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SAZETAK

ZNACAJ GENETSKOG POLIMORFIZMA GLUTATION TRANSFERAZA
U NASTANKU BALKANSKE ENDEMSKE NEFROPATIJE

Zorica Relji¢

Cilj: Balkanska endemska nefropatija (BEN) je hroni¢na
tubulointersticijska bolest, endemski prisutna u odredenim seoskim
sredinama Srbije, Bosne, Hrvatske, Bugarske i Rumunije. Kao moguci
faktori rizika za nastanak BEN, smatraju se izlozenost aristolohi¢noj
kiselini i ohratoksinu A (OTA). Potencijalna wuloga enzima koji
metaboliSu ksenobitike, kao §to su glutation transferaze (GST), u
metabolizmu OTA zasniva se na prisustvu konjugata OTA sa
glutationom u krvi i urinu bolesnika sa BEN. Kako, glutation
transferaze imaju potencijal da konjuguju OTA i njegove metabolite, s
jedne strane, i smanje kolicinu slobodnih radikala nastalih u
metabolizmu OTA, s druge strane, postoji mogucnost da GST genotipske
varijante, udruZene sa odsustvom ili niZzom enzimskom aktivnoScu,
mogu da modifikuju individualnu osetljivost za nastanak BEN. Zbog
toga, cilj naSeg istrazivanja je bio da ispita udruzenost genetskog
polimorfizma GSTA1, GSTM1, GSTT1 i GSTPI i rizika za nastanak BEN.
Metodologija: Sprovedena studija slucajeva i kontrola je obuhvatala
207 bolesnika sa BEN i 138 zdravih osoba, stanovnika endemskih
naselja sa negativnom sa BEN porodicnom anamnezom. Svi ucesnici
studije su informisani o ciljevima i oCekivanim ishodima studije i od
njih je dobijen pisani pristanak. Protokol studije je odobrio Eticki
komitet Medicinskog fakulteta (Odluka 6poj 29/VI-13), i istrazivanje je
sprovedeno u skladu sa HelsinSkom deklaracijom (revidiranom

2000. godine).



Polimorfizmi GSTAI, GSTMI1, GSTT1, GSTPI su odredivani u 207
bolesnika sa BEN i 138 zdravih osoba, iz endemskih podrucja. Analiza
GSTM1 i GSTT1 polimorfizma je izvedena KkoriScenjem metode
multipleks reakcije lancanog umnozavanja, dok su polimorfizmi GSTAI
i GSTP1 odredivani metodama analize polimorfizama duzina

restrikcionih fragmenata.

Rezultati: Od ispitivanih GST polimorfizama, jedino je polimorfizam
GSTA1 znacajno udruzen sa rizikom nastanka BEN. Naime, nosioci
GSTA1*B genske varijante, koja je udruzena sa nizom transkripcijom,
imaju 1,6 puta veci rizik za nastanak BEN nego nosioci GSTAI1*A/*A
genotipa (OR = 1,6; CI = 1,0-2,6; p = 0,037). StaviSe, kada se analizira
GSTA1 genotip u kombinaciji sa GSTT1 genotipom, najveci rizik za
pojavu BEN se dobija u nosioca bar jednog mutantnog GSTAI1*B alela
koji imaju GSTT1 aktivni genotip (OR = 2,3; CI = 1,0-5,3; p = 0,046).
Ostali testirani GST polimorfizmi, GSTM1 i GSTPI, nisu znacajno

udruzeni sa rizikom za nastanka BEN.

Zakljucak: Polimorfizmi gena za GSTAl-1 i GSTT1-1 su modulatori
individualne osetljivosti za nastanak Balkanske endemske nefropatije. S
obzirom na dosadas$nja saznanja o mogucoj katalitickoj ulozi GSTA1 u
metabolizmu ohratoksina A, znacaj ovog mikotoksina kao etioloSkog
faktora rizika za nastanak Balkanske endemske nefropatije pruza

mogucnost za dalja istrazivanja.

Kljucne reci: Balkanska endemska nefropatija, biotransformacija,

glutation transferaze, ohratoksin A, genetski polimorfizam.



SUMMARY

THE ROLE OF GENETIC POLYMORPHISMS OF GLUTATHIONE
TRANSFERASES IN THE DEVELOPMENT OF BALKAN ENDEMIC
NEPHROPATHY

Zorica Relji¢

Objective: Balkan endemic nephropathy (BEN) is a chronic
tubulointerstitial disease, recognized as endemic in certain rural areas
of Serbia, Bosnia, Croatia, Bulgaria, and Romania. Despite extensive
research, its etiology is still unknown. Although recent data suggest
aristolochic acid as a putative cause of BEN, evidence also exists in
favor of ochratoxin A (OTA) exposure as risk factor for the disease. The
potential role of =xenobiotic metabolizing enzymes, such as the
glutathione transferases (GSTs), in OTA biotransformation is based on
the presence of OTA glutathione adducts in blood and urine of BEN
patients. Since, glutathione transferase have potential to conjugate OTA
and its metabolites on one hand, and reduce free radicals that originate
from OTA metabolites on the other, it is possible that the GST genotype
variations, with a consequent absent or lower enzyme activities, may
modify individual susceptibility to BEN. Therefore, the aim of our study
was to investigate the association between common GSTAI, GSTMI,

GSTT1 and GSTP1 polymorphisms and BEN susceptibility.

Methodology: The conduced, case-control study comprised 207 BEN
patients and 138 healthy individuals, residents of endemic settlements
with a negative family BEN history. All the participants provided written
informed consent. This study protocol was approved by the Institutional
Review Board (permission number 29/VI-13), and the research was
carried out in compliance with the Helsinki Declaration (as revised in

2000). GSTA1, GSTM1, GSTT1 and GSTPI genotypes were determined in



207 BEN patients and 138 non-BEN healthy individuals, from endemic
regions. The analysis of GSTMI and GSTT1 polymorphisms was
performed using the multiplex polymerase chain reaction method,
while the analyses of GSTA1 and GSTPI polymorphisms were
determined by the polymerase chain reaction - restriction fragment

length polymorphisms.

Results: Among the GST polymorphisms tested, only GSTAl1 was
significantly associated with a higher risk of BEN. Namely, carriers of
the GSTA1*B gene variant, associated with lower transcriptional
activation, were at a 1.6-fold higher BEN risk than those carrying the
homozygous GSTAI1*A/*A genotype (OR = 1.6; CI = 1,0-2,6; p = 0.037).
Moreover, when GSTA1 genotypes are analyzed in combination with
GSTT1 genotype, the highest risk of BEN occurrence is obtained in
carriers of at least one mutant GSTAI1*B allele with the GSTTI active
genotype (OR = 2,3; CI = 1,0-5,3; p = 0,046). The other two common
GST polymorphisms tested, GSTM1 and GSTP1, were not significantly
associated with susceptibility to BEN.

Conclusion: We found that GSTA1 polymorphism was associated with
increased risk of BEN, further suggesting potential role of GSTAl in

OTA biotransformation.

Keywords: Balkan endemic nephropathy, biotransformation,

glutathione transferase, ochratoxin A, genetic polymorphism.
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Znacaj genetskog polimorfizma glutation transferaza u nastanku
Balkanske endemske nefropatije

1. UVOD

1.1 BALKANSKA ENDEMSKA NEFROPATIJA

Balkanska endemska  nefropatija (BEN) je  hroni¢na,
tubulointersticijska bolest bubrega, nepoznate etiologije, koja se javlja
kao porodicna bolest sa endemskom raspodelom na ogranicenom

podrucju Balkana (Slika 1.).
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Slika 1. Podrucja Balkana sa prisutnom endemskom nefropatijom.
(Preuzeto iz: Wikipedia, the free encyclopedia)

Od svih balkanskih zemalja smatra se da je Srbija najugrozenija
ovom boleScu: podaci s podrucja Kolubare ukazuju da se ucestalost
BEN u ovom delu Srbije ne smanjuje (1,2). Ucestalost BEN, poslednjih
decenija, je procenjivana na osnovu podataka o broju osoba s ovim
oboljenjem koje su zapocele lecenje hemodijalizom (HD). Prema izveStaju
registra bolesnika leCenih dijalizama i transplatacijom u Srbiji i Crnoj

Gori iz 2006. godine, bolesnici sa BEN su ¢inili 6,5% populacije koja se
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leci hemodijalizama. Zastupljenost bolesnika sa endemskom
nefropatijom u centrima za hemodijalizu, smeStenih u blizini podrucja
zahvacenih BEN, se znacajno razlikuju od centra do centra (Leskovac
5%, Pozarevac 22,5%, Lazarevac 46%, Bijeljina 64%), Sto je u skladu sa
prvim istrazivanjima koja su, takode, pokazala znacCajne razlike u
ucestalosti ove bolesti u pojedinim endemski zahvacenim podrucjima
(1). Proteklih pedeset godina, primeceno je da se bolest javlja kod sve
starijih osoba i da je njen tok sporiji. Veliki procenat bolesnika sa
endemskom nefropatijom danas ne dozivi terminalnu slabost bubrega
ve¢ umire od kardiovaskularnih bolesti, pa je procena ucestalosti BEN
na osnovu incidencije i prevalencije ove bolesti medu bolesnicima

lecenih hemodijalizama samo grubi pokazatelj ucestalosti bolesti (3).

Vise naucnih studija se bavilo potencijalnim uzrocima nastanka
endemske nefropatije (4-9). Sprovedena istrazivanja od polovine proslog
veka do danas, medutim nisu razjasnila etiologiju ove bolesti. Poslednje
decenije, intenzivho se ispituje pretpostavka da 1li u nastanku
Balkanske endemske nefropatije znacCajnu ulogu imaju interakcije

izmedu gena i faktora spoljasnje sredine.

1.1.1 Faktori spoljasnje sredine
Danas su aktuelne tri hipoteze o mogucem uzroku BEN. Prva od
njih, i ujedno najstarija, pretpostavlja da je ohratoksin A (OTA),

rasprostranjeni mikotoksin,

znacajan faktor rizika za A
nastanak endemske nefropatije.
Naime, nedavno je pokazano da - H
je koncentracija ohratoksina A | “CH,

povecana u serumu bolesnika sa

BEN u odnosu na mnjihove Slika 2. Hemijska strukturna

potomke i kontrolnu grupu (9). formula ohratoksina A.

Iako nema direktnih dokaza o ukljucenosti glutation transferaza (GST)



Znacaj genetskog polimorfizma glutation transferaza u nastanku
Balkanske endemske nefropatije

u metabolizam ohratoksina A (Slika 2.), po hemijskoj strukturi ovo
jedinjenje ima slicnu strukturu supstratima glutation transferaza (10).
Indirektni dokazi u prilog ¢injenice da se ohratoksin A ipak metaboliSe
GST zavisnim putem, su dobijeni u istrazivanju Lebruna i saradnika
(11), koji su pokazali da izlaganje primarnih kultura humanih
urotelijalnih celija OTA wuzrokuje velike interindividualne razlike u
stepenu ostecenja DNK, koje su povezane sa genetskim polimorfizmima

GSTT1, GSTM1 i1 GSTP1I.

Drugi potencijalni uzrok BEN, prepoznat poslednjih godina, je
izlaganje aristolohi¢noj kiselini (AA), koja je prisutna u biljci Aristolochia
clematitis (Slika 3.). Vucja Sapa (Aristolochia clematitis) raste u Zitnim
poljima u endemskim regionima, pa njen sastojak aristolohi¢na kiselina
cesto kontaminira pSeni¢cno brasno (6).
Uocene su velike slicnosti, ali i razlike
izmedu klinicke slike i patohistoloSkog
nalaza nefropatije uzrokovane AA (eng.
aristolochic acid nephropathy — AAN) u
populaciji Kineza i endemske nefropatije
(12-14). Pretpostavke o uceScu glutation
transferaza u metabolizmu ovog
jedinjenja su indirektne i zasnovane na
Cinjenici da je GSTT1 nulti genotip faktor
rizika za pojavu sporo progresivnog

oblika ove nefropatije kod izlozenih

Aimadits . opecimes

osoba (13). Danas je veoma aktuelna
hipoteza o aristolohi¢noj kiselini, kao

Slika 3. Vucja jabuka. .
uzroku BEN (6). Medutim, kako ova

(Preuzeto iz: Wikipedia, the

free encyclopedia.) biljka raste Sirom Evrope, na poljima

kako endemskih tako i ne-endemskih sela, teSko je prihvatiti da je to

jedini ili najznacajniji etioloski faktor (1).
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Treci pretpostavljeni uzrok BEN su policiklicni aromatic¢ni
ugljovodonici (eng. polycyclic aromatic hydrocarbons — PAHs) poreklom
iz lignita (15), koji su dokazani supstrati za GST (16,17). Uzimajuci u
obzir da su u endemskim podrucjima Balkana prisutni rudnici lignita,
poredenjem koncentracija razlicitih PAHs u bunarskoj vodi endemskog
sela Petka u dolini reke Kolubare, sa vodom iz ne-endemskih sela, Tatu
i saradnici (18) su pokazali da su koncentracije razli¢itih policiklicnih
aromati¢nih ugljovodonika 2 - 10 puta viSe u vodi poreklom iz bunara
sela Petka. Medutim, uzrocna veza izmedu BEN i izloZzenosti lignitu

nikada nije nedvomisleno potvrdena.

1.1.2 Metabolizam ohratoksina A

U prilog hipotezi da je izlozenost ohratoksinu A znacajan
faktor rizika u nastanku BEN, govori podatak o prisustvu OTA
specificnih DNK konjugata: ohratoksin A - deoksiguanozin (OTA-dG) i
ohratoksin A - O - 3'- monofosfat - deoksiguanozin (OTA-O-3-dGMP)
(Slika 4.) u bolesnika sa endemskom nefropatijom iz Srbije, Hrvatske i

Bugarske, sa i bez tumora gornjeg urinarnog trakta (12,19).

HO.__O HO__O O. OH
HO.__O NH
N o) N | o) N o N7 “NH
H H . Ho— M HO U N
. o : S g7 N o
-
o N o
OTA-dG N>—S:°
N H
HN H OTA-0-3-dGMP

Cl

G

CUCs es, s rs
N o N fo)
H . H
OH

OTHQ-SG

OTB-SG SG

Slika 4. Hemijske strukturne formule metabolita ohratoksina A i
OTA-specificnih konjugata sa DNK i glutationom.

OTHQ - ohratoksin A-hidrohinon, OTQ — ohratoksin A-hinon.
OTHQ-SG - ohratoksin A-hidrohinon konjugovan sa glutationom,
OTB-SG - ohratoksin A-hinon konjugovan sa glutationom,

OTA-dG - ohratoksin A-deoksiguanozin,

OTA-0O-3-dGMP - ohratoksin A-O-3'-monofosfat-deoksiguanozin.



Znacaj genetskog polimorfizma glutation transferaza u nastanku
Balkanske endemske nefropatije

S druge strane, i pored velike rasprostranjenosti ovog
mikotoksina, sve izloZene osobe nece oboleti od endemske nefropatije
(20). Ovi podaci ukazuju, da pored razlike u kumulativnoj dozi i trajanju
izlozenosti ohratoksinu A, individualna osetljivost, takode, predstavlja

vazan faktor rizika za BEN.

Poznato je da se u ljudi, metabolizam OTA odvija u dva pravca.
Prvi metabolicki put se sastoji od procesa hidrolize (21), pri ¢emu
nastaje ohratoksin a (OTa) i procesa oksidacija (22), ¢iji razli€iti

proizvodi su prikazani na slici S.

(0]

o
OH HO.__O
% l‘ oH HO_O 0 on o O OH O 6 oH o
0 2 HO 0
N o N o

H H R,

OCH; c cl Rs Ry

cl
. 1: 4R-hydroxy-OTA R, =R, = H, R, = OH

. . Ohratoksin A OTa 1m0 :
Aristolohi¢na 2: 4S-hydroxy-OTAR, =R, = H, R, = OH
kiselina 3: 10-hydroxy-OTAR, =R, = H, R, = OH

Slika 5. Hemijske strukturne formule aristolohi¢ne kiseline, ohratoksina A i
metabolita OTA.

U drugom metabolickom putu (Slika 6.), proces bioaktivacije moze
dovesti ne samo do detoksikacije OTA vec¢ i do genotoksic¢nosti ovog
mikotoksina (23). Postoje dokazi o klju¢noj ulozi karboksipeptidaze A u
metabolizmu OTA, koja prevodi OTA u netoksicni metabolit OTa i
fenilalanin. Medutim, mali procenat OTA se nakon bioaktivacije prevodi
u ohratoksin A-hidrohinon (OTHQ, Slika 7.) i ohratoksin A-hinon (OTQ,
Slika 7.). Pretpostavlja se da je bioaktivacija OTA u OTHQ i OTQ
posredovana enzimima I faze detoksikacije: citohrom P 450 oksidazom
1A1 (CYP1A1) i citohrom P 450 oksidazom 3A4 (CYP3A4) u jetri (23), i
verovatno citohrom P 450 oksidazom 3AS5 (CYP3AS5) u bubrezima (24).
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Slika 6. Bioaktivacija ohratoksina A.

Ohratoksin A nije dovoljno reaktivan da stupi u reakciju sa nukleofilima i formira
kovalentnu vezu, narocito ne na poziciji ugljenika C(5). Iako je hlor vezan za ugljenik
C(5) elektronegativan, prisustvo hidroksilne grupe u para - poziciji smanjuje
reaktivnost ugljenika C(5). U procesu bioaktivacije, gubitkom dva elektrona i jona
vodonika (H*) nastaje intermedijerni proizvod 4 (katjon stabilizovan rezonacijom) koji
ima vecu elektrofilnost nego OTA. Nakon reakcije intermedijera 4 sa prisutnim
nukleofilom glutationom (GSH) ili vodom, nastaju OTB-SG ili OTHQ, redom (Dobijeno
ljubaznoscéu D. Opsenice, 2013).

U drugoj fazi detoksikacije dolazi do konjugacije sa glutationom
(GSH), na Sta ukazuje prisustvo konjugata OTHQ i OTA sa glutationom
(OTHQ-SG i OTB-SG, redom) u krvi i urinu obolelih od endemske

nefropatije (25).
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Slika 7. Nastanak konjugata ohratoksin A-hidrohinona sa GSH.

Ohratoksin A-hinon, koji se nalazi u dinami¢kom redoks ekvilibrijumu sa OTHQ,
reaguje sa GSH kao Majklov akceptor pri c¢emu nastaje konjugat OTHQ-SG (Dobijeno
ljubaznoséu D. Opsenice, 2013).
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Za razliku od specificnih konjugata DNK sa ohratoksinom A,
OTHQ-SG i OTB-SG su stabilna jedinjenja i mogu biti markeri
izlozenosti ovom mikotoksinu. Medutim, do sada nije poznato da li su
ova jedinjenja viSe ili manje toksi¢na u odnosu na sam ohratoksin A.
Takode, treba naglasiti da reakcije nastanka OTHQ-SG i OTB-SG mogu
biti katalisane razli¢itim glutation transferazama. Medutim, uprkos toj
¢injenici, uloga ovih enzima kao modulatora individualne osetljivosti za
nastanak nefropatije u metabolizmu ohratoksina A nije proucavana.
Zbog toga je od ogromnog znacaja identifikacija enzima ukljucenih u
metabolizam OTA u ljudi, kao i detaljno poznavanje njihove kataliticke

specificnosti.

1.2 GLUTATION TRANSFERAZE

Glutation transferaze su superfamilija enzima koji ucestvuju u
reakcijama detoksikacije velikog broja elektrofilnih jedinjenja. U
procesima detoksikacije (Slika 8.), najceSce se glutation, najvaznije
unutarcelijsko, neproteinsko jedinjenje sa slobodnom tiol-grupom,
reakcijom konjugacije vezuje za elektrofilne metabolite endogenog i
egzogenog porekla (26,27). Konjugacijom sa glutationom, u vecini
slucajeva, se smanjuje reaktivnost elektrofilnih jedinjenja prema
nukleofilnim grupama u vaznim bioloSkim makromolekulima, kao Sto
su nukleinske kiseline i proteini (28). U vecini tkiva distribucija
izoenzima glutation transferaza nije uniformna, odnosno, izvesni
izoenzimi koji su veoma zastupljeni u jednom organu, u drugim tkivima
mogu biti odsutni ili prisutni u vrlo niskim koncentracijama. Zbog toga,
procese detoksikacije i Stetne efekte elektrofilnih jedinjenja, u velikoj
meri, odreduje odgovarajuci izoenzimski profil glutation transferaza tih

tkiva (29,30).
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Slika 8. Procesi detoksikacije elektrofilnih jedinjenja u kojima ucestvuju
glutation transferaze (31).

