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Ispitivanje polimorfizama gena za citokine kod pacijenata sa

¢estom varijabilnom imunodeficijencijom

Dijana M. Perovi¢
Sazetak

Uvod: Cesta varijabilna imunodeficijencija (CVID) je bolest heterogene klini¢ke slike
koju odlikuju poremecena diferencijacija i maturacija B-¢elija uz nedovoljnu produkciju
antitela. Pripada grupi retkih bolesti sa procenjenom prevalencijom od 1:25000 do
1:50000, ali je ujedno najcesca klinicki relevantna primarna imunodeficijencija. Pocetak
1 tok bolesti su veoma varijabilni. U klini¢koj slici dominiraju ponavljane bakterijske
infekcije, uz brojne inflamatorne, limfoproliferativne i autoimunske poremecaje, kod
priblizno polovine pacijenata. Sporadi¢ni oblici CVID se najverovatnije nasleduju
poligeno, ali je opisano visSe monogenskih uzro¢nih mutacija koje se javljaju u malom
procentu prevashodno familijarnih oblika CVID. Opisani su brojni imunoloski
poremecaji, ali uzrok nastanka bolesti je jo§ uvek nepoznat. Nekoliko istrazivaca je
pretpostavilo da poremecaj u produkciji citokina, medu kojima su i TNF, IL-10, IL-6 i
IFN-gama, ima ulogu u etiopatogenezi poremecaja.

Ciljevi istrazivanja: Testirati hipotezu da genski polimorfizmi TNF (—308G/A), IFNG
(+874T/A), 1L10 (—1082G/A, —819T/C i —592A/C), i IL6 (—174G/C) doprinose
sklonosti ka javljanju CVID ili posebnih klinickih manifestacija bolesti. Ispitati
distribucije alela i genotipova polimorfizama u genima IL-10, IL-6 u populaciji zdravih
ljudi u Srbiji i uporediti ih sa objavljenim podacima za druge populacije. Ispitati
produkciju TNF, IL-10, IL-6 i IFN-gama kod pacijenata sa CVID u odnosu na zdrave
kontrole, kao i korelaciju genotipa pacijenata sa nivoima citokina.

Pacijenti i metode: Trideset pet pacijenata sa CVID genotipizirani su pomoc¢u Tagman
eseja radi analize izabranih polimorfizama u TNF, IL6, IL10, i IFNG, kao i 250 zdravih
kontrola za polimorfizme u genima IL6 i 1L10 za koje nisu postojali podaci u zdravoj
populaciji Srbije. Za ispitivanje slaganja distribucija dobijenih frekvencija genotipova u
populaciji sa ocekivanim vrednostima po Hardy-Weinberg ravnotezi, primenjivan je XZ

test. Genotipsko-fenotipska korelacija je vrSena tako S§to su pacijenti podeljeni u tri



klinicka fenotipa: bronhiektazije, splenomegalija i autoimunske bolesti. Za odredivanje
nivoa citokina u supernatantu kultivisane su mononuklearne ¢elije periferne krvi od svih
pacijenata i 35 zdravih kontrola, stimulisane forbol-miristil-acetatom i jonomicinom.
Produkcija citokina je merena enzimskim imunoesejom.

Rezultati: CVID pacijenti su imali zna¢ajno viSu frekvenciju TNF A alela i AA
genotipa u odnosu na zdrave kontrole (p=0,006; 0S=2,27; 95%IP=1,24-4,17 za alel A i
p=0,038, 0S=15,64; 95%IP=1,38-177,20 za AA genotip). Genska analiza L6
polimorfizma pokazala je da G alel nosi vedéi rizik za razvoj CVID (p=0,038, 0S=1,78,
95%I1P=1,03-3,08), a T alel u IFNG genu povezan je sa splenomegalijom kao klini¢kom
manifestacijom CVID (p=0,032; 0S=2,86:; 95%I1P=1,08-7,56). Nije utvrdena asocijacija
izmedu distribucije alela, genotipova ili haplotipova polimorfizama u genu za IL-10 i
CVID ili klini¢kih komplikacija bolesti. Ispitivanjem produkcije citokina u supernatantu
nakon stimulacije mononuklearnih ¢elija nadena je visoko statisti¢ki zna¢ajna razlika u
produkciji TNF (p=0,0006) i IL-6 (p=0,0038) kod pacijenata sa CVID u odnosu na
zdrave kontrole. Korelacijom genotipova za ispitivane polimorfizme sa produkcijom
odgovarajuceg citokina kod pacijenata sa CVID nije dobijena statisticki znacajna razlika

u rezultatima.

Zakljucak: Nasi rezultati ukazuju na asocijaciju izmedu CVID i -308G/A TNF i -

174G/C IL6 polimorfizama u genima za citokine. Osim toga, pokazali smo da je

-----

IFNG polimorfizmom. To govori u prilog da citokini imaju bitnu ulogu u patogenezi
ove primarne imunodeficijencije. Medutim, da bi se potvrdio znacaj ovih nalaza

neophodna su dopunska istraZivanja na ve¢em brojem ispitanika.

KLJUCNE RECI: CVID, citokini, TNF, IL-10, IL-6, IFN-gama, polimorfizmi

pojedina¢nih nukleotida.

NAUCNA OBLAST: Medicina

UZA NAUCNA OBLAST: Humana genetika

UDK:



Evaluation of cytokine genetic polymorphism in patients with
common variable immunodeficiency

Dijana M. Perovi¢

Abstract

Introduction: Common Variable Immunodeficiency (CVID) is a heterogeneous disease
characterized by impaired B cell differentiation and maturation accompanied with the
defective antibody production. It is a rare disease, with estimated prevalence 1 in 25000
to 1 in 50000, but also the most common clinically relevant primary immunodeficiency.
Age of onset and course of the disease are highly variable. Recurrent bacterial infections
are dominant in clinical presentation, with inflammatory, lymphoproliferative and
autoimmune disorders present in almost half of the patients. Sporadic CVID has
putative polygenic inheritance, but several monogenic mutations are found in small
percentage of patients, mostly in familiar cases of CVID. Plethora of immunological
abnormalities is described, but the cause of the disorder is still unknown. Several
investigators addressed the possibility that disturbed cytokine production of TNF, IL-6,
IFN-gamma and IL-10, among a variety of others, may be implicated in CVID.

Aims of the investigation: The aim of this study was to test the hypothesis that gene
polymorphisms involving TNF (—308G/A), IFNG (+874T/A), IL10 (—1082G/A,
—819T/C and —592A/C), and IL6 (—174G/C) cytokine genes might contribute to
susceptibility to CVID or its clinical manifestations. In addition, we wanted to
determine allele and genotype frequencies in the polymorphisms of the genes coding IL-
10 and IL-6 in healthy Serbian population in order to compare them with the same data
from other populations. Besides, the aim was to investigate TNF, IL-10, IL-6 and IFN-
gamma cytokine production in the CVID patients related to healthy persons in control
group, as well as to correlate the genotype of the patients with the cytokine production.
Patients and methods: Thirty five patients with CVID were genotyped for indicated
single nucleotide polymorphisms (SNP) in TNF, IL6, IFNG and IL10 using TagMan-
based assays, as well as 250 healthy controls for the SNPs in IL6 and IL10 which were
unknown in healthy Serbian population. Hardy-Weinberg equilibrium for obtained data

were tested using y? test. In order to perform genotype-phenotype correlation, all



patients were divided into three groups of distinct clinical phenotypes: bronchiectasis,
splenomegaly and autoimmune diseases. Cytokine levels were measured from the
supernatant by Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) after cultivation and
stimulation of the peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from the patients and 35
healthy persons with phorbol myristate acetate and ionomycin.

Results: CVID patients had significantly higher frequency of TNF A allele and AA
genotype than healthy subjects (p=0,006; OR=2,27; 95%CI=1,24-4,17 and p=0,038,
OR=15,64; 95%CI=1,38-177,20, respectively). Genetic analysis of IL6 SNP showed
that allele G confers increased risk for CVID (p=0,038, OR=1,78, 95%CI=1,03-3,08)
while IFNG allele T was associated with splenomegaly in CVID (p=0,032; OR=2,86;
95%CI1=1,08-7,56). We observed no association between alleles, genotypes and
haplotypes of IL-10 gene and CVID or its clinical complications. TNF and IL-6 values
measured in supernatant after stimulation of PBMC was significantly higher (p=0,0006
and p=0,0038, respectively) in CVID patients compared to healthy controls. There was
no statistically significant difference in the genotypes distribution and production of the
cytokines.

Conclusions Our results indicated association between CVID and cytokine gene
polymorphisms -308G/A TNF and -174G/C IL6. In addition, we demonstrated that
splenomegaly, one of the most common complications in this disease, is associated with
+874T/A IFNG polymorphism. These findings add further support to the notion that
cytokines may play significant role in pathogenesis of this primary antibody deficiency.
However, further investigation that would involve a larger study group of CVID

patients is warranted to confirm our findings.

