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NASLOV: "Ispitivanje ucestalosti polimorfizama beta-2 adrenergi¢nih
receptora i povezanosti sa terapijskim odgovorom kod osoba sa

bronhijalnom astmom"
SAZETAK

Polimorfizmi gena za receptor beta2-adrenergickih (ADRB2) su klinicki
relevantni iz nekoliko razloga, uklju¢ujudi i kao faktor rizika za nastanak astme,
stepen njene tezine, kao i modulacije efikasnosti terapije beta2-agonista. Cilj
ovog istrazivanja bio je da se ispita povezanost izmedu ADRB2 polimorfizama
gena i astme u srpskoj populaciji, te da se proceni terapijski odgovor u odnosu

na ADRB2 genotip.

U istraZivanju je ucestvovalo 171 bolesnika s astmom i 101 zdravih osoba kao

kontrolna grupa.

Genotipizacija Argl6Gly i GIn27Glu polimorfizama je izvedena direktnim

sekvenciranjem prozvoda lanc¢ane reakcije polimeraze (PCR).

U srpskoj odrasloj populaciji, nosioci 27Gln alela i 27GIn / GIn genotipa su
pokazali vedi rizik od nastanka astme [(OR) 2.5, 95% interval poverenja (CI) 1,6-
3,8,a OR 3.00, 95% CI 1,7-5,3, odnosno], dok je nadeno da prisustvo 27Glu alela
i 27GIn / Glu genotip imaju zastitni efekat (OR 0.4; 95% CI 0,3-0,6, ili OR, 0.3,
95% CI 0.1-0.7, respektivno). Nadalje, utvrdili smo da prisustvo 27GIn alela u
astmaticara mladih od 50 godina dovodi do boljeg odgovora na terapiju s dugo-
delujuc¢im beta2-agonistima (LABA) u kombinaciji sa niskim i umerenim
dozama inhalacijskih kortikosteroida (ICS), za razliku od starijih gde nosioci
27Glu alela stariji od 50 godina imaju veéu verovatnocu da ¢e bolje odgovoriti

na LABA + ICS terapiju.

U zakljucku, identifikovali smo da su u srpskoj odrasloj populaciji 27GIn alel i
homozigotna kombinacija 27GIn faktori rizika za nastanak astme, $to moZe biti

od klinickog interesa u prevenciji bolesti. Nalaz da mladi nosioci 27GIn alela



bolje odgovaraju na LABA + ICS terapiju moZze se u buducénost koristiti u

personalizovanoj terapiji astme.

KL]UCNE RECI: polimorfizam ADRB2 gena, astma, inhalacijski

kortikosteroidi, dugodelujuci beta2-agonisti

NAUCNA OBLAST: Medicinske nauke

UZA NAUCNA OBLAST: Pulmologija

UDK BROJ:



TITLE: Investigating the prevalence of beta - 2 adrenergic receptors
polymorphisms and correlation with therapeutic response in patients with

bronchial asthma
ABSTRACT

Polymorphisms of beta2-adrenergic receptor gene (ADRB2) are clinically
relevant for several reasons, including as a risk factor for asthma
development/severity and prediction for the effectiveness of treatment with
beta2-agonists in reducing asthma symptoms. The aim of this study was to
examine the association between ADRB2 gene polymorphisms and asthma in
Serbian population, and to evaluate the therapeutic response in relation to the

ADRB?2 genotype.

The study included 171 patients with asthma and 101 healthy subjects as the

control group.

Genotyping of Argl6Gly and GIn27Glu polymorphisms was performed by

direct sequencing of polymerase chain reaction (PCR) products.

In Serbian adults, carriers of the 27GIn allele and 27GIn/GIn genotype were at
higher risk of asthma [odds ratio (OR) 2.5, 95% confidence interval (CI) 1.6-3.8,
and OR 3.00, 95% CI 1.7-5.3, respectively], while the presence of the 27Glu allele
and 27GIn/Glu genotype were found to be protective of asthma (OR 0.4, 95%
CI 0.3-0.6, and OR 0.3, 95% CI 0.1-0.7, respectively). Furthermore, we found that
the presence of the 27GIn allele in asthmatics younger than 50 years leads to a
better response to therapy with long-acting beta2-agonists (LABA) in
combination with prevailing low and moderate doses of inhaled corticosteroids
(ICS), while carriers of the 27Glu allele over 50 years old are more likely to
respond to LABA + ICS therapy.

We identified that in Serbian adults the 27GIn allele and 27GIn homozygosity

are risk factors for asthma, which may be of clinical interest in disease



prevention. The finding that younger carriers of the 27GIn allele respond better

to LABA + ICS therapy may be utilized in personalized asthma treatment.

KEYWORDS: ADRB2 gene polymorphisms, asthma, inhaled corticosteroids,

long-acting beta2-agonists
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Ispitivanje ucestalosti polimorfizama beta-2 adrenegricnih receptora i povezanosti sa terapijskim

odgovorom kod osoba sa bronhijalnom astmom

1. UVOD

Astma je heterogena bolest, koja se obi¢no oznacava kao hroni¢na
inflamacija disajnih puteva, uz simptome teskog disanja, nedostatka daha,
stezanja u grudnom kosu, kaslja i varijabilnog ogranicenja protoka vazduha
kroz disajne puteve [1]. U proteklih dvadesetak godina u fokusu istrazivaca su
genetske determinante ovog oboljenja, tako da, iako jo$ uvek nije sasvim
razjasnjeno koje od njih leZze u molekularnoj osnovi odgovora na beta 2 -
agoniste, pretpostavlja se da gen za beta-2 adrenergicne receptore (ADRB2)
ima vaznu ulogu u ovom odgovoru [2]. U genu za ADRB2 opisano je vise
polimorfizama, od kojih su najéeséi Glyl6Arg i GIn27Glu. Za ova dva
polimorfizma je pokazano da su funkcionalno relevantni, odnosno da njihovo
prisustvo dovodi do fenotipske modulacije ADRB2 na membrani celije [3].
Funkcija mutiranog receptora izmenjena je prilikom primene beta-agonista, sto
moze dovesti do promena u aktivaciji signalnih puteva koji su posredovani
ovim receptorom. Najnovije studije, shvataju¢i znacaj farmakogenomike u
savremenoj terapiji, bave se razvijanjem novih, jednostavnijih i brzih nacina
odredjivanja polimorfizama receptora, ukazuju¢i na znacaj uvodjenja ovih
metoda u klinicku praksu [4] . S obzirom na medusobne interakcije dugo- i
kratkodeluju¢ih ~ beta-agonista, = kortikosteroida i  antiholinergickih
bronhodilatatora, na ove procese mogu da uticu i drugi lekovi koji se
primenjuju u terapiji astme [5]. Iako su sadasnji vidovi terapije za astmu veoma
efikasni kod veéine pacijenata, neki bolesnici imaju tendenciju da budu manje
osetljivi na terapiju beta2-agonistima.

U poslednje dve decenije, znacajan napredak je takode postignut u
razumevanju osnova strukture i funkcije humanog ADRB2 na molekularnom i
genetskom nivou [6,7]. S obzirom da se ADRB2 eksprimira u razli¢itim
tkivima, njegovi polimorfizmi su ispitivani u razli¢itim kardiovaskularnim

(hipertenzija, sréana insuficijencija, aritmije), metabolickim (Diabetes mellitus,
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gojaznost, metabolicki sindrom) i respiratornim oboljenjima (hroni¢na

opstruktivna bolest pluca, astma) [8].

Efekat beta 2-agonista se ostvaruje vezivanjem ovih molekula za
molekule ADRB2 koji se nalaze na povrsini Celija epitela i koji imaju ulogu u
raznim procesima vaznim za funkciju bronhija, pre svega u bronhodilataciji i
inflamatornom odgovoru [9]. Uloga polimorfizama u ADRB2 genu do sada je
proucavana najvise u astmi [10], a pretpostavlja se da je efekat ovih

polimorfizama sli¢an i u drugim pluénim oboljenjima [11,12].

1.1. ISTORIJAT

John Newport Langley (1852-1925), fiziolog iz KembridZa, je u radovima
krajem 19. i pocetkom 20. veka prvi pretpostavio da svaka celija ima specifi¢ne

receptore koji se na celijskoj membrani vezuju za lekove ili transmitere

.....

Rade¢i paralelno ali nezavisno, Napoleon Cybulski, rektor Univerziteta u
Krakovu, Poljska, je 1895.god. [15], i John Jacob Abel (1857-1938), osnivac i
upravnik prve Katedre za farmakologiju u Americi, 1897. god, prvi su uspesno
izolovali supstancu nazvanu epinefrin, kao neaktivni metabolit ekstrakta
nadbubreZne zlezde [16]. Tek je japanski nau¢nik Takamine izolovao aktivnu
supstancu patentirajuci je pod imenom adrenalin [17]. Negde u to vreme, Paul
Ehrlich (1854-1915), za teoriju o selektivnosti receptora dobija Nobelovu
nagradu za medicinu 1908. god. [18].

Tek cetiri decenije kasnije, 1948 god, Raymond Ahlquist objavljuje
teoriju o dejstvu adrenalina na dve odvojene vrste celijskih receptora, nazvanih
alfa i beta adrenoceptori [19]. Stimulacija prvih izaziva kontrakciju glatkih

misic¢a disajnih puteva slede¢im redosledom efikasnosti : adrenalin >
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noradrenalin > isoproterenol. Nasuprot tome, stimulacija ADRB, izazvana
istim supstancama, izaziva opustanje glatkih miSi¢a, ali sa drugacijim
redosledom jac¢ine agonista, isoproterenol > adrenalin > noradrenalin [20].
Revolucionarna ideja da isti simpatikomimetik izaziva kako ekscitatorni, tako i
inhibitorni odgovor u zavisnosti od vrste receptora na koje deluje je tada prvi

put Siroko prihvacena u nau¢noj javnosti.

Ovo otkri¢e dovodi do ubrzanog razvoja farmakoindustrije, tako da je
1958. god sintetisan prvi beta-blokator, dihloroisoproterenol,., kao prvi u nizu
beta-blokatora, lekova koji su izazvali neverovatan pomak u terapiji niza

kardioloskih oboljenja [21,22,23,24].

1.2. BETA AGONISTI U PULMOLOGI]JI

Prvi pokusaji peroralne primene ekstrakta nadbubrezne Zlezde, kasnije
nazvanog adrenalin, kod pacijenata sa astmom dogodili su se u poslednjoj
dekadi 19. veka [25]. S obzirom da je sam metabolit na pocetku bio inaktivan,
ili je bio inaktivisan metabolizmom kroz digestivni sistem, ovakav vid primene
nije imao nikakvog efekta. Tek je 1930. god, sa zapocinjanjem subkutanog
davanja leka, otkriven njegov pozitivan efekat na pacijente sa astmom.
Medjutim, subkutani nacin aplikacije je imao uticaj na citav organizam,
izazivaju¢i znacajne neZeljene efekte (strah, ankioznost, nemir, glavobolju,
vrtoglavicu, palpitacije), koji nisu zna¢ajno redukovani ni kasnije pokusanim

davanjem adrenalina inhalacijskim ili sublingvalnim putem.

Sledec¢i bronhodilatator, efedrin, predstavljen je zapadnoj medicini
1924. god, iako je koris¢en prethodno stotinama godina u Kini [26]. Sinteza
isoproterenola 1940. god. predstavlja sledec¢i znacajan korak. Poslednjih godina
razvoj selektivnih ADRB2 agonista je omogucio sintezu lekova sa manjim

stepenom kardioloskih neZeljenih dejstava [27].
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Prvi MDI (mettered-dose-inhalatori), “pumpice”, koji su imali precizno
odredjenu dozu leka po udahu su Medihaler-Epi koji je sadrzao epinefrin, i

Medihaler-Iso sa izoprenalinom [28].
Ova tehnologija je kasnije ubrzano razvijana tokom 1970 -tih godina.

Dugodelujuc¢i beta2-agonist - orciprenalin , koji nije bio delotvoran kao
isoproterenol proizveden je 1961.god. Nedugo potom, 1967. god. pokazano da
su beta2-receptori odgovorni za bronhodilataciju $to je dovelo do razvoja

selektivnih lekova [29,30].

Polovinom 1960 - tih , otkriven je salbutamol (albuterol) , zatim
terbutalin i fenoterol nekoliko godina kasnije. Svi su oni imali manje neZeljenih

efekata od isoproterenola.

Kasnije, farmaceutska kompanija GSK (GlaxoSmithKline) otkriva
salmeterol, prvi komercijalni dugodeluju¢i preparat sa bronhodilatatorni
dejstvom u trajanju od 12 ¢asova, koji je uveden na trziste 1990 god. Jos jedan
dugodejuju¢u beta2-agonist, formoterol, usledio je ubrzo zatim. Uvodjenje
dugodelujudih inhalacijskih beta2-agonista znacajno je olaksalo i pojednostavilo

terapiju hroni¢ne opstrktivne bolesti plu¢a (HOBP) i astme za pacijente.
U nadi da ¢e se poboljsati komplijansa pacijenata i posti¢i uzimanje leka
u jednoj dnevnoj dozi, trenutno se u farmakoindustriji razvijaju ADRB2 agonisti

duzeg polu-zivota. Medu njima, znacajno mesto zauzima indakaterol, koji je u

Evropi registrovan krajem 2009, a u Americi polovinom 2011. god. [31,32].

2013. god. je trzistu predstavljen jo$ jedan dugodelujuc¢i beta2-agonist,
vilanterol, ¢ije je dejstvo u trajanju od 24h znacajno poboljsalo komplijansu i

olaksalo lecenje [33].
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1.3. ADRENERGICKA KONTROLA GLATKIH MISICA BRONHIJA

Simpatikus kontroliSe muskulaturu bronha putem cirkuliSuc¢ih
kateholamina deluju¢i na ADRB2 prisutne na delijskoj membrane glatke

muskulature i parasimpatickim nervnim zavrsecima [34-40].

Adrenalin, noradrenalin i dopamin su prirodno cirkuliSuc¢e supstance,
od kojih prvi ima najznacajnije fizioloske efekte. Dejstvo adrenalina je
promptno, u okviru 2 minuta, i kratkotrajno, zavrSavajuéi se procesom
oksidativne dezaminacije i metilacije Kkatalizirane monoaminooksidazom
(MAO) i katehol-O-metiltransferazom (KOMT) [41]. Kod osoba sa astmom, ali
ne i kod zdravih ljudi, beta-blokatori ¢esto izazivaju bronhokonstrikciju, $to
dovodi do pretpostavke da bi stimulacija beta-adrenoceptora imala zastitni
efekat protiv ove pojave [42,43]. Ipak, do sada nije dokazano prisustvo
serumskog adrenalina tokom akutnih pogorSanja astme ili nakon izlaganja
intravenski primenjenim beta blokatorima (npr. propranolol). Stoga, izgleda da
bronhokonstrikcija ne izaziva zastitnu reakciju oslobadjanja adrenalina kod
ljudi.

Tonus glatke muskulature disajnih puteva se uglavnom odrzava
dejstvom acetilholina (ACh) koji se oslobada pod dejstvom parasimpati¢kog

sistema [44].

Studija bazirana na izometrijskom merenju tenzije bronhijalnih
prstenova je pretpostavila da stimulacija ADRB2 moZe da dovede do inhibicije

holinergicke neurotransmisije [45].

To bi znacilo da, nezavisno od relaksantnog dejstva na tonus misica
glatke muskulature, ADRB2 mogu imati modulatorni efekat na holinergi¢nu
neurotransmisiju. Upravo se nedostatku te uloge ADRB2 pripisuje dodatni

bronhokonstriktorni efekat izazvan beta-blokatorima [46].
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1.4. PODELA ADRENOCEPTORA

Adrenoceptori su 7-transmembranski receptori koji posreduju centralno i
periferno dejstvo neurotransmitera, noradrenalina (norepinefrin), i hormona i
neurotransmitera, adrenalina (epinefrin) [47]. Adrenoceptori se nalaze u gotovo
svim perifernim tkivima i u okviru centralnog nervnog sistema. Noradrenalin i
adrenalin igraju vaznu ulogu u kontroli krvnog pritiska, kontraktilnosti i snazi
miokarda, reaktivnosti disajnih puteva, i u razli¢itim metaboli¢kim funkcijama

centralnog nervnog sistema.

Agonisticka i antagonisticka interakcija farmakoloskih supstanci sa
adrenoceptorima su se pokazale korisnim u lecenju razli¢itih kardioloskih,
pulmoloskih, psihijatrijskih, uroloskih, oftalmoloskih, ginekoloskih oboljenja,
uklju¢ujuéi hipertenziju, anginu pectoris, zastojnu sréanu insuficijenciju, astmu,
HOBP, depresiju, benignu hipertrofiju prostate, glaukom, Sok, sprecavanje

prevremenih kontrakcija u trudno¢i.

Prva podela adrenoceptora na dve velike grupe, alfa i beta, na osnovu
njihovih farmakoloskih karakteristika publikovana je 1948. god. [19]. Kasnije
su obe grupe podeljene na alfal, alfa2, betal i beta2 subtipove [48,49]. Na
osnovu farmakoloskih i molekularnih ispitivanja, najkorisnijom se pokazala
podela na tri osnovna tipa - alfal, alfa2 i beta - od kojih je svaki podeljen na

najmanje tri podtipa (Slika 1.1).
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1.4.1. Alfal adrenoceptori

Specifi¢na dejstva alfal receptora se uglavnom odnose na kontraktilnost
glatke muskulature. Takode izazivaju vazokonstikciju u tkivima koze,
gastrointestinalnog sistema, bubrega i mozga [53]. Ostala tkiva gde se odvija
konstrikcija glatkih misi¢a su ureter, vas deferens, kosa, uterus u trudnodi,
uretralni sfinkter, urotel i lamina propria, bronhiole (u manjem obimu zbog
relaksirajuceg efekta ADRB2), krvni sudovi cilijarnog tela (stimulacija izaziva

midrijazu) [54].

Drugi efekti uklju¢uju glikogenolizu i glukoneogenezu iz masnog tkiva i
jetre, sekreciju znojnih Zlezda i reapsorpciju Na+ iz bubrega [55]. Antagonisti
alfal adrenoceptora imaju upotrebu u terapiji hipertenzije, anksioznosti,

napada panike.
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Alpha-1
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Lands, 1967
\an ° Beta-2
Alpha-1A
Alpha-1 Creese, 1986 X
x / Minneman, 1988 M
\ Perez, 1991 Alpha-1D
Alpha-2A
i Alpha-2 -
Adrenergie Bylund, 1985 L / Bylund, 1988 Flptia <5
Receptors \ Alpha-2C
Beta-1
Beta / Beta-2
\ Arch, 1984 Beta-3

Slika 1.1: Originalna (gore) i sadasnja (dole) klasifikacija adrenoceptora koja

naglasava ulogu Ahlquistovog rada iz 1948 [19,49,50]. 1z: Bylund DB.

Adrenergic receptors: historical perspectives from the 20th century. In: Perez

DM, editor. The Adrenergic Receptors in the 21st Century. Totowa: Humana,

2005: 3-21 [51].
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Slika 1.2 : Efekti stimulacije adrenergickih receptora: Adrenalin i noradrenalin
se vezuju za receptore dejstvom na G proteine; alfal se vezuje za Gq, Sto
rezultira poviSenjem intracelularnog Ca2+ i sledstvene kontrakcije glatke
muskulature; alfa?, s druge strane, se vezuje za Gi, $to izaziva smanjenje
oslobadanja neurotransmitera, kao i pad aktivnosti cAMP, Sto takode rezultira
kontrakcijom glatke muskulature. Beta receptor se vezuje za Gs, povecava
aktivnost intracelularnog cAMP $to izaziva kontrakciju misica srca, relaksaciju

glatkih miSi¢a bronha i glikogenolizu.