(Preuzeto iz: Simi¢ T, Savi¢-Radojevi¢ A, PljeSa-Ercegovac M, Mati¢ M, Mimi¢-Oka J.
Glutathione S-transferases in kidney and urinary bladder tumors. Nat Rev Urol.
2009;6(5):281-9., sa dopustenjem T. Simié¢, 2014.)

Cancer Initiation

1.2.1 Klasifikacija citosolnih glutation transferaza

Humane glutation transferaze su podeljene u tri familije:
citosolnu, mitohondrijalnu i mikrozomalnu familiju. Citosolna familija
GST je dalje podeljena na sedam klasa: Alfa, Mi, Omega, Pi, Sigma, Teta
i Zeta klasu (32). Klasifikacija citosolnih glutation transferaza je
izvrSena na osnovu primarne strukture. Clanovi iste klase mogu imati
viSe od 90% identicnih sekvenci. Na osnovu kriterijuma Mannervika i
saradnika (33) o postojanju minimuma od 50% identi¢nih sekvenci u
okviru iste klase GST, svi poznati eksprimirajuc¢i humani geni jedne
klase GST su grupisani (eng. clustered) na jednom hromozomu. StaviSe,
ekson/intron strukture gena glutation transferaza jedne klase su
medusobno slicne dok se razlikuju od ekson/intron strukture gena

drugih klasa (32).
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Nomenklaturom, klase GST se obelezavaju slovima grckog
alfabeta (alfa, mi, pi...) ili velikim slovima latinice (A, M, P...). Pripadnici
jedne klase se medusobno razlikuju na osnovu obelezavanja subjedinica
arapskim brojevima (npr. enzim GSTA1-2 pripada klasi alfa i sastoji se
od subjedinica 1 i 2) (32).

Proizvodi ekspresije GST gena su razli¢iti izoenzimi GST koji se
medusobno razlikuju po svojih strukturnim, fizicko-hemijskim i
imunoloskim osobinama. Kataliticki aktivni proteini su dimeri
subjedinica iste klase. Termin “izoenzimi’, kada su u pitanju glutation
transferaze, moze se koristiti samo u slucajevima kada se govori o
glutation transferazama koje su kodirane istim genom, a nastale su
alternativnim isecanjem (eng. alternative splicing) prekursorske iRNK ili
kada se radi o binarnim kombinacijama subjedinica kodiranih razli¢itim
GST genama (34,35). Razlog za ogranicenu primenu termina “izoenzimi”
jeste u samoj definiciji ovog termina. Naime, izoenzimi predstavljaju
razli¢ite forme jednog enzima koji kataliSu iste reakcije, dok razlic¢ite
GST pokazuju razlicitu specificnost prema supstratima i kataliSu
razliCite tipove hemijskih transformacija (32). Na osnovu anegdote
starih Grka da '"lisica zna mnogo stvari, a jez jednu, ali veliku",
Josephy (10) smatra glutation transferaze "lisicama" jer su sposobne da
kataliSu biotransformaciju brojnih supstanci, koje pripadaju razli¢itim
hemijskim grupama jedinjenja.

Kod Jjudi je do sada identifikovano 16 gena koji kodiraju glutation
transferaze citosolne familije. U vecini tih gena prisutni su funkcionalni

genetski polimorfizmi (36-42).

1.3 POLIMORFIZMI SEKVENCE DNK

Dogovoreno je da je genetski polimorfizam koegzistencija
najmanje dve geneticke varijante sekvenci (alela) u populaciji s
ucestaloScu najredeg alela medu njima vecom od 1%, a pod uslovom da

se takva ucestalost nije mogla odrzati samo ponovljenim mutacijama.
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U humanom genomu postoje razliciti tipovi genetskih varijacija
(Tabela 1.) (43,44,45). Brojcano najceSc¢i polimorfizmi su tackasti
polimorfizmi odnosno polimorfizmi jednog nukleotida (eng. single

nucleotide polymorphisms - SNPs).

Tackasti polimorfizmi nastaju zamenom jednog nukleotida drugim
i u najvecem broju slucajeva, SNPs imaju dva alela u lokusu. Ucestalost
redeg alela moze biti bilo koja vrednost niza od 50%. Zbog prirodne
selekcije i Cinjenice da se vecina SNPs ne nalazi u kodirajucim ili
regulatornim sekvencama, ne ocekuje se da ce ceSc¢i alel imati bilo
kakav vazan fenotipski efekat. Medutim, ponekad mehanizam prednosti
heterozigota moze stvoriti stabilan polimorfizam iako je alel Stetan kada
je u homozigotnoj formi. Naime, to se deSava kada asimptomatski
nosioci recesivnog alela imaju pod odredenim wuslovima spoljasnje

sredine neku prednost u odnosu na neaficirane homozigote (46).

Ponekad, SNPs mogu da se nalaze u okviru sekvenci koje
prepoznaje neki restrikcioni enzim. Posledica tih SNPs, poznatih kao
polimorfizmi duzina restrikcionih fragmenata (eng. restriction fragment
length polymorphisms - RFLPs) ili polimorfizmi restrikcionog mesta
(eng. restriction site polymorphisms - RSPs), je nastanak ili gubitak
restrikcionog mesta. Naime, ako se SNP nalazi u okviru sekvence za
koju se vezuje restrikcioni enzim, dejstvom enzima stvaraju se DNK
fragmenti razlicitih duzina, koji se zahvaljujuci razliitoj pokretljivosti
razdvajaju u toku elektroforeze.

Od SNPs, slozenije genetske varijante su delecioni ili insercioni
polimorfizmi, koji mogu biti posledica insercije ili delecije ne samo
jednog nukleotida vec i dela hromozoma. Delecije koje su vece od 1 kb
nazivaju se varijante broja kopija (eng. copy number varijants - CNVs) i
nastaju najcesSce usled nejednakog krosingovera ili nejednake razmene
izmedu sestrinskih hromatida (eng. unequal sister chromatid exchange)

(44,46).
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Tabela 1. Genetske varijacije u humanom genomu.

Tip genetske varijacije

Definicija

Frekvencija u humanom
genomu

SNP

Varijacija u jednom baznom
paru nadena u viSe od 1%
hromozoma date populacije.

~ 10 miliona SNPs u humanoj
populaciji

Insercija ili delecija (eng.
insertion/ deletion variant
InDel)

Delecija ili insercija segmenta
DNK.

Ne ukljucuje samo male
polimorfne promene vec i velike
hromozomske aberacije.

InDel veci od 1 kb se ¢esto
naziva CNV (eng. copy number
variant).

~ 1 milion

insercionih /delecionih
polimorfizama vec¢ih od 1bp u
humanom genomu

Polimorfni mikrosateliti t;j.
polimorfizam kratkih tan-
demskih ponovaka (eng.
short tandem repeat
polymorphisms - STRPs)

Sekvence koje sadrze
varijabilan broj ponovaka
velic¢ine od 1 - 6 bp ¢ija ukupna
duzina je manja od 200 bp.

> 1 milion mikrosatelita u
humanom genomu

~ 150000 STRPs u humanom
genomu

Minisateliti i varijabilan broj
tandemskih ponovaka (eng.
variable numbers of tandem
repeats - VNTRs)

Polimorfne sekvence koje
sadrze 20 - 50 kopija ponovaka
veli¢ine od 6 - 100 bp

~ 150000 minisatelita, od
kojih je ~ 20% polimorfno

»Multisite“ varijanta (eng.
multisite variant - MSV)

Kompleksne, SNP slicne
varijacije sekvenci u
segmentalnim duplikacijama
genoma

Broj MSVs je trenutno
nepoznat

Strukturne varijante
intermedijarne veli¢ine (eng.
intermediate-sized structural
variant - ISV)

Inverzije, delecije ili insercije
sekvence DNK vece od 8 kb

297 ISVs je identifikovano u
humanom genomu referentne
sekvence kori§¢enjem humane
fosmid DNK genomske
biblioteke (eng. human fosmid
DNA genomic library)

CNV; polimorfizam broja ko-
pija (eng. copy number
polymorphism - CNP), veliki
CNV (eng. large-scale - LCVs)

Promene u broju kopija vece od
1 kb. Kada je frekvencija CNV
veca od 1% naziva se CNP.
LCVs su CNVs ¢ija je velic¢ina
priblizna ili ve¢a od 50 kb.

~ 75000 CNVs vecih od 50 kb
u humanom genomu

Obrnut redosled segmenta DNK

Procene za frekvencije
mikroskopski detektibilnih

Inverzije nastao zbog prekida na dva inverzija su od 0,12-0,7% za
mesta u hromozomu pericentricne i od 0,1-0,5% za
paracentri¢ne
Razmena fragmenta DNK 1/500 je heterozigot za
Translokacija izmedu dva razli¢ita reciprocnu translokaciju i

hromozoma

1/1000 je heterozigot za
Robertsonovu translokaciju

Nebalansirane strukturne
aberacije

Promenjena ukupna koli¢ina
hromozomskog materijala
(manjak ili viSak DNK)

Nebalansirane aberacije se
javljaju u priblizno 1/1500
zivorodene dece
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Razlike koje postoje u DNK sekvenci razli¢itih ljudi, ¢ineci ih
jedinstvenima, u vecini slucajeva nemaju efekat. Neke od razlika u
humanom genomu uticu na fenotip, stvaraju¢i normalan rang genetski
determinisanih osobina koje svakog od nas ¢ine jedinkom, dok su neke
patogene, bilo da su same uzrok bolesti ili da ¢ine njenog nosioca
predisponiranim za odredenu bolest, koja se u zavisnosti od prisustva
drugih gena, zivotnog stila nosioca, faktora spoljasSnje sredine ili

jednostavno srece moze ali i ne mora ispoljiti.

1.3.1 Polimorfizmi sekvence DNK i oboljenja coveka

Procenjuje se da su mutacije u nasSim genima odgovorne za oko
6000 jasno definisanih naslednih bolesti i da polimorfizmi sekvence
DNK mogu uticati na predispozicije za razvoj hiljade drugih bolesti.
Genetski uticaj moze biti jedini dovoljan faktor za ispoljavanje bolesti, ili
samo neznatna komponenta iz skupa razli¢itih faktora udruzenih sa
multifaktorijalnim bolestima. Genetski faktori u multifaktorijalnim
bolestima su uglavnom predstavljeni kombinacijama polimorfizama
sekvence DNK koji mogu imati kumulativan efekat (47). Izmedu
genetskih faktora i faktora spoljasnje sredine moguce su razlicCite
interakcije. Zbog toga, efekti genetske predispozicije za nastanak
odredene bolesti u prisustvu faktora rizika, kao i efekti faktora rizika u
prisustvu genetske predispozicije zavise i od medusobne interakcije
(antagonizma ili sinergizma) izmedu gena i faktora rizika (48,49).
Otkrivanje razli¢itih interakcija izmedu gena i faktora spoljasnje sredine
je veoma znacajno za zastitu javnog zdravlja (50). Naime, poslednjih
decenija, mnoga istrazivanja ukazuju da su odredeni SNPs povezani sa
povecanim rizikom za razvoj kardiovaskularnih bolesti (51), nefrotskog
sindroma (52), razli¢itih malignih oboljenja (53-57). Primenom saznanja

dobijenih proucavanjem genetskih polimorfizama, faktora rizika i
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njihovih medusobnih interakcija moguce je sprovesti skrining (eng.

screening) osoba sa povecanim rizikom za odredene bolesti (58, 59).

1.4 GENETSKI POLIMORFIZAM GLUTATION TRANSFERAZA

Vec izvesno vreme se pretpostavlja da razlicita ekspresija
odredenih izoenzima glutation transferaza uzrokovanih genetskim
polimorfizmima, mogu uticati na predispoziciju za nastanak razli¢itih
oboljenja koja su direktno povezana sa faktorima sredine, kao Sto su i
duvanski dim, izduvni gasovi i drugi polutanti spoljasnje sredine (60).
Kod ljudi, genetski polimorfizmi su prisutni u vecini gena razlic¢itih
klasa glutation transferaza, od kojih su klinicki najznacajniji delecioni
polimorfizmi GSTM1 i GSTT1 gena i funkcionalni polimorfizmi jednog
nukleotida GSTAI i GSTP1 gena.

1.4.1 Genetski polimorfizam GSTA1

Humani geni glutation transferaza alfa klase ¢ine grupu od pet
gena (GSTAI1-AY), lokalizovanu na hromozomu 6 (42). Dve genetske
varijante GSTA1 (GSTAI*A i GSTA1*B), koje se sastoje od tri vezana
SNP: G-52A, C-69T i T-567G u proksimalnom promoteru, imaju za
posledicu kvantitativne razlike u ekspresiji i aktivnosti enzima (41,61).
Dok zamena baze na poziciji -52 uzrokuje cetiri puta nizu hepaticnu
ekspresiju u promoterskoj aktivnosti GSTAI*B varijante, posledica
SNP C-69T je nastanak Eam 11041 restrikcionog mesta u GSTA1*B alelu
(41). Distribucije ucestalosti alelnih varijanti GSTAI bazirane na analizi
polimorfizama duzina restrikcionih fragmenata se razlikuju izmedu
pripadnika razlicitih rasa. Dok pripadnici bele i crne rase imaju slicnu
ucestalost homozigota GSTAI1*B alela (GSTA1 TT genotip), najmanju
ucestalost GSTA1 TT genotipa imaju pripadnici zute rase (41,61,62).

Enzim GSTA1l-1 kataliSe detoksikaciju razlicitih diol-epoksida -

kancerogenih metabolita policiklicnih aromati¢nih ugljovodonika (16).
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Od N-oksidovanih heterociklicnih aromati¢nih amina, GSTAIl-1
inaktivira  jedino N-acetoksi-PhIP  (N-acetoksi-2-amino-1-metil-6-
fenilimidazo [4,5-b]piridin), koji nastaje pri termickoj obradi mesa (63).
GSTA1-1 deluje kao klju¢ni citosolni enzim jetre u sistemskim glutation
zavisnim detoksikacijama ksenobiotika endogenog i egzogenog porekla i
antioksidantnoj zastiti, naroCito u osoba bez konstitutivne ekspresije
GSTM1-1, nastale zbog delecije GSTM1 gena. Zbog nedovoljne sistemske
detoksikacije N-acetoksi-PhIP u jetri kod osoba sa GSTA1 TT genotipom,
Coles i saradnici (64) su pretpostavili da su osobe sa nizom ekspresijom
GSTA1-1, nastalom wusled genetskog polimorfizma GSTAI, izlozene
povecanom riziku nastanka kolorektalnog karcinoma. Naime,
izoenzimski profil GST sa veoma niskom ekspresijom GSTA1l-1
u celijama kolona (65), s jedne strane, i povecana izlozenost
kancerogenima, s druge strane, mogu dovesti do stvaranja DNK-PhIP
konjugata i povecanog rizika za nastanak kolorektalnog karcinoma u

osoba sa GSTA1 TT genotipom (63,64,66).

1.4.2 Genetski polimorfizam GSTM1

Pet izoenzima mi klase je kodirano grupom gena (GSTM1-5), koja
je lokalizovana na hromozomu 1 (67). Za genetske polimorfizme GSTM1
odgovorna su cetiri razlicita alela u GSTM1 genskom lokusu (GSTM1*A,
GSTM1*B, GSTM1*1x2 i GSTM1*0). Dok aleli GSTM1*A i GSTMI1*B
kodiraju funkcionalno identicne proteine, koji se razlikuju samo u
jednoj aminokiselini p.K173N (68), McLellan i saradnici (38) su opisali
veliku enzimsku aktivnost u dve osoba iz Saudijske Arabije nastale zbog
prisustva dva funkcionalna GSTM1 gena u tandemu (alel GSTMI1*1x2) i
zakljucili da fenotip sa velikom enzimskom aktivhoScu, zbog brze
detoksikacije, potencijalno moze imati veci protektivni efekat prema
kancerogenima. Nasuprot velikoj enzimskoj aktivnosti, gubitak

enzimske aktivnosti GSTM1-1 se pripisuje homozigotnoj deleciji gena
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GSTM1 (36). Za GSTM1*0 alel se spekulise da je rezultat homolognog
nejednakog krosingovera GSTM1 i GSTM?2 lokusa, koji se nalaze fizicki
jedan blizu drugoga i imaju 99% identicnu nukleotidnu sekvencu
(67,69). Priblizno polovina pripadnika bele i Zute rase je bez prisutnih
aktivnih alela (GSTM1 nulti genotip), dok je najmanja ucestalost GSTM 1
nultog genotipa (24%) prisutna kod pripadnika crne rase (70).

U vecini istrazivanja, primarna hipoteza je da osobe sa GSTM1I
nultim genotipom, zbog nedostatka konstitutivne ekspresije GSTM1-1,
imaju veci rizik za nastanak karcinoma zbog nemogucnosti adekvatne
detoksikacije kancerogenih diol-epoksida nastalih u metabolizmu
policiklicnih aromati¢cnih ugljovodonika (58). Medutim, kako su
izotiocijanati, nastali razgradnjom glukozinolata prisutnih u povrcu,
supstrati glutation transferaza i znacajni induktori GST i drugih
detoksikacionih enzima, pretpostavlja se da GSTMI nulti genotip
udruzen sa snizenom aktivnoSéu enzima, mozda produzavanjem
polu-zivota izotiocijanata doprinosi potencijalno vecoj hemoprotektivnoj
ulozi povréa (71,72). Naime, istrazivanje Seowa i saradnika (73) je
pokazalo da je povecan unos izotiocijanata iz povréa udruzen sa nizim
rizikom za nastanak kolorektalnog karcinoma u osoba sa GSTM1 nultim

i GSTT1 nultim genotipom.

1.4.3 Genetski polimorfizam GSTP1

U genskom lokusu GSTPI lokalizovanom na hromozomu 11,
Ali-Osman 1 saradnici (74) su identifikovali tri genetske varijante
(GSTPI1*A, GSTP1*B i GSTP1*(C), koje se sastoje od dva SNP: Ille105Val
i Alall4Val. Pored genetskih varijanti GSTPI*A (105lle/114Alq),
GSTP1*B (105Val/114Ala), GSTPI1*C (105Val/114Val), kod ljudi je
otkrivena i Cetvrta varijanta GSTP1*D (105Ile/114Val) (40). Posledica
SNP A1578G (Ile105Val) je nastanak Alw26I restrikcionog mesta u
GSTPI1*B i GSTP*C genetickoj varijanti (GSTPI Val). Ucestalost GSTP1I
Ile/Ile genotipa u populaciji bele rase je oko 51%, GSTP1 Ile/Val
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genotipa 42% 1 GSTP1 Val/Val genotipa 7%, najvecu zastupljenost
GSTP1 Val/Val genotipa imaju pripadnici crne, a najmanju pripadnici
zute rase (40).

Aktivnost GSTP1-1 koji na poziciji 105 ima valin je viSa prema
diol-epoksidima policiklicnih aromati¢nih ugljovodonika, dok je prema
1-hlor-2,4-dinitrobenzenu (eng. I-chloro-2,4-dinitrobenzene - CDNB),
supstratu vecine citosolnih GST, niza (75). Razlike u efikasnosti prema
razli¢itim supstratima su uocCene i ranije u istrazivanju Zimniaka i
saradnika (76), koji su pretpostavili da su razlike u aktivnosti enzima
nastale usled promene hidrofobnosti mesta za vezivanje elektrofilnog
supstrata. Najvazniji supstrati GSTP1-1, diol-epoksidi policiklicnih
aromaticnih ugljovodonika mogu biti neplanarni i planarni. Hu i
saradnici (77), su pokazali da je hGSTP1-1 (I104,A113) varijanta
najefikasnija u detoksikaciji neplanarnih diol-epoksida policiklicnih
aromati¢nih ugljovodonika, koji su mutageniji i kancerogeniji u odnosu
na odgovarajuce planarne diol-epokside (78). Zbog toga su zakljucili da
je za aktivnost razli¢itih varijanti hGSTP1-1 vazan oblik molekula
diol-epoksida policiklicnih aromati¢nih ugljovodonika. Kako se hemijski
sastavi policiklicnih aromati¢énih wugljovodonika iz razli¢itih izvora
(duvanski dim, nepotpuno sagorevanje organskih goriva) medusobno
razlikuju, rezultati iz nekoliko studija su ukazali da rizik nastanka
karcinoma kod osoba sa odredenim GSTPI genotipom zavisi od
hemijskog sastava policiklicnih aromati¢nih ugljovodonika kojim je
osoba izlozena (77,79,80).

