UNIVERZITET U BEOGRADU
FARMACEUTSKI FAKULTET

Jasmina M. Ivanisevic

ISPITIVANJE POKAZATELJA INFLAMACIJE,
OKSIDATIVNOG STRESA | LIPIDNOG
STATUSA KOD PACIJENATA SA
SARKOIDOZOM

Doktorska disertacija

Beograd, 2016.



UNIVERSITY OF BELGRADE
FACULTY OF PHARMACY

Jasmina M. Ivanisevic

THE EXAMINATION OF INFLAMMATORY,
OXIDATIVE STRESS AND LIPID STATUS
PARAMETERS IN SARCOIDOSIS PATIENTS

Doctoral Dissertation

Belgrade, 2016.



Komisija za ocenu i odbranu doktorske disertacije

Datum odbrane doktorske disertacije:

Dr. Zorana Jeli¢ Ivanovi¢, redovni profesor (mentor)

Univerzitet u Beogradu, Farmaceutski fakultet

Dr. Jelena Kotur Stevuljevié, vanredni profesor (mentor)

Univerzitet u Beogradu, Farmaceutski fakultet

Dr. Aleksandra Stefanovi¢, docent

Univerzitet u Beogradu, Farmaceutski fakultet

Dr. Jelena Veki¢, docent

Univerzitet u Beogradu, Farmaceutski fakultet

Dr. Violeta Vuéini¢ Mihailovié¢, redovni profesor

Univerzitet u Beogradu, Medicinski fakultet




Ova doktorska disertacija je uradena na Katedri za medicinsku biohemiju Farmaceutskog fakulteta pod

mentorstvom prof. dr Zorane Jeli¢ Ivanovic¢ i prof. dr Jelene Kotur Stevuljevic.

Najiskrenije se zahvaljujem mentoru prof. dr Zorani Jeli¢ Ivanovi¢ na svim savetima i sugestijama,
ukazanoj podrsci, posvecenom vremenu, velikom razumevanju i strpljenju u svim fazama izrade i pisanja

doktorske disertacije.

Posebnu zahvalnost dugujem mentoru prof. dr Jeleni Kotur Stevuljevié¢ za izuzetno razumevanje, sve
korisne sugestije i pomoc¢ tokom svih ovih godina naseg zajednickog rada. Prof. Kotur Stevuljevi¢ se

zahvaljujem i zbog neiscrpne energije i stalnog podsticaja da istrajem u svom radu.

Veliku zahvalnost dugujem doc. dr Aleksandri Stefanovi¢ na svim savetima i sugestijama koje mi je
ukazala u svim fazama izrade doktorske disertacije, kao i za svu nesebicnu pomo¢, entuzijazam, podrsku i

razumevanje koje mi je pruzila tokom svih prethodnih godina naseg rada.

Veliku zahvalnost dugujem doc. dr Jeleni Vekic¢ za sve strucne savete i znacajne ideje koje mi je nesebicno

pruzila tokom izrade doktorske disertacije, a posebno za bezrezervnu podrsku i razumevanje.

Najiskrenije se zahvaljujem prof. dr Violeti Vucini¢ Mihailovi¢ na strucnim savetima i sugestijama,
ukazanom poverenju, ostvarenoj saradnji i velikom razumevanju prilikom izrade i pisanja ove doktorske

disertacije.

Posebno se zahvaljujem prof. dr Slavici Spasi¢ koja je dala veliki doprinos mom profesionalnom
usavr§avanju, na svim njenim strucnim idejama i savetima, toplom i prijateljskom stavu. Prof. Spasic¢ se

narocito zahvaljujem zbog nesebicne pomoci koju mi je pruzila u odredenim teskim trenucima.

Prof. dr Vesni Spasojevi¢ Kalimanovskoj se iskreno zahvaljujem na svim sugestijama, velikoj podrici,

razumevanju i pomoci koje mi je ukazala tokom svih ovih godina.

Zahvalnost dugujem doc. dr Aleksandri Zeljkovi¢ koja je svojim strucnim savetima, podrskom i ulozenim

trudom znacajno doprinela izradi ove disertacije.

Posebnu zahvalnost upucujem svojim dragim kolegama Mironu Sopicu, Tamari Gojkovi¢, Milici
Miljkovié, Jeleni Joksié¢, Sandri Viadimirov, Jeleni Janac i Aleksandri Vukasinovi¢ za svesrdnu podrsku,

kolegijalnost, ogromno razumevanje koji su mi omogucili da istrajem u svom radu.

Zahvaljujem se svim kolegama sa Katedre za medicinsku biohemiju Farmaceutskog fakulteta za podrsku,

razumevanje i prijateljsku atmosferu u svakodnevnom radu.



Narocitu zahvalnost dugujem svojim roditeljima na beskrajnoj ljubavi i razumevanju, ulozenom trudu i
bezrezervnoj podrici koji su mi davali snagu i inspiraciju da istrajem na svom putu bez obzira na sve
padove i teske trenutke, a koji su bili neminovni ne samo tokom izrade doktorske disertacije nego tokom

celog mog licnog i profesionalnog razvoja, sazrevanja i napretka.



Ispitivanje pokazatelja inflamacije, oksidativnog stresa i lipidnog statusa kod pacijenata sa
sarkoidozom

Rezime

Sarkoidoza je inflamatorno oboljenje ismatra se da genetska predispozicija organizma i
specifi¢ni agensi iz spoljasnje sredine igraju znacajnu ulogu u prekomernoj aktivaciji imunskog
sistema koji se nalazi u osnovi oboljenja. Medu agensima iz spoljasnje sredine, mikobakterijski
antigeni imaju najveci znacaj. Novije publikacije govore o postojanju mikobakterijskog antigena
- katalaza-peroksidaza (mKatG) u sarkoidnim granulomima. Smatra se da ovaj antigen dovodi do
stimulacije imunskog odgovora i tako doprinosi inicijaciji oboljenja.

Imunoloski odgovor zapocinje akumulacijom aktiviranih T pomo¢nickih (“helper”)
limfocitai makrofaga na mestima inflamacije. Usled kompleksnih interakcija T limfocita i
makrofaga, formira se sarkoidni granulom. Granulomi su sastavljeni od visoko-diferentovanih
mononuklearnih fagocita i limfocita. Aktivirane ¢éelije imunskog sistema produkuju razlicite
proinflamatorne medijatore medu kojima su znacajni interleukin (IL) -2, IL-12, 1L-15, faktor
nekroze tumora o (TNF a), angiotenzin konvertujuci enzim (ACE). C-reaktivni protein (CRP)
kao inflamatorni marker se takode povecano sintetiSe u jetri kao odgovor na povecéanu
produkciju proinflamatornih citokina, ali nije dokazano da on moze da posluzi kao koristan
marker za procenu aktivnosti bolesti. U klini¢koj dijagnozi granulomatoznih oboljenja izdvojio
se ACE, ali su utvrdeni nedostaci 1 ovog parametra. Noviji radovi naglaSavaju znacaj serumskog
amiloida A (SAA) kao vaznog markera granulomatozne inflamacije jer, osim Sto predstavlja deo
granuloma, on regulise njegovo formiranje, ali uti¢e i na produkciju citokina. Sinteza SAA se
povecava u jetri i oslobada se zajedno sa CRP-om pod uticajem IL-1 i IL-6.

Sarkoidoza se prema toku moze podeliti na akutnu ili hroni¢nu, a manifestacije mogu da
budu pluéne 1/ili vanpluéne. Akutna bolest je ograni¢enog toka, sa Cestim spontanim remisijama
dok hronicna perzistira 1 pracena je progresijom oboljenja. Pored pluca, mogu biti zahvaceni
srce, oci, nervni system, misi¢i, kostii drugi organi. Vanpluéna manifestacija koja uglavnom
ukljucuje 1 pluéno tkivo predstavlja teZi oblik od iskljucivo pluéne manifestacije.

Poznato je da se u inflamatornim stanjima povecava nivo oksidativnog stresa i smanjuje
nivo antioksidativne zastite. Inflamatorne Celije pojacano stvaraju superoksid anjon radikal (O;")
koji se konvertuje do vodonik-peroksida (H20,). Dejstvom oksidanasa na lipidne molekule

najpre se generisu lipidni hidroperoksidi, dok u krajnjem stadijumu lipidne peroksidacije nastaje



malondialdehid (MDA). Pored MDA, danas se znacaj daje i kombinovanim parametrima kao $to
je totalni oksidantni status (TOS), ¢ije su glavne komponente lipidni hidroperoksidi i H,O..
Razlic¢iti enzimski i neenzimski antioksidansi ucestvuju u neutralizaciji ¢inilaca oksidativnog
stresa. Medu enzimskim antioksidansima mogu da se izdvoje superoksid dizmutaza (SOD),
katalaza, gluatation-peroksidaza, a medu neenzimskim sulfhidrilne (SH) grupe, glutation (GSH),
mokracna kiselina, vitamini C i E. Razvijena je i metoda kojom se odreduje totalni antioksidantni
status (TAS) u Ciji sastav ulaze proteinske SH-grupe, mokra¢na kiselina, vitamin C, ukupni
bilirubin, vitamin E 1 drugi antioksidansi. Jo§ jedan noviji parametar je prooksidantno-
antioksidantni balans (PAB) koji sluzi kao mera oksidanasa u antioksidantnom okruzenju.
Smanjenje neenzimskih antioksidanasa, povecanje ukupnih hidroperoksida i 8-izoprostana, kao i
smanjenje kofaktora NADPH u eritrocitima su do sad dokumentovani kod pacijenata sa
sarkoidozom.

Inflamatorni procesi u sarkoidozi mogu da dovedu i do promena u metabolizmu
lipoproteinskih cestica bogatih trigliceridima ili da smanje kapacitet lipoproteinskih Cestica
visoke gustine (HDL) u efluksu holesterola, $to se manifestuje promenama u lipidnom statusu.
Inflamacija i oksidativni stres favorizuju nastanak malih, gustih LDL i HDL c¢estica. U ovakvim
patoloskim stanjima, moguca je i izmena proteina HDL-a drugim proteinima, pri ¢emu se
smanjuje funkcionalnost HDL cestica i ubrzava njihov katabolizam. Smanjenje koncentracija
ukupnog holesterola (UH) i HDL-H ili znac¢ajno smanjenje samo HDL-H je utvrdeno kod
pacijenata sa sarkoidozom. Do sad je publikovana jedna studija koja govori o promenama u
distribuciji HDL subfrakcija u sarkoidozi, koja pokazuje da je smanjen sadrzaj holesterola u
ve¢im HDL2 subfrakcijama 1 pove¢an udeo manjih HDL 3 &estica. Medu proteinima HDL
Cestica, naroCit znacaj je dat enzimu paraoksonazi 1 (PON1) jer se smatra da on ima klju¢nu
ulogu u antioksidativnoj zastiti poSto ima sposobnost razgradnje bioloski oksidovanih lipida. Do
sada je u samo jednoj studiji ispitivan nivo PONT1 u sarkoidozi i utrvrdeno je sniZenje enzimske
aktivnosti.

Ciljevi istrazivanja su bili da se ispita inflamatorni status, oksidativno-stresni status u
serumu i eritrocitima, lipidni status, raspodela LDL i HDL subfrakcija, kao i PON1 status kod
pacijenata sa sarkoidozom u odnosu na grupu zdravih ispitanika, kao i izmedu razliitih
tokova/manifestacija bolesti. Nadalje, cilj je bio i da se utvrdi medusobna povezanost navedenih

parametara, kao i da se ispita koji od njih moze da bude nezavisni prediktor drugih parametara



odnosno samog oboljenja. Takode, odredena je 1 dijagnosticka ta¢nost parametara oksidativno-
stresnog i lipidnog statusa kao prediktora postojanja bolesti.

U ispitivanju je ucestvovalo 213 pacijenata sa sarkoidozom i 139 zdravih osoba. Studija
je planirana u skladu sa eti¢kim standardima datim u HelsinSkoj deklaraciji i odobrena od strane
Etickog odbora Klinickog centra Srbije 1 Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu.
Biohemijski parametri su odredeni u serumu, plazmi i hemolizatima eritrocita. Koncentracije
osnovnih biohemijskih i lipidnih parametara su odredene rutinskim laboratorijskim metodama,
koncentracija hsCRP-a pomoc¢u imunoturbidimetrijske metode, aktivnost ACE kolorimetrijskom
metodom. SAA je odreden primenom ELISA testa. Parametri oksidativno-stresnog statusa i
PONI1 su izmereni odgovaraju¢im spektrofotometrijskim metodama. Razdvajanje LDL 1 HDL
subfrakcija je radeno gradijent gel elektroforezom, a kvantifikacija je izvrSena denzitometrijski.
Odredeni su i parametri pluéne funkcije kod pacijenata.

Rezultati pokazuju da su koncentracije hsCRP-a, UH, eritrocitnog TOS-a (P<0,05),
relativnog udela LDL IVA, HDL 2a i HDL 3a subfrakcija (P<0,01), kao i SAA, TG, TG/HDL-H,
relativnog udela LDL 11'i LDL I1I subfrakcija (P<0,001), serumskih koncentracija MDA, TOS-a,
PAB-a, eritrocitnih koncentracija MDA, O,", SH grupa (P<0,0001) znacajno vece, dok su
koncentracije HDL-H, eritrocitne aktivnosti SOD-a (P<0,01), serumskih koncentracija SH grupa,
relativnog udela LDL | subfrakcija (P<0,001), serumskih koncentracija TAS-a i aktivnosti SOD
(P<0,0001) znac¢ajno manje kod pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu. U grupi pacijenata bilo
je viSe znacajnih korelacija izmedu parametara oksidativno-stresnog statusa sa inflamatornim i
lipidnim parametrima. Serumski (P<0,001) i eritrocitni (P<0,001) MDA su se pokazali kao
najbolji prediktori oboljenja medu drugim parametrima oksidativno-stresnog statusa. Oba
parametra su zadrZala svoju prediktivnhu sposobnost 1 nakon podeSavanja za druge parametre
oksidativno-stresnog statusa (S-MDA, P<0,01; H-MDA, P<0,001), kao i za lipidne parametre (S-
MDA, P<0,01; H-MDA, P<0,01). S-MDA je imao izvanrednu (AUC=0,995), a S-TOS odli¢nu
(AUC=0,810) dijagnosticku tac¢nost. Modeli sacinjeni od kombinacije vise oksidanasa i/ili
antioksidanasa su imali bolji potencijal razdvajanja u odnosu na pojedinatne parametre.
Pokazalo se da je POazna aktivnost bila znacajno niZza kod pacijenata u odnosu na kontrolnu
grupu (P<0,001), dok je DZOaza takode bila niza, ali razlika nije dostigla znacajnost. U grupi
pacijenata, uo¢ene su znacajne pozitivne korelacije POazne aktivnosti sa UH (P<0,01), LDL-H i

HDL-H (P<0,05), a znacajne negativne korelacije DZOazne aktivnosti sa SAA, MDA (P<0,05) i



PAB-om (P<0,01). Utvrdeno je da povecanje u koncentraciji SAA ima nezavistan uticaj na
smanjenje DZOazne aktivnosti, kao 1 da 71% varijacije u DZOaznoj aktivnosti moze da se
objasni povecanjem koncentracije TOS-a, PAB-a i SAA. Analiza parametara prema tokovima
bolesti pokazala je znacajno veéi udeo LDL IVA (P<0,01) i HDL 3a subfrakcija (P<0,05) i
znacajno nizu koncentraciju HDL-H (P<0,05) kod hroni¢ne sarkoidoze u odnosu na kontrolnu
grupu. Trajanje terapije, kao i udeli HDL 3a i HDL 3c¢ su bili znacajno nezavisno povezani sa
hroni¢nom sarkoidozom. Relativni udeo HDL 3a subfrakcija, koncentracije PAB-a (P<0,05)
ILDL-H (P<0,01) su bile znacajno vece, dok su relativni udeo LDL IV, aktivnost DZOaze
(P<0,05), koncentracija HDL-H (P<0,01) i HDL dijametar (P<0,001) bili zna¢ajno manji kod
pacijenata sa izolovanom plu¢nom manifestacijom u odnosu na zdrave osobe. POaza je bila
znacajno niza (P<0,05) kod pacijenata sa kombinovanom pluénom i vanpluénom boles¢u u
poredenju sa isklju¢ivo pluénom lokalizacijom. Izolovana pluéna manifestacija se karakterisala
znacajnim korelacijama izmedu relativnih udela HDL subfrakcija i parametara oksidativno-
stresnog statusa, a utvrdeno je i da su koncentracija TOS-a i POazna aktivnost (P<0,05) imali
nezavistan uticaj na promene u distribuciji malih HDL cestica.

Dobijeni rezultati pokazuju da pacijenti sa sarkoidozom imaju povecane nivoe markera
inflamacije, dislipidemiju, povecan oksidativni stres i1 smanjenu antioksidativnu zastitu.
Inflamatorni procesi su znacajno povezani sa oksidativno-stresnim statusom u sarkoidozi.
Parametri oksidativnog stresa mogu da budu znacajni prediktori oboljenja, a modeli sastavljeni iz
njihovih kombinacija imaju bolji potencijal razdvajanja pacijenata sa sarkoidozom od zdravih
ispitanika u odnosu na pojedinacne parametre. Inflamacija i oksidativni stres mogu da dovedu do
modifikacije strukture i funkcije LDL i HDL cestica, §to se manifestuje vecim relativnim
udelima manjih LDL 1 HDL subfrakcija kao 1 inverznoj asocijaciji izmedu SAA 1 oksidativnog
stresa sa DZOaznom aktivno$¢u PONI. Hroni¢ni tok sarkoidoze se karakteriSe smanjenom
koncentracijom HDL-H i manjim HDL ¢esticama. U izolovanoj plu¢noj manifestaciji oboljenja
utvrdena je znacajna povezanost malih HDL Cesticasa parametrima oksidativno-stresnog statusa i
POaznom aktivnoscu.

Kljuéne redi: sarkoidoza; inflamacija; oksidativni stres; antioksidativna zaStita;
paraoksonaza 1; lipidi; LDL i HDL subfrakcije; tokovi bolesti; manifestacije bolesti
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The examination of inflammatory, oxidative stress and lipid status parameters in
sarcoidosis patients

Abstract

Sarcoidosis is an inflammatory disease and it has been considered that genetic
predisposition and specific environmental agents play significant role in the excessive activation
of the immune system that is major characteristic of the disease. Among environmental agents,
mycobacterial antigens are thought to be most important. Recent publications reported the
presence of mycobacterial antigen catalase-peroxidase (mKatG) in sarcoid granulomas. This
antigen leads to immune response stimulation contributing to disease onset.

Immune response begins with accumulation of T helper lymphocytes and macrophages
at the sites of inflammation. Complex interactions between lymphocytes and macrophages
contribute to granuloma formation. Granulomas consist of highly-differentiated mononuclear
phagocytes and lymphocytes. Activated cells of immune system produce different
proinflammatory mediators such as interleukin (IL) -2, 1L-12, IL-15, tumor necrosis factor o
(TNFa), angiotensin converting enzyme (ACE). C-reactive protein (CRP) is synthesized in the
liver and its production is increased as a response to proinflammatory cytokines, but the
significance of CRP as a useful marker of disease activity has not been proved. ACE became
important in clinical diagnosis of granulomatous diseases, but this marker also has its
disadvantages. Recent reports pointed out the significance of serum amyloid A (SAA),
suggesting it as an important marker of granulomatous inflammation, because it regulates
granuloma formation and influences the cytokines production. IL-1 and IL-6 stimulate the
increased production of SAA in the liver and its release into the bloodstream together with CRP.

According to disease course, sarcoidosis can be acute or chronic, with disease
manifestations on lungs and/or other tissues. Acute disease has limited course and spontaneous
remissions often occur, while chronic disease persists and isusually progressive. Besides lungs,
other tissues/organs that can be affected are: heart, eyes, nervous system, muscles, bones and
others. Combined pulmonary and extrapulmonary manifestations are more severe forms than
isolated pulmonary form.

It is well established that, in inflammatory conditions, the levels of oxidative stress
increase and the levels antioxidative defence decrease. Inflammatory cells produce superoxide

anion radical (O;") that is dismutated into hydrogen peroxide (H,0,). Oxidants lead to damage of



lipids generating lipid hydroperoxides and further oxidative modification leads to
malondialdehyde (MDA) formation. Besides MDA, total oxidant oxidant status (TOS) is a
parameter used in determination of oxidative stress whose main components are lipid
hydroperoxides and H,O,. Different enzymatic and non-enzymatic antioxidants combat with the
excessive oxidative stress. Superoxide dismutase (SOD), catalase and glutathione peroxidase are
typical enzymatic antioxidants, whereas sulfhydryl (SH) groups, glutathione(GSH), uric acid and
vitamins C and E are examples of non-enzymatic antioxidants. Total antioxidant status (TAS) is
used to measure protein SH groups, uric acid, vitamic C, total bilirubin, vitamin E and other
antioxidants. Pro-oxidant antioxidant balance (PAB) also represents new parameter to describe
the level of oxidants in an antioxidant environment. Decrease of non-enzymatic antioxidants
levels, increase of total hydroperoxides and 8-isoprostanes as well as decrease of NADPH
cofactor concentrations in erythrocytes have been reported in sarcoidosis.

Inflammatory processes may significantly influence metabolism of triglyceride (TG)-
rich particles or may impair the cholesterol efflux capacity of HDL particles, leading to changes
in lipid status. Inflammation and oxidative stress may force the rearrangement of LDL and HDL
subclass distributions toward smaller particles. In these pathologic conditions, the replacement of
apolipoproteins of HDL particles may occur, contributing to decreased HDL particles
functionality and their increased catabolism. Decrease in total cholesterol (TC) and HDL-C or
significant decrease of HDL-C have been described in sarcoidosis patients. The only study
published so far, concerning alterations in HDL subclasses distribution, reported reduction of the
cholesterol content in HDL 2 subfractions and increased distribution of smaller HDL 3 particles.
Enzyme paraoxonase 1 (PON1), located on HDL particles, is important because it has the ability
to neutralize oxidized lipids. Decreased PONL1 in sarcoidosis has been documented in one study.

The aims of our study were to determine markers of inflammatory status, oxidative
stress status in serum and erythrocytes, lipid status, LDL and HDL subfractions distribution and
PONL1 status in patients with sarcoidosis when compared with healthy subjects. These parameters
were also compared between different courses/manifestations of the disease. The aim of this
study was to explore the relationships between above mentioned parameters as well as to
estimate which of them could be independently associated with other parameters or with disease
itself. Furthermore, we sought to determine if oxidative stress and lipid status markers could be

useful for disease prediction and to establish their diagnostic accuracy in sarcoidosis.



In this study, we included 213 patients with sarcoidosis and 139 healthy controls. The
study was planned according to the ethical guidelines stated in Helsinki declaration and was
approved by the Ethics Board of Clinical Centre of Serbia and Faculty of Pharmacy University
of Belgrade. Biochemical parameters were determined in serum, plasma and erythrocytes
hemolysates. The concentrations of basic biochemical and lipid parameters were measured using
routine laboratory methods, hsCRP concentration was assayed by immunoturbidimetric method
and ACE activity by colorimetric method. SAA concentration was estimated using ELISA test.
Oxidative stress status and PONL1 status parameters were assayed by spectrophotometric
methods. Gradient gel electrophoresis was used to separate LDL and HDL subfractions and
relative proportions of the obtained subfractions were quantified by densitometric scaning of the
gels. Pulmonary function parameters were measured in the patients.

Our results showed that concentrations of hsCRP, TC, erythrocyte TOS (P<0.05),
relative proportions of LDL IVA, HDL 2a and HDL 3a subfractions (P<0.01) as well as SAA,
TG, TG/HDL-C, relative proportions of LDL Il and LDL Il subfractions (P<0.001), serum
concentrations of MDA, TOS, PAB, erythrocyte concentrations of MDA, O,", SH groups
(P<0.0001) were significantly higher whereas concentrations of HDL-C, erythrocyte SOD
activities (P<0.01), serum concentrations of SH groups, relative proportions of LDL | subfraction
(P<0.001), serum concentration of TAS and SOD activities (P<0.0001) were significantly lower
in the patients compared with the control group. In the patients group, there were more
significant correlations of oxidative stress status parameters with inflammatory and lipid status.
Serum (P<0.001) and erythrocyte (P<0.001) MDA were shown as the best predictors of disease
among the measured oxidative-stress status parameters. Both parameters retained their predictive
ability even after adjustment for other parameters of oxidative stress status (S-MDA, P<0.01; H-
MDA, P<0.001) and lipid status parameters (S-MDA, P<0.01; H-MDA, P<0.01). S-MDA had
outstanding (AUC=0.995) and S-TOS excellent (AUC=0.810) diagnostic accuracy. Models
consisted of combined oxidants and/or antioxidants had better discriminative potential when
compared with individual parameters. It was demonstrated that POase activity of PON1 was
significantly lower in sarcoidosis than in healthy subjects (P<0.001), while DZOase activity was
somewhat lower but the difference did not reach the level of statistical significance. Significant
positive correlations of POase with TC (P<0.01), LDL-C and HDL-C (P<0.05) were noticed
whereas significant negative correlations of DZOase with SAA, MDA (P<0.05) and PAB



(P<0.01) were observed in the patients group. We found that increase in SAA concentration was
independently associated with the decrease in DZOase activity and that even 71% of variation in
DZO0Oase activity may be explained by the variations in TOS, PAB and SAA concentrations.Then,
we demonstrated that relative proportions of LDL IVA (P<0.01) and HDL 3a subfractions
(P<0.05) were significantly higher and concentration of HDL-C was significantly lower in
chronic sarcoidosis than in control group. Duration of therapy, as well as relative proportions of
HDL 3a and HDL 3c were independently associated with chronic disease course. Relative
proportions of HDL 3a subfractions, concentrations of PAB (P<0.05) and LDL-C concentrations
(P<0.01) were significantly higher, while the relative proportions of LDL 1V, DZOase activities
(P<0.05), concentrations of HDL-C (P<0.01) and dominant HDL diameter (P<0.001) were
significanly lower in the patients with isolated pulmonary disease compared with the healthy
controls. POase was significantly lower (P<0.05) in patients with combined pulmonary and
extrapulmonary form than in patients with pulmonary manifestation. Isolated pulmonary form of
sarcoidosis was also characterized by significant correlations between relative proportions of
HDL subfractions and oxidative-stress status parameters. It was determined that concentrations
of TOS and POase activity (P<0.05) were independently associated with small HDL particles
distribution.

The obtained results showed that sarcoidosis patients have increased concentrations of
the markers of inflammation, dyslipidemia, increased oxidative stress and decreased antioxidant
protection and PONL1 levels. Inflammatory processes are significantly associated with oxidative
stress status in sarcoidosis. Oxidative stress parameters could be significant disease predictors
and models consisted of combined oxidative stress and/or antioxidant protection parameters have
better discriminative potential when compared with individual parameters. Inflammation and
oxidative stress lead to structural and functional modifications of LDL and HDL particles
contributing to the increase in relative proportions of small LDL and HDL subfractions, as well
as to the inverse association of SAA and oxidative stress with DZOase. Chronic disease course
has been characterized by decreased HDL-C concentrations and the predominance of smaller
HDL particles. Significant associations of small HDL particles with oxidative stress status and

POase activity have been established in isolated pulmonary form of disease.
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1. UvOD

1.1. Sarkoidoza — definicija, istorijat i etiologija

Sarkoidoza je multisistemska, inflamatorna bolest koja zahvata pluca, ali i druge organe
1 tkiva kao $to su srce, nervni sistem, koza, o¢i, limfne Zlezde, jetra, slezina, miSi¢i, kosti (1, 2).
U osnhovi termin“sarkoidoza” poti¢e od gréke re¢i “sarc0” §to znaci “mesnat” i “osis” §to znaci
“stanje” | ovakav naziv se odnosio na kozne lezije koje se formiraju na razli¢itim delovima tela
(3, 4). Incidenca sarkoidoze je 11 na 100 000 kod ljudi bele rase odnosno 36 na 100 000 kod
ljudi crne rase (3). Bolest se uglavnom javlja kod mladih i sredove¢nih osoba u dobi od 20 do 40
godina pri ¢emu se najvise novoobolelih registruje u starosnoj dobi izmedu 20 i 29 godina i nesto
je ¢esc¢a kod zenske populacije. Bolest je prvi put opisana jo§ 1877. godine i danas nastavlja da

zaokuplja paznju lekara klini¢ara i naucnika (2).

lako etiologija sarkoidoze nije u potpunosti razjasSnjena, smatra se da genetska
predispozicija organizma i specificni agensi iz spoljasnje sredine igraju znacajnu ulogu u
prekomernoj aktivaciji imunskog sistema koji se nalazi u osnovi oboljenja. Sto se ti¢e genetske
predispozicije, u jednoj studiji, radenoj na ispitanicima u Italiji i Ceskoj, utvrdena je pozitivna
asocijacija odredenih manifestacija sarkoidoze sa fenotipovima HLA-A1, -B8 i -DR3 dok je
negativna asocijacija pronadena sa fenotipovima HLA-B12 i —-DR4 (5). Sarkoidoza je takode

povezana sa odredenim agensima ¢iji je prikaz dat u Tabeli 1 (2).

Tabela 1. Primeri agenasa za koje se veruje da su ukljuceni u etiologiju sarkoidoze (2)

Tip agensa
Infektivni Neorganski Organski
Virusi (herpes, EBV, retrovirusi, Aluminijum Polen bora
koksaki B virusi, CMV)
Borrelia burgdorferi Cirkonijum Glina
Propionbacterium acnes Talk

Mycobacterium tuberculosis i druge
mikobakterije

Mycoplasma




Medu prethodno pomenutim cCiniocima, smatra se da najveéi znacaj imaju
mikobakterije, tj.njihovi antigeni. Milman i saradnici (6), kao i Chapman i saradnici (7)
detektovali su antitela na mikobakterije u serumu ¢ak 50-80% pacijenata sa sarkoidozom, dok je
prisustvo ovih antitela bilo registrovano u svega nekoliko zdravih ispitanika. Do sada, nije bilo
moguce izolovati mikobakterije u kulturi, ali prema stavu nekih eksperata (2) to ipak ne
iskljucuje znacajnjihovog prisustva u patogenezi bolesti. Neki od nalaza u tom smislu govore o
prisustvu  komponenata celijskog zida mikobakterija u sarkoidnim nodulima 1 to
tuberkulostearinske kiseline (8) i muramil-dipeptida (9), azatim i mikobakterijske DNK ili
ribozomalne RNK u ¢elijama bronhoalveolarnog lavata pacijenata sa sarkoidozom (10, 11).
Radovi Song-a i saradnika (12), kao i Chen-a i saradnika (13) idu u prilog tezi o
mikobakterijskoj etiologiji bolesti s obzirom da su oni utvrdili postojanje mikobakterijskog
antigena (katalaza-peroksidaza mKatG) u sarkoidnim granulomima. Smatra se da ovaj antigen

dovodi do stimulacije imunskog odgovora i tako doprinosi inicijaciji oboljenja (13).

1.2. Imunski odgovor u sarkoidozi i formiranje granuloma

Bez obzira na uzro¢nika, imunoloski odgovor zapocinje akumulacijom aktiviranih T
pomoc¢nickih (“helper”) limfocita, prevashodno CD4+ fenotipa, kao i makrofaga na mestima
inflamacije (2, 14, 15). T limfociti i makrofage produkuju veliki broj razli¢itih proinflamatornih
citokina kao sto su interleukin 2 (I1L-2), IL-12, IL-15, faktor nekroze tumora a (TNFa), interferon
v, faktore rasta (2, 13). Smatra se da IL-2 deluje kao lokalni faktor rasta za T limfocite i narocito
doprinosi njihovoj infiltraciji u ciljnom tkivu (16, 17). Usled kompleksnih interakcija T limfocita
i makrofaga, uz predominaciju aktiviranin CD45RO+ Thl limfocita, formira se sarkoidni

granulom.

Sarkoidni granulomi mogu da se nalaze u razli¢itim tkivima i organima zahvacenim
bolesc¢u pri ¢emu su sli¢ne strukture bez obzira na lokalizaciju (18, 19). Granulomi predstavljaju
kompaktne tvorevine sastavljene od visoko-diferentovanin  mononuklearnih  fagocita
(epiteloidnih ¢elija i dzinovskih celija) i limfocita. Epiteloidne celije podsecaju na epitelne celije
i otuda njihov naziv. Dzinovske Langhansove Ccelije nastaju fuzijom vise pojedinacnih
makrofaga. Centralni deo granuloma sacinjavaju CD4+ T limfociti dok se CD8+ limfociti nalaze

u perifernoj zoni granuloma (20, 21). Neki primeri granuloma prikazani su na Slici 1 (22, 23).



a) b)

Slika 1. Primeri nekazeifikovanih granuloma u tkivima pacijenata sa sarkoidozom

a) Nekazeifikovani granulom u limfnom ¢voru pacijenta obolelog od sarkoidoze (22)
b) Dobro uoblicen nekazeifikovani granulom u pluénom tkivu (granulom se sastoji od
jezgra epiteloidnih makrofaga dok se na periferiji nalaze limfociti). Strelicom je

prikazana dzinovska multinuklearna ¢éelija u jezgru (23)

Za sarkoidne granulome je karakteristi¢no da mogu da se spontano povuku ili mogu da
dovedu do fibroznih promena u zahvacenom tkivu/organu (2). Pored prethodno pomenutih
inflamatornih parametara, u makrofagama granuloma produkuju se razli¢iti i enzimi kao §to su
kolagenaze, elastaze, aktivator plazminogena, angiotenzin-konvertuju¢i enzim (ACE), fosfataze,
sulfataze, esteraze (24), kao i 25-hidroksivitamin D la-hidroksilaza (25) i drugi produkti (24).

