posledica je dilatacije ili destrukcija svih lobulusa (23,24).

Sve navedene bolesti imaju zajednicke klini¢ke i patoloSke poremacaje, ali su posledica razli¢itih

patofizioloskih mehanizama, te se ne mogu koristiti kao sinonimi za HOBP u klinickoj praksi.

Mnogo preciznija je definicija HOBP data od strane GOLD-a, koja kaze da se HOBP karakterise
ireverzibilnim ograni¢enjem protoka vazduha kroz disajne puteve, a da je bronhoopstrukcija
predstavljena odnosom FEV1/FVC koji je manji od 70%, a koji je meren spirometrijski
postbronhodilatatorno (25). Ove kriterijume je prihvatilo Evropsko Respiratorno UdruZenje
(Engl. Europian Respiratory Society-ERS) i Americko Torakalno Udruzenje (engl. American
Thoracic Society-ATS) (26). lako je navedeni odnos veoma prakti¢an za klini¢ku primenu u

dijagnozi HOBP, mnoge studije, kao $to su studija Schermera i saradnika (27) su pokazale da
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ukoliko koristimo navedeni odnos FEV1/FVC< 70% , mozemo preceniti opstrukciju disajnih

puteva kod osoba koje su starije zivotne dobi, a potceniti kod osoba koje su mlade zivotne dobi.

U novije vreme revidrana GOLD smernica navodi da za dijagnozu HOBP nije dovoljno samo
jedno merenje postbronhodilatatorno FEV1/FVC< 70%, ukoliko se ta vrednost kre¢e od 60 do
80%, spirimetriju treba ponoviti, jer se taj odnos moze promeniti kao rezultat bioloske varijacije
pri merenju u kasnijem intervalu (28,29). Medutim, ako je pocetni odnos postbronhodilatatorni
FEV1/FVC < 60%, onda je malo verovatno da ¢e do¢i do spontanog povecanja iznad 70%, tako

da ga u tom sluc¢aju ne treba ponavljati (29).

Prema GOLD kriterijumima, HOBP se klasifikuje u cetiri stadijuma, a prema

postbronhodilatatornim vrednostima FEV1, a pod uslovom da je odnos FEV1/FVC < 70%(1):
GOLD 1 —Blaga HOBP kada je FEV1ve¢i ili jednak od 80% od predvidene vrednosti

GOLD 2 — Srednje teska(umerena) HOBP kada je FEV1 od 79 do 50% predvidene vrednosti
GOLD 3 — Teska HOBP kada je FEV1 od 49% do 30% od predvidene vrednosti

GOLD 4 — Vrlo teska kada je FEV1 manji od 30 % predvidene vrednosti

2.1.2. Prevalencija, morbiditet i mortalitet HOBP

Dostupni podaci o prevalenciji HOBP se veoma razlikuju usled postojanja bitnih razlika u
metodama istraZivanja, dijagnostickim kriterjjumima 1 analititickim postupcima. Procena
prevalencije se zasniva isklju¢ivo na podacima o rezultatima spirometrije. Prevalencija HOBP se
povecava sa staroS¢u i pet puta je veci rizik za osobe starije od 65 godina, u poredenju sa

osobama koje su mlade od 40 godina (30).

Na osnovu brojnih istrazivanja u periodu od 1990. do 2004.godine kojima je obuhvaceno 28
zemalja, ukupna prevalencija HOBP je iznosila 7,5% u 37 studija. Utvrdeno je da se prevalenca
HOBP povecava sa godinama starosti narocito kod pusaca i bivsih pusaca, kao i da HOBP cesce
imaju muskarci u odnosu na zene (30,31,32). Znacajan je Latino Americki Projekat za
Istrazivanje HOBP- PLATINO (33) koji je sproveden u pet velikih zemalja Latinske Amerike:
Brazil, Cile, Meksiko, Uragvaj i Venecuela. Prevalenca za HOBP je iznosila 7,8% u Meksiko
Sitiju, do 19,7 % za Montevideo (33).



Na osnovu Burden of Obstructive Lung Disease (BOLD) i drugih velikih epidemioloskih studija,
procenjuje se da je broj slucajeva HOBP u 2010 godini bio 384 miliona sa globalnom
prevalencijom od 11,7% (34). Globalno godisnje je oko 3 miliona umrlih od HOBP (35). Sa
rastu¢om prevalencijom puSenja u zemljama u razvoju i starenjem populacije u zemljama sa
visokim dohotkom ocekuje se da ¢e do¢i do porasta prevalencije HOBP-a u narednih 30 godina, a
do 2030 godine moze doci do ¢ak 4,5 miliona smrtnih slu¢ajeva usled HOBP (36,37).

Na osnovu dostupnih podataka se moze zakljuciti da se morbiditet kod HOBP poveéava sa
godinama (32,33,38). Pridruzene bolesti (39), znacajno narusavaju zdravstveni status pacijenata,
¢esto sU glavni razlog hospitalizacije 1 predstavljaju velike troskove i teSkoc¢e prilikom lecenja

HOBP pacijenata (40,41,42,43,44)

HOBP je jedan od najvaznijih uzroka smrti u vecini zemalja (45). Na primer u 2011. godini
HOBP je bio tre¢i vode¢i uzrok smrti u Sjedinjenim Drzavama (46). To poveéanje mortaliteta
HOBP pacijenata je povezano sa epidemijom pusenja cigareta, zatim sa smanjenjem smrtnih
ishoda od drugih hroni¢nih bolesti (ishemijska bolest srca, infekcije), potom zbog starenja
svetske populacije, posebno u zemljama okruzenja, ali i zbog nedostatka efikasne terapije koja bi
modifikovala ovu bolest (1). Medutim, neprepoznavanje, a samim tim i nedijagnostikovanje
HOBP smanjuje tacnost podataka o HOBP (47,48,49). HOBP je prema podacima iz studije GBD
(Golden Burden of Disease), a pod pokroviteljstvom WHO (World Health Organization) , ¢etvrti
uzrok smrti u svetu sa 2,75 miliona umrlih, od ¢ega su 1,41 miliona muskarci, a 1,34 miliona
zene. U buducnosti se predvida dalji porast smrtnosti u svetu (35). Podaci o mortalitetu
potcenjuju HOBP kao uzrok smrti zbog toga Sto se Cesto predstavlja da HOBP nije osnovno
oboljenje, nego da je pridruzena bolest ili komorbiditet, pa da je samo doprinela smrti, ili se pak

uopste ne spominje (39,40).

2.1.3.Patofiziologija HOBP

Patoanatomske promene koje nastaju u toku evolucije HOBP se verifikuju u velikim disajnim
putevima, malim disajnim putevima, alveolama i pluénoj vaskulaturi. S vremenom dovode do
odgovarajuc¢ih patofizioloskih  poremecaja od kojih su najznacajniji hipersekrecija sluzi,
poremecaj funkcije cilija, ograni¢enje protoka vazduha kroz disajne puteve, plu¢na hiperinflacija,

poremecaj razmene gasova, razvoj pluéne hipertenzije, hroni¢nog plu¢nog srca i udaljeni,



sistemski  efekti. Uprkos velikoj raznolikosti patoanatomskih promena 1 njihovoj
rastprostranjenosti, Cesto se uocava da postoji slaba korelacija izmedu njih, a razlog ove
disproporcije je $to nije uvek moguce obezbediti adekvatan i dovoljno veliki uzorak, kao i zbog
nepostojanja precizne patoanatomske metodologije. Navedeni dogadaji su odgovorni za

ispoljavanje najcescih simptoma HOBP tj. kaslja sa iskasljavanjem i dispneje.

Kod HOBP dolazi do postepenog i progresivnog smanjenja pluéne funkcije koje se ogleda u
stalnom i progresivnom smanjenju forsiranog ekspiratornog volumena u prvoj sekundi (FEV1)
kao i odnosa FEV1/FVC (50). Naime, smanjenje FEV1 nastaje usled snizavanja forsiranog
vitalnog kapaciteta (FVC), uz istovremeni pad odnosa FEV1/FVC. SniZenje ovog odnosa se
javlja zbog gubitka elasti¢ne retraktilne sile pluc¢a, odnosno usled emfizema, kao i opstrukcijom
malih disajnih puteva (51). FVC se smanjuje zbog zarobljavanja vazduha opstrukcijom u malim
disajnim putevima i porasta rezidulnog volumena (RV) kada nastaje hiperinflacija plu¢nog
parenhima. Porastom RV, mnogo vise nego TLC , u daljem toku dolazi i do pada VC, te pojave
dispneje kod obolelog (52,53). Upravo zbog zarobljavanja vazduha dolazi do pada FEV1, a u
daljem razvoju bolesti i vitalnog kapaciteta (VC). Stoga u terapiji HOBP tezimo da smanjimo
koli¢inu zarobljenog vazduha, snizavamo RV, kao i RV/TLC, usled ¢ega dolazi do porasta FVC,

te je uvecanje FEV1 sekundarna pojava (54).

Hipersekrecija sluzi i poremecaj funkcije cilija

Hipersekrecija sluzi i poremecaj funkcije cilija predstavljaju najraniji patofizioloski poremecaj
koji se razvija u HOBP. Nastaju zbog stimulacije hipertrofi¢nih sluznih zlezda i pove¢anog broja
peharastih ¢elija inflamatornim medijatorima poput leukotriena, proteaza i neuropeptida §to
dovodi do hipersekrecije mukusa i izmenjenih reoloSkih karakteristika mukusa. Istovremeno
duvanski dim dovodi do pareze cilija, zbog Cega nastaje zastoj sekreta u malim disajnim
putevima uz istovremenu hipersekreciju. Nagomilavanje i stagnacija sekreta koji je viskozan,
zilav i lepljiv u malom disajnim putevima dovodi do stvaranja ¢epica sluzi koji mogu potpuno
zatvoriti disajne puteve. Navedena deSavanja pogoduju kolonizaciji bakterijama, rekurentnim
bronhijalnim infekcijama kao i1 razvoju pneumonija, §to u daljem toku bolesti omogucava
odrzavanje inflamatornog procesa i hipersekreciju (55). Nagomilani sekret i sluzni ¢epic¢i u malim
disajnim putevima imaju znacajnu ulogu u nastanku opstrukcije protoku vazduha kroz disajne

puteve (56). Dokazano je da je hroni¢na hiperesekrecija mukusa udruzena sa smanjenjem FEV1
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kod HOBP i da je ovo smanjenje proporcionalno stepenu hipersekrecije mukusa (57). Treba
napomenuti da neki medijatori i proteaze stimuli$u hipersekreciju mukusa i mnogi od njih postizu

efekte aktivacijom receptora epidermalnog faktora rasta (EGFR) (58,59).

Opstrukcija i hiperinflacija

Glavna patofizioloska promena u HOBP je ograni¢enje protoka vazduha, odnosno opstrukcija
koja je uglavnom ireverzibilna sa veoma malom reverzibilnoséu (60,61). Ireverzibilno
ograni¢enje protoka vazduha se deSava primarno zbog remodelovanja malih disajnih puteva.
Remodelovanje obuhvata fibrozu, povecanje glatkomiSicne mase zida disajnih puteva i
hiperplaziju peharastih ¢elija (62). Redukcija protoka vazduha u HOBP ima dve vazne
komponente: povecanje otpora i gubitak elasti¢ne retraktilne sile pluca. Povecanje otpora je
prisutno uglavnom u perifernim disajnim putevima iako su patoloske promene prisutne U
centralnim disajnim putevima. Treba naglasiti da je povecanje otpora izrazenije u ekspirijumu $to
vodi produZenju ekspirijuma i sve veéem zarobljavanju vazduha u alveolama (63). Povecanje
otpora zahteva dodatni disajni rad Sto dovodi do poraste energetske potroSnje, a kasnije zamora
disajne muskulature. Destrukcija pluénog parenhima takode ucestvuje u opstrukciji disajnih
puteva redukcijom elasticne sile pluca, §to smanjuje intraalveolarni pritisak koji pomaze

ekspirijum (64,65).

Gubitkom elasti¢ne retraktilnosti disajni putevi ranije kolabiraju u ekspirijumu te na taj nacin
povecavaju koliCinu zarobljenog vazduha u pluéima i1 povecavaju funkcionalni rezidualni
kapacitet (FRC) i rezidualni volumen (RV). Smanjenje dinamic¢ke komplijanse takode dovodi do
razvoja hiperinflacije. Dinamicka hiperinflacija se razvija kada je intenzitet opstrukcije takav da
je trajanje ekspirijuma nedovoljno dugo, te se ne moze istisnuti sav vazduh iz predhodnog
ekspirijuma. Iz tog razloga slede¢i inspirijum pocinje pre zavrSetka predhodnog eksipirijuma

(66).

Najces¢i uzroci reverzibilnog ograni¢enja protoka vazduha jesu inflamatorni procesi u disajnim
putevima, kontrakcija glatkih misi¢a u perifernim i centralnim disajnim putevima i nakupljanje

sluzi i eksudata u lumenu disajnih puteva.

U pocetnoj fazi bolesti tokom niza godina ne mora postojati pad FEV1 i FEV1/FVC odnosa.

Medutim, dolazi do uvecanja RV, TLC i RV/TLC, te se postepeno smanjuje elasticna sila pluca,
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narocito pri vi§im volumenima. Zbog toga vitalni kapaciet ostaje normalan ili povisen. Daljom
progresijom HOBP dolazi do opstrukcija protoka vazduha kroz disajne puteve koji se otkriva
smanjenjem FEV1 i FVC. Remodelovanje disajnih puteva postaje izrazenije, sile elasti¢ne
retraktilnosti su sve manje, sto vodi daljem smanjenju FEV1 i FVC, a u daljoj evoluciji i VC. U
pocetku bolesti ekspirijumski protoci su snizeni tokom fizickog napora, a kasnije, sa progresijom

bolesti dolazi do njihovog ogranicenja i pri mirnom disanju (57,61).

2.1.4.Sistemska inflamacija u HOBP

Brojne studije su poslednjih decenija ukazale na vrlo znacajnu ulogu procesa hroni¢ne
inflamacije u patogenezi HOBP. Inflamacijski proces kod ove bolesti dominira u perifernim
disajnim putevima i parenhimu pluca ali se moze naci i u velikim disajnim putevima. Medutim,
hroni¢nu opstruktivnu bolest plu¢a karakteriSe sistemska inflamacija pluénog tkiva koja se javlja
kao posledica dejstva udahnutih, $tetnih gasova i &estica, kao §to je duvanski dim. Cak i nakon
prestanka puSenja inflamacija pluéa se nastavlja nepoznatim mehanizmima, pa se pretpostavlja da
autoantigeni mogu igrati ulogu u tome (67,68). U pocetku je inflamacija vrlo niskog intenziteta i
li¢i na inflamaciju u drugim sistemskim bolestima, tako da u stvari predstavlja fizioloski odgovor
na Stetne agense. Ta fizioloSka reakcija pre svega ima cilj zaStitu pluénog tkiva i funkcije pluca.
Ali ako duZe traje dovodi do prekomernog inflamacijskog odgovora, te prestaje prvobitno

zaStitno fiziolosko dejstvo inflamacije, kada dolazi do oStecenja tkiva (69).
U tkivu pluca se deSava inflamacijski odgovor kojeg karakterise:

1. povecanje broja neutrofila, makrofaga i CD8+ T-limfocita

2. povecanje koncentracije proinflamacijskih citokina (IL-8, TNF-alfa)

3. oksidativni stres

Vrlo sli¢ne promene su nadene i u perifernim tkivima i organima obolelih od HOBP, §to je

pokazalo da je HOBP sistemska inflamatorna bolest (69,70).

Treba naglasiti da u poéetnom stadijumu HOBP-a u plu¢ima postoji reverzibilna inflamatorna
reakcija. Tada nastaje oStecenje epitela disajnih puteva koje nastaje usled direktnog dejstva

Stetnih Cestica i gasova ili dejstvom slobodnih kiseoni¢nih radikala (ROS). Respiratorni iritansi



prolaze kroz o$teceni epitel, te direktno aktiviraju alveolarne makrofage, ¢ime pocinje proces
inflamacije u plu¢ima (67). Aktivirani makrofagi kao i oSteCene epitelne celije oslobadaju
neutrofilne hemokine koji stimuliSu privla¢enje neutrofila i monocita i proinflamatorne citokine
(tumor necrosis factor - TNF-alfa i interleukin 8 - IL-8) kao i matriks metaloproteinazu (matrix
metallproteinases - MMPs)(71,72). Proinflamatorni citokini, kao $to je TNF-a, uzrokuju, a i
odrzavaju inflamaciju stvaranjem drugih citokina. Aktivaciju makrofaga pojacavaju intraepitelni
T-limfociti tako S$to na svojoj povrsini ekspimiraju efektorski molekul CD40 ligand koji se vezuje
CDA40 receptor na makrofagima uz istovremenu sekreciju interferona gama (INF-gama), izuzetno
vaznog citokina za aktivaciju makrofaga. Tako oslobodeni neutrofilni citokini omogucavaju
nakupljanje neutrofila u plu¢ima i njihovu aktivaciju (67,73) Neutrofili prelaze iz sistemske u
pluénu cirkulaciju i adheriraju se za endotelijalne Celije alveolarnog zida. Aktivirani neutrofili
sekretuju razli¢ite proteaze kao $to su neutrofilna elastaza, neutrofilni katepsin G 1 neutrofilna
proteaza-3. Makrofagalna MMPs i neutrofilna elastaza razgraduju elastin u zidu alveola. Tome se
suprostavlja sistem antiproteaza, alfa -1 antitripsin i tkivni inhibitor metaloproteinaze (slika 3). U
daljem toku procesa dolazi do inaktivacije ovih antiproteaza od strane neutrofilne elastaze i
MMPs, $to dovodi do destrukcije pluénog tkiva i hipersekrecije mukusa (74). Epitelne ¢elije i
makrofagi sekretuju transformisuci faktor rasta koji dovodi do povecanja broja fibroblasta i
njihove aktivacije (69,59,75). Ako je dejstvo Stetnih Cestica i gasova dugotrajno, inflamacija
postaje hroni¢na i ireverzibina. Hroni¢na infamacija dovodi do produZene aktivacije i povecanje
broja fibroblasta te remodelovanja i suzenja malih disajnih puteva, kao i destrukcije pluénog
parenhima (76,77).
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Slika 1. Prikaz sistemske inflamacije u HOBP, modifikovano iz Bousquet J (78)

Oksidativni stres moze biti jedan od vrlo vaznih pojac¢avajuc¢ih u mehanizama kod HOBP
(67,77).Oksidansi se stvaraju uslijed dejstva duvanskog dima i drugih udahnutih Cestica i
oslobadaju iz aktiviranih inflamatornih ¢elija, kao §to su makrofagi i neutrofili. Moguce da
smanjenje endogenih antioksidanasa kod HOBP pacijenata je rezultat smanjenog nivoa

transkripcionog faktora Nrf2 koji regulise brojne antioksidantne gene (79,80).

Inflamacija u HOBP dovodi ne samo do plu¢nog ostecenja, ve¢ i do oSte¢enja udaljenih organa 1

tkiva. Usled toga dolazi do sistemskih efekata u HOBP.

Poremecaj razmene gasova

Poremecaj razmene gasova kod HOBP nastaje usled neuskladenosti ventilacije 1 perfuzije pluca
(V/Q). U kasnijem toku bolesti dolazi do redukcije pluéne vaskularne mreze Sto dodatno utice na
abnormalnost V/Q odnosa (80). Na metabolizam respiratornih gasova uticu i ekstrapulmonalni
faktori, a to su: inspiratorna frakcija kiseonika, hemodinamski status, minutni volumen srca,

metaboli¢ki zahtevi organizma i alvelarna hipoventilacija.
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Naime, kod uznapredovale HOBP usled opstrukcije perifernih disajnih puteva, parenhimske
destrukcije i poremecaja pluéne vaskulature dolazi do smanjenja kapaciteta pluéa za razmenu
gasova te do hipoksemije, a kasnije i hiperkapnije. Hipoksemija u pocetku postoji samo pri
fizickom naporu, medutim daljom progresijom bolesti ona postoji i u miru (57). U delovima
plu¢a u kojima je V/Q odnos snizen nastaje i hiperkapnija koja se u pocetnim fazama moze
kompenzovati poveéanjem ventilacije (53). U odmaklim fazama bolesti kada se pojacano mogu
ventilirati samo mali delovi pluénog parenhima, uz hipoksemiju se razvija i stalna hiperkapnija
(61).