Rezultati istrazivanja in vivo, Hu i saradnika (81) su pokazali
da je hGSTP1-1(V104,V113) efikasniji u konjugaciji glutationa i
(+)-anti-benzo[a]piren-7,8-dihidrodiol-9,10-epoksida [(+)-anti-BPDE] u
Hep G2 celijama i time u prevenciji modifikacija DNK indukovanih
(+)-anti-BPDE nego hGSTP1-1 (I104,A113) ili GSTP1-1(V104,A113).

Kako su modeli in vivo blizi fizioloSkim uslovima nego modeli in vitro,
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pretpostavili su da bi incidenca karcinoma trebalo da je niza u osoba sa

prisutnim valinom na poziciji 105 (81).

1.4.4 Genetski polimorfizam GSTT1

Dva c¢lana teta klase solubilnih glutation transferaza su kodirana
genima (GSTT1-2), lokalizovanim na hromozomu 22 (82). U detoksikaciji
pesticida (metil-bromida, etilen-dibromida, etilen oksida) ucestvuju
citosolne glutation transferaze teta klase (GSTT1-1) (37,83,84,85). Za
"konjugator" i "ne-konjugator" fenotipove, rezultati istrazivanja Pemble i
saradnika (37) su pokazali da je odgovoran delecioni polimorfizam
GSTT1 gena. Osobe sa homozigotnom delecijom GSTT1 gena su bez
GSTT1-1 zavisne enzimske konjugacije ksenobiotika sa glutationom,
zbog cega je u tih osoba smanjena mogucnost detoksikacije brojnih
kancerogena: 1,2-epoksi-3-buten (metabolit 1,3-butadiena, koji je
kancerogen prisutan u divanskom dimu), etilen oksida, metil-bromida.
Takode je pokazano da je gubitak aktivnosti GST1-1, usled homozigotne
delecije GSTTI1 gena, udruzen sa hromozomskim promenama u
limfocitima (84,85,86). Homozigotna delecija GSTT1 gena je prisutna u
oko 20% pripadnika bele i crne rase, dok je GSTT1 nulti genotip
najviSe zastupljen u pripadnika zute rase (87,88). Osim delecionog
polimorfizma GSTT1 gena (GSTTI1*0 alel), opisan je i funkcionalni
genetski polimorfizam nastao supstitucijom jednog nukleotida
(GSTTI1*A 1 GSTT1*B aleli) (89). Za osobe sa GSTT1*A/*A genotipom je
pokazano da imaju dva puta visu kataliticku aktivnost prema metil-
-hloridu nego osobe sa GSTT1*A/*B genotipom, dok su eritrociti osoba
sa GSTT1*0/*B genotipom bez enzimske aktivnosti GSTT1-1 prema
metil-hloridu. Gubitak enzimske aktivnost se pripisuje promeni
konformacije enzima, koja je nastala usled supstitucije treonina

prolinom (89).

Za razliku od detoksikacije mono-halogenih derivata alifaticnih

ugljovodonika, GSTT1-1 ucestvuju u bioaktivaciji halogenih derivata
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alifaticnih ugljovodonika sa dva ili viSe atoma halogena. Bioaktivacijom
nastaju nestabilna, reaktivna jedinjenja sa sulfonijum jonom, koja
reaguju sa nukleofilnim grupama makromolekulima, DNK i proteina
(90-93). Zbog toga, u zavisnosti kojim jedinjenjima su osobe sa GSTT1I
nultim genotipom izlozene, rizik za razvoj karcinoma mokracne besSike

moze biti snizen ili poviSen (94,95).

1.5 GENETSKI POLIMORFIZAM GLUTATION TRANSFERAZA U
BALKANSKOJ ENDEMSKOJ NEFROPATIJI

Znacaj genetskih polimorfizama GSTM1, GSTT1, GSTP1 u proceni
rizika za nastanak Balkanske endemske nefropatije, je ispitivan u svega
nekoliko studija (96, 97), dok o ispitivanju distribucije GSTAI genotipa
u literaturi ne postoje podaci. Medutim, s obzirom na znacajnu
ekspresiju GSTA1-1 u proksimalnim tubulima (98), koji su primarno
oSteceni u endemskoj nefropatiji, kao i ulozi GSTA1l-1 u sistemskoj
detoksikaciji ksenobiotika, od velikog je znacaja ustanoviti da li genetski
polimorfizam GSTA1 utiCe na rizik za nastanak Balkanske endemske

nefropatije.

Dve grupe bugarskih istrazivaca ispitivale su genetske
polimorfizme glutation transferaza u Balkanskoj endemskoj nefropatiji
(96,97). Andonova i saradnici (96) su sproveli istrazivanje u studiji
slucajeva i kontrola (eng. case-control study) koja je imala kontrolnu
grupu sa endemskog podrucja (54 pacijenata sa BEN i
104 kontrola), dok je u studiji istrazivacke grupe Toncheve (97)
kontrolna grupa bila sa ne-endemskog podrucja (95 pacijenata sa BEN
i 112 kontrola). Rezultati njihovih studija su pokazali da je
zastupljenost bolesnika sa prisutnim aktivnim alelom GSTMI veca u
odnosu na kontrolnu grupu, s tim Sto su rezultati istrazivanja
Andonove i saradnika (96) pokazali da je veca ucestalost GSTMI
aktivnog genotipa u bolesnika i statisticki znacajna. Zbog znacajno

manje zastupljenosti GSTM1 nultog genotipa u bolesnika sa BEN,

18



Znacaj genetskog polimorfizma glutation transferaza u nastanku
Balkanske endemske nefropatije

zakljucak Andonove i saradnika (96) je da su osobe bez prisutnih

aktivnih alela GSTM1 zasticenije od nastanka endemske nefropatije.

Povezanost GSTM1 nultog genotipa sa povecanim rizikom za
nastanak karcinoma mokracne beSike je potvrdena u mnekoliko
genetsko-epidemioloskih studija (94,99,100). Medutim, iako je
pokazana povezanost izmedu BEN i tumora urotelijuma (TU) (101), u
literaturi ne postoje podaci o povezanosti genetskih polimorfizama
glutation transferaza i rizika za nastanak tumora kod bolesnika sa
endemskom nefropatijom. Kako je puSenje jedan od najznacajnijih i
najviSe ispitivanih faktora rizika za nastanak karcinoma urotelijuma, s
jedne strane, i kako su kancerogeni duvanskog dima supstrati za gotovo
sve ispitivane izoenzime glutation transferaza (102), s druge strane,
istrazivanje uticaja genetskih polimorfizama GST bi neosporno doprinelo
rasvetljavanju ne samo etiologije tumora urotelijuma nego i endemske
nefropatije. Interesantno je takode, da uprkos ¢injenici da se GSTM1-1 i
GSTA1-1 preklapaju u pogledu specificnosti prema diol-epoksidima
policiklicnih aromati¢nih ugljovodonika lignita, koji su pretpostavljeni
uzrok endemske nefropatije (101), nema podataka da li genetski
polimorfizmi ovih enzima imaju kumulativni efekat na rizik za nastanak

BEN i udruzenih tumora urotelijuma.

Balkanska endemska nefropatija je bolest zemljoradnika (103). Za
zemljoradnike je pokazano da viSe umiru od hroni¢ne slabosti bubrega
i malignih tumora wurotelijuma, najverovatnije zbog izloZzenosti
pesticidima (104). Jedina izvedena epidemioloSka studija o genetskom
polimorfizmu GSTTI u endemskoj nefropatiji, nije pokazala znacajne
razlike u distribuciji ucestalosti GSTT1 genotipa izmedu bolesnika sa
BEN i kontrolne grupe sa endemskog podrucja (96). Medutim, kako je u
bugarskoj studiji bilo uklju¢eno samo 54 bolesnika sa BEN i zbog
udruzenosti malignih tumora urotelijuma sa BEN, s jedne strane, i

prisustva karcinoma mokracne beSike u osoba izloZzenih pesticidima
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(94), s druge strane, potrebno je sprovesti studiju sa vecim brojem
ispitanika.

U literaturi, osim istrazivanja Andonove i saradnika (96), ne
postoje drugi podaci o ispitivanju polimorfizma GSTPI u endemskoj
nefropatiji. Epidemioloska studija sprovedena u Bugarskoj nije pokazala
razlike u distribuciji ucestalosti GSTP1 genotipa izmedu bolesnika sa
endemskom nefropatijom i kontrolne grupe (96). O genetskom
polimorfizmu GSTPI u nastanku karcinoma mokraénih puteva,
u istrazivanjima su dobijeni kontradiktorni rezultati (105-108). Moguce
objasnjenje nekonzistentnih rezultata je da se hemijski sastavi
policiklicnih aromati¢nih ugljovodonika iz razliitih izvora (duvanski
dim, nepotpuno sagorevanje organskih goriva) medusobno razlikuju i da
rizik nastanka karcinoma kod osoba sa odredenim GSTPI genotipom
zavisi od hemijskog sastava policiklicnih aromati¢nih ugljovodonika
kojim je osoba izlozena (77,79,80). Zbog znacajne ekspresije GSTP1-1 u
epitelu mokracnih puteva i distalnim tubulima bubrega (98,109) i
detoksikacije dokazanih uroepitelnih kancerogena: akroleina, diol-
-epoksida  policiklicnih aromati¢nih  ugljovodonika i pojedinih
organofosfatnih pesticida (110-113), ispitivanje genetskog polimorfizma
GSTP1 1Ile105Val bi doprinelo rasvetljavanju etiologije endemske

nefropatije.

Istrazivanje povezanosti izmedu polimorfizma GST i nastanka
BEN bi pomoglo ne samo odredivanju znacaja ovih enzima kao
modulatora individualne osetljivosti za nastanak nefropatije vec bi i
indirektno ukazalo na potencijalni uzrok endemske nefropatije na
naSem podrucju.

Da bismo rasvetlili ulogu polimorfizma razli¢itih klasa GST u
endemskoj nefropatiji, u naSem istrazivanju smo se bavili proucavanjem
izolovanih i kumulativnih uticaja polimorfizma GSTAI, GSTM1, GSTPI i

GSTT1 u nastanku i prognozi Balkanske endemske nefropatije.
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2. CILJEVI

Ciljevi ove genetsko-epidemioloske studije su:

1. Da se ustanovi distribucija genetskih polimorfizama GSTA1, GSTM1,
GSTT1 i GSTP1 kod bolesnika sa Balkanskom endemskom
nefropatijom i pripadnika odgovarajuce kontrolne grupe;

2. Da se ispita da li je prisustvo odredenog genotipa glutation
transferaza, nezavisno ili u kombinaciji sa genotipovima drugih
glutation transferaza, udruzeno sa povecanim rizikom za nastanak i
prognozu Balkanske endemske nefropatije;

3. Da se ispita da li je prisustvo odredenog genotipa glutation
transferaza, nezavisno ili u kombinaciji sa genotipovima drugih
glutation transferaza, udruzeno sa povecanim rizikom za nastanak
tumora urotelijuma u bolesnika sa Balkanskom endemskom

nefropatijom.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1 SELEKCIJA ISPITANIKA

Sprovedena je studija slucajeva i kontrola, u koju je bilo
ukljuceno 207 bolesnika sa dijagnozom Balkanske endemske
nefropatije sa podrucja Bijeljine, Samca i Lazarevca. Kriterijumi za
ukljucCivanje ispitanika u studiju su bili epidemioloski, klinicki i
ehosonografski verifikovano prisustvo endemske nefropatije (114).
Bolesnici sa BEN su leceni u dva centra za hemodijalizu Republike
Srpske (Bijeljina i Samac) i u jednom centru Republike Srbije
(Lazarevac). Kontrolnu grupu je cinilo 138 ispitanika, stanovnika
endemskih podruc¢ja sa negativhom porodicnom anamnezom za BEN.
Mecovani po uzrastu i polu (+/-2 godine), ispitanici kontrolne grupe su
ukljuceni u studiju u toku sistematskih pregleda odraslih stanovnika
endemskih sela istih endemskih regiona, koji su sprovedeni od januara
do decembra 2012. godine, u cilju ranog otkrivanja BEN i drugih
hroni¢nih bolesti bubrega. Kriterijumi za ukljuc¢ivanje osoba koje su
saCinjavale kontrolnu grupu su bili klinicki, laboratorijski i
ehosonografski verifikovano odsustvo endemske nefropatije, kao i

drugih bubreznih bolesti, hipertenzije, dijabetesa i malignih tumora.

Studija je planirana u skladu sa etickim standardima datim u
revidiranoj verziji HelsinSke deklaracije iz 2000. godine i sa pravilima
Etickog komiteta Medicinskog fakulteta u Beogradu (Odluka broj
29/VI-13). Bioloski materijal, koji je koriscen u studiji, kao i licni podaci
su dobijeni od osoba koje su obaveStene o ciljevima i ocekivanim
ishodima studije i od njih je dobijen pisani pristanak.

Za prikupljanje podataka o izlozenosti pretpostavljenim faktorima
rizika sredine za nastanak Balkanske endemske nefropatije, koriScen je
strukturisani epidemioloski wupitnik, napravljen u Institutu za

epidemiologiju Medicinskog fakulteta u Beogradu. Upitnik je sadrzao
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pitanja o starosti, polu, mestu rodenja i stanovanja, antropometrijskim
parametrima, zanimanju, pusSenju, duzini pusSackog staza, duzini i
nacinu leCenja bolesti, prisustvu BEN u uzoj i Siroj porodici i prisustvu
malignih tumora mokracnih puteva. Pre upotrebe, upitnik je validiran

koriSc¢enjem odgovarajucih procedura.

3.2 ODREDIVANJE GENETSKOG POLIMORFIZMA GLUTATION
TRANSFERAZA

Delecioni polimorfizmi GSTM1 i GSTT1 gena su odredivani
multipleks reakcijom lancanog umnozavanja, multiplex PCR
(eng. multiplex polimerase chain reaction), a polimorfizmi jednog
nukleotida GSTAI i GSTPI gena analizom polimorfizama duzina
restrikcionih fragmenata, PCR-RFLPs (eng. polimerase chain reaction -

restriction fragment length polymorphisms).

Krv, koriScena za izolaciju DNK, je uzimana u vakutejnere sa

EDTA, alikvotirana i ¢uvana na -20°C do izolacije DNK.

3.2.1 Izolacija DNK

Koriscenjem QIAamp® DNA mini kita (QIAGEN Group) izolovana je

genomska DNK iz leukocita periferne krvi.

Delovanjem deterdzenta, lizirane su celijske membrane leukocita
krvi, dok su enzimskom digestijom proteinaze K uklonjeni histoni i
ostali proteini vezani za DNK. Dobijeni lizat je prenet u QIAamp® mini
spin kolonu sa silika-membranom, koja selektivno vezuje DNK. Sadrzaj
soli i pH lizata, omogucava pored optimalnog vezivanja DNK =za
silika-membranu da se proteini i ostali kontaminanti, koji mogu da
inhibiraju PCR reakciju, ne zadrzavaju na QIAamp® membrani.
Zaostali kontaminanti su uklonjeni postupkom ispiranja vezane DNK sa
dva razliCita pufera za ispiranje iz QIAamp® DNA mini kita. Na

kraju je DNK eluirana sa kolone puferom 10 mM Tris HCI,
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0.5 mM EDTA pH 9.0, alikvotirana i ¢uvana na -20°C do izvodenja PCR

reakcija.

3.2.2 Odredivanje genetskog polimorfizma GSTM1 i GSTT1

Delecioni genetski polimorfizmi GSTM1 i GSTT1 su odredivani po
modifikovanoj, multipleks PCR metodi Abdel-Rahmana i saradnika
(115).

Fragmenti izolovane genomske DNK su umnozeni u PCR
reakcionoj smesi ukupne zapremine od 25 pL, koja je sadrzala po
7,5 pmol sledecih prajmera:

GSTM1: Forward, 5'-GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC-3'

Reverse, 5'-GTTGGGCTCAAATATACGGTGG-3'

GSTT1: Forward, 5'-TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC-3'

Reverse, 5'-TCACCGGATCATGGCCAGCA-3'

Umesto CYPIA1 gena kao interna pozitivna kontrola je umnozen

B-globin gen koriS¢enjem sledecih prajmera (116):
B-globin: Forward, 5'-ACACAACTGTGTTCACTAGC-3'
Reverse, 5'-CAACTTCATCCACGTTCACC-3'

Genomska DNK uzorka (~50 ng) je dodavana u PCR reakcionu
smesu, koja je sadrzala po 7,5 pmol svih prajmera i 12,5 pL PCR Master
Mix (2X) (Fermentas, USA) u ukupnoj zapreminu od 25 pL reakcione
smeSe. (PCR Master Mix (2X) sadrzi: 0,05U/pL Tag DNK polimeraze,

4 mmol MgClz i 0,4 mmol dNTP u reakcionom puferu.)

Inicijalna denaturacija genomske DNK uzorka, na temperaturi od
94°C, je trajala 4 minuta. Zatim je usledilo 30 ciklusa u kojima su se
smenjivala tri koraka: denaturacija na 94°C (30 sec), pripajanje
prajmera (eng. annealing) na 59°C (30 sec) i ekstenzija prajmera na
72°C (45 sec). Nakon poslednjeg ciklusa, finalna ekstenzija je trajala

5 minuta na 72°C pre hladenja.
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Posle reakcije lancanog umnozavanja, prisustvo i veliine
dobijenih PCR proizvoda su provereni elektroforezom na 2% agaroznom
gelu. Elektroforeza je trajala 21 minut pri naponu od 125V (0.27A i
SO0W). Za vizuelizaciju izdvojenih DNK traka koriScena je fluorescencija
etidijum-bromida pri ekspoziciji gela UV zracima na 302 nm,
koriScenjem gama kamere (GL200 Camera) Gel Logic Imaging System
(Kodak). Svaka serija uzoraka ukljucivala je pozitivnhu i negativhu
kontrolu. Prisutna traka velicine 110 bp (bazni par) je ukazivala na
prisustvo f-globin gena i predstavljala je internu pozitivnhu kontrolu.
DNK wuzorci sa aktivnim genotipom GSTMI1 (homozigotnim ili
heterozigotnim genotipom) su imali prisutnu traku veli¢ine 215 bp, dok
na aktivni genotip GSTT1 (homozigotni ili heterozigotni genotip) je

ukazivala traka velicine 480 bp; odsustvo traka velicine 215 bp i 480 bp

ukazivalo je na homozigotnu deleciju gena za GSTM1 (GSTM1 nulti
genotip) i gena za GSTT1 (GSTT1 nulti genotip) (Slika 9.).

1000 bp
500 bp

200 bp

150 bp
100 bp

Slika 9. Analiza genetskih varijanti GSTM1 i GSTTI multipleks PCR metodom.

U svim trakama prisutna je traka veli¢ine 110 bp, odnosno B-globin gen i predstavlja
internu pozitivnu kontrolu. M-marker molekulske veli¢ine (broj baznih parova).

Trake 1, 6 i 7 pokazuju traku velicine 480 bp, odnosno prisustvo GSTT1 aktivnog
genotipa (homozigoti +/+ ili heterozigoti +/-) i odsustvo trake veli¢ine 215 bp, odnosno
prisustvo GSTM 1 nultog genotipa (homozigoti -/-).

Traka 2 pokazuje odsustvo traka velicine 480 bp i 215 bp, odnosno prisustvo

GSTT1 nultog i GSTM1 nultog genotipa (homozigot -/-).

Trake 3 i 4 pokazuju trake veli¢ine 480 bp i 215 bp, odnosno prisustvo

GSTT1 aktivnog i GSTM1 aktivnog genotipa (homozigoti +/+ ili heterozigoti +/-).

Traka 5 pokazuje traku veli¢ine 215 bp, odnosno prisustvo GSTM1 aktivnog genotipa
(homozigot +/+ ili heterozigot +/-) i odsustvo trake veli¢ine 480 bp, odnosno prisustvo
GSTT1 nultog genotipa (homozigoti -/-).
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3.2.3 Odredivanje genetskog polimorfizma GSTA1

Tackasti polimorfizam GSTAI C-69T je odredivan analizom
polimorfizma duzina restrikcionih fragmenata po modifikovanoj

PCR-RFLP metodi Pinga i saradnika (61).

PCR reakciona smeSa u kojoj je umnozen fragment veli¢ine

400 bp izolovane genomske DNK, sadrzala je sledece prajmere:
GSTAI: Forward, 5'-GCATCAGCTTGCCCTTCA-3'
Reverse, 5'-AAACGCTGTCACCGTCCTG-3'

U PCR reakcionu smesu, koja je sadrzala po 12,5 pmol oba
prajmera i 12,5 pL PCR Master Mix (2X) (Fermentas, USA) u ukupnoj
zapreminu od 25 pL smeSe, dodavano je priblizno 50 ng genomske DNK

uzorka. Svaka serija uzoraka ukljucivala je negativnu kontrolu.