1.3. Klinic¢ki tok sarkoidoze

Sarkoidoza je oboljenje nepredvidivog toka i moze se posmatrati kao akutna ili kao
hroni¢na. Akutni tok bolesti sa nodoznim eritemom ili asimptomatskom bilateralnom hilarnom
limfadenopatijom ima cesto ograni¢eni tok, dok hroni¢na bolest obi¢no podrazumeva multiple
ekstrapulmonarne lezije, sa perzistentnim simptomima, duzim od dve godine, sa klinickim,
radiografskim i biohemijskim parametrima aktivnosti koji pokazuju prolongiranu granulomsku
aktivnost i mogu biti praceni progresijom oboljenja (2, 26).

Akutne kozne promene tipa nodoznog eritema se karakteriSu uvecanim, crvenim,

mekim ispupéenjima ili nodulima na podkolenicama i podlakticama.Lofgrenov sindrom, kao tip
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akutne sarkoidoze, ukljuCuje groznicu, bilateralnu hilarnu limfadenopatiju, nodozni eritem i

artralgiju (27). Spontane remisije su ¢este kod akutne sarkoidoze (2).

Jedan od oblika hroni¢ne sarkoidoze koji je lokalizovan na kozi je lupus pernio, a sa
njim su ¢esto udruzene i ciste na kostima i pluéna fibroza. Spontane remisije su retke. Drugi
primer hroni¢nog toka sarkoidoze je hroni¢ni uveitis koji moze da dovede do adhezije irisa i
ofnog soCiva kada se javljaju glaukom, katarakta i slepilo (2). Kao simptomi hroni¢ne
sarkoidoze jo$ se navode dugotrajni suv kasalj, dispnea, osecaj stezanja u grudima, zamor,

poviSena temperatura, bolovi u misi¢ima, kostima i zglobovima, uvecane periferne limfne zlezde

(26).

1.4. Klini¢ke manifestacije sarkoidoze

Kao §to je prethodno receno, sarkoidoza najcesce pogada pluéno tkivo pri ¢emu su
slede¢i nalazi znaCajni za postavljanje dijagnoze: prisustvo karakteristicnog epiteloidnog
granuloma bez kazeozne nekroze uz eliminaciju svih ostalih mogucih uzroka nastanka
granuloma (gljivice, parazitarne infekcije, mikobakterioze), kao i “sarcoid-like” reakcije. Medu
tkivima/organima koji mogu biti zahvaceni boleS¢u su srce, o€i, nervni sistem, miSiéi, kosti,
gastrointestinalni trakt, parotidne zlezde, reproduktivni organi, bubrezi (2). Nespecifi¢ni
simptomi kao §to su groznica, zamor, slabost, gubitak telesne mase se javljaju kod oko tre¢ine
pacijenata bez obzira na lokalizaciju bolesti. Temperatura je uglavnom blago poviSena, ali

zamor, ako je prisutan, moZe prilicno da utice na kvalitet Zivota obolelog (2).

Smatra se da vanpluéna manifestacija koja uglavnom ukljucuje i pluéno tkivo
predstavlja tezi oblik od isklju¢ivo pluéne manifestacije. Vanplu¢no lokalizovano oboljenje se
karakteriSe 1 ve¢im brojem sarkoidnih granuloma, pa stoga i ve¢im stepenom inflamacije (28),

dispnejom, generalno tezim simptomima i ugroZenijim zdravstvenim statusom (29).

1.5. Inflamatorni markeri u sarkoidozi

Medu navedenim parametrima, odredivanje serumskog ACE se izdvojilo kao znacajno
u klini¢koj dijagnozi granulomatoznih oboljenja (24, 30). ACE je glikoproteinski enzim koji se
produkuje u monocitima, makrofagama i plu¢nim endotelnim c¢elijama, a kod pacijenata sa
sarkoidozom 1 epiteloidne i dzinovske ¢elije u sarkoidnim granulomima ucestvuju u sintezi ovog

enzima. Enzim se zatim sekretuje u cirkulaciju. Smatra se da ¢ak 60% pacijenata sa sarkoidozom



ima povisene vrednosti ovog parametra (25). Ipak, novije studije govore o nedostacima ACE kao
biomarkera sarkoidoze, pa tako prilikom odredivanja ovog markera kod 1941 pacijenta sa
sarkoidozom, 1575 zdravih osoba i 1355 pacijenata sa drugim bolestima, utvrdeno je da je
dijagnosticka osetljivost za sarkoidozu bila 57%, specificnost 90%, pozitivna prediktivna
vrednost 90% i negativna prediktivna vrednost samo 60% (31). Mogu¢i polimorfizmi u genima

za ACE i angiotenzin Il receptoratakode mogu da uti¢u na aktivnost ACE (25).

Pod uticajem prethodno pomenutih proinflamatornih citokina, dolazi do povecane
sinteze proteina akutne faze u jetri medu kojima je i C-reaktivni protein (CRP). lako se smatra
dobrim prognostickim parametrom kardiovaskularnih dogadaja (32), odredene studije koje su se
bavile njegovim znacajem u sarkoidozi, nisu dokazale da on moZe da posluzi kao koristan

marker za procenu aktivnosti bolesti (33).

1.5.1. Uloga serumskog amiloida A (SAA) u sarkoidozi

Serumski amiloid A (SAA) pripada porodici apolipoproteina ¢ija ekspresija moze biti
konstitutivna (cCSAA) ili se odigrava u akutnoj fazi (aSAA). SAA kao reaktant akutne faze ima
daleko ve¢i znacaj od konstitutivne forme i njegova koncentracija moze biti ¢ak i do 1000 puta
veca u inflamatornim reakcijama (34). Sinteza SAA se povecava u jetri i oslobada se zajedno sa
CRP-om pod uticajem IL-1 i IL-6 (25, 34), ali i u drugim ekstrahepati¢nim tkivima (34). Noviji
radovi naglaSavaju znafaj SAA kao vaznog markera granulomatozne inflamacije (13, 35) jer,
osim §to predstavlja deo granuloma, on reguliSe njegovo formiranje, ali uti¢e 1 na produkciju
citokina (13). Utvrdeno je da se intenzitet ekspresije i distribucija SAA u sarkoidozi razlikuju u
odnosu na sve druge granulomatozne bolesti. SAA je lokalizovan u makrofagama i dzinovskim
¢elijama, ali je povezan i sa Th limfocitima. Neke od znac¢ajnih, novootkrivenih funkcija SAA su
sledece: delujuci na Toll-like 2 receptore na ciljnim ¢elijama, dovodi do poveéane sinteze NF-
kB, reguliSe granulomatoznu inflamaciju posredovanu Thl limfocitima preko IFN y, TNF o, IL-
10 i Toll-like 2 receptora; stimulise produkciju TNF o, IL-10 i IL-18 (ovaj efekat SAA moze da
se suprimira ako se blokiraju Toll-like 2 receptori) (13). Rad Bargagli-ja i saradnika (36) takode
ukazuje na povecanu koncentraciju SAA kod pacijenata sa sarkoidozom u odnosu na kontrolnu
grupu, kao i na porast koncentracije ovog markera u slu¢aju teze forme bolesti koja je pracena
pogorsanjem radioloskih i funkcionalnih parametara organa zahvacenih sarkoidnim

granulomima, a ponajvise pluca.



SAA akutne faze se najpre sintetiSe kao protein koji sadrzi 122 aminokiseline.
Odvajanjem signalnog peptida od 18 aminokiselina, dobija se funkcionalni protein koji ima 104
aminokiseline. U sekundarnoj strukturi proteina dominiaraju 2 regiona a-heliksa uz dodatak
segmenata B-ploca (34) (Slika 2).

Slika 2. Struktura molekula SAA (37)

Na Slici 3 predstavljena je uloga koju SAA ima u sarkoidnom granulomu gde
predstavlja vezu izmedu mikobakterijske infekcije i hroni¢ne granulomatozne inflamacije (13).
Veruje se da u sarkoidozi antigen-prezentujuce celije koje nose mikobakterijske antigene
dovode do lokalne indukcije SAA koji se zatim povecava i usled sistemskog akutno-faznog
odgovora. Formirani mehanizam je efikasan u uklanjanju mikobakterija pri ¢emu se zadrzavaju
samo njihovi proteinski antigeni kao $to je mKatG. SAA sluzi kao jezgro oko koga se gomilaju
drugi amiloidima-sli¢ni proteini koji zatim vezuju ostale matriksne proteine da bi se formirao
“nidus” epiteloidnog granuloma. U ovom slucaju, SAA i drugi matriksni proteini zadrzavaju
mikrobne ili autoantigene u okviru granuloma dok solubilni SAA, osloboden iz ovih tkivnih
granuloma, sluzi kao ligand za Toll-like 2 i1 druge receptore i na taj nacin reguliSe Thl
granulomatoznu inflamaciju. Inflamacija dalje moze da se povuce nakon uklanjanja SAA i
lokalnog patogenog antigena. Ako se SAA i antigeni ne uklone adekvatno putem Thl imunskog

odgovora mogu se javitihroni¢na inflamacija i fibroza (13).
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Slika 3.SAA u sarkoidozi — veza izmedu mikobakterijske infekcije i hroni¢ne granulomatozne
inflamacije

1.6. Oksidativni stres u sarkoidozi

Oksidativni stres nastaje kada antioksidativni mehanizmi u organizmu nisu sposobni da
neutraliSu viSak slobodnih radikala koji se javljaju usled poremecaja ravnoteze oksido-
redukcionih procesa. Slobodni radikal moze biti bilo koji atom, atomska grupa ili molekul koji
sadrzi jedan ili viSe nesparenih elektrona (38). U organizmu mogu da se generiSu razliCiti
oksidansi pri ¢emu njihovi okida¢i mogu biti egzogenog ili endogenog porekla. Okidaci

egzogenog porekla mogu biti dim cigareta, radijacija, karcinogeni, dok su endogeni izvori



respiracija u mitohondrijama, inflamatorne celije, ksantin-oksidaza i NADPH oksidaze.
Pomenuti okidac¢i najces¢e dovode do produkcije superoksid anjon radikala (O;") koji moze
normalno da se ukloni mehanizmima antioksidativne zastite tj. pomoc¢u enzima superoksid-
dizmutaze (SOD) (38, 39) uz stvaranje vodonik-peroksida (H,O,). Nastali H,O, moze da se
prevede u O, i H,O pomocu glutation-peroksidaze (GPx) u mitohondrijama ili pomoc¢u katalaze
(CAT) u citosolu. Ipak, H,O, u prisustvu jona prelaznih metala moze da stvori i reaktivne
slobodne radikale (HO', HO") i ova reakcija je poznata kao ,,Fentonova reakcija®“. Pomenuti
oksidansi mogu da dovedu do ostecenja razlicitih biomolekula, medu kojima su lipidi, proteini,
ugljeni hidrati (38). Dejstvom oksidanasa na lipidne molekule najpre se generisu lipidni
hidroperoksidi (40) dok u krajnjem stadijumu lipidne peroksidacije nastaje malondialdehid
(MDA) (41, 42). Pored MDA, koji se ve¢ duze vreme koristi kao marker oksidativnog ostecenja
lipida, danas se znacaj daje i novim parametrima kao $to je totalni oksidantni status (TOS) ¢ije su
glavne komponente lipidni hidroperoksidi i H;O, (43). Merenjem viSe razli¢itih c¢inilaca
oksidativnog stresa, moguée je dobiti precizniji uvid u stanje oksidativnog stresa prisutnog u

organizmu.

Kao znacajni izvori Cinilaca oksidativnog stresa navode se aktivirane ¢elije imunskog
sistema u inflamatornim stanjima (38, 44). Pored toga Sto proinflamatorni citokini deluju kao
hemoatraktanti za polimorfonuklearne celije, a koje produkuju slobodne radikale, oni mogu da

indukuju i ekspresiju nekih antioksidantnih molekula kao $to je Mn-SOD (45).

Razlic¢iti antioksidansi su sposobni da neutraliSu Stetne efekte oksidanasa i mogu se
podeliti na neenzimske i enzimske. U neenzimske antioksidanse ubrajaju se proteini (tj. njihove
sulfhidrilne (SH) grupe), glutation (GSH), mokra¢na kiselina, vitamin C, a-tokoferol, B-karoten.
Enzimski antioksidansi su ve¢ pomenuti SOD, GPy, CAT, zatim i hem-oksigenaza, tioredoksini,
peroksiredoksini (38, 46). Kao i za parametre oksidativnog stresa, razvijena je nova metoda
kojom je moguce odrediti viSe razliCitih antioksidanasa. Ovom metodom se meri totalni
antioksidantni status (TAS) u ¢iji sastav ulaze primarno proteinske SH grupe i mokra¢na
kiselina, dok znatno manji udeo pripada vitaminu C, ukupnom bilirubinu, vitaminu E i drugim
antioksidansima (47). Treba pomenuti jos jedan parametar koji se koristi poslednjih godina, a to
je prooksidantno-antioksidantni balans (PAB) kojim se moze simultano meriti opterecenost

prooksidansima i kapacitet antioksidanasa tj. postoje¢a ravnoteza izmedu njih (48, 49).



Sematski prikaz oksidanasa koji dovode do osteéenja éelije i njihovih izvora, kao i

antioksidanasa prikazan je na Slici 4 (38).

Spoljasnji izvori: Celijski izvori:
Dim cigarete Inflamatorne ¢elije
Radijacija Fibroblasti
Karcinogeni Endotelne ¢elije
Lekovi Respiratorni lanac
Hiperoksija Ksantin i NADPH
Ozon Oksidaze
02 ......... ) NO
\ 4
Cu, Zn SOD ONOO
Mn SOD
EC SOD
Ee2t \ 4
HO;, pF===== » OH + NO;

H,0 € Katalaza
GPx

OSTECENJE CELIJA

Slika 4. Reaktivne kiseoniéne vrste (ROS) i neke od komponenata antioksidativnog sistema

zastite u Celiji (38)

Kako je sarkoidoza inflamatorno oboljenje, nekoliko studija se bavilo oksidativnim
stresom kod ovih pacijenata. Tako su Boots i saradnici (50) utvrdili smanjenje antioksidativne
zaStite kroz smanjenje ukupnog antioksidativnog kapaciteta plazme, smanjene nivoa vitamina C,
mokraéne kiseline i GSH uz istovremeno povecanje bazalnog TNF a i IL-8 kao inflamatornih
markera. Studija Koutsokera i saradnika (40) ukazala je na visi nivo ukupnih serumskih
hidroperoksida kod pacijenata sa pluénom sarkoidozom u odnosu na zdrave ispitanike. Takode,

pacijenti koji su primali kortikosteroide su imali nizu koncentraciju ovih hidroperoksida u
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poredenju sa onima koji nisu primali ovu terapiju. Pacijenti sa sarkoidozom imaju i pove¢an nivo
8-izoprostana u izdahnutom vazduhu (51). U radu Lakari i saradnika (52) dokumentovana je
povecana aktivnost enzima MnSOD u granulomima pacijenata sa plu¢énom sarkoidozom pri
¢emu se ovaj porast antioksidativne zaStite pripisuje delovanju citokina koji ucestvuju u
formiranju granuloma. Utvrdeno je da ¢ak alveolarne makrofage izolovane iz tkiva pacijenata sa

sarkoidozom produkuju in vitro znac¢ajne koli¢ine O, (53).

Posebnu ulogu u razvoju bolesti bi mogli da imaju eritrociti jer oni mogu da neutralisu
slobodne radikale, a narocito O, " i H,0; koji se tokom povecanog oksidativnog stresa generisu u
pluénoj mikrocirkulaciji i o$te¢uju funkcionalno pluéno tkivo (53, 54). Ipak, samo studija
Rothkrantz-Kos i saradnika (55) opisuje smanjenje nivoa NADPH (kofaktora neophodnog za
prevodenje glutationa u njegov redukovani oblik) u eritrocitima pacijenata sa plu¢nom
sarkoidozom. Svi ovi rezultati idu u prilog postojanju disbalansa u oksidativno-stresnom statusu
kod pacijenata sa sarkoidozom, ali generalno, ne pruzaju detaljniji uvid u oksidativno-stresni

status u krvi (serumu i eritrocitima) ovih pacijenata.

1.7. Promene lipidnog statusa u sarkoidozi

Inflamatorni procesi u sarkoidozi mogu da dovedu i do promena u metabolizmu
lipoproteinskih cestica bogatih trigliceridima (56) ili da smanje kapacitet lipoproteinskih Cestica
visoke gustine (HDL) u efluksu holesterola (57) $to se manifestuje promenama u lipidnom
statusu. Smanjenje koncentracija ukupnog holesterola (UH) i HDL-holesterola (HDL-H) (58) ili
znacajno smanjenje samo HDL-H (59) je utvrdeno kod pacijenata sa sarkoidozom. Imajuci u
vidu da se u terapiji sarkoidoze primenjuju i kortikosteroidi, istrazivanja su pokazala da kod
pacijenata tretiranih prose¢nom dozom od 20 mg prednizolona tokom 6 meseci (§to se smatra
kratkotrajnom primenom niske doze leka) dolazi do porasta koncentracije HDL-H (60) iako je

poznato da dugotrajna primena kortikosteroida moze da izazove dislipidemiju (61).

Takode, dislipidemija i oksidativni stres su ve¢ poznati i dobro prouceni faktori za
razvoj ateroskleroze (62), ali jo$ uvek nije dovoljno ispitana veza pomenutih faktora sa rizikom
za nastanak kardiovaskularnih bolesti (KVB) kod pacijenata sa sarkoidozom. Do sada
publikovane studije govore o povezanosti hroni¢nih inflamatornih bolesti i poveéanog rizika za

KVB. Kizer i saradnici (63) su ukazali na mogucu vezu izmedu pluénih bolesti koje ukljucuju
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fibrozu i povecane verovatno¢e za nastanak KVB, dok studija Ardic-a i saradnika (64) direktno

upucuje na smanjenje elasti¢nosti zida aorte kod pacijenata sa sarkoidozom.

1.7.1. LDL i HDL subfrakcije

Lipoproteini plazme ¢ine kompleksnu mesavinu subfrakcija razlicite veli¢ine, gustine i
sadrzaja lipida (65). Lipoproteini niske gustine (LDL) se pretezno sastoje od esterifikovanog
holesterola 1 TG koji su zastupljeni u jezgru Cestica i od slobodnog holesterola i fosfolipida koji
se nalaze u lipidnom omotac¢u (66). Koriste¢i gradijent-gel elektroforezu moguce je razdvojiti i
do 7 subfrakcija, koje se naj¢esée grupisu u 4 klase od LDL I do LDL IV (67). LDL I subfrakcije
imaju najvedi dijametar i najmanju gustinu, a LDL IV su najmanje i najgusc¢e. Male, guste LDL
Cestice mogu da nastanu usled prekomerne sinteze VLDL cestica (68), smanjene aktivnosti
lipoproteinske lipaze (LPL) i povecane aktivnosti hepati¢ne lipaze (69), remodelovanja pod
uticajem holesterol-estar transfernog proteina (CETP) (70) i direktnom produkcijom u jetri (71).
Znacajno je pomenuti da u prisustvu CETP-a dolazi do procesa razmene TG lipoproteina koji
sadrze apoB sa estrima holesterola koje nose HDL cestice. To je prilicno izrazeno u
hipertrigliceridemiji kada LDL cestice postaju male i guste. PredloZena su dva mehanizma koji
dovode do nastanka gustih LDL: jedan podrazumeva indirektni mehanizam kojim se vrsi transfer
estara holesterola sa HDL-a na velike prekursore VLDL,, a drugi je direktni mehanizam u kome
se estri holesterola sa HDL-a prenose na male, guste LDL cestice (70). Ovakve Cestice lakse
prodiru kroz endotel i viSe se nakupljaju u subendotelnom prostoru krvnih sudova (72).

U stanjima inflamacije i pove¢anog oksidativnog stresa, LDL cestice, predominantno
male guste, podlezu oksidativnim modifikacijama (73, 74) jer sa jedne strane, prisutno je vise
oksidanasa, a sa druge strane, smanjen je antioksidativni potencijal HDL ¢estica (75, 76). Smatra
se da oksidacija LDL-a zapocinje fazom u kojoj se prvo troSe endogeni antioksidansi, zatim sledi
faza kada se nezasi¢ene masne kiseline oksiduju do lipidnih hidroperoksida da bi u poslednjem
stupnju doslo do razlaganja peroksidnih jedinjenja do reaktivnih aldehida medu kojima je i MDA
I 4-hidroksinonenal. Interakcija ovih aldehida sa pozitivno naelektrisanim e-amino grupama
lizinskih rezidua proteina LDL cestica povecava stepen njihovog negativnog naelektrisanja pri
¢emu se smanjuje njihov afinitet za LDL receptore, a povecava za scavenger receptore (77).
Oksidativno modifikovane LDL ¢estice mogu dalje da indukuju inflamatorno stanje delujuci kao
aktivatori za odredene proteine kao Sto su monocit-hemoatraktant protein 1 (MCP1), faktor
stimulacije kolonija makrofaga (M-CSF), IL-8, P-selektin i druge (77, 78) i tako dodatno da
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pogorsaju ve¢ postojecu inflamaciju. Zbog svega navedenog, ovakve Eestice povecavaju rizik za
nastanak KVB (77).

HDL su najmanje i najgusce lipoproteinske Cestice, a elektroforeza na poliakrilamidnom
gradijent gelu omogucila je razdvajanje HDL cestica u nekoliko subfrakcija (od najve¢ih do
najmanjih): HDL 2b, HDL 2a, HDL 3a, HDL 3b i HDL 3c (79). U pocetnoj fazi reverznog
transporta holesterola, male, nascentne HDL cestice preuzimaju holesterol iz perifernih tkiva
(80). Sazrevanje i remodelovanje HDL-a se dalje deSava u cirkulaciji pod dejstvom enzima
lecitin holesterol acil-transferaze (LCAT) kada najpre iz nascentne, diskoidne forme HDL-a
nastaju HDL 3 (81), a zatim i sferne HDL 2 Cestice (82). U toku sazrevanja u HDL 2 subfrakcije,
odvija se i ve¢ prethodno pomenuti proces razmene estara holesterola sa TG lipoproteina koji
sadrze apoB u prisustvu CETP-a i to je prili¢no izrazeno u hipertrigliceridemiji. Na ovaj nacin, i
HDL c¢estice, poput LDL ¢estica, ostaju male i guste i tako se smanjuju njihove ateroprotektivne
osobine (83). Oksidativni stres takode dovodi i do urusavanja funkcionalnih karakteristika HDL
Cestica kada dolazi do smanjenja kapaciteta u efluksu holesterola i gubljenja njihovih anti-

inflamatornih i antioksidativnih osobina (75).

Do sad je publikovana jedna studija koja govori o promenama u distribuciji HDL
subfrakcija u sarkoidozi, koja pokazuje da je smanjen sadrzaj holesterola u veéim HDL2
subfrakcijama i povec¢an udeo manjih HDL3 ¢estica (59), dok za promene u distribuciji LDL
Cestica jo§ uvek nema podataka. Pretpostavlja se da inflamacija i oksidativni stres prisutni u
sarkoidozi, doprinose promenama u veli€ini, strukturi i distribuciji pojedinih subfrakcija HDL-a i
LDL-a pri ¢emu se favorizuje nastanak malih LDL i HDL cestica (56). Vezi izmedu
inflamatornih ¢inilaca i metabolizma LDL i HDL subfrakcija ide u prilog i saznanje da postoji
preklapanje u genskim lokusima za proteine koji reguliSu sintezu lipida i funkcije imunskog
sistema u razli¢itim bolestima, a medu kojima je i sarkoidoza (84). Pomenute promene mogu
svakako da doprinesu nastanku i progresiji ateroskleroze kod pacijenata sa sarkoidozom s

obzirom na to da je utvrdena veza izmedu malih LDL i HDL subfrakcija i ateroskleroze (85).

1.8. Paraoksonaza 1 (PON1)

Enzim paraoksonaza 1 (PON1) je dobio ime po svojoj sposobnosti da hidrolizuje
paraokson, organofosfatno jedinjenje koje je toksi¢ni metabolit insekticida parationa. Pored

paraoksona, i druga organofosfatna jedinjenja kao $to su diazokson, hlorpirifos okson; nervni
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bojni otrovi: soman i sarin su supstrati ovog enzima (86). Utvrdeno je da PON1 ima i
arilesteraznu aktivnost (supstrat je neki aromati¢ni estar npr. fenil-acetat). Istrazivanja iz 90-ih
godina proslog veka su ukazala da ovaj enzim poseduje i sposobnost razgradnje lipidnih
hidroperoksida u LDL c¢esticama (87), pa se smatra da je najznac¢ajnija uloga PON1 u organizmu
upravo razlaganje lipidnih medijatora koji nastaju u procesu oksidacije polinezasi¢enih masnih
kiselina (88).

PONI1 se sintetiSe u jetri i sekretuje u cirkulaciju gde se vezuje za HDL cestice (86).
Enzim se sastoji od 354 aminokiseline i ima relativnu molekulsku masu od 43.000 (89). Za
stabilizaciju strukture enzima i katalitiCku aktivnost neophodna su dva atoma kalcijuma koji se
nalaze u centralnoj Supljini tako da je enzim kalcijum-zavisna esteraza. Definisanjem kristalne
strukture PONL1 (Slika 5), utvrdeno je da se enzim putem tri a-heliksa vezuje za HDL ¢esticu, a

aktivni centar je takode orijentisan prema povrsini HDL Cestice (86).

Slika 5. Kristalna struktura PON1 proteina (90)

1.8.1. Polimorfizam enzima PON1
PONI enzim se odlikuje znacajnim polimorfizmom u kodiraju¢em i nekodiraju¢em
regionu pri ¢emu je do danas otkriveno ¢ak oko 200 polimorfnih mesta u sekvenci PON1 gena

(91).

Polimorfizmi u nekodiraju¢em regionu se prisutni u promotorskom delu PON1 gena i to
na slede¢im pozicijama: -108(C/T), -126 (G/C), -162 (A/G), -832 (G/A) i -909 (C/G) (92). Medu

navedenim polimorfizmima, najznacajniji je onaj na poziciji -108 za koji je dokazano da
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ucestvuje sa 22,4% varijacije ekspresije PON1,a -108C forma se karakteriSe vi§im nivoima

PONL1 u plazmi (93).

U kodiraju¢em regionu otkrivena su dva polimorfizma: supstitucija metionina (M)
leucinom (L) na poziciji 55 i supstitucija glutamina (Q) argininom (R) na poziciji 192 (94, 95).
Humbert i saradnici (95) su definisali PCR metodu kojom je potvrdeno postojanje polimorfizma
na pozicijama 55 1 192 kod brojnih populacija. Polimorfizam na poziciji 192 je najvise
proucavan, pa je za populaciju belaca u SAD zabelezena frekvenca gena za PON1g192 0ko 0,75,

a za azijsku populaciju ta frekvenca iznosi oko 0,3 (92).

Kataliticka aktivnost prema razli¢itim nefizioloskim supstratima se razlikuje u
zavisnosti od genotipa enzima. Proucavaju¢i polimorfizam na poziciji 55, dokazano je da osobe
sa PON1lyssgenotipom imaju nize aktivnosti PON1 u plazmi (96), ali je utvrdeno i da ovaj
polimorfizam ne pokazuje specifiénu aktivnost ni prema jednom od ispitivanih supstrata (95). Za
razliku od polimorfizma na poziciji 55, polimorfizam na polozaju 192 je pokazao znacajne
supstrat-specifi¢ne razlike. Tako, R varijanta ima jaCe izraZen afinitet prema paraoksonu dok Q
varijanta ima veci afinitet prema diazoksonu (97, 98). Odredivanjem aktivnosti enzima prema
diazoksonu i paraoksonu, a zatim racunanjem odnosa diazoksonazna/paraoksonazna aktivnost
(status enzima PON1) moze da se odredi fenotip enzima (Slika 6). Rezultati nekih studija
pokazuju da fenotip moze biti bolji pokazatelj patofizioloskih stanja od genotipa (99, 100).
Ovakvim pristupom se otkrivaju aleli kod heterozigota koji mogu biti inaktivirani nekom

mutacijom (93).
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Slika 6. Razdvajanje fenotipova PON1jg, prilikom odredivanja aktivnosti enzima prema

diazoksonu i paraoksonu. Populacija je jasno podeljena na 3 odvojena fenotipa QQ, QR i RR

1.8.2. Povezanost HDL cestica, SAA i PON1

Kao §to je ve¢ prethodno pomenuto, HDL cestice ucestvuju u procesu reverznog
transporta holesterola tako Stood nascentne, diskoidne forme sazrevaju 1 remodeluju se u vece,
zrele Cestice koje prenose holesterol iz perifernih tkiva u jetru (80, 81). Proucavanjem HDL
Cestica, doslo se do saznanja da one mogu imati anti-inflamatornu, antioksidativnu, antiaterogenu
ulogu zahvaljuju¢i razliitim enzimima 1 apolipoproteinima koji su prisutni na povrsini cestice.
Neki od tih enzima/proteina su PON1, GPx, acetilhidrolaza faktora agregacije trombocita (PAF-
AH), LCAT, apoA-1 i A-Il (75, 101, 102). Apolipoproteini HDL-a nisu ¢vrsto vezani i mogu se
lako izmenjivati sa drugim apolipoproteinima ili serumskim proteinima u toku metabolic¢kih
procesa ili razli¢itih patoloskih stanja. Ovakve izmene mogu da uticu na HDL cestice — njihovu

koncentraciju u plazmi, sastav, oblik, veli¢inu i funkcionalnost (101).

Medu navedenim proteinima HDL cestica, narocit znacaj je dat enzimu PONI jer se
smatra da on ima klju¢nu ulogu u antioksidativnoj zastiti posto ima sposobnost razgradnje
bioloski oksidovanih lipida. Dokazano je da PON1 moze da inhibira oksidaciju LDL cestica in
vitro (87) kao i da inaktivira ve¢ stvorene oksidovane fosfolipide (103, 104) i da smanyji
osetljivost HDL cestice na procese glikozilacije i adicije homocisteina (105). PON1 inhibira

biosintezu holesterola u makrofagama i stimuliSe njegov efluks iz ovih celija (91, 106).
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Amfifilna priroda HDL cestica je znaCajna u sekreciji, stabilizaciji 1 aktivnosti PON1. Enzim se
vezuje pomocu svog hidrofobnog, N-terminalnog dela za fosfolipide HDL, a to doprinosi i
njegovoj interakciji sa supstratima i ispoljavanju antioksidantne aktivnosti (107). Takode,
utvrdena je neophodnost apo-Al za stabilizaciju PON1, a da gubitak apo-Al ima za posledicu

oslabljeno vezivanje PON1 za HDL i smanjenu enzimsku aktivnost (108).

Kako proteini HDL-a nisu ¢vrsto vezani za ovu Cesticu, u inflamatornim stanjima,
mogu¢ je njihov gubitak kada se smanjuje funkcionalnost HDL ¢estica i ubrzava njihov
katabolizam. Predlozena su dva mehanizma kojima se koncentracija HDL-a smanjuje u
inflamaciji: jedan podrazumeva istovremeni porast sinteze SAA i smanjenje sinteze apo-Al i
PONL1 pod uticajem proinflamatornih citokina (109), a drugi direktnu zamenu apo-Al i PON1 na
HDL-u amiloidnim proteinom (110). HDL ¢estice asocirane sa SAA bivaju dalje lako prepoznate
od strane makrofaga u kojima podlezu procesima endocitoze i razlaganja (111). Smatra se i da
SAA inhibitorno deluje na enzim LCAT, ukljuéenog u esterifikaciju holesterola u HDL
Cesticama, pri ¢emu je onemoguceno normalno sazrevanje ovih Cestica (59, 112). Do sada je u
samo jednoj studiji praten PONT1 u sarkoidozi i utrvrdeno je sniZzenje enzimske aktivnosti, ali bez
uvida u fenotip enzima (113). Takode, nema podataka o uticaju inflamacije izraZzene preko SAA,

dislipidemije i oksidativnog stresa na PON1 kod pacijenata sa sarkoidozom.