Iz: Berki T, Boldizsar F, Szabé6 M, Talabér G, Varecza Z. G-protein-linked
receptors (epinephrine,serotonin,glucagon). In: Berki T, Boldizsar F Bognar R,
editors. Signal Transduction (Medical Biotechnology). Pécsi

Tudomanyegyetem; 2011. p. 62 [52].
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1.4.2. Alfa2-adrenoceptori

Definisana su tri genetska i cetiri farmakoloski razli¢ita tipa alfa2-
adrenoceptora: alfa?A, alfa2B, alfa2C i alfa?D [56] od kojih je samo alfa2A-
adrenoceptor podtip naden u ljudskom genomu Alfa2 adrenoceptor je
presinapticki receptor, koji se vezuje za Gi protein [48,57]. Specifi¢ni efekti alfa2
adrenoceptora ukljucuju: inhibiciju otpustanja insulina i indukciju otpustanja
glukagona iz pankreasa; kontrakciju sfinktera u gastrointestinalnom traktu;
presinapticku inhibiciju oslobadanja noradrenalina iz CNS; povecanu

agregaciju trombocita. (sl. 1.2)

Kao rezultat studija Landsa i sar. [58], ADRB su dalje podeljeni na
betal- ADRB1 i beta2- ADRB2 - subtipove. Dok prvi pokazuju gotovo identi¢an
na adrenalin nego na noradrenalin. Autoradiografsko mapiranje je pokazalo da
se ADRB mogu na¢i u plu¢ima i to u razli¢itim celijskim tipovima ukljuc¢ujuci
glatke misi¢ne celije disajnih puteva, i to od traheje do terminalnih bronhiola

[59].

1.4.3. Betal adrenoceptor

Prisustvo ADRBI1 u razli¢itih Zivotinjskih vrsta prvenstveno zavisi od
razvijenosti bronhijalnog stabla i stepena adrenergicke aktivnosti [60].
Stimulacija ADRB1 adrenalinom i noradrenalinom izaziva pozitivno
hronotropno i inotropno dejstvo na miokard i povecava brzinu srcane
sprovodljivosti i automatizam, dok dejstvo na tkivo bubrega izaziva sekreciju
renina [61,62]. Posebni efekti aktivacije ADRB1 ukljucuju: ubrzanje srcane
frekvence, (pozitivan hronotropni efekat), ubrzanje sréane sprovodljivosti

(pozitivan dromotropni efekat) i udarnog volumena (pojacanje kontraktilnosti
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srca - pozitivan inotropni efekat); povecanje sekrecije renina iz

jukstaglomerularnih ¢elija bubrega; povecanu sekreciju grelina [63].

1.4.4. Beta2 adrenoceptor

Stimulacija ADRB2 izaziva relaksaciju glatkih miSi¢a bronha, izaziva

tremor skeletne muskulature, povecava glikogenolizu u jetri i skletnim

.....

Uz pomenuti efekat relaksacije glatkih miSi¢a bronha, ostali efekti
aktivacije ADRB2 uklju¢uju povecan cilijarni motilitet, promene vasularne
permeabilnosti, inhibiciju sekrecije ACh, modulaciju ¢elijskog imunog

odgovora [59,65].

Jo$ uvek je nejasno da li ovi efekti doprinose terapijskoj efikasnosti

ADRB2.

Specificna dejstva aktivacije ADRB2 uklju¢uju, pored ve¢ pomenutih:
snizenje motiliteta gastrointestinalnog trakta, vazodilataciju krvnih sudova,
narocito u skeletnoj muskulaturi, (za razliku od vazokonstrikcije koju izazivaju
alfal i alfa? adrenoceptori, $to je uglavhom dominantan efekat) [56]; lipolizu u
masnom tkivu; anabolizam u skeletnoj muskulaturi, relaksaciju uterusa,
detrusora urina u zidu mokracne besike, stimulisu sekreciju insulina, inhibira

otpustanje histamina iz mastocita, povecava sekreciju renina iz bubrega [66].
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1.4.5. Beta3 adrenoceptor

U skorije vreme, otkriven je tre¢i podtip, ADRB3 [67, 68]. Njegova
ADRB3 receptor je neosetljiv na uobicajene beta agoniste, te se cesto
naziva “atipicnim” adrenoceptorom. Njihova teoretska uloga i farmakoloska
upotreba bi se mogla nac¢i u sredstvima za redukciju telesne teZine, ali je njihov

efekat limitiran nuspojavama od kojih je najizraZeniji misi¢ni tremor.

U poslednje se vreme akumuliraju farmakoloski rezultati koji ukazuju na
prisustvo i Cetvrtog tipa adrenoceptora lokalizovanog u sréanom tkivu razlicitih
vrsta, ali ne i ¢oveka [70]. Iako se prema nekim karakteristikama preklapa sa
ADRBS, i postoje posredni dokazi da je to odvojen entitet, jos uvek nedostaje

¢vrst dokaz o njegovom postojanju [71]. Neki ga autori smatraju “varijantom”

ADRBI1 [72,73].

1.5. MEHANIZAM RELAKSACIJE GLATKOG MISICA BRONHA

Studije su pokazale da relaksacija muskulature disajnog puta kako u
nivou centralnih, tako i na nivou perifernih disajnih puteva, zavisi iskljuc¢ivo od
ADRB2 [74,75] (SI. 1.3) Kod astmaticara, selektivna stimulacija ADRB1 nema
bronhodilatacijski efekat [76]. Pre- i post-sinapticki mehanizmi intracelularne
modulacije holinergi¢cke neurotransmisije i tonusa glatkog miSi¢a bronha

prikazani suna Sl. 1.4. [77].
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1.6. ANTIINFLAMATORNI EFEKTI

Smatra se da dugodelujuéi beta2 agonisti svoju protektivhu ulogu u
astmi duguju jo§ nekim dodatnim mehanizmima pored relaksacije glatke
sekretuju medijatore inflamacije, prostanoide, cito- i hemokine [79], §to dovodi
do ubrzanja i amplifikacije zapaljenskog procesa u zidu disajnog puta. Smatra
hemokina i citokina kao i razli¢ite tipove ekstraceulatnih proteina matriksa u
odnosu na zdrave osobe [80,81]. Ova pojava potice od izmenjene homeostaze
kalcijuma dovode¢i do povecanja mitohondrijske aktivnosti i snizenog nivoa
kljuénih faktora transkripcije [82]. Skorasnji podaci ukazuju da i SABA i LABA
imaju sposobnost da smanje ekspresiju inracelijskog adhezijskog molekula-1 i
oslobadanje granulocyte-macrophage colony-stimulating - faktora izazvanog
interleukin-1beta u misi¢ima bronhijalnog stabla. Dodatno, supstance koje
uti¢u na povecanje intracelijskog cAMP, samim tim aktivirajuéi i protein

kinazu A (PKA) mogu imati antiinflamatorni efekat u disajnim putevima [83].
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Slika 1.3 (a) Mehanizam relaksacije glatkog miSica izazvan beta-agonistima.
Molekul beta agoniste vezivanjem za beta2AR aktivira G protein, dovodeci
do aktivacije adenil ciklaze (AC), formiranja cAMP, i sledstvene aktivacije
protein kinaze A (PKA) sto vodi do fosforilacije ciljnih proteina i, kao rezultat,
relaksaciju glatkog misi¢a. PKA takode izaziva fosforilaciju ADRB2, dovodedi
do povecanog afiniteta za G protein. Beta-agonist paralelno izaziva fosforilaciju

G protein receptor kinaze (GRK) na ADRB2, aktiviraju¢i ADRBrestin (ARR).

(b) stalna upotreba beta-agonista moze povecati atkivaciju Gi proteina i/ili
povecano vezivanje ARR. U tim uslovima, beta-agonisti mogu izazvati

aktivaciju ekstracelijske signal-reguliSsuce kinaze - ERK koja dovodi do
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povecane produkcije inflamatornih citokina i dovodi do remodelovanja disajnih
puteva. Stalna aktivacija ADRB2 takode dovodi do ekspresije fosfolipaze C-
beta (PLCbeta) i posledi¢ne bronhijalne hiperreaktivnosti [77].

Iz: Stephanie A. Shore, Jeffrey M. Drazen. Beta-Agonists and asthma: too much
of a good thing? ] Clin Invest. 2003;112(4):495-497.

1.7. DISFUNKCIJA ADRB2

Kada je ¢eljja ili tkivo prvi put izloZeno dejstvu ADRB2 agonista, nastaje
brz inicijalni odgovor koji se ogleda u produkciji cCAMP. Medutim, izloZena
konstantnom uticaju leka, ¢elija postaje “desenzibilisana”, odnosno refrakterna
na dalju stimulaciju, te vrednosti cAMP padaju na skoro bazalni nivo i pored
prisustva ADRB2 agonista. Ta desenzibilizacija zavisi kako od koncentracije
ADRB?2 agonista, tako i od vremena izlaganja dejstvu leka. Kod svih ¢elija,
procesi desenzitizacije se javljaju u akutnoj i hroni¢noj fazi [84]. Postoje in vivo
i in vitro dokazi da su ADRB2 manje osetjivi kod astmaticara nego u zdravoj
populaciji [85,86]. Jo§ uvek nije potpuno jasno, medutim, da li je ta smanjena

osetljivost receptora uzrok ili posledica postojanja astme [68].
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Slika 1.4. Pre- i post-sinapticki mehanizmi intracelularne modulacije
holinergicke neurotransmisije i tonusa glatkog misica bronha. Na
presinaptickom nivou, stimulacija ADRB2 dovodi do hiperpolarizacije celijske
membrane i smanjenja oslobadanje acetilholina (ACh). Nasuprot tome, direktna
aktivacija adenil ciklaze (AC) pospeSuje oslobadanje ACh . Stimulacija ADRB2
kao i direktna stimulacija AC otvara Ca kanale izazivajuéi hiperpolarizaciju
Celijske membrane. ACh osloboden iz postganglijskih holinergi¢kih nerava
vezuje se za M2 pre- i postsinapticke muskarinske receptore, inhibirajudi
oslobadanje ACh povecavajuéi tonus glatkog misi¢a bronhija. cAMP: cikli¢ni
3'5'-adenozin monofosfat; ATP: adenozin trifosfat; Gs 1 Gi: stimulatorne i

inhibitorne subjedinice G-proteina.

Sli¢na kaskada dogadaja se izgleda deSava u odgovoru na acetilholin (ACh) [78]

osloboden od strane holinergickih nerava putem M3-muskarinskih receptora.
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Dodatno, aktivacijom M2-muskarinskih receptora dolazi do inhibicije AC, i
sledstvenog smanjenja nivoa cAMP i aktivnosti PKA. ATP: adenozin

trifosfat.

Iz: Barisione G, Baroffio M, Crimi E, Brusasco V. Beta-Adrenergic Agonists

Pharmaceuticals 2010, 3, 1016-1044 [20] .

Nedavno je dokazano da infekcija epitela rinovirusom smanjuje funkciju
ADRB2 u glatkoj muskulaturi bronhija [87]. To moZe da objasni klini¢ku
opservaciju o loSijem dejstvu terapije tokom pogorSanja astme izazvanih
virusnim infekcijama. Neki autori pronalaze da inhibitorni uticaj interleukina-
lbeta na isoproterenolom izazvanu bronhodilataciju moZe biti poniStena
dejstvom inhibitora ciklooksigenaze 2 (COX2) [88]. U zakljucku, verovatnije je
da je smanjena osetljivost ADRB2 u astmatic¢ara pre posledica oboljenja nego

njen uzroc¢nik.

1.7.1. Desenzitizacija putem fosforilacije

Kovalentna modifikacija ADRB predstavlja najraniji dogadaj u procesu
desenzitizacije [89]. U vremenskom okviru kra¢em od 30 minuta od ekspozicije

agonistima in vitro nastupa fosforilacija ADRB sto je detaljno objasnjeno na
SI1.5.

PKA je od cAMP-zavistan enzim koji se aktivira i pri malim
koncentracijama ADRB2 agonista, kao $to su cirkulisuci kateholamini ili lekovi.
Svi procesi koji dovode do povecanja intracelularne koncentracije cAMP

dovoljne da aktivira PKA, rezultirace u fosforilaciji ADRB2.

Ukoliko su cisteinil-leukotrieni, oslobodeni iz lokalnih ili cirkulisu¢ih
inflamatornih celija ili ¢ak iz samih Ccelija glatke muskulature bronhija,

dgovorni za ADRB2 desenzitizaciju u astmi, onda konkurentna primena
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cisteinil-LT1-R antagonista moZe da predstavlja korisnu strategiju u poboljSanju

odgovora ADRB2 na agoniste u ovoj bolesti.

1.7.2. Desenzitizacija putem sekvestracije

Otprilike 30 minuta nakon ekspozicije agonistima, ADRB2 na povrsini
Celije zapocinju proces koji dovodi do njihovog povlacenja, tj. sekvestraciji ka
unutrasnjosti celije. Procenat receptora koji ¢e biti podvrgnut ovom procesu
zavisi od tipa tkiva. Kod celija koje poseduju manji broj recetora na povrsini,

kao sto su limfociti, oko 60% receptora ¢e biti podvrgnuto ovom procesu [90].

Skoriji podaci ukazuju da su ADRB2 na povrsini ljudskih
proinflamatornih ¢elija ekstremno osetljivi na ovu pojavu, dok su ADRB2 na
povrsini Celija glatke muskulature bronhija relativno rezistentni. Po prestanku
dejstva agonista, receptori prethodno izlozeni procesu sekvestracije, koji nisu u

meduvremenu bili izloZeni procesu degradacije, vrac¢aju se na povrsinu celije.
1.7.3. Desensitizacija putem nishodne regulacije

Nekoliko ¢asova nakon izlaglanja agonistima, nastupa generalizovani
gubitak funkcije ADRB2 receptora. Taj se proces naziva nishodnom
regulacijom, i dostiZe svoj plato 18-24 h po izlaganju beta agonistima. Tim se
putem moze izgubiti ¢ak 90% receptora u nekim tkvima i smatra se glavnim
uzrokom agonistima izazvanom ADRB2 desenzitizacijom. Pretpostavljeni
mehanizmi odgovorni za ovaj uticaj su: smanjenje produkcije sa jedne, i
povecanje degradacije receptorskih proteina, sa druge strane. Za prvonavedeni,
pad proizvodnje novih receptora u prisustvu agonista, u najvecoj je meri

odgovoran gubitak stabilnosti mRNK, kao i promena brzine transkripcije [91].

Drugi mehanizam nishodne regulacije se odnosi na prethodno

pomenutu degradaciju sekvestriranih ADRB2.
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1.7.4. ADRB paradoks

Vec se duze vreme analizira mogucnost da dugotrajna i stalna upotreba
dugodeluju¢ih ADRB2 agonista (LABA) kao lekova koji se godinama unazad
koriste u terapiji astme, moZze izazvati i pogorsanje kontrole bolesti Nekoliko je
studija pokazalo tranzitorno povecdanje stepena bronhijalne hiperreaktivnosti na

histamin kao rezultat ove terapije [92,93].

Allergen challenge

IgE tound
to mast cell

Release of leukotnenes

Slika 1.5. Mehanizmi relaksacije i ADRB2 desenzitizacije u glatkoj muskulaturi
bronhija. Vezivanje specificnog agonista za ADRB2 stimulira receptorom
vezan protein Gs, koji aktivira adenil ciklazu (AC). Sledstveno povecanje
ciklicnog 3',5'-adenozin monofosfata (CAMP) aktivira protein kinazu A (PKA),
koja izaziva fosforilaciju inozitol 1,4,5-trifosfatnog receptora (IP3R) na

sarkoplazmati¢nom retikulumu (SR) i otvara Ca2+-aktivirane K+ (BKCa)
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kanale, dovodeci do relaksacije. Aktiviran PKA izaziva fosforilaciju ADRB2,
odvajaju¢i ga od Gs-proteina. Izlaganjem aktivisanog mastocita alergenu
izaziva oslobadanje leukotriena (LT). Njihovom interakcijom sa specifi¢nim
receptorima, npr LT-R, aktivira se Gqg-protein, koji pojacava aktivnost
fosfolipaze C (PLC). PLC katalizira hidrolizu fosfatidilinozitol 4,5-bifosfata
(PIP2), koji proizvodi IP3 i diacilglicerol (DAG). IP3 dovodi do kontrakcije
povecdavajuci oslobadanje Ca2+ iz SR dok DAG aktivira protein kinazu C
(PKC). Ova izaziva fosforilaciju nekoliko substrata kao $to su kalponin i CPI-17,
koji je inhibitor miozin-laki-lanac- fosfataze (MLCP). Dodatno, PKC izaziva
fosforilaciju i ADRB2 i Gs-proteina.

Iz: Barisione G, Baroffio M, Crimi E, Brusasco V. Beta-adrenergic agonists.
Pharmaceuticals 2010; 3: 1016-1044. [20]

Bronhodilatatorno dejstvo salmeterola je ostalo o¢uvano, ali je zastitni
uticaj na metaholinom izazvanu bronhokostrikciju znac¢ajno umanjen prema
studiji Cheunga i sar iz 1992. god. [94]. Izgleda da ADRB paradoksalno
reguliSu tonus bronhijalne muskulature emitovanjem signala koji izazivaju
bronhijalnu konstrikciju. Ovi su rezultati identifikovali gen za fosfolipazu C-
beta 1 kao potencijalni terapeutski cilj u modifikovanju terapijskog adgovora na
LABA kod astmaticara [95]. Dodatno objasnjenje bilo bi da stalna upotreba
ADRB2 agonista moZe negativno uticati na ravnotezu faktora koji izazivaju
inflamaciju u disajnim putevima i njihovo remodelovanje [96].

Dve su studije [97,98] pokazale da ADRB agonisti i antagonisti, mogu
proizvesti reciprocne efekte na procese celijske signalizacije u zavisnosti od
duZine njihove primene. Dakle, kratkotrajno izlaganje beta - blokatorima je
izazvalo bronhokonstrikciju, dok je, paradoksalno, hroni¢na primena istih
agenasa imala protektivni uticaj na metaholinom izazvano suzenje disajnih
puteva [97]. Ovaj bronhoprotektivni uticaj beta blokatora je bio povezan kako sa
smanjenjem inflamacije i metaplazije mukusnih celija, ushodnom regulacijom

ADB2 tako i sa smanjenom ekspresijom razli¢itih spazmogenih celijskih
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proteina [98].Ovi murini modeli (na miSevima) su kasnije potrdeni u
istrazivanju sa deset pacijenata sa blagom astmom koji su tokom devet nedelja
dobijalni rastuc¢e doze nadolola [99]. Kod osam od deset ispitanika terapija ovim
beta blokatorom je dovela do znacajnog, dozno-zavisnog sniZenja bronhijalne
reaktivnosti na metaholin. Naravno, ovakvi intrigirajué¢i zakljuéci zahtevaju

sprovodenje studija sa veé¢im brojem ispitanika [100,101].

1.7.5. Kortikosteroidi i proces desenzitizacije

Dokazano je da kortikosteroidi povecavaju sintezu ADRB2,
zaustavljajuéi procese nishodne regulacije i pojacavaju afinitet receptora za beta
agoniste [102]. Kratkotrajna ekspozicija beklometazon dipropionatu dovodi do
oporavljanja disfunkcije ADRB2 izazvane alergenima. Ovo se dogada
zahvaljujué¢i povecanoj aktivnosti alfa-subjedinice Gs proteina, sugerisuci

dejstvo nevezano sa transskripcijom gena [103].