Pocetna denaturacija uzorka genomske DNK u PCR reakcionoj
smesS$i, na temperaturi od 94°C, je trajala 4 minuta. Potom su usledila
33 ciklusa u kojima su se ponavljala tri koraka: denaturacija (94°C,
20 sec), pripajanje prajmera (58°C, 20 sec) i ekstenzija prajmera (72°C,
40 sec). Nakon poslednjeg ciklusa, finalna ekstenzija je trajala 5 minuta

na 72°C pre hladenja.

Posle reakcije lancanog umnozavanja a pre digestije restrikcionim
enzimom Eam 11041 (Fermentas, USA), elektroforezom na
1% agaroznom gelu je provereno prisustvo traka velicine 400 bp
dobijenih PCR proizvoda, koji odgovaraju GSTAI genu. Elektroforeza je
trajala 15 minuta pri naponu od 125V (0.27A i S50W). Za vizuelizaciju
prisutnih DNK traka koriScena je fluorescencija etidijum-bromida pri
ekspoziciji gela UV zracima na 302 nm, koriS¢enjem gama kamere

(GL200 Camera) Gel Logic Imaging System (Kodak) (Slika 10.).
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Slika 10. Identifikacija GSTAI genotipa.

Sve trake pokazuju traku veli¢ine 400 bp, odnosno prisustvo GSTAI gena, osim
trake 1 koja predstavlja negativnu kontrolu.
M-marker molekulske veli¢ine (broj baznih parova).

Za analizu polimorfizma duzina restrikcionih fragmenata GSTAI
gena je izvedena restrikciona digestija dobijenih PCR proizvoda,
koriSc¢enjem 2 U restrikcionog enzima Eam 1104I i 5 pL PCR proizvoda
u 1 X Tango ™ puferu (Fermentas, USA) u ukupnoj zapreminu od 20 pL
reakcione smeSe. Svaka serija uzoraka je ukljucivala negativhu

kontrolu. Digestija je trajala 12 sati na 37°C u vodenom kupatilu.

Nakon digestije, nastali fragmenti razli¢itih veli¢ina su razdvojeni
elektroforezcom na 2% agaroznom gelu. Elektroforeza je trajala
16 minuta pri naponu od 125V (0.27A i 50W). Za vizuelizaciju
izdvojenih DNK traka koriS¢ena je fluorescencija etidijum-bromida
nastala izlaganjem gela UV zracima na 302 nm, koriS¢enjem gama
kamere (GL200 Camera) Gel Logic Imaging System (Kodak). Na prisutno
restrikciono mesto u GSTA1 genu ukazuje prisustvo dva fragmenta
velicine 308 bp i 92 bp. DNK uzorci sa GSTAI CC genotipom su imali
prisutnu traku velic¢ine 400 bp, dok uzorci DNK sa GSTAI TT genotipom
su imali dve prisutne trake velic¢ine 308 bp i 92 bp. Na prisustvo
heterozigotnog GSTA1 CT genotipa ukazivale su tri trake veli¢ine

400 bp, 308 bp i 92 bp (Slika 11.).
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Slika 11. Analiza genetskih varijanti GSTAI C-697T, PCR-RFLP metodom.

Trake 2 i 5 pokazuju traku velic¢ine 400 bp, odnosno prisutan GSTA1 CC genotip.
Trake 1, 4 i 6 pokazuju trake veli¢ine 400 bp, 308 bp i 92 bp, odnosno prisutan
GSTA1 CT genotip.

Trake 3 i 7 pokazuju trake velicine 308 bp i 92 bp, odnosno prisutan GSTAI TT
genotip.

M-marker molekulske veli¢ine (broj baznih parova).

3.2.4 Odredivanje genetskog polimorfizma GSTP1

Polimorfizam jednog nukleotida GSTPI A1578G (lle105Val) je
odredivan analizom polimorfizma duzina restrikcionih fragmenata po

modifikovanoj PCR-RFLP metodi Harriesa i saradnika (39).

Fragment genomske DNK velicine 176 bp je umnozen u PCR

reakcionoj smesi, koriS¢enjem sledec¢ih prajmera:
GSTPI1: Forward, 5'-ACCCCAGGGCTCTATGGGAA-3'
Reverse, 5'-TGAGGGCACAAGAAGCCCCT-3'

PribliZzno 50 ng genomske DNK wuzorka je dodavano u PCR
reakcionu smesSu, koja se sastojala od 12,5 pmol oba prajmera i
12,5 pL PCR Master Mix (2X) (Fermentas, USA) u ukupnoj zapreminu
od 25 pL reakcione smeSe. Svaka serija uzoraka je ukljucivala

negativnu kontrolu.

Uzorci genomske DNK su inicijalno denaturisani na temperaturi
od 94°C u trajanju od 4 minuta. Zatim su usledila 33 ciklusa u kojima
su se ponavljala tri koraka: denaturacija (94°C, 20 sec), pripajanje
prajmera (60°C, 20 sec) i ekstenzija prajmera (72°C, 30 sec). Nakon
poslednjeg ciklusa a pre hladenja, finalna ekstenzija na 72°C je trajala

5 minuta.
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Pre digestije restrikcionim enzimom Alw 261 (Fermentas, USA), a
nakon zavrSene reakcije lananog umnozavanja, elektroforezom na
2% agaroznom gelu je provereno prisustvo traka veliCine 176 bp
dobijenih PCR proizvoda, koji odgovaraju GSTPI1 genu. Elektroforeza je
trajala 15 minuta pri naponu od 125V (0.27A i S50W). Fluorescencija
etidijum-bromida pri ekspoziciji gela UV zracima na 302 nm je
koriScena za vizuelizaciju prisutnih DNK traka gama kamerom

(GL200 Camera) Gel Logic Imaging System (Kodak) (Slika 12).

1000 bp
750 bp
500 bp

300 bp
150 bp
50 bp

Slika 12. Identifikacija GSTPI genotipa.

Sve trake pokazuju traku veli¢ine 176 bp, odnosno prisustvo GSTP]1 gena.
M-marker molekulske veli¢ine (broj baznih parova).

Za analizu polimorfizma duzina restrikcionih fragmenata GSTPI
gena je izvedena restrikciona digestija dobijenih umnozenih proizvoda,
veliCine 176bp, koriScenjem 2 U restrikcionog enzima Alw 261 i
S pL PCR proizvoda u 1 X Tango ™ puferu (Fermentas, USA) u
ukupnoj zapreminu od 20 pL reakcione smeSe. Svaka serija uzoraka
je ukljucivala negativnu kontrolu. Digestija je trajala 12 sati na 37°C u

vodenom kupatilu.

Nakon digestije, elektroforezom na 3,5% agaroznom gelu su
razdvojeni nastali fragmenti razlicitih veli¢ina. Elektroforeza je trajala
19 minuta pri naponu od 150V (0.27A i 50W). Za vizuelizaciju
izdvojenih DNK traka koriScena je fluorescencija etidijum-bromida pri
ekspoziciji gela UV zracima na 302 nm, koriScenjem gama kamere
(GL200 Camera) Gel Logic Imaging System (Kodak). Dva fragmenta,

velicine 91 bp i 85 bp, ukazuju na prisustvo restrikcionog mesta u
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GSTP1 genu. DNK uzorci sa GSTP1 AA genotipom (GSTPI1 Ile/Ile) su
imali prisutnu traku velicine 176 bp, dok uzorci DNK sa GSTP1 GG
genotipom (GSTP1 Val/Val) su imali prisutne dve trake velicine 91 bp i
85 bp. Na prisustvo heterozigotnog GSTP1 AG genotipa (GSTP1 Ile/ Val)
ukazivale su tri trake velicine 176 bp, 91 bp i 85 bp. Svaka serija

uzoraka je ukljucivala negativnu kontrolu (Slika 13.).

1000 bp

500 bp
300 bp
200 bp

100 bp

Slika 13. Analiza genetskih varijanti GSTPI1 A1578G, PCR-RFLP metodom.

Traka 1 pokazuje trake velicine 91 bp i 85 bp, odnosno prisutan GSTPI GG genotip.
Trake 2, 3 i 4 pokazuju trake veli¢ine 176 bp, 91 bp i 85 bp, odnosno prisutan
GSTP1 AG genotip.

Trake 5 i 6 pokazuju traku veli¢ine 176 bp, odnosno prisutan GSTPI AA genotip.
Traka 7 predstavlja negativnhu kontrolu. M-marker molekulske veli¢ine (broj baznih
parova).

3.3 STATISTICKA ANALIZA

U naSoj studiji, statisticka analiza ukljucivala je: deskriptivou
statistiku i X2 test za proveru da li se genotipovi GSTAI i GSTPI
studijske i kontrolne grupe nalaze u Hardy-Weinbergovom ekvilibrijumu
kao i za odredivanje znacajnosti razlike u distribuciji frekvencija
dobijenih genotipova izmedu studijske i kontrolne grupe. Efekti
genetskih polimorfizama glutation transferaza i rizika za nastanak
Balkanske endemske nefropatije su procenjivani binominalnom
logistickom regresijom, na osnovu OR (eng. odds ratio) sa intervalom

poverenja od 95% (CI 95%)).
Genotipovi GSTM1 i GSTTI1 bili su dihotomizovani kao aktivni

(prisutan bar jedan aktivni alel) i nulti (bez prisustva aktivnih alela).

Efekti polimorfizma GSTA1 i GSTP1 su prvo bili odredivani posebno za
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svaki genotip, a zatim u daljoj analizi su bili grupisani na osnovu naseg
prethodnog znanja o funkciji alela. Na osnovu distribucije nasih
podataka i prethodnog znanja o endemskoj nefropatiji, rezultate
binominalne logisticke regresije smo korigovali u odnosu na pol i

starost.

Prognoza bolesti je procenjivana na osnovu vremenskog perioda
od postavljenja dijagnoze BEN do pocetka leCenja hemodijalizama. Dok
je Kaplan-Meierova metoda koriS¢ena za odredivanje kumulativnih
verovatnoca prezivljavanja, log rank testom je procenjivana znacajnost
razlike izmedu duzina vremenskih perioda od dijagnostikovanja bolesti
do pocetka lecenja HD kod bolesnika sa razlic¢itim GST genotipovima.
Uticaji genetskih polimorfizama GST su procenjivani Coxovom
proporcionalnom hazardnom regresijom, na osnovu HR (eng. hazard
ratio), koji su korigovani u odnosu na pol i starost ispitanika, sa

intervalom poverenja od 95% (CI 95%).

Statisticka analiza dobijenih rezultata je izvedena koriSc¢enjem

kompjuterskog programa SPSS 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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4. REZULTATI

4.1 DEMOGRAFSKE I KLINICKE KARAKTERISTIKE ISPITANIKA

Genetski polimorfizmi glutation transferaza klasa GSTA (GSTAI),
GSTM (GSTM1), GSTT (GSTTI), GSTP (GSTPI) su odredivani u
207 bolesnika sa endemskom nefropatijom i 138 ispitanika kontrolne
grupe.

Demografske karakteristike ucesnika studije su prikazane u
tabeli 2. U pogledu pola, u kontrolnoj grupu je bilo manje muskaraca
(48% vs. 56%) nego u grupi bolesnika. Prose¢na starost u kontrolnoj
grupi je iznosila 69,33 £ 9,98 godina, dok je u bolesnika sa Balkanskom
endemskom nefropatijom bila 70,60 + 6,54 godina.

Tabela 2. Demografske karakteristike bolesnika sa Balkanskom endemskom
nefropatijom i kontrolne grupe.

Demografske Bolesnici Kontrola P
karakteristike n=207 n=138
Pol

muski n (%) 116 (56) 66 (48)

zenski n (%) 91 (44) 72 (52) p=0,134
Starost
(Srednja vrednost * SD) 70,60 + 6,54 69,33 £ 9,98 p=0,153
BMI
(Srednja vrednost * SD) 26,3 £3,9 24,6 £ 4,4 p <0,001*
PusSenje

ne n (%) 138 (67) 89 (64)

da n (%) 69 (33) 49 (36) p=0,729
Tumori mokracnih puteva

ne n (%) 176 (85) /

da n (%) 31 (15) /

n - broj ucesnika;

BMI - indeks telesne tezine;
SD - standardna devijacija;

* - statisticki znacajna razlika.
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Zastupljenost ispitanika koji puSe u grupi bolesnika (33%) je bila
priblizna zastupljenosti puSaca (36%) u kontrolnoj grupi. Od malignih
tumora mokracnih puteva u studijskoj grupi je oboleo 31 bolesnik.

Iz rezultata prikazanih u tabeli 2., moze se uociti da nije bilo
statisticki znacajne razlike izmedu kontrolne grupe i bolesnika sa BEN
u pogledu polne distribucije, starosti i puSenja, osim u indeksu telesne
tezine (eng. body mass index - BMI). Naime, pripadnici kontrolne grupe
imali su veci indeks telesne tezine nego bolesnici sa endemskom

nefropatijom (p < 0,001).

4.2 GENETSKI POLIMORFIZAM GLUTATION TRANSFERAZA I RIZIK
ZA NASTANAK BALKANSKE ENDEMSKE NEFROPATIJE

U ovom istrazivanju su odredivani genetski polimorfizmi glutation
transferaza klasa GSTA (GSTAI), GSTM (GSTM1), GSTT (GSTTI1) i
GSTP (GSTP1I). Rezultati distribucije frekvencije GSTA1, GSTM1, GSTT1 i
GSTP1 genotipa kod bolesnika sa BEN i kontrolne grupe i rizik za

nastanak Balkanske endemske nefropatije su prikazani u tabeli 3.

Iz prikazanih rezultata distribucije frekvencije GSTA1 genotipa
moze se uociti da je u kontrolnoj grupi 39% ispitanika sa CC genotipom,
41% sa CT i 20% sa TT GSTA1 genotipom. Dobijena distribucija
odgovara ocekivanoj distribuciji ucestalosti varijantnih GSTAI
genotipova u populaciji bele rase. Izmedu kontrolne grupe i bolesnika
sa Balkanskom endemskom nefropatijom postoji razlika u distribuciji
GSTA1 genotipa. Naime, u studijskoj grupi 28% bolesnika ima
CC genotip, 53% CT i 19% TT GSTAI1 genotip. Medutim, razlika u
distribuciji GSTA1 genotipa izmedu grupe bolesnika i kontrolne grupe

nije dostigla statisticku znacajnost (p = 0,072).

U distribuciji GSTM1 aktivnog i nultog genotipa izmedu bolesnika
sa BEN i kontrolne grupe nema statisticki znacajne razlike (p = 0,825).
Naime, u obe ispitivane grupe vise od polovine ispitanika ima bar jedan

aktivni alel (GSTM1 aktivni genotip), dok su preostali bez prisutnih
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aktivnih alela (GSTM1 nulti genotip), Sto odgovara distribuciji ucestalosti
GSTM1 genotipa u populaciji bele rase. U grupi bolesnika sa BEN,
ucestalost GSTM1 aktivnog genotipa je neSto veca nego u kontrolnoj
grupi (56% vs. 54%).

Posmatrajuc¢i distribuciju GSTTI1 genotipa, moze se primetiti
da 72% pripadnika kontrolne grupe ima bar jedan aktivni alel
(GSTT1 aktivni genotip), Sto odgovara ocekivanoj distribuciji ucestalosti
GSTT1 genotipa u populaciji bele rase. Zastupljenost GSTT1 aktivnog
genotipa u grupi bolesnika sa BEN je veca u odnosu na kontrolnu
grupu (81% vs. 72%). Iako je ucestalost GSTT1 aktivnog genotipa u

grupi obolelih veca, ona nije dostigla statisticku znac¢ajnosti (p = 0,057).

Iz distribucije ucestalosti GSTP1 genotipa, uocCava se da
45% ispitanika iz kontrolne grupe ima AA genotip, 42% AG i 13% GG
GSTP1 genotip, Sto odgovara ocekivanoj distribuciji ucestalosti
varijantnih GSTPI genotipova u populaciji bele rase. Ucestalost AA
genotipa u grupi bolesnika sa BEN je 47%, AG genotipa 45%, dok je
ucestalost GG GSTPI genotipa u studijskoj grupi manja u odnosu na
kontrolnu grupu (8% vs. 13%), ali bez statisticke znacajnosti

(p = 0,269).

Dobijene distribucije GSTA1 i GSTP1 genotipa u obe grupe su bile
u skladu sa Hardy-Weinbergovim ekvilibrijumom (GSTAI: p = 0,429 u
grupi bolesnika; p = 0,135 u kontrolnoj grupi; GSTPI: p = 0,539 u grupi
bolesnika, p = 0,521 u kontrolnoj grupi). U slucaju GSTM1 i GSTTI
polimorfizma, Hardy-Weinbergov ekvilibrijum nije proveravan. Naime,
koriScene metode za odredivanje delecionih polimorfizama GSTMI i
GSTT1 gena ne mogu da naprave razliku izmedu heterozigota (nulti i
aktivan alel) i homozigota (oba aktivna alela) GSTM1 i GSTT1 aktivnog

genotipa.

Iz prikazanih rezultata distribucije GST genotipa, moze se uociti
da je statisticki znacajan rizik za nastanak endemske nefropatije u

osoba nosioca bar jednog varijantnog T alela GSTAI gena 1,6 puta veci
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u odnosu na osobe sa GSTA1 CC genotipom (OR = 1,6; CI = 1,0-2,6;
p = 0,037).

Tabela 3. Distribucija GSTA1, GSTM1, GSTT1 i GSTP1 genotipa i rizik za
nastanak Balkanske endemske nefropatije.

GST genotip Pacijenti Kontrole OR: (CI 95%) p
n (%) n (%)
GSTA1 C-69T
cc 58 (28) 53 (39) 1,0d
CT 110 (53) 57 (41) 1,8 (1,1-2,9) 0,021*
TT 39 (19) 28 (20) 1,3 (0,7-2,4) 0,377
CT+TT 149 (72) 85 (61) 1,6 (1,0-2,6) 0,037*
GSTM1
aktivnid 115 (56) 75 (54) 1,0d
nultie 92 (44) 63 (46) 0,9 (0,6-1,5) 0,790
GSTT1
nultic 39 (19) 38 (28) 1,0d
aktivnid 168 (81) 100 (72) 1,5 (0,9-2,5) 0,126

GSTP1 A1578G

AA 97 (47) 62 (45) 1,04
AG 92 (45) 57 (42) 1,0 (0,6-1,6) 0,953
GG 16 (8) 18 (13) 0,6 (0,3-1,2) 0,142
AG+GG 108 (53) 75 (55) 0,9 (0,6-1,4) 0,666

aKontrolisano u odnosu na pol i starost.

baktivni genotip - ako je bar jedan aktivni alel prisutan;
cnulti genotip - ako nijedan aktivan alel nije prisutan;
dreferentna grupa,;

n - broj ucesnika,;

OR - odds ratio;

CI - interval poverenja;

* - statisticki znacajna razlika.

Ispitanici nase studije sa GSTM1 aktivnim genotipom imaju slican
rizik za nastanak BEN kao i osobe sa nulti GSTMI genotipom
(OR = 0,9; CI = 0,6-1,5; p = 0,790), za razliku od osoba sa aktivnim

GSTT1 genotipom koje u poredenju sa osobama nosiocima GSTTI1 nultog
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genotipa imaju 1,5 puta vedi rizik obolevanja od endemske nefropatije.
Rizik za nastanak BEN u grupi ispitanika sa aktivnim GSTTI
genotipom, medutim, nije dostigao statisticku znacajnost (OR = 1,5;

CI = 0,9-2,5; p = 0,126).

U naSem istrazivanju, iako je ucestalost GSTPI GG genotipa
u bolesnika sa BEN manja nego u ispitanika kontrolne grupe
(8% vs. 13%), efekat prisustva GSTP1 GG genotipa u odnosu na GSTPI
AA genotip nema statisticki znacajan uticaj na smanjenje rizika za

nastanak endemske nefropatije (OR = 0,6; CI = 0,3-1,2; p = 0,142).

4.3 KOMBINOVANI GENETSKI POLIMORFIZAM GLUTATION
TRANSFERAZA I RIZIK ZA NASTANAK BALKANSKE ENDEMSKE
NEFROPATIJE

Osim izolovanog uticaja GST, u naSem istrazivanju su ispitivani i
efekti genetskog polimorfizma GSTA1 u kombinaciji sa polimorfizmima
GSTM1, GSTT1 i GSTPI na rizik za nastanak BEN. Na osnovu dobijenih
rezultata uticaja izolovanih genetskih polimorfizma GST i prethodnog
znanja o funkciji alela, ispitivani su uticaji kombinovanih genetskih
polimorfizama GST u odnosu na ispitanike koji su pored GSTAI CC
genotipa bili nosioci jednog od sledecih genotipova: GSTM1 aktivnog,
GSTT1 nultog ili GSTP1 AA genotipa. Dobijeni rezultati nasSe studije su

prikazani u tabeli 4.