Znacajno je pomenuti 1 da razlike u svim gore navedenim parametrima izmedu
odredenih tokova (akutna/hroni¢na) 1 manifestacija (plué¢na/vanpluéna) bolesti nisu dovoljno
utvrdene. Pacijenti sa razli¢itim tokovima i manifestacijama oboljenja mogu biti razli¢ito
tretirani u zavisnosti od teZine same bolesti, pa zato 1 terapija moZe da pokaze razliCit uticaj na

vrednosti odredenih parametara.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Inflamacija, oksidativno-stresni status i lipidni status, kao i njihova medusobna povezanost i
klini¢ki znacaj nisu do sada proucavani kod pacijenata sa sarkoidozom u populaciji Srbije. Na

osnovu toga, formulisani su slede¢i ciljevi istrazivanja:

e Ispitati inflamatorni, oksidativno-stresni status (u serumu i eritrocitima), lipidni
status i raspodelu LDL i HDL subfrakcija kod pacijenata sa sarkoidozom u
odnosu na kontrolnu grupu

e Optimizovati metodu za odredivanje aktivnosti enzima PON1, odrediti aktivnost 1
fenotip enzima u grupi pacijenata i u kontrolnoj grupi kao i razlike u aktivnostima
enzima u okviru odredenog fenotipa izmedu pacijenata i kontrolne grupe

e Ispitati da li se parametri inflamacije, oksidativnog stresa, lipidnog statusa,
raspodele LDL i HDL subfrakcija, PON1 statusa razlikuju u zavisnosti od toka i
manifestacije bolesti (pri ¢emu se uzima u obzir prisustvo odnosno odsustvo
vanpluéne manifestacije kod koje je zahvaceno i pluéno tkivo)

e Analizirati medusobnu povezanost prethodno navedenih parametara u grupi
pacijenata sa sarkoidozom i grupi zdravih ispitanika, kao i kod pacijenata sa
razli¢itim tokovimai manifestacijama bolesti

e Proceniti moguénost da su parametri inflamacije i oksidativno-stresnog statusa
nezavisno povezani sa aktivno$¢u PONI 1 zastupljeno$¢u malih HDL cestica, kao
i da li su distribucija LDL i HDL subfrakcija i oksidativno-stresni status
nezavisno povezani saklinickim tokom oboljenja

e Proveriti dijagnosti¢ku tacnost parametara lipidnog i oksidativno-stresnog statusa

kao prediktora postojanja bolesti
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Ispitanici

U ispitivanju je ucestvovalo 213 pacijenata sa dijagnozom sarkoidoze (138 Zena i 75
muskaraca) prose¢ne starosti 51,6 + 10,8 godina. Dijagnoza sarkoidoze je postavljena na
osnovu preporuka sadrzanih u ACCESS studiji (A Case Control Ethiologic Study of
Sarcoidosis) (1) i to prema klini¢kim, radioloSkim i histoloskim nalazima. Kod svih pacijenata
dijagnoza bolesti je postavljena biopsijom odredenog tkiva/organa u kome je potvrdeno
postojanje nekazeifikovanih epiteloidnih granuloma. Ako je granulomatozna inflamacija bila
neke druge neinfektivne ili infektivne prirode, takvi pacijenti su bili iskljuceni iz studije.
Kriterijumi za iskljuivanje iz istrazivanja su bili i postojanje druge hroni¢ne pluéne bolesti,
maligniteta, srcane insuficijencije, autoimunskog oboljenja, hroni¢ne endokrine, bubrezne i
bolesti jetre. Svi pacijenti su bili ambulantno i/ili hospitalno ispitivani i le¢eni na Klinici za

pluéne bolesti Klini¢kog centra Srbije u Beogradu.

U vreme ukljucivanja u studiju, 85,45% pacijenata je bilo na terapiji prednizolonom,;
12,68% na kombinovanoj terapiji prednizolonom i metotreksatom dok je 1,87% pacijenata
primalo samo metotreksat. Primenjena je niska dnevna doza prednizolona (medijana: 10 mg;
interkvartilni raspon: 5-10 mg) tokom 24,5 + 16,4 meseca (medijana: 24 meseca; interkvartilni
raspon: 12-39 meseci). Metotreksat je primenjivan jednom nedeljno (medijana: 5 mg;
interkvartilni raspon: 5-10 mg) tokom 9,4 + 4,2 meseca. Pacijenti uklju¢eni u studiju nisu
uzimali lekove 1/ili suplemente za sniZzavanje koncentracije holesterola niti su koristili neku

antioksidativnu suplementaciju.

Ispitivanjem je obuhvaceno 142 pacijenta sa isklju¢ivo pluénom manifestacijom
sarkoidoze 1 71 pacijent sa kombinovanom plu¢nom i vanpluénom bole$¢u (sa dodatnom
manifestacijom na nervnom sistemu — 23; na o¢ima — 17; na srcu — 20; na kozi - 11). Sto se tice

toka bolesti, 94 pacijenta je imalo akutnu bolest, a kod 119 je bolest bila hroni¢na.

Zahvacenost pluca procenjena je prema radiografskom stadijumu (0 —normalni pluéni
nalaz; | — bilateralna hilarna limfadenopatija (BHLA); 1l — BHLA udruzena sa promenama u
pluénom parenhimu; III — parenhimski pluéni infiltrati bez BHLA; IV — pluéna fibroza (bulozne,

cisticne, emfizematozne promene)). Na osnovu rezultata pluéne radiografije, 10,18% pacijenata
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je bilo u stadijumu 0; 21,3% se nalazilo u stadijumu 1; 48,53% je bilo u stadijumu Il dok se u

stadijumu 11 nalazilo 19,99% pacijenata. Nijedan pacijent nije bio u stadijumu IV.

U analizu je bilo ukljuceno i 139 zdravih ispitanika (88 Zena i 51 musSkarac), prosecne
starosti 47,9 + 10,1 godina koji su dobrovoljno pristali da ucestvuju u studiji tokom
sistematskog pregleda koji je obavljen na Farmaceutskom fakultetu. Kriterijumi izbora zdravih
ispitanika podrazumevali su odsustvo pluénih, kardiovaskularnih, cerebrovaskularnih, renalnih,

hepati¢nih ili malignih bolesti.

Istrazivanje je planirano i sprovedeno prema etickim principima u skladu sa HelsinsSkom
deklaracijom i na osnovu odobrenja Etickog odbora Klini¢ckog centra Srbije i Etickog komiteta
za klinicka ispitivanja Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Ispitanici su bili
upoznati sa ciljevima studije i ukljuceni su u istraZivanje nakon §to su potpisali pristanak za

ucesce.

3.2. Uzorci

Uzorci venske krvi su prikupljani u jutarnjim casovima, posle 12-¢asovnog nocnog
gladovanja u epruvete za serum i EDTA plazmu. Uzorci su centrifugirani na 2500 x g tokom 15

minuta, a zatim su serum i plazma odvajani u alikvote i ¢uvani na -80°C do trenutka analiziranja.

Pored seruma i plazme, pripremani su i hemolizati eritrocita. Nakon izdvajanja plazme,
sediment krvnih Celija je ispiran 3 puta izotoni¢nim rastvorom NaCl da bi se uklonili ostaci
plazme, leukociti i trombociti. Nakon svakog dodatka rastvora NaCl, suspenzija celija je blago
promesSana, a zatim centrifugirana na 2500 x g tokom 10 minuta. Dobijeni supernatant iznad
krvnih ¢€elija je uklanjan vakuum pumpom pri ¢emu su se uklanjali ostaci plazme, leukociti i
trombociti. Nakon $to je ova procedura ponovljena 3 puta, sediment eritrocita je tretiran sa
dvostruko ve¢om zapreminom ledeno hladne destilovane vode da bi se dobio hemolizat. Takav
hemolizat je zatim centrifugiran na 2500 x g tokom 15 minuta da bi se uklonile membrane
eritrocita. Za dalju analizu kori$¢eni su supernatanti dobijeni nakon ovog centrifugiranja, koji su

Guvani na -80°C do izvodenja analiza.

Neposredno pre izvodenja laboratorijskih analiza, alikvoti seruma, plazme i hemolizata
su odmrzavani. Hemolizati eritrocita su bili dodatno razblaZzeni u odredenim odnosima

destilovanom vodom kako bi merenja biohemijskih parametara mogla da se izvedu.
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3.3. Parametri pluéne funkcije

Procena pluéne funkcije je radena u Klinickom centru Srbije pod nadzorom specijaliste
za pluéne bolesti. Parametri koji su odredivani su forsirani ekspiratorni volumen u prvoj sekundi
(FEV1), forsirani vitalni kapacitet (FVC) i difuzni kapacitet plu¢a za CO (DLCO). Za
odredivanje FEV; i FVC koriS¢ena je metoda spirometrije uz merenje pomocu pneumotahografa
dok je za odredivanje DLCO koriS¢ena tzv. “single breath” metoda (Masterlab, Jaeger,
Wurzburg, Germany). Dobijeni rezultati su izraZeni kao procenat vrednosti- normi predvidenih

za godine i pol.

3.4. Odredivanje koncentracije osnovnih biohemijskih i parametara lipidnog profila

Serumske koncentracije glukoze, ureje, kreatinina, mokra¢ne kiseline, ukupnih proteina,
albumina, UH, HDL-H, TG su odredene rutinskim automatizovanim laboratorijskim metodama
pomocu enzimskih i neenzimskih reagenasa (BioSystems, Barcelona, Spain) na biohemijskom
analizatoru (ILAB 600, Instrumentation Laboratory, Milan, Italy). Koncentracija LDL-H je
izracunata pomocu Friedwaldove formule (114) za osobe ¢ija je koncentracija TG bila manja od
4,5 mmol/L dok je za ostale odreden uz direktni test za LDL-H (BioSystems, Barcelona, Spain).
Niskim koncentracijama HDL-H smatrane su vrednosti < 1,0 mmol/L dok su za visoke
koncentracije TG uzete vrednosti > 1,70 mmol/L (115). Hemoglobin u hemolizatu je odreden
Drabkinovom metodom kao cijanmethemoglobin na spektrofotometru Beckman DU-60

(Beckman Instruments, Fullerton, California, USA).

3.5. Odredivanje markera inflamacije

3.5.1. Odredivanje hsCRP-a i ACE

Koncentracija hsCRP-a u serumu je izmerena primenom imunoturbidimetrijske metode
na lateks Cesticama (Quantex hsCRP kit; BIOKIT, Barcelona, Spain) na ILAB 600 analizatoru.
Serumski ACE je odreden kolorimetrijskom metodom sa komercijalno dostupnim testom sa p-
hidroksibenzoil-glicil-L-histidil-L-leucinom kao supstratom (Fujirebio Diagnostics, Malvern,
PA, USA) na ILAB 600 analizatoru.

3.5.2. Odredivanje koncentracije SAA
Koncentracija SAA je odredena komercijalnim SAA (sendvi¢) ELISA (Enzyme-linked
immunosorbent assay) testom (Immunology Consultants Laboratory, Portland, OR, USA).

20



Princip metode se zasniva na tome da su dna bunarci¢a ELISA ploce obloZzena monoklonskim
anti-SAA antitelima. Po dodatku seruma koji sadrzi SAA, on se vezuje za anti-SAA antitela.
Nakon ispiranja nevezanih proteina, dodaju se sekundarna anti-SAA antitela konjugovana sa
peroksidazom rena i ova antitela obeleZzena enzimom formiraju kompleks sa SAA koji je
prethodno vezan za primarna anti-SAA antitela. Nakon jo$ jednog ispiranja kojim se uklanjaju
nevezana antitela, dodaje se supstrat hromogen, 3,3’, 5,5’ tetrametilbenzidin (TMB) u
kombinaciji sa H,O,. TMB se oksiduje u prisustvu peroksidaze i nastaje obojeni hromogen ¢ija
se apsorbancija meri na 450 nm pomocu ELISA ¢itata (Pharmacia LKB, Wien, Austria).
Intenzitet boje hromogena je proporcionalan vezanoj peroksidazi tj. koli€ini vezanih sekundarnih
antitela, pa tako 1 koncentraciji SAA u uzorku. Koncentracija SAA u uzorku moZe da se dobije iz
standardne krive koja se konstruiSe iz standardnih rastvora, a zatim koriguje za primenjeno

razblazenje uzorka.

Komponente komercijalnog testa:

1. Diluent pufer (koncentrat) - razblazuje se destilovanom vodom u odnosu 1:5
2. Rastvor za ispiranje plo¢a (koncentrat) — razblazuje se destilovanom vodom u odnosu 1:20

3. Enzim-antitelo konjugat (konjugat sekundarnih anti-SAA antitela i enzima peroksidaze iz
rena) — razblazuje se diluent puferom u odnosu 1:100 (za celu ploc¢u bilo je potrebno 100 uL

osnovnog konjugata i 9900 uL diluent pufera)

4. Hromogen-supstrat rastvor (TMB i H,O; u citratnom puferu pH= 3,3) — reagens je spreman za

upotrebu
5. Stop rastvor- rastvor za zaustavljanje reakcije (0,3 M H,SO,4) —reagens je spreman za upotrebu
6. ELISA ploc¢a — ploca obloZena visoko-afinitetnim monoklonskim anti-SAA antitelima.

7. Humani SAA kalibrator (liofilizovani kalibrator) —dodati 1 mL destilovane ili dejonizovane
vode za rekonstituciju liofilizata i promesati. Koncentracija tako dobijenog kalibratora je 12,18
pg/mL. Kalibrator se dalje razblazuje da bi se dobila serija standardnih rastvora odredene

koncentracije. Koncentracije standardnih rastvora i njihova priprema je data u Tabeli 2.
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Tabela 2. Koncentracije standardnih rastvora i njihova priprema

Standard ng/L Zapremina Zapremina diluenta
7 100 6 uL osnovnog SAA 725 uL
6 50 300 pL standarda 7 300 uL
5 25 300 pL standarda 6 300 uL
4 12,5 300 pL standarda 5 300 uL
3 6,25 300 pL standarda 4 300 uL
2 3,125 300 pL standarda 3 300 uL
1 1,56 300 pL standarda 2 300 uL
0* 0 600 puL

*oznacava slepu probu reagensa

Grafici standardne Kkrive su prikazani na Slici 7.
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Slika 7. Standardna kriva za odredivanje koncentracije SAA, a) zavisnost apsorbancije od

koncentracije, b) zavisnost apsorbancije od logaritmovanih vrednosti koncentracije

Izvodenije testa:

1. Temperirati sve reagense na sobnu temperaturu

2. Pipetirati po 100 pL slepe probe reagensa, svih standardnih rastvora 1 uzoraka (u radu smo

koristili uzorke seruma razblaZene u odnosu 1:10) u odgovarajuce bunarcice na ploci
3. Plocu pokriti zastitnom folijjom 1 inkubirati 60 minuta na sobnoj temperaturi
4. Nakon inkubacije, aspirirati sadrzaj bazencica.

5. Isprati plocu 4 puta rastvorom za ispiranje ploca. Izmedu svakog ispiranja, istresti plo¢u na

papirnu vatu kako bi se sto bolje uklonio rezidualni pufer za ispiranje.

6. Pipetirati po 100 pL razblazenog enzim-antitelo konjugata u svaki bunarc¢i¢. Pokriti plocu 1

inkubirati 20 minuta u mraku na sobnoj temperaturi.
7. Aspirirati sadrzaj ploce i ponoviti postupak pod brojem 5.

8. Pipetirati po 100 pL. TMB supstratnog rastvora u svaki bunarcic.
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9. Inkubirati 10 minuta u mraku na sobnoj temperaturi.
10. Nakon 10 minuta, dodati po 100 pL stop rastvora u svaki bunarcic.

11. Ocitati apsorbancije standarda i uzoraka na ELISA ¢itaéu na 450 nm. Konstruisati
kalibracionu krivu na osnovu koncentracija i apsorbancija standarda i zatim ocitati koncentracije

uzoraka koristeéi kalibracionu krivu. Boja je stabilna najvise 2 sata.

3.6. Odredivanje parametara oksidativno-stresnog statusa

Parametri oksidativno-stresnog statusa su odredivani u serumu i hemolizatima eritrocita

pacijenata sa sarkoidozom i kontrolne grupe.

3.6.1. Odredivanje koncentracije malondialdehida (MDA) u serumu i eritrocitima
Princip metode se zasniva na tome da krajnji proizvodi lipidne peroksidacije mogu da reaguju sa
tiobarbiturnom kiselinom (TBA) u odnosu 1:2 i obrazuju crveno-obojeni kompleks MDA-TBA

koji moze da se meri spektrofotometrijski na 535 nm (42).

Hemikalije i reagensi:

TBA Reagens - 0,917 mmol/L trihlorsiréetna kiselina (TCA, 15% rastvor), 2,6 mol/L (0,375%)
TBA-tiobarbiturna kiselina, 0,25 mol/L HCI. Sve ove komponente se rastvaraju u destilovanoj

vodi, reagens se ¢uva u frizideru, na +4°C.

Koncentrovani standard MDA, 164,1 mmol/L - malonaldehid bis(dimetil acetal) ili 1,1,3,3-
tetraetoksipropan.

Izvodenje:

Primenom metode standardne krive odredena je koncentracija MDA. Najpre je napravljena serija
od 7 odgovarajucih standarda MDA u rasponu koncentracija od 0,156 do 10 umol/L. Na osnovu
izmerenih apsorbancija standarda i njihovih poznatih koncentracija, konstruisana je standardna
kriva. Standardna kriva je zadovoljavala uslove linearne regresione analize i na osnovu
izmerenih apsorbancija analiza, dobijena je koncentracija MDA u uzorcima. Merenje

apsorbancija standarda i analiza se vr$ilo na spektrofotometru Beckman DU-60.
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U epruvete pipetirati (mL)

Slepa proba Standard Analiza
Destilovana voda 0,3 - -
Standard - 0,3 -
Uzorak* - - 0,3
TBA reagens 0,6 0,6 0,6

Promesati i inkubirati na 100°C u vodenom kupatilu 5 minuta. Ohladiti, centrifugirati na 20000g

tokom 10 minuta na +4°C i o¢itati apsorbanciju na 535 nm.

*Kao uzorak se koristio serum ili hemolizat eritrocita

Da bi izmerena apsorbancija u hemolizatima eritrocita bila u opsegu standardne krive, hemolizati
su razblazeni destilovanom vodom u odnosu 1:20, a zatim su ovako dobijene koncentracije

podeljene koncentracijom hemoglobina u uzorku da bi se dobile finalne koncentracije MDA.

3.6.2. Odredivanje koncentracije totalnog oksidativnog statusa (TOS) u serumu i
eritrocitima

Princip metode se zasniva na ¢injenici da ukupni oksidansi prisutni u uzorku oksiduju fero jon-

ortodianizidin kompleks u feri jon koji zatim reaguje sa ksilenol-oranzom u kiseloj sredini i

nastaje obojeni kompleks koji se meri spektrofotometrijski (Amax= 560 nm). Reakcija oksidacije

je olakSana glicerolom koji je prisutan u reakcionom medijumu (43).

Hemikalije i reagensi

TOS 1 reagens: Pripremljen je rastvaranjem ksilenol-oranza (114 mg) i NaCl (8,18 g) u 900 mL

rastvora H,SO,4 (c=25 mmol/L). U tako dobijeni rastvor dodato je 100 mL glicerola. pH vrednost

ovog reagensa treba podesiti na 1,75.

TOS 2 reagens: Pripremljen je rastvaranjem feroamonijum sulfata (1,96 g) i o — dianizidin
dihidrohlorida (3,17g) u 1000 mL rastvora H,SO4 (c= 25 mmol/L) .

Izvodenje:

Koncentracija TOS-a u uzorku je odredena metodom standardne krive. Kao standard kori$¢en je
vodeni rastvor H,O; u opsegu koncentracija od 5 do 50 umol/L uz primenu kontrolnog rastvora

od 20 umol/L. Na osnovu izmerenih apsorbancija standarda i njihovih poznatih koncentracija,
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konstruisana je standardna kriva. Standardna kriva je zadovoljavala uslove linearne regresione
analize i na oshovu izmerennih apsorbancija analiza, dobijena je koncentracija TOS-a u

uzorcima.Merenje je radeno na ILAB 300+ biohemijskom analizatoru uz primenu filtera od 546

nm.

Analiza (uL) Standard (uL) Slepa proba (uL)
TOS 1 450 450 450
TOS 2 22 22 -
Uzorak* 70 - -
Standard - 70 -
Destilovana voda - - 70

U reakcionoj kiveti se pomeSaju sve komponente, inkubira se 3-4 minuta 1 ocita apsorbancija na

546 nm.

*Kao uzorak se koristio serum ili hemolizat eritrocita

Da bi izmerena apsorbancija u hemolizatima eritrocita bila u opsegu standardne krive, hemolizati
su razblazeni destilovanom vodom u odnosu 1:20, a zatim su ovako dobijene koncentracije

podeljene koncentracijom hemoglobina u hemolizatu.

3.6.3. Odredivanje nivoa superoksid-anjon radikala (O, ") u hemolizatima eritrocita

Za odredivanje O,~ primenjena je Auclair-Voisinova metoda (116) gde O," redukuje nitro grupu
aromati¢nog jedinjenja nitroblue-tetrazolijuma (NBT, 2,2’-di-p-nitrofenil-5,5’-difenil-3,3"-(3,3’-
dimetoksi-4,4’-difenilen)-ditetrazolijum hlorid) do mono- i diformazana. Diformazan koji nastaje
potpunom redukcijom NBT-g, je nerastvorljiv u vodi i zbog toga je neophodno dodati Zelatin ¢ija
je uloga da odrzava diformazan u rastvornom obliku. Da bi redukcija NBT-a do diformazana bila
potpuna 1 odgovarajuca za merenje, neophodno je inhibirati spontanu dismutaciju kiseonika koja
kompetira reakciji redukcije NBT-a. To se postize smanjenjem pritiska kiseonika u medijumu, a
kroz uvodenje azota pod pritiskom u trajanju od 1h u NBT reagens. Brzina promene boje zutog

NBT-a u plavi formazan predstavlja nivo stvaranja O, i meri se spektrofotometrijski na 550 nm.

Hemikalije i reagensi

Fosfatni pufer: 0,05 mol/L, pH 8,6 (kalijum-dihidrogenfosfat i dinatrijum-monohidrogenfosfat)
uz dodavanje EDTA u koncentraciji od 0,1 mmol/L.
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Radni reagens: nitrobluetetrazolijum [NBT, 2,2’-di-p-nitrofenil-5,5’-difenil-3,3’-(3,3’-

dimetoksi-4,4’-difenilen-ditetrazolijum] hlorid uz dodatak Zelatina u fosfatnom puferu.

Izvodenje

Brzina redukovanja NBT-a se odreduje kinetickim postupkom, a izracunava se upotrebom
molarnog apsorpcionog koeficijenta monoformazana. Bitno je da se naglasi da je reakcija
redukcije NBT-a pomoc¢u superoksidnog anjona jako brza, tako da se posle 60 sekundi reakcija
zavrsava. Uoceno je da je samo u prvih 60 sekundi reakcija linearna. Merenje brzine redukcije

NBT-a je radeno na spektrofotometru Beckman DU-60 (Beckman Instruments).

Pipetirati u Kivetu (mL):

Radni reagens 1,00
Hemolizat 0,05

Promesati i pratiti povecanje apsorbancije na 550 nm, na svakih 15 sekundi u
toku jednog minuta. Izra¢unati A A/min

Brzina redukcije NBT-a se izracunava prema slede¢em izrazu:

AA/ minxVuk Y10° —— AA/minx1,05

== %108
x| xVuz 15000 x mot * xcm™ x1cm x 0,05mL

red.NBT, ¢mol/ min/ L =

gde su:
Vuk - 1,05 mL (ukupna zapremina u kiveti ).
Vuz - 0,05 mL ( zapremina uzorka u kiveti ).
| - duzina svetlosnog puta (1 cm).
& - molarni apsorpcioni koeficijent monoformazana (15 000 Lxmol*xcm™).
10° - faktor za prevodenje mol u umol.
Krajnji izraz za izraCunavanje glasi:
red. NBT, umol/min/L = A A/min x 1400

Da bi izmerena promena apsorbancije u hemolizatima eritrocita bila merljiva, hemolizati su

razblazeni destilovanom vodom u odnosu 1:20, a zatim su ovako dobijene brzine redukcije NBT-
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a podeljene koncentracijom hemoglobina u uzorku da bi se dobile finalne brzine redukcije NBT-

a tj. brzine generisanja O;".

3.6.4. Odredivanje koncentracije prooksidativno-antioksidativnog balansa (PAB) u serumu
Za izvodenje PAB testa koriS¢ena je metoda Hamidi-Alamdaria i saradnika (48, 49) uz odredene
modifikacije. PAB testom se odreduje koncentracija H,O, u antioksidativnom okruzenju.
Hromogen TMB reaguje istovremeno i sa H,O, sa antioksidansima (mokra¢nom kiselinom)
posto se nalaze u istoj sredini. Enzim peroksidaza katalizuje reakciju H,O, i hromogena kada
nastaje oksidovani TMB kao plavo obojeni proizvod. Reakcija mokrac¢ne kiseline i hromogena
nije enzimski katalizovana i tada se TMB katjon redukuje do bezbojnog proizvoda. Intenziteti
obojenja standardnih rastvora su srazmerni odnosu dodatih koli¢ina H,O; 1 mokraéne kiseline.
Metoda je spektrofotometrijska i na 450 nm se meri apsorbancija koja je srazmerna ravnotezi

izmedu prisutnih oksidanasa i antioksidanasa.

Vrednosti PAB-a se izrazavaju u arbitrarnim jedinicama-HKU (hidrogen-peroksid
komplementarne jedinice), koje predstavljaju procenat H,O, u standardnim rastvorima
pomnozen sa 6. Ovu multiplikaciju su predlozili Alamdari i saradnici kako bi povecali opseg

vrednosti koje pokriva standardna kriva, pa se i vise HK jedinica moZe naéi u tom rasponu.

Hemikalije i reagensi

1. TMB 1| rastvor: 60 mg TMB se rastvori u 10 mL dimetilsulfoksida (DMSO), rastvor se

podeli na zapremine od 1,1 mL i ¢uva na -20°C

2. TMB katjon: Za pripremu TMB katjona 1 mL TMB/DMSO (TMB 1) se doda u 50 mL
acetatnog pufera (0,05M, pH 4,5), zatim se doda 175 uL sveze pripremljenog hloramina T (100
mmol/L), dobro se promesa i inkubira 1 sat na 37 °C, na tamnom mestu uz stalno mesSanje.
Nakon inkubacije u 50 mL TMB katjona doda se 25 U enzima peroksidaze. Dobijeni rastvor se

pazljivo promesa, podeli u zapremine od 1,1 mL i ¢uva na -20 °C.

3. TMB 11 rastvor: 200 uL. TMB/DMSO se rastvori u 10 mL acetatnog pufera (0,05 mol/L, pH
5,6). Ovako pripremljen rastvor najbolje je koristiti odmah ili maksimalno u roku od 2 dana, pri

¢emu se Cuva na temperaturi od 4 °C.
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4. Radni rastvor: 1 mL TMB katjona se doda u 10 ml TMB rastvora II i 6 minuta se me$a na

sobnoj temperaturi i na tamnom mestu. Ovako pripremljen radni rastvor se koristi odmah.

5. Standardni rastvor: Standardni rastvori se pripremaju mesanjem razli¢itih odnosa (0-100%)
1 mmol/L H,0, sa rastvorom mokra¢ne kiseline6 mmol/L (rastvorenom u 10 mmol/L NaOH).

Priprema standardnih rastvora prikazana je u Tabeli 3.

Tabela 3. Nacin pripreme standardnog rastvora za PAB test meSanjem mokraéne kiseline i H,0,

u razli¢itim odnosima

Standardni rastvor 1 2 3 4 5

Mokraéna kiselina (uL) 100 75 50 25 0

H20, (L) 0 25 50 75 100
Izvodenje

Kao $to je ve¢ navedeno, za pravljenje standardne krive se koriste rastvori H,O, i mokraéne
kiseline u razli¢itim odnosima. Kapacitet prisutnih antioksidanasa se kalibriSe prema mokra¢noj
kiselini 1 izrazava u pmol/L mokra¢ne kiseline, a kapacitet prooksidanasa se kalibriSe prema
H,0, i izrazava u umol/L H,0,. Ove dve komponente su izabrane za predstavnike prooksidanasa
I antioksidanasa jer ne reaguju jedna sa drugom i ne ometaju aktivnost jedna drugoj prema
hromogenu. Na osnovu izmerenih apsorbancija standarda i njihovih poznatih koncentracija,
konstruisana je standardna kriva. Standardna kriva je zadovoljavala uslove linearne regresione
analize i na osnovu izmerennih apsorbancija analiza, dobijena je koncentracija PAB-a u
uzorcima. Postupak se izvodi na ELISA plo¢i, a merenje na ELISA ¢itatu na 450 nm
(Pharmacia LKB, Wien, Austria).

Pipetirati u bunaré¢ice ELISA ploce (uL)

Slepa proba Standard Analiza
Destilovana voda 10 - -
Standard - 10 -
Serum - - 10
Radni rastvor 180 180 180
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Promesati, inkubirati 12 minuta na 37°C na tamnom mestu, zatim dodati:

HCI (2 moliL) 40 40 40

Promesati i ocitati apsorbancije na 450 nm

3.6.5. Odredivanje koncentracije totalnog antioksidativnog statusa (TAS) u serumu

Koncentracija TAS-a odredena je metodom po Erelu (47). Princip metode sastoji se u tome da se
obojeni  2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolidin)-6-sulfonat  (ABTS)" katjon u  prisustvu
antioksidanasa u uzorku redukuje do bezbojnog ABTS-a $to se manifestuje smanjenjem
intenziteta boje ABTS rastvora na 660 nm. Intenzitet boje obrnuto je srazmeran koncentraciji

prisutnih ukupnih antioksidanasa u uzorku.

Hemikalije i reagensi

TAS 1: Acetatni pufer (pH = 5,8; 0,4mol/L)

Priprema se meSanjem 940 mL CH3COONa (0,4 mol/L) i 60 mL CH3;COOH (0,4 mol/L) za
1000 mL rastvora (prvo se dodaje bazna komponenta, a potom kisela dok se ne postigne

potrebna pH vrednost). Rastvor pufera je stabilan Sest meseci na temperaturi od +4°C.
TAS 2: Rastvor ABTS-a

Priprema se meSanjem 30 ml acetatnog pufera (pH=3,6; 30 mmol/L), 70 ml rastvora H,O; (2
mmol/L). Potom se 0,549 g ¢vrstog ABTS-a rastvori u 100 mL prethodno pripremljenog rastvora
(finalna koncentracija rastvora ABTS-a je 10 mmol/L). Inkubira se 1h na sobnoj temperaturi,
dok rastvor ne poprimi karakteristiénu intenzivnu plavo-zelenu boju ABTS® jona. Ovako

pripremljen reagens je stabilan sest meseci na 4°C.

Rastvor Troloksa: Kao standard koristi se hidrosolubilni analog vitamina E — Trolox (6 —
hidroksi - 2,5,7,8 - tetrametilhroman - 2 - karboksilna kiselina, Mr=250,29 g/mol). Rastvor

Troloxa priprema se rastvaranjem u fosfathom puferu, pH=7,4; 30 mmol/L.
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Izvodenje

Koncentracija prisutnih antioksidanasa u uzorku odreduje se upotrebom standardne krive.
Najces¢e upotrebljavani standard za odredivanje TAS je Trolox, hidrosolubilni ekvivalent
vitamina E. Kako se on teSko rastvara u vodi, za pripremu rastvora koris¢en je 30 mmol/L
fosfatni pufer, pH=7,4. Dobijeni rezultati izrazavaju se u mmol/LTrolox ekvivalenta. Pri
konstruisanju standardne krive koriS¢eni su rastvori Troloksa rastu¢ih koncentracija i to: 0,125
mmol/L; 0,25 mmol/L; 0,5 mmol/L; 0,75 mmol/L; 1 mmol/L; 1,5 mmol/L; 2 mmol/L. Na
osnovu izmerenih apsorbancija standarda i njihovih poznatih koncentracija, konstruisana je
standardna kriva. Standardna kriva je zadovoljavala uslove linearne regresione analize i na
osnovu izmerennih apsorbancija analiza, dobijena je koncentracija TAS-a u uzorcima. Merenje

je radeno na ILAB 300+ biohemijskom analizatoru na 620 nm.

Analiza (uL) Standard (uL) Slepa proba (uL)
TAS 1 200 200 200
TAS 2 37,5 37,5 37,5
Uzorak 12,5 - -
Standard - 12,5 -
Destilovana voda - - 12,5

U reakcionoj kiveti se pomeSaju sve komponente, inkubira se 5 minuta na 37°C i ogita
apsorbancija na 620 nm.

3.6.6. Odredivanje koncentracije ukupnih sulfhidrilnih (SH) grupa u plazmi i eritrocitima

Koncentracija ukupnih SH grupa je odredena Ellmanovom metodom (117) u kojoj alifati¢ni tioli
u baznoj sredini reaguju sa 2,2'-dinitro-5,5'-ditio-benzoevom kiselinom (DTNB) pri ¢emu nastaje
obojeni p-nitrofenol. Nastali p-nitrofenol je anjon u baznoj sredini (pH 9) i odreduje se

spektrofotometrijski na 412 nm. Jedan mol tiola daje jedan mol p-nitrofenola.