1.8. GENETSKI POLIMORFIZAM ADRB2

Odavno je dokazano da polimorfizam gena koji kodiraju ADRB2 u
humanom genomu [104] uti¢e na heterogeni odgovor na ADRB2 agoniste i /ili

disfunkciju receptora u astmi. [105,106,107].

Od devet jednonukleotidnih polimorfizama  (single-nucleid
polimorphism SNP) u regionu kodiranja i osam u regulatornom regionu

ADRB2 gena 50, najvise ispitivani polimorfizmi u odnosu na fenotipove astme

su dva SNP u kod regionu: Argl6Gli i GIn27Glu.
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Za ova se dva ADRB2 polimorfizma, Argl6Gli i GIn27Glu, pretpostavlja
da odreduju i modifikuju odgovor na lecenje sa beta2-agonistima kod

pojedinaca sa astmom [108,109] (S1 1.6).

Izmena citozina guaninom na poziciji 46 ADRB2 gena determiniSe

zamenu arginina (Arg) glicinom (Gly) u kodonu 16.

GIn  Glu

34 val Met

164 Thr lle

HOOC

vvvvv

SNP - tac¢kasti polimorfizam.
Iz: Pereira S, Gava I, Giro C, Mesquita E. Adrenergic receptor polymorphisms
in heart failure: what can genetics explain? Arq Bras Cardiol.2010; 6(94): 789-
797. [110].

ADRB2 gen je lociran na hromozomu 5q31-32 i sadrzi 413 amino
kiselina. Prema SNP (single - nucleotid polimorfis) bazi, postoji preko 100 SNP
u promoterskom regionu, 5 u 59UTR regionu i 18 u kodiraju¢em regionu ovog

vvvvv

beta-3 i jedan za alpha-2c, mutacija dva najznacajnija SNP-a, Argl6Gly i
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GIn27Clu, koji se nalaze na nukleotidnoj poziciji 46 i 79 kodirajuceg regiona
ADRB2 gena, mogu izazvati promenu u redosledu aminokiselina (Slika 1.6).
Tako izmenjeni redosled moZe biti odgovoran za nishodnu regulaciju ADRB2 i

dovesti do njegove desenzitizacije [111].
Argl6Gly

U pocetku se smatralo da je Arg najcesci alel u populaciji i shodno tome
je nazvan “wild-type allele”. Medutim, kasnije studije su dokazale da je Gly
ucestaliji (Arg/Gly, alelska frekvencija 0.40/0.60). Ipak, kako je Arg inicijalno

opisan kao “wild type”, a Gly kao "mutant", ta podela se i dalje zadrZzala.
GIn27Glu

Supstitucijom adenina guaninom na poziciji 79 ARDB2 gena, nastaje
zamena glutamina glutaminskom kiselinom na kodonu 27. Glutamin alel, se,
kao ucestaliji u populaciji, naziva "wild-type" alelom, dok je glutaminska

kiselina nazvana "mutantnim" alelom. (Gln/Glu, alelska frekvencija 0.55/0.45).

Trhlé64lle

Zamenom nukleotida na poziciji 491 ADRB2 gena, nastade zamena

aminokiselina na kodonu 164 (Trh1641le).
Argl6Gly/GIn27Glu

Postoji znac¢ajna neravnoteza u populacijskoj raspodeli izmedu kodona
16 and 27, tako da pojedinci koji su homozigoti za Glu27Glu gotovo uvek imaju
i homozigotni Gly na kodonu 16 (Gly1l6Gly). Nasuprot tome, homozigoti
GIn27GIn mogu biti kako homozigoti (Argl6Arg ili Glyl6Gly), tako i
heterozigoti (Argl6Gly) na kodonu 16. Kombinacija (haplotip) Argl6Glu27 se

zbog toga najrede i srece, u manje od 1% slucajeva.
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Frekvencija alela uklju¢enih u ADRB2 polimorfizam varira medu
pojedinim etni¢kim grupama. Kod Afroamerikanaca, ucestalost Arglé alela je

49%, dok kod belaca i Azijata ona iznosi 46%, odnosno 59%. Sto se alela Glu27

ti¢e, ona iznosi respektivno 20%, 35% i7%.

Frekvencija Ile164 kod belaca i Afroamerikanaca iznosi 2% do 4%; kod

Azijata 0% do 1%, a kod Latinoamerikanaca oko 3% [111].

Ustanovljeno je da polimorfizmi na kodonima 16 and 27 ne uti¢u ni na
kapacitet ADRB2 da se vezu za kateholamine, ni na aktivnost adenil ciklaze
[111]. S druge strane, jasno je dokazano da su ovi polimorfizmi znacajno
povezani sa sklonos¢u ADRB2 da podlegnu procesima nishodne regulacije

[112].

In wvitro studije pokazuju visi stepen desenzitizacije nakon primene
izoprenalina u slucaju postojanja Glyl6 u odnosu na Arglé varijantu. U istoj
studiji Glu27 varijanta, izazivajuéi izmenu konformacije ADRB2, pokazuje veci
otpor, tj iskazuje manji stepen nishodne regulacije od GIn27 varijante [110].
Shodno tome, pretpostavka je bila da Glu27 polimorfizam proizvodi ADRB2
receptore sa ve¢im stepenom odgovora na adrenergicke agoniste.

Medutim, haplotip  Gly16Glu27 je osetljiviji na fenomen nishodne

regulacie u odnosu na  Glyl6GIn27 kombinaciju, najverovatnije zbog

predominantne uloge Gly16 u odnosu na Glu27 varijantu.

Argl6Glu27 kombinacija je ona koja pokazuje najveci otpor, tj najmanju
sklonost desenzitizaciji [112].

Nasuprot ovim rezultatima, u studijama in vivo analizirane su tri
kombinacije: Argl6GIn27Thr164, Gly16Glu27Thr164 i Gly16GIn27Thr164. Posle
dve nedelje peroralne primene izoprenalina, Gly16Glu27Thr164 kombinacija je
pokazala najmanju desenzitizaciju, dok je, u drugim studijama, intravenska
primena izoprenalina rezultirala vedim stepenom desenzitizacije kod

Argl16GIn27Thr164 kombinacije [113].
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Ovi su se rezultati, koji ukazuju na znacajnu osetljivost Argl6 alela u
odnosu na fenomen nishodne regulacije, znacajno razlikovali od ocekivanih, i
bili su u diskrepanci sa in vitro studijama. Jedno od mogucih objasnjenja za ovaj
fenomen bi bilo da su u in vivo uslovima receptori ve¢ izloZeni dejstvu
kateholamina u bazalnim uslovima, te da se ve¢ dogodila nishodna regulacija
kod Gly16 polimorfizma. Shodno tome, ti ADRB2 ni nemaju viSe sposobnost
dalje desenzitizacije u odnosu na Argl6 kombinacije [104].

Dosadasnje epidemioloske i klinicke studije su pokazale da ADRB2
polimorfizam moZze imati znacajne implikacije u patofiziologiji astme,
ekspresije fenotipa astme, kao i terapeutskog odgovora na ADRB2 agoniste.

Tako je kod Argl6Arg homozigota dokazana ceS¢a pojava egzacerbacija,
[114,115] kao i da ovi pacijenti imaju manje koristi od terapije od onih sa
Gly16Gly genotipom. To je istrazivanje pokazalo da polimorfizam na poziciji
16 nema uticaja kod pacijenata na terapiji LABA uz srednju koncentraciju
inhalacijskog kortikosteroida, izuzev u populaciji Afroamerikanaca ¢iji uticaj jo$
treba da bude ispitan [116]. Funkcionalno, ADRB2 je podloZan procesu
desenzitizacije tokom konstantnog izlaganja beta agonistima zbog fosforilacije
receptora pod dejstvom receptor kinaza [117]. Kodiraju¢i region je polimorfan
na kodonu 41, gde glutamin (Gln) moZze biti zamenjen leucinom (Leu) (minor
alel), ali skoro iskljuc¢ivo kod ljudi africkog porekla. Stoga, GRK5-Leu4l
predstavlja polimorfizam koji promovise smanjenje funkcije ADRB2 tokom
stalne ekspozicije agonistima, doprinose¢i varijabilnosti odgovora na terapiju
kod pacijenata africkog porekla. = Ukoliko se posmatra da je ekspresija ADRB2
regulisana dejstvom sistemskih kateholamina i/ili konstantnom izlaganju
ADRB2 agonistima, tada se moze zakljuciti da je glutamin (Glu) 27 alel izraZen
u veéoj meri u tkivu pluca, jer je refrakterniji na proces nishodne regulacije.
Tako je u Holovoj studiji iz 1995. god pokazano da astmaticari sa Glu27 alelom

imaju otprilike cetvorostruko nizi stepen bronhijalne hiperreaktivnosti na
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metaholin u odnosu na GIn 27 [118]. Nedavno je otkriven novi gen (arginin 1)

povezan sa akutnim odgovorom na inhalacijske ADRB2 agoniste [119].

U isto vreme, publikovane su brojne studije o ulozi ovih genetskih
varijacija u astmi injihove povezanosti sa njenim fenotipovima. Neke studije su
pokazale da je Glil6 alel povezan sa beta-agonistima posredovanom inhibicijom
ADRB2, dok prisustvo GIn27 varijante izgleda da igra zastitnu ulogu protiv
ovog efekta [120, 121].

Prisustvo polimorfizma Glyl6Arg u ADRB2 genu povezano je sa beta-
agonistima posredovanom inhibicijom ADRB2, dok prisustvo polimorfizma
GIn27Glu ponistava ovaj efekat [122, 123].

Postoje podaci da je kod osoba sa astmom prisustvo polimorfizma
Glyl6Arg povezano sa prisustvom tezih oblika bolesti, veceg broja
egzacerbacija i veceg broja ocekivanih neZeljenih efekata kratkodeluju¢ih beta
agonista [124,125,126], ali je vrlo malo podataka o tome kako pacijenti koji su
nosioci pomenutih polimorfizama reaguju na nove oblike terapije uvedene
poslednjih desetak godina (dugodelujuc¢i beta agonisti, sami ili u fiksnim
kombinacijama sa kortikopreparatima) [127].

U protekloj deceniji, studije ukazuju da je Glil6 u korelaciji sa
hiperreaktivnos¢u disajnih puteva, i pojavom nokturalne astme [128, 129,

130,131].

A Human Genome Epidemiology (Huge) Network meta-analiza je
pokazala zastitni efekat Glu27 alela kod astme, koji je modifikovan sa
aminokiselinom u polozaju 16 [132]. U mnogim je studijama uoceno da je
genetska osnova razlic¢itih fenotipa astme u vezi sa dopunskim faktorima ove
heterogene bolesti kao $to su starost, pol i izloZenost uticaju Zivotne sredine.
Epidemioloske studije u srpskoj populaciji su pokazale da je ucestalost astme
kod dece oko 5% [133], a kod odraslih oko 3%, sa stopom mortliteta od
4.45/100.000 [134].
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Skoro objavljena meta-analiza [135] pokuSala je da sistematizuje
dosadasnje, ponekad kontradiktorne, podatke i da pruzi kumulativne zakljucke
iz dosadasnjih publikacija (uklju¢ene su studije publikovane od 1993. do 2012
god).

Prema njihovim nalazima, Sto se tice Argl6Gly polimorfizma, postoji
stabilan trend procenjenog rizika za nastanak astme u komparaciji alela za ovu
kombinaciju (SI 1.7.) Kao $to je prikazano na Sl 1.8. za GIn27Glu, u svim

analiziranim studijama nije definisan trend znacajne povezanosti.

40

Mpr sci. med. Dr Natasa Petrovié-Stanojevié, doktorska disertacija



Ispitivanje ucestalosti polimorfizama beta-2 adrenegricnih receptora i povezanosti sa terapijskim

odgovorom kod osoba sa bronhijalnom astmom

Stuy
18} OR (95% CI)

Reihsaus E [1993) 0.92{0.51, 1.68)

-»

Weir TD (1998) + 0.97 (0,70, 1.34)
Weir TD (1998) % 1.03 {0.76, 1.39)
Dewar IC (1998) ———— 1.16 (0,94, 1.44)
Kotani ¥ (1999) —_ 1.14 (0,94, 1.36)
Gao GK (2000) —_ 1.15 (0,97, 1.36)
Holloway JW (2000) —— 1.07 (0,92, 1.26}
Xing J (2001) —_— 1.16 (0,94, 1.43)
Liao W {2001) ——— 117 {097, 1.42)
Wang Z (2001) - 1.15 {097, 1.36)
Hakonarson H (2001) ——— 1.11 {095, 1.30)
Diai LM (2002} . 1.1010.95,1.27)
Leurg TF (2002) —_— 1.09 (0,95, 1.25)
Santillan AA (2003} —_—— 1.06 (0,94, 1.20}
Binaei 5 (2003) —_—— 1.05 (0,93, 1.18)
Lin YC {2003) —_—— 1.03 {0.91, 1.16)
Shachar J (2003) —— 1.07 (0.99,1.17)
Wang W (2004) —_— 1.02 (091, 1.14)
Feng DX (2004) —t— 1.0 {0.92, 116}
Gao JM (2004) e 1.06 {0.94, 1.19}
Teller#a 1) (2005) —_ 1.06 (0,95, 1.19)
Bhatnagar P (2005) —— 1.07 {0.96, 1.19)
Munakata M (2006) e e ) 1.06 {0.95,1.17)
Tsai HJ (2006 —t— 1.03 (0,92, 1.15)
Cui LY (2007) e o ] 1.03 (0,93, 1.15)
Tuernxun KLBM (2007} —_——— 1.06 (0,95, 1.19)
Neslihan Aygun Kocabas (2007} * 1.08 {0.96, 1.20)
Zhang XY (2008) ——— 1.07 (0,96, 1.19)
Xie ¥ {2008) —— 1.07 {0.97,1.19)
Shi ¥H (2008) —_—— 1.05 (0,94, 1.18)
Chan IH (2008) ——— 1.05 (0,94, 1.16)
Liu L (2009) —1— 1.05 (0,95, 1.16}
Srczepankiewicz A (2009) o . 1.06 {0.96, 1.17)
Llanes E (2009) —1—— 1.06 (0,96, 1.16}
Wang J¥ (2009) —1—— 1.06 {0.97, 1.16)
Hua L (2009) e 1.08 {0.98, 1.20}
Qiu ¥Y (2010} ——— 1.08 (0,98, 1.18)
Ye WX (2011) —p— 1.08{0.98,1.18)
Kohyama K (2011) —— 1.07 (0.98,1.17)
Fu WP (2011) —tr— 1.08 {0.99,1.17)
Yang Z (2012) —— 1.08 (0,99, 1.18)
He X0 (2012) —— 1.08 {0.99,1.17)
Zheng BQ (2012) -—— 1.06 {0.98, 1.16}
Birbian N (2012) -T—r— 1.05 {0.97, 1.15)
Isaza C (2012) e 1.06 (0.97, 1.15)
Larocca M (2012) —— 1.08 {0.99, 1.17}
| |
505 1 198

Slika 1.7. Forest-plot dijagram kumulativnih meta-analiza povezanosti
Argl6Gly sa astmom prema komparciji alela. Iz: Lian S, Chen X, Deng ], Wei
X, Gong C, Chen Z et al. Beta-2 adrenergic receptor (adrb2) gene
polymorphisms and the risk of asthma: a meta-analysis of case-control studies.

PLoS One. 2014; 9(8): €104488. [135]

41

Mpr sci. med. Dr Natasa Petrovié-Stanojevié, doktorska disertacija



Ispitivanje ucestalosti polimorfizama beta-2 adrenegricnih receptora i povezanosti sa terapijskim

odgovorom kod osoba sa bronhijalnom astmom

Study

([} OF (95% Cl)
Reihsaus E (1993) 1.00 (0,58, 1.70)
Welr TD (19946) & 1.11 I:I.'.l.E}!r 1.52)
Weir TD (1998) + 106 (0.79,1.42)
Dewar IC (1998) * 1.11(0.90, 1.36)
Kotanl Y [1999) + 1.13 (0,93, 1.38)
Gan GK {2000} * 1.12100,94,1.35)
Haolloway JW [2000) i 1.08(0.92,1.27)
Xing J {2001} —_—— 1.04 (090, 1.22)
Liaow {2001} —— 103 (0.89, 1.20)
Wang Z (2001) —_—— 103 (0.89,1.18)
Hakonarson H (2001} 0,99 (0.88,1.12)
Dai LM (2002) 0.99(0.88,1.12)
Leung TF (2002) —— 098 (0.87,1.11)
Santillan A& (2003) —_—— 0.90(0.81,1.01)
Binaei 5 (2003) —— 091 (0,81, 1.01)
Lim YC {2003} —— 0500087, 1.01)
Shachor J{2003) . B 0.95 (0,88, 1.01)
Wang W {2004) ——— 0.91 (0,82, 1.01)
Feng DX (2004) ————— 0.92 (0.83,1.02)
Gao JM (2004) e 0.93 (0,84, 1.0%)
Teller-aa JJ {2005) ——— 0.94 (0,85, 1.04)
Munakata M (2006 —— .94 (0,86, 1.04)
Cunl LY {2007} —_—— (.96 (0,87, 1.06)
Tuercun KLBN (2007) ——— 0.96 (0,88, 1.06)
Zhang XY [2008) ——t 054 (0,86, 1.03)
Xie ¥ (2008) ——t 094 (0.86, 1.03)
Chan IH (200&] —— 0.92(0.485,1.01)
Srczepankiewicz A (2009) —— 092 (0,85 1.01)
Llanes E (2009 —— 0.93 (0.86,1.02)
Wang JY (2009 ——t— 095 (0.87,1.03)
Qi YY (2010) ——t— 0.95 (0.87,1.03)
e WX (2011) e 095 (0.88,1.03)
Fu WP [2011) —_— 0296 (0.89, 1.04)
Yang Z (2012) —p— 0.96 (0.89, 1.04)
Birbian M {2012) e 0.95(0.88,1.02)
Isaza C(2012) —— 0,96 (0.89,1.03)
Chiang CH {2012) —— 0.95 (0.88,1.02)
Larocca N (2012) e 0.95 (0,88, 1.02)

I |

583

1.72

Slika 1.8. Forest-plot dijagram kumulativnih meta-analiza povezanosti
GIn27CGlu sa astmom prema komparciji alela. Iz: Lian S, Chen X, Deng J, Wei
X, Gong C, Chen Z et al. Beta-2 adrenergic receptor (adrb2) gene
polymorphisms and the risk of asthma: a meta-analysis of case-control studies.

PLoS One. 2014; 9(8): €104488. [135]
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Sveukupni rezultati ne ukazuju na povezanost Argl6Gly, GIn27Glu, kao
i drugih, rede uocenih polimorfizama, Thr164lle, Argl9Cys i rizika za pojavu
astme u celokupnoj populaciji [131,136].

Sto se ti¢e polimorfizma GIn27Glu, primecen je trend zastitnog uticaja
Gln/Glu i Glu/Glu genotipova u c¢ijem prisustvu postoji manji rizik od

nastanka astme. [132].

Sto se tice analize uticaja genotipova i etnicke pripadnosti,
nesignifikantan trend povecanja rizika za nastanak astme je primecen kod
Argl6Gly polimorfizma u juznoameric¢koj populaciji, a zastitan kod GIn27Glu
polimorfizma u severnoamericko [131]. Razlozi za statisticku nesignifikantnost
ovih razlike se mogu pronaci u relativno malim veli¢inama uzoraka, sto znaci
da bi bilo potrebno sprovesti nova ispitivanja sa znatno veéim brojem ucesnika

[137, 138].