Uticaj kombinacije genetskih polimorfizama GSTAI i GSTMI,
doprineo je da veci rizik za nastanak BEN imaju ispitanici nosioci
GSTM1 aktivnog genotipa koji umesto GSTA1 CC genotipa su nosioci
GSTA1 CT ili TT genotipa. Medutim, u ovom slucaju, rizik za nastanak
endemske nefropatije nije dostigao i statisticku znacajnosti (OR = 1,8;

CI = 1,0-3,3; p = 0,068).

Iz prikazanih rezultata u tabeli 4., moZe se uociti da najveci rizik
za nastanak endemske nefropatije koji je i statisticki znacajan, imaju

osobe sa bar jednim prisutnim T varijantnim alelom GSTAI koji su
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nosioci GSTT1 aktivnog genotipa. U ovih ispitanika, rizik za nastanak
BEN je 2,3 puta vec¢i u odnosu na osobe sa GSTAI CC genotipom i
delecijom oba GSTT1 gena (OR = 2,3; CI = 1,0-5,3; p = 0,046).

Tabela 4. Distribucija GSTA1 genotipa u kombinaciji sa GSTM 1, GSTT1 i
GSTP1 genotipovima i rizik za nastanak Balkanske endemske nefropatije.

GST genotipovi Pacijenti Kontrole OR: (CI 95%) p
n (%) n (%)

GSTA1l + GSTM1

GSTA1 CC/GSTM1 aktivnid 34 (16) 31 (22) 1,0¢

GSTAI CC/ GSTM1 nulti 24 (12) 22 (16) 1,0 (0,5-2,2) 0,926
GSTA1 CT+TT/ GSTMI aktivni 81 (39) 44 (32) 1,8 (1,0-3,3) 0,068
GSTAI CT+TT/ GSTM1 nulti 68 (33) 41 (30) 1,5(0,8-2,9) 0,177
GSTA1 + GSTTI

GSTA1 CC/GSTT1 nultic 12 (6) 15 (11) 1,0d

GSTA1 CC/GSTT1 aktivni 46 (22) 38 (27) 1,4 (0,6-3,4) 0,449
GSTA1 CT+TT/ GSTT1 nultic 27 (13) 23 (17) 1,5 (0,6-3,9) 0,382
GSTA1 CT+TT/GSTT1 aktivn® 122 (59) 62 (45) 2,3 (1,0-5,3) 0,046
GSTA1 + GSTP1

GSTA1 CC/GSTP1 AA 24 (12) 25 (18) 1,04

GSTA1 CC/GSTP1 AG+GG 34 (16) 28 (21) 1,2 (0,6-2,7) 0,573
GSTA1 CT+TT/ GSTP1 AA 73 (36) 37 (27) 2,1 (1,0-4,2) 0,036*
GSTAI CT+TT/GSTP1 AG+GG 74 (36) 47 (34) 1,7 (0,8-3,3) 0,145

aKontrolisano u odnosu na pol i starost.

baktivni genotip - ako je bar jedan aktivni alel prisutan;
cnulti genotip - ako nijedan aktivan alel nije prisutan;
dreferentna grupa,;

n - broj ucesnika;

OR - odds ratio;

CI - interval poverenja;

* - statisticki znacajna razlika.

Posmatraju¢i efekat kombinacije genetskih polimorfizama
GSTAI i GSTPI, moze se uociti da u prisustvu GSTPI AA genotipa
kod ispitanika sa GSTAI CT ili TT genotipom, rizik je statisticki

znaCajno veci za nastanak BEN u odnosu na rizik kod ispitanika
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koji osim GSTP1 AA genotipa su nosioci GSTAI CC genotipa (OR = 2,1;

CI =1,04,2; p =0,036).
U naSem istrazivanju,

GSTA1I u kombinaciji sa polimorfizmima GSTMI1, GSTT1 i GSTPI gena,

osim uticaja genetskog polimorfizma

ispitivani su i efekti genetskog polimorfizma GSTPI kombinovanog sa
polimorfizmima GSTT1 i GSTMI1 gena, kao i efekat kombinovanih
delecionih polimorfizama GSTT1 i GSTMI1 na rizik za nastanak

endemske nefropatije (Tabela 5.).

Tabela 5. Distribucija kombinovanih GST genotipova i rizik za nastanak

Balkanske endemske nefropatije.

GST genotipovi Pacijenti Kontrole OR?2 (CI 95%) P
n (%) n (%)

GSTTI1 + GSTM]1

GSTT1 nultic/ GSTM1 aktivni® 22 (11) 21 (15) 1,04

GSTT1 nultic/ GSTM1 nultic 17 (8) 17 (13) 0,9 (0,4-2,3) 0,836

GSTT1 aktivni®/ GSTM1 aktivni® 93 (45) 54 (39) 1,5 (0,7-3,0) 0,277

GSTT1 aktivni®/ GSTM1 nulti 75 (36) 46 (33) 1,4 (0,7-2,9) 0,357

GSTP1 + GSTM1

GSTP1 AA/ GSTM1 aktivni® 53 (26) 34 (25) 1,0d

GSTP1 AA/ GSTM1 nultic 44 (21) 28 (20) 0,9 (0,5-1,8) 0,860

GSTP1 AG+GG/ GSTM]1 aktivni® 61 (30) 40 (29) 0,9 (0,5-1,7) 0,785

GSTP1 AG+GG/ GSTM1I nulti 47 (23) 35 (26) 0,8 (0,5-1,6) 0,586

GSTP1 + GSTT1

GSTP1 AA/ GSTT1 nultic 20 (10) 15 (11) 1,04

GSTP1 AA/ GSTT1 aktivni® 77 (38) 47 (34) 1,1 (0,5-2,4) 0,847

GSTP1 AG+GG/ GSTTI nultic 19 (9) 23 (17) 0,6 (0,2-1,4) 0,241

GSTP1 AG+GG/ GSTT1 aktivni® 89 (43) 52 (38) 1,1 (0,5-2,4) 0,756

aKontrolisano u odnosu na pol i starost.
baktivni genotip - ako je bar jedan aktivni alel prisutan;
cnulti genotip - ako nijedan aktivan alel nije prisutan;

dreferentna grupa,;

n - broj ucesnika;

OR - odds ratio;

CI - interval poverenja.
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Iz prikazanih rezultata distribucija kombinovanih GST genotipova,
moze se uocCiti da najveci rizik za nastanak endemske nefropatije
imaju osobe koje pored GSTMI1 aktivnog genotipa imaju umesto
GSTT1 nultog genotipa prisutan GSTT1 aktivni genotip. Medutim, rizik
za nastanak BEN u ovih ispitanika nije i statisticki znacajno veci

(OR = 1,5; CI = 0,7-3,0; p = 0,277).

Efekat kombinovanih genetskih polimorfizama GSTP1 i GSTMI
nije uticao na rizik za nastanak BEN medu ispitanicima naSe studije.
Neznatno nizi rizik za nastanak endemske nefropatije imaju bolesnici
nosioci GSTM1 nultog genotipa i bar jednog varijantnog G alela GSTPI
gena u odnosu na ispitanike sa GSTM1 aktivnim genotipom nosiocima

GSTP1 AA genotipa (OR = 0,8; CI = 0,5-1,6; p = 0,586).

Uticaj kombinacije genetskih polimorfizama GSTPI i GSTTI u
nastanku endemske nefropatije, je doveo do smanjenja rizika u
ispitanika koji osim GSTTI nultog genotipa imaju prisutan ili GSTP1 AG
ili GSTP1 GG genotip umesto GSTP1 AA genotipa. Medutim, taj rizik nije
dostigao i statisticku znacajnosti (OR = 0,6; CI = 0,2-1,4; p = 0,241).

U naSem istrazivanju, na osnovu dobijenih rezultata uticaja
izolovanih genetskih polimorfizma GST i prethodnog znanja o funkciji
alela, ispitivani su uticaji kombinovanih genetskih polimorfizama
glutation transferaza tako Sto je napravljen kumulativni GST indeks od

0-4 (Tabela 6.).
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Tabela 6. Kumulativni GST indeks.

Indeks GST genotip
GSTA1 GSTM1 GSTT1 GSTP1
0 nosioci sledec¢ih genotipova:
cC aktivni2 nulti® AA
nosioci jednog od sledecih genotipova:
1 CT/TT nulti® aktivni2 AG/GG
nosioci dva od sledec¢ih genotipova:
2 CT/TT nulti aktivn AG/GG
nosioci tri od sledecih genotipova:
3 CT/TT nulti® aktivni@ AG/ GG
nosioci sledec¢ih genotipova:
4 CT/TT nulti aktivni AG/GG

agktivni genotip - ako je bar jedan aktivni alel prisutan,;
bnulti genotip - ako nijedan aktivan alel nije prisutan.

Dobijeni rezultati o uticaju kombinovanih genetski polimorfizama

glutation transferaza su prikazani u tabeli 7.

Tabela 7. Distribucija kumulativnih GST indeksa i rizik za nastanak

Balkanske endemske nefropatije.

Kumulativni e 4.

. Pacijenti Kontrole OR2 (CI 95%) P
GST indeks A .

n (%) n (%)

GST indeks 0 4 (2) 6 (5) 1,00
GSTindeks 1 22 (11) 18 (13) 1,7 (0,4-7,3) 0,452
GSTindeks 2 75 (36) 51 (37) 2,0 (0,5-7,5) 0,319
GST indeks 3 76 (37) 47 (34) 2,2 (0,6-8,4) 0,251
GSTindeks 4 28 (14) 15 (11) 2,5 (0,6-10,5) 0,214

aKontrolisano u odnosu na pol i starost.

breferentna grupa;

n - broj ucesnika,;

OR - odds ratio;

CI - interval poverenja.
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Iz prikazanih rezultata distribucije kumulativnih GST indeksa,
moze se uocCiti da efekat kombinacije GST genotipova je doprineo
sukcesivnom povecanju rizika nastanka endemske nefropatije porastom
broja kumulativhog GST indeksa. Naime, najveci rizik za nastanak
endemske nefropatije imaju nosioci GSTA1 CT ili GSTA1 TT, GSTM1
nultog, GSTT1 aktivnog i GSTP1 AG ili GSTP1 GG genotipa u odnosu na
ispitanike nosioce GSTA1 CC, GSTM1 aktivnog, GSTTI1 nultog i GSTP1
AA genotipa. Medutim, rizik za nastanak BEN u ovih ispitanika nije

dostigao statisticku znacajnost (OR = 2,5; CI = 0,6-10,5; p = 0,214).

4.4 UTICAJ GENETSKOG POLIMORFIZMA GLUTATION
TRANSFERAZA NA PROGNOZU BALKANSKE ENDEMSKE
NEFROPATIJE

Za procenu uticaja genetskih polimorfizama GST na progresiju
Balkanske endemske nefropatije sprovedena je ,case-only“ studija.
Prognoza bolesti je procenjivana na osnovu vremenskog perioda od

postavljanja dijagnoze BEN do pocetka lecenja hemodijalizama.

U momentu ukljuCivanja u studiju, svi bolesnici su leceni
hemodijalizama. Anketom od bolesnika su dobijeni podaci o trajanju
njihove bolesti pre nego Sto je zapoceto lecenje u regionalnim centrima
hemodijalize. O trajanju bolesti pre lecenja hemodijalizama za dva
bolesnika nisu dobijeni podaci, dok je osam bolesnika zapocelo lecenje
svoje bolesti HD neposredno nakon postavljanja dijagnoze. Najduzi
vremenski period bolesti pre lecenja HD je trajao 48,0 godina,
a medijana vremenskog perioda trajanja bolesti do lecenja

hemodijalizama je iznosila 4,0 £ 0,5 godine.
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U naSem

istrazivanju,

medijana vremenskog perioda

od

dijagnostikovanja BEN do pocetka lecenja HD u bolesnika sa GSTA1 CC

genotipom je kraca u odnosu na ispitanike sa prisutnim bar jednim

T varijantnim alelom GSTAI1, ali bez statisticke znacajnosti razlike

izmedu medijana vremenskih perioda (Log rank test: p =

Grafikon 1.; Log rank test: p = 0,490, Grafikon 2.).
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Grafikon 1. Kaplan-Meierove krive prezivljavanja:

0,249,

Genetzla
polimorfizam GSTAI
_GSTAI CT/ TT genofip

MGESTAI CC genotip

Trajanje Balkanske endemske nefropatije od postavljanja dijagnoze do pocetka lecenja
hemodijalizama u zavisnosti od prisustva GSTA1 CC genotipa i GSTAI1 CT/TT genotipa.
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Grafikon 2. Kaplan-Meierove krive prezivljavanja:
Trajanje Balkanske endemske nefropatije od postavljanja dijagnoze do pocetka lecenja
hemodijalizama u zavisnosti od prisustva GSTAI genotipa.

Kaplan-Meierova procena funkcije prezivljavanja je pokazala da je
duzina vremenskog perioda od postavljenja dijagnoze nefropatije do
pocetka lecenja HD kod ispitanika sa GSTMI1 aktivnim genotipom
kraca od duzine istog vremenskog perioda kod ispitanika nosioca
GSTM1 nultog genotipa. Medutim, log rank testom nije dobijena
statisticka znacajnost (p = 0,747, Grafikon 3.).
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Grafikon 3. Kaplan-Meierove krive prezivljavanja:

Trajanje Balkanske endemske nefropatije od postavljanja dijagnoze do pocetka lecenja
hemodijalizama u zavisnosti od prisustva GSTM1 genotipa.

aktivni genotip - ako je bar jedan aktivni alel prisutan,

nulti genotip - ako nijedan aktivan alel nije prisutan.

Vremenski period od postavljenja dijagnoze BEN do pocetka
lecenja hemodijalizama kod bolesnika nosioca GSTT1 aktivnog genotipa
je krac¢i nego kod ispitanika sa GSTT1 nultim genotipom, ali bez

statisticke znacajnosti (Log rank test: p = 0,340, Grafikon 4.).
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Grafikon 4. Kaplan-Meierove krive prezivljavanja:

Trajanje Balkanske endemske nefropatije od postavljanja dijagnoze do pocetka lecenja
hemodijalizama u zavisnosti od prisustva GSTTI genotipa.

aktivni genotip - ako je bar jedan aktivni alel prisutan,

nulti genotip - ako nijedan aktivan alel nije prisutan.

U bolesnika sa GSTPI GG genotipom, medijana vremenskog
perioda od dijagnostikovanja endemske nefropatije do pocetka leCenja
HD je kraca u odnosu na ispitanike nosioce GSTP1I AA genotipa.
Medutim, log rank testom nije dobijena statistiCka znacajna razlika
izmedu medijana vremenskih perioda u zavisnosti od prisustva GSTPI

genotipa (p = 0,749, Grafikon 5.; p = 0,590, Grafikon 6.).
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Grafikon 5. Kaplan-Meierove krive prezivljavanja:

Trajanje Balkanske endemske nefropatije od postavljanja dijagnoze do pocetka lecenja
hemodijalizama u zavisnosti od prisustva GSTP1 AA genotipa i GSTP1 AG/ GG
genotipa.
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Grafikon 6. Kaplan-Meierove krive prezivljavanja:
Trajanje Balkanske endemske nefropatije od postavljanja dijagnoze do pocetka lecenja
hemodijalizama u zavisnosti od prisustva GSTP1 genotipa.

U naSem istrazivanju, ispitivani su nezavisni uticaji genetskog
polimorfizma glutation transferaza na pocetak lecenja endemske
nefropatije hemodijalizama. Dobijeni rezultati naSe studije su prikazani

u tabeli 8.
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Tabela 8. Genetski polimorfizam GST kao prediktor terminalne insuficijencije
bubrega kod bolesnika sa Balkanskom endemskom nefropatijom.

GST genotip HR2 (CI 95%) p
GSTA1 C-69T
cc 1d
CcT 0,9 (0,6-1,2) 0,366
TT 0,8 (0,5-1,2) 0,299
CT+TT 0,8 (0,6-1,1) 0,285
GSTM1
aktivni® 14
nulti 1,0 (0,7-1,3) 0,802
GSTT1
nultic 14
aktivni® 0,9 (0,6-1,2) 0,396

GSTP1 A1578G

AA 1d
AG 0,9 (0,7-1,2) 0,626
GG 1,2 (0,7-2,1) 0,546
AG+GG 1,0 (0,7-1,3) 0,780

aKontrolisano u odnosu na pol i starost.

baktivni genotip - ako je bar jedan aktivni alel prisutan;
cnulti genotip - ako nijedan aktivan alel nije prisutan;
dreferentna grupa,;

HR - hazard ratio;

CI - interval poverenja.

Iz prikazanih rezultata o uticaju genetskog polimorfizma GSTAI,
moze se uocCiti da ispitanici naSe studije sa prisutnim bar jednim
T varijantnim alelom GSTAI imaju nizi rizik da budu leceni
hemodijalizama u odnosu na bolesnike nosioce GSTAI CC genotipa.
Medutim, rizik nije dostigao i statisticku znacajnosti (HR = 0,8;

Cl=0,6-1,1; p = 0,285).
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Rezultati naSe studije su pokazali da bolesnici sa GSTM1 nultim
genotipom imaju isti rizik da budu leceni hemodijalizama kao i
ispitanici sa GSTM1 aktivnim genotipom (HR = 1,0; CI = 0,7-1,3;
p = 0,802), dok slican rizik za lecenje nefropatije HD imaju bolesnici
nosioci bar jednog aktivnog alela GSTTI u odnosu na bolesnike nosioce

GSTT1 nultog genotipa (HR = 0,9; CI = 0,6-1,2; p = 0,396).

U naSem istrazivanju, ispitanici nosioci GSTP1 GG genotipa imaju
veci rizik da njihova bolest bude lecena HD u odnosu na bolesnike sa
GSTP1 AA genotipom. Medutim, taj rizik nije dostigao statisticku
znacajnost (OR = 1,2; CI = 0,7-2,1; p = 0,546).

4.5 UTICAJ KOMBINOVANOG GENETSKOG POLIMORFIZMA
GLUTATION TRANSFERAZA NA PROGNOZU BALKANSKE
ENDEMSKE NEFROPATIJE

Na pocetak lecenja hemodijalizama endemske nefropatije osim
izolovanog uticaja GST, u na$oj studiji su ispitivani i efekti genetskog
polimorfizma GSTA1 u kombinaciji sa polimorfizmima GSTM1I1, GSTTI i
GSTP1 gena.

U naSem istrazivanju o uticaju kombinovanih genetskih
polimorfizama GSTAI i GSTM1 na pocCetak lecenja nefropatije
hemodijalizama, Kaplan-Meierova procena funkcije prezivljavanja je
pokazala da najkracu medijanu vremenskog perioda od
dijagnostikovanja BEN do pocetka lecenja hemodijalizama imaju
ispitanici sa GSTAI CC genotipom bez obzira da li su nosioci
GSTM1 aktivnog ili nultog genotipa (Log rank test: p = 0,457,
Grafikon 7.).
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Grafikon 7. Kaplan-Meierove krive prezivljavanja:

Trajanje Balkanske endemske nefropatije od postavljanja dijagnoze do pocetka lecenja
hemodijalizama u zavisnosti od prisustva kombinovanih GSTA1/GSTM1 genotipova.
aktivni genotip - ako je bar jedan aktivni alel prisutan,

nulti genotip - ako nijedan aktivan alel nije prisutan.

Rezultati naSe studije o wuticaju kombinacije genetskih
polimorfizama GSTAI i GSTT1 na trajanje endemske nefropatije od
postavljanja dijagnoze do pocetka lecenja hemodijalizama su prikazani
na grafikonu 8. Medijana vremenskog perioda od dijagnostikovanja
endemske nefropatije do pocetka lecenja HD je najkraca u bolesnika sa
GSTA1 CC genotipom bez obzira da li su nosioci GSTT1 aktivnog ili
nultog genotipa. Medutim, log rank testom nije dobijena statisticka

znacajnost (p = 0,527).
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Grafikon 8. Kaplan-Meierove krive prezivljavanja:

Trajanje Balkanske endemske nefropatije od postavljanja dijagnoze do pocetka lecenja
hemodijalizama u zavisnosti od prisustva kombinovanih GSTA1/GSTT1 genotipova.
aktivni genotip - ako je bar jedan aktivni alel prisutan,

nulti genotip - ako nijedan aktivan alel nije prisutan.