Hemikalije i reagensi

Fosfatni pufer: 0,2 mol/L dikalijum-hidrogenfosfat, 2 mmol/L EDTA, pH 9,0
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Radni reagens: 10 mmol/L DTNB, rastvoren u 50 mmol/L fosfatnog pufera, pH 7,0

Standardni rastvor GSH 1 mmol/L
Izvodenje

Koncentracija SH grupa je odredivana primenom standardne krive uz vodeni rastvor
redukovanog glutationa (GSH) kao standarda. Pravi se rastvor GSH od 1 mmol/L, a od njega
dalje se prave razblaZzenja destilovanom vodom tj. standardi nizih koncentracija, pa standardna
kriva pokriva opseg koncentracija od 0,1 do 1 mmol/L. Merenje je radeno na ILAB 300+

biohemijskom analizatoru od 450 nm.

Analiza (uL) Standard (uL) Slepa proba (uL)
Pufer 900 900 950
Uzorak* 50 - -
Standard - 50 -
DTNB reagens 20 20 20

U reakcionoj kiveti se pomesaju sve komponente, inkubira se 25 minuta na 25°C u mraku i o&ita

apsorbancija od 450 nm.

*Kao uzorak se koristila plazma ili hemolizat eritrocita

Da bi izmerena apsorbancija u hemolizatima eritrocita bila u opsegu standardne krive, hemolizati
su razblazeni destilovanom vodom u odnosu 1:100, a zatim su ovako dobijene koncentracije

podeljene koncentracijom hemoglobina u hemolizatu.

3.6.7. Odredivanje aktivnosti enzima superoksid-dizmutaze (SOD) u plazmi i eritrocitima

Metoda za odredivanje aktivnosti SOD-a (118) zasniva se na sposobnosti SOD-a da inhibira
spontanu autooksidaciju adrenalina u baznoj sredini na pH 10,2. Autooksidacija adrenalina moze
biti inicirana razli¢itim agensima npr. tragovima teSkih metala. Aktivnost SOD-a se dobija
merenjem apsorbancije nastalog crvenog proizvoda oksidacije adrenalina na 480 nm, bez
prisustva SOD (kontrola) i u prisustvu SOD (analiza). Aktivnost SOD se izrazava kao procenat

inhibicije autooksidacije adrenalina.
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Hemikalije i reagensi

Karbonatni pufer: 0,05 mmol/L pH 10,2 , kome je dodat 1 mmol/L EDTA
Hlorovodonié¢na Kiselina: 15 mmol/L

Osnovni rastvor adrenalina: 10 mmol/L, rastvoren u 15 mmol/L HCI.

Izvodenje

U metodi je izabrana je ona koncentracija adrenalina koja ¢e u kontroli dati AA/min od 0,025 jer
je utvrdeno da SOD tada postize najveéi procenat inhibicije autooksidacije adrenalina. Polazna
koncentracija adrenalina je 10 mmol/L, pa se on razblazuje rastvorom HCI (15 mmol/L) do
koncentracije koja ¢e dati AA/min od 0,025. Relativna jedinica aktivnosti SOD-a predstavlja onu
aktivnost pri kojoj se postize 50% inhibicije autooksidacije adrenalina. Obzirom na definiciju
relativne jedinice aktivnosti SOD-a, jedini¢na aktivnosti bi dovela do 50%-0g smanjenja
apsorbancije tj. AA/min bi u tom slucaju bila 0,0125. Merenje je radeno na ILAB 300+
biohemijskom analizatoru uz primenu filtera od 450 nm. Aktivnost SOD se moze izraCunati

preko sledece proporcije:
0,0125: 1U =[0,025 — (AA/min)] : X
pri ¢emu X oznacava aktivnost SOD u uzorku

Samo izvodenje analize se odvija prema slede¢em postupku:

Kontrola (uL) Analiza (uL)
Uzorak* - 10
Pufer 700 690
Adrenalin 50 50

Promesati, ostaviti na tamnom mestu na 25°C tokom 3 min (vreme
preinkubacije), a zatim ocitati apsorbanciju na svaki minut u toku

naredna 3 min. Izracunati AA/min za kontrolu 1 analize.
*Kao uzorak se koristila plazma ili hemolizat eritrocita

1z izracunatog AA/min, koriste¢i prethodno navedenu proporciju, dobija se aktivnost SOD (X)
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Za aktivnost u 1 mL plazme, X se mnozi razblazenjem uzorka (Vu/ Vuz) , pa potom sa 1000 da

bi se dobila aktivnost u 1L plazme.

Da bi izmerena apsorbancija u hemolizatima eritrocita bila merljiva, hemolizati su razblazeni
destilovanom vodom u odnosu 1:20, a zatim su ovako dobijene aktivnosti podeljene

koncentracijom hemoglobina u hemolizatu.

3.7. Odredivanje statusa PON1

Odredivanje PON1 statusa podrazumeva odredivanje aktivnosti enzima prema dva nefizioloska
supstrata: paraoksonu (POazna aktivnost) i diazoksonu (DZOazna aktivnost). Racunanjem
odnosa DZOaze/POaze za svaku individuu, dobija se fenotip aktivnosti za polozaj 192 (99).

Za odredivanje enzimske aktivnosti moze da se koristi serum ili heparinizirana plazma. EDTA
plazma se ne koristi jer je PON1 Ca*" esteraza pri ¢emu onda EDTA kompleksira jone Ca*" i

onemogucava enzimsku aktivnost. U nasem radu, koriscen je serum kao bioloski materijal.

3.7.1. Odredivanje POazne aktivnosti

Odredivanje POazne aktivnosti zasniva se na delovanju enzima na supstrat paraokson kada
dolazi do konverzije paraoksona do p-nitrofenola (119), a brzina stvaranja p-nitrofenola se meri
na 405 nm. Promena apsorbancije se prati u toku 3 minuta, pa se racuna AA/min. Enzimska
aktivnost se odreduje na 25°C, na pH 8,5 uz upotrebu 1 mmol/L TRIS-HCI pufera i u prisustvu
rastvora NaCl. Optimizacija metode za odredivanje POazne aktivnosti je radena sa razli¢itim
koncentracijama rastvora NaCl (od 1 do 4 mol/L) da bi se postiglo Sto bolje razdvajanje

fenotipova. Aktivnost se izrazava kao umol stvorenog p-nitrofenola/min/L ili kao U/L.

Hemikalije i reagensi

Radni pufer — posto su koncentracije NaCl bile razli¢ite, odmerene su i razli¢ite mase ove
supstance za pripremu pufera (za koncentraciju od 1 mol/L, odmereno je 58 g NaCl; za 2 mol/L,
odmereno je 116 g; za 3 mol/L — 174 g; za 4 mol/L — 232 g). NaCl je zatim rastvoren u 800 mL
destilovane vode koja ve¢ sadrzi 100 mL 1mol/L TRIS-HCI pufera (pH 8,5) i 2 mL 1 mol/L
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rastvora CaCl,. Rastvor se dopuni destilovanom vodom do 1000 mL i ¢uva na sobnoj

temperaturi.

Diluent pufer — u 800 mL destilovane vode, doda se 10 mL 1 mol/L TRIS-HCI pufera (pH 8,5) i
2 mL 1 mol/L rastvora CaCl,. Dopuni se destilovanom vodom do 1000 mL i ¢uva na sobnoj

temperaturi.

Paraokson supstrat, 1,2 mmol/L — 12,9 uL paraoksona se rastvori u 50 mL radnog pufera u
normalnom sudu i1 snazno se promeSa da bi se paraokson rastvorio. Rastvor je neophodno

pripremati svez neposredno pre upotrebe.

Zasicen rastvor NaOH — rastvor NaOH, minimalne koncentracije 2 mol/L. Posto je paraokson
toksican, ovaj rastvor se koristi za preostalu razgradnju paraoksona i dekontaminaciju kori§¢enog
posuda. Takode, na dno boce u koju se izliva teCnost nakon merenja, treba sipati svez,

koncentrovan rastvor NaOH.

Izvodenje reakcije za odredivanje POazne aktivnosti

Uzorak seruma se najpre razblazuje diluent puferom u odnosu 1:10. Merenje apsorbancije se
zatim vr$ilo na ILAB 300+ analizatoru na 405 nm (kineticka metoda, vreme ¢itanja 3 minuta,

temperatura 25°C).

Izracunavanje POazne aktivnosti

AA i Vuk AA [ 0,55
POazna akt (U/L) = 24/minxVuk o 16— fmin x 255 %10 x 10°
exlcmxVuz 18000mx 1cm 0,05

gde su:

AA/min — promena apsorbancije po minuti

¢ —molarni apsorpcioni koeficijent p-nitrofenola (18000 L x mol™x cm™)
1 cm — duzina optickog puta

Vuk — ukupna zapremina reakcione smese
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Vz — zapremina uzorka

10° — faktor za prevodenje mol-a u pmol-e

10 — faktor inicijalnog razblazenja seruma (1:10)

Krajnja formula za racunanje enzimske aktivnosti prema paraoksonu glasi:
AA/min x 6111 = U/L PONL1 aktivnosti

3.7.2. Odredivanje DZOazne aktivnosti

Odredivanje diazoksonazne aktivnosti enzima zasniva se na delovanju enzima na supstrat
diazokson (diazinon-O-analog) kada nastaje 2-izopropil-4-metil-6-hidroksipirimidin (IMHP), a
brzina stvaranja IMHP-a se meri na 270 nm (119). Promena apsorbancije se prati u toku 3
minuta, pa se racuna AA/min. Enzimska aktivnost se odreduje na 23°C, na pH 8,5 uz upotrebu 1
mmol/L TRIS-HCI pufera i u prisustvu rastvora NaCl. Optimizacija metode za odredivanje
DZ0Oazne aktivnosti je radena sa razli¢itim koncentracijama rastvora NaCl (od 1 do 4 mol/L) da
bi se postiglo $to bolje razdvajanje fenotipova. Aktivnost se izrazava kao umol stvorenog IMHP-

a/min/L ili kao U/L.

Hemikalije i reagensi

Diazokson supstrat, 1,0 mmol/L — 2,8 uL diazoksona se rastvori u 10 mL radnog pufera u
normalnom sudu i snazno se promesSa da bi se diazokson rastvorio. Rastvor je neophodno

pripremati svez neposredno pre upotrebe
Ostale hemikalije i reagensi su identi¢ni onima kod odredivanja POazne aktivnosti

Izvodenje reakcije za odredivanje DZQazne aktivnosti

Uzorak seruma se najpre razblazuje diluent puferom u odnosu 1:20. Merenje se zatim vr$ilo na
UV/VIS spektrofotometru (Shimadzu, Japan) na 270 nm (kineticka metoda, vreme Citanja 3

minuta, temperatura 23°C).
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Izracunavanje DZQOazne aktivnosti

AA i Vuk AA i 0,80
DZOazna akt (U/L) = 24/mInx Vuk o 96 = /min x ~— x 20 x 10°
exlcemxVuz 3000 ————x1cm 0,08

gde su:

AA/min — promena apsorbancije po minuti

¢ — molarni apsorpcioni koeficijent IMHP-a (3000 L x mol™ x cm™)

1 cm — duzina optickog puta

Vk — ukupna zapremina reakcione smese

Vyz — zapremina uzorka

10° — faktor za prevodenje mol-a u umol-e

20 — faktor inicijalnog razblazenja seruma (1:20)

Krajnja formula za racunanje enzimske aktivnosti prema diazoksonu glasi:
AA/min x 66 666 = U/L PONL1 aktivnosti

3.7.3. Odredivanje fenotipova enzima PON1

Nakon merenja aktivnosti enzima prema pomenutim supstratima, pristupa se crtanju grafika gde
se na y-osi nalazi DZOazna, a na x-osi POazna aktivnost. Tacke na grafiku predstavljaju parove
vrednosti POazne i DZOazne aktivnosti za svaku indivuduu i na osnovu njih moze da se odredi
fenotip enzima PONT na polozaju 192 (99, 119). Takode, racunat je odnos DZOazne prema
POaznoj aktivnosti, konstruisani su histogrami raspodele ovih odnosa i primenom antimod
metode koju je opisao Adkins (120), odredene su granice izmedu fenotipova. Antimodalne
vrednosti su vrednosti sa najmanjom frekvencom u skupu i one su predstavljale te grani¢ne
vrednosti. Na ovaj nacin, dobijena su 3 fenotipa za polozaj 192: RR, QR 1 QQ. U zavisnosti od
primenjene koncentracije NaCl, kao i samih ispitanika (zdravi ili pacijenti sa sarkoidozom),

razlikovale su se 1 grani¢ne vrednosti za fenotipove.
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3.8. Razdvajanje LDL i HDL subfrakcija

Za razdvajanje LDL i HDL subfrakcija, primenjena je metoda vertikalne elektroforeze na
nedenaturiSu¢em, kompozitnom poliakrilamidnom gradijent (3-31%) gelu (121, 122).
Razdvajanje lipoproteinskih subfrakcija, pod dejstvom jednosmerne struje i pri konstantnom

naponu, se zasniva na njihovoj veli¢ini.
3.8.1. Izlivanje kompozitnih gradijent (3-31%0) gelova

Poliakrilamid razli¢itih koncentracija predstavlja potporni medijum, a sa porastom njegove
koncentracije, smanjuje se veli¢ina pora. Kompozitni gradijent (3-31%) gelovi su pripremljeni uz
sistem za izlivanje Hoefer SE 675 (Amersham Pharmacia Biotech, Vienna, Austria). MeSanjem 2

monomera razli¢itih koncentracija postiZe se odgovarajuc¢i koncentracioni gradijent.

Hemikalije i reagensi

TRIS pufer, pH 8,3 (90 mmol/L Tris, 80 mmol/L borna kiselina, 2,5 mmol/L Na,EDTA)
3% rastvor akrilamida (28,8 g/L akrilamidai 1,2 g/L bis-akrilamid), degazira se i Guva na +4°C

31% rastvor akrilamida (292,5 g/L akrilamid i 17,05 g/L bis-akrilamid), degazira se i ¢uva na
+4°C

Amonijum-persulfat (APS) rastvor (0,1 g se rastvori u 1 mL Tris pufera), priprema se ex tempore
Tetrametilen-diamid (TEMED)

Radni rastvor 3% akrilamida — 79 puL APS-a i 63 uL TEMED-a se doda u 140 mL 3%

rastvora akrilamida; priprema se ex tempore

Radni rastvor 31% akrilamida — 487 uL APS-a, 13,8 uL TEMED-a i 7 mL 70% glicerola u 70

mL 31% rastvora akrilamida; priprema se ex tempore

Proteinski standardi velike molekulske mase (Amersham Pharmacia Biotech, Vienna, Austria).
karboksilovane polistirenske Cestice (Duke Scientific Corporation, Palo Alto, CA, USA) i1
standardizovana humana plazma sluzili su za konstruisanje kalibracione krive za odredivanje

veli¢ine LDL 1 HDL gestica.
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Izvodenje

U komoru za izlivanje gelova postave se 4 kalupa i ceo sistem se smesta na nivelisanu povrsinu.
Mesanje monomera i formiranje gradijenta omoguceno je primenom 2 peristalticke pumpe tipa
Masterflex L/S (Cole Parmer Instrumental Company, Vernon Hills, IL, USA) i softvera
Masterflex Linkable Instrument Control Software (WinLIN). Gradijent koncentracija
poliakrilamida se sastoji od 13 segmenata 1 svaki segment je sadrzao razli¢ite koncentracije 3% 1
31% akrilamida. Nakon formiranja 13 segmenata, upumpava se 70% glicerol da bi se gradijent
gelova podigao do nivoa staklenih ploc¢a. Kad se zavrsi izlivanje, nanosi se odredena zapremina
Tris pufera (pH 8,3) na kalup za izlivanje gelova ¢ime se sprecava isuSivanje monomera tokom

polimerizacije. Polimerizacija gelova se odvija preko no¢i na sobnoj temperaturi.

3.8.2. Gradijent-gel elektroforeza

Elektroforeza se izvodi u Tris puferu (pH 8,35) na temperaturi 8°C i u tu svrhu je koris¢ena
vertikalna kada Hoefer SE 600 Ruby (Amersham Pharmacia Biotech, Vienna, Austria). Gelovi
se najpre aktiviraju tokom 50 minuta na 290 V, a zatim sledi nanoSenje uzoraka EDTA plazme,
proteinskih standarda i standardizovane humane plazme Elektroforeza se zatim izvodi prema
protokolu: 1) 60 V u toku 13 min, 2) 170 V u toku 20 min i 3) 300 V u toku 20h.

Nakon $to se zavrsi elektroforeza, deo gela sa proteinskim standardima se odseca od ostatka gela,
fiksira 1h u 10% rastvoru trihlorsiréetne kiseline, boji u rastvoru Coomassie brilliant blue G-250
(Sigma, St. Lous, MO, USA). Ostatak gela sa uzorcima se prvo fiksira u u 10% rastvoru
trihlorsiréetne kiseline 1h, ispira u 45% etanolu tokom 30 minuta, a zatim boji rastvorom Sudan

black B (Acros Organics, Geel, Belgium) preko no¢i.

3.8.3. Skeniranje gelova i evaluacija LDL i HDL subfrakcija

Posto se gelovi sa proteinskim standardima 1 uzorcima odboje, sledi denzitometrijsko skeniranje
na skeneru Image Scanner 111 (Amersham Pharmacia Biotech, Vienna, Austria) uz Image Quant
softver (version 5.2, 1999; Molecular Dynamics, Sunnyvale, California, USA). Denzitometrijski
prikaz je omogucio odredivanje dominantnog LDL i1 HDL dijametra tj. dijametra cestice koja
zauzima najistaknutiji pik u LDL i HDL regionu. Relativni udeo (%) svake od subfrakcija u
ukupnom LDL i HDL profilu odreden je na osnovu povrsina ispod denzitometrijskog pika (85).
Na osnovu poznatih raspona dijametara LDL c¢estica: LDL I (27,2-28,5 nm), LDL 1l (25,5-27,2
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nm), LDL 1 (24,2-25,5 nm) i LDL IV (22,0-24,2 nm) vr$i se njihova identifikacija na gelu. Zbir
relativnih udela LDL 1l i LDL IV subfrakcija predstavlja relativni udeo malih, gustih LDL
Cestica. Pojedinacne HDL subfrakcije je moguce identifikovati uz poznate raspone njihovih
dijametara: HDL 2b (9,7-12,0 nm), HDL 2a (8,8-9,7 nm), HDL 3a (8,2-8,8 nm), HDL 3b (7,8-
8,2 nm) i HDL 3c (7,2-7,8 nm). Sabiranjem relativnih udela HDL 3a, HDL 3b i HDL 3c

subfrakcija dobija se relativni udeo malih HDL ¢estica.

3.9. Statisticka analiza

Normalnost distribucije je testirana Kolmogorov-Smirnov testom, kao i ratunanjem koeficijenata
asimetrije (skewness) 1 zaobljenosti (kurtosis), a graficki je prikazana histogramima.
Kontinuirani podaci, ¢ija je raspodela sledila normalan tok, predstavljeni su kao aritmeticke
srednje vrednosti i standardne devijacije. Ako je raspodela podataka imala normalnu distribuciju
nakon logaritmovanja vrednosti, tada su rezultati dati kao geometrijske srednje vrednosti i 95%
intervali pouzdanosti. Varijable ¢ija raspodela nije pratila normalan tok ni nakon logaritamske
transformacije, prikazane su kao medijane i interkvartilni rasponi. Za parametre koji slede
normalnu raspodelu, kao i one koji slede takav oblik raspodele nakon logaritmovanja vrednosti,
poredenje je radeno Studentovim t-testom ili analizom varijanse (ANOVA) sa Tukey's post-hoc
testom. Mann-Whitney i Kruskal-Wallis testovi su kori$¢eni za utvrdivanje znacajnosti razlike
kod parametara koji nemaju normalnu distribuciju. Kategoricki podaci su prikazani kao

apsolutne frekvence, a razlike medu njima su proveravane y* testom.

Spearmanova neparametarska korelaciona analiza je koriS¢ena za utvrdivanje korelacije izmedu
razli¢itih parametara, a multipla linearna regresiona analiza (enter selekcija) za identifikaciju
nezavisnih prediktora pojedinih parametara. Multikolinearnost je takode testirana za predloZene
modele i1 utvrdeno je da nijedna od varijabli u modelu ne pokazuje znacajan uticaj na drugu

varijablu unutar tog modela.

Prediktivna sposobnost pojedinih parametara proveravana je binarnom logistickom regresionom
analizom dok su Receiver Operating Characteristics (ROC) krive koris¢ene u cilju procene

dijagnosticke tacnosti ovih parametara.

Minimalni uslov za postojanje statisticki znacajne razlike je bio nivo verovatnoce (znacajnosti —

p) manji ili jednak 0,05.
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Statisticka analiza izvedena je primenom MedCalc softvera (MedCalc ver. 11.4 Software,
Belgium), MS Excel-a i PASW Statistics Version 18.0. (SPSS software, IBM Corporation, USA)
softverskog paketa.
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4. REZULTATI ISTRAZIVANJA

4.1. Osnovni demografski i klinicki parametri za kontrolnu grupu i grupu pacijenata sa

sarkoidozom

U ispitivanju je ucestvovalo 213 pacijenata 1 139 zdravih ispitanika. Dobijeni su podaci o
starosti, visini, tezini, parametrima plu¢ne funkcije i radiografskom stadijumu. Pacijenti i
kontrolna grupa su bili upareni prema godinama i polu. Indeks telesne mase je bio znacajno visi
kod pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu. U Tabeli 4 su prikazane i vrednosti parametara

pluc¢ne funkcije za grupu pacijenata.

Tabela 4. Osnovni demografski podaci, parametri plu¢ne funkcije 1 radiografski stadijum u

kontrolnoj grupi i grupi pacijenata

Parametar Kontrolna grupa Sarkoidoza pe
Broj ispitanika 139 213

Starost (godine) 47,9+10,1 51,6+ 10,8 0,135
Muskarci, n (%) 51 (36,7) 75 (35,2) 0777
Zene, n (%)t 88 (63,3) 138 (64,8)

ITM (kg/m?) 25,1+ 4,0 29,1+2,7 <0,01
FEV1 (%) # / 43-127 (83 £ 7) /
FVC (%) # / 50-123 (93 + 4) /
DLCO (%) # / 41-107 (80 + 3) /

Plu¢ni radiografski

stadijum O/1/1/1I/IV (%)

/ 10,18/21,3/48,53/19,99/0 /

Podaci su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (ako nije drugacije nazna¢eno)
+ Podaci su prikazani kao apsolutne i (relativne) frekvence
# Podaci su prikazani kao opseg: minimalna — maksimalna vrednost (srednja vrednost + standardna
devijacija)
% Studentov t-test
®Chi-kvadrat test

42



4.2. Osnovni biohemijski i lipidni parametri za kontrolnu grupu i grupu pacijenata sa

sarkoidozom

Osnovni biohemijski i lipidni parametri su odredeni kod kontrolne grupe i grupe pacijenata sa

sarkoidozom. Rezultati su prikazani u Tabeli 5.

Tabela 5. Osnovni biohemijski i lipidni parametri za kontrolnu grupu i grupu pacijenata

Parametar Kontrolna grupa Sarkoidoza pa

Glukoza (mmol/L) 4,78 +0,71 5,41+ 2,33 0,119
Urea (mmol/L) 5,80+1,70 5,62 +1,65 0,265
Kreatinin (umol/L) 79,2+ 15,7 79,7+149 0,787
Mokraéna kiselina (umol/L) 284+ 106 288 + 80 0,678
Ukupni proteini (g/L) 705+5/4 72,1+7,0 <0,05
Albumin (g/L) 35,1+1,5 43,8+ 3,3 <0,01
UH (mmol/L) 5,57+1,20 6,2+ 1,53 <0,05
LDL-H (mmol/L) 3,58 +1,06 3,97 +1,38 0,352
HDL-H (mmol/L) 1,52 +£ 0,39 1,31+0,43 <0,01
TG (mmol/L) # 1,28 (1,17-1,40) 1,90 (1,76-2,04) <0,001
TG/HDL-H 1,08 £ 0,57 2,03+0,45 <0,001
Nizak HDL-H (%) 10,4 28,2 <0,05
Hipertrigliceridemija (%) 31,2 57,4 <0,01

Podaci su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (ako nije drugacije naznaceno)
# Podaci su prikazani kao geometrijska srednja vrednost i 95% interval pouzdanosti
% Studentov t-test

Koncentracije ukupnih proteina, albumina, UH, TG, kao i aterogenog indeksa TG/HDL-H su bile
znacajno vece, a koncentracija HDL-H je bila znafajno niZza kod pacijenata u poredenju sa
kontrolnom grupom. Takode, hipertrigliceridemija 1 niska koncentracija HDL-H je znacajno vise

zastupljena u grupi pacijenata.
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4.3. Inflamatorni parametri za kontrolnu grupu i grupu pacijenata sa sarkoidozom

Kako je sarkoidoza u osnovi inflamatorno oboljenje, odredeni su parametri inflamacije kod

kontrolne grupe i kod grupe pacijenata. Rezultati su dati u Tabeli 6.

Tabela 6. Inflamatorni parametri za kontrolnu grupu i grupu pacijenata

Parametar# Kontrolna grupa Sarkoidoza pa
hsCRP (mg/L) 1,13 (0,96-1,33) 1,62 (1,30-2,00) <0,05
ACE (U/L) / 49,7 (43,5-53,3) /

# Podaci su prikazani kao geometrijska srednja vrednost i 95% interval pouzdanosti
% Studentov t-test

Koncentracije hsCRP-a su znacajno vece kod pacijenata u poredenju sa kontrolnom grupom, a

aktivnost ACE je blizu gornje granice referentnog intervala koji je definisan u nasoj populaciji

(8-52 U/L).

Posto je inflamacija izrazena preko SAA narocCito znacajna za sarkoidozu, za ovaj parametar dati

su i osnovni statisticki podaci i raspodela kod kontrolne grupe i grupe pacijenata. Podaci su

predstavljeni u Tabeli 7, dok su histogrami raspodele ovog parametra u kontrolnoj grupi i u grupi

pacijenata dati na Slici 8. Graficki prikaz SAA kod kontrolne grupe i pacijenata dat je na Slici 9.

Vrednosti SAA slede normalnu raspodelu nakon logaritamske transformacije, pa su prikazane

kao geometrijska srednja vrednost i 95% interval pouzdanosti.
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Tabela 7. Osnovni statisticki podaci za SAA (ug/L) u kontrolnoj grupi i grupi pacijenata

Kontrolna grupa Sarkoidoza
Geometrijska srednja vrednost 2,60 9,32*
95% interval pouzdanosti 2,03-3,33 7,22-12,03
Standardna devijacija - -
Medijana 2,45 8,89
Interkvartilni raspon 1,71-3,27 5,06-16,94
Koef asimetrije 2,30 (P<0,0001) 0,024 (P=0,940)
Koef zaobljenosti 8,14 (P=0,0002) -0,664 (P=0,271)
Kolmogorov- Smirnov test P=0,346 P=0,814

*P<0,001; sarkoidoza prema kontrolnoj grupi (Studentov t-test)

1 1

&
1

Relativna frekvenca (%)
XElduviid ITERVEIILA (*770)
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log kohcentracija SAA (ug/L)
a)

log koncentraéija SAA (ug/L)
b)

Slika 8. Raspodela SAA u kontrolnoj grupi i grupi pacijenata (a-kontrolna grupa; b-grupa

pacijenata)
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Slika 9. Graficki prikaz srednjih vrednosti SAA kod kontrolne grupe i grupe pacijenata

*P<0,001
(parametar sledi log-normalnu raspodelu i podaci su prikazani kao geometrijske srednje vrednosti i 95%
interval pouzdanosti)

4.3. Oksidativno-stresni status kod kontrolne grupe i grupe pacijenata sa sarkoidozom u

serumu i eritrocitima

Pre nego sto je testirana razlika u parametrima oksidativno-stresnog statusa izmedu kontrolne
grupe i pacijenata, za svaki parametar u obe grupe ispitanika su odredeni osnovni statisticki

parametri, kao i parametri koji opisuju oblik distribucije.

Osim u serumu, bilo je znacajno da se parametri oksidativno-stresnog statusa odrede i u

eritrocitima pacijenata i kontrolne grupe. U tu svrhu, kori§¢eni su hemolizati eritrocita.
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4.3.1. Ispitivanje raspodele i osnovni statisticki podaci za parametre oksidativnog stresa i
antioksidativne zaStite u serumu kontrolne grupe

Osnovni statisticki podaci za parametre oksidativno-stresnog statusa u serumu kontrolne grupe
su prikazani u Tabeli 8. Koris¢enjem Kolmogorov-Smirnov testa, utvrdeno je da koncentracije
TAS-a, TOS-a, PAB-a i SH grupa slede normalnu raspodelu i ovi parametri su prikazani kao
aritmeticka srednja vrednost i standardna devijacija. Koncentracija MDA nije sledila normalnu
ve¢ log-normalnu raspodelu i podaci su predstavljeni kao geometrijska srednja vrednost i 95%
interval pouzdanosti. Raspodela aktivnosti SOD nije imala normalan tok ni nakon logaritamske

transformacije, pa su podaci prikazani kao medijana i interkvartilni raspon.

Histrogrami raspodele parametara oksidativno-stresnog statusa u serumu kontrolne grupe dati su
na Slici 10.
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Tabela 8. Osnovni statisticki podaci za parametre oksidativno-stresnog statusa u serumu

kontrolne grupe

MDA TOS PAB (HK TAS SH grupe
D L

(umol/L) (umol/L) jed) (umol/L) SOD (UIL) (mmol/L)
Srednja 0,740* 4,33 63,23 1126 - 0,514
vrednost
95% interval 0,671- 3,83-4,88 58,36- 1096-1157 i} 0,499-
pouzdanosti 0,815 68,11 0,530
Stand - 2,32 36,40 119,1 - 0,109
devijacija
Medijana 0,820 - - - 96,0 -
Interkvartilni 0,580- - - - 37,0-125,0 -
raspon 1,150
Koef -0,74 1,93 0,23 0,38 -0,65 0,55
asimetrije (P=0,0004) (P<0,0001) (P=0,296) (P=0,211) (P=0,001) (P=0,002)
Koef 0,64 7,03 -0,32 -0,089 -0,84 0,67

zaobljenosti  (P=0,127) (P<0,0001) (P=0,485) (P=0,959) (P=0,0003) (P=0,086)

Kol_mogorov- P=0,052 P=0,077 P=0,503 P=0,949 P=0,0003 P=0,218
Smirnov test

Podaci za srednju vrednost se odnose na aritmeticku srednju vrednost (ako nije drugacije naznaceno)
*Geometrijska srednja vrednost
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Slika 10. Histogrami raspodele parametara oksidativno-stresnog statusa u serumu kontrolne grupe (a — log konc MDA, b — konc PAB, ¢ — konc
TOS, d — konc SH gr, e — log akt SOD, f — konc TAS)
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4.3.2. Ispitivanje raspodele i osnovni statisti¢ki podaci za parametre oksidativnog stresa i

antioksidativne zaStite u serumu pacijenata

Osnovni statisticki podaci za parametre oksidativno-stresnog statusa u serumu pacijenata su

prikazani u Tabeli 9. Primenom Kolmogorov-Smirnov testa, utvrdeno je da koncentracije PAB-a

i SH grupa slede normalnu raspodelu i ovi parametri su prikazani kao aritmeticka srednja

vrednost i standardna devijacija. Koncentracije MDA, TOS-a, TAS-a, kao i aktivnost SOD-a nije

sledila normalnu ve¢ log-normalnu raspodelu i podaci su predstavljeni kao geometrijska srednja

vrednost i 95% interval pouzdanosti.

Histrogrami raspodele parametara oksidativno-stresnog statusa u serumu pacijenata dati su na

Slici 11.

Tabela 9. Osnovni statisticki podaci za parametre oksidativno-stresnog statusa u serumu

pacijenata
MDA TOS PAB (HK TAS SH grupe
. D (U/L

(umol/L) (umol/L) jed) (umol/L) SOD (UIL) (mmol/L)
Srednja 1,18* 9,77* 86,5 954 17,43* 0,461
vrednost
95% interval 114123 852-11,22 843947  909-1000  16,14- 0,440-
pouzdanosti 18,81 0,482
Star_1_d ) - - 40,4 - - 0,146
devijacija
Medijana 1,17 10,95 - 949 18,00 -
Interkvartiini 9 05.140  5,85-21,45 . g10-1106  13,00- .
raspon 24,00
Koef 0,33 -0,66 -0,16 -1.34 -0,61 0,31
asimetrije (P=0,047) (P=0,0003) (P=0,341) (P<0,0001) (P=0,0007) (P=0,083)
Koef 1,02 0,20 -0,39 7,75 1,98 -0,38
zaobljenosti (P=0,018) (P=0,487) (P=0,196) (P<0,0001) (P=0,0005) (P=0,233)
Kolmogorov- p=0 305 P=0,076 P=0,853 P=0,085 P=0,080 P=0,705

Smirnov test

Podaci za srednju vrednost se odnose na aritmeticku srednju vrednost (ako nije drugacije naznaceno)

*Geometrijska srednja vrednost
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4.3.3. Poredenje serumskih parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zastite izmedu

kontrolne grupe i grupe pacijenata

U Tabeli 10 i na Slici 12 prikazani su parametri oksidativnog stresa i antioksidativne zastite
kontrolne grupe i pacijenata. Kako su podaci za koncentracije PAB-a i SH grupa normalno
distribuirani 1 kod kontrolne grupe i kod pacijenata, poredenje medu njima je izvrSeno
Studentovim t-testom. Koncentracije parametara MDA, TOS i TAS kod pacijenata slede
normalnu raspodelu nakon logaritamske transformacije, pa je poredenje uradeno Studentovim t-
testom sa logaritmovanim vrednostima (iako TOS i TAS imaju normalnu raspodelu kod
kontrolne grupe). Kako aktivnost SOD sledi logaritamsku normalnu raspodelu kod pacijenata, a
kod kontrolne grupe ni posle logaritmovanja vrednosti, razlika medu grupama je testirana Mann-
Whitney testom.