Thrl64lle se takode nalazi na kodiraju¢em regionu ADRB2 gena, a
izmena citozina za timin moZe dovesti do promene aminokiselina iz treonina
(Thr) u izoleucin (Ile) [139]. Svi navedeni polimorfizmi mogu dovesti do
funkcionalnih izmena ADRB2. Najveci broj studija se odnosi na ve¢ navedene
polimorfizme kodirajuceg regiona. Poslednjih se godina pojavljuju studije koje
analiziraju polimorfizme promoterskog regiona. Argl9Cys se nalazi na 59-0j
poziciji, a izmena timina u citozin dovodi do promene aminokiseline arginin
(Arg) u cistein (Cys) [140]. Ova promena utice na translaciju ADRB2 mRNK,
¢ime reguliSe celijsku ekspresiju receptora na povrsini [141].

Obzirom na ove podatke, vazno je istraZziti genetski faktore povezane sa
astmom. Do danas, nijedna studija o ADRB2 polimorfizmu gena u astmi nije
izvrSena u srpskoj populaciji, te je osmisljeno istraZivanje sa ciljem da se ispita
uticaj ADRB2 polimorfizama gena na razvoj astme kod odraslih pacijenata u

Srbiji i da se oceni terapijski odgovor u odnosu na ADRB2 genotip.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

1. Odredivanje ucestalosti polimorfizma (Glyl6Arg), (GIn27Glu) beta2-
adrenergickog receptora (ADRB2) kod osoba sa bronhijalnom astmom i zdravih

ispitanika

2. Ispitivanje povezanosti kombinacija polimorfizama (Glyl6Arg), (GIn27Glu) i
agonista beta2-adrenergic¢kog receptora sa tokom bolesti i tezinom klini¢ke slike

kod osoba sa bronhijalnom astmom

3. Ispitivanje povezanosti kombinacija polimorfizama (Glyl6Arg), (GIn27Glu)
beta2-adrenergickog receptora i terapijskog odgovora kod osoba sa
bronhijalnom astmom le¢enih dugodelujuéim beta-agonistima (LABA),

samostalno ili u fiksnoj kombinaciji sa kortikosteroidima
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3. MATERIJAL I METODE

Tip studije: panel studija, kombinacija studije preseka i kohortne studije.

Mesto i period istrazivanja: Klinicko odeljenje za pulmologiju, alergologiju i
klinicku imunologiju KBC «Zvezdara», Beograd, period: april 2009. do
novembra 2011. godine.

Studija je uradena u okviru projekta No 173008 "Kompleksne bolesti kao model
sistem za proucavanje modulacije fenotipa-strukturna i funkcionalna analiza
molekularnih biomarkera" 2011-2016. god koji finansira Ministarstvo za nauku

i tehnologiju RS.

3.1. SELEKCIJA ISPITANIKA

U studiju je ukljucena grupa od 171 bolni¢ki i ambulantno lecenih
pacijenata sa dijagnostikovanom astmom Klini¢kog odeljenja za pulmologiju,
alergologiju i klini¢cku imunologiju KBC «Zvezdara», Beograd, u periodu od
aprila 2009. do novembra 2011. godine, (Eticki komitet broj IRB00003818), dok
je kontrolnu grupu sacinjavala grupa od 101 zdravih dobrovoljaca, grupno
mecovanih sa obolelima po polu i uzrastu, koji biohemijski i klini¢ki nemaju
nijednu akutnu i hroni¢nu bolest niti primaju bilo kakvu terapiju, a koji su u
istom periodu regrutovani tokom sistematskih pregleda. Medijana follow-up
period bio je 16 meseci, sa nizom 1-31 meseci.

Kriterijumi za wukljudivanje Uslov za uklju¢enje u studiju je
dijagnostikovana bronhijalna astma, uzrast stariji od 18 godina, potpisan pisani

pristanak svakog ucesnika.
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Kriterijumi za iskljucivanje

Nesaglasnost pacijenta za ucestvovanje u studiji, neadekvatna saradnja,

trudnoca, teze konkomitantne bolesti koje ogranicavaju procenu efekta terapije.
Dizajn studije

Za svih 171 pacijenata, astma je dijagnostikovana na osnovu fizickog
pregleda, upitnika o kvalitetu Zivota [Astma Control Test (ACT)] i
spirometrijskih parametara: forsirani ekspiratorni volumen u 1 s (FEV1) i
forsirani vitalni kapacitet (FVC ), meren pomoc¢u Ganshorn SpiroJet PoverCube
LF8.5F. Stepen kontrole astme i teZina bolesti su procenjeni u skladu sa vaze¢im
smernicama Globalne inicijative za astmu (GINA) na osnovu rezultata ACT i
spirometrijskih testiranja. Od ukupno 171 pacijenata ukljuc¢enih u studiju, 149
su praceni tokom tri uzastopna poseta lekaru, u cilju procene efikasnosti

terapije sa beta2-agonistima.

Kontrolna grupa se sastojala od 101 zdravih ispitanika, i bili su
obuhvacdeni sluZbenici koji su bili na redovnom godiSnjem sistematskom
pregledu u Domu zdravlja “Stari Grad”, Beograd, u periodu septembar-oktobar
2011.god. Svi kontrolni subjekti su bili podvrgnuti fizikalnom pregledu i
laboratorijskom ispitivanju. Pacijenti sa bilo kakvom hroni¢nom bolesti i

terapijom su bili iskljuceni iz ispitivanja.

Analizirani su podaci koji pokrivaju osnovne informacije (datum
rodenja, antropometrijski podaci, upotreba lekova) i navika puSenja. Svi

ucesnici su dali pristanak za ucestvovanje u ispitivanju.

Veli¢ina uzorka procenjena je na osnovu raspoloZivog broja pacijenata i
pripadnika kontrolne grupe u posmatranom periodu u datim ustanovama, ali i

imajuci u vidu raspoloZivost reagenasa za genetic¢ke analize.
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3.2. GENOTIPIZACIJA ARG16GLI I GLN27GLU POLIMORFIZAMA

Kod svih ispitanika je bila izvrSena analiza prisustva polimorfizama
(Glyl6Arg), (GIn27Glu) u genu za ADRB2. Za ovu analizu su kori$éeni uzorci
periferne krvi pacijenata, iz kojih je DNK izolovana komercijalnim kitom. Za
analizu je koris¢eno 5mL venske krvi uzete sa 3,8% Na-citratom u odnosu 9 : 1 i
5mL seruma. Segment DNK u kome se nalaze navedeni polimorfizmi analiziran
je metodama PCR (polymerase chain reaction) i direktnog sekvenciranja DNK.
Za umnoZzavanje segmenta DNK koji obuhvata deo 5 regulatornog regiona i
deo egzona 1 gena ADRB2 koris¢eni su oligonukleotidi 5'-
CTGAATGAGGCTTCCAGGCGT-3’ (ADRB2F) i 5-
ACAATCCACACCATCAGAAT-3 (ADRB2R).

Za izolovanje DNK iz limfocita periferne venske krvi koriséen je
komercijalni kit GeneJET TM Genomic DNA Purification (ThermoScientific).
Metodom PCR kori$éenjem oligonukleotida ADRB2F i ADRB2R umnozen je na
prethodno opisan nacin [142] segment duZine 584bp koji obuhvata region u
kome se nalaze varijante Argl6Gly i GIn27Glu. Prec¢iséavanje fragmenata DNK
dobijenih reakcijom lan¢anog umnoZavanja je izvrseno komercijalnim kitom
Gene]ET TM PCR Purification (ThermoScientific).

Sekvenciranje DNK je vrseno komercijalnim kitom Big Dye Terminator
v.3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems). Nakon umnoZavanja, dobijeni
produkti reakcije sekvenciranja su preciSéeni i rastvoreni u 20uL HiDi
Formamide (Applied Biosystems). Tako pripremljeni uzorci su naneti na aparat
i podvrgnuti kapilarnoj elektroforezi. Sekvenciranje je vrSeno na
¢etvorokapilarnom automatizovanom sistemu za elektroforezu sa sistemom za
detekciju zasnovanim na fluorescenciji 3130 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems). Podaci dobijeni sekvenciranjem obradeni su pomocu softvera

Sequencing Analysis Software (Applied Biosystems).
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Iz uzoraka periferne krvi svih pacijenata i zdravih ispitanika izolovana je
DNK koja je potom koriS¢ena za analizu gena ADRB2 [142]. Segment gena
ADRB2 koji obuhvata varijante Argl6Gly i GIn27Glu umnozen je PCR
metodom, produkti su preciSéeni i potom podvrgnuti sekvenciranju DNK.
Rezultati analize prikazani su na slikama 3.1-3.3.

Na taj nacin je za svakog ispitanika odredeno koja je kombinacija
analiziranih polimorfizama prisutna, na osnovu ¢ega su pacijenti podeljeni u

podgrupe i klini¢ki praceni. Ove genetske analize su uradene na Institutu za

molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo Univerziteta u Beogradu.

Arg16Gly GIn27

GIA cic
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Slika 3.1. Deo sekvence gena ADRB2 kod nosioca varijante Argl6Gly
(heterozigot) i GIn27 (homozigot)
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Slika 3.2. Deo sekvence gena ADRB2 kod nosioca varijante 16Gly (homozigot) i

GIn27 (homozigot)
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Slika 3.3. Deo sekvence gena ADRB2 kod nosioca varijante Argl6Gly
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3.3. KLINICKA ANALIZA

Grupa pacijenata sa bronhijalnom astmom je bila pracena tokom perioda
od prosecno 16 meseci (najkraci period je iznosio 1 mesec, a najduzi 31 mesec)
do dve godine na redovnim kontrolama, kao i vanredno u sluc¢aju pogorsanja.
Na svakoj kontroli pacijenti su biti fizikalno pregledani i popunjavali upitnik o
kvalitetu zivota (Asthma Control Test - ACT) [143]. Spirometrijsko ispitivanje
(aparat Ganshorn SpiroJet PowerCube LF8.5F) je radeno na svakoj poseti. Tok
bolesti, kontrola astme i tezina klinicke slike bila je odredjena prema vaze¢im
Smernicama Evropskog respiratornog drustva (GINA) [144], vrednostima ATC,
i vrednostima spirometrijskih parametara opstrukcije. Ishodna varijabla je bila

broj i stepen tezine pogorsanja bolesti u datom periodu posmatranja.

3.3.1. Test o kontroli astme (Asthma control test - ACT)

Specifi¢ni ciljevi terapije astme su postizanje najbolje moguce klinicke
kontrole i smanjenja opasnosti od nepovoljnih ishoda u buduénosti. Od 2000-ih,
Globalna inicijativa za astmu (GINA) i Nacionalni program za obrazovanje i
prevenciju astme (NAEPP) definisali su pojam kontrole kao upravljanje
klinickim karakteristikama bolesti, uklju¢uju¢i simptome, noéno budenje,
stepena koris¢enja relivera, najmanje moguce ogranicenje aktivnosti, i o¢uvanje
funkcije pluca [143].

Losa kontrola astme moze povecati ocekivane buduce rizike od astme,
efekata lekova koji se koriste u terapiji. Na osnovu ovih ciljeva, GINA i NAEPP
su utvrdile tri stepena kontrole astme (kontrolisana /dobro kontrolisani,
delimi¢no kontrolisana / nije dobro kontrolisana i nekontrolisana / vrlo slabo
kontrolisana astma) [144]. ACT je multidimenzionalna, standardizovana i
proverena metoda i najrasireniji je instrument za procenu klinicke kontrole u

bolesnika s astmom starijih od 12 godina koji sadrZi 5 pitanja koja se odnose na
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ucestalost simptoma, i potrebe za upotrebom reliver terapije u prethodne 4
nedelje. Bodovi se kre¢u u rasponu od 5 (najlosije kontrolisana) do maksimalnih
25 (potpuna kontrola). Za ACT, odabrano je 5 pitanja od pocetnih 22
predloZenih od strane grupe koja se sastojala od 4 lekara primarne zdravstvene
zastite i 7 specijalista astme u Americi [145]. ACT je jednostavan za korisc¢enje
upitnik koji je preveden na vise od 80 jezika i posebno je dizajniran za
koriSéenje u klini¢koj praksi. Kao prvo, pruZza jednostavniji procenu kontrole i
ne zahteva prethodnu procenu disajne funkcije - spirometriju. Zato je korisniji
za klinicare koji u svakodnevnoj praksi imaju veliku frekvenciju pacijenata u
ograni¢enom vremenskom periodu, naroc¢ito u medicinski loSije razvijenim
sredinama. Drugo, ACT je koristan alat koji omogucdava i lekarima opste
medicine da procene potrebu za korekcijom terapije (Step-up ili step-down) .
Trece, ACT je pogodan za periodi¢no pracenje bolesnika s astmom, jer se moze
primenjivati i na daljinu, putem poste, ili preko interneta. Nadalje, ACT je alat
za selekciju pacijenata u klini¢kim ispitivanjima sa predefinisanim grupama -
npr. osobe sa dobro ili lose kontrolisanom astmom. VaZzno je napomenuti da su
u nekim velikim ispitivanjima zabeleZene i relativno niske vrednosti korelacije
izmedu rezultata ACT i drugih parametara kontole astme, kao sto su FEV1 ili
vrednosti FENO, $to podrzava ideju da se stepen kontrole astme ne moze
zaklju¢iti iskljucivo iz fizioloskih mera, nego zavisi i od licne percepcije
kontrole koje pacijent ima o svojoj bolesti. U dosadasnjim ispitivanjima i meta
analizama, pokazao se kao najbolji od postoje¢ih upitnika [146], Sto je i bio

razlog da se koristi u ovom radu.
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1. U protekle 4 nedelje, koliko ¢esto vas je astma ometala u obavljanju

uobicajenih aktivnosti?
2. U protekle 4 nedelje, koliko ¢esto vam je nedostajao dah?

3. U protekle 4 nedelje, koliko cesto su vas simptomi astme (SiStanje u
grudima, kasalj, nedostatak vazduha, stezanje u grudima ili bol u grudima),

budili nocu ili ujutru ranije nego obi¢no?

4. U protekle 4 nedelje, koliko ¢esto vam je bila potrebna pumpica za

otklanjanje simptoma ili aparat za inhalaciju?

5. Kako biste ocenili kontrolu vase astme u protekle 4 nedelje?

Chrw] et d RO | vami i lekar u proceni prawes stanja wade astme,
TEST O KONTROLI ASTME Zaokrukine beoj pored odgovara za svaka pitangs i na kraju ih saberite.
1. U protekle detiri nedelje keliko esto vas je astma omela u obavljanju uobltu;!nlh aktivnosti?

E )
o @

3. U protekle Cetini nedelje kolike testo su vas simptomi astre buddi nodu ili UJuw ram]enego obiéna?

CE[IrI |Iw|§e nodi Dvedmrl noti Ji wdrmm |r|d\-apm:| a
1] PR
4. U pretekle detin nedelje kolike deste vam je bila potrebng pumpucazaotklanjanje s:mpmma ili aparat za inhalaciju?

5" ilmscml'ta 1 dmrmn ili dva puta 2

Uvek 1 Vilo Eesto 2

2, U pretekle Cetini nedelje kalike desto vom je nedostajac d
Cetde od jednom
T I 1 Jednom dnevng 2

5, Kako Biste ooenili konbofe vade astme u prmeklc{cim nedel

Hogtg rije. 1 Slabokentrolizana | 2 Dobrokonrotisans (ER I Sl @)
Maksirmalrih 25 bodeva - Cestitame!  vas je astma ometala, Obratite se astma je kila dobe kamolisana, ali Nanje od 20 badea -
Tokom protekhe Getin nedelisvala Eerkaru ako s to promend, e patpuno, Vad ekar bivam madgeo Dalekaod cilja
astra e bia pod potpunom O 20 do 24 bodova - Blirestecilla pomedi da postignete potpuny Vaka astrna vergvatno
kontrofornuiiste irnah simptome niti - Tokom protekle tetin nedelz vala kentrelu. nije bila dobro

kemralisana tokem

Slika 3.4. Pitanja i izgled upitnika Asthma Control Test (ACT) na srpskom
jeziku. Test sadrzi 5 pitanja koja se odnose na ucestalost simptoma, i potrebe za
upotrebom reliver terapije u prethodne 4 nedelje. Bodovi se kre¢u u rasponu 5

(najlosije kontrolisana) do maksimalnih 25 (potpuna kontrola).
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Tabela 3.1. Interpretacija broja bodova u Asthma Control Testu [143].

Broj bodova Interpretacija
>20 dobro kontrolisana astma
16-19 delimi¢no kontrolisana astma
<15 nekontrolisana astma
promena od =3 boda - klinicki znacajna

3.4. STATISTICKA ANALIZA
Za testiranje raspodele ADRB2 genotipova i slaganje sa Hardy-

Weinbergovom ravnotezom u kontrolnoj grupi i grupi pacijenata sa astmom
koriSéen je y? test za nivo verovatnoce p > 0,05. Za testiranje razlike u
frekvenciji genotipova i alela izmedu pacijenata i kontrolne grupe bio je takode
primenjen y? test. Kod onih genotipova gde je bila prisutna statistic¢ki znacajna
razlika u frekvencijama izmedu kontrolne grupe i pacijenata, za kvantitativnhu
procenu rizika ili zastitnog efekta, odredenog genotipa na pojavu astme bila je
primenjena univarijantna i multivarijantna logisti¢ka regresiona analiza i
izrac¢unat odds ratio (OR) uz odgovarajuci interval pouzdanosti za verovatnocu
95%, kao mera efekta genotipa. Statisticki znacajne vrednosti verovatnoce
dobijene za kombinacije alela su korigovane pomoc¢u Bonferroni metode za broj
testiranih poredenja (n=6).

Post-hoc statisticka analiza snage je sprovedena pomoc¢u Quanto softvera
(verzija 1.2) za SNP GIn27Glu [18 18.Gauderman W, Morrison J. Quanto 1.2: a

computer program for power and sample size calculations for genetic-
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epidemiology studies. 2007. Available at http://hydra.Usc.Edu/gxe. Accessed
26 June 2014.].

Za analizu klinickih podataka, kada je vréeno poredenje unutar i izmedju
grupa primenjeni su parametarski i neparametarski testovi, u zavisnosti da li je
distribucija parametara bila normalna ili je odstupala od normalne raspodele.
Procena normalnosti raspodele je ispitana primenom Kolmogorov-Smirnov
testa. Za analizu povezanosti genotipa i klini¢kih karakteristika koric¢ena je
korelaciona i binarna logisticka regresiona analiza. Opste karakteristike
subjekata ukljucenih u studiju su poredeni koris¢enjem parametarskog student
t-testa, ili neparametraskim Mann-Whitney U testom.

Kombinovana analiza varijanse za ponovljena merenja (mixed between-
within subjects ANOVA) je primenjena da bi se ispitao uticaj polimorfizma
ispitivanih gena (prisustvo/odsustvo 16Arg alela, prisustvo/osustvo 27GIn
alela i kombinacija ovih alela) i starosti pacijenta na parametar funkcije pluca
FEV1% i parametar kontrole astme ACT, dobijenih u tri uzastopne posete kod
pacijenata sa astmom koji su primali terapiju lekovima dugo-deluju¢im
agonistima ADRB2 receptora (LABA).

Primenom dvofaktorske analize kovarijanse (two-way ANCOVA) ispitan
je zajednicki uticaj starosti pacijenta i polimorfizama (Argl6Gly i GIn27Glu) na
efikasnost primenjene LABA terapije koja je procenjena pomoc¢u parametara
funkcije pluéa (FEV1, %) i kontrole astme (ACT). Nezavisne varijable su bile
prisustvo/odsustvo 16Arg alela, 27GIn alela i godine. Zavisne varijable (FEV1%
i ACT) dobijene u trecoj poseti su korigovane za vrednosti koje su dobijene u
prvoj poseti, ¢cime je uklonjen njihov uticaj na vrednosti dobijene u trecoj poseti.