Pluéna hipertenzija

Pluéna hipertenzija (PH) je glavna kardiovaskularna komplikacija HOBP i udruzena je sa
razvojem hroni¢nog pluénog srca i loSom prognozom. Glavna karakteristika PH je da je u miru
sistolni pritisak u plu¢noj arteriji iznad 30 mmHg (3,3kPa), dijastolni pritisak iznad 10 mmHg,
odnosno srednji pritisak iznad 20 mmHg (2,66kPa).

PH se moze razviti kasnije u toku bolesti, a posledica je hipoksi¢ne vazokonstrikcije u malim
pluénim arterijama, kada postepeno dolazi strukturalnih promena u vidu hipertrofije/hiperplazije
intime, tzv remodelovanja (88,89). Ne zna se tacan podatak o incidenci PH kod HOBP, ali se zna

na osnovu indirektnih pokazatelja da je ona vrlo visoka (82,83,84).

Poremecaj funkcije endotela pluénih krvnih sudova

Disfunkcija endotela krvnih sudova pluca prisutna je u terminalnom stadijumu HOBP, ali se
nalazi 1 u blago) HOBP. Kada dode do oStecenja endotelijalne funkcije dolazi 1 do promena u
ekspresiji 1 oslobadanju vazoaktivnih medijatora. Pacijenti sa hroni¢nom hipoksi¢cnom
vazokonstrikcijom imaju smanjenu produkciju i/ili oslobadanje azot oksida (NO) iz endotelnih
¢elija Sto smanjuje moguénost relaksacije pluéne vaskulature (85,86). Kod pacijenata sa HOBP i
sa PH je ustanovljeno i smanjenje koncentracije prostaciklina, koji takode sintetiSu endotelne

celije.

U pacijenata sa HOBP nadena je povecana ekspresija Endotelina-1 (Endothelin-1, ET-1) u

pluénim arterijama. Za razliku od prethodno navedenih medijatora, ET-1 je snaZan
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vazokonstriktor koji ima izrazen mitogeni efekat na glatkomisié¢ne Celije posredovan povecanjem

slobodnoh radikala (86,87,88,89).

Hroni¢no plu¢no srce

Hroni¢no pluéno srce se definiSe kao hipertrofija desne komore usled bolesti koje oStecuju
funkciju 1/ili strukturu pluca, Cesto je udruzena sa pluénom hipertenzijom. Medutim autopsijske
studije su pokazale da je hipertrofija desnog srca nadena u preko 40% obolelih od HOBP, ali kod
nekih bolesnika je funkcija desne komore o¢uvana i pored postojanja plu¢ne hipertenzije (90,91).

2.1.5.Procena stepena tezine bolesti obolelih od HOBP

Za procenu tezine HOBP, GOLD daje procenu tezine uzimajuc¢i u obzir tezinu opstrukcije posle
bronhodilatatornog testa doziranim aerosolom u spreju, odnosno postbronhodilatatorni FEV1 i
FEV1/FVC<0, 7.

Postoje Cetiri stadijuma bolesti:

1. Blaga HOBP (GOLD 1): FEV1/FVC<70%, FEV1>80%, ponekad kasalj sa
iskasljavanjem sputuma.

2. Srednje teSka ili umerena HOBP (GOLD 2): FEVI1/FVC<70%,
50%<FEV1<80%:j; sa oteZanim disanjem pri naporu.

3. Teska HOBP (GOLD 3): FEV1/FVC<70%, 30%<FEV1<50%; sa malo teZim
nedostatkom vazduha, smanjenim podnoSenjem napora i ponavljanjem
egzacerbacija.

4. Vrlo teska HOBP (GOLD 4): FEV1/FVC<70%, FEV1<30% ili FEV1<50% sa
HRI. Ovde su pogorSanja znacajno ¢eS¢a i mogu da ugroze Zivot, tako da je

obzirom na sve kvalitet Zivota los (1).

Procena stepena tezine bolesti HOBP, ali i efikasnost terapijskog tretmana se tradicionalno meri
promenama u FEV1 (28,29,92). Spirometrija ima centralnu ulogu u dijagnostici, ali ne moze u
potpunosti da oslika pravo zdravstveno stanje obolelog od HOBP (1). Kod pacijenata su prisutni
brojni simptomi kao $to su kasalj, iskaSljavanje, stezanje u grudima, dispneja, a usled sistemske
inflamacije 1 brojni ekstrapulmonalni simptomi i znaci bolesti, koji ne mogu biti prikazani

spirometrijskim merenjem, ve¢ zahtevaju komunikaciju sa pacijentom jer jedino mogu biti
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adekvatno prikazani iz njegovog ugla (93,94,95). Kasalj, kratak dah, lo§ san Cesto imaju
negativne fizi¢ke, emocionalne i socijalne efekte na pacijenta (94,95,96,97). Treba pomenuti i
disfunkciju skeletnih miSi¢a koja predstavlja jedan od ekstrapulmonalnih karakteristika bolesti,
koji moze znacajno da doprinese smanjenju fizickog kapaciteta, a posledica je naruSavanje
psihosomatskog zdravstvenog statusa bolesnika (98,99). Stoga da bismo obezbedili detaljan
pregled efekata terapijskog tretmana i stepena tezine HOBP u klinickom ispitivanju, neophodno
je da spirometrija bude prac¢ena upitnicima kao $to su (COPD Assesment Test)) CAT i (Modified
Medical Council Research) mMRC-dispneja skala, koji nam mogu omogudéiti znac¢ajno bolju
procenu zdravstvenog stanja pacijenta, usled detaljne analize simptoma koje pacijent oseca (1).
Na ovaj nacin se beleze iskustva svakog pojedina¢nog bolesnika, bez tumacenja od strane tre¢eg
lica, kao $to su zdravstveni radnici. Najznacajniji simptomi koji nam pomazu u razumevanju
uticaja HOBP na Zivot pacijenta iz njihove sopstvene perspektive su: kratak dah, zamor, kasalj,
iskasljavanje, fizicko, socijalno funkcionisanje i san. Upravo iz tog razloga ove karakteristike

bolesti se nalaze u upitniku koji ispunjava sam bolesnik jer najvise uti¢u na pacijenta.

CAT je razvijen 2009.godine po standardima Americke agencije za hranu i lekove (FDA). CAT
je kratak 1 jednostavan, prilagoden nasem jeziku, a obuhvata osam stavki koji pokrivaju Sirok
spektar uticaja HOBP na bolesnika. Uprkos svojoj kratko¢i pruza pouzdanu meru tezine HOBP,

te se moze rutinski koristiti (99).

Postoji viSe upitnika za procenu dispneje, ali je najces¢e u upotrebi The Modified Medical
Research Council Dyspnea Scale (nMRC-dispnea skala), koji je zapravo revidirana verzija testa
Saveta za medicinska istrazivanja dispneje. Ova test je veoma jednostavan za izvodenje, validan i

dobro kolerira sa klinickim kao i sa parametrima plu¢ne funkcije (100).

Globalna inicijativa za HOBP u svojim smernicama preporucuje koris¢enje CAT i mMRC —
dispneja skalu za procenu simptoma kod bolesnika sa HOBP (1). Oni zajedno sa parametrima
plu¢ne funkcije i brojem pogorsanja svrstavaju pacijente u 4 grupe A, B, C i D, na osnovu Kkojih

se procenjuje rizik od pogorsanja bolesti u buduénosti (1).

2.1.6.Egzarcebacije HOBP

Za procenu tezine HOBP, pored navedenih parametara, vrlo su bitna i pogorSanja - egzacerbacije

tj. epizode pogorsanja respiratornih simptoma koji narusavaju zdavstveni status pacijenata, a koji
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su znacajan uzrok mortaliteta ove bolesti (101,102,103). Takode se navodi da u akutnim
pogorsanjima HOBP postoji realna potreba za izmenom u terapiji obolelog (104,105). Prema
novim smernicama GOLD-a pogorsanja se dele na: blaga (engl. mild), koja zahtevaju terapiju sa
kratkodeluju¢im beta 2 agonistima, potom umerena (engl.moderate) koji u terapiji zahtevaju ne
samo kratkodelujuce beta 2 agoniste, ve¢ i antibiotioke i /ili oralne kortikosteroide i teske
(engl.severe), gde su pacijenti hospitalizovani ili su bili tretirani u hitnim medicinskoj sluzbi.
Teska pogorsanja takode mogu biti u vezi sa akutnom respiratornom insuficijencijom.Trebalo bi
naglasiti da su teska pogor$anja HOBP u vezi sa loSom prognozom i pove¢anim rizikom smrtnog

ishoda (106).

Stepen teZine

Blaga Pacijent ima potrebu za medikamentima, ali se moze le¢iti sam, u ku¢nim
uslovima.
Umerena Pacijent ima povecanu potrebu za medikacijom, ali i potrebu za

medicinskom asistencijom.

TesSka Pacijent ili njegov staratelj prepoznaje akutno pogorSanje stanja koje

obavezno zahteva hospitalizaciju.

Postoji potreba za odredenom subklasifikacijom HOBP egzacerbacija iz prakti¢nih razloga, koja

je predstavljena tabelom 1.

Tabela 1. Klasifikacija HOBP egzacerbacija zasnovana na resursima zdravstvene zastite

2.1.7. Kombinovana procena stepena tezine HOBP

Za procenu stepena tezine HOBP, osim spirometrije koriste se simptomi i rizik od buducih
egzacerbacija. Ovaj nacin procene je neophodan da bismo u potpunosti shvatili ozbiljnost HOBP
i imali individualan pristup prema obolelima . U tom pogledu ucinjen je veliki iskorak 2011

godine ,kada je spirometrija kao nacin gradiranja udruzena sa izvjeStajima pacijenta. Tada je
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podvucen i znacaj prevencije egzacerbacija u tretmanu HOBP. U tom pogledu uvedena je
ABCD procena. Medutim u daljem toku su mnoga istrazivanja pokazala da se ova procena nije
pokazala boljom od spirometrijske gradacije za predvidanje mortaliteta ili drugih vaznih
posledica HOBP (107,108,109). Stavise, prikazani rezultati grupe D su bili modifikovani sa dva
parametra , funkcija pluca i/ili istorija egzacerbacija $to je dovelo do nerazumevanja (110). Da bi
se izbegle takve posledice tumacenja rezultata, a da bi se zadrzala konzistentnost i jednostavnost
za klini¢are predloZeno je preuredenje ABCD procene, kojom se razdvaja spirometrijska procena
(GOLD gradacija) od grupa ABCD. Shodno tome ¢e se ubudu¢e ABCD Kklasifikacija iskljucivo
koristiti za procenu simptoma pacijenata i istoriju egzacerbacija. U revidiranoj Semi neophodna je
spirometrija, ali se uz to procenjuju dispneja na osnovu mMMRC dispnea skale i svi ostali
simptomi koriste¢i CAT. Kona¢no, neophodno je evidentirati umerene i ozbiljne egzacerbacije

kao i broj hospitalizacija u istoriju bolesti pacijenata.
Na osnovu simptoma i pogorsanja razlikuju se sledece grupe:

Pacijenti Grupe A- nizak rizik, malo simptoma 0-1 egzacerbacija za jednu godinu i
mMRC gradus 0-1 ili CAT skor <10.

Pacijenti Grupe B- nizak rizik, mnogo simptoma 0-1 egzacerbacija za jednu godinu i
MMRC gradus >2 ill CAT>10.

Pacijenti grupe C- visok rizik, malo simptoma >2 egzacerbacija za jednu godinu i
MMRC gradus 0-1 ili CAT skor<10.

Pacijenti Grupe D- visok rizik, mnogo simptoma >2 egzacerbacije za jednu godinu i
mMRC gradus >2 ili CAT skor>10.

Postoje sledeéi brojni dokazi koji podrzavaju ovaj klasifikacioni sistem (111,112,113). Cak i u
odsustvu Cestih egzacerbacija pacijenti koji pripadaju kategoriji GOLD 3 ili GOLD 4 mogu biti
u vecem riziku od prijema u bolnicu i smrtnog ishoda, tako da je vazno da takvi pacijenti budu
uklju¢eni u grupu pacijenata sa Visokim Rizikom. Modifikovana klasifikacija u poslednjoj

smernici GOLD-a je predstavljena slede¢om slikom 2:
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Spirometrijom Procena Procena

potvdena - obstruktcije - aktivnosti/rizika

dijagnoza disajnih puteva od egzacerbacija

Umerene/ozbiljne

egzacerbacije
Bronhodilatatorni test FEV1 2 2ili 21 koje je
FEVI/FVC< 0.7 (% predvidjenog) zahtevala C D

hospitalizaciju
GOLD1 =30

GOLD 2 20-79

GOLD 3 30-49 0ili 1 koja nije
GOLD4 <30 zahtevala A B

hospitalizaciju

mMRC O-1 mMRC 22
CAT=10 CATZ10

Slika 2. Kombinovana procena stepena teZine HOBP (GOLD)

FEV1 — forsirani ekspiratorni volume u prvoj sekundi, FVVC forsirani vitalni kapacitet, GOLD-
globalna inicijativa za HOBP (global initiative for chronic obstructive lung disease), CAT HOBP
test procene aktivnosti (COPD assessment test), mMMRC modifikovana skala dispneje (modified

medical reasech council dyspnea scale)

2.2. ULOGA GENSKIH POLIMORFIZAMA U ETIOPATOGENEZI

HOBP
Polimorfni genski lokus je mesto u genomu na kome postoje najmanje dva alela ¢ija je frekvenca

u populaciji ve¢a od 1%, za razliku od retkih varijanti, ¢ija ucestalost je manja od 1% (114).
Zavisno od strukture nukleotida, varijante u humanom genomu mogu se podeliti na polimorfizme
jednog nukleotida 1 strukturne varijante (115). Single nucleotide polymorphism (SNP,
polimorfizam jednog nukleotida) je jedan od vaznih izvora polimorfnog diverziteta genoma, i
predstavlja zamenu jedne baze drugom na preciznoj lokaciji unutar genoma. Mogu biti
lokalizovani u kodirajué¢em ili nekodiraju¢em regionu DNK (116). Oni SNP-ovi koji se javljaju
u kodiraju¢im regionima oznacavaju se kao cSNP. Procenjuje se da se na svakih 300 baza javlja

po jedan SNP, pa se smatra da u ljudskom genomu ima oko deset miliona SNP-a (117), od ¢ega
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oko 7 miliona ima ucestalost retkog alela (engl.Minor Allele Frequency, MAF) veéu od 5%
(115). Procenjuje se da je oko 10% svih SNP-ova funkcionalno, sto moze dovesti do promena u
bioloskim procesima, ali prisustvo SNP u kodiraju¢im sekvencama ne mora obavezno dovesti 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 uti¢u na sintezu proteina, ali
mogu uticati na alternativnu obradu transkripta, vezivanje transkripcionih faktora, degradaciju

informacione RNK ili na sekvencu nekodiraju¢e RNK.

Polimorfizmi DNK imaju varijabilni uticaj na strukturu i funkciju celija. Najveci broj
polimorfizama ima potpuno neutralni efekat na ¢eliju. Medutim, pojedine polimorfne sekvence
doprinose predispoziciji osoba za razvoj multifaktorijalnih bolesti (118,119). Kod tih bolesti, za
razvoj odredenog fenotipa, uz faktore spoljasnje sredine, znacajan je istovremeni uticaj vise gena.
Ogranicavajudi faktor u identifikaciji gena odgovornih za nastanak ovih bolesti jeste i to Sto
povezanost odredenih SNP-ova sa boles¢u u jednoj populaciji najées¢e nije primenljiva i na

pripadnike druge populacije zbog postojecih etni¢kih i drugih razlika (115).

2.2.1. Humani MDR1 gen

Uoceno je da neki endogeni faktori uticu na metabolizam toksi¢nih supstanci u organizmu, a
jedan od takvih je P-glikoprotein (P-gp), polipeptid sa 1280 amino-kiselina, klini¢ki znacajan
transmembranski transporter kod ljudi, koji je ¢&lan ATP vezujuceg kaskadnog (ABC)
transportnog sistema. Ovaj glikozilirani membranski protein od 170 kDa prvi put je izolovan
1976, kod hrcaka koji su bili otporni na kolhicin (120). Protein se sastoji od dve polovine, od
kojih svaka sadrzi Sest hidrofobnih transmemranskih delova i ATP vezujuc¢i deo. Dve polovine su
odvojene fleksibilnim povezuju¢im regionom dok su dva ATP-vezuju¢a domena strukturno
sli¢cna. Svih 12 transmembranskih domena su delovi plazma membrane (121). P-gp se nalazi u
apikalnom delu ¢elijske membrane Celija sa ekskretornim funkcijama (jetra, bubrezi, tanko crevo,
zeludac 1 krvno-mozdana barijera) (122,123). Fizioloska ekspresija P-gp u tkivima je vazna
determinanta za detoksikaciju u razli¢itim celijama i tkivima (124-127). Ovaj protein takode

posreduje u blokiranju hidrofobnih ksenobiotika preko placente i sprecavanju prolaska supstanci
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u CNS putem krvno-mozdane barijere (123). Nedavno je dokazano da se P-gp nalazi unutar éelija

sa lizozomima, uti¢uéi na lizozomsku sekvestraciju ksenobiotika (128).

P-gp je kodiran MDR1 (Multi Drug Resistance-1) genom, koji se nalazi na ssdmom hromozomu
i sastoji se od 28 egzona veli¢ine od 49 do 209 baznih parova. Polimorfizam MDR1 gena su prvi
opisali Hoffmeier i saradnici, koji su uodili korelaciju izmedu nize crevne ekspresije P-gp i
polimorfizma u egzonu 26 MDR-1 gena (129). U pocetku je detektovano samo 15 razli¢itih SNP-
ova u egzonima MDR-1 (ABCB1) gena, dok je kasnije opisano najmanje 50 SNP-ova
uzrokovanih insercijom ili delecijom (130,131). Veé¢ina ovih SNP-ova su tihi (silent)
polimorfizmi, i ne uzrokuju promenu u sekvencama amino Kiselina P-gp. Studije razlicitih
etnickih grupa su pokazale da se polimorfizmi MDR1 gena, oznaceni kao 1236>T, 2677G>T/A/
C 1 3435C>T najcesce prisutni u genomu ispitanika. Literaturni podaci ukazuju na ¢injenicu da je
SNP C3435T, koji se nalazi u egzonu 26 MDR1 gena, povezan sa nivoima P-gp i sposobnos$¢u

preuzimanja supstrata (129).
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Naime, pojedinci koje su homozigoti za T-alel imaju znac¢ajno smanjen nivo ekspresije P-gp u
poredenju sa homozigotima za C-alel. ABCB1 sinonimni SNP-a 1236> T i 3435> T su povezani
sa nesinonimima SNP (2677G>T, Ala893Ser) (6) i javljaju se u varijabilnim, ali sli¢nim
frekvencama u evropskim populacijama, dok je njihovo prisustvo statisti¢ki zna¢ajno razli¢ito u

etnickim grupama africkog i azijskog porekla(132).

Genetske varijante MDR1 mogu uticati na interindividualnu varijabilnost u bioraspolozivosti i
farmakokinetici raznih lekova (128,133). Neka istrazivanja su pokazala da 3435C>T je bio
povezan sa znacajno smanjenom intestinalnom P-gp ekspresijom kod homozigota T/T u
poredenju sa subjektima homozigotima za C alel ( C /C), sto je dovelo do veée koncentracije
digoksina u plazmi posle oralne primene (133,134). Medutim, veliki broj studija na ljudima je
pokazalo inkonzistentnost, ¢ak i kada su ispitivani isti lekovi, iste bolesti ili etni¢ke grupe
(134,135).

MDR1 u HOBP

Parenhim pluca i traheobronhijalni epitel imaju barijernu ulogu prema spoljnoj sredini. Oni
poseduju visoku transkripcionu aktivnost za veliki broj ABC transportnih sistema (136,137). U
ljudskim plu¢ima, P-gp se nalazi na apikalnoj strani cilijarnih epitelnih ¢elija ili cilijarnih kanala,
kao i na apikalnoj i boénim povr§inama seroznih ¢elija bronhijalnih zlezda, ali ne u peharastim
¢elijama koje produkuju sluz (138). Bojenje na P-gp protein u epitelnim ¢elijama traheje i glavnih
bronhija je izrazeno, dok je bojenje manjih bronhija smanjeno ili odsutno. P—gp je takode
pronaden u lateralnim membranama nazalne respiratorne mukoze (139). Neka istrazivanja nisu
utvrdila bojenje pneumocita na P-gp (140). Antitelima je dokazano prisustvo P-gp u endotelnim
¢elijama  krvnih  sudova. Bojenjem je dokazano prisustvo u alveolarnim 1
monocitima/makrofazima iz krvi ali je koncentracija P-gp bila varijabilna (138). Apikalna
lokalizacija u epitelu moze znaciti da je P-gp vazan za transport jedinjenja iz intersticijuma u

lumen, iako precizna funkcija P-gp u plu¢ima ostaje nepoznata.