KEY WORDS: CVID, cytokines, TNF, IL-10, IL-6, IFN-gamma, single nucleotide
polymorphism

SCIENTIFIC FIELD: Medicine
SPECIALISED SCIENTIFIC FIELD: Human genetics
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1.1 Definicija ¢este varijabilne imunodeficijencije i epidemioloske odlike

Cesta varijabilna imunodeficijencija (u daljem tekstu CVID) je najéesca i
klinicki najvaznija primarna imunodeficijencija koju odlikuju niske koncentracije
imunoglobulina uz nedovoljnu produkciju specifi¢nih antitela. Ovo oboljenje cini
heterogena grupa imunskih poremecaja koji se prezentuju ne samo akutnim i hroni¢nim
infekcijama, ve¢ 1 brojnim inflamatornim i1 autoimunskim poremecajima, kao i

poveéanom incidencijom limfoma i drugih maligniteta (Jolles, 2013).

Naziv bolesti na engleskom (Common Variable Immune Deficiency, CVID)
predstavlja kovanicu stvorenu 1971. godine od strane komiteta Svetske zdravstvene
organizacije u cilju odvajanja drugih dobro definisanih sindroma nedovoljne produkcije
antitela, koji imaju koherentniju klini¢ku sliku i nasleduju se po mendelskim pravilima
(Fudenberg i sar., 1971). Skoro Cetiri decenije kasnije komitet eksperata za primarne
imunodeficijencije Medunarodnog udruzenja imunoloskih drustava (engl. International
Union of Immunological Societies, 1UIS) redefinisao je bolest u Common Variable
Immunodeficiency Disorders. Time je zadrzan odomaceni akronim CVID, ali je i
naglaSena heterogena priroda ovih hipogamaglobulinemijskih poremecaja (International

Union of Immunological Societies Expert Committee on Primary i sar., 2009).

CVID pripada grupi retkih bolesti. U isto vreme, to je najprevalentnija klinicki
ZnacCajna primarna imunodeficijencija, otuda termin ,,Cesta®. Prevalencija poremecaja u
populaciji Evrope i Severne Amerike procenjena je na 1 na 50000 do 1 na 25000 osoba.
Rede se javlja kod ljudi negroidne rase i Azijskog porekla (Boyle i Buckley, 2007;
Tseng i sar., 2015). Prema registru evropskih zemalja, CVID ¢ini 21% svih primarnih
imunodeficijencija, a ¢ak 57% simptomatskih. Najvisa prevalencija zabelezena je u
zemljama Severne Evrope. (Gathmann i sar., 2012). Generalno gledano, bolest se javlja
sa jednakom ucestaloS¢u kod oba pola. Medutim, ukoliko se posmatraju odvojeno
odredene uzrasne grupe, uoceno je da se CVID u pedijatrijskoj populaciji znacajno
¢esce javlja kod decaka nego kod devojcica, dok u grupi pacijenata preko 30 godina
preovladuju Zene (Gathmann i sar, 2014). Nasuprot drugim primarnim
imunodeficijencijama, CVID se moze javiti u bilo kom Zivotnom dobu, mada se

najces¢e ispoljava 1 prepoznaje izmedu 20. i 40. godine Zivota. Jo§ uvek postoji
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znacajno kasnjenje u postavljanju dijagnoze u odnosu na vreme pojave prvih simptoma
bolesti, i ono se meri godinama, u proseku 4 do 6. UocCeno je da postoje dva pika kada
se CVID najcesce dijagnostikuje, prvi je u ranom detinjstvu, do 10. godine, izrazeniji
kod decaka, a drugi izmedu 30 i1 40 godina. Priblizno petina pacijenata je uzrasta do 20
godina (Gathmann i sar., 2014). Zivotni vek ovih pacijenata je skraéen; 20-godisnje
prezivljavanje iznosi 64% za muskarce i 67% za Zene u poredenju sa 92% odnosno

94%, u opstoj populaciji (Cunningham-Rundles i Bodian, 1999; Resnick i sar., 2012).

1.2 Dijagnosticki kriterijumi

Prema kriterijumima Evropskog udruZenja za imunodeficijencije (engl.
European Society for Immunodeficiencies, ESID) za postavljanje dijagnoze CVID
potrebno je prisustvo: 1. znacajnog smanjenja koncentracije IgG i IgA ili IgM (< 2 SD
vrednosti za uzrast), 2. starost od bar dve godine Zzivota, 3. odsustvo izohemaglutinina
1/ili neadekvatan porast specifi¢nih antitela nakom vakcinacije koja sadrzi proteinski
antigen, 4. uz iskljuéivanje sekundarnih uzroka hipogamaglobulinemije (Conley i sar.,
1999).

Brojnost, i donekle neodredenost ovih dijagnostickih kriterijuma, ve¢ na pocetku
ilustruju teSkoce na koje nailazimo kada je potrebno odrediti fenotip bolesti sa visokim
stepenom heterogenosti kakva je CVID. Stoga se i dalje vode polemike oko granica za
koncentracije imunoglobulina koje isklju¢uju bolest, da ,neadekvatan“ porast
specificnih antitela nakon vakcinacije nije lako odrediti, da uzrast od dve godine ne
iskljucuje prolaznu hipogamaglobulinemiju ranog detinjstva, i tako dalje. Dijagnoza se
stoga jo§ uvek postavlja per exclusionem. Najnovija revizija ESID kriterijuma iz 2015.
godine, prikazana u tabeli 1 unapredila je definisanje pojedinih stavki, ali i prosirila
neophodne kriterijume. U tekstu ispod tabele navedene su bolesti i stanja koja
predstavljaju diferencijalnu dijagnozu hipogamaglobulinemija, i koje je potrebno

iskljuciti pre postavljanja dijagnoze CVID.
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Tabela 1. ESID registar: PredloZeni kriterijumi za klini¢ku dijagnozu CVID (ESID,
2015)
Neophodni Dodatni kriterijumi, prisustvo Predlozi za alternativnu

kriterijumi, bar
jedan od navedenih

svih potrebno za dijagnozu

dijagnozu (ukoliko Kriterijumi
nisu u potpunosti ispunjeni)

1
1. Povecana
osetljivost na
infekcije

2. Autoimunske 2.

manifestacije

3. Granulomatozna
bolest

4. Neobjasnjena
poliklonalna

limfoproliferacija 3.

. Znacajno smanjenje koncentracije

IgG 1 IgA sa ili bez snizenih
vrednosti IgM (mereno bar dva
puta, < 2SD vrednosti za uzrast)
Neadekvatan porast specificnih
antitela nakon vakcinacije (i/ili
odsustvo izohemaglutinina) ili
niske vrednosti memorijskih B-
¢elija (<70% normalne vrednosti
za uzrast)

Isklju¢ivanje sekundarnih uzroka

Za pacijente mlade od 4 godine
ili pacijente sa nepotpunim
kriterijumima razmotriti
,.Neklasifikovane
hipogamagloblinemije

Za pacijenete sa dokazanom
teSkom T-celijskom
deficijencijom razmotriti
,,Neklasifikovane kombinovane

hipogamaglobulinemije*

Dijagnoza potvrdena posle cetvrte

godine zivota (simptomi mogu

poceti ranije)

5. Odsustvo dokaza teSke
deficijencije T-Celija, definisane
prisustvom dva od tri navedena
kriterijuma:

a. broj CDA4/ul:
2-6 god. <300;
6-12 god. <250;
vise od 12 god. <200
b. % naivnih CD4:
2-6 god. <25%);
6-16 god. <20%;
vise od 16 god. <10%
c. odsustvo proliferacije T-Celija

5. Clan porodice sa
deficijencijom 4.
antitela

imunodeficijencije‘

*Diferencijalna dijagnoza hipogamaglobulinemija: a. lzazvana lekovima: antimalari¢ni lekovi,
Kaptopril, Karbamazepin, glukokortikoidi, Fenklofenak, soli zlata, Peniciliamin, Fenitoin, Sulfasalazin.
b. Genetski poremecaji: Ataksija-telangiektazija sindrom, Autozomne forme teske kombinovane
imunodeficijencije (engl. Severe Combined ImmunoDeficiency, SCID), Hiper IgM imunodeficiencija,
Transkobalamin 11 deficijencija i hipogamaglobulinemija, X-vezana agamaglobulinemija, X-vezan
limfoproliferativni poremecaj (EBV vezan), X-vezana SCID, neki metabolicki poremecaji i
hromozomske anomalije, Hromozom 18q sindrom, Monozomija 22, Trizomija 8, Trizomija 21. c.
Infektivne bolesti: HIV infekcija, kongenitalna rubela, kongenitalne CMV infekcije, kongenitalna
toksoplazmoza, EBV. d Maligniteti: Hroni¢na limfocitna leukemija, Imunodeficijencija sa timomom,
Ne-Hockinov limfom, B-Celijski maligniteti, e. Sistemski poremecaji: imunodeficijencija uzrokovana
hiperkatabolizmom imunoglobulina, Imunodeficijencija uzrokovana izraZzenim gubitkom imunoglobulina
(nefroze, teske opekotine, limfangiektazije, teska dijareja).
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1.3 Klini¢ka slika CVID