Vrednost za verovatno¢u p < 0,05 smatrana je statisticki zna¢ajnom. Za

statisticku analizu kori$éen je softver SPSS 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, SAD).
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4. REZULTATI

4.1. OSNOVNE KARAKTERISTIKE GRUPA ISPITANIKA

Osnovne karakteristike grupe pacijenata sa astmom i kontrolne grupe
prikazane su u Tabeli 4.1. Statisticki znacajna razlika izmedu dve grupe javila se
u kategoriji Zivotne dobi i puSackog statusa (p<0,01). Pacijenti sa astmom su bili
nesto mladi (44,1 + 14,7) u odnosu na kontrolnu grupu (48,2 + 11,0). Ucestalost
pusaca i bivsih pusaca bila je znac¢ajno niza u grupi pacijenata (13,4%) u odnosu
na kontrolnu grupu (43,9%), Sto je ocekivan podatak. Prosecan period pracenja
bolesnika je iznosio 16 meseci (najkraci period je iznosio 1 mesec, a najduzi 31
mesec). Nije bilo razlike u vrednostima za indeks telesne mase (body-mass
index, BMI) izmedu grupe pacijenata (26,7 + 4,8) i kontrolne grupe (26,1 + 4,2).
Sto se ti¢e spirometrijskih parametara tezine opstukcije, najveci broj ispitanika
imao je vrednost FEV1 > 80% (61,7%), laku i srednje teSku opstrukciju imalo je
34,9%, a tesku opstrukciju 3,4% ispitanika u grupi pacijenata. Nasuprot tome,
terapiju samo sa lekovima iz grupe SABA (20%) ili ICS + SABA (14%) imalo je
34% od ukupnog broja pacijenata, dok je na fiksnoj kombinaciji LABA+ICS bio
najveci procenat pacijenata (58%). Ostale vidove terapije (inhibitor leukotriene,

ksantinski preparat) koristilo je 8% pacijenata.
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Tabela 4.1. Karakteristike pacijenata sa astmom i kontrolne grupe

Karakteristike Pacijenti (n=171) | Kontrola (n=101)
Starost (godine), medijana 44 (19-76) a 51 (21-70)
BMI, kg/m? (x + SD) 26,5+4,8 26,1+4,2
Muskarci, % 40 28
Pusaci, % 12a 44
Meseci pracenja, medijana (opseg) 16 (1-31) -
Stepen teZine opstrukcije, %
FEV1 >80 61,7 -
laka i srednje teska (FEV1 40-80) 34,9 -
teska (FEV1 <40) 34 -
Terapija, %
ICS 14 -
SABA 20 -
LABA+ICS 58 -
Drugo 8 -

aRazlika izmedu pacijenata i kontrolne grupe (p<0,01)

BMI - body mass index; FEV1- forsirani ekspirijumski volumen u 1 sekundi,

FVC- forsirani vitalni kapacitet; ICS-inhalacijski kortikosteroidi; LABA+ICS -

dugodelujuéi beta2-agonisti u fiksnoj kombinaciji sa ICS; SABA- kratkodelujuci

beta2-agonisti.
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Tabela 4.2. Raspodela pacijenata prema vrsti terapije

Vrsta terapije Facijenti
(n=149)
Salbutamol pp 30
Niska doza ICS (ciklesonid) 20
Niska doza ICS+LABA flutikazon-propionat + salmeterol
tiksna kombinacija ’
Niska doza ICS+LABA
budesonid+ formoterol fiksna kombinacija >
Srednja doza ICS+LABA beklometazon i salmeterol 9
Srednja doza ICS+LABA flutikazon-propionat + salmeterol 16
tiksna kombinacija
Srednja doza ICS+LABA 9
budesonid+ formoterol fiksna kominacija
Visoka doza ICS+LABA flutikazon-propionat + salmeterol
tiksna kombinacija ’
Visoka doza ICS+LABA
budesonid+ formoterol fiksna kombinacija ?
Drugi lek za kontrolu astme (montelukast, ksantin) 12
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Tabela 4.3. Uporedne vrednosti ukupnih dnevnih doza ICS

Pacijenti
Dnevna doza ICS Ukupna dnevna doza ICS
n=149 (%)
Bez ICS 42 (28,2) 0
do 250 mcg BDP-HFA ili FP; do 400
Niska 62 (41.6)
mcg BUD; do 320 mcg CIC
do 500 mcg BDP-HFA ili FP; do 800
Srednja 34(22,8)
mcg BUD; do 640 mcg CIC
>500 mcg BDP-HFA ili FP; 2800 mcg
Visoka 11(7,4)
BUD; 2640 mcg CIC

BDP-HFA = beklometazon dipropionat; FP = flutikazon propionat; BUD =
budesonid; CIC = ciklesonid [148]

4.2. POVEZANOST ISPITIVANIH POLIMORFIZAMA
ADRB2 RECEPTORA I POJAVE ASTME

U Tabeli 4.4. prikazana je frekvencija pojavljivanja genotipova i alela za
polimorfizme Argl6Gly i GIn27Glu kod astmaticara i u kontrolnoj grupi.
Utvrdeno je odstupanje od Hardy-Weinberg-ove ravnoteze kod oba
polimorfizma, u obe populacije ispitanika, i kod pacijenata i u kontrolnoj grupi,
kako kod svih ispitanika, tako i kod Zena. Medutim, kod muskaraca se
odstupanje od  Hardy-Weinberg-ove ravnoteze, kod oba polimorfizma
pojavljuje samo u grupi asmaticara.

Utvrdena je statisticki znacajna razlika frekvencije genotipova i alela
izmedu pacijenata i kontrolne grupe, kako u grupi svih pacijenata, tako i u
grupama posmatranim prema polu. Homozigoti 27GIn/Gln, kao i osobe koje su
nosioci 27GIn alela imaju znacajan rizik za pojavu astme [OR(95%CI) za
27GIn/Gln: 3,0 (1,7-5,3) i za 27GIn alel: 2,5 (1,6-3,8)]. Ovaj rizik je utvrden i kod

oba pola, s tim sto je kod muskaraca prisustvo ovog genotipa i alela bilo
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povezano sa nesto veéim rizikom [OR(95%CI) za 27GIn/GlIn: 4,0 (1,6-10,0) i za
27GlIn alel: 3,7 (1,5-6,4)] u odnosu na Zene [OR(95%CI) za 27GIn/GlIn: 2,8 (1,4-
5,6) i za 27Gln alel: 2,5 (1,4-4,4)]. Prisutan 27Glu alel se pokazao kao protektivan
za pojavu astme. Nosioci Glu27GIn genotipa i 27Glu alela su imali smanjen rizk
za pojavu astme [OR(95%ClI) za 27GIn/Glu: 0,3 (0,1-0,7) i za 27Glu alel: 0,4 (0,3-
0,6)]. Ovakav protektivni efekat 27Glu alela utvrden je kod oba pola. Za
polimorfizam Argl6Gly nisu uocene razlike u frekvencijama genotipova i alela
izmedu pacijenata sa astmom i kontrolne grupe.

Slike 4.1. i 4.2. prikazuju raspodelu genotipova oba ispitivana
polimorfizma kod svih zdravih ispitanika i svih pacijenata sa astmom, kao i
prema polu, pomocu kruznih dijagrama.

U Tabeli 4.5. prikazana je raspodela kombinacija genotipova 16Arg/Gly i
27GIn/Glu polimorfizama kod grupe pacijenata sa astmom i kontrolne grupe.
Dve kombinacije genotipova, 16Arg/Gly-27GIn/GIn i 16Gly / Gly-27GIn/GIn su
bile zastupljenije u grupi bolesnika sa astmom, dok je genotip 16Arg/Gly-
27GIn/Glu bio znacajno zastupljeniji u zdravoj kontroli. Prisustvo 27Gln alela u
kombinaciji, je pokazao znacajan rizik za pojavu astme [OR(95%CI) za
16Arg/Gly-27GIn/GIn: 2,2 (1,0-4,6) i za 16Gly/Gly-27GIn/Gln: 2,0 (1,0-3,7)],
dok je protektivni efekat 27Glu alela zapaZen i u kombinaciji genotipova
[OR(95%CI) za 16Arg/Gly-27GIn/Glu: 0,3 (0,1-0,7)].

Slika 4.3. prikazuje raspodelu kombinacije genotipova oba ispitivana
polimorfizma kod svih zdravih ispitanika i svih pacijenata sa astmom, kao i

prema polu, pomocu kruznih dijagrama.
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Tabela 4.4. Frekvencije (%) genotipova i alela za polimorfizme Argl6Gly i GIn27Glu kod astmati¢ara i u kontrolnoj grupi

pore [P [Kol [ T on [P T o [P T on
polimorfizam (n=171) (n=101) (95% CI) (n=68) (n=31) (95% CI) (n=106) (n=75) (95% ClI)
Argl6Gly
16Arg/Arg 39,2 34,6 0,49 1,2 (0,7-2,0) 36,8 19,4 0,08 2,4 (0,9-6,7) 39,6 40,0 1,00 1,0 (0,6-1,9)
16Arg/Gly 22,8 24,8 0,62 0,9 (0,5-1,6) 20,6 29,0 0,35 0,6 (0,2-1,7) 24,5 22,7 0,77 1,1(0,5-2,2)
16Gly/Gly 38,0 40,6 0,74 0,8 (0,5-1,4) 42,6 51,6 0,41 0,7 (0,3-1,6) 35,9 37,3 0,84 | 0,9(05-1,7)
16Arg allele 50,6 47,0 0,48 1,1 (0,8-1,6) 47,1 33,9 0,07 1,8 (0,9-3,3) 51,9 51,3 1,00 1,0 (0,7-1,6)
16Gly allele 494 53,0 0,48 0,8 (0,6-1,2) 52,9 66,1 0,10 0,6 (0,3-1,1) 48,1 48,7 1,00 0,9 (0,6-1,5)
pHWEb < 0,001 < 0,001 < 0,001 0,2 < 0,001 < 0,001
GIn27Glu
27GIn/GIn 82,5 61,4 <0,001 | 3,0(1,7-5,3) 80,9 51,6 0,003 | 4,0(1,6-10,0) 83,9 65,3 0,004 | 2,8(1,4-5,6)
27GIn/Glu 8,2 21,8 0,001 0,3 (0,1-0,7) 8,8 32,3 0,003 | 0,2(0,1-0,6) 8,5 18,7 0,04 | 0,4(0,2-0,9)
27Glu/Glu 9,4 16,8 0,06 0,5(0,2-1,1) 10,3 16,1 0,41 0,6 (0,2-2,1) 7,6 16,0 0,07 | 0,4(0,2-1,1)
27GIn allele 86,5 72,3 <0,001 | 25(1,6-3,8) 85,3 67,8 0,002 3,7 (1,5-6,4) 88,2 74,7 <0,001 | 2,5(1,4-4,4)
27Glu allele 13,5 27,7 <0,001 | 0,4(0,3-0,6) 14,7 32,2 0,01 0,4 (0,2-0,7) 11,8 25,3 <0,001 | 0,4 (0,2-0,7)
pHWEb < 0,001 <0,001 < 0,001 0,2 < 0,001 < 0,001
odds ratio

CTlinterval poverenja O]

a

razlika izmedu pacijenata i kontrole; ° p vrednost za HWE-Hardy Weinberg-ovu ravnotezu
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Slika 4.1. Graficki prikaz distribucije
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Tabela 4.5. Ucestalost (%) genotipskih kombinacija Argl6Gly i GIn27Glu

polimorfizama kod grupe pacijenata sa astmom i kontrolne grupe

Kombinacije genotipova Pacijenti | Kontrola pa OR (95% CI)
(n=171) (n=101)
16Arg/Arg-27GIn/GIn 374 34,7 0,44 1,2 (0,7-2,0)
16Arg/Gly-27GIn/GIn 18,8 9,9 0,04 2,2 (1,0-4,6)
16Arg/Gly-27GIn/Glu 4,6 14,9 0,003® | 0,3(0,1-0,7)
16Gly /Gly-27GIn/GIn 26,4 15,8 0,03 2,0 (1,0-3,7)
16Gly/Gly-27GIn/Glu 3,5 8,9 0,07 0,4 (0,1-1,1)
16Gly/Gly-27Glu/Glu 93 15,8 0,13 0,6 (0,3-1,2)

CI - interval poverenja, OR odds ratio

razlika izmedu grupe pacijenata i kontrolne grupe; b razlika ostaje i nakon

primene Bonferronijeve korekcije (p=0,018).

Kontrola Pacijenti Kontrola Pacijenti

16GIly/Gly-
I:]2'.f(.-‘.;luff3lu

16GlyIGly-
Eo7Gmici

16Gly/Gly-
B27Gmcm

.16Arg.fGIy-
27GInIGlu

5 16ArgiGly-
2TGInIGIn

s 16ArglArg-
27GInIGIn
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Slika 4.3. Graficki prikaz distribucije kombinacija genotipova polimorfizama
Argl6Gly i GIn27Glu u kontrolnoj grupi (n=101) i kod pacijenata sa astmom
(n=171): a. kod svih ispitanika; b. prema polu.

Za ispitivanje uticaja rizi¢nih faktora na verovatnocu razvoja astme kod
odraslih, koris¢ena je binarna logisti¢ka regresiona analiza (enter metod). U Tabeli
4.6. prikazan je binarni regresioni model za predikciju astme kod odraslih. Dobijeni
model predikcije astme obuhvatio je tri nezavisne promenljive: 27GIn alel, pol i
godine i bio je statisticki znacajan (p=0,003). Model u celini objasnjava varijansu
pojave astme izmedu 5,6 % (r> po Cox-u i Snell-u) i 7,6 % (r> po Nagelkerke-u), i
model moZe ta¢no da klasifikuje prisustvo astme kod 61,5 % osoba. Nezavisni
prediktori pojave astme u ispitivanoj populaciji su bili: prisustvo 27Gln alela,

muski pol i mladi uzrast.

Tabela 4.6. Binarni logisticki regresioni model za predikciju astme kod odraslih

(kontrolna grupa n=101, pacijenti sa astmom n=149)

Prediktor B (S.E) p OR (95% CI)
27GlIn alel 0,973 (0,421) 0,021 2,64 (1,16-6,04)
Pol -0,564 (0,289) 0,050 0,56 (0,32-1,00)
Godine -0,020 (0,010) 0,050 0,98 (0,96-1,00)
Konstanta 0,853 (0,636) 0,180 2,34
Celokupan model: ¥2 (df 3, N=149) 14,3; p=0,003
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B (S.E): koeficijent regresije [ (standardna greska [3), OR (95% CI): odds ratio (95%
interval pouzdanosti); kodiranje kategorijskih preomenljivih: za pojavu astme: nije
prisutna=0, prisutna=1; za GlIn-alel: nije nosilac=0, jeste nosilac=1; za pol:

muskarci=0, Zene=1.

U Tabeli 4.7. prikazane su klinicke karakteristike pacijenata sa astmom
(n=149) u odnosu na ispitivani genotip ADRB2 receptora i kombinaciju alela.
Utvrdeno je da su pacijenti sa astmom koji su bili homozigoti 27GIn/Gln bili
statisticki znacajno mladi [godine, medijana (25.-75.percentil): 42,5 (31,0-54,0),
p=0,036)] u odnosu na pacijente sa genotipovima 27GIn/Glu [godine, medijana
(25.-75.percentil): 55,5 (45,7-58,0)] i 27Glu/Glu [godine, medijana (25.-
75.percentil): 52,0 (33,0-69,0)]. Ovaj uticaj nije uocen za polimorfizam Argl6Gly.

Medutim, uoceno je da su pacijenti koji su imali kombinaciju alela 16Gly-27GIn
bili znacajno mladi [godine, medijana (25.-75.percentil): 38,0 (26,0-55,0) p=0,043)] u
odnosu na pacijente sa kombinacijama alela 16Gly-27Glu [godine, medijana (25.-
75.percentil): 53,5 (34,7-70,5)] i 16Arg-27GIn [godine, medijana (25.-75.percentil):
45,0 (34,7-56,0)].

Ostale karakteristike ispitanika u grupi pacijenata nisu se znacajno razlikovale

prema ispitivanim genotipovima ili kombinacijama alela.
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149) u odnosu na genotip i

Tabela 4.7. Klini¢ke karakteristike pacijenata sa astmom (n
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79 8T c's c’g 86 218 yee g9z gre  |(z9=weN
98¢0 ece’p cee’p
279 667 ¢’/ 9 9 g e Vel ety |(zs=w ea
0/, “eluesioo g
799 VLT 9 g% 11 6'€8 6EE VT 288 |(zg=weN
7¢20 F1€°0 6790
609 667 76 76 2'c 1T'cg 6L€ 207 ¥Iv  |(z8=9) ea
%, SDI+VAV1
(cg=u)
%9 67 76 7’8 901 718 gce cer 71 o
c9cp 9¢'0 9560 o9
609 gze €9 €9 L7 168 /€ rer rs¢ |
c>
% 'TING
(ze1=w)
9'¢c9 8T €'g 9’z 6 €eg g'ce i Vv ww
1080 7070 7L70 -
T'€9 6'97 '8 6'c 0 I'¥6 1% cee cer |(z1=wea
0 "desng
(0'9¢c (0'ce (c0z (069 (0's¢c (0'pe (T9c (0'g¢ (0'1¢  |(muaazad
-£'%€) -0'97) -/'F7€) -0'ce) -/'ch) -0'1¢) ) -0'87) -0'ce) -0'F€) c/-¢7)
£F00 9£0°0 96%'0
o , , euelipaw
cf ,0'8¢€ cec 4 078 q €SS orsis (47 9% ¥ ,
aupos)
o o , , , , . ... |(68=1
\ 79 767 9'c ) 9'c 6t €98 . L'ee 17 €6 suoy
60%0 — ] 7620 ; - FCH0 - ] o8
09 €87 211 01 €' 218 0¥ €81 LT¥ e
0, ‘104
g un/z un/g N/ g n n u g £ £ 8 I
» [ [
Sryer | L1991 | 41991 19/ 7|1z |1D/MDLT 19/419971 [19/81v 91 | 1y /By 9] |ejowrereq
d—m;u d._.mud_.ﬁn_gox Tvon.:#n..:ww

65

Mr sci. med. Dr Natasa Petrovic-Stanojevic, doktorska disertacija



Ispitivanje ucestalosti polimorfizama beta-2 adrenegricnih receptora i povezanosti sa terapijskim

odgovorom kod osoba sa bronhijalnom astmom

razlika izmedu genotipova/haplotipova; b razlika u odnosu na Gln/GIn (p<0.05), ¢

razlika u odnosu na Gly-Glu (p<0.010).