Rezultati jedne studije sugeriSu da P-gp protein ima ulogu u borbi protiv toksi¢nog dejstva
pusenja i uklanjanja metabolita oksidativnog stresa (141). MDR1 takode ima ulogu u ¢elijskoj
regeneraciji (142). Neki autori su otkrili smanjenu ekspresiju i aktivnost P-gp tokom inflamacije
(143). U studiji koju je sproveo van der Deen i saradnici, pokazano je da MDR protein ima
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snazno antioksidativno djelovanje. Utvrdeno je da su pacijenti sa HOBP imali smanjen nivo
MDR proteina u njihovom bronhijalnom epitelu (144). U studiji Dogana i saradnika, cetrdeset
jedan ucesnik sa HOBP genetski je tipizovan na MDR1 3435C/T polimorfizam (145). U
poredenju sa kontrolnom grupom, pacijenti sa HOBP su bili znacajno ¢eS¢e homozigoti i
heterozigoti za MDR1 C3435T35 polimorfizam. T — alel frekvenca je bila znacajno veéa kod
pacijenata sa HOBP (52%) u poredenju sa ucesnicima kontrolne grupe (19%) (145). Ovi nalazi
sugeriSu da MDR1 moze igrati ulogu u razvoju HOBP kroz modulaciju inflamatornog odgovora i

zbog poremecaja detoksikacionih mehanizama.

2.2.2.CYP3A5

CYP3AG5 je jedan od enzima monooksigenaznog sistema citohroma P450. Podporodica CYP3A,
kod ¢oveka obuhvata CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7 i CYP3A43 i jedan od najnaprednijih sistema
biotransformacije, koja olakSava eliminaciju lekova i drugih ksenobiotskih jedinjenja iz
organizma (146). CYP3AS5 je smesten na hromozomu 7q 21.1 i eksprimira se kao 52.5 —kDa
protein, koji se sastoji od 502 aminokiseline. On je po svojoj strukturi i funkciji veoma slican
CYP3AA4, tacnije 85% njegove sekvence je slicno CYP3A4 (147). Analizom enzimske aktivnosti
utvrdjeno je da CYP3AS i CYP3A4 imaju preklapajucu specifi¢nost supstrata (148), ali aktivnost
CYP3A5 pokazuje velike interindividualne varijacije. Interesantno je da mnoge osobe nemaju
funkcionalnu verziju ovog enzima, tako da je enzim u svojoj funkcionalnoj varijanti prisutan kod
vec¢ine Afroamerikanaca (45-73%) a u zna¢ajno manjem procentu kod osoba bele rase (5-15%)
(139,149). Kod onih ljudi koji imaju funkcionalni enzim, on moze predstavljati preko 50% od
ukupne aktivnosti CYP3A, doprinose¢i CYP3A metabolizmu. Ovaj enzim se nalazi u razli¢itim

tkivima, narodito jetri, bubrezima i plu¢ima (150,151,152).

Supstrati ovog enzima su mnogobrojni lekovi, poput nekih antihipertenziva, imunosupresivnih
lekova, statina i drugih (152,154,155,156). Jedna od najznacajnijih uloga ovoga enzima je da
moze delovati kao supresor tumora, narocito kod hepatocelularnog karcinoma (157). Takode su
odredene studije ukazale da nefunkcionalna varijanta CYP3AS5 povecéava rizik od razvoja akutne i

hroni¢ne leukemije, isticuci znacaj efekta faze 1 detoksikacije u borbi protiv kancera (158).
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CYP3ADS5 polimorfizam

Postoji preko 25 varijanti ovog enzima, medutim mnogi od njih nisu funkcionalni. Potpuno
funkcionalna varijanta je poznata kao CYP3A5*1 (A6986-wild type). Frekvencija funkcionalne
forme se znacajno razlikuje medu etni¢kim grupama. Funkcionalni enzim je naden kod 45-73%
ispitanika Africkog porekla i 5-15% osoba bele rase (148,149). Oni koji imaju CYP3A5*1 bolje
metaboliSu neke CYP3A supstrate nego ljudi koji nemaju ovu varijantu enzima. Takode treba
senzitivna hipertenzija), odnosno imaju veéu sposobnost reasorpcije natrijuma u bubrezima koja
je povezana sa starenjem. Nesto vise od 70% Afroamerikanaca su CYP3A5 ekspresori, odnosno
poseduju aktivnu varijantu navedenog enzima-CYP3A5*1 jer su nosioci jednog ili dva
CYP3A5*1 alela.

Najcesca i funkcionalno vazna SNP u CYP3ADS genu, se javlja kada dodje do tranzicije A6986G
u intronu 3 (sl.4) (159).0va mutacija stvara alternativnu vezu u pre mRNK i proizvodnju
aberantne mRNK koja sadrzi 131 bp (egzon 3B) umetnut izmedu egzona 3 i egzona 4 (sl 5). Ovo
deSavanje dovodi do takozvanog “splajsing efekta”, odnosno defekta u spajanju, te stvaranju
nefunkcionalne forme enzima CYP3A5*3(149). Njegova alelna frekventnost varira od 50% kod
Afroamerikanaca do 90% kod belaca (149). Naime, postojanje ove varijante povecava rizik od
akutne i hroni¢ne leukemije, kolorektalnog karcinoma, narocito medu azijskom i populacijom na
Kavkazu (159). Treba napomenuti da se kod onih osoba koji imaju ovu formu enzima cesto
koristi termin neekspresori CYP3AS5. Znacaj CYP3AS5*3 alela je prvo postao ocigledan zbog
efekta na metabolizam takrolimusa. Neka istrazivanja su pokazala da pojedinci sa CYP3A5*3 /*3
pokazuju znacajno vece koncentracije korigovane doze u serumu. Interesantna su i zapaZanja
nekih studija da deca koja koriste inhalacionu terapiju beklometazonom koja imaju ovu varijantu

enzima imaju bolju kontrolu astme (160).

CYP3AS u hroni¢noj opstruktivnoj bolesti pluc¢a

lako je puSenje cigareta dobro poznat faktor rizika za nastanak HOBP, ne razvijaju svi pusaci
HOBP. Izgleda da su neke osobe osetljivije na Stetne hemikalije iz duvanskog dima u odnosu na
druge, najverovatnije usled genetskih varijacija. Genetski faktori igraju bitnu ulogu u upali

disajnih puteva i padu pluéne funkcije (161,162), kao nezavisni faktori rizika ( npr deficijencija

22



alfa 1 antitripsina) ili u kombinaciji sa faktorima iz okruzenja (163,164,165). Duvanski dim
sadrzi policikli¢ne, aromati¢ne ugljovodonike (PAHSs), koji kada dospeju u organizam budu
aktivirani putem sistema enzima citohroma P450 (166,167). Aktivirani PAHs su povezani sa
smanjenom funkcijom plu¢a (168). Mnoge studije su dokazale vezu izmedju genskog
polimofrizma CYP1A1, CYP2A6, CYP2EL1 i HOBP i/ ili emfizema (169,170,171).

CYP3AS5 igra glavnu ulogu u oksidativnim reakcijama biotransformacije egzogenih kancerogena,
ukljucujuéi duvanski dim, i endogenih supstrata, kao $to su steroidi, kao i metabolizam 50-60%
lekova koji se trenutno koriste (172,173). Zhang i sar. (174) su prikazali da je CYP3AD5 jedan od
glavnih izoformi CYP-a koje su izrazene u ljudskim plu¢ima. Nekoliko studija pokazalo je da je
glavni pluéni CYP3A oblik u ljudskim plu¢ima CYP3AS5, dok je CYP3A4 izrazen u oko 20%
pojedinaca, koriste¢i gen specificni PCR i / ili antitela specifi¢na za izoformu (175,176,177). U
plu¢ima, CYP3AS se delimi¢no ekprimira u odnosu na CYP3A4, sa najveim procentom u
bronhiolama i alveolranim epitelnim ¢elijama, bronhijalnim Zlijezdama 1 alveolaranim
makrofazima (178,179,180). Uobicajna A>G mutacija u intronu 3 od CYP3A5 gena
(CYP3A5*3) daje nisku ekspresiju proteina CYP3AS5 u jetri kao rezultat nepravilnog mRNK
spajanja i smanjene traslacije funkcionalnog proteina (173,178). Kod osoba bele rase, CYP3A5
*3 alelna frekvencija je 80-95%, dok su frekvencije drugih polimorfizama CYP3A5 su izuzetno
niske (<1,0%) (173,178). lako studije in vitro koriste ljudsku jetru i creva pokazali su da
CYP3A5*3/*3 genotip ekspresije nize ili beznacajne nivoe mRNA CYP3AS5 i proteina u
poredenju sa genotipom CIP3A5*1/*1 (180,181), efekat ovog polimorfizma na ekspresiju
CYP3AS5 u ljudskim plu¢ima nije poznat. Zanimljivo je da je mRNA CYP3AS5 i/ili protein
pronaden je u bronhijalnoj sluzokozi i/ili perifernim tkivima plu¢a u 90% ili vise ispitanih
pojedinaca (177,182), sto je vise od ucestalosti individua sa visokim nivom ekspresije CYP3AS5 u

jetri.

U radu Takayukija i saradnika (161) dokazana je povezanost izmedju CYP3A5 genotipova i
statusa puSenja na funkciju plu¢a. Godisnja stopa pada FEV1 i FVC kod puSaca bila je veca
medu CYP3AS5*1/*3 nosiocima nego kod CYP3A5*3/*3 nosioca, dok incidencije hroni¢nog
kaslja i HOBP kod trenutnih pusaca su takode bile veée u CYP3A5*1/*3 genotipu nego kod
nepusaca ili trenutnih pusaci sa genotipom CYP3A5*3/*3 (161).
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2.2.3. Faktor nekroze tumora alfa (TNF-alfa)

Faktor nekroze tumora - alfa (engl. Tumor Necrosis Factor — alpha, TNF-a) je proinflamatorni
citokin koji pripada TNF superporodici citokina. Primarna uloga TNF-a je regulacija imunskih
¢elija, medutim ovaj citokin moze da indukuje apoptozu, inflamaciju, da inhibira tumorogenezu i
viralnu replikaciju. (183,184,185) Poremecaj regulacije stvaranja TNF moze biti znacajan za

patogenezu nekih bolesti i tumora kod ¢oveka (183,186,187).

TNF-o je protein sastavljenjen od 233 aminokiseline i vezan je za celijsku membranu
(membranska forma TNF-a, mTNF-a). Njegova molekulska masa je 26 kDa. Pored njega postoji
i solubilna forma TNF-a (sTNF-a), koja nastaje aktivno$¢éu TNF-a konvertujuteg enzima
(engl. TNF-a Converting Enzyme, TACE) (188). sTNF se sastoji od 157 aminokiselina,
molekulske mase 17kDa. Navedene forme TNF-o mogu postojati kao mono, di i trimerni

proteini, ali su aktivni iskljuc¢ivo u trimernom obliku (189).

Faktor nekroze tumora —a ostvaruje svoje bioloske efekte u organizmu tako §to se vezuje za dva
tipa receptora i time dovodi do aktivacije signalnih puteva. Naime, TNF-a se veze za
odgovarajuce receptore, a to su: TNF-R1 (TNF receptor tip 1; CD 120a p55/60) i TNF-R2 (TNF
receptor tip 2; CD 120b p75/80). Vezivanje TNF-a za TNFR1 dovodi do konformacionih
promena samog receptora, kada dolazi do disocijacije, odnosno odvajanja inhibitornog proteina
(koji je poznat kao “sajlenser” domena smrti — engl. Silencer of Death Domain, SODD) sa
intracelularnog domena. Na ovaj nac¢in (nakon uklanjanja SODD), t.j. nakon disocijacije daje se
moguénost da se TNF-R1 veze za DD vezan za TNFR1 (engl TNFR1-Associated Death Domain
Protein, TRADD), (190,191) a ovim se opet stvara moguénost za dodatno proteinsko vezivanje.
Naime, dolazi do vezivanja proteina sa DD, koji se pridruzuje Fas receptoru i nastaje Fas
Associated Death Domain, FADD, ili TNF receptoru pridruzenog faktora 2 (engl TNF Receptor
— Associated Factor 2, TRAF2) i receptor interreagujuceg proteina 1 (engl Receptor-Interacting
Protein 1, RIP1) (191).

Nakon vezivanja TRADD za TNFR1 mogu biti aktivirana tri signalna puta, a to su: aktivacija
NF-kp, zatim aktivacija MAPK puta i indukcija apoptoze (192,193).

24



Aktivacija NF-kp (nuklearni faktor kapa B) se deSava na slede¢i nac¢in: TRADD regrutuje
TRAF2 i RIP1 koji pokrec¢u celu signalnu kaskadu koja pomocu transformisuceg faktora rasta 3
aktivira aktiviranu kinazu 1 (engl. TGF-B 1, TAK1), i IkB kinazni kompleks (engl. Ikb kinase,
IKK), inhibitor NF-kB (engl. Inhibitor of NF-kBa, IkBa). Na taj na¢in dolazi do aktivacije NF-
kB koji je heterodimerni transkripcioni faktor koji se translocira u nukleus i posreduje
transkripciju velikog broja proteina koji imaju udela u ¢elijskom prezivljavanju i proliferaciji
(inibicija apoptoze, indukcijom mnogih gena), inflamatornom odgovoru (IL-6, IL-8, hemokini)
ali i apotoznih faktora (194,195).

Aktivacija MAPK puta (engl.Mitogen- Activated Protein Kinaze, MAPK): Od tri glavne
MAPK kaskade, TNF indukuje jaku aktivaciju stres vezane JNK ( Jun-N-terminalne kinaze)
grupe i evocira umereni p38 —-MAPK odgovor. Aktivacija JNK grupe se odvija tako §to TRAF2 i
RIP1  aktiviraju JNK-indukuju¢e kinaze: MAP/ERK (engl.Extracellular Signal Regulated
Kinaze,ERK) kinaze kinazu 1 (MEKK1), MAP kinaze kinazu 7 (MKK7) i JNK. Ovaj JNK
signalni put ucestvuje u ¢elijskoj diferencijaciji, proliferaciji i generalno gledano je proapoptozan.
Treba istaci da se apoptoza pokrece aktivacijom JNK samo onda kada izostane aktivacija NF-xB
(195,196).

Indukcija apoptoze

TNF-R1 ucestvuje u signalizaciji Celijske smrti na taj nacin §to vezivanje TRADD za TNFR1
dovodi do intracelularnog signala kada se FADD vezuje za TRADD, te dolazi do aktivacije
kaspaze 8 i kaspaze 3 i celijske apoptoze. Trebalo bi ista¢i da TNF-a indukovana smrt ¢elija igra
samo manju ulogu u poredenju sa njegovim sveobuhvatnim funkcijama u inflamatornom procesu.
Njegov smrt-indukujuéi kapacitet je vrlo slab u poredenju sa drugim ¢lanovima superporodice
(Fas) 1 €esto je prikriven NF-kB antiapoptoznim efektima. Ipak, TRADD vezuje FADD koji se
onda regrutuje u cistein proteazu te se aktivira kaspaza 8 (196). Visoka koncentracija aktivirane
kaspaze 8 indukuje njegovu autoproteliticku aktivaciju i naknadno cijepanje efektorskih kaspaza,

Sto u daljem toku dovodi do Celijske apoptoze.

Istrazivanja su pokazala da TRAF2 ima ve¢i afininitet za TRADD nego za TNFR1 i TNFR2, tako
da je sada razumljivija ¢injenica da je TNF-a jaci aktivator TNFR1 , koji koristi TRADD kao
adapter, nego TNFR2 , koji sa njim ne reaguje (197).
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Polimorfizam gena za TNF-alfa

Humani gen za TNF-a je smesten na kratkom kraku Sestog hromozoma u MHC regionu, izmedu
lokusa HLA-B | klase i HLA-DR Il klase. Gen za TNF-a je veli¢ine oko 3 kb, a sastoji se od 4
egzona i 3 introna (198). Gen za TNF-a. je lokalizovan 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-a
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) koji predstavlja redi alel. Prisustvo redeg TNF-a. A alela se moze
dovesti u vezu sa pove¢anom spontanom ili stimulisanom sekrecijom TNF-a in vivo I in vitro
uslovima (199). A alel moze dovesti do povecanog afiniteta za vezivanje nuklearnih faktora za
TNF-a promotor, §to za posledicu ima visi nivo transkripcije te poveé¢anu sekreciju TNF-o (200).
Isto tako se rs1800629 polimorfizam dovodi u vezu sa izrazenim inflamatornim odgovorom na
razli¢ite oksidativne agense (84). Buduc¢i da sam rs1800629 uti¢e na sintezu citokina, njegovo

prisustvo se moze povezati sa brojnim bolestima (199-204).

TNF-a u hroni¢noj opstruktivnoj bolesti plué¢a

TNF-a je plejotropni citokin, koji primarno proizvode aktivirani makrofagi (5,6). TNF-o igra
veoma znacajnu ulogu u mnogim inflamatornim bolestima pluca, kao §to su: hroni¢ni bronhitis
(CB), HOBP, bronhijalna astma, akutno plu¢no oStec¢enje (engl. Acute Lung Injury, ALI) 1 akutni
respiratorni distres sindrom (ARDS) (194,195).

Kod bolesnika sa HOBP, najvazniji faktor koji dovodi do oStecenja pluca je dugotrajno izlaganje
duvanskom dimu, §to izaziva inflamaciju disajnih puteva, koju karakteriSe neutrofilna i
makrofagna infiltracija, i prisustvo aktiviranih T-limfocita, kao i povecana koncentracija citokina
kao sto su TNF-o, IL-6 i IL-8 (205). Smatra se da je upravo dim cigareta glavni aktivator
makrofaga koji potom proizvode TNF-a. Nekoliko studija je upravo to i potvrdilo na taj nacin
§to su pokazale znaCajno povecane nivoe TNF-o, IL-6 i IL-8, zajedno sa neutrofilima,
makrofagima i T-limfocitima u perifernoj krvi pacijenata sa HOBP koji su pusaci (196). Visoki
nivoi TNF-a su detektovani u indukovanom sputumu, ali i prilikom biopsije pluéa HOBP

pacijenata (206,207,208). Takode je u brojnim, razli¢itim studijama pronaden visok nivo TNF-a
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u serumu bolesnika sa HOBP, koji korelira sa stepenom ograni¢enja protoka vazduha kroz
disajne puteve (6,196,209-213). TNF-a je povecan i u bronhoalvelarnom lavatu (BAL) obolelih
od HOBP. Naime, kod blage i umerene forme HOBP verifikovane su znacajno vece vrednosti
ovog citokina u BAL u odnosu na kontrolnu grupu zdravih osoba (5). Povecani nivoi IL-6,IL-8 i
TNF-0 se mogu koristiti kao biomarkeri sistemskog inflamatornog odgovora kod obolelih od
HOBP, a njihovi nivoi su u korelaciji sa stepenom tezine HOBP (5), §to se poklapa sa studijom
Mathanraja i saradnika (193). Poznato je da TNF-a predstavlja snazan medijator koji regrutuje
neutrofile kod pacijenata sa HOBP, tako da su u ovoj populaciji znacajno vi$i nivoi neutrofila i
TNF-o u sputumu u odnosu na zdravu, kontrolnu grupu (214). Takode u sputumu teskih HOBP,

pusaca sa subklinickim emfizemom pronaden je veci broj regrutovanih neutrofila (215,216).