Varijabilnost oznafena u nazivu bolesti odnosi se kako na vreme pocetka
simptoma koje moze biti prakti¢no u bilo kom Zivotnom dobu, tako i na tok bolesti i

klinicke manifestacije koje je prate.
1.3.1 Infekcije

Glavna klini¢ka odlika ovih bolesnika je sklonost ka dominantno bakterijskim
infekcijama koja se javlja kod vise od 90% obolelih. Medu njima, infekcije gornjeg i
donjeg respiratornog trakta su najucestalije. Priblizno polovina pacijenata je imala bar
jednu epizodu pneumonije u Zivotu, a veéina ima ponavljane otitise, sinuzitise i
bronhitis. Od izazivac¢a, naj¢eS$¢e su inkapsulirane bakterije Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus, Neisseria meningitidis, kao i
Moraxella catharalis (Oksenhendler i sar., 2008). Prema ucestalosti, za respiratornim
slede bakterijske infekcije gastrointestinalnog trakta, narocito sa uzro¢nicima Giardia
lamblia, Salmonella, Campylobacter, Helicobacter pylori. Kod pacijenata se sreu i
teski bakterijski artritisi, meningitisi i sepse (Cunningham-Rundles i Bodian, 1999;
Oksenhendler i sar., 2008). Relativno Cesto se javljaju Herpes zoster infekcije. Postoji i
povecana sklonost enterovirusnim infekcijama, dok je infekcija mikobakterijama i
gljivicama retka. Tipi¢ne oportunisti¢ke infekcije ne spadaju u klasi¢nu klinicku sliku
CVID, ve¢ mogu uputiti na kombinovanu imunodeficijenciju sa teskim T-¢elijskim
defektima (engl. Late Onset Combined ImmunoDeficiency, LOCID) koja prema
najnovijim dijagnosti¢kim kriterijumima ne pripada kategoriji CVID (Malphettes i sar.,
2009).

1.3.2 Hronicna pluéna bolest

Ponavljane infekcije i hroni¢na inflamacija disajnih puteva i plu¢a prouzrokuju
cesto funkcionalnu i/ili strukturnu hroni¢nu pluénu bolest, koja ukljucuje hroni¢ni
bronhitis, bronhiektazije 1 pluénu fibrozu, i1 javlja se kod priblizno tre¢ine pacijenata. |
pored toga $to je pokazano da je pravilna prevencija i terapija pluénih bolesti
redukovala ucestalost pneumonija sa preko 70% na 40% u tri razlicite studije od 1999.
do 2011. godine (Cunningham-Rundles i Bodian, 1999; Oksenhendler i sar., 2008;

Resnick i sar., 2012), osStecenje disajnih puteva se time, izgleda, ne zaustavlja.
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Parenhimalne i intersticijalne promene plu¢a kod pacijenata sa CVID razli¢ito se
prezentuju radiografski i1 histopatoloski, a u osnovi Cesto imaju limfocitne i/ili
granulomatozne pluéne infiltrate koji ukazuju na mogucu agresivnu inflamatornu
komponentu (Cunningham-Rundles, 2012). Stoga, tacna etiologija progresivne plu¢ne
bolesti kod pacijenata sa CVID jos uvek je nejasna. Moguce je da se radi o kasnjenju u
postavljanju dijagnoze i ve¢ postojecem ireverzibinom ostecenju disajnih puteva
ponavljanim infekcijama pre zapocinjanja specificne terapije. Postojanje perzistentne
rezidualne infekcije koja nije adekvatno tretirana supstititucionom i antibiotskom
terapijom takode se navodi kao moguéi uzrok, kao i aktuelne inflamatorne promene
uzrokovane imunskom disregulacijom. Najverovatnije je, medutim, da se radi o
kombinacija svih navedenih faktora. Ono $to je bitno jeste da je progresivna plu¢na
bolest jos uvek vodeci uzrok morbiditeta i mortaliteta kod ovih bolesnika (Resnick i
sar., 2012).

1.3.3 Autoimunske bolesti

U oko cetvrtine pacijenata sa CVID konstatuju se razlic¢ite forme autoimunske
bolesti. One se manifestuju kao citopenije, Hasimoto tireoiditis, vitiligo, perniciozna
anemija, sika sindrom, reumatoidni artritis, psorijaza, sistemski eritemski lupus,
alopecija, primarna bilijarna ciroza, i druge (Cunningham-Rundles i Bodian, 1999;
Boileau i sar., 2011). Citopenije su naj¢esée u ovoj grupi (priblizno 10% svih pacijenata
sa CVID), prevashodno idiopatska trombocitopenijska purpura (ITP) i autoimunska
hemoliticka anemija (AIHA), odvojeno ili udruZzeno kao Evansov sindrom. Nije
neobi¢no da navedeni poremecaji, ili bilo koja druga autoimunska bolest, budu prva
manifestacija CVID, mada se generalno mogu javiti pre, u toku, ili nakon postavljanja
dijagnoze (Agarwal i Cunningham-Rundles, 2009).

1.3.4 Gastrointestinalne bolesti

Zahvacenost gastrointestinalnog trakta je takode Cesta kod pacijenata sa cestom
varijabilnom imunodeficijencijom. Manifestacije se mogu svrstati u tri grupe: one koje
su nastale kao posledica infekcije, one uzrokovane autoimunskim bolestima, dok u tre¢u
grupu spadaju maligniteti (Jolles, 2013). Glavni simptom zahvacenosti GIT-a jeste

prolazna ili perzistentna dijareja, koja se javlja kod 21 do 57% pacijenata (Daniels i sar.,
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2007; Agarwal i Mayer, 2009). Potrebno je potvrditi i leciti, ili iskljuciti, infekciju
(najces¢i uzrocnici su navedeni u tekstu iznad). U velikom broju slucajeva je tesko
razgraniciti infekciju od inflamacije s obzirom da oba procesa mogu dovesti do, nekad
teske, hroni¢ne dijareje koja dovodi do gubitka tezine, steatoreje i malapsorpcije.
Procenjeno je da se inflamatorne komplikacije probavnog sistema javljaju kod 19 do
32% pacijenata sa CVID (Agarwal i Mayer, 2009). Makroskopski i mikroskopski se
uocavaju promene u vidu nodularne limfoidne hiperplazije, enteritisi sli¢ni celijakiji ili
kolitisi sli¢ni inflamatornim bolestima debelog creva, ali uz diferencijalno dijagnosticki
znaCajnu histopatolosku crtu odsustva plazma c¢elija (Daniels i sar., 2007). Dijeta bez
glutena nije dala zadovoljavajuce rezultate kod pacijenata sa enteritisom sli¢nim

celijakiji (Cunningham-Rundles, 2010).

Bolesti jetre i1 patoloske vrednosti testova funkcije jetre srecu se kod priblizno
10% pacijenata. Histoloski se najces¢e radi o nodularnoj regenerativnoj hiperplaziji ili
granulomatoznom hepatitisu (Malamut i sar., 2008; Ward i sar., 2008). Bolesti jetre, kao
1 inflamatorne bolesti creva, prisutne u klini¢koj slici CVID, nose lo$iju prognozu kada

je re¢ o prezivljavanju ovih pacijenata (Resnick i sar., 2012).
1.3.5 Granulomatozne/limfoidne infiltrativne lezije

Znacajna komplikacija bolesnika sa CVID je i1 pojava granulomskih formacija u
razli¢itim organima, najées¢e u plué¢ima, limfnim ¢vorovima i slezini, mada se mogu
javiti i u kozi, jetri, crevima i nekim drugim organima. Priblizno 10 do 20% pacijenata
razvija ovakav tip lezija koje histoloski podseCaju na sarkoidozu (Ardeniz i
Cunningham-Rundles, 2009; Park i Levinson, 2010). S obzirom na to da su pluca
najcesce zahvacen organ, stvoren je i termin granulomatozna limfocitna intersticijalna
bolest pluca (engl. Granulomatous-Lymphocytic Interstitial Lung Disease, GLILD) koja
se razvija kod pacijenata sa CVID. Termin objedinjuje granulomatozne i
limfoproliferativne histoloske crte koje ukljucuju limfocitnu intersticijalnu pneumoniju
(LIP), folikularni bronhiolitis, i limfoidnu hiperplaziju (Park i Levinson, 2010).
Etiologija ovih promena nije razjaSnjena; pronadena veza izmedu humanog herpes
virusa 8 i razvoja granulomatoznih lezija u jednoj studiji (Wheat i sar., 2005) kasnije

nije potvrdena. U svakom slucaju, prisustvo GLILD ili granulomatozne bolesti u jetri
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znacajno smanjuje prezivljavanje pacijenata sa CVID (Bates i sar., 2004; Resnick i sar.,
2012).