4.3. POVEZANOST ISPITIVANIH POLIMORFIZAMA ADRB2
RECEPTORA I STEPENA TEZINE ASTME

Ispitana je korelacija izmedu parametara plu¢ne funkcije FEV1, FEV1/FVC i
rezultata za ACT, u prvoj, drugoj i trecoj poseti koje su dobijene kod pacijenata sa
astmom. Ocekivano, dobijene su statisticki znacajne pozitivne korelacije (p <0.001),
Sto je prikazano u Tabeli 4.8. i grafi¢ki na Slici 4. 4. pomocu tackastog dijagrama

korelacije (scater plot).
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Tabela 4.8. Pearson-ova analiza korelacije parametara pluéne funkcije i ACT-a

dobije u tri posete kod pacijenata sa astmom (n=149)

Prva poseta FEV1/FVC FEV1 ACT
Pearson-ov r 1 0,810 0,744
FEV1/FVC
p - <0,001 <0,001
Pearson r 0,810 1 0,866
FEV1
) <0,001 - <0,001
Pearson-ov r 0,744 0,866 1
ACT
p <0,001 <0,001 -
Druga poseta FEV1/FVC FEV1 ACT
Pearson-ov r 1 0,763 0,670
FEV1/FVC
p - <0,001 <0,001
Pearson r 763 1 0,834
FEV1
p <0,001 - <0,001
Pearson-ov r 0,670 0,834 1
ACT
p <0,001 <0,001 -
Treéa poseta FEV1/FVC FEV1 ACT
Pearson-ov r 1 0,829 0,727
FEV1/FVC
p - <0,001 <0,001
Pearson r 0,829 1 0,872
FEV1
) <0,001 - <0,001
Pearson-ov r 0,727 0,872 1
ACT
p <0,001 <0,001 -
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Slika 4.4 Tackasti dijagram korelacija parametara plu¢ne funkcije i ACT-a dobijenih

u: a. prvoj, b. drugoj i c. tre¢oj poseti

4.4. POVEZANOST ISPITIVANIH POLIMORFIZAMA ADRB2
RECEPTORA I POGORSANJA ASTME TOKOM CELOKUPNOG
PERIODA PRACENJA PACIJENATA

Primenom neparametarskog 2 testa ispitan je uticaj genotipova i
kombinacije alela ispitivanih polimorfizama na pogorsanje astme (bez pogorsanja i
sa > 1 pogorsanja) u ispitivanoj populaciji pacijenata. Rezultati analize su prikazani
u Tabeli 4.9. Nijedan genotip ili kombinacija alela nije bila povezana sa

pogorsanjem astme u ispitivanoj populaciji pacijenata.
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Tabela 4.9. Ispitivanje povezanosti polimorfizama Argl6Gly, GIn27Glu i

pogorsanja astme

s . 0
Pogorsanje broj (%) Pearson-ov
Polimorfizam P
2
bez pogorsanja| > 1 pogorsanja X

16Gly/Gly 29 (53,7) 25 (46,3)

Argl6Gly 16Arg/Gly 22 (62,9) 13(37,1) 1,179 0,555
16Arg/Arg 31 (51,7) 29 (48,3)
16Arg - 29 (53,7) 25 (46,3)

16Arg +/- 0,061 0,806
16Arg + 53 (55,8) 42 (44,2)
27Glu/Glu 7 (63,6) 4 (36,4)

GIn27Glu 27Glu/GIn 8 (66,7) 4 (33,3) 1,161 0,560
27GIn/GIn 67 (53,2) 59 (46,8)
27GlIn - 7 (63,6) 4 (36,4)

27GIn +/- 0,355 0,551
27GIn + 75 (54,3) 63 (45,7)
16Arg-27GIn 52 (55,3) 42 (44,7)

Kombinacije
16Gly-27GIn 23 (53,5) 20 (46,5) 0,097 0,952
Alela
16Gly-27Glu 7 (58,3) 5 (41,7)
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4.5. POVEZANOST ISPITIVANIH POLIMORFIZAMA ADRB2
RECEPTORA I TEZINE ASTME U PRVO]J POSETI

Uticaj starosti pacijenta (starosne grupe: mladi i stariji od 50 godina) sa
astmom i polimorfizama (Argl6Gly i GIn27Glu) na funkciju pluca i kontrolu astme
koja je procenjena na osnovu vrednosti dobijnih za FEV1% i ACT, ispitan je
primenom metode dvofaktorska analiza varijanse (Two-way between-groups
ANOVA). Godine pacijenta i genotip su bili nezavisne promenljive, a vrednosti za
FEV1% i ACT su bili zavisne promenljive. Rezultati dobijeni pomoc¢u deskriptivne
statisticke analize (srednja vrednost, standardna devijacija i broj ispitanika) su
prikazani u Tabelama 4.10., 4.11. i 4.12. Dijagrami u kojima je prikazana srednja
vrednost za FEV1% i ACT kod pacijenata sa razli¢itim genotipovima i u dve
starosne grupe su prikazani na Slikama 4.5., 4.6.14.7.

Analiza je pokazala zajednicki uticaj polimorfizma 16Arg/Gly i starosti
pacijenta na funkciju pluca pri prvoj poseti (FEV1: p=0,043; ACT: p=0,024) (Slika
4.5.). Kod asmaticara mladih od 50 godina utvrdena je statisti¢ki znacajna razlika
izmedu razli¢itih 16Arg/Gly genotipova (FEV1: p=0,016; ACT: p=0,021),
primenom metode jednofaktorska ANOVA a primenom post-hoc testa za
poredenje izmedu grupa (LSD metoda-least significant difference) u istoj starosnoj
grupi utvrdena je najpovoljnija funkcija pluéa kod heterozigota 16Arg/Gly u
odnosu na homozigote 16Gly/Gly (FEV1: p=0,006; ACT: p=0,009), kao i u odnosu
na genotip 16Arg/Arg (FEV1: p=0,015; ACT: p=0,015). U populaciji pacijenata sa
astmom starijih od 50 godina nije pokazan udruZeni uticaj godina i polimorfizma
Argl6Gly na funkciju pluca koja je ispitana prilikom prve posete (FEV1: p=0,465;
ACT: p=0,325).
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Tabela 4.10. Podaci deskriptivne statistike za polimorfizam Argl6Gly u dve

starosne grupe pacijenata sa astmom za FEV1% i ACT

X SD X SD N
Godine |Genotipovi| Zavisna promenljiva: Zavisna promenljiva:
FEV1% ACT

16Arg/Arg 79,27 19,536 19,07 4,367 41

<50 |16Arg/Gly 92,50 17,422 22,00 2,974 20

16Gly/Gly 77,00 20,755 18,76 4,906 34

16Arg/Arg 83,00 25,073 19,95 4,588 19

>50 |16Arg/Gly 72,27 30,860 17,53 5,842 15

16Gly/Gly 75,70 22,707 18,40 3,926 20

a b.

95-] * Godine 23 Godine
» o " —>50

22_ l.\

21
o

20
<

19

757
187

707 174

16GI[yIGIy 16Ar[gIGIy 16Arlngrg 16Gly/Gly  16Arg/Gly  16Arg/Arg
Slika 4.5. Uticaj genotipova Argl6Gly i godina (<50 godina i >50 godina) na
parameter funkcije pluca dobijene prilikom prve posete: a. FEV1, * statisticki
znacajna razlika u odnosu na 16Gly/Gly (p=0,006) i u odnosu na 16Arg/Arg
(p=0,015); b. ACT, ** statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na 16Gly/Gly (p=0,009) i

u odnosu na 16Arg/Arg (p=0,015).
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Analiza zajednickog uticaja polimorfizma GIn27Glu i starosti na funkciju

pluca pri prvoj poseti nije pokazala statisticku znacajnost (FEV1: p=0,101;, ACT:

p=0,394)

(Slika 4.6.).

Tabela 4.11. Podaci desriptivne statistike za polimorfizam GIn27Glu u dve starosne

grupe pacijenata sa astmom za FEV1% i ACT

X SD X SD N
Godine | Genotipovi| Zavisna promenljiva: Zavisna promenljiva:
FEV1% ACT
27Glu/Glu 94,80 4,658 21,80 1,304 5
<50 | 27Glu/GIn 84,67 13,577 20,00 2,000 3
27GIn/GIn 80,34 20,763 19,44 4,617 87
27Glu/Glu 62,17 19,722 17,17 4,355 6
>50 | 27Glu/GIn 84,22 24,350 19,33 4,500 9
27GIn/GIn 78,05 26,645 18,79 4,937 39
a. b.
1007 Godine 227 . Goodine
. ---<50 b ~ =30
. — —>50
. >50 o1 >
90
= 20 e
< o0 3 e
= <
o 19
70
18-
60 -
| | | T I |
27Glu/Glu  27GIu/GIn  27GIn/GIn 27GIlu/Glu  27GIu/GIn  27GIn/GIn

Slika 4. 6. Uticaj genotipova GIn27Glu i godina (<50 godina i >50 godina) na

parameter funkcije pluca dobijene prilikom prve posete: a. FEV1; b. ACT .
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Analiza zajednickog uticaja kombinacije alela i starosti pokazala je
statisticku znacajnost kod parametra funkcije FEV1% (p=0,05; Slika 4.7. a.), ali ne i
kod ACT-a (p=0,283; Slika 4.7. b.). Kod pacijenata mladih od 50 godina, primenom
ANOVA testa utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu nosilaca odredenih
kombinancija alela (p=0,05), a post-hoc testom je utvrdeno da pacijenti sa
kombinacijom alela 16Gly-27GIn imaju znacajno nizu vrednost za FEV1% u
odnosu na nosioce kombinacije 16Gly-27Glu (p=0,043), dok je razlika u vrednosti
FEV1% izmedu kombinacija 16Gly-27GIn i Argl6-27GIn bila na granici znacajnosti
(p=0,074).

Tabela 4.12. Podaci deskriptivne statistike za kombinacije polimorfizama Argl6Gly
i GIn27Glu u dve starosne grupe pacijenata sa astmom za FEV1% i ACT

X SD X SD N
Godine| Genotipovi | Zavisna promenljiva: Zavisna promenljiva:
FEV1% ACT

16Gly-27Glu 94,80 4,658 21,80 1,304 5

<50 |16Gly-27GIn 75,13 21,599 18,43 5,137 30
16Arg-27GIn | 83,17 19,606 19,97 4,178 60
16Gly-27Glu 65,29 19,805 17,43 4,036 7

>50 | 16Gly-27GIn 81,31 22,867 18,92 3,926 13
16Arg-27GIn 78,26 27,860 18,88 5,238 34
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a b.
o5-| . Godine 20 . Godine
N ---<50 ---<50
o0 —>50 —550

I I T I I I
16Gly-27Glu  16Gly-27GIn  16Arg-27Gln 16Gly-27GIu 16Gly-27GIn 16Arg-27GIn

Slika 4.7. Uticaj kombinacija alela Argl6Gly i GIn27Glu polimorfizama i godina (<50

godina 1 >50 godina) na parameter funkcije plu¢a dobijene prilikom prve posete: a,

FEV1%; b, ACT, * statisticki znacajna razlika u odnosu na 16Gly-27Glu (p=0,043).

4.6. POVEZANOST ISPITIVANIH POLIMORFIZAMA ADRB2
RECEPTORA, TERAPIJE I TEZINE ASTME

4.6.1. Uticaj ispitivanih polimorfizama ADRB2 receptora i starosti
pacijenata na parametre funkcije pluca u tri posete kod pacijenata na
terapiji sa dugo-delujuéim agonistima ADRB2 receptora (LABA)

Kombinovana analiza varijanse za ponovljena merenja (mixed between-
within subjects ANOVA) je primenjena da bi se ispitao uticaj polimorfizma
ispitivanih gena (prisustvo/odsustvo 16Arg alela, prisustvo/odsustvo 27GIn alela

i kombinacija ovih alela) i starosti pacijenta na parametar funkcije plu¢a-FEV1% i
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parametar kontrole astme-ACT dobijenih u tri posete kod pacijenata sa astmom
koji su primali terapiju lekovima LABA.

U Tabelama 4.13, 4.14 i 4.15. su prikazani podaci deskriptivne statisticke
analize, a u Tabeli 4.16. su prikazani rezultati multivarijacione analize kojom je
ispitan pojedina¢ni i zajednicki uticaj ispitivanih polimorfizama i starosti
pacijenata na parametre funkcije pluca u tri uzastopne posete. Na Slikama 4.8, 4.9 i
4.10. su graficki prikazani dobijeni rezultati.

Analiza je pokazala da se vrednosti za FEV1% i ACT od prve do trece posete
statisticki znacajno razlikuju u zavisnosti od prisustva/odsustva 27GIn alela i
starosnih grupa pacijenata (za FEV1: p=0,001, za ACT: p=0,026), dok su
kombiancije alela i starosne grupe uticale samo na promenu vrednosti FEV1 (p=
0,009), a ne i na promenu ACT-a (p=0,102). Polimorfizam 16Arg, nije pokazao
zajednicki uticaj sa godinama pacijenta na promene FEV1% i ACT-a u tri
uzastopne posete (za FEV1: p=0,825; za ACT: p=0,993).

Na Slikama 4.9.a i 4.10.a. su prikazani grafici koji pokazuju da su mladi
asmaticari, na terapiji sa LABA, koji su bili 27Glu/Glu homozigoti (27GIn - ) ili sa
kombinacijom 16Gly-27Glu, imali najznacajniji pad funkcije plu¢a u trecoj poseti
(oba parametra FEV1% i ACT) u odnosu na pacijente koji su bili nosioci 27GIn alela
i drugih kombinacija alela iste starosne grupe. Nasuprot ovome, u populaciji
starijih asmaticara (Slike 4.9.b. i 4.10.b.) na terapiji sa LABA lekovima primecuje se
da 27Glu/Glu homozigoti (27GIn - ) imali bolju kontrolu astme u trecoj poseti u
odnosu na nosioce 27GIn alela, a slican trend se uocava i kod pacijenata sa

kombinacijom alela 16Gly-27Glu.
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Tabela 4.13. Podaci deskriptivne statistike promena parametara funkcije pluca

(FEV1 i ACT) u toku tri uzastopne posete (I, II I III) kod pacijenata koji su primali

LABA lekove u zavisnosti od Argl6Gly polimorfizma u dve starosne grupe (mladi

ili stariji od 50 godina)

Godine | Polimorfizam | Parametar X SD | Parametar X SD N
16Arg - 71,24 | 22,799 16,88 | 4,662 | 17
<50
16Arg + 78,03 | 18,976 19,10 | 4,083 | 29
IFEV1 IACT
16Arg - 66,36 | 14,468 17,00 | 3,442 | 14
>50
16Arg + 70,44 | 27,804 17,39 | 5,553 | 18
16Arg - 71,29 | 19,387 17,53 14,017 | 17
<50
16Arg + 76,69 | 18,511 19,24 | 3,542 | 29
II FEV1 II ACT
16Arg - 73,86 | 16,663 18,50 | 4,363 | 14
>50
16Arg + 76,83 | 28,189 18,614,421 | 18
16Arg - 75,18 | 17,586 18,53 | 3,842 | 17
<50
16Arg + 78,52 | 19,915 19,52 | 3,690 | 29
III FEV1 IIT ACT
16Arg - 72,79 | 19,212 17,57 | 4,941 | 14
>50
16Arg + 69,39 | 26,250 16,83 | 4,342 | 18
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Tabela 4.14. Podaci deskriptivne statistike promena parametara funkcije pluc¢a

(FEV1 i ACT) u toku tri uzastopne posete (I, II I III) kod pacijenata koji su primali

LABA lekove u zavisnosti od GIn27Glu polimorfizma u dve starosne grupe (mladi

ili stariji od 50 godina)

Godine | Polimorfizam | Parametar X SD Parametar X SD N
27GlIn - 94,00 1,414 20,50 | 0,707 2
<50
27Gln + 74,68 | 20,562 18,18 | 4,463 | 44
IFEV1 IACT
27GlIn - 62,17 | 19,722 17,17 | 4,355 6
>50
27Gln + 70,15 | 23,443 17,23 | 4,836 | 26
27GlIn - 88,50 0,707 21,00 | 1,414 2
<50
27Gln + 74,07 | 18,999 18,50 | 3,819 | 44
II FEV1 II ACT
27GlIn - 73,00 | 22,361 20,17 | 4,535 6
>50
27Gln + 76,12 | 24,200 18,19 | 4,280 | 26
27GlIn - 64,00 | 33,941 15,50 | 9,192 2
<50
27Gln + 77,89 | 18,460 19,32 | 3,463 | 44
III FEV1 III ACT
27GlIn - 78,50 | 26,913 19,83 | 5,707 6
>50
27Gln + 69,12 | 22,408 16,54 | 4,130 | 26
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Tabela 4.15. Podaci deskriptivne statistike promena parametara funkcije pluca

(FEV1 i ACT) u toku tri uzastopne posete (I, II I III) kod pacijenata koji su primali

LABA lekove u zavisnosti od kombinacije alela oba ispitivana polimorfizma u dve

starosne grupe (mladi ili stariji od 50 godina)

Godine | Polimorfizam [Parametar X SD |Parametar| X SD N
16Gly-27Glu 94,00 | 1,414 20,50 | 0,707 2

<50 16Gly-27GIn 70,81 | 24,192 16,88 | 4,978 16
16Arg-27GIn 76,89 | 18,282 18,93 | 4,045 28

IFEV1 IACT

16Gly-27Glu 62,17 | 19,722 17,17 | 4,355 6

>50 16Gly-27GIn 69,50 | 9,196 16,88 | 2,900 8
16Arg-27GIn 70,44 | 27,804 17,39 | 5,553 18
16Gly-27Glu 88,50 ,707 21,00 | 1,414 2

<50 16Gly-27GIn 71,63 | 21,596 17,44 | 4,179 16
16Arg-27GIn 75,46 | 17,612 19,11 | 3,531 28

II FEV1 ITI ACT

16Gly-27Glu 73,00 | 22,361 20,17 | 4,535 6

>50 16Gly-27GIn 74,50 | 12,547 17,25 | 4,062 8
16Arg-27GIn 76,83 | 28,189 18,61 | 4,421 18
16Gly-27Glu 64,00 | 33,941 15,50 | 9,192 2

<50 16Gly-27GIn 77,87 | 16,049 18,94 | 2,955 16
16Arg-27GIn 77,89 | 19,990 19,54 | 3,756 28

III FEV1 III ACT

16Gly-27Glu 78,50 | 26,913 19,83 | 5,707 6

>50 16Gly-27GIn 68,50 | 10,915 15,88 | 3,796 8
16Arg-27GIn 69,39 | 26,250 16,83 | 4,342 18
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Tabela 4.16. Multivarijantni test ispitivanja pojedina¢nih i zajednickih uticaja

razli¢itih

promenljivih

(posete,

posete*geni,

posete*starosne

grupe,

posete*geni*starosne grupe) na vrednosti FEV1 i ACT kod pacijenata na terapiji sa

LABA u tri uzastopne posete

Uticaj Wilks-ov Parcijalni | Wilks-ov Parcijalni
p p
promenljivih lambda eta kvadrat | lambda eta kvadrat
FEV1: 16Arg +/- ACT: 16Arg +/-

Posete 0,964 0,264 0,036 0,963 0,248 0,037
posete*Arg +/- 0,920 0,048 0,080 0,940 0,106 0,060
posete*godine 0,975 0,403 0,025 0,983 0,538 0,017
posete*Arg+/-

0,995 0,825 0,005 1,000 0,993 0,000
*godine

FEV1: 27Gln +/- ACT: 27GlIn +/-

Posete 0,955 0,189 0,045 0,943 0,115 0,057
posete*Gln +/- 0,975 0,396 0,025 0,969 0,316 0,031
posete*godine 0,907 0,028 0,093 0,971 0,338 0,029
posete*Gln +/-

0,834 0,001 0,166 0,905 0,026 0,095
*godine

FEV1: Kombinacije alela ACT: Kombinacije alela

Posete 0,957 0,212 0,043 0,947 0,144 0,053
posete*kombinacije

0,940 0,113 0,060 0,990 0,702 0,010
alela
posete*godine 0,967 0,665 0,017 0,962 0,597 0,019
posete*kombinacije*

0,828 0,009 0,090 0,897 0,102 0,053
godine
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Pacijenti mladi od 50 godina

b. Pacijenti stariji od 50 godina
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Slika 4.8. Graficki prikaz promena vrednosti za FEV1% i ACT dobijenih u tri

uzastopne posete u zavisnosti od prisustva ili odsustva 16Arg alela kod pacijenata

koji su primali LABA i godina: a. mladi od 50 godina; b. stariji od 50 godina
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a. Pacijenti mladi od 50 godina b. Pacijenti stariji od 50 godina
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Slika 4.9. Graficki prikaz promena vrednosti za FEV1% i ACT dobijenih u tri

uzastopne posete u zavisnosti od prisustva ili odsustva 27Gln alela kod pacijenata

koji su primali LABA i godina: a. mladi od 50 godina; b. stariji od 50 godina
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a Pacijenti mladi od 50 godina b Pacijenti stariji od 50 godina
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Slika 4.10. Graficki prikaz promena vrednosti za FEV1% i ACT dobijenih u tri
uzastopne posete u zavisnosti od kombinacija 16Arg i 27GIn alela kod pacijenata

koji su primali LABA i godina: a. mladi od 50 godina; b. stariji od 50 godina.
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4.6.2. Uticaj ispitivanih polimorfizama ADRB2 receptora i starosti
pacijenata na parametre funkcije pluca u treéoj poseti kod pacijenata
na terapiji LABA korigovano za vrednosti dobijene u prvoj poseti

Zajednicki uticaj starosti pacijenta i polimorfizama (Argl6Gly i GIn27Glu)
na efikasnost terapije sa dugo-delujué¢im agonistima ADRB2 receptora (LABA),
procenjena na osnovu parametara funkcije pluca (FEV1%) i kontrole astme (ACT)
ispitan je metodom dvofaktorske analize kovarijanse (two-way ANCOVA). Ovom
analizom je procenjivana efikasnost terapije na osnovu parametara funkcije pluca
koje su dobijene u trecoj poseti kada se ukloni uticaj vrednosti za ove parametare
koje su dobijene u prvoj poseti. Rezultati deskriptivne statisticke analize su
prikazani u Tabeli 4.17. , a Slika 4.11. grafi¢ki prikazuje dobijene rezultate.