Do nastanka emfizema i HOBP dovodi poremeéaj ravnoteze izmedu proteaza i antiproteaza
(217). Razvoj emfizema moze nastati usled destrukcije zida alveola, koje nastaje je kao posledica
apoptoze (218). Istrazivanja na transgenim miSevima kojima je data parenteralno aktivna
kaspaza-3 dovela je do razvijanja emfizematoznih promena na plu¢ima (219), ¢ime se pruzio
direktan dokaz da je apoptoza alveolarnog zida dovoljna da moze dovesti do pluénog emfizema,
cak 1 bez akumulacije inflamatornih ¢elija. Shodno tome apoptoza igra verovatno vrlo znacajnu
ulogu u patogenezi HOBP (220). TNF-a indukuje ekspresiju enzima matriks metaloproteinaza
(grupa enzima odgovorna za destrukciju ekstracelijskog matriksa, engl. Matrix Metallproteinases,
MMP) koji su ukljuéeni u patogenezu HOBP. Ova aktivacija indukuje NF-xB (221, 222), tako da
je moguce da i aktivacija NF-kB kroz TNFR2 delimi¢no doprinosi razvoju HOBP. Svakako
znaCajna konstitutivna ekspresija TNF-a verovatno remeti regulatorne procese reparacije u
plu¢ima, odnosno regulaciju proteaza, o ¢emu je bilo vise reci u studiji sa TNF-a-null miSevima
(223) , koji su pokazali znacajnu redukciju inflamacije i smanjenje povecanja volumena pluca u
odgovoru na Sestomesecno izlaganje dimu cigareta, Sto ukazuje na znacaj TNF-a u patogenezi

HOBP (223,224,225).
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3. CILJ RADA

Vaznu ulogu u nastanku HOBP igraju faktori sredine 1 puSenje, ali u interakciji sa individualnom
naslednom predispozicijom za nastanak bolesti, zbog cega je HOBP svrstana u grupu
multifaktorijalnih bolesti. Ipak, tacna uloga naslednih faktora do danas nije rasvetljena, a neka
istrazivanja ukazuju na patogenetski znacaj enzima koji su ukljueni u metabolizam ksenobiotika,
ne samo za nastanak bolesti, ve¢ i za njen klini¢ki tok i odgovor na terapijske mere. Imajuci
napred pomenuto u vidu, a s obzirom da se radi o veoma Cestom i znacajnom zdravstvenom

problemu, ciljevi ovog istrazivanja bili su:

1.Utvrdivanje ucestalosti  genskih polimorfizama MDR-1 C3435T, CYP3A5*3
(rs776746) i TNF-alfa kod osoba obolelih od HOBP i zdravih ispitanika;

2. Utvrdivanje postojanja razlike u distribuciji analiziranih polimorfizama izmedu

bolesnika sa HOBP i zdravih osoba;

3. Utvrdivanje postojanja razlike u distribuciji analiziranih polimorfizama izmedu

polova;

4. Korelacija prisustva genskih polimorfizama ispitivanih gena sa prisustvom faktora

rizika (puSenje);

5. Korelacija prisustva genskih polimorfizama ispitivanih gena sa stepenom teZine

bolesti bolesnika sa HOBP;

6. Korelacija prisustva genskih polimorfizama ispitivanih gena sa prisustvom

komorbiditeta obolelih od HOBP;
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4. MATERIJALI | METODE

Istrazivanje je sprovedeno kao prospektivna studija koja je obuhvatila 92 osobe (64
muskaraca i 26 Zena) obolele od HOBP, koji su ambulantno i bolni¢ki lecene, i 158 zdravih

osoba (113 muskarca, 45 Zena) koji su ¢inili kontrolnu grupu.

Svi ispitanici su pre uklju¢ivanja u istrazivanje bili informisani o ciljevima i dizajnu
istrazivanja. Istrazivanje je odobreno od strane etickog komiteta Medicinskog fakulteta
Univerziteta u NiSu i sprovedeno u skladu sa Helsinskom deklaracijom i smernicama dobre

klinicke prakse.

Istrazivanje je sprovedeno u slede¢im ustanovama, tj. njihovim organizacionim

jedinicama:

1. Klinici za pluéne bolesti u Klinickog centra u Nisu
2. Naucnoistrazivackom centru za biomedicinu Medicinskog fakulteta Univerziteta u

Nisu

4.1. lIspitanici

U istrazivanje su ukljucena 92 bolesnika sa HOBP ( 64 muskarca i 26 Zena) koji su formirali

klini¢ku grupu i 158 zdravih osoba (113 muskaraca, 45 Zena) koji su ¢inili kontrolnu grupu.

4.1.1.Kontrolna grupa

U svrhu odredjivanja frekvence genotipa i alela gena €iji su polimorfizmi bili cilj ovog
istrazivanja, formirana je kontrolna grupa koja je obuhvatila 158 zdravih osoba (113 muskaraca,
45 zena) — dobrovoljnih davalaca krvi, koji su genotipizirani na prisustvo polimorfizama MDR1
C3435T, CYP3A5*3 i G-308A TNF-o, radi poredjenja sa klinickom grupom. Osobe koje su
formirale kontrolnu grupu pre ukljucivanja u studiju dale su pisani pristanak i informisane su o
istrazivanju, nakon ¢ega su popunile upitnik i isklju¢eno je prisustvo oboljenja relevatnih za ovo

istrazivanje, nakon ¢ega je uzet uzorak krvi i izvrSena genotipizacija.
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4.1.2 Klini¢ka grupa

U istrazivanje su uklju¢eni bolesnici sa HOBP le¢eni ambulantno i bolni¢ki na Klinici za

pluéne bolesti u Klinickom Centru u Nisu.
Kriterijumi za ukljucivanje bolesnika u istrazivanje:

1. Verifikovana HOBP prema GOLD smernicama

2. Pacijenti koji nisu imali dekompenzovanu kardiomiopatiju

3. Pacijenti koji u protekle 4 nedelje nisu imali akutni infarkt miokarda

4. Potpisani pristanak o ucestvovanju u istrazivanju i dobrovoljnom davanju uzorka

pune krvi radi ispitavanja MDR1, TNF-alfa i CYP3ADb.

4.1.2.1. Protokol istrazivanja

Protokol istrazivanja je podrazumevao:

a) Spirometrijski pregled ispitanika

b) Prikupljanje podataka ispitanika o njihovom zdravstvenom stanju primenom
zvani¢nih upitnika za procenu dispneje t.j. MMRC-dispneja skale i upitnika za
procenu ostalih simptoma pacijenata obolelih od HOBP t.j. CAT.

c) Prikupljanje podataka o ispitanicima analizom medicinske dokumentacije i
anamnezom.

d) Uzimanje uzoraka krvi ispitanika i odvajanje DNK, plazme i eritrocita radi

izvodenja genetskih 1 biohemijskih analiza.

4.1.2.2. Metode spirometrije i anketiranja

Pacijenti koji su ukljuceni u istrazivanje su imali odnos forsiranog ekspiratornog
volumena u prvoj sekundi (FEV1) sa forsiranim vitalnim kapacitetom (FVC) FEV1/FVC manji
od 70% postbronhodilatatorno. Njihova dijagnoza HOBP je strogo postavljena na osnovu
kriterijuma iz GOLD smernica. Ispitivani su slede¢i parametri: FEV1, FVC, mMRC-dispneja
skala, CAT, KKS, CRP . Svi bolesnici su bili podvgnuti detaljnom klinickom i laboratorijskom
ispitivanju kada su verifikovane egzacebacije i postojanje komorbiditeta.

U toku ovog istrazivanja radene su sledece analize kod pacijenata:
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- Demografske karakteristike bolesnika (starost, pol, pusacka navika)
- Anamnesticki podaci o trajanju bolesti

- Anamnesticki podaci o pogorsanjima bolesti

- Sagledavanje medicinske dokumentacije ispitanika

-Ispitivanje plu¢ne funkcije spirometrijom-postbronhodilatatorni FEV1 i FVC su mereni na

spirometrijskom aparatu Erich Jaeger Masterlab Germany.

- Samostalno ispunjavanje mMMRC- dispnea skale od strane pacijenta (uz predhodno objasnjenje
od strane nadleznog lekara). Ova skala se sastoji od slede¢ih ponudenih odgovora naosnovu kojih

se gradira stepen tezine dispneje:
Gradus 0- nema dispneje osim pri intenzivnom fizickom naporu
Gradus 1-nedostatak daha pri hodanju po blagom usponu ili pri brzom hodu

Gradus 2-sporije hoda nego obi¢no zbog nedostatka daha, a ako hoda svojim ritmom mora da se

zaustavi
Gradus 3-zastaje na svakih 100 metara zbog nedostatka vazduha
Gradus 4-zbog nedostatka vazduha ne napusta ku¢u/ nedostatak daha pri svlacenju i oblacenju.

- Samostalno ispunjavanje upitnika za procenu HOBP-CAT od strane pacijenta (uz predhodno
objasnjenje od strane nadleznog lekara). Navedeni upitnik se sastoji od osam stavki koje u sebi
sadrZe neke od karakteristika koje se javljaju kod HOBP, a to su u prvom redu kasalj, prisustvo
Slajma u grudima, osecaj stezanja u grudima,gubitak daha prilikom kretanja po uzbrdici ili
stepenicama, zatim da li ima poteskoce prilikom obavljanja kuénih aktivnosti, da 1i se oseca
sigurno kada izade kuce, da li moZe da spava nocu i koliko snage ima. Ove stavke se boduju od 0
do 5, a pacijent krsticem obelezava broj kojim opisuje prisustvo nekog od navedenih simptoma.
Nakon toga se broj poena sabira i dobija se konacni rezultat koji moze biti u opsegu od 0-40.
Upitnik za procenu tezine simptoma je razumljiv i u potpunosti prilagoden nasem jeziku, te ga

pacijenti uz predhodno objasnjenje od strane nadleznog lekara veoma dobro razumeju.
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Navedeni test skor — CAT u originalnoj verziji (na egleskom jeziku) je prikazan na sledecoj

strani.

Your name; Today's date:

How is your COPD? Take the COPD AssessmentTest™ (CAT)

This questionnaire will help you and your healthcare professional measure the impact COPD (Chronic Obstructive
Pulmonary Disease) is having on your wellbeing and daily life.Your answers.and test score, can be used by you and
your healthcare professional to help improve the management of your COPD and get the greatest benefit from treatment.

For each item below, place a mark (X) in the box that best describes you currently. Be sure to only select one response

for each question.

Example: | am very happy _ X ( & )(3)

CAT

COPD Assessment Test

| am very sad
e N
(oM 1MW 23X aY(5)
I never cough (0) _‘/"\‘_JC (4 L5 ) lcoughall the time
\
(- ™
I have no phlegm (mucus) ~ =~~~ ~ = 7~ My chestis completely
in my chest at all NN TN TN T full of phlegm (mucus)
. J
My chest does not o 18 /’_‘\ /“\|/ =~ (.‘:\ My chest feels
feel tight at all Q;/" AN E A TN TN very tight
.
( Wheniwalkupahilior ____ Whenlwalkupahillor)
one flight of stairs | am 0)(1)(2)(3)(4)(5)
s not breathless i
-
1 am not limited doing
any activities at home
.
( 1 am confident leaving
my home despite my
L lung condition
= = 1 don’t sleep soundly
o Y 1) 2\ 4 "
1 sleep soundly (L;/\\,»}(\", \‘/,\.)(D because of my lung
condition
\ J
s p
1 have lots of energy C: \\/\ (‘.(’ ; :j: \/ 1 have no energy at all
. J
COPD Assessment Test and the CAT logo is a trade mark of the GlaxoSmithKine group of companies. TOTAL
© 2009 GlaxoSmthKhne group of companses. All nghts reserved SCORE

Last Updated: February 24, 2012
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-Analiza podataka o komorbiditetima, iskljucivo na osnovu dostupne medicinske dokumentacije

sa preciznim dijagnozama.

-BMI-Indeks telesne mase (Body Mass Index) je visinsko-tezinski pokazatelj uhranjenosti
pojedinca i validan je za sve osobe starije od 20 godina. Racuna se tako $to se telesna masa osobe

u kilogramima podeli sa kvadratom visine u metrima po slede¢oj formuli:
BMI= masa (kg)/ visina na kvadrat (m)

BMI ne uzima u obzir telesnu gradu, te je njegova upotreba ogranicena, ali s obzirom da su
telesna masa i visina ispitivanih pacijenata rutinski uno$ene u medicinsku dokumentaciju tokom
funkcionalne dijagnostike, bilo je vrlo prakticno da se njima koristimo za procenu uhranjenosti.
Kao meru za klasifikaciju BMI, odnosno procenu uhranjenosti koristili smo Klasifikaciju BMI
koju je prihvatila Svetska zdravstvena organizacija i medunarodno udruzenje za procenu
gojaznosti. Navedena klasifikacija pacijente sa BMI manjim od 18,5 svrstava u pothranjene ili
neuhranjene, zatim one sa BMI od 18,5-24,9 stavlja u grupu normalne ili idealne telesne mase,
potom BMI 25-29,9 predstavljaju pacijenti sa prekomernom telesnom masom, zatim oni sa BMI
30-34,9 imaju blagu gojaznost, dok osobe sa BMI 35-39,9 imaju teSku gojaznost, a BMI preko 40
predstavlja ekstremnu gojaznost. Ova klasifikacija ipak varira u odnosu na pojedinac¢ne drzave
koje su u skladu sa svojim odredenim kriterijumima napravile svoje sopstvene klasifikacije.
Naime, BMI ne moZe ilustrovati procenat masnog tkiva u odnosu na misSi¢nu ili koStanu masu-
§to je osnovni kriterijum za procenu uhranjenosti. Pojedinci sa velikom telesnom masom i
visokim BMI se ne mogu automatski kategorizovati kao gojazni. Npr kod krupno gradenih ljudi-
sportista udeo miSi¢ne i koStane mase u odnosu na visinu je velik, ali to ne znaci da su oni debeli.
Ipak, bez obzira na nedostatke, BMI se koristi kao dobra medicinska i statisticka mera

uhranjenosti, koju smo uzeli za validnu u nasoj studiji.

-Podaci o broju egzacerbacija u toku proteklih godinu dana. Ove podatke smo dobili iz dostupne
medicinske dokumentacije, ali i anamnesticki, koji su sami pacijenti prijavili, a za koje nismo
imali sasvim jasnu dokumentacijsku potvrdu jer su leceni u kuénim uslovima ili ambulantno.
Naime, rukovodili smo se postojecom subklasifikacijom tezine egzacerbacija prema resursima

zdravstvene zaStite na blage —leGene u kuénim uslovima, umerene koje zahtevaju medicinsku
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pomoc¢,ali se mogu tretirati kuéi ili ambulantno i teske koje zahtevaju hospitalno lecenje.
Laboratorijska analiza krvi (KKS, odnos broja neutrofila i limfocita, CRP, parametri acidobaznog

statusa)

4.2. Metode

Analiza uzoraka DNK je vrSena u Naucnoistrazivatkom centru za biomedicinu
Medicinskog fakulteta u Nisu. Uzorci krvi za izolaciju DNK i analizu genskih polimorfizama
PCR metodom uzeti su od svih ispitanika kontrolne i klinicke grupe, nakon $to su upoznati sa
protokolom istazivanja i dali svoj pismeni pristanak. Za analizu je koriS¢en uzorak pune venske
krvi 3-4 ml sa Etilen diamin tetra siréetnom kiselinom ( Etilen Diamin Tetra Acetic Acid,

EDTA), dobijen punkcijom kubitalne vene.

4.2.1.1zolacija DNK iz uzoraka pune Krvi

DNK je izolovana iz 200ul pune krvi koris¢enjem QIAamp DNA Mini kit-a (QIAGEN Inc
USA) prema protokolu proizvodaca. Nakon dodavanja 20ul QIAGEN protease (ili proteinaze K)
u tubicu od 1,5 ml, dodaje se 200pul uzorka i 200ul AL pufera. Smesa se inkubira 10 minuta na
56°C . Zatim se doda 200ul etanola i sve prebaci u QIAamp Mini spin kolonu i centrifugira 1
minut na 8000 obrtaja. Kolone se prebace u Ciste kolekcione tubice 1 doda 500ul AW1 pufera , pa
se ponovo centrifugira na isti nacin. Postupak se ponovi ali se sada doda 500ul AW2 pufera i
centrifugira 3 minuta na najvecoj brzini centrifuge. Koloni se na kraju doda 70ul AE pufera,

inkubira 1 minut i centrifugira minut na 8000 obrtaja.

Nakon izolacije merena su preciS¢enost 1 koncentracije DNK pomocu nanodropa Shimadzu
BioSpec-nano Micro-volume UV-Vis Spectrophotometer (Shimadzu, Kjoto, Japan). DNK prinos
od 20-100 ng/uL i precisc¢enost od 1,8 - 2.0 (OD260/280) smatrani su pogodnim za analizu
ispitivanih polimorfizama. DNK koja je ispunjavala determinisane parametre koncentracije i

pre¢i$éenosti ¢uvala se na temperaturi od -20°C do podetka eksperimenta.
Genotipizacija polimorfizma TNF-a gena rs1800629 PCR-RFLP metodom

Polimorfizam TNF-a gena - rs1800629 (G-308A) detektovan je metodom PCR-RFLP.
Prvi korak je bio amplifikacija Zeljenih segmenata DNK metodom lan¢ane reakcije

polimerizacije (PCR). Sekvence koriS¢enih prajmera za ispitivanje polimorfizma rs1800629 date
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su u Tabeli 3. Za PCR reakciju koriséen je HotFirePol® GC Master Mix (Solis BioDyne, Tartu,
Estonija), prema instrukcijama proizvodaca. Komercijalnom miksu dodato je po 0.5 pL svakog
prajmera (20 pmol/uL), 1 uL DNK (30ng/pL) i 14 pL dejonizovane vode do ukupne zapremine
od 20 pL po reakciji. Za amplifikaciju zeljenih fragmenata DNK korisc¢en je aparat SureCycler
8800 Thermal Cycler (Agilent Technologies, Inc, SAD). Temperaturna podeSavanja za PCR
reakciju data su u Tabeli 4.

Tabela 2. Prajmeri korisc¢eni za TNF-a - rs1800629.

' Niskohodni prajmer 5~ ACACTC CCC ATCCTCCCTGCT-3>
(eng. reverse primer)
Uskohodni prajmer 5’-CAATAG GTT TTG AGG GCC AT -3’

(eng. forward primer)

Tabela 3. Protokol RFLP-PCR reakcije za odredjivanje G-308A TNF-alfa genskog

polimorfizma

Temperature (°C) ' Trajanje (s) '

Inicijalna 95°C 720s

denaturacija

Denaturacija 95°C 30s

Aniling 60°C 30s 33 ciklusa
Elongacija 72°C 90s

Zavr$na elongacija 72°C 300s

Verifikacija PCR reakcije vrSena je metodom horizontalne elektroforeze na 2% agaroznom gelu
(Nippon Genetics Europe GmbH, Diiren, Severna Rajna Vestfalija, Nemacka). Kao pufer za
elektroforezu i agarozni gel koris¢en je 1XTBE pufer (Bio-Rad Laboratories, Herkules,
Kalifornija, SAD). Uslovi za elektroforezu bili su napon od 100V, jacina struje 100mA, dok je

trajanje elektroforeze iznosilo 75 minuta. Nakon zavrSene horizontalne elektroforeze, agarozni
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gel bojen je u etidijum bromidu 45 minuta, a zatim je veliina fragmenata posmatrana pomocu

transiluminatora - MacroVue UV-20 transilluminator ( Hoefer Inc., Holliston, MA, SAD).

Nakon provere PCR produkta vrSena je restrikciona digestija pomocu restrikcionog
enzima Ncol (Fermentas GmbH, St.Leon-Rot, Nemacka) u vodenom kupatilu na 37°C preko

no¢i, prema instrukcijama proizvodaca.

Dobijeni fragmenti separisani su na 8% poliaktilamidnoj gel na elektroforezi (PAGE). Za
razdvajanje fragmenata koriS¢en je sistem za vertikalnu elektroforezu BioRad-Mini Protean
Tetra-Cell system (Bio-Rad Laboratories, Herkules, Kalifornija, SAD). Uslovi za vertikalnu
elektroforezu bili su napon od 120 V, jacina struje od 20 mA u trajanju od 75 minuta, a kao pufer
koris¢en je Tris-Borat-EDTA pufer - 1XTBE (Bio-Rad Laboratories, Herkules, Kalifornija,
SAD).

Po zavrSetku elektroforeze, razdvojeni fragmenti bojeni su u etidijum bromidu 8 minuta, a
potom posmatrani pomocu transiluminatora - MacroVue UV-20 transilluminator (Hoefer Inc.,
Holliston, MA, SAD). Takode, poliakrilamidni gelovi posmatrani su pomocu gel
dokumentacionog sistema - Quantum ST5 Vilber Lourmat gel documentation system (Vilber

Lourmat, Collégien, Francuska). Analiza gelova je prikazana na slici 3.