Uticaj kombinacije polimorfizama GSTA1 i GSTP1 gena na trajanje
BEN od postavljanja dijagnoze do pocetka lecenja hemodijalizama
je prikazan na grafikonu 9. Kaplan-Meierova procena funkcije
prezivljavanja je pokazala da je duzina vremenskog perioda od
postavljenja dijagnoze nefropatije do pocetka lecenja HD, najkraca kod
ispitanika sa GSTA1 CC genotipom nosioca bar jednog varijantnog
G alela GSTPI gena. Medutim, log rank testom nije dobijena statisticka

znacajnost (p = 0,152).
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Grafikon 9. Kaplan-Meierove krive prezivljavanja:
Trajanje Balkanske endemske nefropatije od postavljanja dijagnoze do pocetka lecenja
hemodijalizama u zavisnosti od prisustva kombinovanih GSTA1/GSTPI genotipova.

Rezultati naSeg istrazivanja o uticajima genetskog polimorfizma
GSTA1I u kombinaciji sa polimorfizmima GSTMI1, GSTT1 i GSTP1 gena
na pocCetak lecenja hemodijalizama endemske nefropatije su prikazani u

tabeli 9.
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Tabela 9. Kombinovani genetski polimorfizam GSTA1 sa GSTM1, GSTT1 i
GSTP1 kao prediktor terminalne insuficijencije bubrega kod bolesnika sa
Balkanskom endemskom nefropatijom.

GST genotipovi HR2 (CI 95%) p

GSTA1 + GSTM1

GSTAI CC/GSTM]I aktivni 1d

GSTAI CC/GSTM]I nulti 0,8 (0,4-1,3) 0,303
GSTAI CT+TT/ GSTMI aktivni® 0,7 (0,5-1,1) 0,128
GSTAI CT+TT/GSTMI nultic 0,8 (0,5-1,2) 0,219

GSTA1 + GSTT1

GSTAI CC/GSTTI nultic 1d

GSTAI CC/GSTTI aktivni® 0,8 (0,4-1,6) 0,548
GSTAI CT+TT/GSTTI nultic 0,8 (0,4-1,6) 0,539
GSTA1 CT+TT/GSTT1 aktivni® 0,7 (0,4-1,3) 0,253

GSTA1 + GSTP1

GSTA1 CC/GSTP1 AA 1d

GSTAI CC/GSTP1 AG+GG 1,4 (0,9-2,4) 0,169
GSTAI CT+TT/GSTP1 AA 1,1 (0,7-1,8) 0,585
GSTA1 CT+TT/ GSTP1 AG+GG 0,9 (0,6-1,5) 0,784

aKontrolisano u odnosu na pol i starost.

baktivni genotip - ako je bar jedan aktivni alel prisutan;
cnulti genotip - ako nijedan aktivan alel nije prisutan;
dreferentna grupa;

HR - hazard ratio;

CI - interval poverenja.

Posmatrajuci efekat kombinacije genetskih polimorfizama GSTAI
i GSTM1, moze se uociti da najnizi rizik za pocetak lecenja HD imaju
ispitanici nosioci GSTM1 aktivnog genotipa koji umesto GSTAI CC
genotipa su nosioci bar jednog varijantnog T alela GSTAI gena.
Medutim, taj rizik nije dostigao i statisticku znacajnost (HR = 0,7;

ClI=0,5-1,1; p = 0,128).
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Iz prikazanih rezultata o wuticaju kombinovanih genetskih
polimorfizama GSTA1 i GSTTI1, moze se primetiti da najnizi rizik
za lecenje endemske nefropatije HD imaju bolesnici nosioci
GSTT1 aktivnog genotipa i bar jednog varijantnog T alela GSTAI
u odnosu na ispitanike bez aktivnih alela GSTTI gena i sa GSTA1 CC
genotipom (HR = 0,7; CI = 0,4-1,3; p = 0,253).

Rezultati naSeg istrazivanja o uticaju kombinovanih genetskih
polimorfizama GSTAI i GSTP1, pokazali su da ispitanici sa GSTA1 CC
genotipom nosioci bar jednog varijantnog G alela GSTPI imaju 1,4 puta
veci rizik da njihova bolest bude lecena HD u odnosu na bolesnike
nosioce GSTAI CC i GSTP1 AA genotipa. Medutim, ovaj rizik nije
dostigao statisticku znacajnost (HR = 1,4; CI = 0,9-2,4; p = 0,169).

U nasSoj studiji endemske nefropatije, takode, je ispitivan i uticaj
kombinacije delecionih genetskih polimorfizama GSTT1 i GSTMI1 na
trajanje BEN od postavljanja dijagnoze do pocetka lecCenja

hemodijalizama.

Rezultati naSe studije o kombinovanim genetskim polimorfizmima
GSTT1 i GSTM1 su pokazali da je medijana vremenskog perioda od
dijagnostikovanja endemske nefropatije do pocetka lecenja HD najkraca
u bolesnika nosioca GSTTI1 aktivnog i GSTM1 aktivnog genotipa u
odnosu na ostale ispitanike, ali log rank testom nije dobijena statisticka

znacajnost (p = 0,368, Grafikon 10.).
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Grafikon 10. Kaplan-Meierove krive prezivljavanja:

Trajanje Balkanske endemske nefropatije od postavljanja dijagnoze do pocetka lecenja
hemodijalizama u zavisnosti od prisustva kombinovanih GSTT1/GSTM1 genotipova.
aktivni genotip - ako je bar jedan aktivni alel prisutan,

nulti genotip - ako nijedan aktivan alel nije prisutan.

Takode, u naSoj studiji su ispitivani i uticaji genetskog
polimorfizma GSTP1 kombinovanog sa polimorfizmima GSTTI i GSTMI
na trajanje endemske nefropatije od postavljanja dijagnoze do pocetka

lecenja hemodijalizama.
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Kaplan-Meierove krive prezivljavanja o trajanju endemske
nefropatije od postavljanja dijagnoze do pocetka lecenja hemodijalizama
u zavisnosti od prisustva kombinacije genetskih polimorfizama GSTPI i
GSTM1 su prikazane na grafikonu 11. Medijana vremenskog perioda od
dijagnostikovanja nefropatije do pocetka lecenja HD je najkraca u
bolesnika sa GSTPI AA genotipom nosioca GSTM1 nultog genotipa.
Medutim, log rank testom nije dobijena statisticka znacajnost

(p = 0,734).
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Grafikon 11. Kaplan-Meierove krive prezivljavanja:

Trajanje Balkanske endemske nefropatije od postavljanja dijagnoze do pocetka lecenja
hemodijalizama u zavisnosti od prisustva kombinovanih GSTP1/GSTM1I genotipova.
aktivni genotip - ako je bar jedan aktivni alel prisutan,

nulti genotip - ako nijedan aktivan alel nije prisutan.
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Medijane vremenskih perioda od dijagnostikovanja endemske
nefropatije do pocetka lecenja hemodijalizama su jednake kod bolesnika
sa GSTT1 nultim genotipom nosioca bar jednog varijantnog G alela
GSTP1 i bolesnika sa GSTT1 aktivnim genotipom nosioca GSTP1 AA
genotipa, medutim, one su krace od medijana istih vremenskih perioda
u bolesnika nosioca preostalih kombinacija GSTT1 i GSTPI genotipova

(Log rank test: p = 0,448, Grafikon 12.).
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Grafikon 12. Kaplan-Meierove krive prezivljavanja:

Trajanje Balkanske endemske nefropatije od postavljanja dijagnoze do pocetka lecenja
hemodijalizama u zavisnosti od prisustva kombinovanih GSTP1/GSTT1 genotipova.
aktivni genotip - ako je bar jedan aktivni alel prisutan,

nulti genotip - ako nijedan aktivan alel nije prisutan.
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U naSoj studiji su ispitivani i uticaji genetskog polimorfizma
GSTP1 kombinovanog sa polimorfizmima GSTTI i GSTM1, kao i efekat
kombinovanih delecionih polimorfizama GSTT1 i GSTM1 gena na

pocetak lecenja hemodijalizama endemske nefropatije (Tabela 10.).

Tabela 10. Kombinovani genetski polimorfizam GST kao prediktor terminalne
insuficijencije bubrega kod bolesnika sa Balkanskom endemskom
nefropatijom.

GST genotipovi HR2 (CI 95%) P

GSTT1 + GSTM1

GSTT1 nultic/ GSTM1 aktivni® 14

GSTT1 nultic/ GSTM1 nultic 0,6 (0,3-1,2) 0,189
GSTT1 aktivni®/ GSTM1 aktivni 0,7 (0,4-1,1) 0,112
GSTT1 aktivni®/ GSTM1 nultic 0,7 (0,4-1,2) 0,172

GSTP1 + GSTM1

GSTP1 AA/GSTM1 aktivni® 1d

GSTP1 AA/ GSTM1 nultic 1,1 (0,8-1,4) 0,578
GSTP1 AG+GG/GSTM1 aktivni® 1,1 (0,8-1,3) 0,621
GSTP1 AG+GG/ GSTM]1 nultic 0,9 (0,7-1,2) 0,391

GSTP1 + GSTT1

GSTPI AA/GSTTI nultic 1d

GSTPI AA/GSTTI aktivni 1,0 (0,8-1,2) 0,797
GSTPI1 AG+GG/ GSTTI nultic 1,3 (0,9-1,9) 0,179
GSTPI AG+GG/ GSTT1 aktivni® 0,9 (0,7-1,1) 0,238

aKontrolisano u odnosu na pol i starost.

baktivni genotip ako je bar jedan aktivni alel prisutan;
cnulti ako nijedan aktivan alel nije prisutan;
dreferentna grupa,;

HR - hazard ratio;

CI - interval poverenja.

Iz rezultata prikazanih u tabeli 10., mozZe se uociti da ispitanici
bez aktivnih alela GSTM1 i GSTT1 gena imaju najnizi rizik za lecenje
endemske nefropatije hemodijalizama u odnosu na bolesnike nosioce

GSTM1 aktivnog i GSTT1 nultog genotipa. Medutim, rizik u ovih
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ispitanika nije dostigao statisticku znacajnost (HR = 0,6; CI = 0,3-1,2;
p =0,189).

Dok wuticaj kombinovanih genetskih polimorfizama GSTPI i
GSTM1 u naSoj studiji nije doprineo riziku za lecenje BEN
hemodijalizama, najveci rizik da budu leceni HD dobijen je u ispitanika
koji osim GSTTI1 nultog genotipa imaju prisutan bar jedan varijantni
G alel GSTPI umesto GSTP1 AA genotipa. Medutim, uvecanje rizika za
30% nije i statisticki znacajno (HR =1,3; CI = 0,9-1,9; p = 0,179).

4.6 UTICAJ GENETSKOG POLIMORFIZMA GLUTATION
TRANSFERAZA NA POJAVU TUMORA UROTELIJALNOG
TRAKTA U BALKANSKOJ ENDEMSKOJ NEFROPATIJI

Kako je puSenje jedan od najznacajnijih i najviSe ispitivanih
faktora rizika za nastanak karcinoma urotelijuma, koji su znacajno
¢eSci u populaciji oboleloj od Balkanske endemske nefropatije, s jedne
strane, i kako su kancerogeni duvanskog dima supstrati za gotovo sve
ispitivane izoenzime glutation transferaza, s druge strane, ispitivan je
uticaj genetskih polimorfizama GST za nastanak tumora urotelijuma u

bolesnika sa Balkanskom endemskom nefropatijom.

Da bi procenili uticaj genetskih polimorfizama glutation
transferaza na pojavu tumora urotelijuma u BEN, sprovedena je
scase-control“ studija. Naime, ispitanici studijske grupe su razvrstani
na osnovu prisustva tumora mokracnih puteva na bolesnike sa i bez
tumora wurotelijuma. Takode, izvrSena je podela bolesnika sa

endemskom nefropatijom na nepusace i pusSace (Tabela 11.)
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Tabela 11. Distribucija puSaca i nepusSaca sa Balkanskom endemskom
nefropatijom i rizik za nastanak tumora urotelijuma.

Bolesnici Bolesnici

Navike puSenja sa TU bez TU OR? (CI 95%) p
n (%) n (%)
Nepusaci 18 (58) 120 (68) 1,0p
Pusaci 13 (42) 56 (32) 3,3 (1,1-10,0) 0,034*

aKontrolisano u odnosu na pol i starost.
breferentna grupa;

n - broj ucesnika;

OR - odds ratio;

CI - interval poverenja;

TU - tumor urotelijuma;

* - statisticki znacajna razlika.

Iako ne postoji statisticki znacajno veca zastupljenost puSaca u
bolesnika sa tumorima urotelijuma (p = 0,271), dobijeni rezultati o
pusSenju kao faktoru rizika u populaciji bolesnika sa BEN za tumore
urotelijuma pokazuju da su pusaci izlozeni 3,3 puta znacajno vecem
riziku nego nepusaci (OR = 3,3; CI = 1,1-10,0; p = 0,034).

Demografske karakteristike ucesnika studije o tumorima
urotelijuma u BEN su prikazane u tabeli 12. Iz prikazanih rezultata se
vidi da nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu bolesnika sa i bez
tumora urinarnog trakta u pogledu polne distribucije, indeksa telesne
tezine i duzine lecenja hemodijalizama, iako je lecenje hemodijalizama
trajalo duze u bolesnika sa tumorima urotelijuma nego u grupi obolelih
bez TU (7,5 godina vs. 5,4 godina, p = 0,149). Medutim, oboleli sa
tumorima urotelijuma u odnosu na bolesnike bez TU su bili znacajno
stariji (74,13 godina vs. 69,98 godina; p < 0,001) i njihova bolest je
znacajno duze trajala (22,2 godine vs. 11,7 godina; p < 0,001).
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Tabela 12. Demografske karakteristike bolesnika sa i bez tumora urotelijuma
u Balkanskoj endemskoj nefropatiji.

Demografske Bolesnici sa TU Bolesnici bez p
karakteristike n=231 TU
n=176

Pol

muski n (%) 16 (52) 100 (57)

zenski n (%) 15 (48) 76 (43) p = 0,590
Starost
Srednja vrednost + SD 74,13 £ 4,14 69,98 + 6,70 p < 0,001*
BMI
Srednja vrednost + SD 24,2 £ 4,5 24,7 £ 4,4 p = 0,609

Trajanje bolesti od

dijagnoze do ukljuéivanja

u studiju (godine)

Srednja vrednost + SD 22,2 £ 14,4 11,7+ 9,0 p < 0,001*

Trajanje bolesti od

dijagnoze do pocetka HD

(godine)

Srednja vrednost + SD 14,6 £ 13,6 6,2 + 8,5 p < 0,001*

Trajanje lecenja HD
(godine)
Srednja vrednost + SD 7,5+7,8 54+4,0 p =0,149

TU - tumori urotelijuma;

n - broj ucesnika;

BMI - indeks telesne tezine;
SD - standardna devijacija;
HD - hemodijaliza;

* - statisticki znacajna razlika.

Rezultati distribucije frekvencije GSTAI, GSTM1, GSTT1 i GSTPI
genotipa kod bolesnika sa i bez tumorima urotelijuma i uticaj genetskog
polimorfizma glutation transferaza na pojavu tumora urotelijuma u

Balkanskoj endemskoj nefropatiji prikazani su u tabeli 13.
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Tabela 13. Distribucija GSTA1, GSTM1, GSTT1 i GSTP1I genotipa i rizik za
pojavu tumora urotelijuma u Balkanskoj endemskoj nefropatiji.

Bolesnici Bolesnici

1 o,
GST genotip sa TU bez TU OR? (CI 95%) p
n (%) n (%)
GSTA1 C-69T
cc 11 (36) 47 (27) 1,0d
CT 14 (45) 96 (54) 0,8 (0,2-2,5) 0,683
TT 6 (19) 33 (19) 0,4 (0,2-1,0) 0,061
CT+TT 20 (64) 129 (73) 0,5 (0,2-1,2) 0,107
GSTM1
aktivni 18 (58) 97 (55) 1,0d
nultic 13 (42) 79 (45) 0,9 (0,4-2,0) 0,757
GSTT1
nultic 5 (16) 34 (19) 1,0d
aktivnib 26 (84) 142 (81) 1,1 (0,4-3,2) 0,875

GSTP1 A1578G

AA 13 (42)+ 84 (48) 1,04
AG 17 (55)+ 75 (43) 1,3 (0,6-3,0) 0,503
GG 1(3)t 15 (9) 0,6 (0,1-5,0) 0,574
AG+GG 18 (58)t 90 (52) 1,2 (0,5-2,7) 0,615

aKontrolisano u odnosu na pol, navike pusSenja i starost.

baktivni genotip - ako je bar jedan aktivni alel prisutan;

cnulti genotip - ako nijedan aktivan alel nije prisutan,;

dreferentna grupa,;

n - broj ucesnika;

OR - odds ratio;

CI - interval poverenja;

1 - distribucija genotipa nije u skladu sa Hardy-Weinbergovim ekvilibrijumom;
* - statisticki znacajna razlika.

U distribuciju frekvencije GSTAI genotipa, mozZe se uociti da je u
grupi bolesnika bez TU zastupljeno 27% bolesnika sa CC genotipom,
54% sa CT genotipom i 19% bolesnika sa GSTA1 TT genotipom. U grupi
bolesnika sa TU, ucestalost GSTAI CC genotipa je veca nego u grupi
bolesnika bez TU (36% wvs. 27%), dok je zastupljenost GSTAI1 TT
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genotipa ista (19%) u obe grupe bolesnika. Iako prisutna, razlika u
distribuciji frekvencija GSTA1 genotipa izmedu ove dve grupe bolesnika
nije i statisticki znacajna (p = 0,558).

Iz prikazanih rezultata distribucije frekvencije GSTMI1 genotipa,
moze se primetiti da u obe ispitivane grupe bolesnika viSe od polovine
ispitanika ima bar jedan aktivni alel GSTM 1, dok su preostali bolesnici
nosioci GSTM1 nultog genotipa. U grupi bolesnika sa tumorima
urotelijuma, ucestalost GSTM1 aktivnog genotipa je neSto veca nego u

grupi bolesnika bez TU (58% vs. 55%), ali bez statistiCcke znacajnosti
(p = 0,760).

Posmatrajuci distribuciju GSTT1 genotipa, moze se uociti da 81%
bolesnika bez tumora urotelijuma su nosioci GSTT1 aktivnog genotipa.
Zastupljenost GSTT1 aktivnog genotipa u bolesnika sa TU (84%) je veca
nego u grupi bolesnika bez tumora urotelijuma. Iako je ucestalost
GSTT1 aktivnog genotipa u grupi obolelih sa TU veca, ona nije i
statisticki znacajna (p = 0,675).

Iz rezultata distribucije ucestalosti GSTPI genotipa, moze se
primetiti da 48% bolesnika bez TU ima AA genotip, 43% AG i 9% GG
genotip. Ucestalost AA genotipa u grupi bolesnika sa TU je 42%,
AG genotipa 55%, dok je ucestalost GSTPI GG genotipa manja
(3% vs. 9%) u odnosu na grupu bolesnika bez tumora mokracnih
puteva. Medutim, kako samo jedan bolesnik sa tumorom urotelijuma
ima GSTP1 GG genotip, bilo kakvu statisticku znacajnost razlike u

ucCestalosti bi trebalo prihvatiti sa oprezom jer u ovom slucaju postoji

ograniCenje za primenu X2 testa (p = 0,366).

Dobijene distribucije za GSTAI polimorfizam u obe grupe
bolesnika, kao i distribucija GSTP1I polimorfizma u grupi bolesnika bez
tumora su bile u skladu sa Hardy-Weinbergovim ekvilibrijumom
(GSTAI: p = 0,464 u grupi bolesnika sa TU; p = 0,335 u grupi bolesnika
bez TU; GSTPI: p = 0,887 u grupi bolesnika bez TU). Medutim,

distribucija GSTPI polimorfizma u grupi bolesnika sa tumorima
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urotelijuma nije bila u skladu sa Hardy-Weinbergovim ekvilibrijumom
(p = 0,003). Najverovatnije je to posledicama male zastupljenosti GSTP1
GG genotipa u bolesnika sa BEN (8%), s jedne strane, i malog broja
obolelih sa tumorima urotelijuma (31 bolesnik), s druge strane. Za
GSTM1 i GSTT1 polimorfizme, Hardy-Weinbergov ekvilibrijum nije
proveravan. Naime, koriScene metode za odredivanje delecionih
polimorfizama GSTM1 i GSTTI gena u naSoj studiji, ne mogu da
naprave razliku izmedu heterozigota i homozigota GSTMI i GSTTI

aktivnog genotipa.