Analiza je pokazala da postoji trend zajednic¢kog uticaja 27GIn alela i starosti
kod primenjene terapije dugo-deluju¢im agonistima ADRB2 receptora na FEV1
(p=0,005) i ACT (p=0,012), u trecoj poseti, kada se ukloni uticaj parametara
funkcije pluéa u prvoj poseti (Slika 4.11. a. i b.), a nije pokazan udruzeni uticaj
16Arg alela i starosti, niti na FEV1 (p=0,519), ni na ACT (p=0,556). Kombinacija
alela i strarost pacijenta su znacajno uticali na vrednosti za FEV1 (p=0,019), a efekat
na ACT je bio na granici statisticke znacajnosti (p=0,076). Kao i u prethodnoj
analizi (Tabela 4.16.) pokazalo se da su mladi pacijenti, nosioci 27Glu/Glu
genotipa i kombinacije alela 16Gly-27Glu imali najvece pogorsanje funkcije pluca u

trecoj poseti, ako se ukloni uticaj funkcije pluca koji je ispitan u prvoj poseti.
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Tabela 4.17. Podaci deskriptivne statistike o uticaju dugo-deluju¢ih agonista

ADRB2 receptora, polimorfizama Argl6Gly i GIn27Glu i starosti pacijenta na

funkciju pluca u trecoj poseti korigovano za funkciju pluca u prvoj poseti

X SD X SD N

Godine | Polimorfizam | Zavisna promenljiva: Zavisna promenljiva:

FEV1% ACT

27GlIn - 64,00 33,941 15,50 9,192 2
b 27GIn + 77,89 18,460 19,32 3,463 44
27GlIn - 78,50 26,913 19,83 5,707 6
w0 27GIn + 69,12 22,408 16,54 4,130 26
16Arg - 75,18 17,586 18,53 3,842 17
b 16Arg + 78,52 19,915 19,52 3,690 29
16Arg - 72,79 19,212 17,57 4,941 14
w0 16Arg + 69,39 26,250 16,83 4,342 18
16Gly-27Glu 64,00 33,941 15,34 4,608 2
<50 16Gly-27GIn 77,87 16,049 19,24 11,441 16
16Arg-27GIn 77,89 19,990 19,83 5,832 28
16Gly-27Glu 78,50 26,913 20,13 2,704 6
>50 16Gly-27GIn 68,50 10,915 15,87 6,395 8
16Arg-27GIn 69,39 26,250 17,80 8,054 18
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Slika 4.11. Uticaj alela i kombinacije alela za Argl6Gly i Glu27GIn polimorfizme i starosti
kod pacijenata koji su primali dugo-delujuce agoniste ADRB2 receptora na vrednosti FEV1
dobijenih u trecoj poseti kada se ukloni uticaj vrednosti dobijene u prvoj poseti (----- srednja
vrednost za FEV u prvoj poseti 72,7 % i za ACT 17,85: a. FEV1 za Glu27GIn polimorfizam;
b. ACT za Glu27GIn polimorfizam; c. FEV1 za Argl6Gly polimorfizam; d. ACT za
Argl6Gly polimorfizam; e. FEV1 za kombinacije alela oba polimorfizma; f. ACT za

kombinacije alela oba polimorfizma.
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4.6.3. Uticaj ispitivanih polimorfizama ADRB2 receptora na kontrolu astme u

zavisnosti od primenjene terapije

Rezultati analize uticaja primenjene terapije (LABA sa razli¢itim dozama
inhalacionih kortikosteroida i drugih lekova) na kontrolu astme u zavisnosti od
polimorfizma ispitivanih gena prikazani su u Tabeli 4.18. i graficki, na Slici 4.12.
(stubicasti grafik).

Kod pacijenata koji su primali LABA terapiju i koji su bili nosioci 16Arg
alela, 27GIn alela i kombinacije alela 16Arg-27GIn zapazena je loSija kontrola
astme, dok su pacijenti koji su primali druge lekove, imali bolju kontrolu astme,

nezavisno od genotipa ili kombinacije alela.
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Tabela 4.18. Uticaj terapije (LABA+niska doza ICT, LABA+srednja/visoka doza
ICT i LABA - drugi lekovi), polimorfizama Argl6Gly i GIn27Glu na kontrolu

astme (dobro ili lose kontrolisana astma)

Terapija
Kontrola | broj (%-u odnosu na kontrolu astme) | Pearson-ov
Polimorfizam P
astme LABA+ LABA+ X?
LABA -
ND ICT SD/VD ICT
Losa 5 (20,8) 10 (41,7) 9(37,5)
16Arg - 5,948 0,051
Dobra 16 (53,3) 7(23,3) 7(23,3)
Losa 5 (12,8) 14 (35,9) 20 (51,3)
16Arg + 25,754 < 0,001
Dobra 36 (64,3) 11 (19,6) 9(16,1)
Losa 0 (0) 1(33,3) 2 (66,7)
27GIn - 2,177 0,337
Dobra 3 (37,5) 3 (37,5) 2 (25,0
Losa 10 (16,7) 23 (38,3) 27 (45,0)
27GIn + 29,744 < 0,001
Dobra 49 (62,8) 15 (19,2) 14 (17,9)
Losa 1(25,0) 1(25,0) 2 (50,0)
16Gly-27Glu 0,750 0,687
Dobra 3 (37,5) 3 (37,5) 2 (25,0
Losa 4 (20,0) 9 (45,0 7 (35,0)
16Gly-27GIn 6,061 0,048
Dobra 13 (56,5) 5(21,7) 5(21,7)
Losa 5 (12,8) 14 (35,9) 20 (51,3)
16Arg-27GIn 26,317 < 0,001
Dobra 36 (65,5) 10 (18,2) 9(16,4)
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Kontrola astme
BlLosa fIDobra
. LABA - LABA+ND ICT LABA+SD/VD ICT
" 50
40
30

16Arg- 16Arg+ 16Arg- 16Arg+ 16Arg- 16Arg+

27GIn- 27GIn+ 27GIn- 27GIn+ 27GIn- 27GIn+

16Gly- 16Gly- 16Arg-
276U 27Gin  27GIn

16Gly- 16Gly- 16Arg-
276U 27Gin  27GIn

16Gly-  16Gly- 16Arg-
276U 27Gn  27GIn

Slika 4.12. Distribucija (%) pacijenata sa dobrom ili loSe kontrolisanom astmom u

zavisnosti od prisustva/odsustva 16Arg, 27GIn ili kombinacije alela i primenjene
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terapije (LABA+ND ICT: LABA i niska doza ICT: LABA+SD/VD ICT:
LABA+srednja/visoka doza ICT; LABA-: drugi lekovi)

4.6.3. Povezanost izmedu BMI-a, ispitivanih polimorfizama ADRB2 i
astme

Ispitan je uticaj polimorfizama Argl6Gly i GIn27Glu na vrednosti BMI-a
kod pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu. Rezultati deskriptivne statisticke
analize su prikazani u Tabeli 4.19. i grafi¢ki na Slici 4.13.

Nije utvrden zajednicki uticaj astme i ispitivanih polimorfizama na BMI (za

16Arg alel p=0,544, za 27GIn alel p=0,083, za kombinaciju alela p=0,214).
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Tabela 4.19. Podaci deskriptivne statistike o uticaju astme i polimorfizama

Argl6Gly i GIn27Glu na vrednosti BMI-a (kg/m?)

Zavisna promenljiva: BMI
Ispitanici | Polimorfizam X SD N
16 Arg - 25,30 3,449 23
Kontrola
16 Arg + 26,60 4,506 39
16 Arg - 26,44 4,812 54
Pacijenti
16 Arg + 26,84 4,884 95
27 GIn - 25,39 3,790 10
Kontrola
27 Gln + 26,26 4,251 52
27 GIn - 29,37 5,525 11
Pacijenti
27 Gln + 26,48 4,745 138
16Gly-27Glu 25,00 3,801 9
Kontrola 16Gly-27GIn 25,50 3,336 14
16Arg-27GIn 26,60 4,506 39
16Gly-27Glu 29,05 5,379 12
Pacijenti 16Gly-27GIn 25,58 4,434 43
16Arg-27GIn 26,91 4,871 94
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Slika 4.13. Promene vrednosti za BMI (kg/m?) u zavisnosti od ispitivanog

polimorfizma kod pacijenata sa astmom i u kontrolnoj grupi
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4.6.4. Uticaj pusenja na efikasnost terapije procenjena na osnovu
parametara funkcije pluca u trec¢oj poseti posle uklanjanja uticaja
funkcije pluéa u prvoj poseti

Ako se posmatra uticaj pusSenja na efikasnost terapije sa lekovima LABA (sa
niskom ili sa srednjom/visokom dozom ICT) i drugih lekova, dobijena je grani¢na
statisticka znacajnost za FEV1 (p=0,078), dok za ACT nije dobijena znacajna razlika
(p=0,209). U Tabeli 4.20. prikazani su rezultati deskriptivne statisticke analize.
Pusaci koji su bili na terapiji LABA sa srednjim i visokim dozama inhalacionih
kortikosterida su pokazali najveéi pad pluéne funkcije u trecoj poseti u odnosu na

prvu posetu (Slika 4.20. a. i b.).

Tabela 4.20. Rezultati deskriptivne statistike o uticaju puSenja na efikasnost terapije

(LABA sa niskom i srednjom/visokom dozom ICT) i drugim lekovima

X SD X SD N
Pusenje Terapija Zavisna promenljiva: Zavisna promenljiva:
FEV1 ACT
LABA - 95,20 17,041 22,02 3,267 41
LABA+ND ICT 79,03 17,731 19,39 3,856 33
Nepusaci
LABA+SD/VD
76,26 22,745 18,10 4,657 31
ICT
LABA - 97,40 11,908 22,80 1,095 5
LABA+ND ICT 68,60 17,271 18,00 3,742 5
Pusaci
LABA+SD/VD
56,44 19,034 15,44 2,455 9
ICT
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Slika 17. Uticaj puSenja na efikasnost tereapije sa lekovima LABA (sa niskom i
srednjom/visokom dozom ICT) i drugim lekovima procenjena na osnovu
vrednosti za: a. FEV1% (----- srednja vrednost za FEV1 u prvoj poseti 79,1 %); b.
ACT. (----- srednja vrednost za ACT u prvoj poseti 19,03).
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5. DISKUSIJA

Analizom osnovnih karakteristika grupa ispitanika, statisticki znacajna
razlika izmedu dve grupe zapaZena je u kategoriji Zivotne dobi i pusackog statusa
(p<0,01). Pacijenti sa astmom bili su nesto mladi (43,7 * 15,0) u odnosu na
kontrolnu grupu (48,2 + 11,0). Ucestalost pusaca i bivsih pusaca bila je znac¢ajno
niza u grupi pacijenata (12%) u odnosu na kontrolnu grupu (44%), sto je ocekivan
podatak podrzan i u literaturi [149]. Nije bilo razlike u vrednostima BMI izmedu
grupe pacijenata (26,5 + 4,8) i kontrolne grupe (26,1 + 4,2). Prema literaturi, neki
autori nalaze rizik za pojavu tezih oblika astme raste sa porastom BMI, ali tek u
grupi pacijentata sa BMI ve¢im od 28 [150], ali u nasoj kohorti takvih pacijenata
nije bilo dovoljno da bi se izvrsila statisticki valjana analiza. To se slaze i sa
miSljenjima da su rezultati do sada objavljenih israzivanja malobrojni i
nekonzistentni, te da zahtevaju dodatnu evaluaciju [151].

Sto se ti¢e spirometrijskih parametara tezine opstukcije [152] [1], najveci broj
ispitanika imao je vrednost FEV1 > 80% (61,7%), laku i srednje teSku opstrukciju
imalo je 34,9%, a teSku opstrukciju 3,4% pacijenata. Nasuprot tome, terapiju samo
sa lekovima iz grupe SABA (20%) ili drugim kontrolerom imalo je samo 28.2%
pacijenata. Na terapiji niskim, srednjim visokim dozama ICS bilo je 41,6%, 22.8% i
7.4% pacijenata, respektivno, §to je u znacajnoj dispoporciji sa stepenom teZine
oboljenja. Tendencija terapije vedim dozama ICS od, prema smernicama
preporucenih, (bilo samostalno, bilo u fiksnoj kombinaciji) i koje su, prema

smernicama, u odredenoj diskrepanci sa stepenom teZzine astme gledano merom
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opstrukcije disajnih puteva, dobro je poznata i u literaturi [153] i donekle je
oc¢ekivan rezultat.

U analizi korelacije izmedu parametara plu¢ne funkcije FEV1, FEV1/FVC i
rezultata ACT, u prvoj, drugoj i trecoj poseti pacijenata sa astmom, dobijene su
statisticki visoko znacajne (p <0.001) vrednosti pozitivne korelacije, Sto je jo$
jednom potkrepilo tvrdnje da se stepen kontrole astme moZe adekvatno proceniti i
ovim upitnikom u nedostatku spirometrijske opreme [143,145,146]. To moze biti
od koristi u studijama u okviru $irih populacionih analiza koja obuhvataju veliki
broj ispitanika, ali isto tako i za svakodnevni ambulantni rad u sredinama u

kojima nije dostupna sofisticirana oprema.

Analiza povezanosti ispitivanih polimorfizama ADRB2 receptora i pojave
astme: Farmakoterapija odredena prema genotipu pacijenta trebalo bi da
rezultira klini¢ki znacajnom povecanju efikasnosti i da igra znacajnu ulogu u
redukciji nezeljenih efekata lekova i pozitivno uticati na teZinu oboljenja [154].
Polimorfizmi ADRB2 gena imaju ulogu u ekspresiji, funkciji i regulaciji
ADRB?2 receptora. Ovi oblici genetskih razlika su odgovorni za razlicit
odgovor na terapiju ADRB2 agonistima i mogu doprineti stepenu teZine
oboljenja.

Mnoge studije su ispitivale ADRB2 gene kao faktor rizika za izmenjen
bronhodilatacijski odgovor [154,155,156], ali studija koje analiziraju ADRB2
polimorfizam kao faktor rizika povezan sa prevalencom astme u populaciji ima u
mnogo manjem broju.

Sto se tice analize genetskog istazvanja, mora se apostrofirati da prema

literaturi, frekvencija alela Argl6Gly i GIn27Glu varira medu razli¢itim etni¢kim
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grupama [157,158], kao i da Argl6Gly i GIn27Glu polimorfizmi izazivaju razlicit
stepen agonistima izazvane nishodne regulacije receptora [159].

U ovoj studiji, polimorfizmi Argl6Gly i GIn27Glu ADRB2 gena su ispitivani
u srpskoj populaciji po prvi put [160]. Frekvencije u 16Gli i 27Glu alela u
kontrolnoj grupi su iznosile 53,0 i 27,7%, respektivno, $to se znacajno ne razlikuje
od drugih nalaza u studijama koje su obradivale populaciju belaca (Gly16 alela
60,7% i 27Glu alela 36,1%) [131]. Oba istrazena SNP znacajno odstupaju od HWE i
u kontrolnoj i u studijskoj grupi, jer je dobijeno vise homozigotnih varijanti nego
Sto se ocekivalo. Znacajna odstupanja od HWE za ADRB2 genotipove takode je
prijavljeno u nekoliko razli¢itih studija odrasle populacije [161]. Medutim, otkrili
smo da populacija zdravih muskaraca u ovoj studiji pokazuje HWE kod oba
ADRB?2 polimorfizma. Ova razlika medu polovima u vezi u testiranom HWE u
nasoj zdravoj populaciji moZe se objasniti i analizom razli¢itih evropskih
populacija [161], kojom je utvrdeno da Argl6Gly i GIn27Glu haplotipovi odstupaju
od HWE kod Zena, ali ne i kod muskaraca.

Utvrdena je statisticki znacajna razlika frekvencije genotipova i alela izmedu

pacijenata i kontrolne grupe, kako u grupi svih pacijenata, tako i u grupama
posmatranim po polu:
- Osobe koje su nosioci 27GlIn alela, naro¢ito homozigoti sa GIn27Gln i imaju
znacajan rizik za pojavu astme [OR(95%Cl)za GIn27GlIn 3,0 (1,7-5,3) i za 27GlIn alel
2,5 (1,6-3,8)]. Ovaj rizik je utvrden i kod oba pola, s tim Sto je kod muskaraca
prisustvo ovog genotipa i alela bilo povezano sa nesto vedim rizikom
[OR(95%Cl)za GIn27GIn 4,0 (1,6-10,0) i za 27GlIn alel 3,7 (1,5-6,4)] u odnosu na
zene [OR(95%CI)za GIn27GIn 2,8 (1,4-5,6) i za 27GlIn alel 2,5 (1,4-4,4)].
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- Nosioci Glu27GIn genotipa i 27Glu alela su imali smanjen rizik od pojave
astme [OR(95%CI)za GIn27Glu 0,3 (0,1-0,7) i za 27Glu alel 0,4 (0,3-0,6)]. Ovakav
protektivni efekat 27Glu alela utvrden je i kod oba pola.
- Polimorfizam na Arglé nije bio povezan sa nastankom oboljenja u nasoj
populaciji, tj za polimorfizam 16Arg/Gly nisu uocene razlike u frekvencijama
genotipova i alela izmedu pacijenata sa astmom i kontrolne grupe. Prethodne
studije [115, 137,162] su ukazale na tezu klnicku sliku i veéi broj egzacerbacija, vise
izrazeno u pedijatrijskoj nego u adultnoj populaciji, ali nije jasno da 1li ovaj
polimorfizam utice na pojavu same bolesti.
- Kada je analizirana distribucija kombinacije genotipa, pokazano je da osobe
sa 16Arg/Gly-27GIn/Gln i 16Gly/Gly-27GIn/GIn imaju dvostruko vedi rizik od
nastanka astme, dok rizik za nosioce 16Arg/Gly-27GIn/Glu kombinacije iznosi
oko tre¢inu u odnosu na ostale subjekte; ovi su nalazi konzistentni sa meta
analizom o povezanosti ADRB2 polimorfizma i astme, u kojoj je takode primecéen
nizi rizik od oboljevanja od astme kod 27GIn/Glu heterozigota u poredenju sa
drugim genotipoima, dok nije opisan uticaj Argl6Gly [132]. Ti se podaci uklapaju i
sa studijom kineske populacije u kojoj Argl6Gly polimorfizam nije povezan sa
genetskom sklonos¢u za nastanak decije astme [154]. U studiji o populaciji
meksickih Mestizosa, primecena je povecana ucestalost 27GIn/GIln homozigota
kod astmaticara, dok je 27Glu alel znacajno povezan sa smanjenom
rasprostranjenos¢u dijagnoze astme kod tih nosilaca [163]. Slicno navedenom
nalazu, znacajno visa vrednost PD20 metaholinskog testa i sledstveno nizi stepen
bronhijalne hiperreaktivnosti primecen je kod 27Glu u odnosu na 27GIn
homozygote [164].