Analizom duzine fragmenata DNK dobijenih restrikcionom digestijom utvrdivan je
genotip svakog polimorfizma pojedina¢no. DuZina trake od 97 baznih parova odgovara GG

genotipu, 117 GA genotipu. Prisustvo obe trake odgovara heterozigotnom genotipu.
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Ladder GA - 117bp ' GG - 97bp
(100bp) -

Slika 3. 8% PAGE za TNF-a polimorfizam rs1800629. Kolona 1: Standard duZine 100bp.
Kolone 2,5,7-10: GG genotip duzine 97 bp. Kolona 3: Heterozigni genotip. Kolona 4 i 6: GA
genotp duzine 117 bp.

Genotipizacija polimorfizama MDR1 C3435T ( rs1045642) alel-specificnom PCR metodom

Polimorfizam MDR1 gena - rs1045642 (C3435T) detektovan je alel specificnom PCR
metodom. Za odredivanje ovog polimorfizma kori$éena su tri prajmera ¢ije su sekvence date u
Tabeli 4. PCR reakcija pripremljena je koris¢enjem komercijalnog kita HotFirePol® GC Master
Mix (Solis BioDyne, Tartu, Estonija), po dobijenim uputstvima porizvodac¢a. Ukupni volumen
PCR smese iznosio je 20 uL po ependorfici. Svakoj reakciji dodato je po 0.5 uL od svakog
prajmera (koncentracije 10 pmol/ pL), 1 pL DNK (30ng/ pL) i 13.5 pL dejonizovane vode.
Fragmenti su amplifikovani pomoc¢u aparata SureCycler 8800 Thermal Cycler (Agilent
Technologies, Inc, SAD). Uslovi PCR reakcije dati su u Tabeli 5.

Tabela 4. Prajmeri kori§c¢eni za MDR1 - rs1045642.

Prajmeri Sekvenca (smer 5°>3°)

3435C 5’-GGT GTC ACA GGA AGAGATC -3
3435T 5’-CAG CCG GGT ATAGTC ACAGGAAGATATT -3
3435 rev 5°’- GGC CAG AGA GGC TGC CAC AT -3’
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Tabela 5. Program i temperature PCR reakcije za MDR1 - rs1045642.

Temperature (°C) Trajanje ()

Inicijalna = 95°C 720s
denaturacija
Denaturacija 95°C 30s
Aniling 49°C 30s 33 ciklusa
Elongacija 72°C 90s
Zavr$na elongacija 72°C 300s

Nakon amplifikacije DNK, PCR produkti su razdvojeni metodom 5% TBE
poliakrilamidne gel elektroforeze (PAGE). Za PAGE metodu koris¢en je 1XTBE kao pufer (Bio-
Rad Laboratories, Herkules, Kalifornija, SAD). Uslovi za vertikalnu elektroforezu su bili: napon
od 150 V, jacina struje od 20mA i trajanje od 55 minuta. Po zavrSetku vertikalne elekroforeze,
aparatom BioRad-Mini Protean Tetra-Cell system (Bio-Rad Laboratories, Herkules, Kalifornija,
SAD), gelovi su bojeni etidijum bromidom u trajanju od 8 minuta, nakon ¢ega su posmatrani na
traniluminatoru - MacroVue UV-20 transilluminator (Hoefer Inc., Holliston, MA, SAD) i
fotografisani gel dokumentacionim sistemom Quantum ST5 Vilber Lourmat gel documentation

system (Vilber Lourmat, Collégien, Francuska).

Analizom duzine fragmenata DNK dobijenih PAGE metodom MDRI1 polimorfizma
utvrdivan je genotip svakog polimorfizma pojedina¢no. DuZina trake od 135 baznih parova
odgovara 3435T genotipu, a 126 baznih parova 3435C genotipu. Prisustvo obe trake odgovara
heterozigotnom genotipu.
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I 3435T - 135b
e & 3435C - 126bp

(100bp)

Slika 4. 5% PAGE za MDRI1 polimorfizam rs1045642. Kolona 1: Standard duZine 100bp.
Kolone 2,4,6,7,9,10: heterozigotni genotip. Kolona 3 i 5: 3435TT genotp duZine 135 bp.
Kolona 8: 3435CC genotip duzine 126 bp.

Genotipizacija polimorfizama CYP3AS (rs776746) alel-specificnom PCR
metodom

Ispitivanje polimorfizma gena CYP3A5 - rs776746 (A6986G) vriena je alel-specificnom
PCR metodom. Za ispitivanje ovog polimorfizma kori§¢ena su tri prajmera Cije Su sekvence
naznacene u Tabeli 6. Za PCR reakciju koriséen je komercijalni set HotFirePol® GC Master Mix
(Solis BioDyne, Tartu, Estonija) prema protokolu proizvodaca. Do ukupne zapremine od 20 pL
po tubici dodato je: po 0.5 pL svakog prajmera koncentracije 20 pmol/uL, 1 pL DNK (30ng/uL),
i 13.5 pL dejonizovane vode. Lancana reakcija polimerizacije je vrSena pomocu aparata
SureCycler 8800 Thermal Cycler (Agilent Technologies, Inc, SAD), a temperature za svaki korak

su date u Tabeli 7.
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Tabela 6. Prajmeri korisc¢eni za CYP 3AS - rs776746.

Prajmeri Sekvenca (smer 5°>3°)

Niskohodni prajmer 5’- CAC TTG ATG ATT TAC
(eng. reverse primer) CTGCCTTC-3

Uskohodni prajmer

(eng. forward primer) 5’- GGT CCA AAC AGG GAAGAG ATAT-3

Divlji tip

Uskohodni prajmer

(eng. forward primer) 5’- GGT CCA AAC AGG GAAGAG ATAC-3’

mutirani tip

Tabela 7. Program i temperature PCR reakcije za CYP 3A5 - rs776746.

Temperature (°C) Trajanje ()

Inicijalna 95°C 720s

denaturacija

Denaturacija 95°C 30s

Aniling 60°C 30s 33 ciklusa
Elongacija 72°C 90s

Zavrsna elongacija 72°C 300s

Razdvajanje fragmenata amplifikovane DNK radi detekcije polimorfizma rs776746
vrsena je pomocu 2% gel agaroze (Nippon Genetics Europe GmbH, Diren, Severna Rajna
Vestfalija, Nemacka), sistemom za horizontalnu elektroforezu u puferu 1XTBE (Bio-Rad
Laboratories, Herkules, Kalifornija, SAD). PodeSavanja elektroforeze bila su: napon 110V, jadina
struje 120 mA, trajanje elektroforeze 105 minuta. Separisani fragmenti DNK su zatim posmatrani
na transiluminatoru - MacroVue UV-20 transilluminator (Hoefer Inc., Holliston, MA, SAD), i
fotografisani gel dokumentacionim sistemom Quantum ST5 Vilber Lourmat gel documentation

system (Vilber Lourmat, Collégien, Francuska).

Analizom duzine fragmenata DNK dobijenih horizontalnom 2% agaroznom gel

elektroforezom CYP3AS polimorfizma utvrdivan je genotip svakog polimorfizma pojedinacno.
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Duzina trake od 134 baznih parova odgovara CYP 3A5*1 genotipu, a 218 baznih parova CYP
3A5*3 genotipu. Prisustvo obe trake odgovara heterozigotnom genotipu.

Slika 5. 2% agarozna gel elektroforeza za CYP 3A5 polimorfizam rs776746. Kolona 1,3,4,6:
heterozigot. Kolona 2: Negativna kontrola. Kolone 5i 7: CYP 3A5*1. Kolona 8: Ladder
(100bp)

StatistiCcka obrada podataka

Podaci su prikazani u vidu aritmetic¢ke sredine, standardne devijacije, minimalne i maksimalne
vrednosti, odnosno u vidu apsolutnih i relativnih brojeva. Za potrebe statisticke obrade,

registrovani genotipovi TNF-alfa, MDR1 i CYP3A5 gena kodirani su kao 0,1 i 2.

Normalnost distribucije podataka testirana je Kolmogorov Smirnof testom. Ukoliko je
distribucija podataka bila normalna za poredenje vrednosti izmedu dve grupe koriS¢en je t test, a
izmedu tri grupe ANOVA. Ukoliko distribucija podataka nije normalna za poredenje vrednosti
izmedu dve grupe kor$¢en je Mann-Whitney test, a izmedu tri grupe Kruskal-Wallisov test. Za
poredenje ucestalosti razliitih kategorijskih obelezja koris¢en je Hi-kvadrat test. Hipoteza je
testirana sa pragom znacajnosti p<0,05. Analiza podataka je vrSena u programskom paketu SPSS

16.0.
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5. REZULTATI

5.1. Rezultati demografskih i klinickih parametara klinicke grupe

U istraZivanje je ukljuceno 92 pacijenta (64 muSkog pola 1 28 Zenskog pola). Prosecna starost
ispitivane populacije je bila 66,44+8,89 godina (min 38, max 86 godina). U ispitivanoj populaciji

vecina su pusaci (59,3%), zatim bivsi pusaci (31,9%). Nepusaca je svega 8,8% .

Tabela 8. Demografski i klini¢ki parametri ispitivane populacije

Parametar X+SD Min-Max

| Starost ~ 6644+889  38-86
BMI 22,39+7,38 14,40-52,10
FEV1 1,47+0,77 0,33-3,44
FEV1% 52,76+22,43 16,60-105
FvC 2,73+1,17 0,68-6,07
FVC% 77,51+24,46 28,90-152,50
CAT 25,12+9,43 5-40
Mmrc 2,45+1,12 0-4

Osnovni biohemijski parametri bolesnika sa HOBP prikazani su u tabeli 9. Bolesnici uklju¢eni u
istrazivanje imali su povecan broj leukocita, limfocita i neutrofila, ubrzanu sedimentaciju i
povecane vrednosti CRP, dok su prosecan broj trombocita, eritrocita, hemoglobin i hematokrit

bili u granicama referentnih vrednosti.
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Tabela 9. Osnovni biohemijski parametri u ispitivanoj populaciji

Parametar Min-Max
Le 88 10,89+5,3 4,3-293
Ly 82 3,69+3,47 0,05-16,8
Eritrociti 88 4,66+0,78 2,67-8,1
Trombociti 87 258,22+114,38 97-650
Hgb 86 138,74+23,02 77-248
Hect 85 0,42+0,07 0,26-0,65
CRP 86 62,18+95,19 0,4-394
SE 73 34,37+25,74 4-100
Na* 86 137,4+3,57 129-144.6
K* 86 4,44%0,69 3-6,2
Neutrofili 82 7,41+4,01 1,66-25,6
Ne/ Ly 77 0,73+1,10 0,01-8,79

Tabelom br 10 prikazano je prisustvo komorbiditeta kod ispitanika klini¢ke grupe.

Tabela 10. Prisustvo komorbiditeta u ispitivanoj populaciji

Bez komorbiditeta 20 21,7
HTA 61 66,3
DM 21 22,8
Osteoporoza 15 16,3
KVS 18 19,6
RA 4 4,3
Sy depresivum 10 10,9
Pluéna infiltracija 4 4,3

U ispitivanoj populaciji petina pacijenata (21,7%) nije imala komorbiditete. Dve trecine
pacijenata (66,3%) je imalo hipertenziju. Dijabetes mellitus je prisutan kod 22,8% pacijenata.
Osteoporoza je prisutna kod 16,3% pacijenata. Kardiovaskularna oboljenja su prisutna kod
19,6% pacijenata. Reumatoidni artritis je prisustan kod 4,3% pacijenata. Depresivni sindrom je
prisutan kod 10,9% pacijenata, a infiltracija plu¢a kod 4,3% pacijenata (Tabelal0).
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Kod bolesnika sa HOBP ukljucenih u ovo istrazivanje, nije bilo statisticki znacajne povezanosti

ispitivanih klini¢kih parametara sa odnosom Ne/Ly (Tabela 11).

Tabela 11. Korelacija Ne/Ly odnosa sa klinickim parametrima

Ne/Ly

FEV1 -0,002
0,988
FEV1% 0,048
0,678
FVvC 0,000
0,999
FVC% 0,116
0,314
Broj egzercerbacija 0,027
0,817
Broj hospitalizacija 0,182
0,116

Korelaciona analiza je pokazala da postoji statisti¢ki znacajna negativna korelacija izmedu FEV1

i broja leukocita ( r=—0,252, p=0,018) (Tabela 12, Grafikon 1)

Tabela 12. Korelacija FEV1 i FEV1% sa CRP, brojem leukocita i SE

FEV1% CRP LE SE
FEV1 0,915 -0,005 -0,252 -0,113
<0,001 0,960 0,018 0,343
FEV1% - 0,043 -0,187 -0,139
0,697 0,082 0,240
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Grafikon 1. Korelacija FEV1 i CRP kod bolesnika sa HOBP

U ispitivanoj populaciji ve¢ina pacijenata nije bila hospitalizivana — 48 pacijenata (52,7%).

Broj hospitalizacija

3.3%

mo
ml
m2
m3

m4

Grafikon 2. Broj hospitalizacija u ispitivanoj populaciji

Jednu hospitalizaciju je imalo 20 pacijenata (22,0%), dve hospitalizacije je imalo 13 pacijenata
(14,3%), tri hospitalizacije je imalo 7 pacijenata (7,7%) 1 Cetiri hospitalizacije su imala tri

pacijenta (3,3%) (Grafikon 2).
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Utvrdeno je da je broj egzarcerbacija i broj hospitalizacija statisticki znacajno veci kod pacijenata
sa FEV1<50% (Tabela 13). Vrednosti CAT i mMRC su statisti¢ki znac¢ajno vece kod pacijenata
sa FEV1<50% (p<0,001, odnosno p<0,001) (Tabela 13).

Tabela 13. Broj egzercerbacija i hospitalizacija u odnosu na vrednost FEV1<50%

FEV1<50% FEV1>50%
Broj egzercerbacija 7,02£3,02 2,37£1,52 <0,001
Broj hospitalizacija 1,35+1,19 0,14+0,42 <0,001
CAT 31,22+45,69 16,05+5,92 <0,001
mMRC 3,05+0,95 1,54+0,65 <0,001

! Mann-Whitney test

BMI je statisticki znacajno veci kod pacijenata sa retkim egzacerbacijama (p=0,034) (Tabela 14).
CAT i mMRC je statisti¢ki znac¢ajno veéi kod pacijenata sa Cestim egzacerbacijama (p=0,001,
odnosno p<0,001). FEV1 (lit) i FEV1 (%) su znacajno veci kod pacijenata sa retkim
egzacerbacijama (p=0,001, odnosno p<0,001) (Tabela 14)

Tabela 14. Povezanost udestalosti FEV1%, BMI, CAT i mMRC sa udestalosti
egzarcerbacija

Paremetar p-vrednost'

FEV1%
<50 3 21,4 50 68,0 0,003
>50 11 78,6 24 32,0

BMI 26,10+8,86 21,54+6,88 0,034
CAT 13,9345,82 27,55+7,99 <0,001°
mMRC 1,21%0,70 2,69+1,01 <0,001°

! Hi-kvadrat test, “Mann-Whitney test
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5.2. Ucestalost genskih polimorfizama MDR1, C3435T, TNF-a G-308A i
CYP3A5%1%3 Kkod ispitanika klini¢ke grupe

70 -
60 -
50 A

40 - mo
ml

m2
30

20 A

10 A

MDR TNF CYP3A5

Grafikon 3. Distribucija polimorfizama MDR, TNF i CYP3A5 unutar klini¢ke grupe

MDR1: 0 - 3435 CC, 1 — 3435CT, 2 — 3435TT
TNF-alfa: 0 — (-308)GG, 1 - (-308)GA, 2 - (-308)AA
CYP3A5: 0 - *1, 1 - *3%1, 2 - *3

47



5.2.1. Frekvenca razlicitih haplotipa MDR, TNF i CYP3A5 polimorfizama kod
bolesnika sa HOBP

U ispitivanoj populaciji samo cetiri pacijenta su imali kombinaciju ispitivanih polimorfizama
kodiranu kao 0/0/2 (MDR1 3435CC, TNF-alfa (-308)GG CYP3A5*3) — 4,5%. Najcesca
kombinacija je bila 1/0/2 — 33,7% pacijenata, zatim sledi 0/0/0 kod 14,6% pacijenata i 1/1/2 kod
11,2% i kombinacija 1/0/1 kod 10,1% ispitivanih pacijenata (Tabela 15, Grafikon 4).

Tabela 15. Genotipi MDR1/TNF alfa /CYP3AS polimorfizma u ispitivanoj populaciji

MDR/TNF/CYP

0/0/0 13 14,6
0/0/1 1 1,1
0/0/2 4 45
0/1/0 3 34
0/1/1 1 1,1
1/0/0 3 34
1/0/1 9 10,1
1/0/2 30 33,7
1/1/0 1 1,1
1/1/1 4 45
1/1/2 10 11,2
1/2/0 1 1,1
1/2/2 1 1,1
2/0/0 1 1,1
2/0/1 1 1,1
21012 3 34
2/1/2 3 34

MDR1: 0 - 3435 CC, 1 — 3435CT, 2 — 3435TT
TNF-alfa: 0 — (-308)GG, 1 - (-308)GA, 2 - (-308)AA
CYP3A5: 0 - *1, 1 - *3%1, 2 - *3
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1.1%

Grafikon 4. Kombinacije MDR/TNF/CYP polimorfizma u ispitivanoj populaciji

MDR1: 0 - 3435 CC, 1 — 3435CT, 2 — 3435TT
TNF-alfa: 0 — (-308)GG, 1 - (-308)GA, 2 - (-308)AA
CYP3A5: 0 - *1, 1 - *3%1, 2 - *3

1.1%

m0/0/0
m0/0/1
m0/0/2
m0/1/0
m0/1/1
m1/0/0
m1/0/1
m1/0/2
m1/1/0
m1/1/1
m1/1/2
m1/2/0

1/2/2

2/0/0

2/0/1

2/0/2

2/1/2
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5.3. Rezultati genotipizacije MDR1 C3435T polimorfizma

U populaciji bolesnika sa HOBP, utvrdeno je da 22 pacijenta imaju genotip MDR 3435CC
(24,4%), 60 pacijenata imaju MDR 3435CT (66,7%) i 8 pacijenata imaju MDR 3435TT (8,9%)
(Grafikon 5).