Benigna limfoproliferacija je otkrivena kod 40 do 50% bolesnika sa CVID,
najcesc¢e u vidu splenomegalije, dok priblizno 10 do 20% ima lokalizovanu ili difuznu
limfadenopatiju (Chapel i sar., 2008). Uoceno je, takode, da osobe koje imaju
granulomatoznu bolest ¢esc¢e ispoljavaju i autoimunske bolesti. Zasto se to dogada, nije

jos uvek objasnjeno, ali moze ukazati na zajedniCku etiopatogenezu oba fenomena

(Cunningham-Rundles, 2012).
1.3.6 Maligniteti

Povecana sklonost ka razvoju maligniteta, koja se javlja kod bolesnika sa CVID,
takode je bitna odlika ovog poremecaja, kako zbog ucestalosti (do 15%), tako i zbog
znacajnog udela u mortalitetu (Resnick i sar., 2012). Vecina studija je pokazala da su
limfomi i karcinom Zeluca naj¢es¢i u ovoj grupi (Cunningham-Rundles i Bodian, 1999;
Mellemkjaer i sar., 2002; Chapel i sar., 2008). Medutim, skora$nje studije ukazuju na
smanjenje ucestalosti karcinoma Zeluca; verovatno zbog povecane upotrebe antibiotika
koji eradiciraju H. pylori, bakteriju koja ima potencijalnu ulogu u razvoju karcinoma
zeluca. Karcinom dojke se sada smatra najznacajnijim ne-limfoidnim malignitetom kod
pacijenata sa CVID, mada su maligniteti gastrointestinalnog trakta i dalje medu
najucestalijim (Cunningham-Rundles, 2010; Resnick i sar., 2012). Limfomi se javljaju
kod priblizno 10%. pacijenata sa CVID. Veéina limfoma su B-¢elijski, ne-Hockinovi, i
obi¢no ekstranodalni (Cunningham-Rundles i Bodian, 1999). Uz ostale malignitete,
nakon hroni¢ne pluéne bolesti, limfomi predstavljaju drugi najznacajniji uzrok smrti

pacijenata sa CVID (Resnick i sar., 2012).
1.4 Podela na klini¢ke fenotipove

Velika heterogenost u klini¢koj prezentaciji nametnula je potrebu za jasnom i
pravilnom klini¢kom fenotipizacijom CVID. Glavni razlog lezi u nastojanju da se, u
odsustvu definisane genetske dijagnoze za ovu grupu poremecaja, bolje predvide tok i
komplikacije bolesti, ¢cime bi se poboljsalo lecenje pacijenata. Osim toga, jasna podela
na dobro definisane fenotipove omogucéava stvaranje sto homogenije grupe za genetska,

imunopatogenetska i druge vrste istrazivanja, kao i poredenje rezultata izmedu razli¢itih
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studija (Jolles, 2013). Analizom velikih kohorti CVID pacijenata iz vise Evropskih
zemalja 2008. godine je napravljena podela u pet razli¢itih fenotipova, pri ¢emu je vise
od 80% pacijenata pripadalo samo jednom podtipu. Podtipovi su bili: 1. bez
komplikacija vezanih za bolest (samo infekcije), 2. autoimunitet (citopenije i organ-
specificne autoimunske bolest), 3. poliklonalna limfoproliferacija (ukljucujuéi
hepatomegaliju, limfocitnu intersticijalnu pneumoniju, perzistentnu neobjasSnjenu
limfadenopatiju i neinfektivne granulome), 4. enteropatija (koja ne ukljucuje infektivne,
autoimunske i gluten-senzitivne enteropatije), i 5. limfoidni malignitet (Chapel i sar.,
2008). Nekoliko godina kasnije, usledila je revizija datih kriterijuma, uz ukljuéivanje
pacijenata iz velike kohorte obolelih iz SAD kao i pacijenata iz francuske DEFI grupe, i
sazimanje u Cetiri podtipa koji proizilaze iz dva osnovna. Novi Kriterijumi su prikazani u
dijagramu 1 zajedno sa procentima u kojima je svaki od pojedinih fenotipova bio
prisutan kod 848 bolesnika sa CVID iz te tri velike kohorte (Chapel i sar., 2012).

CVID
g I ™ ; ! ™
(
Fenotip bez komplikacija Fenotip sa komplikacijama
vezanih za bolest vezanim za bolest
(62%-78%) (22%-38%)
S
.
|
| | 1

e ~ e ~ e ~
~

Citopenije (trombocitapenia, Poliklonalna limfoproliferacija

oA . (granulomi, LIP, perzistentna Neobjasnjena enteropatija
AIHA i/ili neutropenija) neobjasnjena limfadenopatija) (1%-4%)
9

Dijagram 1. Klini¢ki fenotipovi CVID.
AIHA: autoimunska hemoliti¢ka anemija, LIP: limfocitna intersticijalna pneumonija.

U odnosu na originalnu podelu, u novoj unapredenoj verziji, autoimunske bolesti
kao komplikacija su podeljene na citopenije i organ-specifi¢ne autoimunske bolesti, pri

¢emu je uoceno da jedino citopenije nose rizik za smanjeno prezivljavanje stoga su
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organ-specifi¢ne autoimunske bolesti izostavljene. Osim toga, hepatomegalija viSe nije
svrstana u fenotip sa poliklonalnom limfoproliferacijom jer nije potvrdena veza
hepatomegalije sa granulomima i/ili LIP. Limfoidni maligniteti su takode izostavljeni iz
posebne fenotipske kategorije jer se smatra da oni ne moraju biti primarni dogadaj kod
bolesnika sa CVID (Chapel i sar., 2012). Primenom novih, unapredenih, kriterijuma
uklapanje bolesnika u samo jedan fenotip povecalo se na 89% do 94%. Autori
naglaSavaju da, s obzirom na jasne razlike u prognozi bolesnika sa odredenim
fenotipom, oni oc¢igledno moraju imati i razli¢itu biolosku osnovu. Naime, prisustvo
jedne ili viSe neinfektivnih komplikacija tokom dugotrajnog pracenja vezano je sa skoro
11 puta viSom stopom mortaliteta (Chapel i sar., 2008; Resnick i sar., 2012). Potrebno je
dodati da se odredeni klinicki entiteti, poput limfoma, hepatomegalije, bronhiektazija i
splenomegalije i dalje ukljucuju u najéesée klinicki potvrdene komplikacije CVID, i

koriste se kao klini¢ki biomarkeri (Jolles, 2013).

1.5 Terapija CVID

Osnovu lecenja pacijenata sa CVID ¢ini nadoknada antitela u vidu intravenske
ili subkutane primene preparata imunoglobulina, najé¢esc¢e u dozi od 400 do 600 mg/kg,
jednom mese¢no. Tacna doza, naCin 1 interval primene prilagodavaju se specificnim
potrebama pacijenta (Cunningham-Rundles, 2010). Supstitucija imunoglobulina u
znacajnoj meri redukuje ucestalost infekcija, smanjuje upotrebu antibiotika i1 potrebu za
hospitalizacijom, a efekti su bolji prilikom primene vec¢ih doza kojima se postize visi

nivo 1gG u serumu (Gathmann i sar., 2014).

Lecenje komplikacija, ukljuuju¢i infekcije, hroni¢nu pluénu bolest,
enteropatiju, autoimunske bolesti, granulomatozne lezije i malignitet, imaju odredene
specificnosti, ali se u osnovi ne razlikuju bitno od terapije istih stanja kod

imunokompetentnih pacijenata (Bonilla i sar., 2016).

Do nedavno, transplantacija kostane srzi ili druge vrste terapije hematopoetskim
mati¢nim celijama (engl. Haematopoetic Stem Cell Therapy, HSCT) nisu smatrane
znaCajnom metodom leCenja pacijenata sa CVID. Medutim, skoras$nja istrazivanja su
pokazala moguénost zna€ajnog poboljSanja ili izleCenja nakon ovih procedura, ali je

mortalitet vezan za HSCT kod CVID pacijenata jos uvek veliki, stoga je preporuka da

10
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se ona razmatra u slucaju hematoloSkih maligniteta ili drugih komplikacija refrakternih

na standardnu terapiju (Rizzi i sar., 2011; Wehr i sar., 2015).
1.6  Etiologija i patogeneza CVID

CVID je kao bolest prepoznata joS u pedesetim godinama proslog veka.
Medutim, i pored dramaticnog napretka u razjasnjavanju molekularne osnove brojnih
drugih primarnih imunodeficijencija koji se odigrao poslednjih decenija, patofiziologija
ove bolesti ostala je nedovoljno razjasnjena. Sa izuzetkom nekoliko poznatih
monogenskih formi, (videti poglavlje Genetska osnova CVID), etiologija imunskog

poremecaja kod priblizno 98% pacijenata je nepoznata (Bonilla i sar., 2016).
1.6.1 Imunopatogeneza

Klinicka heterogenost CVID ukazuje na to da multipli imunoregulatorni defekti
mogu rezultovati zajednickim krajnjim ishodom koji ¢ini neadekvatna produkcija
specifi¢nih antitela. S obzirom na to da je hipogamaglobulinemija glavna manifestacija,
a da 90% pacijenata ima normalan broj B-limfocita u perifernoj krvi, pretpostavljeno je
da je primarni poremecaj u kasnijim fazama razvoja B-Celijske linije (Ahn i
Cunningham-Rundles, 2009; Vale i Schroeder, 2010). Shodno tome, veliki broj
pacijenata ima nizak procenat memorijskih B-Celija koje su promenile klasu
sekretovanih imunoglobulina (IgD/IgM/CD27%), $to vodi istovremenoj depleciji
dugoziveéih plazma Celija i padu koncentracije imunoglobulina u serumu (Brouet i sar.,
2000; Taubenheim i sar., 2005). Medutim, zapazanje da B-celije kod nekih CVID
pacijenata mogu da produkuju imunoglobuline ukoliko se adekvatno stimuli$u In vitro,
ukazalo je na mogucu i bitnu ulogu spoljasnjih B-¢elijskih faktora u patogenezi
imunodeficijencije. U tom kontekstu, opisani su i brojni poremecaji T-Celija kod
pacijenata sa CVID (Giovannetti i sar., 2008; Yazdani i sar., 2014), ukljucujuci

poremecaj u produkciji citokina, o Cemu ¢e biti visSe govora u daljem tekstu.