Ocekivano, parametri MDA, TOS i PAB su bili znacajno visi dok su TAS, SOD i SH grupe bili

znacajno nizi kod pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu.

Tabela 10. Parametri oksidativnog stresa i antioksidativne zastite u serumu kontrolne grupe i

grupe pacijenata

Parametar Kontrolna grupa Sarkoidoza pe
MDA (umol/L) 0,74 (0,67-0,81) 1,18 (1,14-1,23) <0,0001
TOS (umol/L) 4,33 (3,83-4,88) 9,77 (8,52-11,22) <0,0001
PAB (HK jed) # 63,23 + 36,40 86,55 + 40,42 <0,0001
TAS (umol/L) 1126 (1096-1157) 954 (909-1000) <0,0001
SOD (U/L) ¥ 96,0 (37,0-125,0) 18,0 (13,0-24,0) <0,0001°
SH grupe (mmol/L) # 0,514 + 0,109 0,461 + 0,146 <0,001

Podaci su prikazani kao geometrijska srednja vrednost i 95% interval pouzdanosti (ako nije drugacije
naznaceno)

# Podaci su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija

¥ Podaci su prikazani kao medijana i interkvartilni raspon

#Studentov t-test (ako nije drugadije naznaceno)

®MannWhitney test
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4.3.4. Ispitivanje raspodele i osnovni statisti¢ki podaci za parametre oksidativnog stresa i

antioksidativne zaStite u eritrocitima kontrolne grupe

Osnovni statisticki podaci za parametre oksidativno-stresnog statusa u hemolizatima eritrocita
kontrolne grupe su predstavljeni u Tabeli 11. Kolmogorov-Smirnov test je pokazao da
koncentracije MDA i aktivnost SOD slede normalnu raspodelu, pa su podaci prikazani kao
aritmeticka srednja vrednost i standardna devijacija. Koncentracije TOS-a, SH grupa i O," imaju
log-normalnu raspodelu i podaci su dati kao geometrijska srednja vrednost i 95% interval
pouzdanosti.

Histrogrami raspodele parametara oksidativno-stresnog statusa u hemolizatima eritrocita

kontrolne grupe dati su na Slici 13.

Tabela 11. Osnovni statisti¢ki podaci za parametre oksidativno-stresnog statusa u hemolizatima

eritrocita kontrolne grupe

MDA TOS ?/2 ” SOD SH grupe
(umol/gHb)  (umol/gHb) (“m(l’_”;;n €  (U/lgHb)  (mmol/gHb)
Srednja 0,097 6.60* 8.22% 714 0.234*
vrednost
o
9%interval ) o 109 576-757  7.38:9.15  591-837  0.205-0,267
pouzdanosti
Stand 0,055 i i 5,57 i
devijacija
Medijana - 5,96 8,01 - 0,220
Interkvartilni i 4.04-1076  5.96-11.45 i 0,140-0,350
raspon
Koef 0,39 0,16 012 0,99 0,30
asimetrije (P=0,136)  (P=0,541)  (P=0,649)  (P=0,0008)  (P=0,239)
Koef 057 -0.59 1,03 0,46 -0.95
zaobljenosti  (P=0,194)  (P=0,174)  (P=0,090)  (P=0,323)  (P=0,002)
Kolmogorov-

) P=0,394 P=0,156 P=0,695 P=0,085 P=0,677
Smirnov test

Podaci za srednju vrednost se odnose na aritmeticku srednju vrednost (ako nije drugacije naznaceno)
*Geometrijska srednja vrednost
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4.3.5. Ispitivanje raspodele i osnovni statisticki podaci za parametre oksidativnog stresa i

antioksidativne zaStite u eritrocitima pacijenata

Osnovni statisti¢ki podaci za parametre oksidativno-stresnog statusa u hemolizatima eritrocita

grupe pacijenata su prikazani u Tabeli 12. Primenom Kolmogorov-Smirnov testa, utvrdeno je da

koncentracije MDA, TOS-a, O," i aktivnost SOD-a prate normalnu raspodelu, pa su njihovi

podaci izrazeni kao aritmeticka srednja vrednost i standardna devijacija. Koncentracija SH grupa

ne pokazuje normalnu distribuciju ni nakon logaritamske transformacije i podaci su dati kao

medijana i interkvartilni raspon.

Histrogrami raspodele parametara oksidativno-stresnog statusa u hemolizatima eritrocita

pacijenata dati su na Slici 14.

Tabela 12. Osnovni statisti¢ki podaci za parametre oksidativno-stresnog statusa u hemolizatima

eritrocita pacijenata

MDA TOS O7" (umol/min/ SOD SH grupe
(umol/gHb)  (umol/gHb) gHb) (U/gHb)  (mmol/gHb)
Srednja 0.165 7.99 11.47 518 ;
vrednost
"
9% interval 10 0163 715.893 10481256  4.38-599 ;
pouzdanosti
Star.‘.d ) 0,060 3,24 3,73 2.70 i
evijacija
Medijana - - - - 0,461
Interkvartilni i i i i 0,242-1,111
raspon
Koef 0,07 0.39 0.38 0.66 21,26
asimetrije (P=0,836)  (P=0,232) (P=0,242)  (P=0,059)  (P=0,001)
Koef -1.03 -0,88 -0,38 0,02 205
zaobljenosti ~ (P=0,018)  (P=0,050) (P=0,613)  (P=0,800)  (P=0,027)
Kolmogorov- 951 p=p 457 P=0.764 P=0860  P=0,040

Smirnov test

Podaci za srednju vrednost se odnose na aritmeticku srednju vrednost
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4.3.6. Poredenje eritrocitnih parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zastite

izmedu kontrolne grupe i grupe pacijenata

Eritrocitni parametri oksidativnog stresa i antioksidativne zastite kontrolne grupe i pacijenata

prikazani su u Tabeli 13 i na Slici 15.

Kako su podaci za koncentracije MDA i aktivnost SOD normalno distribuirani i kod kontrolne

grupe i kod pacijenata, poredenje medu njima je izvrSeno Studentovim t-testom. Koncentracije

parametara TOS 1 O," u kontrolnoj grupi slede normalnu raspodelu nakon logaritamske

transformacije, pa je poredenje uradeno Studentovim t-testom sa logaritmovanim vrednostima

(iako TOS i O, imaju normalnu raspodelu u grupi pacijenata). PoStokoncentracija SH grupa sledi

logaritamsku normalnu raspodelu kod kontrolne grupe, a u grupi pacijenata ni posle

logaritmovanja vrednosti, razlika medu njima je testirana Mann-Whitney testom.

Parametri MDA, TOS i O, su bili zna¢ajno visi, a SOD je bio znacajno nizi kod pacijenata u

odnosu na kontrolnu grupu. Ipak, koncentracija SH grupa je bila znacajno visa kod pacijenata.

Tabela 13. Parametri oksidativnog stresa i antioksidativne zastite u hemolizatima eritrocita

kontrolne grupe i grupe pacijenata

Parametar Kontrolna grupa Sarkoidoza p?
MDA (umol/gHb) 0,097 + 0,055 0,165 + 0,060 <0,0001
TOS (umol/gHb) # 6,60 (5,76-7,57) 7,99 (7,15-8,93) <0,05
02" (umol/min/gHDb) # 8,22 (7,38-9,15) 11,47 (10,48-12,56) <0,0001
SOD (U/gHb) 7,14 + 557 5,18 + 2,70 <0,01

SH grupe (mmol/gHb) ¥ 0,220 (0,140-0,350) 0,461 (0,242-1,111) <0,0001°

Podaci su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (ako nije drugacije naznaceno)
# Podaci su prikazani kao geometrijska srednja vrednost i 95% interval pouzdanosti

¥ Podaci su prikazani kao medijana i interkvartilni raspon

#Studentov t-test (ako nije drugadije naznaceno)

*MannWhitney test
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4.3.7. Korelacije serumskih i eritrocitnih parametara oksidativno-stresnog statusa sa

inflamatornim i lipidnim parametrima u kontrolnoj grupi i grupi pacijenata

Da bi se procenilo da li postoji povezanost izmedu parametara oksidativno-stresnog statusa i
inflamatornih i lipidnih parametara, kori$¢ena je Spearmanova korelaciona analiza.

Rezultati ove analize prikazani su u Tabeli 14.

Tabela 14. Spearmanova korelaciona analiza serumskih i eritrocitnih parametara oksidativno-

stresnog statusa sa inflamatornim i lipidnim parametrima u kontrolnoj grupi

Darametar UH HDL-H  LDL-H TG hsCRP  SAA
(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (mg/L) (ng/L)

>-MDA 0,20 0033 009  0235* 0126  -0,186

(umol/L)

S-TOS 0157  -0,182 0144  0105%  -0093  -0,133

(umol/L)

%;AB (HK 0,039 0,180 0,000 -0,069 0,175* 0,101

STAS 0017  -0059 0010 0185  -0105  -0,017

(umol/L)

S-SH grupe e ]

(mmol/L) 0,040 0020  -0,037 0,365 0,100 0,146

S-S0D (UIL) 0084 0321*** .0166* -0010  -0,093 0,024

H-TOS

(umol/gHb) 0027 0077 0032 0207 0085 0,090

H-Oz'_

(umol/min/gtiby 2001 0,137 0,061 -0,242 0,027 0,123

H-MDA

(umol/gHb) 0012 0080 0073 0285 0110 0,067

H-SOD

(UlgH) 0039 0113 0052  -0353  -0012  -0,035

H-SH grupe 0003 0093 0058  -0214 0023  -0,015

(mmol/gHDb)

S-serum, H- hemolizat eritrocita; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001
U kontrolnoj grupi, dobijeno je nekoliko znacajnih korelacija. Za serum, SH grupe se nalaze u
znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom TG, aktivnost SOD sa koncentracijom HDL-H,

MDA i TOS sa TG, a PAB sa hsCRP-om. Utvrdena je i negativna korelacijaizmedu aktivnosti

60



SOD i LDL-H. Nisu uo¢ene znacajne korelacije eritrocitnih parametara oksidativno-stresnog

statusa sa inflamatornim i lipidnim parametrima.

U grupi pacijenata, uoceno je vise znacajnih korelacija u odnosu na kontrolnu grupu §to ukazuje

na jacu medusobnu povezanost ovih parametara u bolesti. Rezultati korelacione analize su dati u

Tabeli 15.

Tabela 15. Spearmanova korelaciona analiza serumskih i eritrocitnih parametara oksidativno-

stresnog statusa sa inflamatornim i lipidnim parametrima u grupi pacijenata

e ametar UH HDL-H  LDL-H TG ACE  hsCRP  SAA
(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (U/L) (mg/L) (ng/L)

5-MDA 0015  -0257* 0,029 0075  0241*  0251* 0214

(umol/L)

S-TOS 0006  -0134  -0,088  0238**  0256*  -0,081  -0061

(umol/L)

S-PAB ) ] e e

K ied) 0,018 0015 0,153 0,046  0243** 0,361 0,193

S-TAS 0160%  0194*  -0114  -0248** 0101  0251* 0,032

(umol/L)

S-SH grupe 0047  -0032  -0033 0282%** 0046  -0075  -0,187

(mmol/L)

(SjSD 0180* 0150  0194* 0083  -0072  -0024  -0055

H-TOS 0,206 0023  0480**  -0095  -0011  -0,126 0527

(umol/gHb)

H-Og'_ } ”* _ _

o ity 0112 0078 0393 0,084 0,056 0131 0532

H-MDA 0,249 0209 0396  -0139  0131*  -0018 0409

(umol/gHb)

H-SOD

Ul 0272  -0269 0367 0204  -0,005 0,000 0,292

H-SH grupe 0100  0351* 0206  -0214  -0049  -0075 0185

(mmol/gHb) ! ' ! ' : ’ '

S-serum, H- hemolizat eritrocita; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001

Za serumske parametre utvrdili smoda su TOS i SH grupe u znacéajnoj pozitivnoj korelaciji sa
koncentracijom TG; zatim da je SOD u korelaciji sa koncentracijom UH i LDL-H; MDA i PAB

sa hsCRP-om, a PAB sa aktivnos¢u ACE. Znacajne negativne korelacije su uocene izmedu
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MDA i koncentracije HDL-H, kao i koncentracije TAS-a sa UH, HDL-H, TG i hsCRP-om. Za
eritrocitne parametre, znacajna pozitivna korelacija je dobijena izmedu TOS-a i LDL-H, SH
grupa i HDL-H, O," i LDL-H, kao i izmedu MDA i LDL-H.

4.3.8. Binarna logisti¢ka regresiona analiza postojanja veze izmedu nivoa parametara

oksidativno-stresnog statusa i sarkoidoze

Kako su se parametri oksidativnog stresa i antioksidativne zastite znacajno razlikovali izmedu
pacijenata sa sarkoidozom i kontrolne grupe, proverili smo da li neki od serumskih i/ili
eritrocitnih parametara oksidativnog stresa i/ili antioksidativne zaStite ima sposobnost da
predvidi prisustvo bolesti. U tu svrhu, koris¢ena je metoda binarne logisticke regresije. Prvo su
univarijantnom analizom odredene nekorigovane odds ratio (OR) vrednosti i 95% interval

pouzdanosti. Rezultati univarijantne analize su predstavljeni u Tabeli 16.

Tabela 16. Pojedina¢ne nekorigovane OR vrednosti za serumske i eritrocitne parametre

oksidativnog stresa i antioksidativne zastite

Parametar OR 95% ClI P
S-MDA (umol/L) 11,729 5,880-23,396 <0,001
S-TOS (umol/L) 1,258 1,152-1,372 <0,001
S-PAB (HK jed) 1,018 1,011-1,025 <0,001
S-TAS (umol/L) 0,998 0,997-0,999 <0,01

S-SOD (U/L) 0,920 0,899-0,941 <0,001
S-SH gr (mmol/L) 0,039 0,008-0,200 <0,001
H-MDA (umol/gHb) 1,219 1,128-1,318 <0,001
H-TOS (umol/gHb) 1,030 0,954-1,112 0,449
H-O," (umol/min/gHb) 1,157 1,062-1,260 <0,01
H-SOD (U/gHb) 0,907 0,829-0,992 <0,05
H-SH gr (mmol/gHb) 1,183 1,024-1,289 <0,001

S-serum; H- hemolizat eritrocita

62



Rezultati pokazuju da prediktivni znacaj na postojanje bolesti imaju i serumski i eritrocitni
parametri oksidativno-stresnog statusa. Ipak, serumski MDA (medu serumskim parametrima
oksidativno-stresnog statusa) i eritrocitni MDA (medu eritrocitnim parametrima oksidativno-
stresnog statusa) su se izdvojili kao parametri sa najve¢om sposobnos$c¢u da predvide prisustvo
sarkoidoze. Medu eritrocitnim parametrima, samo TOS nije imao prediktivni znacaj.

Kako su parametri oksidativno-stresnog statusa u univarijantnoj analizi pokazali znacajnu
prediktivnu sposobnost, dalje je koriS¢ena multivarijantna analiza u kojoj su radeni podesavanje
(korekcija) (engl. adjustment) vrednosti S-MDA i H-MDA za serumske odnosno eritrocitne
parametre, kao i za lipidne parametre. Ovi rezultati su dati u Tabeli 17. OR za serumski MDA se
spustio na vrednost 3,762 kad je modifikovan za parametre oksidativno-stresnog statusa i na
vrednost 3,915 za parametre lipidnog statusa u odnosu na univarijantnu analizu, ali je i dalje bio
znacajno povezan sa razvojem bolesti. H-MDA je takode zadrzao prediktivni uticaj na razvoj

bolesti, ali njegova promena nije tako izraZena kao za S-MDA.

Tabela 17. Multivarijantna binarna logisti¢ka regresija za procenu prediktivnog uticaja

serumskog i eritrocitnog MDA na razvoj sarkoidoze

Model 1 analiza Model 2 analiza
Parametar
OR (95% CI) OR (95% CI)
S-MDA 3,762° (2,082-6,799)* 3,915 (1,809-8,476)*
H-MDA 21172 (1,469-3,052)** 1,319 (1,073-1,621)*

*P<0,01; **P<0,001 S-MDA — serumski MDA; H-MDA- eritrocitni MDA
Zavisna varijabla je bila status bolesti: sarkoidoza (1) u poredenju sa kontrolom (0)
Model 1:

1 korekcija za serumske parametre oksidativno-stresnog statusa

2 korekcija za eritrocitne parametre oksidativno-stresnog statusa

Model 2

korekcija za parametre lipidnog statusa

4.3.9. Analiza Reciver Operating Characteristic (ROC) krivih za parametre serumskog i

eritrocitnog oksidativno-stresnog statusa i lipidnog statusa

Da bi se proverila dijagnosticka tacnost parametara oksidativno-stresnog i lipidnog statusa u
razlikovanju pacijenata sa sarkoidozom od zdravih ispitanika, uradena je analiza ROC krivih.

Primenom Hosmer-Lemeshow pravila, potencijal samih parametara, kao i primenjenih modela u
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razdvajanju pacijenata od kontrolne grupe moze biti definisan kao slab (0,5 < AUC < 0,7),
prihvatljiv (0,7 < AUC < 0,8), odli¢an (0,8 < AUC < 0,9) i izvanredan (AUC > 0,9) (123).
Rezultati su dati u Tabelama 18 i 19. Graficki prikaz modela koji sadrze serumske oksidanse i

antioksidanse dat je na Slici 16.

Tabela 18. Analiza ROC krivih za pojedina¢ne parametre serumskog i eritrocitnog oksidativno-

stresnog statusa i lipidnog statusa u razlikovanju pacijenata sa sarkoidozom od kontrolne grupe

Parametar AUC 95% ClI Stand greska P
S-MDA (umol/L) 0,995 0,988-1,000 0,003 <0,001
S-TOS (umol/L) 0,810 0,747-0,872 0,032 <0,001
S-PAB (HK jed) 0,627 0,540-0,714 0,044 <0,05
S-TAS (umol/L) 0,717 0,652-0,782 0,033 <0,001

S-SOD (U/L) 0,600 0,461-0,739 0,071 0,118
S-SH gr (mmol/L) 0,584 0,511-0,657 0,037 0,071
H-MDA (umol/gHb) 0,788 0,706-0,870 0,042 <0,001
H-TOS (umol/gHb) 0,652 0,554-0,750 0,050 <0,01
H-O;"~ (umol/min/gHb) 0,720 0,627-0,813 0,047 <0,001
H-SOD (U/gHb) 0,428 0,329-0,527 0,050 0,186
H-SH gr (mmol/gHb) 0,712 0,610-0,813 0,052 <0,001
UH (mmol/L) 0,684 0,625-0,743 0,030 <0,001
LDL-H (mmol/L) 0,625 0,563-0,686 0,031 <0,001
HDL-H (mmol/L) 0,571 0,506-0,636 0,033 <0,05
TG (mmol/L) 0,764 0,712-0,815 0,026 <0,001

S-serum; H-hemolizat eritrocita

U pojedinacnoj ROC analizi moze da se uoc¢i da, medu serumskim parametrima oksidativno-
stresnog statusa, S-MDA ima izvanredan potencijal razdvajanja pacijenata sa sarkoidozom od
kontrolne grupe dok se S-TOS karakterise odlicnim dijagnostickom ta¢noscu. Medu eritrocitnim

parametrima, najvecu tacnost u razdvajanju pacijenata od zdravih osoba, poseduje H-MDA i
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njega karakteriSe prihvatljiva tacnost. Medu lipidnim parametrima, izdvajaju se TG koji takode

imaju prihvatljiv nivo dijagnosticke tacnosti.

Tabela 19. Analiza ROC krivih za modele parametara serumskog i eritrocitnog oksidativno-

stresnog statusa i lipidnog statusa u razlikovanju pacijenata sasarkoidozom od kontrolne grupe

Model AUC 95% CI Stand greska P
Model 1 0,996 0,991-1,000 0,002 <0,001
Model 2 0,842 0,774-0,909 0,034 <0,001
Model 3 0,993 0,979-1,007 0,007 <0,001
Model 4 0,819 0,746-0,893 0,037 <0,001
Model 5 0,841 0,759-0,923 0,042 <0,001
Model 6 0,966 0,936-0,995 0,015 <0,001
Model 7 0,826 0,782-0,872 0,023 <0,001

Model 1- serumski TAS, SOD, SH gr
Model 2- serumski MDA, PAB i TOS
Model 3 —serumski oksidansi i antioksidansi
Model 4 — eritrocitni MDA, TOS i O,”

Model 5 — eritrocitni SH gr i SOD

Model 6 — eritrocitni oksidansi i antioksidansi

Model 7 — serumski lipidi (UH, LDL-H, HDL-H, TG)
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Slika 16. ROC analiza modela a) serumski oksidansi i antioksidansi, b) eritrocitni oksidansi i

antioksidansi, ¢) serumski lipidi
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Analiza ROC krivih za modele je pokazala da izvanrednu dijagnosti¢ku ta¢nost imaju modeli
koji sadrze samo serumske antioksidanse, kombinaciju serumskih oksidanasa i antioksidanasa
kao i kombinaciju eritrocitnih oksidanasa i antioksidanasa. Odli¢na tacnost u razdvajanju
pacijenata od zdravih ispitanika je bila uoCena kod serumskih i eritrocitnih oksidanasa,
eritrocitnih antioksidanasa, kaoi i kod serumskih lipida. Na osnovu dobijenih rezultata za ROC
krive pojedinatnih parametara i modela, moze da se zaklju¢i da kombinacije tj. modeli
parametara imaju veci potencijal razdvajanja pacijenata sa sarkoidozom od kontrolne grupe u

odnosu na pojedinacne parametre.

4.4. Raspodela LDL i HDL subfrakcija kod kontrolne grupe i grupe pacijenata sa

sarkoidozom

Raspodele LDL i HDL cestica odredene su kod pacijenata i kontrolne grupe i utvrdeno je da su
relativne proporcije LDL I, LDL IVB subfrakcija znac¢ajno nize dok su proporcije LDL II, LDL
I1l, LDL IVA, kao i HDL 2a i HDL 3a subfrakcija znacajno vise kod pacijenata u odnosu na
zdrave ispitanike. Dominantni HDL dijametar je bio znac¢ajno manji kod pacijenata. Rezultati su
dati u Tabeli 20.
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Tabela 20. Raspodela LDL i HDL subfrakcija za kontrolnu grupu i grupu pacijenata

Parametar Kontrolna grupa Sarkoidoza p?
%gr:gfaﬁt?r'w'ﬁf'- 27,05 + 1,67 21,19 + 1,07 0,540
LDL subfrakcije (%)
LDL I 36,9 +8,3 22,6 +49 <0,001
LDL Il 122+29 249+ 39 <0,001
LDL 111 165+4,1 20,4+ 238 <0,001
LDL IV 34,3+8,2 32,2+54 0,06
LDL IVA 113+29 12624 <0,01
LDL IVB 23,0+6,3 195+50 <0,01
viale, guste 50,0 + 8,3 52,6 + 6,2 0,159
aﬁggfa”rt(ﬂimk)'m 10,43+ 1,18 9,58 + 1,14 <0,001
HDL subfrakcije (%)
HDL 2b 432+ 7.2 41,8+9.3 0,320
HDL 2a 194+45 21,025 <0,01
HDL 3a 142 +3,3 158+ 34 <0,01
HDL 3b 98+29 9,7+39 0,310
HDL 3c 129 +5,7 11,3+6,3 0,110
Male HDL cestice 36,9+8,8 36,8 +9,2 0,952

Podaci su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija
# Studentov t-test

4.5. PON1 kod kontrolne grupe i grupe pacijenata sa sarkoidozom

Aktivnost enzima PON1 odredena je prema dva supstrata, paraoksonu (POazna aktivnost) i
diazoksonu (DZOazna aktivnost). Odreden je i PON1;g; fenotip na osnovu izra¢unatog odnosa
DZ0Oaza/POaza. Na osnovu odnosa enzimskih aktivnosti, osobe se mogu podeliti u tri fenotipa:
QQ, QR i RR fenotip.
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4.5.1. Optimizacija metode za odredivanje PON1 aktivnosti

Optimizacija metode za odredivanje enzimske aktivnosti je radena sa ciljem da se utvrde
optimalni uslovi za delovanje enzima kao i da se utvrdi kada je postignuto najbolje razdvajanje
fenotipova. Paraokson i diazokson su rastvarani u puferima razli¢itih koncentracija NaCl i to 1
mol/L, 2 mol/L, 3 mol/L i 4 mol/L. POazne i DZQazne aktivnosti PON1 odredene su sa
supstratima koji su bili rastvoreni u puferima navedenih koncentracija jer je poznato da je PON1
aktivnost solju-stimulisana, pa tako i koncentracija soli moze da uti¢e. Optimizacija metode je
radena u serumskim uzorcima kontrolne grupe. Raspodela vrednosti odnosa DZOaza/POaza je
odredena za svaku koncentraciju soli i to: DZOaza 1 mol/L/POaza 1 mol/L; DZOaza 2
mol/L/POaza 2 mol/L; DZOaza 3 mol/L/POaza 3 mol/L; DZOaza 4 mol/L/POaza 4 mol/L;
DZ0Oaza 1 mol/L/POaza 2 mol/L; DZOaza 1 mol/L/POaza 3 mol/L; DZOaza 1 mol/L/POaza 4
mol/L; DZOaza 2 mol/L/POaza 1 mol/L; DZOaza 2 mol/L/POaza 3 mol/L; DZOaza 2
mol/L/POaza 4 mol/L; DZOaza 3 mol/L/POaza 1 mol/L; DZOaza 3 mol/L/POaza 2 mol/L;
DZOaza 3 mol/L/POaza 4 mol/L; DZOaza 4 mol/L/POaza 1 mol/L; DZOaza 4 mol/L/POaza 2
mol/L; DZOaza 4 mol/L/POaza 3 mol/L. U zavisnosti od primenjene koncentracije NaCl,
grani¢ne vrednosti za fenotipove su se razlikovale ili nisu mogle ni da se ocitaju tj. razdvajanje
fenotipova nije bilo odgovarajuce.

U Tabeli 21 dato je poredenje POazne i DZOazne aktivnosti PON1 koje su dobijene sa razli¢itim
koncentracijama NaCl. Moze se uoditi da sa porastom koncentracije soli, znafajno raste i
POazna aktivnost. Za DZOaznu aktivnost primecen je znacajan porast aktivnosti uz 2 mol/L
NaCl u odnosu na 1 mol/L, ali uz vece koncentracije soli uocava se znacajno opadanje

aktivnosti.
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Tabela 21. Poredenje POazne i DZOazne aktivnosti u prisustvu pufera razli¢itih koncentracija

soli
Koncentracija
soli/ Aktivnost 1 mol/L 2 mol/L 3 mol/L 4 mol/L
PONL1
E’S/";‘_Z)”a akt 292 (244-350) 475 (404-559)™ 613 (525-715)*°* 785 (695-888)""C *
?UZ/E;‘Z”"" KL 1414043784 15080 + 4457 12699 +4205°°% 8534 + 20780

Podaci su prikazani kao geometrijska srednja vrednost i 95% interval pouzdanosti za POaze i kao srednja
vrednost + standardna devijacija za DZOaze
a- Znacajno razli¢ito u odnosu na aktivnosti dobijene sa 1 mol/L soli
b- Znacajno razli¢ito u odnosu na aktivnosti dobijene sa 2 mol/L soli
C- Znacajno razli¢ito u odnosu na aktivnosti dobijene sa 3 mol/L soli
*P<0,0001 Anova za ponovljena merenja

Za koncentracije soli gde je postignuto odgovarajuée razdvajanje fenotipova odredene su i1
antimodalne vrednosti tj. utvrdena je granica izmedu RR i QR fenotipa, kao i granica izmedu QR

I QQ fenotipa. Ove vrednosti su prikazane u Tabeli 22.

Tabela 22. Antimodalne vrednosti DZOaza/POaza odnosa koje definiSu granicu izmedu

fenotipova za navedenu kombinaciju koncentracija NaCl (kombinacije koje nisu

dale zadovoljavajuce razdvajanje nisu predstavljene)

Odnos aktivnosti RR QR QQ
DZ0Oaza/POaza 1 mol/L 11 19 - 32 71-164
DZ0Oaza/POaza 2 mol/L 6 12-23 51-78

DZ0Oaza 1 mol/L/POaza 2 mol/L 7 12-23 44-75
DZ0aza 2 mol/L/POaza 1 mol/L 9 18-39 81-173
DZ0Oaza 3 mol/L/POaza 1 mol/L 6 13-28 50-139
DZO0Oaza 3 mol/L/POaza 2 mol/L 3-4 7-16 24-61
DZ0Oaza 4 mol/L/POaza 1 mol/L 4 9-22 46-101
DZ0Oaza 4 mol/L/POaza 2 mol/L 2-3 6-13 30-45

Na Slici 17 dati su histogrami raspodele i populacioni dijagrami odnosa DZOaza/POaza za

koncentraciju NaCl od 2 mol/L uz koje je postignuto dobro razdvajanje fenotipova. Nisu
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prikazani histogrami na kojima nije postignuto dobro razdvajanje fenotipova kao ni histogrami
uz druge kombinacije koncentracija soli gde je postignuto adekvatno razdvajanje. U daljem radu
opredelili smo se za koncentraciju soli od 2 mol/L u puferu, a koja je bila i predloZzena u

originalnoj metodi za odredivanje enzimske aktivnosti.
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Slika 17. Histogram raspodele i populacioni dijagram odnosa DZOazne prema PQOaznoj aktivnosti za
koncentraciju soli od 2 mol/L za kontrolnu grupu (nisu prikazani histogrami i dijagrami onih
koncentracija uz koje nije postignuto adekvatno razdvajanje fenotipova)
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4.5.5. Fenotip aktivnosti PON1 za polozaj 192 (Q/R)

Odredivanjem aktivnosti PON1 prema nefizioloskim supstratima, paraoksonu i diazoksonu, a
zatim konstruisanjem grafika ove dve aktivnosti gde se na x-osi nalazi POazna aktivnost, a na y-
osi DZ0azna aktivnost, posebno za kontrolnu grupu i posebno za grupu pacijenata, moguce je
odrediti PON1 fenotip aktivnosti za polozaj 192 (99). Na ovaj nacin, utvrdene su vrednosti
DZ0aza/POaza odnosa koje odreduju granicu izmedu RR i QR fenotipa, kao i izmedu QR i QQ
fenotipa i kod kontrolne grupe i kod pacijenata. Za kontrolnu grupu, te granice su date u Tabeli
19. Za pacijente, QQ fenotip imaju osobe sa vrednos¢u odnosa dve PON1 aktivnosti od 66 do
148, QR fenotip sa vrednostima od 17 do 40 i RR fenotip sa vrednostima od 10 do 11.

Na Slici 18, prikazan je histogram DZOaze/POaze i populacioni dijagram odnosa DZOazne

prema POaznoj aktivnosti samo za grupu pacijenata.
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Slika 18. Histogram odnosa DZOaza/PQOaza i populacioni dijagram odnosa DZOazne prema POaznoj

aktivnosti za grupu pacijenata

Sa slika se moze uociti da su QQ i RR podgrupe grupisane oko jedne zajednicke prave linije i
kod kontrole i kod pacijenata dok su podaci koji odgovaraju QR grupi rasuti oko linije, ali ipak
jasno odvojeni od QQ i RR fenotipa.
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Vrednosti frekvenci fenotipova i alela enzima PON1 za polozaj 192 kod kontrolne grupe i grupe

pacijenata sa sarkoidozom predstavljeni su u Tabeli 23.

Tabela 23. Frekvence fenotipova i alela PON1 za polozaj 192 kod kontrolne grupe i grupe

pacijenata
PONL1 fenotipovi PONL1 aleli
QQ (N) QR (N) RR (N) Q R
Kontrolna grupa 0,483 (29) 0,467 (28) 0,050 (3) 0,717 0,283
Sarkoidoza 0,633 (38) 0,300 (18) 0,067 (4) 0,783 0,217
p* 0,171 0,233

*Chi-kvadrat test

Rezultati Chi-kvadrat testa pokazali su da nema znacajne razlike u raspodeli fenotipova
PON1;gizmedu kontrolne grupe i grupe pacijenata. Nije uofeno ni znacajno odstupanje od
Hardy-Weinbergove ravnoteZe ni za pacijente ni za kontrolnu grupu (x?=1,132 za kontrolnu
grupu i ?*=0,814 za grupu pacijenata). Distribucija Q i R alela u ispitivanim grupama nije bila

znacajno razlicita.

4.5.2. Ispitivanje raspodele i osnovni statisticki podaci za POaznu i DZOaznu aktivnost
PONL1 u kontrolnoj grupi

Posto smo se opredelili da odredivanja enzimske aktivnosti radimo uz pufer ¢ija je koncentracija
NaCl 2 mol/L, dalji rezultati ¢e biti prikazani samo za aktivnosti dobijene uz navedenu
koncentraciju soli.