MDR

mo
ml

m2

Grafikon 5. Distribucija MDR polimorfizma u ispitivanoj populaciji
(0-3435 CC, 1-3435CT, 2-3435TT)

Analiza demografskih i klinickih parametara u odnosu na MDR polimorfizam je pokazala da su
svi testirani parametri ujednaceni u odnosu na razliCute MDR polimorfizme, osim prisustva
komorbiditeta (p=0,010) (Tabela 16). Komorbiditeti su naj¢es¢i kod pacijenata sa MDR 3435TT
(87,5%) i pacijenata sa MDR 3435CT (86,7%). Utvrdeno je da je prisustvo komorbiditeta
statisticki znacajno ¢es¢e kod MDR 3435CT u odnosu na MDR 3435CC (p=0,005).
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Tabela 16. Demografske i klini¢ke karakteristike u odnosu na MDR polimorfizam

Parametar MDR polimorfizam

0 1 2
Starost 62,50+8,62 | 67,50+8,92 | 68,51+7,89
Pol
Muski 17 810 |39 661 |6 750 0,403°
Zenski 4 190 |20 339 |2 250
PuSenje
Nepusacdi 0 0,0 8 136 |0 00 0,063°
Pusaci 17 773 |31 525 |5 625
BivSi pusaci 5 22,7 |20 339 |3 375
Prisustvo komorbidit¢ 12 545 |52° 867 |7 875 |0,010°
BMI 22,44+45,65 | 21,89+7,96 | 25,75+7,19 | 0,063
FEV1 1,66+0,76 | 1,35+0,74 |1,51+0,80 |0,236
FEV1% 53,28+19,96 | 51,32+21,88 | 51,30+25,88 | 0,897
FEV1%<50 11 500 |39 650 |5 625 0,471°
FvC 2,98+1,15 | 257+1,16 |2,86+0,95 |0,224
FVC% 78,53+22,07 | 75,84+24,31 | 76,38+21,58 | 0,836
CAT 24,45+10,40 | 25,85+8,64 | 25,25+11,46 | 0,920
Mmrc 2,55+1,14 2,45+1,08 2,50+1,41 0,953
Broj egzercerbacija | 5,29+3,49 5,22+3,34 5,75+3,81 0,960
Broj hospitalizacija | 0,73+1,20 0,97+1,16 0,75+0,71 0,465

1 Kruskal-Wallis test, > ANOVA, ®Hi-kvadrat test, * vs MDR 0

(0-3435 CC, 1-3435CT, 2-3435TT)
Distribucija BMI kategorija se ujedna¢ena u odnosu na MDR polimofizam (p=0,409) (Tabela

17).
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Tabela 17. Distribucija BMI kategorija u odnosu na MDR1 C3435T polimorfizam

BMI kategorije MDR polimorfizam
T
<18,5 7 368 28 483 5 250 0,409 |
18,5-24,9 7 36,8 16 27,6 2 25,0
25-29,9 2 10,5 7 12,1 2 25,0
30-34,9 3 15,8 2 3,4 1 12,5
35-39,9 0 0,0 2 3,4 1 12,5
>40 0 0,0 3 5,2 0 0,0

1 Hi-kvadrat test
(0-3435 CC, 1-3435CT, 2-3435TT)

Broj leukocita se statisti¢ki znacajno razlikuje u odnosu na MDR polimorfizam (p=0,007).
Najveée vrednosti imali su bolesnici koji su nosioci genotipa MDR1 3435 TT, a najmanje
vrednosti MDR1 MDR1 3435 CC. Post hoc analiza je pokazala da se broj leukocita statisticki
znacajno razlikuje izmedu MDR1 3435 CC i MDR1 3435 TT (p=0,011), MDR1 3435 CC i
MDR1 3435 CT (p=0,013). Koncentracija hemoglobina se statisti¢ki zna¢ajno razlikuje u odnosu
na MDR polimorfizam. Najvec¢e koncentracije imaju pacijenti sa genotipom MDR1 3435 CT, a
najmanje sa MDR1 3435 TT. Daljom analizom je utvrdeno da statisticki zna¢ajna razlika postoji
izmedu: MDR 1 i MDR1 3435 TT (p=0,032), MDR1 3435 CT i MDR1 3435 CC (p=0,044).
Hematokrit se statisticki znacajno razlikuje u odnosu na MDR polimorfizam. Najvece vrednosti
imaju pacijenti sa MDR1 3435 CT, a najmanje sa MDR1 3435 TT. Post hoc analizom je
pokazano da statisticki znacajna razlika postoji izmedu MDR i MDR 2 (p=0,031). Sedimentacija
se statistiCki znacajno razlikuje u odnosu na MDR polimorfizam (p=0,033). Najvece vrednosti
ima MDR1 3435 TT, a najmanje vrednosti MDR1 3435 CC. Daljom analizom je pokazano da
statisti¢ki znacajna razlika postoji izmedu: MDR1 3435 CC i MDR1 3435 TT (p=0,015).

52



Parametar

MDR polimorfizam

0

1

2

Tabela 18. Biohemijski parametri u odnosu na MDR polimorfizam

Le 8,56+2,96 11,4045,62° 14,41+5,14° 0,007
Ly 3,95+4,40 3,89+3,35 1,84+0,34 0,054
Er 4,54+1,13 4,74%0,64 4,41%0,78 0,404°
Tr 232,90£92,89 | 264,40+112,43 | 290,88+178,62 | 0,506
Hgb 129,84+23,66" | 143,93+21,84 | 124,63+22,47* | 0,025
Hct 0,40+0,07 0,44+0,06 0,38+0,06" 0,024°
CRP 29,11+46,19 | 63,58+98,21 109,82+117,58 | 0,070
SE 25,06+22,67 | 34,61+24,61 57,40+25,35° | 0,033
Na* 137,774#3,73 | 137,45%3,39 136,55+4,93 0,728°
K* 4,35+0,63° 4,38+0,71° 5,090,40 0,020°
pH 7,46+0,03 7,43+0,04 7,39+0,07 0,059°
pCO2 4,78+1,29 7,89+11,98 6,02+4,10 0,746
pO2 12,60%9,00 9,95+7,86 9,10£3,51 0,878
HCO3 26,52+7,64 28,10+6,94 24,42+10,29 0,568
Be 2,50+7,92 3,16+8,52 1,08+11,75 0,796
sO2 91,4046,37 90,63+4,45 89,75+8,78 0,913°
Ne 7,41+3,49 7,31%4,22 9,08+3,57 0,341
Ly/Ne 0,70%0,75 0,79+1,24 0,26x0,15 0,093

! Kruskal-Wallis test, > ANOVA, ®vs MDR1 - 0, * vs MDR1 - 1,

(0-3435 CC, 1-3435CT, 2-3435TT)

®vs MDR1 - 2
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5.4. Odnos MDR1 3435CT i 3435TT i klini¢kih parametara HOBP
bolesnika

MDR1 T alel bio je prisutan kod 68 ispitivanih pacijenata sa HOBP (75,6%) (grafikon 6).

HE Neizmenjen
B Izmenjen

Grafikon 6. Udestalost T alela MDR1 3435 polimorfizma
(Neizmenjen — C alel, izmenjen — T alel)

Nosioci T alela su statisti¢ki znacajno ¢esce bili pusacéi (p=0,035). Komorbiditeti su statisti¢ki

znacajno Ce$cée prisutni kod pacijenata koji su nosioci T alela MDR1 gena (p=0,005) (tabela 19).
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Tabela 19. Demografske i klini¢ke karakteristike u odnosu na MDR polimorfizam

Parametar MDRL1 alel

C T
Starost 62,50+8,62 67,68+8,66
Pol
Muski 17 810 47 681  0,389°
Zenski 4 190 22 319
PusSenje
Nepusaci 0 0,0 8 11,6 0,035°
Pusaci 17 77,3 37 53,6
Bivsi puSaci 5 22,7 24 348
Prisustvo komorbiditeta 12 545 60 857 0,005
BMI 22,44+5,65 22,38+7,86 0,408
FEV1 1,66%0,76 1,41+0,77 0,145
FEV1% 53,28+1,15 52,59+23,29 0,808
FEV1%<50 11 50,0 44 62,9 0,410°
FvC 2,98+1,15 2,65+1,17 0,166
FVC% 78,53+22,07  77,19+25,29 0,694
CAT 24,45+10,40  25,33%9,18 0,822
Mmrc 2,55+1,14 2,41+1,12 0,654
Broj egzercerbacija 5,29+3,49 5,16+3,40 0,865
Broj hospitalizacija 0,73+1,20 0,91+1,11 0,255

L Kruskal-Wallis test, > ANOVA, ° Hi-kvadrat test, * vs MDR 0

Broj leukocita je statisti¢ki znacajno veci kod pacijenata sa HOBP koji su nosioci T alela MDR1

3435 polimorfizma (p=0,012). Ostali biohemijski parametri se ne razlikuju statisti¢ki znacajno u

odnosu na MDR1 polimorfizam (Tabela 21).
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Tabela 20. Biohemijski parametri u odnosu na MDR polimorfizam

Parametar MDR1 3435 alel
C T

Le 8,56+2,96 11,57+5,65 0,012
Ly 3,95+4,40 3,61+3,20 0,361
Er 4,54+1,13 4,70+0,64 0,428°
Tr 232,90+92,89 265,78+119,63 0,265
Hgb 129,84+23,66" 141,27+22,38 0,101
Hct 0,40+0,07 0,43+0,06 0,212°
CRP 29,11+46,19 71,56+103,36 0,145
SE 25,06+22,67 37,20+26,13 0,052
Na' 137,7743,73 137,30+3,55 0,631°
K* 4,35+0,63° 4,4620,71 0,506°
pH 7,46+0,03 7,42+0,05 0,034°
pCO2 4,78+1,29 7,41%10,76 0,645
pO2 12,60+9,00 9,63+7,13 0,767
HCO3 26,52+7,64 26,91+7,79 0,743
Be 2,50+7,92 2,24+9,01 0,824
sO2 91,40+6,37 90,0245,56 0,706°
Ne 7,41+3,49 7,41+4,17 0,886
Ly/Ne 0,70+0,75 0,74+1,18 0,681

'Kruskal-Wallis test, * ANOVA, *vs MDR1 3435 C, * vs MDR1 3435T °

5.5.

Polimorfizam TNF alfa gena

Demografski i klini¢ki parametri (osim starosti i pola bolesnika) su statisticki ujednaceni u

odnosu na prisustvo genotipa TNF — alfa (-308)GA polimorfizma, $to je prikazano Tabelom 22.
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Tabela 21. Demografske i klinicke karakteristike u odnosu na TNF polimorfizam

Parametar TNF polimorfizam

0 1 2
Starost 66,12+9,38 | 67,41+8,14 | 66,50+4,95
Pol
Muski 49 766 |10 476 |2 1000 0,025°
Zenski 15 234 |11 524 |0 0,0
PuSenje
Nepusaci 0 0,0 8 136 |0 0,0 0,063°
Pusaci 17 773 |31 525 |5 625
BivSi pusaci 5 22,7 |20 339 |3 375
Prisustvo komorbidite 53 815 |13 72,7 |2 100,0 0,436°
BMI 21,78+7,36 | 24,09+7,17 |27,19+13,42 | 0,128
FEV1 1,46+0,76 | 1,38+0,78 | 1,62+0,67 | 0,236
FEV1% 51,41+21,86 | 52,09+21,78 | 61,60+24,75 | 0,897
FEV1%<50 40 615 |14 63,6 1 50,0 0,929°
FvC 2,74+1,13 2,51+1,21 3,00+1,47 0,224
FVC% 76,23+23,04 | 75,99+24,52 | 86,80+39,88 | 0,836
CAT 25,71+9,21 | 25,7349,35 | 19,50+13,43 | 0,920
Mmrc 2,52+1,12 2,45+1,10 2,00+1,41 0,953
Broj egzercerbacija | 5,42+3,45 5,20£3,32 3,00£2,83 0,960
Broj hospitalizacija | 0,81+1,05 1,18+1,37 0,50£0,71 0,465

1 Kruskal-Wallis test, > ANOVA, ®Hi-kvadrat test, * vs MDR 0

TNF-alfa: 0 - (-308)GG, 1 - (-308)GA, 2 - (-308)AA
Wild type TNF alfa je najéesc¢i kod pacijenata sa BMI<18,5 kao i heterozigotni oblik TNF alfa.

Distribucija BMI kategorija je ujednacena u odnosu na TNF polimofizam (p=0,119)(Tabela 23).
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Tabela 22. Distribucija BMI kategorija u odnosu na TNF polimorfizam

BMI kategorije TNF polimorfizam
0o 1
<18,5 29 46,8 6 30,0 1 500 0,119
18,5-24,9 19 30,6 6 300 0 00
25-29,9 7 11,3 4 20, 0 00
30-34,9 4 6,5 2 10,0 0 00
35-39,9 0 0,0 2 10,0 1 50,0
>40 3 4,8 0 00 0 00

" Hi-kvadrat test

TNF-alfa: 0 — (-308)GG, 1 - (-308)GA, 2 - (-308)AA

Broj trombocita je statisti¢ki znacajno razli¢it kod nosilaca razlicitih genotipa TNF-alfa (-308)GA
polimorfizma (p=0,018). Najvece vrednosti imaju pacijenti sa TNF-alfa (-308)GG, a najmanje
vrednosti pacijenti sa TNF-alfa (-308)AA. Daljom analizom je pokazano da statisticki znacajna
razlika u broju trombocita postoji izmedu: TNF-alfa (-308)GG vs TNF-alfa (-308)GA (p=0,006).
Vrednosti trombocita su bile u referentnim granicama, te se navedeni rezultati ne mogu smatrati
znacajnim. Vrednost pH se statisticki znacajno razlikuje u odnosu na TNF polimorfizam
(p=0,047). Utvrdeno je da razlika postoji izmedu TNF-alfa (-308)GG i TNF-alfa (-308)GA
(p=0,024).
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Tabela 23. Biohemijski parametri u odnosu na TNF polimorfizam

Parametar TNF polimorfizam
T

Le 11,31+4,99 10,74+6,24  594+1,49 0,082
Ly 4,0743,95 2,87+1,60 2,00 0,803
Er 4,62+0,70 4,78+1,02 4,52+0,59 0,688°
Tr 279,95+118,66 209,43+95,22° 206,00+18,38 0,018
Hgb 138,67+25,28  138,95+18,17 140,50+14,85 0,990
Hct 0,42+0,07 0,42+0,08 0,44+0,09 0,939°
CRP 57,68+84,76  56,83+93,01  198,60+276,33 0,870
SE 36,06+26,15  27,00£18,27  42,00#53,74 0,579
Na 137,63+3,61  136,88+3,84  137,50+2,12  0,731°
K 4,48+0,71 4,41%0,68 3,95+0,21 0,560°
pH 7,44+0,04 7,40+0,05° 7,39 0,047°
pCO2 4,97+1,46 10,98+16,37 3,90 0,289
pO2 9,37+4,54 11,80+10,91 8,00 0,999
HCO3 27,49+6,95 27,77+835 20,10 0,367
Be 2,83+8,84 3,39+8,76 -5,90 0,468
sO2 92,12+2,48 88,22+7,72 90,30 0,188°
Ne 7,95+4,24 6,92+3,07 2,10+0,56 0,067
Ne/Ly 0,77+1,24 0,57+0,14 1,18 0,484

! Kruskal-Wallis test, > ANOVA, *vs TNF-alfa (-308)GG
TNF-alfa: 0 — (-308)GG, 1 - (-308)GA, 2 - (-308)AA

Broj neutrofila bio je statisti¢ki znac¢ajno veci u grupi bolesnika sa TNFalfa 0 u odnosu na TNF-
alfali TNF-alfa 2.

5.6. Korelacija klinickih parametara sa prisustvom alela TNF-alfa (-

308)GA polimorfizma

Demografske i klinicke karakteristike bolesnika sa HOBP u odnosu na prisustvo alela TNF-alfa
(-308) GA polimorfizma prikazane su tabelom 24. Nijedan od ispitivanih parametara nije

pokazao statisticki zna¢ajnu razliku u odnosu na prisustvo G ili T alela kod bolesnika.
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Tabela 24. Demografske i klini¢ke karakteristike u odnosu na alele TNF-alfa (-308)

Parametar

0

TNF polimorfizam

1

Starost 66,12+9,38 67,22+7,68 0,561
Pol

Muski 49 76,6 15 57,7 0,125°
Zenski 15 234 11 423
PusSenje

Nepusaci 7 10,9 1 3,7 0,421°
Pusaci 36 56,2 18 66,7

BivSi pusaci 21 32,8 8 29,6

Prisustvo komorbiditeta 42 81,5 19 70,4 0,365
BMI 21,78+7,36 24,02+7,36

FEV1 1,46%0,76 1,48+0,80 0,847
FEV1% 51,41+21,86 55,98+23,88 0,501
FEV1%<50 40 61,5 15 55,6 0,765°
FvC 2,74+1,13 2,70£1,28 0,706
FVC% 76,23+23,04 80,62+27,79 0,471
CAT 25,7149,21 23,70+9,98 0,369
Mmrc 2,52+1,12 2,23+1,13 0,284
Broj egzercerbacija 5,42+3,45 4,60+3,27 0,335
Broj hospitalizacija 0,81+1,05 1,00+1,30 0,680

1 Mann-Whitney test, *t tets, * Hi-kvadrat test; 0 - G alel, 1 — A alel.
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® Neizmenjen

® [zmenjen

Grafikon 7. Ucestalost G i A alela TNF-alfa (-308) polimorfizma u klini¢koj grupi; neizmenjen

-G, izmenjen — A

Broj leukocita i trombocita je statisticki znacajno veéi kod pacijenata sa wild type oblikom TNF
alfa gena (p=0,045, odnosno p=0,002). Vrednost pH je statisti¢ki zna¢ajno veca kod pacijenata sa
neizmenjenim TNF polimorfizmom (p=0,016) (Tabela br 25).
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Tabele 25. Biohemijski

polimorfizma

parametri

Parametar TNF polimorfizam
0 1

Le 11,31+4,99 9,93+5,93 0,045
Ly 4,07+3,95 2,76+1,61 0,531
Er 4,62+0,70 4,75+0,93 0,497°
Tr 279,95+118,66 207,23+85,78 0,002
Hgb 138,67+25,28 138,92+16,72 0,973
Hct 0,42+0,07 0,43%0,07 0,815
CRP 57,68+84,76 73,17+118,11 0,634
SE 36,06+26,15 30,45+24,89 0,364
Na' 137,63+3,61 136,86+3,50 0,369°
K* 4,48+0,71 4,34%0,65 0,412°
pH 7,44+0,04 7,40+0,04 0,016°
pCO2 4,97+1,46 9,73+15,07 0,659
pO2 9,37+4,54 10,97+10,07 0,767
HCO3 27,49+6,95 26,01+8,69 0,444
Be 2,83+8,84 1,69+8,87 0,624
sO2 92,12+2,48 87,68+7,45 0,034°
Ne 7,95+4,24 6,19+3,18 0,077
Ly/Ne 0,77+1,24 0,63+0,64 0,928

'Mann-Whitney test, “ t tets, ® Hi-kvadrat test; 0 — G alel, 1 — A alel

u odnosu na prisustvo alela TNF-alfa (-308)
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5.7. Rezultati u odnosu na CYP3A5*3*1 polimorfizam

Analiza demografskih i klinickih parametara u odnosu na CYP3AS5 polimorfizam je pokazala da

su komorbiditeti statistiCki znacajno ¢es¢i kod bolesnika koji su neekspresori CYP3AS5 gena

(p=0,025). Rezultati su prikazani Tabelom 26.

Tabela 26. Demografske i klini¢ke karakteristike u odnosu na CYP3A5

Parametar

CYP3A5
0

Starost 62,36+9,35  66,53+9,80  68,04+8,08*  0,044° |
Pol

MusKi 17 810 14 84 31 620 0127
Zenski 4 190 3 17,6 19 380
PuSenje

Nepusadi 1 45 2 11,8 5 10,0 0,104°
Pusadi 18 81,8 7 41,2 28 56,0

Bivsi pusadi 3 136 8 47,1 17 34,0
Prisustvo komorbiditeta 13 59,1 13 76,5 45 88,2 0,023°
BMI 22,0745,71 24,24+9,82 21,89+7,24 0,836
FEV1 1,48+0,77 1,60+0,81 1,37+0,74 0,413
FEV1% 48,90+19,94  5533+21,88  51,87+22,34 0,495
FEV1%<50 15 68,2 8 471 32 627 0,386
FVC 2,78%1,10 2,97+1,32 2,56%1,10 0,411
FVC% 75,30£22,79  81,97+27,79  75,26+22,22 0,612
CAT 26,59+0,26 24,65+8,18 25,24+9,28 0,570
Mmrc 2,82+1,14 2,35%1,00 2,37+1,13 0,261
Broj egzercerbacija 6,38+3,61 4,76+2,51 5,00£3,50 0,242
Broj hospitalizacija 0,95+1,17 0,76%1,09 0,90+1,15 0,850

1 Kruskal-Wallis test, ° ANOVA, ° Hi-kvadrat test, * vs CYP3A5*1; 0 — CYP3A5*1, 1 — CYP3A5*1*3, 2 —

CYP3AS5*3

63



Distribucija BMI kategorija je ujednaena u odnosu na genotipe CYP3A5*3 polimofizma
(p=0,119) (Tabela 27).