Analiza ADRB2 kombinacija pokazala je da je rizik od astme kod osoba sa

kombinacijom Argl6Gli-GIn27Glu priblizno jednak jednoj trecini rizika u odnosu
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na ispitanike sa drugim kombinacijama. Tako su osobe sa 16Arg/Gli-27GIn/Glu
kombinacijama genotipova “zasti¢ene” od astme, verovatno zbog dominantne
uloge 27Glu alela u zastiti od nishodne regulacije receptora [165].

Poznato je iz klinicke prakse da bronhodilatatorni odgovor na ADRB2-
agoniste veoma varira kod astmaticara i zavisi od starosti, pola, etnicke
pripadnosti, tezine bolesti, i doziranja ADRB2-agonista [166].

U nasoj populaciji nije pokazana povezanost izmedu Argl6Gly genotipa i
astme. Ipak, statisticki znacajna razlika uocena je u saudijskoj studiji [167]
posmatrajuéi frekvenciju Argl6Gly genotipova izmedu noénih astmaticara i
zdrave populacije. Osim toga, rezultati istraZivanja provedenih na glatkim
agonistom izazvanu nishodnu regulaciju, [168] dok su 27Glu receptori rezistentni
na ovaj efekat [169].

Nadalje, u nasoj studiji pojedinci koji nose 27GIn/GIn genotip u kombinaciji
sa 16Arg/Gli ili 16Gly/Gli su genotipovi sa znacajnim rizikom za nastanak astme,
najverovatnije zbog sinergisti¢kog uticaja na pomenutu nishodnu regulaciju [166].

Analizom povezanosti ispitivanih polimorfizama ADRB2 receptora i
stepena tezine astme u odnosu na pol i godine starosti moZze se zakljuciti da, sto se
tie stepena teZzine bolesti, odnosno kontrole astme, 27GIn/Glu heterozigoti
pokazuju tendenciju za manje no¢nih simptoma i smanjenje broja hitnih poseta i
hospitalizacija u odnosu na pacijente sa 27GIn/GIn genotipom, kao i na zaSitnu
ulogu u slucaju prisustva 27Glu alela u fenotipu teske astme kod Tajlandana [122].
Rezultati tog istrazivanja su ukazala na GIn27 alel i Gly16/GIn27 kombinaciju kao
faktore rizika u stepenu tezine astme. Protektivna uloga 27GIn/Glu

heterozigotnosti i 27Glu alela otkrivena u nasoj studiji i drugim epidemioloskim
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analizama [173] verovatno se odnosi na znacajnu negativhu povezanost
heterozigotnosti na poziciji 27 [174].

Produzena primena ADRB2-agonista dovodi do tolerancije receptora zbog
gubitka signala transdukcije i/ili njihove desensitizacije. Uticaj starenja na odgovor
na ADRB2 agoniste i druge bronhodilatatore takode je klinicki znac¢ajan kod astme
[169]. Smanjenje reaktivnosti na SABA - albuterol - salbutamol je povezano sa
zivotnim dobom i izrazenije je u starijih pacijenata [171,172]. Od  klinickog je
interesa da se istrazi uticaj ADRB2 polimorfizama na terapiju LABA u kombinaciji
sa ICS, koji poboljsavaju simptome u teskoj astmi.

U analizi ADRB2 polimorfizma i pola, a na osnovu binarnog regresionog
modela za predikciju astme kod odraslih, nezavisni prediktori pojave astme u
nasoj populaciji bili su: prisustvo Gln alela, muski pol i mladi uzrast. Taj se
podatak donekle kosi sa ¢injenicom da je prevalenca astme medju polovima
priblizno jednaka nakon pubereta [175].

U analizi ADRB2 polimorfizma i godina, pacijenti sa astmom - homozigoti
27GIn/GIn bili su statisticki znacajno mladi [godine, medijana (25.-75.percentil):
42,5 (31,0-54,0), p=0,036)] u odnosu na pacijente sa genotipovima 27GIn/Glu [55,5
(45,7-58,0)] i 27Glu/Glu [52,0 (33,0-69,0)]. Ovaj uticaj nije uocen za polimorfizam
16Arg/Gly.

Medutim, uoceno je da su pacijenti koji su imali kombinaciju alela 16Gly-
27GIn bili znacajno mladi [godine, medijana (25.-75.percentil): 38,0 (26,0-55,0)
godine, p=0,043)] u odnosu na pacijente sa kombinacijama alela 16Gly-27Glu [53,5
(34,7-70,5)] 116Arg-27GIn: 45,0 (34,7-56,0)].

Primenom neparametarskog x 2 testa ispitan je uticaj genotipova i
kombinacije alela ispitivanih polimorfizama na pogorSanje astme u ispitivanoj

populaciji pacijenata. Nijedan genotip ili kombinacija alela nije bila povezana sa
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ucestaloS¢u pogorsanja astme u ispitivanoj populaciji pacijenata u nasoj studiji.
Drugi autori su dokazali povezanost prisustva Argl6 alela sa ¢eS¢om pojavom
astme u pedijatrijskoj  populaciji, dok su podaci za adultnu populaciju
nekonzistentni [115,137,162].

Analiza je pokazala zajednicki uticaj polimorfizma Argl6Gly i starosti
pacijenta na parametre ventilacije pri prvoj poseti (FEV1: p=0,043; ACT: p=0,024).
Kod astmaticara mladih od 50 godina utvrdena je statisticki znacajna razlika
izmedu razli¢itih Argl6Gly genotipova (FEV1: p=0,016; ACT: p=0,021), primenom
metode jednofaktorska ANOVA a primenom post-hoc testa za poredenje izmedu
grupa (LSD metoda-least significant difference) u istoj starosnoj grupi utvrdena je
najpovoljnija funkcija pluca kod heterozigota Argl6Gly u odnosu na homozigote
Glyl6Gly (FEV1: p=0,006; ACT: p=0,009), kao i u odnosu na genotip Argl6Arg
(FEV1: p=0,015; ACT: p=0,015). U populaciji pacijenata sa astmom starijih od 50
godina nije pokazan udruZeni uticaj godina i polimorfizma Argl6Gly na funkciju
pluca koja je ispitana prilikom prve posete (FEV1: p=0,465; ACT: p=0,325).

Rezultati analize uticaja primenjene terapije (LABA sa razli¢itim dozama
inhalacionih kortikosteroida i drugi lekovi) na kontrolu astme u zavisnosti od
polimorfizma ispitivanih gena pokazali su sve losiju kontrolu astme sa stepenom
povecanja terapije (sledstveno, sa teZinom klinicke slke) kod pacijenata nosioca
16Arg alela, 27GIn alela i kombinacije alela 16Arg-27GIn, dok su pacijenti koji su
primali druge lekove, imali bolju kontrolu astme, nezavisno od genotipa ili
kombinacije alela.

Nevezano za relativho malu veli¢inu uzorka, najinteresantniji je rezultat
uticaja zivotne dobi i odgovora na LABA+ICS u odnosu na ADRB2 polimorfizam.
Prema nasim rezultatima, [176] prisustvo 27Gln alela kod astmatic¢ara mladih od 50

god. dovodi do boljeg odgovora na LABA+ICS od nosilaca 27Glu alela, gledano
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kroz poboljsanje vrednosti FEV1 i ACT skora. Suprotno, stariji nosioci 27Glu alela
imaju bolji odgovor na LABA+ICS terapiju nego 27GIn nosioci istih godina. Prema
dosadasnjim saznanjima, nalaz povezanosti godina starosti i odgovora na
LABA+ICS terapiju u odnosu na ADRB2 polimorfizam do sada nije publikovan.
Otkriveno je da je kombinacija 16Gly-27Glu povezana sa znac¢ajno ve¢om kratko- i
dugotrajnom desenzitizacijom, dok je kombinacija 16Gly-27GIn nasuprot tome
asocirana sa znacajno nizom kratko- i dugotrajnom desenzitizacijom [176,177]. Ovi
nalazi mogu objasniti zapazanje u nasoj studiji da nosioci 27Gln imaju bolji
odgovor na terapiju ADRB2 agonista. S druge strane, stariji nosioci 27Glu alela su
verovatno manje osetljivi na kratko- i dugotrajnu desenzitizaciju ADRB2, $to moze
objasniti njihov bolji odgovor na LABA+ICS terapiju. Ovo poredenje se mora
interpretirati sa rezervom, jer su korisceni razli¢iti ADRB2 agonisti.

Ako se posmatra uticaj pusenja na efikasnost terapije sa LABA (sa niskom
ili sa srednjom/visokom dozom ICT) i drugih lekova, dobijena je grani¢na
statisticka znacajnost za FEV1 (p=0,078), dok za ACT nije dobijena znacajna razlika
(p=0,209). Pusaci koji su bili na terapiji LABA sa srednjim i visokim dozama
inhalacionih kortikosterida su pokazali najveéi pad pluéne funkcije u trecoj poseti
u odnosu na prvu posetu. Vrlo slicne nalaze su imale i najnovije objavljene studije
[178,179,180] koje se bave povezanos¢u navike pusenja i astme.

U zaklju¢ku, utvrdeno je da 27GlIn alela povecava rizik za nastanak astme u
nasoj odrasloj populaciji. Takode, pokazan je uticaj Zivotne dobi na efikasnost
LABA+ICS u odnosu na ADRB2 polimorfizam. Tako, nosioci 27GIn alela mladi od
50 god imaju bolji odgovor na LABA+ICS terapiju, dok u starijih pacijenata 27Glu
alel dovodi do bolje kontrole astme.

Prema dosadasnjim podacima, nije postignut konsenzus o odnosu

identifikovanih ADRB2 genetskih varijacija i astme. Aleli zajednic¢ki za razlicite
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etnicke grupe mogu da imaju razli¢ite uticaje zbog interakcije sa faktorima sredine
ili drugim genetskim varijantama specifi‘cnim za odredenu etnicku grupu.
Interpretaciju nalaza dodatno otezava neadekvatna procena uticaja sredine, razlike
u rasprostranjenosti alela i haplotipova - kombinacija u razli¢itim populacijama.
Ovo ispitivanje ima odredena ogranicenja: veli¢ina uzorka je relativno mala, nisu
mogli biti razmatrani uticaji spoljasnjih faktora, analizirana su samo dva
polimorfizma, nedostatak prilagodene kontrolne grupe.

Kontradiktorni nalazi u literaturi mogu se pripisati nizu razli¢itih faktora:
razli¢itom terpijskom pristupu, razli¢itim dijagnosti¢kim kriterijumima, razli¢itim
kriterijjumima za ukljudenje, etnickim razlikama koje mogu menjati frekvencu
genotipova i njihovih polimorfizama, razli¢itim instrumentima merenja, postojanju
neprepoznatih komorbiditeta koji mogu uticati na klinicki odgovor, i, na kraju,
razli¢itim laboratorijskim tehnikama za evaluaciju polimorfizama.

Zbog klini¢kog znacaja ispitivanja efikasnosti ADRB2 agonista u terapiji
astme u odnosu na Zivotnu dob i ADRB2 genotip, potrebno je sprovesti ispitivanja
sa vedim brojem ispitanika. Procena odgovora na terapiju ADRB2-agonista sa
starenjem zahteva duZi period pradenja i postojanje veceg broja pacijenata i
definisanih starosnih grupa.

Ovo je prvi put da se objavljuju podaci o frekvenciji polimorfizama
(Glyl6Arg) i (GIn27Glu) u nasoj populaciji, kako medju zdravim osobama, tako i
medu pacijentima obolelim od bronhijalne astme. Ova saznanja bi u buduc¢nosti
potencijalno mogla doprineti razvoju personalizovane terapije astme [183-187].
Zajednicki imenitelj dosadasnjih, pa i najnovijih populacionih genomskih
ispitivanja je nedostatak adekvatno reprezentovanih kohorti ispitanika; s obzirom
da se neke populacijske grupe mnogo ¢esce javljaju kako u pojedinim oboljenjima

(gde je genetska struktura faktor rizika za njihovo ispoljavanje), tako i zbog
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paramedicinskih socijalnih aspekata, gde odredjene grupe nemaju pristup
medicinskoj zastiti, a pogotovo klini¢kim ispitivanjima [188]. Nije bez znacaja ni
¢injenica da je mnogo veca verovatnoca da se publikacija objavi i postane dostupna
medicinskoj javnosti ukoliko prikazuje rezultate koji se ve¢ uklapaju u dosadasnja
iskustva, Sto se narocito odnosi na autore iz medicinski manje razvijenih zemalja
gde ne postoji mogucnost finansiranja istrazivanja koja bi obuhvatila dovoljan broj
ispitanika. Dodatni problem u multikulturalnim sredinama je sve ucestalije
mesovito etnicko poreklo pojedinaca koji ulaze u ovakva ispitivanja [189].

Eventualni Siri doprinos uvodenja metoda genetske analize ADRB2
polimorfizma u Siru klini¢ku praksu, kod selektovanih pacijenata, je ¢injenica da
visoki procenat osoba u opstoj populaciji, kao i pulmoloskih bolesnika, boluje od
kardioloskih oboljenja i stanja koja zahtevaju dugogodisnju upotrebu lekova iz
grupe beta-blokatora, sto bi omogucdilo da se predvidi na koji nacin treba
modulirati terapiju u cilju efikasnijeg lecenja i unapredenja kvaliteta zivota ovih
pacijenata. U buducnosti, na osnovu dobijenih rezultata mo¢i ¢e da se predvidi
kakav ¢e kod pacijenata biti tok bolesti i odgovor na terapiju u zavisnosti od
prisustva odredenih genetickih markera.

Ukratko, broj gena identifikovanih za razli¢ite fenotipove astme i odgovora
na terapiju i dalje je mali. Pored toga, postoji i dalje veliki broj prepreka za
uvodenje personalizovane terapije astme [190]. NajvaZnije od njih uvek su
ekonomske prirode - za ovakve vidove neophodno je postojanje elektronskih baza
podataka, formiranje nacionalnih smernica za terapiju. Verovatno ¢e u bliskoj
buduénosti biti otkriven jo$ veci broj gena identifikovanih kao faktori rizika za
pojavu astme i/ili modulatori terapijskog odgovora. Ve¢ su pomenuti odredeni
metodoloski faktori koji stoje na putu znacajnijeg napretka - mali broj uzoraka u

klinickim ispitivanjima, fenotipska i genotipska heterogenost astme i teSkoce u
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odredivanju funkcionalnih efekata do sada ve¢ potvrdenih genetskih
polimorfizama[191]. Uprkos ovim izazovima, ¢ini se da ¢e se u vrlo bliskoj
buduénosti definisati mnogo veci broj gena uklju¢enih u sve kategorije - od faktora
rizika, do determinacije terapijskog odgovora. Pomenuéemo samo otkrice
potencijalne uloge vitamina D [192] u modulaciji odgovora na ICS $to moze da
bude izuzetno znacajan nalaz ako bude potvrden budué¢im klini¢kim ispitivanjima.
Iako predvidanje terapijskog odgovora na terapiju astme na osnovu genetskih
testova i dalje izgleda kao daleka fikcija, kada se to jednom neminovno bude
dogodilo, za naSeg radnog veka, ili kasnije, od interesa ¢e svakako najpre biti
pacijenti sa teskim za lecenje oblicima astme. Dok su stari lekari, nasi ucitelji,
govorili da se medicina 19. veka bavila spasavanjem Zzivota po svaku cenu,
medicina 20. veka je donela posvecenost kvalitetu Zivota, na medicini 21. veka je
da pronade nacine da sprovede individualizovani pristup terapiji prilagoden
svakom pojedincu.

U zakljuc¢ku, smernice za lecenje razlic¢itih bolesti predstavljaju samo grubi
okvir, kroj, po kome se oblikuje model terapije nalik uniformi, dok je na svakom
prakticaru izazov da svojim umecem od tog opsteg kroja stvori unikatnu kreaciju

koja ¢e nasem pacijentu stajati “kao salivena”.
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6. ZAKLJUCCI

0 prisustvo 27GIn alela i 27GIn homozigotne varijante povecava rizik
za razvoj astme kod odraslih osoba u Srbiji;

0 genotip 16Arg/Gly-27GIn/Glu znacajno je zastupljeniji u zdravoj
kontroli kao zastitni faktor u odnosu na pojavu astme;

0 nosioci alela 27GIn mladi od 50 godina imaju bolji terapijski odgovor
na LABA+ICS od pacijenata sa alelom 27Glu istih godina;

0 nezavisni prediktori pojave astme u nasoj populaciji su: prisustvo
Gln alela, muski pol i mladi uzrast;

0 kombinacija Argl6Gly je u populaciji pacijenata mladih od 50 godina
najpovoljnija sa stanovista disajne funkcije u odnosu na homozigote
Gly16Gly, koji imaju najlosiju funkciju;

0 nije pokazan udruZeni uticaj godina i polimorfizma Argl6Gly na
disajnu funkciju u populaciji pacijenata starijih od 50 godina;

0 pacijenti mladji od 50 godina sa kombinacijom alela 16Gly-27GIn
imaju znacajno nizu vrednost za FEV1;

0 promene vrednosti FEV1 i ACT od prve do trece posete statisticki se
znacajno razlikuju u zavisnosti od prisustva/odsustva 27GIn alela i
starosnih grupa pacijenata;

0 polimorfizam 16Arg nije pokazao udruZeni efekat sa starosnim

grupama na promene FEV1 i ACT u tri uzastopne posete;
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0 utvrdjeno je postojanje trenda da mladi pacijenti bolje reaguju na
lekove koji nisu iz grupe agonista ADRB2 receptora bez obzira na
ispitani polimorfizam ADRB2 receptora;

0 stariji pacijenti koji su nosioci 16Gly-27Glu alela pokazuju bolji
odgovor na terapiju sa agonistima ADRB2 receptora, u odnosu na
mlade pacijente koji imaju istu kombinaciju alela;

0 utvrden je udruzeni negativni uticaj 27Gln alela i starosti kod
primene LABA na FEV1, i ACT;

0 nije dokazan povezani uticaj 16Arg alela i starosti kod primene
LABA niti na FEV1), niti na ACT;

0 analiza uticaja kombinacije alela i starosti kod primene LABA,
pokazala je znacajan udruzeni efekat na FEV1, dok je efekat na ACT
bio na granici statisticke znacajnosti;

0 potvrdena je visoko statisticki znacajna pozitivha korelacija
spirometrijskih parametara ventilacije (FEV1, FEV1/FVC)i rezultata
ACT skora ;

0 prisustvo polimorfizama Argl6Gly i GIn27Glu ne pokazuje udruZzeni

uticaj sa astmom na BMI
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