Iz prikazanih rezultata distribucije GST genotipa se moze uociti da
je rizik za pojavu tumora u endemskoj nefropatiji snizen kod bolesnika
sa GSTA1 CTili GSTA1 TT genotipom u poredenju sa obolelim nosiocima
GSTA1 CC genotipa. Medutim, smanjenje rizika za 50% nije i statisticki
znacajno (OR = 0,5; CI = 0,2-1,2; p = 0,107).

Bolesnici u nasoj studiji sa GSTM1 nultim genotipom imaju manji
rizik za nastanak TU u odnosu na osobe sa aktivnim GSTM1 genotipom
(OR = 0,9; CI = 0,4-2,0; p = 0,757), dok bolesnici sa GSTT1 aktivnim
genotipom u poredenju sa obolelima bez oba GSTT1 gena, imaju
1,1 puta vedi rizik za nastanak tumora urotelijuma. Rizik u grupi
obolelih sa aktivnim GSTT1 genotipom, medutim, nema statisticku

znacajnost (OR = 1,1; CI = 0,4-3,2; p = 0,875).

Iz prikazanih rezultata u tabeli 13., moze se uociti da je rizik za
pojavu tumora u endemskoj nefropatiji 1,2 puta veci kod bolesnika
nosioca bar jednog varijantnog G alela GSTPI nego kod obolelih sa
GSTP1 AA genotipom, ali povecanje rizika nije i statisticki znacajno

(OR = 1,2; CI = 0,5-2,7; p = 0,615).
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5. DISKUSIJA

Iako je intenzivno ispitivana od polovine proslog veka, Balkanska
endemska nefropatija je i dalje enigma. Uradeno je viSe naucnih studija
da bi se wutvrdili uzroci nastanka endemske nefropatije (4-9).
Sprovedena istrazivanja, medutim, nisu razjasnila njenu etiologiju.
Trenutno, u nauc¢nim krugovima se vodi rasprava da li je uzrocnik
endemske nefropatije aristolohi¢na kiselina ili/i ohratoksin A. UocCene
su velike sli¢nosti, ali i razlike u klinickoj slici i patoloSkom nalazu
izmedu nefropatije uzrokovane aristolohi¢nom kiselinom i BEN
(13,14,20). Za obe nefropatije, pored slicnosti u patohistoloSkom
nalazu, upecatljiva je pojava tumora gornjih mokrac¢nih puteva
(6,12,19). Medutim, postoje i razlike: Balkanska endemska nefropatija
ima sporiju progresiju i porodi¢nu zastupljenost Sto nije karakteristika
AAN (14). Za konjugate aristolohic¢ne kiseline i DNK je pokazano da su
prisutni u korteksu bubrega i tkivu tumora urinarnog trakta obolelih od
endemske nefropatije (6). Nedavno su objavljeni rezultati istrazivanja
Stiborove i saradnika (117), o uticaju ohratoksina A na formiranje
konjugata aristolohi¢ne kiseline i DNK. Rezultati ovog istrazivanja
ukazuju na smanjenu detoksikaciju aristolohi¢ne kiseline i povecanu
genotoksi¢nost AA u jetri i bubrezima pacova u prisustvu ohratoksina
A. Iako je ohratoksin A proglasen od EFSA (EU Committee on Food
Safety) za nebitan faktor u nastanku endemske nefropatije i udruzenih
malignih tumora urotelijuma (118), u prilog hipotezi da je OTA znacajan
faktor rizika u nastanku BEN, ukazuje prisustvo OTA specificnih DNK
konjugata: OTA-dG i OTA-O-3-dGMP u bolesnika iz Srbije, Hrvatske i
Bugarske, sa i bez tumora gornjeg urinarnog trakta (12,19). Za razliku
od specificnih konjugata OTA sa DNK, konjugati OTHQ i OTA sa
glutationom (OTHQ-SG i OTB-SG), zbog svoje stabilnosti, mogu biti
markeri izloZenosti ovom mikotoksinu (25). Za OTHQ-SG i OTB-SG je

pokazano da su prisutni u krvi i urinu obolelih od endemske nefropatije
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(25). Iako je OTA rasprostranjen mikotoksin, sve izlozene osobe nece
oboleti od endemske nefropatije (20), Sto ukazuje da pored razlike u
kumulativnoj dozi i trajanju izloZzenosti ohratoksinu A, individualna
osetljivost predstavlja faktor rizika za BEN. Takode, treba naglasiti da
reakcije nastanka OTHQ-SG i OTB-SG mogu biti katalisane razli¢itim
glutation transferazama. Medutim, uprkos ovim Cinjenicama, uloga ovih
enzima kao modulatora individualne osetljivosti za nastanak nefropatije

u metabolizmu ohratoksina A nije proucavana.

Sadasnje miSljenje vodecih naucnika u ovoj oblasti je da je BEN
posledica interakcije gena i faktora spoljasnje sredine (119). Zato se
poslednjih decenija i dalje intenzivno ispituje znacaj interakcije gena i
faktora spoljasnje sredine u nastanku Balkanske endemske nefropatije.

Vec¢ izvesno vreme je poznato da razli¢ita ekspresija enzima za
detoksikaciju ksenobiotika, uzrokovana genetskim polimorfizmima,
moze uticati na predispoziciju za nastanak razli¢itih oboljenja
(51,52,120,121,122). Kod ljudi, genetski polimorfizmi su prisutni u
veCini gena razlicitih klasa glutation transferaza, enzima II faze
detoksikacije (36-42). Kako u vecini tkiva, distribucija izoenzima
glutation transferaza nije uniformna, procese detoksikacije i Stetne
efekte elektrofilnih jedinjenja u velikoj meri odreduje odgovarajuci
izoenzimski profil glutation transferaza tih tkiva (29,30). Medutim,
uprkos velikom znacaju koje solubilne glutation transferaze razlicitih
klasa imaju u metabolizmu ksenobiotika kao i znacajnoj zastupljenosti
ovih enzima u tkivu bubrega (1% od svih proteina) (30), uticaj genetskog
polimorfizma GST na rizik za pojavu endemske nefropatije je ispitivan
samo u dve studije (96,97).

Zbog toga je cilj ovog istrazivanja bio da ispita da li genetski
polimorfizam GST doprinosi individualnoj osetljivosti za nastanak
endemske nefropatije. Nasa hipoteza da polimorfizam GST moze biti

razlog razliCite osetljivosti za nastanak BEN je zasnovana na ¢injenici da
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glutation transferaze mogu da kataliSu razliCite reakcije u metabolizmu

ohratoksina A.

Nasuprot podacima o genetskim polimorfizmima GSTM1, GSTT1 i
GSTP1 u BEN (96,97), u literaturi ne postoje podaci o ispitivanju
distribucije GSTAI genotipa u endemskoj nefropatiji.

GSTA1-1 deluje kao klju¢ni citosolni enzim jetre u glutation
zavisnim detoksikacijama ksenobiotika endogenog i egzogenog porekla i
antioksidantnoj zastiti, naroCito u osoba bez konstitutivnhe ekspresije
GSTM1-1, nastale zbog delecije GSTMI gena. Osim u sistemskoj
detoksikaciji, zbog znacajne ekspresije u celijama proksimalnih tubula
(98), GSTA1-1 ima veoma bitnu ulogu u zastiti bubreznog tkiva od
krajnjih produkata nastalih u metabolizmu endogenih i egzogenih
jedinjenja. Najpromiskuitetniji enzim iz familije citosolnih glutation
transferaza (123), GSTAl-1 osim reakcija konjugacije elektrofilnih
jedinjenja sa GSH, zahvaljujuc¢i svojoj peroksidaznoj aktivnosti
ucestvuje i u detoksikaciji Stetnih organskih hidroksiperoksida (65).

Rezultati naSeg istrazivanja su pokazali udruzenost nezavisnog
genetskog polimorfizma GSTAl sa rizikom nastanka endemske
nefropatije. Naime, za ispitanike koji su nosioci bar jedne genetske
varijante GSTAI*B (varijantni T alel GSTAI) je pokazano da imaju
1,6 puta veci rizik nastanka BEN od osoba sa GSTAI*A/*A genotipom.
Za genetski polimorfizam GSTAI, koji se sastoji od tri vezana
SNP: G-52A, C-69T i T-567G u proksimalnom promoteru, pokazano je
da ima za posledicu kvantitativne razlike u ekspresiji (41) i aktivnosti
enzima (61). Naime, supstitucija baze na poziciji -52 uzrokuje Ccetiri
puta nizu ekspresiju GSTA1-1 u jetri osoba sa GSTAI TT genotipom
(41).

Iz dosadasSnjih saznanja o katalitickoj aktivnosti GSTA1l-1 i
nefrotoksicnosti ohratoksina A, mozZemo pretpostaviti dva moguca
mehanizma nastanka oStecenja bubreznog tkiva u endemskoj

nefropatiji kojima doprinosi genetski polimorfizam GSTAI: (1) smanjenu
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konjugaciju sa glutationom kod osoba sa GSTAI TT genotipom i
(2) pro-oksidativno dejstvo slobodnih radikala, nastalih u metabolizmu

OTA, zbog smanjene antioksidantne aktivnosti GSTA1-1.

U mehanizmu smanjene konjugacije sa GSH, pretpostavka je da
su aktivirani metaboliti OTA (Slika 6.) ili njegov hinonski metabolit
OTHQ (Slika 7.) supstrati enzima GSTA1l-1. Iako nema dokaza u
dosadasnjoj literaturi o direktnoj ulozi GSTA1-1 u metabolizmu
ohratoksina A, u prilog ove pretpostavke govori podatak o prisustvu
konjugata OTB-SG i OTHQ-SG u krvi i urinu obolelih od endemske
nefropatije  (25). StaviSe, in silico analizom za GSTA1-1,
najpromiskuitetniji enzim iz familije glutation transferaza (123), je
pokazano da u njegovom aktivnhom mestu mogu nastati konjugati OTA i
OTHQ sa glutationom (124). U bubreznom tkivu, distribucija izoenzima
glutation transferaza nije uniformna: GSTA1l-1 je najzastupljenija
u Celijama proksimalnih tubula (98). PatohistoloSkim analizama
bubreznog tkiva obolelih od endemske nefropatije u ranim fazama
bolesti, pokazano je da se patoloSki procesi prevashodno ispoljavaju u
Celijama proksimalnih tubula (125). Uzimaju¢i u obzir prethodno
navedene podatke sa cinjenicom da se OTA akumulira u tubulima
bubrega (126), logi¢no je pretpostaviti da enzim GSTAl-1 ima bitnu
ulogu u metabolizmu ohratoksina A i da ¢e u osoba sa prisutnim
mutantnim GSTAI1*B alelom, udruzenim sa nizom aktivnoScu enzima
(41,61), konjugacija OTA sa GSH biti smanjena. Nije poznato da li su

konjugati OTA sa glutationom toksicni ili ne.

Pored toga, u pro-oksidativnom mehanizmu nefrotoksi¢nosti OTA,
smanjena antioksidantna aktivnost GSTA1l-1 bi doprinela toksi¢nom
dejstvu  ohratoksina A. Naime, u mnogim istrazivanjima je
nedvosmisleno pokazano prisustvo pojacane produkcije slobodnih
radikala u metabolizmu OTA (127,128,129). Za OTA u literaturi
postoje podaci da osim Sto utiCe na povecano stvaranje slobodnih

radikala, s jedne strane, takode smanjuje i ekspresiju enzima
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ukljucenih u sintezu i potroSnju glutationa, s druge strane (130,131).
U humanim celijama proksimalnih tubula (HK-2) nadeno je da izlaganje
ohratoksinu A dovodi do oslobadanja reaktivnih kiseoni¢nih radikala i
nastanka 8 - hidroksideoksi-guanozina, biomarkera oksidativnog
ostecenja DNK (132). Prema tome, logicna je pretpostavka da ce
nedostatak antioksidantne aktivnosti GSTA1-1 u uslovima hroni¢nog
izlaganja OTA doprineti vecem stepenu oksidativnog stresa u tkivu
bubrega. U prilog ovoj pretpostavci, pored rezultata naSeg istrazivanja,
govori i nedavna hipoteza Cavina i saradnika (133), o prisustvu
oksidativnog stresa pod dejstvom ohratoksina A zbog smanjenje
antioksidativne aktivnosti glutation transferaza. Druga grupa
istrazivaca je pokazala da OTA u koncentracijama nekoliko puta vecim
od onih koje su otkrivene u krvi ljudi i zivotinja, smanjuje ekspresiju
i aktivnosti glutation transferaza inhibicijom transkripcionog faktora
Nrf2 (eng. nuclear redox sensitive erythroid 2-like transcription factor) u
celijskoj liniji tubula bubrega (LLC-PK1) (134). Poznato je da inhibicija
Nrf2 dovodi do smanjene ekspresije kljuénih enzima u sintezi i
metabolizmu glutationa, kao S§to su gama glutamil-cistein ligaza i
GSTP1-1 (130,135). Mada, Nrf2 ne ucestvuje u regulaciji ekspresije
GSTA1 (65), smanjenja kolic¢ina GSTA1 proteina u osoba sa GSTAI TT
genotipom mozda produbljuje oksidativni stres u BEN. Takode
je poznato da GSTA1l-1 wucestvuje kao modulator MAP kinaznih
(eng. mitogen-activated protein kinase) signalnih puteva, mehanizmom
koji ukljucuje protein-protein interakcije. Naime, GSTA1l-1 sa JNK
(eng. c-Jun N-terminal kinase) formira kompleks, koji modifikuje
aktivnost JNK u vreme cCelijskog stresa. Faktori koji uticu na asocijaciju
i disocijaciju GSTA1-1-JNK kompleksa nisu poznati. Nedavno je
sugerisano da u mehanizmu JNK aktivacije indukovane menadionom,
stvaranje reaktivnih kiseoni¢nih radikala (najverovatnije superoksid
anjona) i kolicina intracelijskog glutationa igraju vaznu ulogu u
sprecavanju disocijacije = GSTA1-1-JNK kompleksa, koja =zatim

aktivacijom JNK indukuje citotoksi¢nost (136). Smanjena koli¢ina GSH
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u cCelijama proksimalnih tubula bubrega izlozenih OTA (137), prisustvo
pro-oksidativnih metabolita ohratoksina A, kao i oksidativnog stresa u
endemskoj nefropatiji (138), otvaraju mogucnost da 1 ovakav
mehanizam aktivacije JNK u kojem ucestvuje GSTAl-1 moze imati

ulogu u nastanku Balkanske endemske nefropatije.

Na znacaj genetskog polimorfizma GSTA1 u nastanku BEN
ukazuju i drugi rezultati nasSeg istrazivanja. Naime, osim izolovanog
uticaja polimorfizma GSTAI1, u naSem istrazivanju je pokazano da je
rizik za nastanak endemske nefropatije kod nosioca bar jednog
varijantnog T alela GSTA1 u prisustvu GSTP1 AA genotipa 2,1 puta veci
nego u nosioca GSTAI CC genotipa (p = 0,036). Najveci rizik za
nastanak BEN imali su, medutim, ucesnici studije koji su osim
GSTA1 CT 1ili GSTAI TT genotipa imali i deleciju oba GSTTI1 gena
(OR =2,3; CI = 1,0-5,3; p = 0,046).

Balkanska endemska nefropatija je bolest zemljoradnika (103), a
za njih je pokazano da umiru od hroni¢ne insuficijencije bubrega
i malignih tumora urotelijuma, najverovatnije zbog izloZzenosti
pesticidima (104). Zbog pretpostavke da je GSTT1-1 ukljucen u
metabolizam pesticida, u naSem istrazivanju je ispitivan delecioni

polimorfizam GSTTI gena.

Jedina izvedena epidemioloSka studija o polimorfizmu GSTTI
gena u BEN, nije pokazala znacajne razlike u distribuciji ucestalosti
GSTT1 genotipa izmedu ispitanika studijske i kontrolne grupe (96).
Medutim, kako je u bugarskoj studiji bilo ukljuc¢eno samo 54 bolesnika
sa BEN, rezultati naSeg istrazivanja dobijeni na znatno vecem broju
ispitanika, pokazali su znatno vecu zastupljenost GSTT1 aktivnog
genotipa u grupi obolelih (p = 0,057). ViSe ispitanika sa GSTT1 aktivnim
genotipom bilo je i u grupi bolesnika sa tumorima mokracnih puteva.
Medutim, dobijeni rizik za nastanak endemske nefropatije kod
ispitanika sa GSTT1 aktivnim genotipom iako je 1,5 veci nego kod

osoba sa GSTTI nultim genotipom, nije dostigao statisticku znacajnost
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(p = 0,126). U saglasnosti sa naSim rezultatima su podaci dobijeni u
studiji Lebruna i saradnika (11), koji su pokazali da izlaganje primarnih
kultura humanih wurotelijalnih celija ohratoksinu A uzrokuje velike
interindividualne razlike u stepenu oStecenja DNK, koje su povezane sa
polimorfizmima GSTT1, GSTM1 i GSTP1 gena. Naime, u njihovom
istrazivanju, ostecenje DNK u urotelijalnim celijama izlaganih
ohratoksinu A je bilo ¢eSce u donora sa GSTT1 aktivnim genotipom. Ali,
uprkos Cinjenici da GSTTI aktivni genotip doprinosi riziku za nastanak
BEN, konjugacija OTA sa GSH posredstvom enzima GSTT1-1 je teSko
izvodljiva zbog nemogucnosti pristupa velikog molekula ohratoksina A
aktivnom mestu GSTT1-1 (139). Medutim, iako nije razjaSnjena uloga
GSTT1-1 u metabolizmu OTA, zbog stava srpskih istrazivaca da bi
istrazivanja pojave malignih tumora wurotelijuma u endemskim
podrucjima neosporno doprinela i rasvetljavanju etiologije BEN (1),
naSe rezultate smo uporedivali sa rezultatima studija o karcinomima
mokracne beSike i bubrega. Naime, rezultati nekoliko istrazivanja o
karcinomima mokracne beSike i bubrega su pokazali da osobe sa GSTTI
aktivnim genotipom izlozene pesticidima imaju povecan rizik za razvoj
ovih maligniteta (94,140), Sto je u saglasnosti sa rezultatima naSeg
istrazivanja da su ispitanici nosioci GSTT1 aktivnog genotipa sa naseg

podrucdja izloZeni vecem riziku obolevanja od endemske nefropatije.

Nasuprot nasSim rezultatima o genetskom polimorfizmu GSTTI, u
istrazivanju Chena i saradnika (13) sprovedenom u populaciji Zute rase,
pokazano je da je GSTTI1 nulti genotip faktor rizika za nastanak AAN,
narocito za sporo progresivni oblik ove nefropatije. U istrazivanju Chena
i saradnika (13), medutim, nije ispitivan genetski polimorfizam GSTAI.
Zbog preovladavajuceg miSljenja da Balkanska endemska nefropatija i
AAN predstavljaju jedan entitet, u tumacenju nekonzistentnih rezultata
o uticaju genetskih polimorfizama GST u razli¢itim rasama treba uzeti u
obzir podatak da je homozigotna delecija GSTTI1 prisutna u oko 20%

pripadnika bele i crne rase, dok je GSTT1 nulti genotip najviSe
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zastupljen u pripadnika zute rase (87,88,141). Takode, dok pripadnici
bele i crne rase imaju slicnu ucestalost homozigota T alela GSTAI,
najmanju ucestalost GSTAI TT genotipa imaju pripadnici zute rase
(1-3%) (61).

Zbog znacajne ekspresije GSTP1-1 u epitelu mokracnih puteva i
distalnim tubulima bubrega (98,109) i detoksikacije uroepitelnih
kancerogena: akroleina, diol-epoksida policiklicnih aromati¢nih
ugljovodonika i pesticida iz grupe organofosfata (110-113), u nasSem

istrazivanju ispitivan je genetski polimorfizam GSTP1 Ille105Val.