Poremecaji urodenog imunskog sistema, poput izmenjene funkcije antigen
prezentujucih, dendritskih ¢elija (Bayry i sar., 2004; Yong i sar., 2008), kao i NK ¢elija
(Aspalter i sar., 2000) zatim razli¢iti poremecaji u signalizaciji kao sto su defekti Toll-

like receptora (Sharifi i sar., 2016), takode su nadeni kod CVID pacijenata.

11
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1.6.2 T iB-¢elijski fenotip kod CVID pacijenata

U obilju otkrivenih imunoloskih abnormalnosti, imunofenotipizacija je postala
neophodna analiza kod CVID pacijenata radi definisanja membranskih markera

limfocita koji bi omoguc¢ili ranu dijagnozu, adekvatnu terapiju i bolju prognozu.

Ukupan broj B limfocita u ovoj grupi bolesnika je naj¢e$¢e normalan, ili je u
nizim vrednostima normalnog ranga. Fenotipska analiza perifernih B-¢elijskih podgrupa
je otkrila smanjenje IgM7/IgD/CD27" memorijskih B-¢elija kod veéine (ali ne svih)
CVID pacijenata i omogucéila bazu za “Frajburg” i “Pariz” klasifikaciju (Warnatz i sar.,
2002; Piqueras i sar., 2003). Frajburska klasifikacija je ukljucila CD21 antigen kao
dodatni marker za identifikaciju pacijenata sa naglaSenom ekspanzijom nezrelih B-¢elija
koje slabo eksprimiraju CD21 i oznatene su kao CD21'". U 2008. je napravljen
konsenzus te dve klasifikacione Seme u Euroklas klasifikaciju. Njeni rezultati su
potvrdili da je znacajno smanjenje memorijskih B-Celija kod pacijenata sa CVID
povezano sa povecanim rizikom za nastanak splenomegalije i granulomatozne bolesti.
Ekspanzija CD21"" B-¢elija je korelisala sa splenomegalijom, dok je limfadenopatija
povezana sa povecanjem broja tranzicionih B-¢elija (IgM*/IgD**/CD38™) (Wehr i sar.,
2008).

Poremecaji T-limfocita, poput smanjenja ukupnog broja CD4" T-limfocita, kao i
naivnih CD45RA*/CD4" T-limfocita, uoceni su kod velikog broja bolesnika sa CVID.
Dovaneti sa saradnicima je predlozio T-¢elijsku klasifikaciju pacijenata sa CVID u tri
grupe prema broju CD4" naivnih T-limfocita. Pacijenti sa veoma niskim brojem naivnih
CD45RA"/CD4" T-éelija, uz porast memorijskog pula CD45RO*/CD4" T-limfocita
imali su splenomegaliju i tesku formu imunodeficijencije. Za razliku od CD4" T-
limfocita, broj CD8" T-limfocita kod pacijenata sa CVID je &esto zna¢ajno povecan, i to
posebno u relativnom broju, stoga je donekle tipiéno za ovu bolest da je CD4*/CD8"
odnos obrnut. Smanjen broj naivnih CD8" T-limfocita kao i pove¢an apsolutan broj
aktivisanih, i memorijskih CD8" T-limfocita takode su zapazeni (Giovannetti i sar.,
2007).

12
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1.6.3 Uloga citokina u patogenezi CVID

Citokini predstavljaju grupu modulatornih proteina ili glikoproteina koji se vezuju
za svoje receptore kao odgovor na razliCite stimuluse, Sto rezultuje aktivacijom
sekundarnih glasnika i daljim prenosom signala unutar ¢éelije. Regulacija citokinske
mreze je precizna, i zavisi od sredinskih i genetskih faktora, stoga postoje individualne
varijacije u njihovoj sintezi, kako bazalnoj, tako i stimulisanoj (Smith i Humphries,
2009). Citokini imaju vaznu ulogu u sintezi antitela, zato je njihova uloga u patogenezi
ove, dominantno humoralne, imunodeficijencije opsezno razmatrana u viSe studija.
Rezultati su Cesto kontradiktorni §to pored metodoloskih razlika moze da reflektuje
poznatu heterogenost samog poremecaja, ali moze biti i odraz sekundarnih dogadaja u
specificnim CVID podgrupama, jer je teSko razluciti primarne od sekundarnih
imunoloskih poremecaja kod ovih pacijenata. U svakom slucaju, brojni su dokazi da
citokini, kao S§to su faktor nekroze tumora (engl. Tumor Necrosis Factor, TNF),
interleukin (IL)-10, IL-6 i interferon (IFN)-gama, izmedu ostalih, mogu imati bitnu
ulogu u patogenezi CVID (Varzaneh i sar., 2014).

1.6.3.1 Uloga TNF u patogenezi CVID

TNF je mocan inflamatorni medijator koji produkuju brojne celije. Generalna
ekspresija TNF receptora na razli¢itim celijama ukazuje da je TNF ukljucen u veliki
broj bioloskih aktivnosti. Pored proinflamatorne uloge, TNF ima druge funkcije, poput
stimulacije proliferacije T-Celija in vitro, prevencije apoptoze T-Celija indukovane
superantigenima, i od izuzetnog je znaCaja za formiranje germinativnih centara u

limfnom ¢voru (Bazzaz i sar., 2014).

Vecina studija koja je istrazivala produkciju TNF citokina kod pacijenata sa CVID
pokazala je povisene vrednosti, (Aukrust i sar., 1996) bez ili nakon in vitro stimulacije
(Isgro i sar., 2005; Trujillo i sar., 2011), sto je ukazalo na prisustvo inflamacije kod ovih
pacijenata. Osim toga, uloga TNF u stvaranju granuloma je dobro dokumentovana
(Roach i sar., 2002) a neki autori su pokazali korist od primene anti-TNF lekova
(infliximab) u leCenju odredenih klinickih manifestacija CVID poput enteropatije i

granulomatoznih lezija, posebno na kozi (Chua i sar., 2007; Franxman i sar., 2014).
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1.6.3.2 Uloga IL-10 u patogenezi CVID

Za razliku od TNF, IL-10 je antiinflamatorni citokin koji sekretuju razlicite celije,
posebno T- ¢elije i monociti. On inhibira proinflamatorne citokine poput IFN-gama, IL-
3, TNF. Pored toga, reguliSe diferencijaciju B-celija, T-Celija, i NK ¢elija, a uCestvuje i
u diferencijaciji plazma ¢elija. Vaznu ulogu ima i u kontroli inflamacije od strane
regulatornih T-¢elija (Treg) koje se dovode u vezu sa razvojem razli¢itih autoimunskih
poremecaja (Varzaneh i sar., 2014). U skladu s tim neke studije su pokazale snizen broj
Treg kod CVID pacijenata, posebno onih sa splenomegalijom 1 poviSenim
inflamatornim markerima (Holm i sar., 2003; Fevang i sar., 2007). Kada je re¢ o
produkciji ovog citokina kod pacijenata sa CVID rezultati su heterogeniji nego za TNF i
objavljeni su radovi koji podrzavaju snizenu produkciju od strane T-celija in vitro
(Holm i sar., 2003), normalnu (Oliva i sar., 1997), ili poviSenu produkciju od strane

monocita (Zhou i sar., 1998; Kasztalska i sar., 2011).
1.6.3.3 Uloga IL-6 u patogenezi CVID

IL-6 produkuju razlicite ¢elije ukljuc¢ujuci antigen prezentujuce Celije i pomocnicke
T-Celije (engl. T helper, Th) tj. Th2 c¢elije. Ovaj citokin je mocan stimulator
diferencijacije B-celija, produkcije antitela i preZivljavanja plazma ¢elija (Jourdan i sar.,
2014). Imunomodulatornu funkciju ispoljava i kao glavni faktor diferencijacije Thl7
¢elija, Cija se uloga u poslednje vreme naglasava u patogenezi CVID (Yazdani i sar.,
2014). Prekomerno stvaranje IL-6 u ranoj fazi bolesti moze ¢ak imati pozitivne efekte,
ali takvo prolongirano stanje moze doprineti razvoju razli¢itih inflamatornih i
autoimunskih bolesti. Smatra se da poremecena regulacija stvaranja ovog citokina
prevazilazi imunoloSku toleranciju tako $to menja ravnotezu izmedu regulatornih T

¢elija (Treg) 1 Th17 ¢elija (Kimura i Kishimoto, 2010).