Osnovni statisti¢ki podaci za POaznu i DZOaznu aktivnost u kontrolnoj grupi su prikazani u
Tabeli 24. Kolmogorov-Smirnov test je pokazao da POazna aktivnost sledi normalnu raspodelu
nakon logaritamske transformacije, pa je prikazana kao geometrijska srednja vrednost i 95%
interval pouzdanosti dok DZOazna aktivnost prati normalnu raspodelu i predstavljena je kao

aritmeticka srednja vrednost i standardna devijacija.

Histrogrami raspodele POazne i DZOazne aktivnosti u kontrolnoj grupi dati su na Slici 19.
Posmatrajuci grafik, moze da se vidi da je raspodela POaznih aktivnosti bimodalna dok je

raspodela DZOaznih aktivnosti unimodalna.
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Tabela 24. Osnovni statisti¢ki podaci za POaznu i DZOaznu aktivnost PON1 u kontrolnoj grupi

POazna akt (U/L) DZ0azna akt (U/L)
Srednja vrednost 475* 15089
95% interval pouzdanosti 403-559 13947-16230
Standardna devijacija - 4457
Medijana 550 -
Interkvartilni raspon 288-783 -
Koef asimetrije -0,028 (P=0,925) 0,074 (P=0,802)
Koef zaobljenosti -0,860 (P=0,036) -0,752 (P=0,094)
Kolmogorov- Smirnov test P=0,167 P=0,932

*Geometrijska srednja vrednost
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Slika 19. Raspodela POazne i DZOazne aktivnosti PON1 u kontrolnoj grupi

4.5.3. Ispitivanje raspodele i osnovni statisticki podaci za POaznu i DZOaznu aktivnost

PONL1 u grupi pacijenata

Osnovni statisti¢ki podaci za POaznu i DZOaznu aktivnost u grupi pacijenata sa sarkoidozom su

dati u Tabeli 25. Primenom Kolmogorov-Smirnov testa, utvrdeno je da POazna aktivnost ima
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log-normalnu raspodelu, pa su podaci prikazani kao geometrijska srednja vrednost i 95% interval

pouzdanosti. DZQOazna aktivnost sledi normalnu raspodelu i predstavljena je kao aritmeticka

srednja vrednost i standardna devijacija.

Histrogrami raspodele POazne i DZOazne aktivnosti u grupi pacijenata predstavljeni su na Slici

20. Posmatraju¢i grafik, moze da se vidi da je raspodela i POaznih i DZOaznih aktivnosti

aktivnosti bimodalna.

Tabela 25. Osnovni statisti¢ki podaci za POaznu i DZOaznu aktivnost PON1 u grupi pacijenata

sa sarkoidozom

POazna akt (U/L) DZ0Oazna akt (U/L)
Srednja vrednost 241* 13847
95% interval pouzdanosti 197-295 12669-15024
Standardna devijacija - 4637
Medijana 196 -
Interkvartilni raspon 142-487 -
Koef asimetrije 0,130 (P=0,661) 0,057 (P=0,845)
Koef zaobljenosti -0,576 (P=0,276) -0,896 (P=0,023)
Kolmogorov- Smirnov test P=0,289 P=0,503

*Geometrijska srednja vrednost
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Slika 20. Raspodela POazne i DZOazne aktivnosti PON1 u grupi pacijenata

4.5.4. Poredenje POazne i DZOazne aktivnosti PON1 izmedu kontrolne grupe i grupe
pacijenata

POazna i DZ0Oazna aktivnost PON1 kontrolne grupe i grupe pacijenata prikazani su u Tabeli 26 i
na Slici 21. Posto podaci za POaznu aktivnost prate log-normalnu raspodelu kod obe grupe,
poredenje medu njima je uradeno Studentovim t-testom sa logaritmovanim vrednostima.
Distribucija za DZOaznu aktivnost ima normalan tok kod obe grupe, pa je razlika testirana
Studentovim t-testom.

Pokazalo se da je POazna aktivnost bila znacajno niza kod pacijenata u odnosu na kontrolnu

grupu dok je DZOaza takode bila niZa, ali razlika nije dostigla statisticku znacajnost.

Tabela 26. POazna i DZOazna aktivnost PON1 izmedu kontrolne grupe i grupe pacijenata

Enzimska aktivnost Kontrolna grupa Sarkoidoza pe
POaza (U/L) 475 (403-559) 241 (197-295) <0,001
DZOaza (U/L) 15089 + 4457 13847 + 4637 0,133

Podaci za POazu su prikazani kao geometrijska srednja vrednost i 95% interval pouzdanosti, a za
DZOazu ako aritmeticka srednja vrednost + standardna devijacija; *Studentov t-test
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Slika 21. Graficki prikaz srednjih vrednosti POazne i DZOazne aktivnosti PON1 kontrolne
grupe i grupe pacijenata *P<0,001

(POaza — podaci su prikazani kao geometrijske srednje vrednosti i 95% interval pouzdanosti; DZOaza -
podaci su prikazani kao srednja vrednost i standardna devijacija)

U Tabeli 27 i na Slici 22 prikazane su POazne i DZOazne aktivnosti PON1 u kontrolnoj grupi i

grupi pacijenata sa sarkoidozom prema fenotipovima PON1.

Tabela 27. POazne i DZOazne aktivnosti PON1 u kontrolnoj grupi i grupi pacijenata prema
PON1 fenotipovima

Fenotip POaza (U/L) DZ0aza (U/L)
Kontrolna gr Sarkoidoza Kontrolna gr Sarkoidoza
QQ 284 + 73 156 + 56** 17820 + 3716 15184 + 4945*
QR 806 + 200 537+139** 12820+3068 1269842759
RR #1321 (490-3560) 960 (662-1393) 8227+3580 10071+£1890

Podaci su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija; a-Podaci su prikazani kao
geometrijska srednja vrednost i 95% interval pouzdanosti
*P<0,05; **P<0,0001; Studentov t-test
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Slika 22. Hidroliti¢ka aktivnost enzima PON1 prema paraoksonu i diazoksonu u kontrolnoj

grupi i grupi pacijenata.

Kod QQ fenotipa, uocava se da su i POazna i DZOazna aktivnost znacajno niZe kod pacijenata u
poredenju sa kontrolnom grupom; kod QR fenotipa, zna¢ajno niza je bila samo POazna aktivnost
dok se aktivnosti POaze, ni DZOaze nisu razlikovale znacajno izmedu kontrolne grupe i
pacijenata kod RR fenotipa.

4.5.6. Korelacije aktivnosti enzima PON1 sa parametrima inflamacije, oksidativno-stresnog

statusa i lipidnog statusa u kontrolnoj grupi i grupi pacijenata

U cilju utvrdivanja korelacije enzima PONI1 sa parametrima inflamacije, oksidativno-stresnog
statusa i lipidnog profila, koris¢ena je Spearman-ova korelaciona analiza. Rezultati dobijeni u

ovoj analizi predstavljeni su u Tabeli 28 za kontrolnu grupu i u Tabeli 29 za grupu pacijenata sa
sarkoidozom.
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Tabela 28. Spearmanova korelaciona analiza za PONL1 aktivnosti i inflamatorne, lipidne i

parametre oksidativno-stresnog statusa u kontrolnoj grupi

POaza (U/L) DZ0aza (U/L)
Parametar
P P p P
UH (mmol/L) -0,062 0,637 0,186 0,154
HDL-H 0,071 0,591 0,246 0,058
(mmol/L)
LDL-H -0,073 0,580 0,129 0,325
(mmol/L)
TG (mmol/L) -0,135 0,305 0,018 0,890

hsCRP (mg/L) 0,261 0,046 0,006 0,964

SAA (ug/L) 0,253 0,185 0,053 0,786
SOD (U/L) 0,147 0,259 0,125 0,341
SH grupe 0,012 0,928 -0,046 0,734
(mmol/L)

MDA (umol/L) -0,277 0,033 -0,203 0,126
TOS (umol/L) -0,054 0,685 -0,013 0,922

PAB (HK jed) 0,210 0,069 0,104 0,269

p- Spearmanov koeficijent korelacije

Rezultati Spearmanove korelacione analize u kontrolnoj grupi su pokazali da se jedino POazna

aktivnost nalazi u zna¢ajnoj pozitivnoj korelaciji sa hsCRP i u negativnoj sa MDA.
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Tabela 29. Spearmanova korelaciona analiza za PONL1 aktivnosti i inflamatorne, lipidne i

parametre oksidativno-stresnog statusa u grupi pacijenata

POaza (U/L) DZ0aza (U/L)
Parametar
p P p P

UH (mmol/L) 0,426 0,005 0,288 0,061
HDL-H 0,352 0,045 0,300 0,107
(mmol/L)

LDL-H 0,432 0,019 0,270 0,150
(mmol/L)

TG (mmol/L) -0,253 0,110 -0,068 0,670
ACE (U/L) 0,110 0,592 0,007 0,970

hsCRP (mg/lL) 0,035 0,882 0,027 0,910

SAA (ug/L) 0,009 0,955 -0,338 0,023
SOD (U/L) -0,127 0,383 -0,050 0,729
TAS (umol/L) 0,128 0,388 -0,268 0,060
SH grupe -0,025 0,865 0,189 0,194
(mmol/L)

MDA (umol/L) 0,064 0,667 -0,272 0,040
TOS (umol/L) 0,140 0,355 -0,255 0,080
PAB (HK jed) -0,039 0,788 -0,425 0,002

p- Spearmanov koeficijent korelacije

U grupi pacijenata sa sarkoidozom, POazna aktivnost je u znac¢ajnoj pozitivnoj korelaciji sa UH,
HDL-H i LDL-H, ali nije bilo znacajnih korelacija sa parametrima inflamacije i oksidativno-

stresnog statusa. U slucaju DZOazne aktivnosti, pokazano je postoji znacajna negativna

korelacija sa SAA, MDA i PAB.
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4.5.7. Ispitivanje nezavisnog uticaja parametara inflamacije, lipidnog statusa i oksidativno-
stresnog statusa na POaznu i DZOaznu aktivnost PON1 u kontrolnoj grupi i grupi

pacijenata

Da bi se utvrdilo da li inflamatorni markeri, lipidi, kao 1 oksidativni stres ispoljavaju nezavisni
uticaj na PON1 aktivnost, primenjena je multipla linearna regresiona analiza. Modeli u
multivarijantnoj analizi su pravljeni na osnovu toga kolika je bila znacajnost Spearmanovog
koeficijenta korelacije u univarijantnoj analizi. Za nezavisne varijable u modelu birane su one

¢ija je znacajnost za Spearmanov koeficijent korelacije bila < 0,1.

U kontrolnoj grupi, utvrdeno je da je samo MDA nezavistan prediktor POazne aktivnosti (f=-
0,320, P=0,008, adj. R220,220) kada su DZOaza i MDA bili ukljuceni u model.

U grupi pacijenata, utvrden je nezavistan uticaj promene u koncentraciji LDL-H na POaznu
aktivnost ($=0,694, P=0,040, adj. R*=0,330) kada su UH, HDL-H i LDL-H predstavljali
nezavisne varijable u modelu. U cilju procene nezavisnog uticaja razli¢itih varijabli na DZOaznu
aktivnost, napravljena su tri modela. Model 1 je sadrzao UH, HDL-H, SAA, TOS, PAB i MDA,
model 2 je ukljucivao lipidne parametre, SAA i TOS; a u modelu 3 su se nalazili SAA i
parametri oksidativnog stresa, ali bez lipidnih parametara. Za sva tri modela, pronadeno je da
povecanje u koncentraciji SAA ima nezavistan uticaj na smanjenje DZOazne aktivnosti. Takode,
utvrdeno je da 71% varijjacije u DZOaznoj aktivnosti moZe da se objasni povecanjem
koncentracije TOS-a, PAB-a i SAA (model 1); 48% varijacije u DZOaznoj aktivnosti poti¢e od
varijacija u TOS-u i SAA (model 2) dok 46% varijacija DZOaze moze da se pripiSe varijacijama

u koncentraciji PAB-a i SAA (model 3). Rezultati ove analize su dati u Tabeli 30.
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Tabela 30.Multipla linearna regresiona analiza za ispitivanje nezavisnog uticaja SAA, lipidnih i

parametara oksidativnog stresa na DZOaznu aktivnost PON1 u grupi pacijenata

Model Nezavisne  varijable (B, nivo

znacajnosti)*#
TOS (B=-0,504, P=0,013)

Model 1 (adj. R? = 0,711) PAB (p=-0,485, P=0,016)

SAA (B= -0,525, P=0,006)

SAA (B= -0,558, P=0,007)
Model 2 (adj. R? = 0,476)
TOS (B=-0,625, P= 0,003)

SAA (B=-0,442, P= 0,003)
Model 3 (adj. R? = 0,456)
PAB (p=-0,585, P= 0,001)

* Model je ukljucio parametre ¢ije je P u Spearmanovoj korelacionoj analizi bilo < 0,1
Model 1: UH, HDL-H, TOS, MDA, PAB i SAA
Model 2: UH, HDL-H, SAA i TOS
Model 3: SAA, PAB, TOS i MDA
# U Tabeli nisu prikazane varijable iz modela koje nisu pokazale znacajnu korelaciju sa DZOaze

4.6. Parametri inflamacije, lipidnog, oksidativno-stresnog i PON1 statusa u akutnoj i

hroni¢noj sarkoidozi

4.6.1. Poredenje parametara inflamacije, lipidnog, oksidativno-stresnog i PON1 statusa
izmedu kontrolne grupe, pacijenata sa akutnom i pacijenata sa hroni¢nom

sarkoidozom

Sarkoidoza moZe imati akutni 1 hronicni tok. Akutni tok bolesti se obi€no smatra blazim jer moze
do¢i do spontane remisije dok hronicna bolest perzistira, obi¢no se karakteriSe ve¢im stepenom
inflamacije 1 moze da dovede do dalje progresije oboljenja. Zbog toga, poredili smo sve
prethodno pomenute parametre izmedu pacijenata sa akutnim i hroni¢nim tokom bolesti, kao i

zdravih ispitanika. Rezultati ove analize su dati u Tabelama 31, 32 i 33,

83



Tabela 31. Osnovne karakteristike, inflamatorni i lipidni parametri u kontrolnoj grupi, grupi

pacijenata sa akutnim i grupi sa hroni¢nim tokom sarkoidoze

Akutna Hroni¢na Kontrolna

a
Parametar sarkoidoza sarkoidoza grupa P
Glukoza by, Coee
(mmol/L) 536+ 1,71 546273  478+0,71 <0,01
Ureja c
(mmol/L) 5,72 + 1,45 5,55 + 1,80 5,80+ 1,70%*  <0,05
Kreatinin
(umol/L) 80,1+ 12,8 794 + 16,4 792+ 157 0,425
Mokraéna
kiselina 289 + 88 287 + 74 284 + 106 0,675
(umol/L)
Ukupni b, cx
oroteini (g/L) 72,2+88 72,0+5,1 70,5+ 5,4 <0,05
Albumin (g/L) 43,6+ 2,9 44,0+ 3,6 35,04 1,5"%**  <0,001
hsCRP 1,13 (0,96-1,33)
(mg/L) # 1,86 (1,46-2,37) 1,44 (1,13-1,83) bl cx <0,05
ACE(UIL)#  418(9,3-56,0) 44,0 (32,0-52,0) / 0,160°
SAA (ug/L) # 11’(133 6573,)20- 8,18 (5,64-11,88) 2202303333 4001
UH (mmol/L) 6,36 + 1,84 6,09+1,21  557+120™%** <0001
LDL-H b
(mmol/L) 411+1,77 3,87 + 0,99 3,58 + 1,06 <0,01
HDL-H 1,41+ 0,46 1,27 + 0,40 152+039% <005
(mmol/L)
;G (mmoliL) 4 95 (1,75-2.04) 1,83 (1672000 128 (LI7-L40) 450y
Doza
prednizolona 5 (5-10) 10 (5-10) / 0,430°
(mg/dan) ¥
Trajanje
terapije 12 (12-24) 36 (18-48) / <0,05¢
(meseci) ¥

Podaci su prikazani kao srednja vrednost + stand devijacija (ako nije drugacije naznaceno); # podaci su
prikazani kao geometrijska srednja vrednost i 95% interval pouzdanosti; ¥ podaci su prikazani kao
medijana i interkvartilni raspon; a - Anova test (ako nije drugacije naznaceno); b - Znacajno razli¢it u
odnosu na akutni tok bolesti (Tukey post-hoc test); ¢ - Znacajno razli¢it u odnosu na hroni¢ni tok bolesti
(Tukey post-hoc test); d - Studentov t-test; e —-Mann-Whitney test; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001
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Rezultati prikazani u Tabeli 31 ukazuju da su koncentracije glukoze, ukupnih proteina, albumina,
hsCRP-a, SAA, UH i TG bile zna¢ajno ve¢e u obema grupama pacijenata u odnosu na kontrolnu
grupu. Koncentracija LDL-H je bila znacajno visa kod akutnog toka, a koncentracije ureje i
HDL-H su bile znacajno nize kod hroni¢nog toka bolesti kad se porede sa zdravim ispitanicima.
Aktivnost ACE se nije znacajno razlikovala izmedu akutnog i hroni¢nog toka sarkoidoze, kao ni
doza primenjenog leka. Ocekivano, terapija je bila znaCajno duze zastupljena kod hroni¢ne

bolesti u odnosu na akutnu.

Tabela 32. Distribucija LDL i HDL subklasa u kontrolnoj grupi, grupi pacijenata sa akutnim i

grupi sa hroni¢nim tokom sarkoidoze

5 ) Akutna Hronic¢na Kontrolna grupa pa
arametar sarkoidoza sarkoidoza
Dominantni LDL
dijametar (nm) 276+10 erfzlil 2roxLI o0
0,
LDL I (/0) 2317 + 514 21,8 + 4,5 36,9 + 8,3b' Cox <0,001
0,
LDL 11 (%) 24.8+3,7 249+ 4,1 12,2 + 2,g Cxwx <0,001
0,
LDLIII (%) 201+26 20,5+ 2,9 16,5 + 4,1 xxx <0,001
0,
LDL IVA (%) 124424 128+24 11,3 +2,9%* <0,01
0,
LDL IVB (%) 189438  199%57 230463 <001
0,
LDL IV (%) 31,4+46 32,7+6,9 34,3+8,2 0,125
0,
Male, guste LDL (%) 515459 53,2 + 6.4 50,9 + 8.3 0,220
Dominantni HDL
dijametar (nm) 9,7+12 95+1,1 10,4 £ 1,1°% xxx <0,001
0,
HDL 2b (%) 41,2 +10,4 422 +87 432 +7,2 0,538
0,
HDL 2a (%) 213426 20,8 + 2,4 19,4 + 4,5 <0,05
0,
HDL 3a (%) 159+ 4.0 15,7+3,0 14,2 + 3,2 <0,05
0,
HDL 3b (%) 92+29 10,0+ 4,4 9,8+29 0,663
0,
HDL 3c (%) 11,3+6,2 11,3+ 6,4 129+5,7 0,270
W : 0
Male HDL cestice (%) 36,5+ 9.7 37.0+9,1 36,9+8,8 0,974

Podaci su prikazani kao srednja vrednost + stand devijacija;a- Anova test; b - Znacajno razli¢it u odnosu
na akutni tok bolesti (Tukey post-hoc test); ¢ - Znacajno razlicit u odnosu na hroni¢ni tok bolesti (Tukey
post-hoc test); *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001
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Rezultati prikazani u Tabeli 32 ukazuju da su relativni udeli LDL II, LDL III bili znacajno ve¢i,
dok su relativne proporcije LDL | i LDL IVB i dominantni dijametri HDL ¢estica bili zna¢ajno
nizi U obema grupama pacijenata prema kontrolnoj grupi. Relativna proporcija HDL 2a je bila
znaajno veca u akutnoj sarkoidozi u odnosu na kontrolnu grupu, a relativne proporcije LDL

IVA 1 HDL 3a su bile znacajno vece u hroni¢noj sarkoidozi prema kontrolnoj grupi.

86



akutnim i grupi sa hroni¢nim tokom sarkoidoze

Tabela 33. Oksidativno-stresni status i PON1 status u kontrolnoj grupi, grupi pacijenata sa

Akutna Hroni¢na a

Parametar sarkoidoza sarkoidoza Kontrolna grupa P
STOS b
(umoliL)# 9,61 (7,65-12,07) 9,91 (835-11,75) 433 (3,83-4.88) <0,001
S-MDA b,
(umol/L) # 123(1,17-128)  1,15(1,00-1,21) 74 (067-0.81) <0,001
S-PAB (HK
jed) 85,0 + 41,3 87,8 + 39,8 63,2+ 36,42 %% <0001
S- SH grupe
(mmol/L) 0470+0150  0455+0,143 0,514 +0,109™ ** <0001
S-TAS b,
(umol/L) # 954 (877-1038) 953 (903-1006) 1126 (1096-1157)™ 4 oy

- e,
S-SODUL¥ 900(130-252) 180 (1225230) 960 B7.0-1250% 44490
H-MDA
(umol/gHb) 0,164+0069  0,166+0,049 0,097 +0,055% ** <0001
H-SOD

(UlgHb) 4,78 + 2,13 5,72 + 3,28 7,14+ 5,57 0,071
H-O,"
(umol/min/gHb) 111 (9,9-125)  11,9(10,3-13,8)  8,2(7,4-9,1)>°***  <0,001
#
H-TOS
(umolgHb) # 7,8 (6,7-9,0) 8,3 (6,9-9,9) 6,6 (5,8-7,6) 0,139
H-SH grupe 0,397 (0,220 0,407(0,311- 0,220 (0,140-0,350)

) ) - i) i) - i) 1) - 1) d

(mm0|/gHb) ¥ 1.103) 1.135) e, f*** <01001
POza(UIL)# 594 (183-472) 236 (178-313) 475 (404-559)" ***  <0,001
Dz0aza (UIL) 13575 + 4965 13262 + 4653 15088 + 4457 0,117

Podaci su prikazani kao srednja vrednost + stand devijacija; # podaci su prikazani kao geometrijska
srednja vrednost i 95% interval pouzdanosti; ¥ podaci su prikazani kao medijana i interkvartilni raspon; a-
Anova test (ako nije drugacije naznaceno); b - Znacajno razli¢it u odnosu na akutni tok bolesti (Tukey
post-hoc test); ¢ - Znacajno razli¢it u odnosu na hroni¢ni tok bolesti (Tukey post-hoc test); d —
KruskalWallis test; e - Znacajno razlicit u odnosu na akutni tok bolesti (MannWhitney test); f - Znacajno
razli¢it u odnosu na hroniéni tok bolesti (MannWhitney test); **P<0,01; ***P<0,001

Rezultati prikazani u Tabeli 33pokazuju da su koncentracije serumskog TOS-a, MDA, PAB-a,

eritrocitnog MDA, O,"i SH grupa bile znacajno vece, dok su koncentracija serumskih SH grupa i
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TAS-a, aktivnost serumskog SOD-a i POaze bile zna¢ajno niZze u obema grupama pacijenata

prema kontrolnoj grupi.

4.6.2. Korelacije parametara inflamacije, lipidnog, oksidativno-stresnog i PON1 statusa u

akutnoj i hroni¢noj sarkoidozi

Nadalje, ispitali smo korelacije inflamatornih markera sa parametrima lipidnog statusa i
raspodelom lipoproteinskih subfrakcija, markerima oksidativnog stresa i PON1 statusom kod
pacijenata sa akutnim i hroni¢nim tokom bolesti. U Tabeli 34 date su korelacije parametara ACE,
hsCRP i SAA sa koncentracijama lipidnih parametara i relativnim udelima LDL i HDL subklasa,
kao i korelacije sa oksidativno-stresnim i PON1 statusom u akutnoj sarkoidozi. Korelacije sa
eritrocitnim parametrima oksidativno-stresnog statusa nisu bile znacajne, pa ovi rezultati nisu

predstavljeni u tabelama.
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Tabela 34. Spearman-ova korelaciona analiza parametara ACE, hsCRP i SAA sa

koncentracijama lipida i proporcijama LDL i HDL subklasa, serumskim oksidativno-stresnim

statusom i PON1 u akutnoj sarkoidozi

Parametar ACE (U/L) hsCRP (mg/L) SAA (ug/L)
UH (mmol/L) -0,112 0,098 -0,655*
HDL-H (mmol/L) -0,122 0,044 -0,673
LDL-H (mmol/L) -0,132 0,364* -0,349
TG (mmol/L) 0,027 -0,105 -0,244
Domin LDL dijametar (nm) -0,080 0,313 -0,501
LDL I (%) 0,600 -0,780* -0,390
LDL 11 (%) 0,758* 0,227 0,654
LDLIII (%) 0,077 -0,283 0,085
LDL IV (%) 0,484 0,442 0,145
Male, guste LDL cestice (%) 0,362 0,263 -0,619
Domin HDL dijametar (nm) 0,098 -0,414 -0,021
HDL 2b (%) -0,012 -0,453 -0,631
HDL 2a (%) 0,232 0,714* 0,050
HDL 3a (%) -0,339 0,411 0,551
HDL 3b (%) -0,091 0,549 0,591
HDL 3c (%) 0,610 0,207 0,746*
Male HDL c¢estice (%) 0,076 0,382 0,648
S-TOS (umol/L) -0,101 -0,186 -0,572
S-MDA (umol/L) 0,170 0,279 0,287
S-PAB (HK units) 0,236 0,365** 0,154
S- SH grupe (mmol/L) -0,235 -0,044 -0,066
S- TAS (umol/L) 0,048 0,009 0,147
S- SOD (U/L) -0,113 -0,021 -0,072
POaza (U/L) -0,001 0,036 0,285
DZO0aza (U/L) 0,169 0,202 -0,257

*P<0,05; **P<0,01
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Korelaciona analiza pokazuje da postoji znacajna pozitivna korelacija izmedu aktivnosti ACE 1
proporcije LDL Il, koncentracija hsCRP-a i LDL-H, proporcije HDL 2a subfrakcija i PAB-a, kao
i izmedu SAA i proporcija HDL 3c. Znacajna negativna korelacija je uocena kod povezanosti
hsCRP-a i relativne proporcije LDL | subfrakcija, kao i kod povezanosti SAA sa koncentracijom
UH.

Utvrdivanje prethodno navedenih korelacija je radeno 1 kod pacijenata sa hroni¢nim tokom

bolesti. Rezultati su predstavljeni u Tabeli 35.
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Tabela 35. Spearman-ova korelaciona analiza parametara ACE, hsCRP i SAA sa

koncentracijama lipida i proporcijama LDL i HDL subklasa, serumskim oksidativno-stresnim

statusom i PONT1 u hroni¢noj sarkoidozi

Parametar ACE (U/L) hsCRP (mg/L) SAA (ug/L)
UH (mmol/L) -0,289* -0,162 -0,077
HDL-H (mmol/L) -0,070 -0,408** -0,034
LDL-H (mmol/L) -0,229 -0,024 0,106
TG (mmol/L) -0,116 0,005 0,198
Domin LDL dijametar (nm) -0,309 -0,033 -0,403
LDL I (%) -0,096 0,102 -0,228
LDL 11 (%) 0,160 -0,004 0,383
LDLINI (%) 0,012 0,306 0,258
LDL IV (%) -0,030 -0,158 -0,189
Male, guste LDL cestice (%) -0,025 -0,055 -0,050
Domin HDL dijametar (nm) -0,197 -0,133 -0,162
HDL 2b (%) -0,070 -0,467 0,127
HDL 2a (%) 0,149 -0,077 0,343
HDL 3a (%) 0,110 0,153 -0,090
HDL 3b (%) 0,032 0,530 -0,158
HDL 3c (%) -0,032 0,483 -0,175
male HDL cestice (%) 0,027 0,525 -0,228
S-TOS (umol/L) -0,070 0,063 0,064
S-MDA (umol/L) -0,053 0,093 0,178
S-PAB (HK units) 0,252* 0,355** 0,198
S- SH grupe (mmol/L) 0,119 -0,114 -0,258
S- TAS (umol/L) 0,167 0,333* -0,042
S- SOD (U/L) -0,037 -0,018 -0,064
POaza (U/L) 0,274 -0,091 0,488*
DZO0aza (U/L) -0,363 0,072 -0,559**

*P<0.05; **P<0,01
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Dobijeni rezultati pokazuju da je u hroni¢noj sarkoidozi zastupljena znaCajna negativna
korelacija izmedu aktivnosti ACE i UH, kao i izmedu koncentracije hsCRP-a i HDL-H. Takode,
uocena je znacajna pozitivna korelacija hsCRP-a sa TAS-om i PAB-om, ACE sa PAB-om i SAA
sa POaznom aktivnoS¢u dok je znacajna inverzna asocijacija bila primeéena izmedu SAA i

DZ0Oazne aktivnosti.

4.6.3. Ispitivanje nezavisnog uticaja LDL i HDL subfrakcija i oksidativno-stresnog statusa

na tok sarkoidoze

Kako je cilj nase analize bio i da se utvrdi da li postoji povezanost izmedu ispitivanih parametara
i toka sarkoidoze, uradena je i multipla regresiona analiza koja je pokazala da li je prisutan
nezavisni uticaj pomenutih parametara na tok bolesti. U ovoj analizi, napravljena su tri modela.
Model 1 je, od nezavisnih varijabli, sadrzao starost, pol, trajanje terapije, dominantni LDL i HDL
dijametar i relativne proporcije LDL i HDL subfrakcija. Model 2 je sadrzao starost, pol, trajanje
terapije, serumske parametre oksidativno-stresnog statusa dok je model 3 bio sastavljen od
starosti, pola, trajanja terapije, eritrocitnih parametara oksidativno-stresnog statusa. U modelu 1
trajanje terapije je bilo znacajno nezavisno povezano sa hroni¢nom sarkoidozom §to je i
oc¢ekivano, ali su i relativne proporcije HDL 3a i HDL 3c bile zna¢ajno nezavisno povezane sa
hroni¢nim tokom bolesti. Rezultati su dati u Tabeli 36. Model 2 i model 3 nisu imali parametre
koji pokazuju nezavistan uticaj na tok oboljenja, pa rezultati dobijeni u ovim modelima nisu

prikazani.
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Tabela 36. Multipla linearna regresiona analiza povezanosti veli¢ina i raspodela LDL i HDL

subfrakcija sa tokom sarkoidoze

Parametar B P
Starost (godine) 0,311 0,110
Pol 0,572 0,090
Trajanjg terapije 1,163 0,040
(meseci)

D_gmlnantnl LDL -0.556 0,070
dijametar (nm)

LDL I (%) -0,099 0,490
LDL Il (%) 0,252 0,140
LDL 11 (%) -0,138 0,220
LDL IV (%) 0,372 0,150
D_(_)mlnantnl HDL 0,312 0,160
dijametar (nm)

HDL 2b (%) 9,952 0,050
HDL 2a (%) 1,157 0,080
HDL 3a (%) 5,210 0,030
HDL 3b (%) -0,086 0,730

HDL 3c (%) 8,344 0,046




4.7. Parametri inflamacije, lipidnog, oksidativno-stresnog i PON1 statusa u pluénoj i

pluénoj sarkoidozi udruzenojsa vanplu¢nim manifestacijama

4.7.1. Poredenje parametara inflamacije, lipidnog, oksidativno-stresnog i PON1 statusa
izmedu kontrolne grupe, pacijenata sa plu¢nom i pacijenata sa kombinovanom

pluénom i vanpluénom sarkoidozom

Smatra se da je vanpluéna manifestacija koja uglavnom ukljucuje i zahvacenost pluénog tkiva,
tezi oblik od iskljuc¢ivo pluéne manifestacije. Zbog toga, poredili smo sve prethodno pomenute
parametre kako bi se precizinije analizirala eventualna razlika izmedu pluéne lokalizacije,
kombinovane pluéne i vanpluéne bolesti, kao i zdravih ispitanika. Rezultati ove analize su dati u
Tabeli 37.
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Tabela 37. Osnovne karakteristike, inflamatorni i lipidni parametri u kontrolnoj grupi, grupi

pacijenata sa plu¢nom i grupi sa pluénom 1 vanplu¢nom lokalizacijom sarkoidoze

Pluéna sarkoidoza Pluéna i Kontrolna grupa .