Tabela 27. Distribucija BMI kategorija u odnosu na CYP3A5

BMI kategorije CYP3A5

<18,5 8 40,0 6 375 23 46,9 0,196
18,5-24,9 7 350 5 &2 13 26,5

25-29,9 2 10,0 1 62 8 16,3

30-34,9 3 150 2 125 1 2,0

35-39,9 0 00 0 00 3 6,1

>40 0 00 2 125 1 2,0

! Hi-kvadrat test; 0 — CYP3A5*1, 1 — CYP3A5*1*3, 2 — CYP3A5*3

Nema signifikantne razlike osnovnih biohemijskih parametara iz krvi bolesnika sa HOBP u
odnosu na nosioce razlicitih genotipa CYP3A5*3 gena (Tabela 28).
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Tabela 28. Biohemijski parametri i genotipi CYP3A5

Parametar CYP3A5
0 1 2

Le 10,43+6,04 11,74+4,40  11,0445,28 0,290
Ly 3,62+4,13 4,51+3,96 3,53+3,07 0,294
Er 4,62+1,09 4,76%0,53 4,64%0,71 0,843°
Tr 278,86+135,28 241,38+84,15 257,04+116,05 0,765
Hgb 131.15421.26  148.68+31.18 138.88+20.13 0,205
Hct 0.41%0.07 0.44+0.08 0.42+0.06 0.287°
CRP 277244526  70,92+98,63  70,14+103,29 0,231
SE 29,83+26,32  36,57+24,18 24,87+2522 0,613
Na' 138,29+3,97  137,76+2,75 136,97+3,67  0,360°
K* 4,30%0,61 4,33+0,60 4,54%0,75 0,347°
Ph 7,47+0,03 7,44%0,03 7,41%0,05 0,046°
pCO2 5,06+1,05 11,93+19,87  5,63+2,49 0,950
pO2 12,14+7,73 13,14+12,82  8,21+2,04 0,715
HCO3 29,58+6,35 24,31+3,16  27,97+8,83 0,461
Be 4,58+6,07 0,56+5,65 2,79+10,35 0,747
sO2 93,48+2,54 88,70+6,80  90,55%5,02 0,313°
Ne 7,62+4,28 7,21+3,11 7,56+4,20 0,907
Ly/Ne 0,72+0,76 0,84+0,80 0,68+1,29 0,536

IKruskal-Wallis test,  ANOVA, *vs CYP3A5*1, * vs CYP3A5*1*3, ° vs CYP3A5*3;
0 - CYP3A5*1, 1 - CYP3A5*1*3, 2 — CYP3A5*3
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Rezultati u odnosu na prisustvo alela CYP3A5*3 polimorfizma

CYP3A5*1 alel je bio prisutan kod 41 pacijenta (44,6%)(Grafikon 8).

= Neizmenjen ® Izmenjen

“neizmenjen” — CYP3A5%*3, “izmenjen” — CYP3A5*1
Grafikon 8. Ucestalost alela CYP3A5*3*1 polimorfizma

Vecina demografskih i klinickih parametara bila je ujednatena u odnosu na prisustvo
funkcionalne i nefunkcionalne forme CYP3A5 polimofizma, osim prisustva komorbiditeta

(p=0,023), koji su statisti¢ki znacajno ¢es¢i kod pacijenata sa nefunkcionalnim alelom CYP3A5
(88,2% vs 59,1%) (tabela 29).
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Tabela 29. Demografske i klini¢ke karakteristike kod nosilaca CYP3A5*3*1 alela

Parametar CYP3A5

0 1
Starost 64,4629,53  68,04+8,08
Pol
MusKi 33 85 31 620 0,058
Zenski 7 175 19 380
PuSenje
Nepusadi 3 73 5 100 0,758
Pusaci 26 634 28 56,0
Bivsi pusadi 12 293 17 340
Prisustvo 13 59,1 45 882 0,023
komorbiditeta
BMI 23,05+7,61 21,89+7,24 0,499
FEV1 1,58+¢0,81  1,37%0,74 0,150
FEV1% 53,86+22,78 51,87+22,34 0,580
FEV1%<50 23 561 32 627 0,665
FVC 2,93+123  256+1,10 0,133
FVC% 80,31+27,00 75,26+22,22 0,423
CAT 24,98+9,73  25,24+928 0,937
Mmrc 2,54+1,12  237+1,13 0,504
Broj egzercerbacija  5,43+3,31 5,00£3,50 0,525
Broj hospitalizacija  0,83+1,12 0,90£1,15 0,698

! Mann-Whitney test, *t test, * Hi-kvadrat test; 0 — CYP3A5*1, 1 — CYP3A5*3

Vrednost pH je statisticki znaCajno veca kod pacijenata sa izmenjenim CYP polimorfizmom
(p=0,046). Ostali ispitivani parametri opSte biohemije su ujednaceni u odnosu na izmenjeni CYP

polimorfizam (Tabela 30).
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Tabela 30. Biohemijski parametri kod nosilaca razlicitih alela CYP3A5

Parametar CYP3A5
0 1

Le 10,69+5,38 11,0445,28 0,608

Ly 3,89+3,96 3,53+3,07 0,733

Er 4,68+0,86 4,64%0,71 0,843
Tr 259,67+113,80 257,04+116,05 0,841

Hgb 138,58+26,51  138.88+20.13 0,605

Hct 0,42+0,07 0.42+0.06 0.287°
CRP 52,14+84,11  70,14+10329 0,266

SE 33,79+26,67  34,87+#2522 0,757

Na* 137,95+3,42  136,97+3,67  0,360°
K* 4,31%0,60 4,54%0,75 0,347°
Ph 7,45+0,03 7,41%0,05 0,046°
pCO2 8,65+14,54 5,63+2,49 1,000

pO2 12,17+10,31  8,21+2,04 0,661

HCO3 25,57+6,05 27,97+8,83 0,519

Be 1,63+6,41 2,79+10,35 0,742

sO2 89,84+6,34 90,55+5,02 0,313
Ne 7,21+3,78 7,56+4,20 0,796

Ly/Ne 0,79+0,78 0,68+1,29 0,649

*Mann-Whitney test, “t test; 0 — CYP3A5*1, 1 — CYP3A5*3

5.8. Uporedivanje ucestalosti polimorfizama ispitivanih gena izmedu
klini¢ke i kontrolne grupe
Uporeduju¢i klinicku 1 kontrolnu grupu utvrdeno je da postoji statisticki znacajna razlika u
ucCestalosti MDR1 heterozigotnog genotipa u klinickoj grupi u odnosu na kontrolnu grupu
(p=0,004). Najcesce je zastupljen MDR1 C3435T u obe grupe (66,7% odnosno 54,4%), zatim
sledi MDR1 C3435C (24,4% odnosno 19%). Najmanje zastupljen je MDR1 T3435T u klini¢koj
grupi (8,9%) dok je u kontrolnoj grupi njegova ucestalost 26,6% (Tabela 31).
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Tabela 31. Uéestalost MDR polimorfizma u klini¢koj i kontrolnoj grupi

MDR1 Klini¢ka Kontrolna
C3435T genotipi grupa grupa (N=158)
(N=90)
% %
0 24,4 19,0 0,004
1 66,7 54,4
2 8,9 26,6
Ukupno 100,0 100,0

'Hi-kvadrat test; 0 — MDR1 3435CC, 1 - MDR1 3435CT, 2 - MDR1 3435TT

Uporedujuéi klinicku 1 kontrolnu grupu utvrdeno je da ne postoji statisti¢ki znacajna razlika u
ucestalosti TNF polimorfizma (p=0,268). Najcesce je zastupljen TNF 0 u obe grupe (73,0%
odnosno 64,5%), zatim sledi TNF 1 (24,7% odnosno 34,6%). Najmanje zastupljen je TNF 2
(2,2% odnosno 0,9%) (Tabela 32).

Tabela 32 . Ucestalost TNF polimorfizma u klini¢koj i kontrolnoj grupi

TNF-alfa (-308) Klini¢ka grupa Kontrolna grupa
GA genotipi
N % %
0 65 73,0 69 64,5 0,268
1 22 24,7 37 34,6
2 2 2,2 1 0,9
Ukupno 89 100,0 107  100,0

U Hi-kvadrat test; TNF-alfa: 0 — (-308)GG, 1 - (-308)GA, 2 - (-308)AA

69



Uporedujuci klinicku i kontrolnu grupu utvrdeno je da postoji statisticki znacajna razlika u
ucestalosti CYP3A5 polimorfizma (p<0,001). Najcesce je zastupljen CYP3A5*3 u obe grupe
(56,7% odnosno 88,3%). U klini¢koj grupi zatim sledi CYP3A5*1 sa 24,4%, a kod ispitanika
kontrolne grupe CYP3A5*3*1 sa 9,7% (Tabela 33).

Tabela 33. U¢estalost CYP polimorfizma u klini¢koj i kontrolnoj grupi

Klini¢ka grupa Kontrolna grupa

%
0 22 24,4 2 1,9 <0,001
1 17 18,9 10 9,7
2 51 56,7 91 88,3
Ukupno 90 100,0 103 100,0

"Hi-kvadrat test; CYP3AS5: 0 —*1, 1 - *3*1, 2 - *3
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6. DISKUSIJA

Prema podacima GOLD-a, HOBP je trenutno Cetvrti uzrok mortaliteta na globalnom nivou (1).
Najznacajniji faktor rizika za nastanak HOBP je puSenje cigareta, medutim svi pusaci ne
razvijaju HOBP, tako da precizno razumevanje uticaja ovog faktora na patogenezu HOBP i dalje
ostaje nedostupno (6). Nase istrazivanje je obuhvatilo 92 pacijenta obolelih od HOBP, prema
kritetijumima GOLD-a, koji su imali postbronhodilatatorni odnos FEV1/FVC< 0,7. Broj¢ano su
dominirali muskarci (64%), pusaci (59,3%), bivsi pusaci (31,9%), prosecne zivotne dobi 66,4+
8,8 godina, sto se slaze sa mnogobrojnim klinickim studijama, s obzirom da je HOBP bolest koja
se naj¢eS¢e i javlja kod musSkaraca puSaca starije zivotne dobi (1). Brojna istrazivanja su
dokumentovala nepovoljan uticaj pusenja cigareta na brzinu opadanja FEV1, tako da su nasi
rezultati u skladu sa njima (13). Medutim imali smo i 8,8% nepusaca, §to se moze objasniti
skorasnjim dokazima da izlozenost duvanskom dimu i aerozagadjenju kod nepusaca takode moze
povecati rizik od nastanka HOBP (14,15,16). Vecina nasih ispitanika je imalo komorbiditete
(78,3%), dok je svega jedna petina ispitanika, 21,7% bila bez pridruzenih bolesti. Najceséi
komorbiditeti su bili: hipertenzija 66,3%, potom dijabetes mellitus 22,8%, zatim
kardiovaskularna oboljenja 19,6 % (ishemijska bolest srca, sréana insuficijencija, poremecaji
sréanog ritma, st. post CVI), potom osteoporoza (16,3%), depresivni sindrom (10,9%),
reumatoidni artritis (4,3%) i infiltracija na plu¢ima (4,3%), $to je u skladu sa samom definicijom
HOBP, koja ovu bolest opisuje kao bolest sistemskog karaktera koja je pracena hroni¢énom
sistemskom inflamacijom (1), sa brojnim posledicama na druge organe i tkiva, tj. vanpluénim
manifestacijama, te postojanju komorbiditeta (2,3,19). Dobijeni  rezultati su vrlo sli¢ni
rezultatima van Manena i saradnika (226). Navedena oboljenja imaju slicnu patofiziolosku
inflamatornu osnovu, §to je potvrdeno u razli¢itim istrazivanjima (11,22), i ide u prilog

rezultatima koje smo dobili.

HOBP predstavlja visoko heterogenu i kompleksnu bolest, multisistemskog karaktera, $to su
zakljucci ECLIPSE studije, ali i ostalih studija (1,227,228,229). Upravo iz tog razloga je potreban
adekvatan multidimenzionalni sistem kojim ¢e Se proceniti ne samo respiratorne promene u
organizmu obolelog od HOBP, ve¢ i sistemske (1). Plu¢na funkcija odnosno forsirani
ekspiratorni volumen u prvoj sekundi - FEVI1 je vrlo znacajna komponenta za odredivanje

stepena tezine HOBP i predstavlja zlatni standard u gradiranju ove bolesti, medutim nije dovoljna
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za procenu stepena tezine HOBP iz ve¢ pomenutih razloga. Stoga se moraju uzeti u obzir
simptomi kao §to su intolerancija napora, kratak dah, ali i neki drugi subjektivni osjec¢aji kao Sto
su kasalj, stezanje u grudima, kvalitet sna. Navedeni simptomi se procenjuju na osnovu mMMRC-
dispneja skale, kojom se odreduje stepen tezine kratkog daha, dok se pomoéu CAT skora
procenjuju i drugi prisutni simptomi. U multidimenzionalnom sistemu procene stepena teZine
HOBP se koriste broj i tezina egzacerbacije, kao i komorbiditeti, koje smo koristili u nasoj
studiji. Britanski institut za klinicke studije (NICE) i ECLIPSE studija su predlozili da se isti
parametri koriste u proceni stepena tezine bolesti bolesnika sa HOBP, ¢ime se omogucava bolja
terapija svakog pojedinacnog pacijenta (230,231). Koristeéi sve navedene parametre dosli smo do
zakljucka da pacijenti sa nizim vrednostima FEV1 (GOLD 3 i GOLD 4) imaju vec¢e vrednosti
mMRC-dispnea skale i CAT. Navedeni rezultat se moze opravdati ¢injenicom da je dispneja
simptom koji je perzistentan ali i tokom vremena progresivan (94,95), medutim isto tako je i
subjektivan osecaj Cija percepcija ne mora uvek i bezuslovno da odgovara teZini bolesti (94,95).
Takode, CAT predstavlja znacajan indikator zdravstvenog statusa, kao i stepena opstrukcije
disajnih puteva, koje se navodi u velikoj Evropskoj studiji Jonesa i saradnika, $to ide u prilog

nasem istrazivanju (232).

U naSem istraZivanju su bile prisutne ¢eS¢e egzacerbacije, Sto moZemo objasniti ¢injenicom da
smo se rukovodili postoje¢om subklasifikacijom pogorSanja HOBP. Ona je bazirana na
koriS¢enju resursa zdravstvene zastite, koja je egzacerbacije podelila na blage, umerene 1 teSke.
Stepen tezine pogorSanja odreden je ne samo na osnovu toga da li su leCeni u kuénim ili
bolni¢kim uslovima, ve¢ i na osnovu toga da li su zahtevali medicinsku asistenciju ili ne (111).
Obzirom na ¢injenicu da smo podatke uzimali anamnesticki, te da je ova observacija bazirana na
podsecanju pacijenata bez mogucnosti provere istth moguce je da dobijene informacije nisu
sasvim korektne. Upravo iz tog razloga smo napravili i podelu na pacijente koji su bili
hospitalizovani i na one koji nisu, a koja je pokazala da velina pacijenata nije bila
hospitalizovana, §to se moze objasniti zakljuccima ECLIPSE studije, koje navode da neki
pacijenti i pored nizeg FEV1 ne prijavljuju egzacerbacije (227,228). Istrazivanja Donaldsona i
saradnika su pokazala da sa progresijom HOBP moze do¢i do ucestalijih egzacerbacija (105), Sto
se moze videti iz naSih rezultata koji su pokazali da su broj egzacerbacija i hospitalizacija

znacajno veci kod bolesnika sa nizim FEV1.
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Osim neospornog znacaja pusenja za nastanak HOBP, inflamacija takodje igra znac¢ajnu ulogu u
patogenezi ove hroni¢ne bolesti. Smatra se da inflamacija dominira perifernim disajnim putevima
1 parenhimu plu¢a i da je omogucava povecana ekspresija brojnih inflamacijskih proteina,
citokina, hemokina, adhezionih molekula, inflamatornih enzima i receptora. Poznato je da se
inflamacijski odgovor u tkivu pluca karakteriSe povecanjem broja neutrofila, makrofaga i CD8+T
limfocita, kao i poveéanjem koncentracije proinflamatornih citokina. Aktivacijom neutrofila,
dolazi do oslobadanja enzima kao S§to su elastaze i metaloproteinaze, $to u daljem toku moze
dovesti do razvoja emfizema (233,234,235). U skladu sa tim, neka istrazivanja su pokazala da
povecéan broj neutrofila korelira sa stopom opadanja pluéne funkcije, odnosno nizim vrednostima
FEV1 (235). Takode su brojne studije razmatrale odnos neutrofila prema limfocitima (Ne/Ly
rate, NLR), odnosno njegovu upotrebljivost kao markera zapaljenskog procesa. Ovaj parameter
stoji u korelaciji sa ozbiljnos¢u bolesti, brojem hospitalizacija kod brojnih oboljenja, kao $to su
KVS, bubreznih oboljenja i solidnih tumora (236-243). Uocena je znacajna povezanost NLR sa
ograni¢enjem protoka vazduha kroz disajne puteve (FEV1), kao i ¢injenica da moze biti znacajan
prognosticki i nezavisni marker za buduce egzacerbacije kod bolesnika sa HOBP (243). Naime,
NLR pokazuje signifikantnu, inverznu vezu sa ograni¢enjem protoka vazduha kroz disajne
puteve (243). Furuate i saradnici su korelisali NLR sa klini¢kim parametrima u stabilnoj fazi
bolesti HOBP, kao i kada su se nalazili u pogorsanjima, i pronasli znacajnu korelaciju sa
emfizemom, mMRC-dispneja skalom i indeksom komorbiditeta, ¢ime je potvdeno da je NLR
dobar prediktor buducih egzacerbacija i stepena tezine HOBP (244). Vrlo sli¢ne rezultate dobili
su i Lee i saradnici (245,246), kao neke studije (247,248,249), koje su ukazale na mogucu
prediktivnu vrednost NRL u toku egzacerbacija, ali i da ovaj odnos moze detektovati infekcije
koje su triger za akutna pogorsanja kod HOBP, narocito kod bakterijskih infekcija (250). Nase
istrazivanje ipak nije pokazalo znacajnu vezu sa navedenim klinickim parametrima, §to je

najverovatnije posledica relativno malog broja pacijenata u odnosu na gore navedene studije.

PoviSena serumska koncentracija CRP-a povezana je sa oslabljenom funkcijom plucéa i loSom
prognozom pacijenata sa HOBP (251,252). U velikoj Danskoj studiji kod pacijenata sa HOBP
nadeni su visoki nivoi leukocita, CRP i fibrinogena sa pove¢anim rizikom od komorbiditeta, kao
§to su ishemijska bolest srca, dijabetes melitus, karcinom pluéa i pneumonije (252). Sli¢na
zapazanja su pokazala i druga istrazivanja kod kojih je nadeno da visoki nivoi C- reaktivnog

proteina dobro koleriSu sa akutnim pogorSanjima obolelih od HOBP, kao 1 sa stepenom
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ograniCenja vazduha kroz disajne puteve, odnosno nizim vrednostima FEV1 (253), sto se poklapa
sa naSim istrazivanjem. Takode se pokazalo da visi nivoi CRP-a tokom pogorsanja bolesti mogu
biti nezavisni prediktor tezine bolesti (254). Neke studije su potvrdile da povecanje broja
leukocita u krvi ukazuje na ¢eS¢e egzacerbacije bolesnika sa HOBP (255,256), $to je u skladu sa
rezultatima ovog istrazivanja. Celli i saradnici su pokazali da povecan broj leukocita u krvi sa
sobom nosi povecani rizik od egzacerbacija i mortaliteta (256). Nase istrazivanje je pokazalo da
je BMI statisti¢ki znacajno veéi kod bolesnika sa retkim egzacerbacijama, takode su sli¢na

zapazanja imali Zhenchao i saradnici u svojoj studiji (257).

Genske varijacije — prisustvo polimorfizama gena koji kodiraju enzimske sisiteme Kkoji
metaboliSu toksine koji dospevaju u respiratorni sistem iz spoljne sredine (‘“ksenobiotici”)
verovatno uti¢u na osetljivost prema duvanskom dimu. Usled toga se moze pretpostaviti da su

prisutne genske varijacije najverovatnije dodatni faktor rizika za razvoj HOBP.

U nasem istrazivanju je u populaciji sa HOBP, najées¢a kombinacija ispitivanih polimorfizama
bila 1/0/2 (MDR1 3435CT, TNF-0. (-308)GG, CYP3A5*3 ) 33,7% pacijenata, zatim sledi 0/0/0
(MDR1 3435CC, TNF-a (-308)GG, CYP3A5*1) 14,6 % pacijenata, potom 1/1/2 (MDR1
3435CT, TNF-a. (-308)GA, CYP3A5*3) 11,2% pacijenata, dok je kombinacija 0/0/2 (MDR1
3435CC, TNF-a. (-308)GG, CYP3A5*3) bila najreda, svega 4,5%.