Vecina studija koje su ispitivale produkciju I1L-6 kod pacijenata sa CVID prijavila
je povisene nivoe u odnosu na zdrave kontrole (Pandolfi i sar., 1993; Pons i sar., 2006)
mada neki autori nisu nasli bitne razlike (Trujillo i sar., 2011), dok su drugi nakon

stimulacije mitogenima izmerili smanjenu produkciju IL-6 (Hong i sar., 2010).
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1.6.3.4 Uloga IFN-gama u patogenezi CVID

IFN-gama je plejotropni citokin koji produkuju efektorske T 1 NK celije. Neke od
najvaznijih funkcija ovog citokina su aktivacija makrofaga, privlacenje leukocita,
maturacija i diferencijacija NK c¢elija, kao i promena klase imunoglobulina. (Schroder i
sar., 2004). IFN-gama je ispitivan u brojnim studijama sa CVID pacijentima, i rezultati
dosta variraju, od normalne produkcije (Inoue i sar., 1994), preko toga da je nadena
smanjena ekspresija IFN-gama iRNK, sa i bez in vitro stimulacije antigenima (Hauber i
sar., 1993), do registrovanih povisenih vrednosti ovog citokina u grupi pacijenata sa

smanjenim brojem CD4" T-¢elija (Giovannetti i sar., 2007).

1.7 Genetska osnova CVID

Genetska osnova poremecaja odavno je uoCena, a porodi€no javljanje
zabelezeno je kod 10 do 20 % pacijenata. U porodicama sa vise obolelih ¢lanova
nasledivanje odgovara autozomno-dominantnom tipu, rede autozomno-recesivnom.
Primecéeno je 1 da se CVID 1 IgA selektivna deficijencija (IgAD), znatno ¢eSc¢a ali
klinicki obi¢no neispoljena ili neprepoznata primarna imunodeficijencija, mogu javiti
unutar iste porodice (Vorechovsky i sar., 1995). Devedesetih godina proslog veka
nadena je asocijacija u ispoljavanju CVID fenotipa sa odredenim haplotipom humanog
leukocitnog antigena (engl. Human Leucocyte Antigen, HLA) DR3 i B8 (Olerup i sar.,
1992; Volanakis i sar., 1992). | pored brojnih genetskih studija koje su usledile,
relativno je kratka lista otkrivenih monogenskih poremecaja koji se manifestuju kao

CVID fenotip, i oni su ukratko sumirani u tabeli 2.

Medu navedenim poremecajima, prva je opisana ICOS deficijencija (engl.
Inducible T-cell Co-stimulator, ICOS), nastala usled homozigotne delecije egzona 2 i 3
u ICOS genu. ICOS pripada grupi T-¢elijskih receptora koji vezuje ICOS ligand,
eksprimiran na B-limfocitima. Mutacija je prvobitno opisana kod ¢etiri CVID pacijenta
iz dve porodice (Grimbacher i sar., 2003) nakon ¢ega je usledilo objavljivanje novih
slucajeva 1 razjaSnjavanje uloge ICOS kostimulatora, koji je eksprimiran isklju¢ivo na
aktiviranim T-limfocitima, u patogenezi CVID. Utvrdeno je da ICOS ima klju¢nu ulogu
u formiranju germinativnih centara u limfnom ¢voru, promeni klase imunoglobulina i

razvoju memorijskih B-¢elija (Warnatz i sar., 2006). Za poremecaj koji je do tada
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smatrano da ima poligensku osnovu, po prvi put je pokazano da monogenska mutacija
moze dovesti do Citavog spektra manifestacija koje se vidaju i kod odraslih i kod dece
sa CVID, ukljucujuci pored rekurentnih infekcija i autoimunske, inflamatorne i maligne
komplikacije. Yong i saradnici su napravili animalni model ICOS deficijencije na
miSevima, medutim, imunoloSki poremecaji registrovani kod takvih miSeva nisu u
potpunosti oslikavali humani model bolesti, §to je jo§ jednom dokazalo da se regulacija
humanog imunskog odgovora znacajno razlikuje od misjih modela. Ipak, ovo otkrice je
pokazalo da CVID zapravo moze imati genetsku osnovu u poremec¢aju T limfocita i da
ne mora biti prevashodno B-celijski poremecaj kao $to je do tada smatrano. Znacajno je
i otkrice da je ICOS potentan stimulator luenja IL-10, citokina za koji se zna da,
izmedu brojnih drugih funkcija, ima ulogu i u proliferaciji i diferencijaciji B-celija u

plazma ¢elije (Yong i sar., 2009).

Nekoliko godina po objavljivanju ICOS deficijencije otkrivena je homozigotna
mutacija u CD19 molekulu kod cetiri pacijenta sa klinickim i imunoloskim fenotipom
kompatibilnim sa CVID. Kod jednog pacijenta je nadena homozigotna insercija a kod
ostala tri homozigotna delecija u genu za CD19, pri ¢emu su obe uvodile prevremeni
STOP kodon usled ¢ega se stvarao nefunkcionalni protein (van Zelm i sar., 2006).
Poznato je da CD19 funkcioniSe kao deo kompleksa sa CD21, CD81 i CD225 u
signalizaciji B-celijskog receptora nakon prepoznavanja antigena. Jo$ jedna sloZena
heterozigotna mutacija u CD19 je opisana kod decaka iz Japana sa klinickom slikom
CVID, pri ¢emu je majka bila nosioc mutacije u intronu 5 koja je menjala mesto
isecanja introna, a otac je imao veliku deleciju koja je obuhvatila CD19 i jo§ neke
okolne gene (Kanegane i sar., 2007). U svakom slu¢aju pacijenti sa defektom CD19 se
mogu prepoznati imunofenotipizacijom jer je CD19 molekul odsutan ili jako sniZen.
Medutim, da odsustvo ekspresije CD19 na B-¢elijama ne mora nuzno da zna¢i mutaciju
njegovog gena pokazano je nedavno u studiji van Zelm i sar. u kojoj je opisan pacijent
sa nefropatijom, teSkom hipogamaglobulinemijom sa smanjenim brojem memorijskih
B-celija, neadekvatnim stvaranjem specifi¢nih antitela i odsustvom ekspresije CD19.
Pacijent je imao normalne CD19 alele ali je kod njega detektovana homozigotna
mutacija u CD81 genu koja je dovela do potpunog odsustva CD81 ekspresije na
leukocitima. Daljim in vitro istrazivanjem na B-Celijama pacijenta otkriveno je da

ekspresija CD19 na membrani zavisi u velikoj meri od CD81 molekula, i da CD81
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deficijencija takode dovodi do poremecene aktivacije B-Celija nakon stimulacije
receptora za antigen (van Zelm i sar., 2010). Isto tako, opisana je i mutacija u CR2 genu
koji kodira CD21, receptor za C3d-opsonizovane imunske komplekse koji pojacava
antigen-specifican imunski odgovor, kod pacijenta sa fenotipom slicnim CVID (Thiel i
sar., 2012).

Jedna od najskorije opisanih monogenskih formi bolesti sa CVID fenotipom
jeste haploinsuficijencija citotoksi¢nog T limfocit antigena-4 (CTLA-4) koja se, za
razliku od prethodno pomenutih, nasleduje autozomno dominantno. CTLA-4 je
inhibitorni receptor koji se nalazi na imunskim ¢elijama koji, izmedu ostalog, ima vaznu
ulogu u imunskoj toleranciji i funkciji T regulatornih limfocita. Gen koji kodira ovaj
protein nalazi se u blizini gena za ICOS i CD28, unutar regiona od 300 kb (Ling i sar.,
2001). Posledice mutacija u CTLA4 genu kod ljudi nisu u potpunosti poznate ali se zna
da kod miseva CTLA-4 deficijencija dovodi do letalnog autoimunskog fenotipa
(Waterhouse i sar., 1995). U jednoj studiji u SAD, heterozigotna mutacija u CTLA4
nadena je kod devet osoba iz Cetiri posebne porodice, od kojih je Sest imalo jasne
klinicke 1 laboratorijske znake teSke imunske disregulacije sa CVID karakteristikama. U
klini¢koj slici su osim ponavljanih infekcija dominirali limfocitni infiltrati 1 Ceste
autoimunske komplikacije (Kuehn i sar., 2014). Iste godine u drugoj studiji sprovedenoj
u Nemackoj pronadene su CTLA4 mutacije kod jo§ 19 osoba od kojih je 12 imalo istu
klini¢ku sliku kao 1 pacijenti iz SAD. Osim alelske heterogenosti dokumentovane u obe
studije (identifikovano je viSe mutacija po tipu “nonsense”, “missense”, “frame shift” i
dr.) ukazano je i na nepotpunu penetrantnost mutacija ili ulogu drugih dodatnih faktora
koji modifikuju bolest, ukljucujuéi genetske, epigenetske ili sredinske faktore.
Medutim, bitno je naglasiti 1 da su neki od dokazanih nosioca mutacija deca ili mlade
osobe 1 da nije iskljuceno da ¢e se klinicka slika slicna CVID ispoljiti kasnije u zivotu, s

obzirom da je i kod njih pokazana smanjena ekspresija CTLA4 (Schubert i sar., 2014).