Parametar vanpluéna P
sarkoidoza

Glukoza (mmol/L) 5,52 + 2,57 512+143  478+071"** <0001
Urea (mmol/L) 5,76 + 1,71 520143  580+170%* <001
Kreatinin (Lmol/L) 79,5+ 13,6 80,4 + 18,3 79,2+ 157 0,486
Mokraéna kiselina
(umol/L) 285 +79 207 +84 284 + 106 0,614
Ukupni proteini (g/L) 72,3+ 7,46 71,3456 705+54>% <005
Albumin (g/L) 44,0 +33 433+33 350+ 15> %% <0001
hsCRP (mg/L) # 1,71 (1,40-2,08) 1,30 (0,45-3,74) 1,13 (0,96-1,33)°*  <0,05
ACE (U/L) # 36,3 (25,5-52,9) 48,0 (35,9-65,0) / 0,214
SAA (ug/L) # 8,58 (5,78-12,74) 871}3 (gé;& 2,60 (2,03-3.33)>°*  <0,01
UH (mmol/L) 6,29 + 1,61 599+122  557+120%*% <0001
LDL-H (mmol/L) 4,06 + 1,45 3,70 + 1,08 3,58 + 1,06™* <0,01
HDL-H (mmol/L) 1,27+ 0,41 1,36 + 0,38 1,52 +0,39"* <0,01
TG (mmol/L) # 172 (1,48-201) 1,78(1,43-221) 1,28 (L17-1,40)>%*  <0,05
Doza prednizolona 5 (5-10) 10 (8,75-10) / <0,05°
(mg) ¥ )
Trajanje terapije 24 (12-36) 24 (12-48) / 0,737¢

(meseci) ¥

Podaci su prikazani kao srednja vrednost & standardna devijacija (ako nije drugacije nazna¢eno); # podaci
su prikazani kao geometrijska srednja vrednost i 95% interval pouzdanosti; ¥ podaci su prikazani kao
medijana i interkvartilni raspon; a - Anova test(ako nije drugacije naznaceno); b - Znacajno razli¢it u
odnosu na pluénu manifestaciju bolesti (Tukey post-hoc test); ¢ - Znacajno razli¢it u odnosu na
kombinovanu pluénu i vanpluénu manifestaciju bolesti (Tukey post-hoc test); d - Studentov t-test; e —
MannWhitney test; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001

Rezultati prikazani u Tabeli 37 ukazuju da su koncentracije ukupnih proteina, aloumina, SAA,

UH i TG znacajno vefe u obema grupama pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu.
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Koncentracija glukoze i LDL-H je bila zna¢ajno visa, a koncentracija HDL-H je bila zna¢ajno
manja kod pluéne bolesti kad se porede sa zdravim ispitanicima. Koncentracije hsCRP-3,
aktivnost ACE, kao i trajanje terapije se nisu znacajno razlikovali izmedu svih grupa. Oc¢ekivano,
doza primenjenog leka je bila znac¢ajno vec¢a kod kombinovane pluéne i vanpluéne lokalizacije u

poredenju sa iskljucivo plu¢nom sarkoidozom.

U Tabelama 38 i 39 prikazani su rezultati koji se ticu distribucije LDL i HDL subklasa,
oksidativno-stresnog statusa i PON1 statusa u kontrolnoj grupi, grupi pacijenata sa pluénom i

grupi sa pluénom i vanpluénom sarkoidozom.
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Tabela 38. Distribucija LDL i HDL subklasa u kontrolnoj grupi, grupi pacijenata sa pluénom i

grupi sa pluénom i vanpluénom lokalizacijom sarkoidoze

Plu¢na i

Darametar Pluéna o Kontrolna pa
sarkoidoza vanpiucna grupa
sarkoidoza
Dominantni LDL dijametar
(nm) 272+11  271%10 27,0£1,7 0,795
0,
LDL I (%) 230447 215+53 36,9 +8,3>***x <0 001
0,
LDL 11 (%) 253+39 239+38 12,2+ 2,92 <0001
0,
LDLIII (%) 20,5+ 2.7 201+31 16,5+ 4,17 %%+ <0,001
0,
LDL IVA (%) 125+25 12,9+22 11,3 +2,9% ¢ <0,01
0,
LDL IVB (%) 18,6 + 3.6 21,6+ 6,9 23,046,3"** <0001
0,
LDL IV (%) 311+43 345+67 34,3 + 8,2 <0,05
Male, guste LDL cestice
) 516+56  546%71 509+83 0,094
Dominantni HDL dijametar Dot
(nm) 916 + 112 9,6 + 111 10,4 icil.;l *kx <0,001
0,
HDL 2b (%) 41,3+972 43,0+9,5 432+72 0,432
0,
HDL 2a (%) 20,7 +27 216+16 19,4 +4,5% <0,05
0,
HDL 3a (%) 15,8 +3.4 15,7+3,5 142+32%  <0,05
0,
HDL 3b (%) 10,0 £ 3,9 9,0+38 98+29 0,499
0,
HDL 3c (%) 11,6 + 6,5 10,6 +5,9 129+5,7 0,217
N . 0
male HDL cestice (%) 374+89 35,3+ 10,0 36,9 + 8,8 0,645

Podaci su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija; a - Anova test; b - Znacajno razli¢it u
odnosu na na pluénu manifestaciju bolesti (Tukey post-hoc test); ¢ - Znacajno razli¢it u odnosu na
kombinovanu pluénu i vanpluénu manifestaciju bolesti (Tukey post-hoc test); *P<0,05; **P<0,01;
***P<0,001

Rezultati pokazuju da su relativne proporcije LDL II, LDL III 1 LDL IVA znacajno vise, a
relativne proporcije LDL | i dominantni HDL dijametar znacajno manje u obema grupama
pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu. Relativne proporcije HDL 3a su bile znacajno vise, dok
su relativne proporcije LDL IVB 1 LDL IV bili znacajno nize kod pacijenata sa plu¢nom
manifestacijom sarkoidoze u poredenju sa kontrolnom grupom. Relativna proporcija HDL 2a je

bila znacajno veéa u kombinovanoj plué¢noj i vanpluénoj bolesti prema kontrolnoj grupi.
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Tabela 39. Oksidativno-stresni status i PON1 status u kontrolnoj grupi, grupi pacijenata sa

pluénom i grupi sa pluénom i vanplu¢nom lokalizacijom sarkoidoze

Parametar Pluéna PIUérlla, i Kontrolna -
sarkoidoza vanplucna grupa
sarkoidoza -
S-TOS (umol/L) # 16,10 (13,10- 7,77 (5,08-9,93) 4:33(3,83-4,88)" " <0 001
19,78) c
S-MDA (umol/L) # 1,19 (1,11-1,28) 1,13 (0,99-1,30) 0,74 (0,67-0,81) ™
Cs’c** , ' <0,001

S-SHorupe MMOlL) § 16740147 044450142 0514£0,100%% <001

S- TAS (umol/L) # 1126 (1096-1157) ™

955 (868-1039) 951 (900-1002) .. <0,01

- &
SSODUILY  190(130-252) 180(120-230) 80 B071250 % g0y

- b !
MDA (umol/gHb) 4 16740061 015640058 0097 £ 00557 g 50
H-SOD (U/gHb) 5,25 + 2,65 4,84 +319 7,14 + 557 0,087
H-0,” b, ¢
(umol/min/gHb) #  11,5(95-127) 11,4 (10,1-13,6) 8,2 (7,4-9,1)> “** <0,001
H-TOS (umol/gHb)# 2 6 65.01) 816,695 66 (587.6) 0,141
H-SH grupe 0442 (0,225- 0487 (0,212- 0,220 0,140-
(mmol/gHb) ¥ 1.124) © 1.127) © ofsso)e'f***( | <0.001
POaza (U/L) # 310 (219-439) 172 (122-245)™ 475 (404-550)* *  <0,05

DZ0Oaza (U/L) 12648 +4760 15070 +4220 15088 + 4457  <0,05

Podaci su prikazani kao srednja i standardna devijacija (ako nije drugacije naznaeno); # podaci su
prikazani kao geometrijska srednja vrednost i 95% interval pouzdanosti; ¥ podaci su prikazani kao
medijana i interkvartilni raspon; a - Anova test (ako nije drugacije naznaceno); b - Znacajno razli¢it u
odnosu na na pluénu manifestaciju bolesti (Tukey post-hoc test); ¢ - Znacajno razli¢it u odnosu na
kombinovanu plué¢nu i vanpluénu manifestaciju bolesti (Tukey post-hoc test); d - Kruskal Wallis test; e -
Znacajno razli¢it u odnosu na pluénu manifestaciju bolesti (MannWhitney test); f - Znacajno razlicit u
odnosu na kombinovanu pluénu i vanpluénu manifestaciju bolesti (MannWhitney test); S-serum; H-
hemolizat eritrocita; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001
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Aktivnost POaze bila je zna¢ajno niza u kombinovanoj pluénoj i vanplué¢noj sarkoidozi u odnosu
na isklju¢ivo pluénu manifestaciju. Dobijeni rezultati dalje pokazuju da su koncentracije
serumskog TOS-a, MDA, eritrocitnog MDA, O, znacajno vise, a koncentracija serumskih SH
grupa, TAS-a, aktivnost serumskog SOD i POaze znac¢ajno manje u obema grupama pacijenata u
odnosu na kontrolnu grupu. Koncentracija PAB-a je bila znacajno viSa, a aktivnost DZOaze je
bila znaCajno niza kod pacijenata sa pluénom manifestacijom sarkoidoze u poredenju sa

kontrolnom grupom.

4.7.2. Korelacije parametara inflamacije, lipidnog, oksidativno-stresnog i PON1 statusa u

izolovanoj pluénoj i plué¢noj sarkoidozi sa vanpluénim manifestacijama

Rezultati su pokazali da inflamatorni markeri nisu bili u znacajnim korelacijama sa ostalim
ispitivanim parametrima.Zato su predstavljene samo korelacije koje veli¢ina i raspodela LDL i
HDL subfrakcija ostvaruju sa osnovnim parametrima lipidnog statusa, parametrima oksidativno-
stresnog, inflamatornog i PON1 statusa u plu¢noj i kombinovanoj plu¢noj i vanplué¢noj bolesti. U
pluénoj sarkoidozi, proporcija LDL IVA korelira pozitivno sa UH (p= 0,308; P=0,047), kao i
proporcija LDL IVB sa MDA (p= 0,296, P=0,031).

U Tabeli 40 date su korelacije veli¢ina i raspodela HDL subfrakcija sa inflamatornim, lipidnim,

parametrima oksidativno-stresnog i PON1 statusa u izolovanoj plu¢noj sarkoidozi.
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Tabela 40. Spearman-ova korelaciona analiza veli¢ine i raspodele HDL subfrakcija sa

inflamatornim, lipidnim, parametrima oksidativno-stresnog i PON1 statusa u plué¢noj sarkoidozi

Parametar HDLdij HDL2b HDL2a HDL3a HDL3b HDL3c g‘g‘i

(nm) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

0

UH (mmol/L) 0,086 0,301* 0161  -0,168  -0,092  -0,341*  -0,352*
HDL-H 0,154 0,179 0,420* 0,003  -0,221 -0,314 -0,335
(mmol/L)
LDL-H 0,062  0478** 0238  -0,076 -0,116  -0504**  -0,449*
(mmol/L)
TG (mmol/L) -0,006 0,070 0,155 -0,351* 0,126 0,189 0,087
ACE (U/L) -0,064 -0,091 0211  -0,252 0,018 0,379 0,122
hsCRP (mg/L) -0,310 -0,515 0,457 0,183 0,530 0,497 0,462
SAA (ug/L) -0,294 -0,205 0,295 0,325  -0,005 -0,010 0,082
S-TAS (umolL) -0056  -0547*** 0054 0143  0304* 0462** 0486™
S-TOS (umolL) 0,116 0317  -0064 -0,077 0,197 0,295  0,295*%
S-SH grupe 0,204  0433*  -0,109 -0234 -0,075  -0,306* -0,343*
(mmol/L)
S-SOD (U/L) 0,308 0,031 0,127  -0060 0,162 0,082  -0011
MDA (umolL)  -0.150  -0283% 0043  -0,111 0039  0,383** 0,304
PAB (HK jed) 0,261 -0,173 0,125  -0,143 0,122 0,206 0,149
H-TOS -0,101 -0,117 0,066  0367* 0,156 0,208*  0,275*
(umol/gHb)
H-SH grupe 0,090 0,105 0,257 0,105 0,055 -0,014 -0,057
(mmol/gHb)
H-SOD 0,124 0,068 0,135  -0,069 0,010 0,123 0,078
(U/gHb)
H-MDA -0,046 -0,056 0,179  -0,348*  -0,268 0,213 0,290*
(umol/gHb)
POaza (U/L) -0,103 0,459*  0,522*  -0,062  -0,267  -0439*  -0,405*%
DZOaza (U/L) 0,323 0,252 0,000 -0,237 0,038 0287  -0,227

S-serum; H-hemolizat eritrocita; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001
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Spearmanova korelaciona analiza je pokazala da se u znacajnoj pozitivnoj korelaciji nalaze
proporcija HDL 2b i koncentracije LDL-H, serumskog TAS-a i SH grupa, aktivnosti POaze;
proporcija HDL 2a i koncentracije HDL-H, eritrocitnih SH grupa i POazne aktivnosti; proporcija
HDL 3a i eritrocitnin TOS-a; proporcija HDL 3b i koncentracija serumskog TAS-a; proporcija
HDL 3c i koncentracije serumskog TAS-a, TOS-a, MDA i eritrocitnog TOS-a; proporcija ss
HDL i serumski TAS, TOS, MDA 1 eritrocitni TOS. Znacajne negativne korelacije su dobijene
izmedu proporcija HDL 2b i koncentracija UH, serumskog TOS-a, MDA; proporcija HDL 3a i
koncentracije TG i eritrocitnog MDA, proporcija HDL 3c i koncentracije UH, LDL-H,
serumskih SH grupa i POazne aktivnosti; proporcija malih HDL i koncentracije UH, LDL-H i

serumskih SH grupa i POazne aktivnosti.

U kombinovanoj pluénoj 1 vanpluénoj sarkoidozi, proporcija LDL I se nalazi u znacajnoj
negativnoj korelaciji sa MDA (p= -0,433; P=0,039) dok se proporcije LDL IVA (p= 0,536; P=
0,008) i udeo malih, gustih LDL cestica nalaze u pozitivnoj korelaciji sa istim parametrom (p=
0,415; P=0,049). Znacajna pozitivna korelacija je utvrdena uoc¢ena izmedu proporcije LDL IVA i
nivoa hsCRP-a (p=0,807; P=0,028).

Rezultati Spearmanove korelacione analize veli¢ine 1 raspodele HDL subfrakcija u

kombinovanoj plu¢noj i vanpluénoj bolesti prikazani su u Tabeli 41.
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Tabela 41. Spearman-ova korelaciona analiza veli¢ine i raspodele HDL subfrakcija sa

inflamatornim, lipidnim, parametrima oksidativno-stresnog i PON1 statusa u kombinovanoj

pluénoj i vanpluénoj sarkoidozi

carametar _HDLdij  HDL2b  HDL2a  HDL HDL3b HDL3c  male HDL
(nm) (%) (%) 3a (%) (%) (%) (%)

UH (mmol/L) 0,046 0182  -0138 0286 0059 0125 0,195
HDL-H -0,569 0.196 0,092 0675% 0150  -0,563 -0,173
(mmol/L)
LDL-H 0,078 0336  -0441 0538 0556  -0,048 0,429
(mmol/L)
TG (mmoliL) 0,096  -0,409 0130 0235 0007  0,497* 0,363
ACE (U/L) -0,124 0,035 0082 0324 -0,049  -0,148 -0,052
hsCRP (mg/L)  -0,470 0055  -0,796* 0582 0197  -0,015 0,141
SAA (ng/mL) 0,180 0,309 0065 -0334 -0215  -0,155 -0,315
S-TAS 0357 0326  -0281 0119 0312 0335 0,356
(umol/L)
S-TOS 0,301 0246  -0096 0101 0216 0225 0,249
(umol/L)
S-SH grupe 0,072 0,407 0056  -0240 -0444*  -0,248 -0,394
(mmol/L)
S-SOD (U/L)  -0,189  -0,110  -0,040 -0,121 0,05 0,197 0,111
MDA 0013  -0545%*  -0171 0185 0211 0692%**  (0,547**
(umol/L)
PAB (HK jed)  -0,008  -0,341  -0,029 0261 0293 0216 0,329
H-TOS
TS 0,134 0,075 0023 0189 0202 0121 0,152
H-SH grupe 0231 0,124 0167 -0078 -0,106  -0.163 -0,041
(mmol/gHb)
H-SOD
e 0,089 0,034 0146  -0,092 -0,021 0008 0,007
H-MDA
D 0157 0,142 0079 0173 0123 0235 0,212
POaza (U/L) 0,029 0,038 007L 0376 -0,178  -0,247 -0,049
DZOaza (UIL) -0,162* 0,265 0557  -0,060 -0,630  -0,011 -0,354

S-serum; H-hemolizat eritrocita; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001
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Rezultati prikazani u Tabeli 41 pokazuju da znacajna pozitivna korelacija postoji izmedu

proporcija HDL 3a i koncentracije HDL-H; proporcija HDL 3c i koncentracije TG i serumskog

MDA; proporcija malih HDL i koncentracije MDA. Znacajne negativne korelacije se mogu

uociti izmedu proporcija HDL 2b i koncentracije MDA; proporcije HDL 2a i koncentracije

hsCRP-a; proporcije HDL 3b i koncentracije serumskih SH grupa.

4.7.3. Ispitivanje nezavisnog uticaja oksidativno-stresnog statusa i doze leka na proporciju

malih, gustih HDL subfrakcija u plu¢noj sarkoidozi

Kako su prethodne korelacione analize pokazale znacajnu povezanost serumskih parametara

oksidativno-stresnog statusa na distribuciju malih HDL &estica u izolovanoj pluénoj sarkoidozi,

dalje smo ispitivali nezavistan uticaj tih parametara na raspodelu pomenutih Cestica. Rezultati su

prikazani u Tabeli 42.

Tabela 42. Multipla linearna regresiona analiza za ispitivanje nezavisnog uticaja godina, pola,

oksidativno-stresnog statusa i doze leka na distribuciju ss HDL u pluénoj sarkoidozi

Male guste HDL (%) (adj. R*= 0,478)*

Parametar p P

Starost (godine) -0,245 0,349
Pol -0,033 0,895
S-TOS (umol/L) 0,832 0,043
S-MDA (umol/L) 0,142 0,550
S-PAB (HK jed) -0,200 0,503
S-SH grupe (mmol/L) -0,442 0,147
POaza (U/L) -1,038 0,022
Doza leka (mg) 0,288 0,296

*Model je ukljucio parametre ¢ija je P vrednost za Spearmanov koeficijent korelacije bila < 0,1 plus

godine starosti, pol i dozu leka
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U ispitivani model ukljuceni su jo§ i godine starosti, pol i doza primenjenog leka jer se ona
znacajno razlikovala izmedu pacijenata sa iskljuivo pluénom u odnosu na pacijente sa
kombinovanom plu¢nom i vanpluénom boles¢u. Rezultati multiple regresione analize dati su u
Tabeli 42 i pokazuju da kada se godine, pol, serumski oksidativno-stresni status i POazna
aktivnost PON1 uklju¢e u model kao nezavisne promenljive, koncentracija TOS-a i PON1
aktivnost imaju znacajan nezavistan uticaj na promene u distribuciji malih HDL ¢estica. Ovom
analizom je utvrdeno da ¢ak 47,8% varijacija u distribuciji malih HDL cestica moze da se

objasni poveéanjem u koncentraciji TOS-a i snizenjem PON1 aktivnosti.
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5. DISKUSIJA

Poznato je da je sarkoidoza inflamatorno oboljenje i u razli¢itim studijama opisane su
povecéane koncentracije inflamatornih markera, kao $to su hsCRP (25, 33, 124), ACE (2, 25, 33),
SAA (25, 35, 36) u odnosu na kontrolnu grupu. Rezultati nase studije potvrdili su nalaze
pomenutih studija u pogledu znacajno veéih koncentracija hsSCRP-a i SAA kod pacijenata sa
sarkoidozom u odnosu na zdrave ispitanike (Tabela 6). Aktivnost ACE je bio visok u grupi
pacijenata i to blizu gornje granice referentnog intervala (Tabela 6), ali kako ovaj parameter nije
odreden u grupi zdravih osoba, nismo imali poredenje izmedu ove dve ispitivane grupe. Visoke
vrednosti parametara inflamacije, kao $to su SAA i ACE, mogu da ukazu na aktivnost
granuloma. Kao $to je prethodno navedeno, povisena koncentracija SAA moze biti posledica
povecane produkcije proinflamatornih citokina koji stimuliSu produkciju ovog proteina u jetri
(33) ili aktiviranih imunskih ¢elija u granulomima koje pojacano stvaraju SAA (13). Aktivirane
¢elije imunskog sistema produkuju i druge proinflamatorne medijatore (2, 13) koji dalje
stimuliSu sintezu proteina pozitivnih reaktanata akutne faze u jetri, pa se tako moze objasniti i
visoka vrednost hsCRP-a (25, 34).

U sarkoidozi se ocekuje da se hroni¢ni tok oboljenja i kombinovane pluéna i vanpluéna
manifestacija karakteriSu veéim stepenom inflamacije i da su tezi oblici u odnosu na akutnu
bolest i izolovanu pluénu bolest (2, 29, 33). Ipak, dobijeni rezultati pokazuju da je SAA i u
akutnoj i u hroni¢noj (Tabela 31), kao i u izolovanoj plu¢noj i kombinovanoj pluénoj i
vanplu¢noj bolesti znacajno veéi u poredenju sa kontrolnom grupom (Tabela 37), dok su
vrednosti hsCRP-a znacajno vece u akutnoj i u hroni¢noj bolesti u odnosu na kontrolnu grupu
(Tabela 31), a znacajno vec¢e samo u pluénoj sarkoidozi u poredenju sa zdravim ispitanicima
(Tabela 37). HsCRP, SAA i ACE se ne razlikuju znacajno izmedu akutne i hroni¢ne (Tabela 31),
kao ni izmedu pluéne i kombinovane pluéne i vanpluéne sarkoidoze (Tabela 37). Dobijeni
rezultati idu u prilog ve¢ pomenutoj tvrdnji da se pacijenti nalaze u stanju inflamacije, a kako su
efekti kortikosteroida i imunosupresivnih lekova na inflamaciju poznati (125), ovakvo odsustvo
znacajne razlike izmedu razli¢itih tokova 1 manifestacija bolesti moze da se pripiSe tretmanima
na kojima se pacijenti nalaze. Treba naglasiti da je razlika za SAA izraZzenija nego razlika
dobijena za hsCRP (izmedu kombinovane plu¢ne i vanpluéne manifestacije i kontrolne grupe i

nije bilo znacajne razlike za ovaj parametar — Tabela 37) sto dodatno ukazuje na specifi¢ni
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znacaj koji SAA ima u patogenezi sarkoidoze (13, 35). Nasi rezultati su u skladu sa rezultatima
publikovanim u studiji Yamada i saradnika (126) koji su pokazali da kortikosteroidi smanjuju
nivo inflamacije uz snizenje hsCRP-a, ali nivo SAA moze da ostane Visok zbog niske
osetljivostiovog proteina na ovu grupu lekova. Kortikosteroidi deluju tako $to se vezuju za svoje
receptore koji se nalaze u citoplazmi ¢elije kada dolazi do transfera kompleksa lek-receptor u
nukleus. U nukleusu, ovaj kompleks dovodi do aktivacije enzima histon-deacetilaze-2 koja zatim
deluje inhibitorno na transkripciju razlicitih proinflamatornih gena (125, 127). Medutim, sinteza
SAA nije dovoljno suprimirana dejstvom kortikosteroida i njegova koncentracija moze da ostane

visoka narocito usled primene nize doze leka.

Inflamatorni procesi u pluénom tkivu zahva¢enom boles¢u dovode do slabljenja pluéne
funkcije koja je u razli¢itim studijama procenjivana merenjem parametara FEVy, FVC i DLCO
(36, 50). Pomenuti parametri plu¢ne funkcije nisu odredeni u nasoj kontrolnoj grupi. Ipak, u radu
Bargaglija i saradnika (36) kao opsezi vrednosti koji su prisutni kod zdravih osoba su sledeci
(izrazeni kao srednja vrednost + stand devijacija): za FEV; 98,6 + 20,5 %; za FVC 99,5 + 10,2
%; za DLCO 98,8 £ 17,7 %. Kao zdravi ispitanici izabrane su osobe bele rase, a kao kriterijum
za usesc¢e U ovoj studiji su bili odsustvo astme, alergije ili bilo koje druge bolesti tokom 12
meseci pre ukljucenja u studiju. Studija Boots i saradnika (50) navodi za sve parametre plu¢ne
funkcije vrednosti od 90 do 110 % kod zdravih ispitanika nepusaca koji nisu uzimali vitamine ili
neke druge dodatke ishrani. Moze se videti da su rezultati dobijeni kod nasih pacijenata nizi
(Tabela 4) u odnosu na vrednosti kod zdravih osoba navedenim u drugim studijama i zato
mozemo da pretpostavimo da uocena povecana inflamacija moze dodatno da ugrozi pluénu

funkciju.

Rezultati nase studije pokazuju znacajno veéi nivo Oy~ u eritrocitima pacijenata u
odnosu na kontrolnu grupu (Tabela 13 i Slika 15), a koji moZe da se objasni ¢injenicom da celije
imunskog sistema u tkivima zahva¢enim inflamatornim procesima stvaraju visoke koncentracije
Cinilaca oksidativnog stresa koji se oslobadaju u cirkulaciju 1 bivaju preuzete pomocu
odgovarajuc¢ih kanala na membrani eritrocita (128). Ovakav transport verovatno dovodi do
poveéane akumulacije O, U eritrocitima pacijenata. O, radikal podleze dizmutaciji do H,O, koji
¢ini deo TOS-a (43), a pomocu enzima SOD (38). Znacajno veca koncentracija TOS-a u serumu

i eritrocitima je dobijena kod grupe pacijenata u poredenju sa zdravim osobama (Tabele 10 i 13 i
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Slike 12 i 15) i ovakav nalaz je u skladu sa rezultatima drugih studija (40). Poznato je i da O;’i
H>0O, mogu da ucestvuju u stvaranju lipidnih hidroperoksida, drugog vaznog Cinioca TOS-a ¢ija
se produkcija povecava u patoloskim stanjima (40). Dalja oksidativna modifikacija dovodi do
produkcije MDA kao produkta razgradnje lipidnih hidroperoksida i markera kasne faze
peroksidativnih procesa na lipidima (41) koji je takode znafajno poviSen i u serumu i u
eritrocitima pacijenata u poredenju sa rezultatima dobijenim za kontrolnu grupu (Tabele 10 i 13 i
Slike 12 i 15). Poveéan nivo MDA =zabeleZzen je i u drugim studijama koje su se bavile
oksidativnim stresom urazli¢itim patoloskim stanjima kao §to su koronarna arterijska bolest i
Alchajmerova bolest (41, 129). Nasi rezultati pokazuju i postojanje znacajne pozitivne korelacije
izmedu parametara inflamacije i serumskih i eritrocitnih oksidanasa u grupi pacijenata: S-MDA i
PAB sa ACE i hsCRP, S-TOS sa ACE, H-MDA sa ACE (Tabela 15). Kako sli¢ni rezultati nisu
nadeni i u kontrolnoj grupi (Tabela 14), ovim mozZe da se potvrdi znacajan uticaj povecanog
stepena inflamacije na oksidativni stres, a ¢ija je povezanost dokumentovana i u drugim

radovima (38, 45, 50).

Sistem antioksidativne zastite se sastoji od enzimskih i neenzimskih antioksidanasa
(46). Kao meru neenzimske zastite, u nasoj studiji su u serumu odredeni TAS (koji pretezno
poti¢e od proteinskih SH grupa, mokrac¢ne kiseline i vitamina C) i koncentracija ukupnih SH
grupa koji su bili znacajno nizi u grupi pacijenata u poredenju sa kontrolnom grupom (Tabela 10
i Slika 12). Rezultati studija drugih autora koji su ispitivali oksidativni stres u pluénim bolestima
dokumentuju znacajno sniZzene koncentracije vitamina C, mokra¢ne Kiseline i GSH u sarkoidozi
(50), alii smanjenje neenzimskog antioksidativnog kapaciteta u hroni¢noj opstruktivnoj bolesti
pluca, akutnom respiratornom distres sindromu i cisti¢noj fibrozi (130), kao i sniZzen nivo
vitamina C u astmi (54). Koncentracija SH grupa u eritrocitima (Tabela 13 i Slika 15) je bila
znacajno visa kod pacijenata, Sto bi se moglo pripisati poveéanom nivou GSH kao
kompenzatornom odgovoru na poveéani oksidativni stres u eritrocitima. U tom slucaju, mogla bi
se oCekivati povecana aktivnost enzima glutation reduktaze (GR) i dovoljna koncentracija
NADPH koji bi odrzali GSH u redukovanom obliku. Publikacija Rothkrantz-Kos i saradnika
(55) opisuje smanjenje nivoa NADPH u eritrocitima pacijenata sa sarkoidozom, a razlog za to bi
mozda mogao da se pripiSe utrosku ovog kofaktora u reakciji koju katalizuje GR da bi se odrzao

visok nivo GSH.
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Niska aktivnost SOD u serumu, izmerena kod na$ih pacijenata sa sarkoidozom, (Tabela
10 i Slika 12) moze da bude posledica nishodne regulacije transkripcije gena za ekstracelularnu
SOD (EC-SOD) sto je opisano u nekim difuznim pluénim bolestima (46) i u astmi (131).
Medutim, ovakve promene u aktivnosti SOD-a pod uticajem oksidativnog stresa nisu zabelezene
u drugim studijama (38). Cu,ZnSOD je intracelularna izoforma enzima koja podleze inaktivaciji
usled delovanja H,0; (38). Kako H,0; ulazi u sastav TOS-a koji je povecan u nasoj studiji, moze

da se oc¢ekuje i sniZzena aktivnost ove izoforme SOD-a u eritrocitima (Tabela 13 i Slika 15).

Nasi rezultati pokazuju da je koncentracija PAB-a bila znacajno veca kod pacijenata
odnosu na kontrolnu grupu (Tabela 10 i Slika 12). Povecan nivo PAB-a se moze objasniti
¢injenicom da ovaj parametar pokazuje koncentraciju H,O, u antioksidativnom okruzenju, a do
sad je utvrdeno da se pacijenti sa sarkoidozom nalaze u stanju povecanog oksidativnog stresa i
smanjene antioksidativne zastite. Treba napomenuti i da su sli¢ni nalazi publikovani u radovima
koji se ticu koronarne arterijske bolesti (48) i dijabetes melitusa tipa 2 (49), patoloskim stanjima

koji se takode karakterisu disbalansom u nivoima oksidanasa i antioksidanasa (41, 132).

Parametri oksidativnog stresa i antioksidativne zaStite u serumu i eritrocitima u akutnom
i hroni¢nom toku bolesti znacajno su se razlikovali samo u poredenju sa kontrolnom grupom,
dok znacajne razlike izmedu same akutne i hroni¢ne bolesti nisu zabeleZene (Tabela 33).
Pomenuti parametri u izolovanoj plué¢noj i kombinovanoj pluénoj i vanpluénoj sarkoidozi se
takode razlikuju znacajno samo u odnosu na zdrave osobe (Tabela 39). Medutim, treba naglasiti
da je koncentracija PAB-a bila znacajno visa u plu¢noj bolesti u poredenju sa kontrolnom
grupom. Ovakav rezultat za PAB bi mogao da se objasni primenom znacajno nize doze
prednizolona u izolovanoj pluénoj bolesti u odnosu na kombinovanu pluénu i1 vanpluénu
lokalizaciju (Tabela 37). Efekat ovog leka na oksidativni stres bi mogao da se o¢ekuje posto su
inflamatorni i redoks procesi povezani (38, 133, 134). Ipak, niza doza, primenjena u ovom

slu€aju, oc¢igledno nije mogla da dovede do znacajnog smanjenja oksidativnog stresa.

Kako su se nasi parametri oksidativno-stresnog statusa u serumu i eritrocitima
uglavnom znacajno razlikovali izmedu pacijenata i zdravih osoba, postavljen je cilj da se ispita
koliko ovi parametri mogu da predvide prisustvo bolesti ili da pokazu kakva je dijagnosticka
tacnost u razlikovanju pacijenata od zdravih ispitanika. Rezultati su pokazali da su serumski i

eritrocitni MDA najbolji prediktori oboljenja u poredenju sa drugim parametrima oksidativno-
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stresnog statusa (Tabela 16). U multivarijantnoj regresionoj analizi, H-MDA je zadrZao znacajnu
prediktivnu sposobnost nakon podeSavanja (engl. adjustment) za ostale parametre oksidativno-
stresnog statusa iz eritrocita, kao i nakon korekcije za lipidne parametre. Vrednost OR za S-
MDA je opala nakon $to su uzete u obzir koncentracije parametara oksidativno-stresnog i
lipidnog statusa, ali je ovaj parametar i dalje bio znac¢ajno povezan sa prisustvom bolesti (Tabela
17). Kako su procesi lipidne peroksidacije povezani sa stvaranjem fibroznog tkiva (135), a
sarkoidoza je bolest u ¢ijem krajnjem stadijumu se nalazi fibroza (2), time bi se mogao objasniti
znacaj odredivanja MDA u predvidanju bolesti. Znacajna povezanost MDA sa prisustvom bolesti
je dokumentovana i u drugim studijama (136). Utvrdeno je da ¢inioci oksidativnog stresa mogu
da stimuliSu ekspresiju gena za kolagen, proteina koji u¢estvuje u nastanku fibroznog oziljnog
tkiva (137). MDA i 4-hidroksinonenalsu poznati i kao proinflamatorni medijatori koji dovode do

aktivacije hepaticnih stelatnih ¢elija koje onda u vecoj meri stvaraju kolagen (138).