U literaturi, osim istrazivanja Andonove i saradnika (96), ne
postoje drugi podaci o ispitivanju genetskog polimorfizma GSTP1 u
endemskoj nefropatiji. Epidemioloska studija sprovedena u Bugarskoj
nije pokazala razlike u distribuciji ucestalosti GSTP1 genotipova izmedu
bolesnika sa endemskom nefropatijom i kontrolne grupe (96). Naime, u
istrazivanju sprovedenom u susednoj zemlji, joS jednom endemskom
podruc¢ju BEN, rezultati su pokazali manju ucestalost GSTPI GG
genotipa medu bolesnicima sa BEN u odnosu na kontrolnu grupu
(4% vs. 15%; p = 0,090). Niza zastupljenost GSTP1 GG genotipa u
bolesnika sa endemskom nefropatijom je dobijena i na naSem podrucju
(8% vs. 13%; p = 0,269). Nasi rezultati su pokazali da efekat prisustva
GSTP1 GG genotipa u odnosu na GSTPI AA genotip ne utiCe na
smanjenje rizika nastanka endemske nefropatije. Interesantno je,
medutim, da genetski polimorfizam GSTP1 iako nema uticaj za
nastanak BEN doprinosi da bolesnici nosioci bar jednog varijantnog
G alela GSTP1 gena i GSTA1 CC genotipa imaju najveci rizik da budu
leceni hemodijalizama (HR = 1,4; CI = 0,9 - 2,4; p = 0,169). Takode,
rezultati naSeg istrazivanja su pokazali da oboleli od endemske
nefropatije koji su nosioci GSTP1 AG genotipa imaju najveci rizik za
nastanak tumora urotelijuma (OR = 1,3; CI = 0,6 — 3,0; p = 0,503), Sto
je u saglasnosti sa meta-analizom Kellenove i saradnika (108), koja je

pokazala da osobe nosioci GSTP1 AG genotipa imaju umeren rizik za
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nastanak karcinoma mokracéne beSike u odnosu na osobe sa GSTP1 AA

genotipom (OR =1,27; CI = 1,00 - 1,59; p = 0,04).
Dok su genetski polimorfizmi GSTT1, GSTM1 i GSTAI povezani sa

nedostatkom ili smanjenom ekspresijom detoksikacionog enzima,
posledica genetskog polimorfizma GSTPI je izmenjena enzimska
aktivnost. Na osnovu podataka iz literature o indirektnoj ulozi GSTP1-1
u metabolizmu OTA, u naSem istrazivanju pretpostavili smo da rizik za
Balkansku endemsku nefropatiju nosi varijantni G alel GSTPI gena.
Naime, Lebrun i saradnici (11) su, u svom istrazivanju o genetskim
polimorfizmima glutation transferaza i toksiC¢nosti ohratoksina A u
primarnim humanim urotelijalnim celijama, pokazali da je GSTP1 AG ili
GSTP1 GG genotip ceSce prisutan kod ispitanika sa oStecenjem DNK u
Celijama izlaganim ohratoksinu A. To je u saglasnosti sa naSim
rezultatima koji su pokazali da prisustvo bar jednog varijantnog G alela
GSTP1 kod ispitanika naSe studije povecava rizik da njihova bolest bude

lecena hemodijalizama.

Kako se razlicite glutation transferaze preklapaju u pogledu
supstratne specificnosti, moguce je da nakon apoptoze celija
proksimalnih tubula (142,143) i smanjene kolicine GSTA1 proteina, koji
je prevashodno eksprimiran u ovom delu nefrona, u metabolizmu OTA
pretezno ucestvuje GSTP1-1, poreklom iz distalnih tubula. O smanjenoj
katalitickoj aktivnosti GSTP1-1 kao mogucem uzroku nefrotoksi¢nosti
OTA, u literaturi ne postoje dokazi. StaviSe, brojna naucna istrazivanja
ukazuju da je malo verovatno da ohratoksin A ispoljava svoja brojna
toksicna dejstva jednim jasno definisanim mehanizmom (144,145). Po
miSljenju Marin-Kuanove i saradnika (144), mehanizme delovanja OTA
treba traziti u kompleksnoj mrezi epigenetskih mehanizama,
ukljucujuci oksidativni stres i modulacije specificnih celijskih signalnih
puteva. U prilog pro-oksidativnom mehanizmu nefrotoksi¢nosti OTA,
nedavno je pokazano da GSTP1-1 sa valinom na poziciji 105 manje

efektivno stvara heterodimer sa peroksiredoksinom VI (Prdx6) nego
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enzim sa izoleucinom na poziciji 105, Sto dovodi do povecane
lipidne peroksidacije (146). Naime, poznato je da za aktivaciju
peroksidazne aktivnosti Prdx6 je neophodna njegova heterodimerizacija
sa GSTP1-1. Nakon heterodimerizacije sa Prdx6, GSTP1-1 procesom
S - glutationilacije ucestvuje u aktivaciji peroksidazne aktivnosti Prdx6
(147). U wuslovima hroni¢nog izlaganja OTA, smanjena detoksikacija
lipidnih peroksida nastala usled smanjenog stvaranja heterodimera
GSTP1-1 sa Prdx6, zbog prisustva GSTP1-1 sa valinom na poziciji 105,
verovatno ce doprineti veem stepenu oksidativnhog stresa u tkivu

bubrega.

Treci pretpostavljeni uzrok BEN su policiklicni aromaticni
ugljovodonici (102) poreklom iz lignita (15). Interesantno je, da uprkos
Cinjenici da su diol-epoksidi policiklicnih aromati¢nih ugljovodonika
lignita supstrati ne samo GSTA1-1 vec¢ i drugih glutation transferaza,
prevashodno GSTM1-1, u literaturi nema podataka da li genetski
polimorfizmi ovih enzima imaju kumulativni efekat na rizik za nastanak
BEN. O delecionom polimorfizmu GSTM1 u Balkanskoj endemskoj
nefropatiji postoje podaci samo iz dve studije bugarskih istrazivaca
(96,97). Naime, Andonova i saradnici (96) su sproveli istrazivanje u
studiji slucajeva i kontrola, koja je imala kontrolnu grupu sa
endemskog podrucdja (54 pacijenata sa BEN i 104 kontrola), dok je
kontrolna grupa u studiji istrazivacke grupe Toncheve (97) bila sa
ne-endemskog podrucja (95 pacijenata sa BEN i 112 kontrola). Rezultati
ovih studija pokazali su da je zastupljenost bolesnika sa prisutnim
aktivnim alelom GSTM1 veca u odnosu na kontrolnu grupu, s tim Sto su
rezultati istrazivanja Andonove i saradnika (96) pokazali da je veca
ucestalost GSTM1 aktivnog genotipa u bolesnika i statisticki znacajna.
I u naSoj studiji, kao i u studijama bugarskih istrazivaca, zastupljenost
bolesnika sa GSTM1 aktivnim genotipom je bila veca u grupi obolelih.
Takode, zastupljenost GSTM1 aktivnog genotipa bila je veca i u grupi

bolesnika sa tumorima urotelijuma. Zbog znacajno nize zastupljenosti
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GSTM1 nultog genotipa u bolesnika sa BEN, zakljucak Andonove i
saradnika (96) je da su osobe bez prisutnih aktivnih alela GSTM]I
zasticenije od nastanka endemske nefropatije. U vecini istrazivanja o
razli¢itim karcinomima, primarna hipoteza je da osobe sa GSTM1 nultim
genotipu zbog nedostatka konstitutivne ekspresije GSTM1-1 imaju veci
rizik za nastanak karcinoma zbog nemogucnost adekvatne detoksikacije
kancerogenih diol-epoksida nastalih u metabolizmu policikli¢nih
aromati¢nih ugljovodonika (58). Medutim, kako su izotiocijanati, nastali
razgradnjom glukozinolata prisutnih u povrcu, supstrati glutation
transferaza i znacajni induktori GST i drugih detoksikacionih enzima,
pretpostavlja se da GSTMI nulti genotip udruzen sa sniZzenom
aktivnoSéu enzima, mozda produzavanjem polu-zivota izotiocijanata
doprinosi potencijalno vecoj hemoprotektivnoj ulozi povréa (71,72).
Rezultati naSe studije, sprovedene u znatnoj vecoj grupi bolesnika,
nisu pokazali znacajnu razliku u distribuciji varijanti GSTM1 gena, §to
ukazuje da vrlo verovatno GSTM1-1 ne ucestvuje u metabolizmu
jedinjenja odgovornih za nastanak BEN. NasSi rezultati su, takode, u
saglasnosti sa rezultatima Chena i saradnika (13), koji su u pokazali da
genetske varijante GSTM 1 ne uticu na nastanak nefropatije uzrokovane

aristolohi¢nom kiselinom.

Brojna naucna istrazivanja su pokazala nedvosmislenu
udruzenost endemske nefropatije sa malignim tumorima urotelijuma
(102,148-151). U naSem epidemiolosko-genetskom istrazivanju, oboleli
sa tumorima mokracnih puteva su bili stariji i duzi vremenski period su
leceni hemodijalizama nego bolesnici bez tumora urotelijuma, Sto
potencijalno ukazuje da je izlozenost faktoru spoljasnje sredine
nastanka tumora u BEN ili niska ili da on nije potentan kancerogen.
Prema IARC (eng. International Agency for Research on Cancer),
ohratoksin A pripada 2B grupi kancerogena (152), dok je za
aristolohi¢nu kiselinu dokazano da je kancerogen za humanu

populaciju (153). StaviSe, u istrazivanju nefropatije uzrokovane
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kineskim biljnim preparatima za mrSavljenje, koji su sadrzali
aristolohi¢cnu kiselinu, u Belgiji je pokazano da je skoro polovina
obolelih u roku od nekoliko godina dobila maligne tumore gornjih
mokracnih puteva (154,155). Rezultati naSeg istrazivanja o pusenju kao
faktoru rizika za tumore urotelijuma u BEN su potvrdili da su pusaciiu
populaciji bolesnika sa Balkanskom endemskom nefropatijom izlozeni
3,3 puta znacajno vecem riziku nego nepuSaci. Medutim, iako je u
naSem istrazivanju ucestalost malignih tumora mokracnih puteva bila
veca (15%) od ucestalosti tumora urotelijuma u opsStoj populaciji (6%)
(156), mali broj bolesnika sa tumorima predstavlja znacajno ogranicenje
nasSe studije. Prema tome, iako rezultati naSeg istrazivanja nisu pokazali
udruzenost genetskog polimorfizma glutation transferaza sa pojavom
tumora urotelijuma u endemskoj nefropatiji, zbog prepoznatog

ogranicenja nase studije, potrebno je sprovesti dodatna istrazivanja.

”Uzroci vecine bolesti savremenog coveka su multifaktorijalni.
Uglavnom, jedan faktor predstavlja conditio sine qua non za nastanak
patoloskog procesa, dok su drugi Cesto zanemareni, jer njihovi efekti
nisu direktni ili su teSko merljivi. Medutim, bez ovih faktora klinicka
slika i progresija bolesti bi bili drugaciji. Odgovori na pitanja, Sta
ucCestvuje a Sta ne u etilogiji BEN, su podjednako teska, a jedan od

razloga zaSto je to tako je gore naveden” (18).

Rezultati prikazani u ovom radu nedvosmisleno ukazuju da su
genetski polimorfizmi glutation transferaza modulatori individualne
osetljivosti za nastanak BEN i potvrduju pretpostavku da je endemska

nefropatija odraz interakcije gena i faktora spoljasnje sredine (119).
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu prikazanih rezultata u ovom radu i diskusije mogu se

izvesti sledeci zakljucci:

Polimorfizam gena za GSTA1-1 utiCe na rizik za nastanak Balkanske
endemske nefropatije. Prisustvo varijantnog GSTAI1*B alela, koji
za posledicu ima manju kvantitativnu ekspresiju GSTA1 proteina,
povecava rizik za nastanak Balkanske endemske nefropatije 1,6 puta

u odnosu na osobe nosioce wild type GSTA1*A/ *A genotipa.

Polimorfizam gena za GSTP1-1, GSTM1-1 i GSTT1-1 enzime ne utice

na rizik za nastanak Balkanske endemske nefropatije.

Postoji udruzeni efekat polimorfizama gena za GSTA1l-1 i GSTT1-1
na rizik za nastanak Balkanske endemske nefropatije. Nosioci
mutantnog GSTAI1*B alela, sa nizom ekspresijom i aktivnoScu
GSTA1-1, kombinovanog sa GSTTI aktivnim genotipom imaju
2,3 puta vedi rizik za nastanak Balkanske endemske nefropatije u
odnosu na ispitanike sa GSTAI*A/*A genotipom koji su bez aktivnih
alela GSTT1 gena.

Varijantni aleli GSTA1 i GSTPI gena, kao i GSTM1 nulti i GSTT1
aktivni genotip nisu nezavisni prediktori terminalne bubrezne
insuficijencije =~ kod bolesnika sa Balkanskom endemskom

nefropatijom.
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Polimorfizam gena za GSTA1l-1, GSTP1-1, GSTM1-1 i GSTT1-1
enzime ne utiCe na rizik za pojavu tumora urotelijuma u Balkanskoj

endemskoj nefropatiji.

Polimorfizmi gena za GSTA1-1 i GSTT1-1 su modulatori individualne
osetljivosti za nastanak Balkanske endemske nefropatije. S obzirom
na dosadaSnja saznanja o mogucoj katalitickoj ulozi GSTA1l-1 u
metabolizmu ohratoksina A, znacaj ovog mikotoksina kao etioloSkog
faktora rizika za nastanak Balkanske endemske nefropatije pruza

mogucnost za dalja istrazivanja.
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jon vodonika

glutation

ohratoksin A-hidrohinon konjugovan sa
glutationom

ohratoksin A-hinon konjugovan sa glutationom



OTa

CYP1A1l

CYP3A4

CYP3AS

GSTA1-2

GST

iRNK

SNPs

RFLPs

RSPs

kb

CNVs

InDel

STRPs

VNTRs

MSV

ISV

DNA

ohratoksin a (ohratoksin alfa)
citohrom P 450 oksidaza 1A1
citohrom P 450 oksidaza 3A4
citohrom P 450 oksidaza 3A5

glutation transferaza klase alfa
sa subjedinicama 1 i 2

geni za glutation transferaze
informaciona ribonukleinska kiselina

polimorfizmi jednog nukleotida (eng. single
nucleotide polymorphisms)

polimorfizmi duzina restrikcionih fragmenata (eng.
restriction fragment length polymorphisms)

polimorfizmi restrikcionog mesta (eng. restriction
site polymorphisms)

kilo-baza

varijante broja kopija (eng. copy number varijants)
insercija/delecija (eng. insertion/deletion variant)
polimorfni mikrosateliti tj. polimorfizam kratkih
tandemskih ponovaka (eng. short tandem repeat

polymorphisms)

minisateliti i varijabilan broj tandemskih ponovaka
(eng. variable numbers of tandem repeats)

ymultisite“ varijanta (eng. multisite variant)

strukturne varijante intermedijarne veliCine (eng.
intermediate-sized structural variant)

deoksiribonukleinska kiselina (eng. deoxyribonucleic

acid)



CNP

LCVs
GSTA1
GSTA1-A5

GSTAI*A

GSTAI1*B

SNP G-52A

SNP C-69T

SNP T-567G

GSTA1 TT

GSTA1-1

N-acetoksi-PhIP

GSTM1-1

DNK-PhIP

GSTMI-5
GSTMI*A,
GSTMI*B,
GSTM1*1x2

GSTM1I1*0

polimorfizam broja kopija (eng. copy number
polymorphism)

veliki CNV (eng. large-scale CNV')
gen za glutation transferazu GSTA1-1
grupa od pet gena glutation transferaza klase alfa

A genetska varijanta GSTA1I (eng. wild type GSTA1
alel)

B genetska varijanta GSTA1 (varijantni, mutantni
GSTA1 alel)

polimorfizam jednog nukleotida u kojem je guanin
na poziciji -52 zamenjen adeninom

polimorfizam jednog nukleotida u kojem je citozin
na poziciji -69 zamenjen timinom

polimorfizam jednog nukleotida u kojem je timin na
poziciji -567 zamenjen guaninom

homozigot GSTAI T (timin) alela (homozigot
varijantnog, mutantnog GSTA1 alela)

glutation transferaza klase alfa sa dve subjedinice 1

N-acetoksi-2-amino-1-metil-6-fenilimidazo
[4,5-b]piridin

glutation transferaza klase mi sa dve subjedinice 1

konjugati DNK nastali u reakciji sa N-acetoksi-2-
amino-1-metil-6-fenilimidazo [4,5-b]piridinom

grupa od pet gena glutation transferaza klase mi
A genetska varijanta GSTM 1

B genetska varijanta GSTM 1

dva funkcionalna GSTM 1 gena u tandemu

delecija GSTM1 gena



p.K173N u 173 kodonu proteina asparaginskom kiselinom je

zamenjen lizin

GSTM2 - gen za glutation transferazu GSTM2-2
GSTPI1*A - A genetska varijanta GSTPI
GSTPI1*B - B genetska varijanta GSTPI
GSTP1*C - C genetska varijanta GSTPI

SNP Ile105Val

polimorfizam jednog nukleotida Cija posledica je
zamena aminokiseline izoleucina u 105 kodonu

valinom

SNP Ala114Val - polimorfizam jednog nukleotida Cija posledica je
zamena aminokiseline alanina u 114 kodonu
valinom

GSTPI*A - A genetska varijanta GSTP1

(1051le/ 114Ala) (105 Izoleucin/ 114 Alanin)

GSTP1*B - B genetska varijanta GSTP1

(105Val/ 114Ala) (105 Valin/ 114 Alanin)

GSTP1*C - C genetska varijanta GSTPI

(105Val/ 114Val) (105 Valin/ 114 Valin)

GSTP1*D - D genetska varijanta GSTP1

(105Ile/ 114Val) (105 Izoleucin/ 114 Valin)

SNP A1578G - polimorfizam jednog nukleotida u kojem je adenin
na poziciji -1578 zamenjen guaninom

GSTP1 Val GSTP1*Bi GSTPI1*C genetska varijanta

GSTP1 Ile GSTP1*A i GSTPI1*D genetska varijanta

GSTP1I Ile/Ile homozigot GSTP1 Ile alela

GSTP1 Ile/ Val heterozigot GSTP1 Ile i GSTP1 Val alela

GSTP1 Val/Val homozigot GSTP1 Val alela

GSTP1-1 - glutation transferaza klase pi sa dve subjedinice 1



CDNB

hGSTP1-1
(1104,A113)

(V104,V113)

(+)-anti-BPDE

HepG2
GSTT1-2
GSTT1-1
GSTT1*0
GSTTI1*A
GSTTI1*B
GSTTI*A/*A
GSTT1*A/*B
GSTT1*0/*B
TU

PCR

PCR-RFLPs

EDTA

HCl
CYPI1AI

MgCl,

1-hlor-2,4-dinitrobenzen
(eng. 1-chloro-2,4-dinitrobenzene)

humana GSTP1-1

(Izoleucin104, Alaninl113)

(Valin 104, Valin 113)
(+)-anti-benzo|a]piren-7,8-dihidrodiol-9,10-epoksid
celijska linija humanog hepatocelularnog karcinoma
grupa od dva gena glutation transferaza klase teta
glutation transferaza klase teta sa dve subjedinice 1
delecija GSTT1 gena

A genetska varijanta GSTT1

B genetska varijanta GSTT1

homozigot GSTT1* A alela

heterozigot GSTT1*A 1 GSTT1*B alela

heterozigot GSTT1*0 i GSTT1*B alela

tumor urotelijuma

reakcija lan¢anog umnozavanja (eng. polimerase
chain reaction)

reakcija lancanog umnozavanja-polimorfizmi duzina
restrikcionih fragmenata (eng. polimerase chain

reaction-restriction fragment length polymorphisms)

etilen diamin tetra sircetna kiselina
(eng. ethylenediaminetetraacetic acid)

hlorovodoni¢na kiselina
gen za citohrom P 450 oksidazu 1A1

magnezijum hlorid



bp

GSTA1I CC

GSTAI CT
GSTPI1 AA

GSTP1 AG

GSTP1 GG
X2

OR

CI

HR

BMI

SD

EFSA
GSTAI*A/*A
HK-2

Nrf2

LLC-PK1

MAP

JNK

bazni par

homozigot GSTA1 C (citozin) alela (homozigot
eng. wild type alela GSTAI)

heterozigot GSTA1 C (citozin) i GSTA1 T (timin) alela
homozigot GSTPI1 A (adenin) alela

heterozigot GSTP1 A (adenin) i GSTPI1 G (guanin)
alela

homozigot GSTP1 G (guanin) alela

Hi kvadrat test

eng. odds ratio

interval poverenja (eng. confidence interval)
eng. hazard ratio

verovatnoca

broj ucesnika

indeks telesne tezine (eng. body mass index)
standardna devijacija

eng. EU Committee on Food Safety
homozigot GSTAI*A alela

celijska linija humanog proksimalnog tubula

eng. nuclear redox sensitive erythroid 2-like
transcription factor

linija epitelnih celija bubrega svinje (eng. pig kidney
epithelial cells)

eng. mitogen-activated protein

eng. c-Jun N-terminal kinase



Prdx6 - peroksiredoksin VI

IARC - eng. International Agency for Research on Cancer
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na poledini lista).

Potpis doktoranda

U Beogradu, 06.05.2015. godine

Fopuga Sl