Istrazivanja ukazuju da je moguce da sistem P-glikoproteina (eng.P-glycoprotein,P-gp), kodiran
MDR-1 genom (eng.Multidrug resistance proteins, MDR), igra ulogu u borbi protiv toksi¢nog
efekta puSenja u otklanjanju toksi¢nih efekata puSenja i otklanjanju metabolita oksidativnog
stresa (7). Fizioloska ekspresija P-gp u tkivima je vazna determinanta za detoksikaciju u
razli¢itim Celijama i tkivima (124-127). Literaturni podaci ukazuju na cinjenicu da je SNP
C3435T koji se nalazi u egzonu 26 MDRL1 gena, povezan sa nivoima P-gp i sposobnosc¢u
preuzimanaja supstrata (129). Van der Deen i saradnici su dokazali da su pacijenti sa HOBP imali
smanjen nivo MDR proteina u njihovom bronhijalnom epitelu, Sto ukazuje da MDRI1 ima
zaStitnu ulogu kod oksidativnog stresa (143). Neki autori su otkrili smanjenu ekpresiju i aktvnost
P-gp tokom inflamacije (144). U nasem istrazivanju u populaciji bolesnika sa HOBP, je utvrdeno
da pacijenti najéesée imaju MDR1 3435CT, odnosno 66,7%, potom MDR1 3435CC 22,4%, dok
je MDR1 3435TT svega 8,9%. Takode smo utvrdili da je ucestalost heterozigotnog oblika MDR1

C3435T vedi kod ispitanika sa HOBP u odnosu na kontrolnu grupu. Dobijeni rezultati su sli¢ni
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studijama Torua i saradnika, koji su tkd imali najéesce prisustvo MDR1 3435CT kod bolesnika
sa HOBP i koji su zakljucili da polimorfizam gena MDR1 gena CT mozZze igrati ulogu u razvoju
HOBP (258). Analiza demografskih, klinickih parametara i BMI u odnosu na MDR1
polimorfizam je pokazala da su svi testirani parametri ujednaceni, osim komorbiditeta. Naime,
utvrdeno je najceSce prisustvo komorbiditeta kod pacijenata sa MDR1 3435TT (87,5%) i
pacijenata sa MDR1 3435CT (86,7%). Tkd su rezultati pokazali da je prisustvo komorbiditeta
znacajno ucestalije kod MDR1 3435CT u odnosu na pacijente sa MDR1 3435CC. Obzirom da su
komorbiditeti kod HOBP pacijenata verovatno u vezi sa hroni¢nom, sistemskom inflamacijom u
organizmu, a da postoje istrazivanja koja povezuju polimorfizam MDRI1 3435CT sa nekim
hroni¢nim sistemskim inflamatornim oboljenjima (259), ovaj rezultat se mozZe smatrati
znacajnim. Interesantan je podatak da su kod nas ispitanici nosioci T alela MDRI1 bili ¢esce

pusaci, sli¢na zapazanja su imale i ostale studije (145).

Skoras$nji napredak u oblasti farmakogenomike sugeriSe povezanost klinickog ishoda kod
upotrebe glukokortikosteroidne, antiinflamatorne terapije sa polimorfizmom jednog nukleotida
na poziciji 3435 u egzonu 26 ( C3435T) gena MDR1. Markova i saradnici su u svojoj studiji
procenjivali efekte MDR1 C3435T genotipa na vremenski zavisne profile ekspresije gena i
funkcije MDR1/P gp u mononuklearnim ¢elijama u periferne krvi, kod akutne inflamacije koju
su eksperimentalno indukovali lipopolisaharidima (LPS) (260). Zaklju¢ili su da je C3435T
genotip-zavisna down- regulacija podrzana povecanjem nivoa mononukleara u perifernoj krvi
nakon tretmana sa LPS (ekperimentalno nastala inflamacija) tokom 72 h (260). Nase istrazivanje
je pokazalo da je broj leukocita znacajno vec¢i kod pacijenata sa HOBP koji su nosioci T alela
MDRI1 3435 polimorfizma, $to je u skladu sa predhodno pomenutim, a da je koncentracija
leukocita najniza kod nosioca C alela MDR1 3435. Takode su predhodna istrazivanja pokazala da
je povecanje mononukleara bilo dominantnije za CC (3435) nego za TT (3435). Dobijeni podaci
Markove i saradnika ukazuju na to da bi antiinflamatorna terapija bazirana na kortikosteroidima
mogla biti efikasnija za nosioce C3435 alela nego za one koji to nisu. Takode i nasi rezultati
mogu biti od znacaja u individualnom tretmanu terapije HOBP pacijenata u buduénosti. Tokom
istrazivanja smo dosli do saznanja da se sedimentacija statisticki znacajno razlikuje u odnosu na
MDRI polimorfizma, t.j. da su najveée vrednosti su imali nosioci T alela, dok su najnize
vrednosti imali nosioci C alela MDR1 3435, sto se takode moze uzeti u obzir tokom buduéeg

terapijskog tretmana. NaSi rezultati pokazuju da je su najveée vrednosti hemoglobina i
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hematokrita imali pacijenti sa MDR1 3435CT, a najnize vrednosti pacijenti sa MDR1 3435 TT,

medutim u dostupnoj literaturi nije bilo podataka o tome.

Enzim iz sistema P450 CYP3A5, takode igra glavnu ulogu u oksidativnim reakcijama
biotransformacije egzogenih kancerogena, uklju¢uju¢i duvanski dim, i jedna od glavnih izoformi
CYP-a koje su izrazene u ljudskim plu¢ima (174). U plu¢ima, CYP3AS5 se delimi¢no eksprimira
u odnosu na CYP3A4, sa najve¢im procentom u bronhiolama i alveolarnim epitelnim ¢elijama,

bronhijalnim zlezdama i alveolarnim makrofazima (176,177,178).

Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da je kod ispitanika naSe klinicke grupe funkcionalna
forma alela CYP3A5*1 bila Cetiri puta ¢eS¢a nego kod ispitanika kontrolne grupe (zdravi
ispitanici) (44% prema 10%). Obzirom da su vecina naSih ispitanika bili pusaci ili biv$i pusaci, a
da je poznato da duvanski dim, koji se najéesce okrivljuje za nastanak HOBP, sadrzi policikli¢ne
aromati¢ne ugljovodonike (PAHs), a koji kada dospeju u organizam budu aktivirani putem
sistema enzima citohroma P450 (166,167), dobijeni rezultati su sli¢ni rezultatatima navedenih
studija. Aktivirani PAHs su povezani sa smanjenom funkcijom pluéa (168), sto takode ide u
prilog naSem itrazivanju. Rezultati o ucestalosti funkcionalne forme CYP3A5 kod nasih
ispitanika klinicke grupe mogli bi bar delimi¢no biti objaSnjenje “toksicnijeg” delovanja
duvanskog dima na ove osobe. S druge strane, u naSem istrazivanju, unutar klinicke grupe,
nosioci nefunkcionalne forme CYP3A5*3 imali su daleko ¢es¢e komorbiditete. Distribucija BMI
je ujednacena u odnosu na CYP3A5*3, tkd nema znacajne razlike osnovnih biohemijskih
parametara iz krvi bolesnika sa HOBP u odnosu na nosioce CYP3AS, a ve¢ina demografskih 1
klinickih parametara je bila ujednacena u odnosu na prisustvo funkcionalne 1 nefunkcionalne
forme CYP3AS5 polimorfizma. Jedino je vrednost ph krvi je statisticki znacajno veéa kod
pacijenata sa CYP3A5*1 u odnosu na CYP3A5*3, u literature za sada nema podataka o njihovoj

povezanosti.

Faktor nekroze tumora-alfa (TNF-a) je proinflamatorni citokin koji pripada TNF superporodici
citokina. Njegova primarna uloga je regulacija imunskih ¢elija, medutim ovaj citokin moze da
indukuje apoptozu, inflamaciju, da inhibira tumorigenezu i viralnu replikaciju (183,184,185).
TNF-o igra veoma znacajnu ulogu u mnogim inflamatornim bolestima pluca, kao §to su: HOBP,
bronhijalna astma, akutno plu¢no ostecenje ( ALI) i akutni respiratorni distres sindrom (ARDS)

(193,194). Smatra se da je upravo dim cigareta glavni aktivator makrofaga koji potom proizvode
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TNF-a (205). Mnoge studije su ukazale na zna¢ajno povisen nivo TNF-a u perifernoj krvi
pacijenata obolelih od HOBP, pusaca (196). Takode visoki nivoi su nadeni i u idukovanom
sputumu, zatim prilikom biopsije pluca ispitanika sa HOBP, ali i BAL-u kod pacijenata sa HOBP
(205-207). U naSem istrazivanju nismo uo¢ili povezanost parametara plu¢ne funkcije, pusenja
cigareta i komorbiditeta sa prisustvom polimorfizama gena za TNF-a. Brojne studije takode nisu
nasle vezu izmedu navedenih klini¢kih parametara (201). Distribucija genotipa GG, GA i AA-
308 TNF-a se nije statisticki razlikovala u grupi bolesnika sa HOBP u odnosu na kontrolnu grupu
ispitanika. Ono §to je zanimljivo je da smo nasli da je TNF-a (wild type) najcesce prisutan kod
pacijenata sa BMI koji je nizi od 18,5, t.j. kod osoba koje se prema klasifikaciji koju je prihvatila
SZO svrstavaju u pothranjene ili neuhranjene. Nekoliko studija je pokazalo da TNF-a ima
direktni katabolicki efekat na skeletne miSice, te da uzrokuje gubitak misi¢a indukcijom sistema
ubikvitin-proteasoma sistemom (UPS). TNF-o je odgovoran za poveéanje glukoneogeneze,
gubitak masnog tkiva i proteolizu, dok uzrokuje smanjenje sinteze proteina, lipida i glikogena.
Povezan je sa formiranjem IL-1 i povecava ekspresiju proteina 2 (UCP2) i UCP3 u skeletnim
miSi¢ima kod kahekti¢nih stanja (261). Takode su pronadeni visi nivoi TNF-a 1031T/C gena
polimorfizma kod kahekti¢nih pacijenata obolelih od tumora vrata i glave (262). U studiji
Basyigita i saradnika je proucavana veza izmedu niskog BMI kod pacijenata sa HOBP i nivoa
TNF-0 u idukovanom sputumu ispitanika, medutim nije utvrdena znaCajna korelacija (263).
Demografski i klinicki parametri su statisti¢ki ujednaceni u odnosu na prisustvo genotipa TNF-a.
Medutim $to se biohemijskih parametara u krvi ti¢e, naSi rezultati su pokazali da je broj
neutrofila znacajno veci kod bolesnika sa TNF-a (-308)GG (TNF-a 0), u odnosu na one sa TNF-
a (-308)AA (TNF-a 2). Takode je utvdeno da najvece vrednosti trombocita kod nasih ispitanika
imaju pacijenti sa Wild type TNF-a t.j. (-308)GG odnosno TNF 0, dok najmanje pacijenti sa
TNF 2 tj. (-308)AA, medutim te vrednosti se krecu u referentnim granicama, te se ovaj dobijeni

podatak moze zanemariti.

Zanimljivo je pomenuti da je vrednost pH periferne krvi nasih ispitanika bila znacajno veca kod
pacijenata sa wild type TNF-alfa genom, $to se delimi¢no moze objasniti za studijima Tomasa i
saradnika koje su pokazale da pH vrednost unutar ¢elija vrsi selektivno delovanje na efektorske
funkcije aktiviranih makrofaga (264). Ispitivani su efekti ekstracelularnog pH na produkciju
TNF-o indukovanog lipopolisaharidima (LPS) u alveolarnim makrofagima koji su ekstrahovani

iz bronhoalveolarnog lavata zeCeva. Primeceno je da sa nizim vrednostima pH dolazi do
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smanjivanja sadrzaja TNF-a u podlozi, a koji dovodi do poveéanja citosolnog sadrzaja TNF-a.
Navedeno istrazivanje ukazuje na to da pH ima viSestruke efekte na produkciju TNF-a u
alveolarnim makrofagima. Ovi zakljuci sugeriSu da je uloga alvelarnog makrofaga u
inflamatornom odgovoru modulirana pomoc¢u pH , $to moze biti od izuzetnog znaaja kod

inflamatornih procesa bilo koje etiologije, gde je spoljasnje okruzenje kiselo (264).
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7. ZAKLJUCAK

Na osnovu rezultata istrazivanja koje je bilo predmet ove doktorske disertacije moze se zakljuciti:

1. Parametri sistemske inflamacije, nivo CRP i broj leukocita statisticki znac¢ajno negativno
koreliraju sa FEV1 kod bolesnika sa HOBP.

2. Broj egzacerbacija i broj hospitalizacija, kao i vrednosti CAT i mMRC, su statisticki
znacajno veci kod bolesnika sa tezim stepenom bolesti po GOLD Kklasifikaciji (GOLD3 i
GOLDA4).

3. BMI je statisticki znacajno veci kod bolesnika sa retkim egzacerbacijama, dok su CAT
skor i mMRC statisti¢ki znacajno veci kod bolesnika sa ¢e$¢im egzacerbacijama.

4. FEV1 1 FEV1% su statisticki signifikatno ve¢i kod HOBP sa retkim egzacerbacijama.
FVC i FVC% su takodje statistiCki znacajno veéi kod bolesnika sa retkim egzacerbacijama.
Pacijenti sa nizim FEV1 su statisti¢ki znacajno stariji.

5. Nadjena je statisticki znacajna razlika u frekvenci CT MDR1 3435 genotipa izmedju
zdravih ispitanika 1 ispitanika klinicke grupe. Ucestalost heterozigotnog oblika MDR1 C3435T
znacajno je ¢es¢a kod HOBP bolesnika (p<0,004).

6. T alel MDRI1 3435 bio je ¢e$¢i kod pusaca u odnosu na nepusace.

7. Unutar klinicke grupe, broj leukocita 1 sedimentacija bili su u statisticki znacajnoj
korelaciji sa prisustvom izmenjenog T alela genskog polimorfizma MDR1 3435.

8. Distribucija genotipa GG, GA i AA-308 TNF-a nije se statisticki razlikovala u grupi
bolesnika sa HOBP u odnosu na kontrolnu grupu ispitanika.

9. Broj neutrofila bio je statisticki znacajno veéi kod bolesnika sa HOBP GG-308 TNF-a
genotipom u odnosu na nosioce A alela ovog genskog polimorfizma (GA i AA-308 TNF-a).

10. Vrednost pH bila je znacajno veca kod bolesnika- nosilaca GG-308 TNF-a genotipa u
odnosu na nosioce A alela ovog genskog polimorfizma (GA i AA-308 TNF-a).

11. Genotip GG-308 TNF-a naj¢es¢i je kod HOBP sa BMI <18,5 i u grupi bolesnika sa BMI
18-24,99.

12. Ucestalost CYP3AS5*1*3 (heterozigotni oblik i homozigozni oblik) bila je signifikantno
veca kod bolesnika sa HOBP u odnosu na zdrave ispitanike (43,3% prema 11,6 %, p<0,001).

13. Komorbiditeti HOBP su statisticki znacajno ¢e$¢i kod bolesnika sa nefunkcionalnim

oblikom CYP3A5*3.
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14. Vrednosti pH bile su statisticki znacajno vec¢e kod bolesnika sa funkcionalnom formom
CYP3AS.

Ovo istrazivanje pokazalo je da su varijantne forme gena koji kodiraju enzime ukljucene u
metabolizam ksenobiotika — MDR1 C3435T i CYP3A5*3, signifikatno ¢eS¢e prisutne kod
bolesnika sa HOBP u odnosu na kontrolnu grupu. Ovakav nalaz moze i¢i u prilog teorijskim
prepostavkama o izmenjenom metabolizmu toksi¢nih supstanci kod bolesnika sa HOBP. S
obzirom na etiopatogenezu HOBP i znacaj puSenja i aerozagadjenja u nastanku ove bolesti,
moguce je da genski status ovih bolesnika delimi¢no doprinosi nastanku 1 brzini progresije
bolesti. Ovi enzimi ukljufeni su i u metabolizam mnogobrojnih lekova, izmedju ostalog 1
kortikosteroida, pa se moze spekulisati i o eventualnoj modifikaciji delovanja primenjene terapije
kod bolesnika sa HOBP u odnosu na genski status. Osim toga, broj leukocita i sedimentacija,
stoje u znacajnoj korelaciji sa izmenjenim genskim statusom MDR1 C3435T, a komorbiditeti su
znacajno ¢es¢i kod bolesnika sa nefunkcionalnim CYP3A5*3. Ova korelacija klini¢kih nalaza sa
genskim statusom HOBP bolesnika zahteva dalje istraZivanje koje bi ispitivanjem veceg broja
bolesnika omogucilo rasvetljavanje patogenetske veze. Genski status GA-308 TNF-a bio je u
statisticki znaCajnoj vezi sa brojem neutrofila, koji je bio veéi kod nosilaca A alela u
heterozigotnom i homozigotnom obliku. Ipak, prisustvo A alela -308 TNF-a nije bilo ¢es¢e kod

bolesnika sa HOBP u odnosu na zdrave ispitanike.

Rezultati ovog istrazivanja mogu dodatno rasvetliti patogenetske aspekte HOBP, ali imaju
znacaja 1 u individualizovanom terapijskom pristupu svakom pojedinacnom obolelom od ove

hroni¢ne progresivne bolesti.
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PRILOG 1

MMRC —dispnea skala

Gradus 0- nema dispneje, osim pri intenzivnom fizickom naporu
Gradus 1- nedostatak daha prilikom hodanja po blagom usponu ili pri brzom hodu

Gradus 2- sporije hoda nego obi¢no zbog osecaja nedostatka vazduha, a ako hoda svojimritmom
mora da se zaustavi

Gradus 3- zastaje na svakih sto metara zbog nedostatka vazduha

Gradus 4- zbog nedostatka vazduha ne napusta kuéu , nedostatak vazduha pri svlacenju i
oblacenju



PRILOG 2

CAT

COPD Assessment Test

Your name:

Today's date:

How is your COPD? Take the COPD AssessmentTest™ (CAT)

This questionnaire will help you and your healthcare professional measure the impact COPD (Chronic Obstructive
Pulmonary Disease) is having on your wellbeing and daily life.Your answers.and test score, can be used by you and
your healthcare professional to help improve the management of your COPD and get the greatest benefit from treatment.

For each item below, place a mark (X) in the box that best describes you currently. Be sure to only select one response

for each question.

Example: | am very happy | am very sad
SCORE
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I never cough @()(\D 1 cough all the time
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I have no phlegm (mucus) ~ =~ ~ =~ ~ =~ Mychestis completely
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[ Wheniwalkupahilior . When | walk up a hillor | [ 1)
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1 am not limited doing - @/f\/)() 1 am very limited doing
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1 don’t sleep soundly i =
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HN3JABA O AYTOPCTBY

H3jaBibyjeM 1a je JOKTOpCKa AUCepTalnyja, o/ HaclIOBOM

YTHUIAJ TEHCKHUX ITIOJIUMOP®U3AMA EH3UMA YK/bYUYEHUX Y
METABOJIM3AM KCEHOBUOTHKA HA ITIATOI'EHE3Y U K/IMHUYKHA TOK
XPOHUYHE OIICTPYKTUBHE BOJIECTH IIIYRA

Koja je onOpameHa Ha MemunuackoM ¢pakyntety YHuBep3urera y Humy:

e  pe3yJITaTr CONCTBEHOT UCTPAKUBAYKOT pajia;

e J1a OBY JHMCEPTAlMjy, HA y LEIHHH, HATH Y JeJOBMMA, HUCAM IPHjaBJbUBA0/JIa Ha IPYTHM
(dakynreTuMa, HUTH YHUBEP3UTETUMA;

e Jla HECAM IOBPEIHMO/JIa ayTOPCKa IpaBa, HATH 3JI0YIOTPeOHOo/Ta HHTENIEKTYallHy CBOJHHY
JPYTUX JIHIA.

Jlo3BospaBaM Ja ce o0jaBe MOjH JIMYHH IOJAIM, KOjHU Cy Yy BE3M Ca ayTOPCTBOM H
Jo0HjameM aKaJeMCKOT 3Bamba JIOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy MME M IPe3uMe, TOJMHA U MECTO
pohema u marym onGpaHe paja, ¥ TO y Karaiory buGmuoreke, J[UrUTaqHOM PEHO3ZUTOPHjyMY
Vuusepsureta y Hutny, kao u y myonukarujama Y HuBepsutera y Humry.
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N3JABA O HCTOBETHOCTHU IITAMITAHOI' 1 EJIEKTPOHCKOI' ObJIMKA
JOKTOPCKE JMCEPTAIIMJE

HacnoB nucepranuje:

YTUIIAJ TEHCKHUX ITOJIUMOP®U3AMA EH3UMA YK/bYUYEHHUX Y
METABOJIM3AM KCEHOBUOTHUKA HA NATOT'EHE3Y H KJIMHUYKH TOK
XPOHUYHE OIICTPYKTHUBHE BOJIECTHU IUIYRA

U3jaBibyjeM 1a je eJEKTPOHCKH OOJIMK MOje JOKTOPCKe AUCEepTaIlHje, Kojy caM IIpeaao/a
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