U analizi dijagnosticke tacnosti ispitivanih parametara, modeli sacinjeni od razli¢itih
oksidanasa i/ili antioksidanasa imalisu bolji potencijal razdvajanja pacijenata sa sarkoidozom od
zdravih ispitanika u odnosu na pojedina¢ne parametre (Tabele 18 i 19, Slika 16). Modeli u koje
su ukljuceni serumski antioksidansi; zatim kombinovani serumski oksidansi i antioksidansi i
kombinovani eritrocitni oksidansi i antioksidansi pokazali su izvanrednu dijagnosti¢ku ta¢nost
dok se model koji sadrzi serumske lipidne parametre odlikuje odliénom ta¢no$¢u. Opisani
rezultati ukazuju da parametri oksidativno-stresnog statusa ipak imaju nesto bolji diskriminatorni
potencijal u odnosu na lipidne parametre. Do sada je proucavan dijagnosticki znac¢aj parametara
inflamacije (33) i naSa studija je prva koja je ukazala na dijagnosticki znacaj parametara

oksidativnog stresa i lipidnog statusa koji su takode ukljuceni u patogenezu sarkoidoze.

Posto je poznato da inflamacija moZze da uti¢e na lipidni status tako Sto dovodi do
promena u metabolizmu cestica bogatih trigliceridima (56) ili smanjuje kapacitet HDL ¢Cestica u
efluksu holesterola (57), dislipidemija koja se uoCava u nasoj grupi pacijenata je ocekivana. Nasi
rezultati pokazuju znacajno veéu koncentraciju UH i TG, kao i aterogenog indeksa TG/HDL-H i
znacajno manju koncentraciju HDL-H u grupi pacijenata u odnosu na zdrave ispitanike. Takode,
procentualna zastupljenost ispitanika sa hipertrigliceridemijom je bila znacajno visa dok je
zastupljenost osoba sa niskom koncentracijom HDL-H bila znacajno niza u grupi sa sarkoidozom

(Tabela 5). Sli¢an rezultat je dobijen i u studiji Kindman-a i saradnika (58) gde je utvrdeno
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znacajno smanjenje UH i HDL-H dok se u radu Salazar-a i saradnika (59) promena u lipidnom
profilu u sarkoidozi ogledala u znacajnom smanjenu koncentracije HDL-H. Smatra se da opisano
smanjenje koncentracije HDL-H poti¢e primarno 0d smanjenja sadrzaja holesterola u ve¢im
HDL 2 subfrakcijama (59). Porast SAA, koji je utvrden u nasoj studiji, moze biti pracen
smanjenom sintezom apoA-I. Ovi procesi mogu biti posledica uticaja proinflamatornih citokina
koji istovremeno povecavaju ekspresiju SAA i snizavaju ekspresiju apoA-1 (109). SAA takode
moze direktno da zameni apoA-I koji je ugraden u Cesticu HDL-a (110, 139). Proinflamatorni
citokini mogu da dovedu do sniZenja aktivnosti lipoproteinske lipaze (110). Moglo bi se
pretpostaviti da je jedan od mogucih razloga povecane koncentracije TG kod nasih pacijenata
upravo sniZzena aktivnost ovog enzima, Sto bi trebalo proveriti odredivanjem aktivnosti

lipoproteinske lipaze u plazmi posle davanja heparina.

Podaci dobijeni u naSoj studiji govore i o znacajnoj pozitivnoj korelaciji u grupi
pacijenata izmedu koncentracije HDL-H i parametara antioksidativne zastite, kao i koncentracije
TG i LDL-H sa markerima oksidativnog stresa (Tabela 15). Ovakvi podaci sugeriSu da veca
koncentracija serumskih i eritrocitnih antioksidanasa moze da sacuva komponente HDL-a od
oksidacije i posledi¢nog katabolizma (140). Iako se nasa studija nije bavila razmatranjem
funkcionalnosti HDL cestica u sarkoidozi, moze se pretpostaviti da su, usled povecanog
oksidativnog stresa i smanjene antioksidativne zastite, ove karakteristike HDL cestica urusene.
Nasi rezultati takode upucuju i na to da su povecani nivoi TG i LDL-H cesto praceni i
povecanim nivoom oksidanasa. Poremecaj u metabolizmu lipoproteinskih Cestica, uzrokovan
prevashodno inflamatornim procesima u sarkoidozi, moze da produzi njihov poluzivot u
cirkulaciji pri ¢emu se one (a narocito LDL) viSe izlazu ROS-u (41). Ovo predstavlja jedan od
potencijalnih mehanizama kojim bi se mogla objasniti pozitivna asocijacija izmedu LDL-H, TG i

oksidanasa.

Nasa studija je medu prvim studijama u kojoj su ispitivane promene u profilu LDL i
HDL subfrakcija kod pacijenata sa sarkoidozom, a ukazuje na promene u njihovoj distribuciji
(Tabela 20). Rezultati pokazuju znacajno veci procentualni udeo HDL 2a i HDL 3a subfrakcija,
kao 1 znaCajno nizi dominantni HDL dijametar kod pacijenata u poredenju sa kontrolnom
grupom. U publikaciji Salazara i saradnika (59) navodi se porast relativne proporcije HDL 3

Cestica kroz odnos HDL-3-H/HDL-H u odnosu na kontrolu ¢ime moze da se potvrdi promena u
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metabolizmu HDL cestica koja je dobijena i u nasoj grupi pacijenata. Nasi pacijenti se odlikuju i
znacajno povecanim relativnim udelom LDL II i LDL III Cestica i snizenim udelom LDL I
Cestica. Objasnjenje za ovakve promene u metabolizmu LDL i HDL cestica, odnosno porast u
zastupljenosti manjih LDL i HDL ¢estica moglo bi da se nade u hipertrigliceridemiji koja je
takode prisutna kod pacijenata sa sarkoidozom (Tabela 5). Kao S§to je ranije pomenuto,
inflamatorni procesi prisutni u bolesti mogu da uti¢u na metabolizam lipoproteina bogatih
trigliceridima, sto onda dalje doprinosi nastanku manjih LDL i HDL cestica (56). Smatra se da
SAA, koji je kod nasih pacijenata znacajno povisen, deluje inhibitorno na enzim LCAT ¢ime je
onemogucéena maturacija HDL cestica (59). Sem toga, enzim LCAT moze da bude inhibiran i
dejstvom oksidativnih ¢inilaca (76, 141). Razli¢ite studije ukazuju i na to da oksidativni stres
moze da dovede do naruSavanja strukturnih i funkcionalnih karakteristika HDL cestica delujuci
ne samo na LCAT nego i na druge proteine i lipide HDL (75), kao i LDL cestica (142). Sli¢ne
promene u profilu lipoproteinskih subfrakcija su nadene i u drugim inflamatornim bolestima (85,
143, 144). Jedno novije istrazivanje govori o preklapanju genskih lokusa za proteine koji
reguliSu sintezu lipida i funkcije imunskog sistema u razli¢itim bolestima medu kojima je i
sarkoidoza (84). Na ovaj naCin se dodatno potvrduje povezanost inflamatornih procesa i

metabolizma LDL i HDL subfrakcija.

Znacajno je pomenuti i da je koncentracija HDL-H bila zna¢ajno niza u hronicnoj
bolesti u odnosu kontrolnu grupu, dok takva razlika nije uofena izmedu akutne bolesti i
kontrolne grupe (Tabela 31). Nasi pacijenti sa hroni¢nim tokom sarkoidoze su imali i znac¢ajno
vec¢i udeo HDL 3a subfrakcija dok su oni sa akutnim tokom imali znacajno veéi relativni udeo
HDL 2a subfrakcija u poredenju sa kontrolnom grupom (Tabela 32). Ovakvi rezultati ukazuju da
su bolest 1 njeno trajanje znacajni €inioci koji doprinose smanjenju veli¢ine HDL cestica, kao i
koncentracije HDL-H. Kako je kod hroni¢nog toka sarkoidoze, trajanje terapije duze u odnosu na
vreme navedeno u prethodno publikovanoj studiji Salazar-a i saradnika (60), moguce je da
dugotrajna primena ovih lekova moze ispoljiti uticaj na LDL i HDL cestice. Treba pomenuti da
rezultati multiple linearne regresione analize ukazuju da su male HDL 3a i HDL 3c subfrakcije
nezavisno povezane sa hronicnom sarkoidozom, cak i kad se kao varijabla ukljuci trajanje
terapije (Tabela 36). Ovakavi rezultati pokazuju da asocijacije izmedu parametara inflamacije i

drugih parametara u razli¢itim tokovima bolesti nisu jasno izdiferencirane, $to moze biti
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posledica primenjene terapije. Ipak, veza izmedu hroni¢nog toka bolesti i malih HDL cestica je

ostala znacajna i verovatno moze da se pripiSe kako samoj bolesti, tako i trajanju terapije.

Izolovana plu¢na sarkoidoza se karakteriSe znacajno nizim koncentracijama HDL-H
(Tabela 37), kao i ve¢im relativnim udelom HDL 3a Cestica u odnosu na kontrolnu grupu (Tabela
38). Iako se izolovana pluéna manifestacija smatra manje teskim oblikom sa aspekta inflamacije
u poredenju sa kombinovanom plu¢nom i vanpluénom bolesc¢u (28, 29), u ovom slucaju,usled
nize doze primenjenog leka u plu¢noj sarkoidozi (Tabela 37), moze doc¢i do izostanka efekata

ovih lekova na lipide, pa dominiraju manje HDL Cestice pra¢ene nizom koncentracijom HDL-H.

Rezultati vise studija su pokazali da promene u lipidnom profilu mogu biti posledica
kako inflamacije, o ¢ijem uticaju je veé¢ bilo re¢i (56, 57, 110), tako i primenjene
kortikosteroidne terapije (60). Salazar i sar. su utvrdili da kod neleCenih pacijenata sa
sarkoidozom dolazi do znacajnog sniZenja koncentracije HDL-H da bi primenom prednizolona
(prosecna doza 20 mg i1 prosecno vreme trajanja terapije 6 meseci) doslo do znac¢ajnog povecanja
nivoa HDL-H, bez promene u koncentracijama LDL-a, VLDL-a i TG (60). Ipak, utvrdeno je da
u mijeloproliferativnim bolestima, ve¢e doze kortikosteroida (> 20 mg) i duze trajanje terapije (>
6 meseci) mogu da uzrokuju povisen VLDL-H, LDL-H, HDL-H i TG (145). Kako je ve¢ina
nasih pacijenata bila na terapiji niskom dozom prednizolona (5-10 mg) sa prose¢nom duzinom
trajanja terapije od [Me (IQR) = 24 (12-39)] meseci, moze se rec¢i da je dislipidemija verovatno

posledica same bolesti, ali da i delimi¢no moze da se pripiSe uticaju terapije.

Rezultati dobijeni u naSoj studiji potvrduju snizen antioksidativni potencijal HDL
Cestica kroz zna€ajno smanjenu aktivnost PON1 enzima kod pacijenata sa sarkoidozom. POazna
aktivnost je bila znacajno niza kod pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu dok je DZOazna
aktivnost takode bila niza, ali razlika nije dostigla statistiCku znacajnost (Tabela 26 i Slika 21).
Do sada je samo u radu Uzun-a i saradnika (113) dokumentovana snizena POazna aktivnost u
sarkoidozi, ali bez uvida u fenotip enzima ili povezanost ove enzimske aktivnosti sa

inflamacijom, lipidima ili oksidativnim stresom.

POazna aktivnost je bila u znacajnoj pozitivnoj asocijaciji sa koncentracijama UH,
LDL-H i HDL-H (Tabela 29). Kako je PON1 lokalizovan na HDL cesticama (86), ovakva

korelacija sa HDL-om moze i da se o¢ekuje. Nalaz pozitivne korelacije izmedu POaze i LDL-H
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bi verovatno mogao da se objasni time da sto je vise LDL-H, veca je i aktivnost enzima kako bi
sprecio oksidativnu modifikaciju LDL cCestica. DZOazna aktivnost je bila u znacajnoj negativnoj
korelaciji sa SAA, PAB i MDA (Tabela 29). Da bi se proverilo da li inflamacija i oksidativni
stres mogu biti nezavisno povezani sa snizenjem aktivnosti DZOazne aktivnosti, uradena je i
multipla linearna regresiona analiza koja je pokazala da cak 71% varijacije u DZOaznoj
aktivnosti moze da se objasni varijacijama u koncentracijama SAA, PAB i TOS (Tabela 30).
SAA, bilo da se kombinuje samo sa parametrima oksidativnog stresa ili zajedno sa lipidima i
oksidativnim stresom, nezavisno je povezan sa smanjenjem DZOaze. Nasi rezultati Koji su
pokazali inverznu korelaciju izmedu DZOazne aktivnosti PON1 i SAA (Tabele 29 i 30) u
saglasnosti su sa rezultatima dobijenim za pacijente sa metaboli¢kim sindromom (146) i sa
reumatoidnim artritisom (147), gde je pokazano da povisen SAA doprinosi snizenju PON1
aktivnosti. Naime, SAA i PONI1 se sinteti$u u jetri, ali tokom inflamatornih reakcija, poveéava se
produkcija SAA, a smanjuje PON1 (109). Medutim, u studiji Kappelle i saradnika (146)
postavljeno je pitanje da li se reciprocna regulacija sinteze SAA 1 PONI, koja je inace pod
uticajem proinflamatornih citokina, zaista deSava u stanjima inflamacije niskog stepena. Bez
obzira na to, isti autori (146) naglasavaju da bi SAA svakako mogao da doprinese stvaranju
disfunkcionalnih HDL cestica 1 u uslovima inflamacije niskog stepena. Kako postoje podaci o
znacaju apoA-I u stabilizaciji PON1 u HDL cesticama (108), zatim 0 smanjenoj sintezi apoA-I
(109) kao i 0 njegovoj izmeni sa SAA tokom inflamacije (36, 109, 148), moze da se pretpostavi
da i gubitak apoA-I takode dovodi do sniZzenja PON1 aktivnosti. Veruje se da PON1 poseduje N-
terminalnu hidrofobnu sekvencu kojom se vezuje za fosfolipide HDL ¢estice (108, 149). ApoA-I
moze direktno da se veze za PONI1 (149) ili ova dva proteina mogu biti povezana fosfolipidima
(108). Pored uloge apoA-l, smatra se da i hidrofobna sredina HDL-a moze biti klju¢na za
aktivnost PON1 (149). Generalno, struktura HDL c¢estice se menja tokom inflamacije i dolazi do

hemijske promene aktivnog centra enzima i smanjenja aktivnosti (147).

PONL1 poseduje sposobnost neutralizacije lipidnih hidroperoksida ¢ime stiti LDL Cestice
od oksidativne modifikacije (86). Ipak, kao posledica povecanog oksidativnog stresa i
inflamacije koje su opisane i kod naSih pacijenata, moze do¢i do nishodne regulacije u
transkripciji gena za PON1 (140, 147, 150, 151). Pretpostavlja se da oksidovani lipidi reaguju sa
SH grupama na enzimu i tako ga inaktiviraju (152). Odsustvo znacajnih korelacija izmedu PON1

i parametara inflamacije i oksidativnog stresa kod zdravih ispitanika (Tabela 28) govori u prilog
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tome da inflamacija, kao klju¢ni proces koji se deSava u sarkoidozi, moze imati znacajan uticaj

na metabolizam lipoproteinskih Cestica kod ovih pacijenata.

Znacajno je pomenuti da u stanjima povecanog oksidativnog stresa (Sto se u slucaju
nasih ispitanika ogleda kroz znacajno povisen PAB, ali i povisen TOS u plu¢noj manifestaciji
bolesti u odnosu na kontrolnu grupu) moze do¢i i do ushodne regulacije transkripcije gena koji
kodiraju sintezu anti-inflamatornih/antioksidativnih proteina (38, 153) ¢ime eventualno moze da
se objasni znacajno vec¢a POazna aktivnost u izolovanoj plu¢noj sarkoidozi u poredenju sa

kombinovanom pluénom i vanpluénom boleséu (Tabela 39).

Pre nego §to se pristupilo analizi fenotipa PON1, izvrSena je optimizacija metode kako
bi se uvidelo uz koju koncentraciju NaCl u puferu se postize najbolje razdvajanje fenotipova.
Utvrdeno je da sa porastom koncentracije NaCl, dolazi do znafajnog povecanja POazne
aktivnosti. Za DZOazu najveca aktivnost je postignuta uz 2 mol/L NaCl da bi uz vecéu
koncentraciju soli doSlo do znacajnog pada aktivnosti (Tabela 21). Primenom razli¢itih
koncentracija soli, dobijene su i razliCite antimodalne vrednosti koje definiSu granice izmedu
fenotipova (Tabela 22), a optimalno razdvajanje je postignuto uz NaCl koncentracije 2 mol/L
(Slike 17 i 18) sto je predlozeno i u originalnoj metodi (154), pa smo se zato zadrzali na ovoj
koncentraciji. POazna aktivnost je bila znac¢ajno niza kod pacijenata u odnosu na kontrolnu
grupu kod QQ 1 QR fenotipa dok je DZOaza bila znacajno niza kod pacijenata u odnosu na
kontrolnu grupu samo kod QQ fenotipa (Tabela 27 i Slika 22). Konstruisanjem grafika na kome
je na y-osi DZOazna, a na x-osi POazna aktivnost, moguce je identifikovati fenotip svakog
subjekta iz grupe pacijenata, kao i kontrolne grupe (Slike 17 i 18). Sa slika se moze uociti da QQ
I RR podgrupe su grupisane oko jedne zajednicke prave linije i kod kontrole i kod pacijenata dok
su podaci koji odgovaraju QR grupi rasuti oko linije, ali ipak jasno odvojeni od QQ i RR
fenotipa. Analiza fenotipa je radena u nekim drugim studijama koje su se bavile
kardiovaskularnim bolestima koje u patogenezi takode podrazumevaju prisustvo inflamacije,
oksidativnog stresa i dislipidemije. U studiji Kotur Stevuljevi¢ i saradnika (155) dobijena je
znacajno niza aktivnost POaze kod pacijenata sa QR i RR fenotipom u odnosu na zdrave osobe
dok je DZOaza bila nestoniza u grupi pacijenata u poredenju sa kontrolnom grupom kod svih

fenotipova, ali bez statisticke znacajnosti.

114



Razlike u raspodeli fenotipova i alela PON1 izmedu pacijenata sa sarkoidozom i zdravih
ispitanikanisu bile statisticki zna¢ajne (Tabela 23). Do sada nije objavljena nijedna studija koja
se bavila ovakvim razlikama u distribuciji fenotipova u sarkoidozi. Neke studije koje su
ispitivale raspodelu fenotipova PON1 kod pacijenata sa koronarnom arterijskom bolesc¢u (155,
156) pokazale su da nema znacajne razlike izmedu tih pacijenata i kontrolne grupe, dok su druge
studije ukazale na postojanje razlike u raspodeli fenotipova izmedu zdravih osoba i pacijenata sa

kardiovaskularnim bolestima (95).

Nasi rezultati pokazuju da u izolovanoj plu¢noj manifestaciji oboljenja, procenat HDL
subfrakcije HDL 3c, kao i malih HDL cestica znac¢ajno pozitivno koreliraju sa TOS i MDA, a
negativno sa koncentracijom SH grupa i POaznom aktivnoséu. Sa druge strane, ve¢e HDL 2b
Cestice se nalaze u znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom SH grupa i POazom, a u
negativnoj sa koncentracijama TOS-a i MDA (Tabela 40). Multipla regresiona analiza je
pokazala da kada se godine, pol, serumski oksidativno-stresni status i POazna aktivnost PON1
ukljuée u model kao nezavisne promenljive, koncentracija TOS-a i POazna aktivnost PON1
imaju znaCajan nezavistan uticaj na promene u distribuciji malih HDL cestica i ta veza nije
umanjena ni nakon korekcije za dozu anti-inflamatornog leka. Ovom analizom je utvrdeno da
cak 47,8% varijacija u distribuciji procenta malih HDL ¢estica moZe da se objasni poveé¢anjem u
koncentraciji TOS-a i snizenjem POazne aktivnosti (Tabela 42). Inverzna asocijacija izmedu
POaze i zastupljenosti malih HDL cestica mogla bi da bude posledica poveéanja aktivnosti
enzima kako bi se kompenzovao defekt u sazrevanju HDL cestica. U kombinovanoj plu¢noj 1
vanplu¢noj bolesti, nije pronaden ovakav stepen Kkorelacije izmedu malih HDL C¢estica i
parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zastite (Tabela 41) i ovo odsustvo korelacija bi

moglo da se pripiSe vecoj dozi leka koja je primenjena u terapiji.

Analiza LDL subfrakcija je pokazala da se manje LDL cestice nalaze u pozitivnoj
korelaciji sa MDA i u pluénoj i u kombinovanoj plu¢noj i vanpluénoj bolesti (sekcija 4.7.2).
Ovakvi nalazi su u saglasnosti sa podacima koje su publikovali Kondo i saradnici (157), u
kojima se navodi da osobe sa malim LDL cesticama i1 visokom koncentracijom TG imaju 1
povecane koncentracije MDA-modifikovanih LDL cestica. Prema nasim rezultatima, klinicka

manifestacija oboljenja nije znacajno uticala na profil LDL subfrakcija.
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Konacno, treba pomenuti i neka ograni¢enja nase studije. Jedno od njih bi bilo da su svi
pacijenti bili na terapiji kortikosteroidima i/ili drugim imunosupresivnim lekovima, zbog ¢ega se
nasi rezultati ne mogu ekstrapolirati na pacijente koji nisu primali terapiju. Zato, neki rezultati
mogu da se pripiSu kako samoj bolesti tako i efektima lekova. Zatim, naSa studija je
opservacionog tipa i ukljucuje analizu podataka dobijenih iz grupe pacijenata u jednoj odredenoj
vremenskoj taCki (tzv. “cross-sectional” studija), pa bi bilo potrebno da se parametri dalje

analiziraju u prospektivnim studijama.

Ukupno uzevsi, rezultati prikazani u disertaciji pokazuju da se pacijenti sa sarkoidozom
nalaze u stanju povecane inflamacije i oksidativnog stresa, dislipidemije i promenjene
distribucije LDL i HDL subfrakcija. 1z toga proizilazi da pacijenti sa sarkoidozom mogu imati
povisen rizik za KVB. Prethodne studije koje su ispitivale pacijente sa hroni¢nim inflamatornim
bolestima utvrdile su da kod njih postoji povecan rizik za razvoj kardiovaskularnih bolesti (63,
158). Na osnovu vrednosti hsCRP-a dobijenih kod pacijenata, moze se rec¢i da se oni nalaze u
kategoriji umerenog rizika za KVB (1-3 mg/L). Utvrdeno je i da prisustvo malih LDL i HDL
Cestica i poviSen oksidativni stres mogu biti uklju¢eni u nastanak i razvoj aterosklerotskog plaka
(159, 160), a opisane su i promene u krvnim sudovima kod pacijenata sa fibroznim pluénim
bolestima (63). Iako naSi pacijenti nemaju fibrozni stadijum bolesti, zbog povezanosti
oksidativno-stresnih parametara i tradicionalnih faktora rizika za aterosklerozu, kao i povecane
vrednosti aterogenog indeksa (TG/HDL-H), moze se zakljuciti da faktori koji doprinose nastanku
i razvoju ateroskleroze mogu da ispolje svoj uticaj i mnogo pre pojave fibroze. Nasi rezultati
doprinose rasvetljavanju kompleksne povezanosti izmedu sarkoidoze 1 ateroskleroze 1 ukazuju na
potrebu da se ova veza istrazi dalje u ve¢im, prospektivnim studijama kako bi se bi se potvrdilo

postojanje faktora rizika i odredila prevalenca KVB u ovoj populaciji pacijenata.
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6. ZAKLJUCCI

1. Pacijenti sa sarkoidozom se nalaze u stanju inflamacije, koje se karakterise povecanim
vrednostima SAA i hsCRP-a u odnosu na kontrolnu grupu, pri ¢emu je razlika za SAA izraZenija

nego razlika dobijena za hsCRP,sto ukazuje na specifican znacaj ovog parametra u sarkoidozi.

2. Ispitivani parametri inflamacije se ne razlikuju znacajno izmedu pacijenata sa razliitim
tokom/manifestacijama bolesti, §to bi moglo da bude posledica efekata kortikosteroida na

inflamatorni proces.

3. Pacijenti sa sarkoidozom imaju povecan nivo markera oksidativnog stresa i snizene vrednosti
markera antioksidativne zastite odredenih u serumu i eritrocitima. Utvrdeno je prisustvo
znacajnih korelacija izmedu parametara oksidativnhog stresa 1 parametara inflamacije kod
pacijenata, ali ne i kod zdravih ispitanika, kod kojih i ne postoji inflamacija. Ovo potvrduje da

inflamatorni procesi prisutni u bolesti mogu da dovedu do povecanog oksidativnog stresa.

4. Parametri oksidativnog stresa i antioksidativne zaStite u serumu i eritrocitima u akutnom 1
hroni¢nom toku bolesti su se razlikovali znac¢ajno samo u odnosu na kontrolnu grupu, dok
znacajne razlike izmedu pacijenata sa akutnom i hroni¢nom bole$c¢u nisu zabelezene. Kada su
analizirani rezultati dobijeni kod pacijenata sa plu¢nom sarkoidozom, kombinovanom plu¢nom i
vanpluénom bole$¢u i kontrolne grupe, PAB je bio jedini parametar sa znacajno viSom

koncentracijom u pluénoj sarkoidozi u odnosu na kontrolnu grupu.

5. Serumski i eritrocitni MDA su se pokazali kao najbolji prediktori prisustva oboljenja medu
drugim parametrima oksidativno-stresnog statusa. Oba parametra su zadrzala svoju prediktivnu
sposobnost i nakon podesavanja za druge parametre oksidativno-stresnog statusa, kao i za lipidne

parametre.

6. U ROC analizi dijagnosticke tacnosti parametara, koncentracija S-MDA je imala izvanredan
potencijal razdvajanja pacijenata sa sarkoidozom od kontrolne grupe dok se nivo S-TOS-a
odlikovao odliénom dijagnostickom ta¢noS¢u. Modeli sacinjeni od kombinacije viSe oksidanasa
i/ili antioksidanasa su imali bolji potencijal razdvajanja pacijenata sa sarkoidozom od zdravih

ispitanika u odnosu na pojedinacne parametre.
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7. Pacijenti sa sarkoidozom se karakteriSu dislipidemijom, koja se ogleda uznaéajno pove¢anim
vrednostima UH, TG i sniZzenim vrednostima HDL-H, kao i predominacijom manjih HDL i LDL
Cestica.U grupi pacijenata, utvrdene su znacajnepozitivne korelacije izmedu TG i LDL-H i
oksidanasa, kao i izmedu HDL-H i antioksidanasa. Takve korelacije nisu nadene kod zdravih

ispitanika, sto upucuje na uticaj povecanog oksidativnog stresa na lipidne parametre.

8. U hroni¢noj sarkoidozi, kao i kod pacijenata sa izolovanom plu¢nom manifestacijom bolesti,
dominiraju HDL c¢estice manje veli¢ine. Opisane asocijacije bi mogle biti posledica kako same

bolesti, tako i primenjene terapije.

9. POazna aktivnost PON1 je bila znacajno niza u grupi pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu
dok snizenje DZOazne aktivnosti kod pacijenata nije dostiglo nivo statisticke znacajnosti. SAA
se pokazao kao nezavisni prediktor DZOazne aktivnosti. U izolovanoj pluénoj manifestaciji

oboljenja, POazna aktivnost je zna¢ajno visa nego u kombinovanoj plu¢noj i vanpluénoj bolesti.

10. Razdvajanjem ispitivanih subjekata prema fenotipu za polozaj 192 dobija se znacajno niza
aktivnost POaze i DZOaze u grupi pacijenata u poredenju sa kontrolom za fenotip QQ, kao i
znacajno niza POazna aktivnost kod pacijenata za fenotip QR. Nije bilo statisticki znacajne

razlike izmedu raspodela fenotipova i alela PON1 kod pacijenata i zdravih ispitanika.

11. U izolovanoj plu¢noj manifestaciji oboljenja utvrdena je znacajna povezanost zastupljenosti
malih HDL Cesticasa parametrima oksidativno-stresnog statusa i POazne aktivnosti
PON1.0Ovakve korelacije nisu uo¢ene u kombinovanoj plu¢noj i vanplu¢noj manifestaciji bolesti.

Klini¢ka manifestacija oboljenja nije znacajno uticala na profil LDL subfrakcija.
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Mpwunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBy

MNoTnuncaHu-a JacmuHa ViBaHuweBuh

6poj ynuca 10/08

UsjaBrbyjem

aa je LOOKTOpPCKa nmcepTaLu/lja noa HacsioBoOM

McnutuBakwe nokasaTterba MHdnamaumje, okCugaTMBHOr CTpeca M NUNUMAHOr crtaTtyca

Kon nau,mjeHaTa Cca capkonaosom

e pe3ynTtaTt CoNnCTBeHOr UCTpaXXnBadkor pana,

e [a npennoxeHa auceprtauuja y LenMHU HX Y AenoBuMa Huje buna npeanoxeHa
3a pobujake OuMNo koje OMNIIoOMe npemMa CTyAWCKUM Mnporpamuma gpyrux
BMCOKOLLIKOSICKMX YCTaHOBa,

e [acy pe3yntaTu KOPEKTHO HaBeAEeHU U

e [a HMCaM KpLuMo/na ayTopcka npaBa M KOPUCTUO WHTENEKTyanHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

MoTtnuc gokTopaHaa

Y Beorpaay,_29.8.2016.

ﬁéc@m wiebu i 7,,/4 CI A Ha
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Mpwunor 2.

M3jaBa 0 ICTOBETHOCTM LUTaMMNaHe U efleKTPOHCKe Bep3uje
AOKTOPCKOr paaa

Nme n npe3nme aytopa JacmuHa MeaHuwesuh
bpoj ynuca 10/08
Cryaujckn nporpam [lokTopcKe akagemMmcke cTyauje; Moayn: MeamumnHcka buoxemuja

McnutuBake nokasaTterba UHdiamaumje, okcuaaTuBHOr ctpeca u
Hacnos paga NUNUAHOr cTaTtyca KoA nauunjeHaTa ca capkouao3om

MeHTOp npod. ap 3opana Jenuh MeaHosuh, npod. ap JeneHa Kotyp CteByrbeBuh

MNoTnucaHn JacmuHa MBaHuweBuh

usjaBrbyjeM [a je WTaMnaHa Bep3uja MOr JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA eNeKTPOHCKO]
BEpP3MjU KOjy cam npegao/na 3a objaBrbMBakbe Ha noptany  AurutanHor
penosutopujyma YHuBep3auteta y beorpaay.

[osBorbaBam ga ce objaBe MOjM NWYHM Nogaun BesaHW 3a gobujare akagemckor
3Baka JOKTOpa Hayka, Kao LTO Cy uMe 1 npesnme, roauHa n mecto poherwa u gatym
onbpaHe paga.

OBM nu4yHM nogauuM mory ce o6jaBUTM Ha MpEeXHUM CcTpaHuMuama aurutanHe
6ubnuoTeke, y eNeKTPOHCKOM KaTanory 1y nybnukauvjama YHusep3auteTa y beorpany.

MoTtnuc poktopaHaa

Y Beorpaay,_29.8.2016.rog.

aéa,muu ebut 17[4 Cl U HA
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Mpwnor 3.

MUsjaBa o kopuwherwy

Oenawhyjem YHuBepautetcky ombnuoteky ,Csetosap Mapkosuh® ga y OdurutanHu
penosvtopmnjym YHuBepauteTa y beorpagy yHece MOjy OOKTOPCKY AucepTauujy noa
HaCcnoBoM:

McnutnBawe nokasarterba I/IH(bJ'IaMaLI,I/Ije, OKChngaTmBHOr CTpeca U nunugHor cratyca

Ko nauuvjeHaTta ca capkongos3om

Koja je Moje ayTopcko geno.

OduncepTauujy ca cBuM npunosmMma npegao/na cam y enekTpoHCKoM popmaTy norogHom
3a TpajHO apxuBmMpam-e.

Mojy OOKTOpCcKy aucepTaumjy noxpakweHy y durntanHu penosmtopujym YHuBepauTeTa
y Beorpagy mory ga kopucte cBu Koju nowTyjy oapeabe cagpxaHe y ogabpaHom tuny
nuueHue KpeaTtusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oany4duo/na.

AyTopcTBO

2. AyTOpCTBO - HEkOMepLujariHO

3. AyTopCTBO — HEkomMepLumjanHo — 6e3 npepaae

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjanHo — AennTY NO4 UCTUM yCnoBuMa
5. AytopcTtBo — 6€e3 npepage

6. AyTOpPCTBO — AENUTW NOA UCTUM yCIoBMMa

(Monnmo ga 3aoKpyXMTe camMo jedHy Of LUecCT MOHYREeHMX NUUEeHUM, KpaTak Onuc
nuueHuw aaT je Ha nonehuHn nucra).

MoTnuc goktopaHaa

Y Beorpaay,_29.8.2016.roa. :
Pasy aé@hameéu i ;7[4(,”,/Luum
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