Osim opisanih mutacija koje se odnose na receptore eksprimirane na povrsini
¢elija, nedavno su pronadeni 1 geneticki defekti koji zahvataju proteine u citoplazmi, a
povezani su sa ispoljavanjem CVID i/ili nekih autoimunskih bolesti. Tako je opisana
homozigotna mutacija u genu za protein C kinazu 6 (PRKCD) kod pacijenta koji je

potomak iz braka sa konsangvinitetom a ima CVID fenotip sa naglasenom
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autoimunskom komponentom (Salzer i sar., 2013). Mutacije u genu koji kodira LRBA
protein (engl. Lipopolysaccharide Responsive Beige-like Anchor protein) takode su
opisane kod CVID i/ili autoimunskih bolesti u preko 50 slucajeva do danas (Lopez-
Herrera i sar., 2012; Lo i sar., 2015; Gamez-Diaz i sar., 2016). Vecina pacijenata sa
LRBA deficijencijom je imala prethodno dijagnostikovan CVID, ali je ova deficijencija
opisana i kod pacijenata koji nemaju hipogamaglobulinemiju ve¢ fenotip poput ALPS
(autoimunski limfoproliferativni sindrom) ili X vezane imunske disregulacije sa
poliendokrinopatijom i enteropatijom. Zajedni¢ko je, medutim, da svi pacijenti imaju
rani pocetak teSkih autoimunskih bolesti i1 izrazen limfoproliferativni sindrom, uz

progresivan tok i visok mortalitet (Alkhairy i sar., 2016).

Sekvenciranjem celokupnog egzoma (engl. Whole Exome Sequencing, WES)
¢lanova porodica u kojima je fenotip poput CVID registrovan kod vise ¢lanova, nadene
su heterozigotne mutacije u NFKB2 genu (Chen i sar., 2013; Liu i sar., 2014). NF-xB2
je transkripcioni faktor koji ima bitnu ulogu u razvoju, proliferaciji i maturaciji T- i B-
¢elija. Osobenosti fenotipa kod pacijenata sa ovom mutacijom bile su rani pocetak
bolesti i prisustvo centralne adrenalne insuficijencije. Nedavno su opisane heterozigotne
mutacije i u genu koji kodira NF-kB1 kod vise ¢lanova sa CVID fenotipom ili
hipogamaglobulinemijom, u tri razliCite porodice iz geografski udaljenih regiona.
Zanimljivo je pomenuti da su autori prvobitno analizom vezanosti (engl. linkage
analysis) naSli vezanost 4q regiona, koji sadrzi NFKB1 gen, sa ispoljavanjem CVID
poremecaja (Finck i sar., 2006), ali tada nisu klasi¢nim Sengerovim sekvenciranjem
nasli mutacije u genima kandidatima medu kojima je bio i NFKB1 gen. Medutim, u
novijoj studiji sekvenciranjem celog genoma i tehnikom ciljanog sekvenciranja sledece
generacije (engl. Next Generation Sequencing, NGS) detektovali su uzroéne mutacije

po tipu haploinsuficijencije subjedinice p50 NF-xB1 (Fliegauf i sar., 2015).

Opisane su i mutacije u drugim genima koji kodiraju intracelijske signalne
molekule, poput PI3K (fosfatidil-inozitol-3-kinaza), koji ima bitnu ulogu u kompleksnoj
signalnoj mrezi koja nastaje aktivacijom B- i T-¢elijskih povrSinskih receptora
(Elgizouli i sar., 2016). Heterozigotne mutacije u PIK3CD genu koji kodira ovaj
molekul identifikovane su primenom WES kod vise od 50 pacijenata sa CVID

fenotipom, a pokazano je da se radi o mutacijama koje dovode do prekomerne aktivacije
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signalnog puta u kojem ucestvuje PI3K (engl. gain-of-function) (Angulo i sar., 2013;
Lucas i sar., 2014). IKAROS je jos jedan intracelijski molekul, plejotropni regulator
hematopeze bitan za stvaranje i funkciju B-limfocita, za koji je pokazano da ima ulogu
u patogenezi CVID poremecaja. Heterozigotne mutacije u IKZF1, genu koji kodira ovaj
transkripcioni faktor su nedavno opisane kod 29 pacijenata sa CVID iz 6 odvojenih
porodica. Mutacije su bile po tipu zamene aminokiseline ili unutargenskih delecija, a
sve su se nalazile u regionu gena koji kodira deo proteina koji se vezuje za DNK, ¢ime
je onemogucéena funkcija regulatora transkripcije. Svi pacijenti sa IKAROS
haploinsuficijencijom su se odlikovali naglaSeno niskim brojem B-limfocita u perifernoj
krvi (Kuehn i sar., 2016).

Sve opisane mutacije, ukljucujuci i druge, samo ukratko navedene u tabeli 2, u
velikoj meri su unapredile poznavanje biologije B-¢elija ali nisu u toj meri razjasnile
etiologiju i patogenezu CVID poremecaja. Kumulativno, one se detektuju kod priblizno
2% do 10% slucajeva (Bogaert i sar., 2016; Bonilla i sar., 2016), a prema poslednjoj
IUIS Klasifikaciji primarnih imunodeficijencija ti monogenski uzrokovani poremecaji
svrstani su u odvojene imunodeficijencije, nezavisne od CVID (Picard i sar., 2015).
Stoga, genetska osnova CVID je u najveCem broju slufajeva nerazjasnjena,
najverovatnije poligenska ili multifaktorska (Schaffer i sar., 2007). Ta pretpostavka je
bazirana na nekoliko ¢injenica: 1. patogene mutacije su identifikovane kod jako malog
broja pacijenata sa CVID 1 pored uloZenog velikog truda na tom polju, 2. postoji velika
fenotipska varijabilnost izmedu pacijenata sa istim primarnim genotipom, 3. prisustvo
varijanti kod asimptomatskih rodaka i/ili u opS$toj populaciji iznad odredenog praga
ucestalosti, 4. sporadicno javljanje bolesti kod priblizno 90% pacijenata, i 5. odloZen

pocetak simptoma kod velikog broja obolelih (Bogaert i sar., 2016).

Kao i kod drugih pretpostavljenih poligenskih bolesti, u istrazivanju genetske
osnove CVID poslednjih nekoliko decenija aktuelne su asocijativne studije i analiza

polimorfizama gena, o cemu c¢e biti re¢i u daljem tekstu.
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Tabela 2. Monogenske imunodeficijencije sa fenotipom poput CVID, modifikovano
prema ref. (Bonilla i sar., 2016)

Gen Klinicki fenotip Referenca
CD19 Ponavljane RI (van Zelm i sar., 2006; Kanegane i
sar., 2007)
CD20 Ponavljane RI (Kuijpers i sar., 2010)
CD21 Ponavljane RI, dijareja (Thiel i sar., 2012)
CD27 EBV-udruZena limfoproliferativna bolest, limfomi,  (van Montfrans i sar., 2012; Salzer i
mogucéi ponavljani sinuzitisi sar., 2013)
CD81 Ponavljane RI, Henoch-Schonlein purpura, (van Zelm i sar., 2010)
glomerulonefritis, ITP
CTLA4* RI, dijareja, limfoidne infiltracije organa, Al bolesti  (Kuehn i sar., 2014; Schubert i sar.,
2014)
ICOS Ponavljane RI i GIT infekcije, retko Al bolesti (Grimbacher i sar., 2003; Takahashi
i sar., 2009)
Ponavljane RI, kriptosporidium, druge teske
IL21 virusne i bakterijske infekcije (Kotlarz i sar., 2013; Kotlarz i sar.,
2014)
IL21R Ponavljane RI, IBD (Kotlarz i sar., 2014; Salzer i sar.,
2014)
LRBA Ponavljane RI, enteropatija, ITP, AIHA (Alangari i sar., 2012; Lopez-
Herrera i sar., 2012)
NFKB2*  Ponavljane RI, meningokokni meningitis, adrenalna  (Chen i sar., 2013; Liu i sar., 2014)
insuficijencija, ITP
PIK3CD* Ponavljane RI, bronhiektazije, teske herpes virus (Angulo i sar., 2013; Lucas i sar.,
infekcije, limfomi 2014; Elgizouli i sar., 2016)
RAC2 Ponavljane RI, post-strep. GN, Al tireoiditis (Alkhairy i sar., 2015)
TWEAK*  Ponavljane RI, pneumokokni meningitis, bradavice  (Wang i sar., 2013)
IKAROS* Ponavljane infekcije, ITP, ALL B-¢elija (Kuehn i sar., 2016)

*nasleduju se autozomno dominantno, za razliku od ostalih mutacija koje su autozomno recesivne

RI, respiratorne infekcije; EBV, Epstein Barr virus; ITP, idiopatska trombocitopenijska purpura; Al, autoimunske;
GIT, gastrointestinalni trakt; 1BD, inflamatorna bolest creva; ATHA, autoimunska hemoliti¢ka anemija; post-strep.
GN, poststreptokokni glomerulonefritis, ALL, akutna limfoblastna leukemija
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1.7.1 Polimorfizmi pojedina¢nih nukleotida i studije asocijacije

Polimorfizmi u genetici predstavljaju normalne varijacije u naslednoj osnovi
coveka, tj. razlike u nukleotidnom sastavu DNK koje se sre¢u u opstoj populaciji.
Polimorfizam pojedina¢nih nukleotida (engl. Single Nucleotide Polymorphism, SNP)
najcesci je izvor geneticke varijabilnosti u humanom genomu i obuhvata oko 80% svih
polimorfizama a oznacava promenu nastalu usled zamene nukleotida unutar DNK
sekvence. Smatra se da je polimorfni DNK lokus mesto na kome postoje najmanje dva
alela, pri ¢emu najredi ima frekvenciju ve¢u od 1%. Aleli s frekvencijama manjim od 1
% oznaceni su kao mutacije, ili retke varijante. (Li i Sadler, 1991; Turnpenny i Ellard,
2007). Projektom ,,Genom coveka“ (engl. Human Genome Project, HGP), koji se
temeljio na sekvenciranju DNK molekula, pokazano je da SNP postoje unutar celog
genoma kako u kodirajué¢im tako i nekodiraju¢im delovima DNK i u proseku se javljaju
jednom na 250 baza (Reid-Lombardo i Petersen, 2010). Kada je HGP zvani¢no zavrSen,
2001. godine, otkriveno je priblizno 1,5 miliona SNP u humanom genomu (Venter i
sar., 2001), §to je bio samo vrh ledenog brega. Medutim, projekat je inicirao novu eru
istrazivanja genetickih varijacija i funkcionalne karakterizacije humanog genoma. Tako
su zapoceti novi globalni projekti, poput internacionalnog HapMap projekta, koji su
imali za cilj da validiraju nekoliko miliona SNP koji su otkriveni u toku i nakon
zavrsetka HGP, da odrede njihove frekvencije i frekvencije genotipova u razli¢itim
populacijama, Evropskog, Azijskog ili Africkog porekla (Naidoo i sar., 2011).
Otkrivanje novih SNP je i dalje u toku, a prema poslednjoj HapMap katalogizaciji ima
ih  priblizno 90 miliona  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_summary.cai,

pristupljeno veb stranici 07.05.2016. godine).

Obilje podataka koji su prikupljeni poslednjih godina dovelo je do potrebe za
sistematizacijom obeleZavanja (nomenklature) samih polimorfizama kao 1 njithovih
fenotipskih — funkcionalnih efekata. Za SNP-ove je uveden univerzalan nacin
obelezavanja, u vidu takozvanog rs broja. Skraéenica ,,rs* potice od ,,reference SNP
number®, a broj koji se dodeljuje datom polimorfizmu je jedinstven i kao takav se
registruje u bazama podataka. Pored toga, zadrZalo se 1 obelezavanje prema polozaju
polimorfnog — varijabilnog nukleotida u genu. Takode, oznake koje se odnose na
fenotipski efekat SNP-a, tj. njegov uticaj na strukturu proteina, se vrlo Cesto koriste,

buduci da imaju veliki prakti¢ni znacaj (Novakovi¢ i sar., 2010).
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Vecina do sada otkrivenih SNP ne uti¢e na promenu fenotipa, a najviSe paznje
pobuduju upravo SNP koji uti¢u na ispoljavanje (ekspresiju) gena, odnosno menjanje
grade proteina. Pretpostavlja se da je broj takvih SNP u genomu ¢oveka izmedu 50 000
- 250 000 (Stoneking, 2001). Ukoliko je SNP u kodiraju¢em delu, promena ekspresije
gena nastaje zbog promene aminokiseline ili prevremenog uvodenja STOP kodona §to
rezultuje sintezom izmenjenog proteina. Polimorfizam koji ovo uslovljava je stoga pod
pojacanim selekcionim pritiskom. Zato, unutar samog kodona mnogo ¢esce se javljaju
sinonimne ili tihe ("silent") bazne supstitucije koje ne dovode do promene
aminokiseline. Sa druge strane ne znaci da su "silent" mesta u kodiraju¢im sekvencama
u potpunosti bez efekta. Alternativni tripleti koji kodiraju iste aminokiseline mogu imati
razli¢itu brzinu transkripcije, a iRNK moze imati razli¢itu brzinu translacije zbog
limitiranog pula dostupnih tRNK. Promena ekspresije gena moze da nastane i usled
promena u 5' i 3' regulatornim sekvencama, promena u intronima koje menjaju
stabilnost ili nac¢in obrade primarnog transkripta RNK ili promena u sekvencama koje
kodiraju male regulatorne RNK (mikro RNK, miRNK). Ponekad, SNP ne mora da
izaziva nijednu od navedenih promena ali postojanje odredene alelske varijante moze da
bude udruzeno sa odredenom boleS¢u zbog toga Sto se ta alelska varijanta nasleduje
vezana za neki drugi deo genoma koji kodira ili reguliSe produkte bitne u patogenezi
bolesti. U takvim slucajevima SNP predstavlja marker te bolesti (Griffiths i sar., 2000;
Novakovi¢ i sar., 2010).

Da bi se utvrdilo da li neki polimorfizam predstavlja predispoziciju za
ispoljavanje datog svojstva primenjuju se studije asocijacije u kojima se analizira
udruzenost ispitivanog svojstva sa odredenim genskim varijantama. Dve o0snovne
strategije koje se primenjuju u studijama asocijacije jesu analiza asocijacije gena

kandidata 1 studije asocijacije ¢itavog genoma.

Studije gena kandidata se mogu primeniti u slucaju da postoji dovoljno znanja
o bioloskim mehanizmima koji su u osnovi patofiziologije bolesti. Geni kandidati biraju
se na osnovu saznanja dobijenih istrazivanjima na animalnim modelima, rezultata
analize vezanosti ili na osnovu saznanja o biohemijskim procesima koji leze u osnovi

bolesti koja se ispituje.
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S obzirom da joS uvek ne postoji adekvatan animalni model koji odgovara CVID
fenotipu kod ljudi, geni kandidati su trazeni medu onima za koje se zna da imaju
imunoregulatornu ulogu. Medu njima, najbolje su dokumentovane promene u
TNFRSF13B genu koji kodira tzv. transmembranski aktivator i kalcijum i ciklofilin
ligand interaktor (engl. Transmembrane Activator and CAML Interactor, TACI), koje
su nadene u 8 do 10% CVID pacijenata ali i kod 1%-2% zdravih osoba, stoga se i
svrstavaju pre u genetske polimorfizme koji dovode do sklonosti ka razvoju CVID nego
u uzro¢ne mutacije. Inace, TACI polimorfizmi mogu da uticu na vezivanje liganda
APRIL (ligand koji indukuje proliferaciju) i faktora aktivacije B-celija (engl. B-cell
Activating Factor), neophodnih za promenu klase imunoglobulina (Castigli i sar., 2005;
Salzer i sar., 2005; Martinez-Gallo i sar., 2013). Sli¢no je nadeno i za BAFF-R (gen za
BAFF receptor, sinonim TNFRSF13C,) u kojem je otkrivena homozigotna delecija kod
brata i sestre koji su potomci iz konsangvinitetnog braka i kod kojih su opisane klini¢ke
i/ili laboratorijske karakteristike CVID poremecaja (Warnatz i sar., 2009). Daljim
istraZzivanjem gena za BAFF-R ustanovljeno da su polimorfizmi u tom genu vrlo Cesti i

da neki od njih mogu doprineti izmenjenom odgovoru B-¢elija (Pieper i sar., 2014).

Sugerisano je, takode, da geni ukljuceni u proces reparacije DNK imaju ulogu u
patogenezi CVID. To je slucaj sa Msh5 genom koji, u sadejstvu sa Msh4, ima bitnu
ulogu u regulaciji mejotske homologe rekombinacije, kao i u ,,mismatch* popravci
DNK i promeni klase imunoglobulina. Kod pacijenata sa CVID, kao i IgAD, otkrivena
je asocijacija sa odredenim polimorfizmima u Msh5 genu (Sekine i sar., 2007).
Medutim, ovaj gen je lociran unutar regiona MHC Il klase kod ljudi ve¢ povezanog sa
CVID i IgAD (A1-B8-DR3 haplotip), a funkcionalne posledice tih polimorfizma nisu

potvrdene.

Nova dostignu¢a u razvoju metoda molekularne genetike omogucila su analizu
asocijacije ispitivane bolesti sa stotinama hiljada genskih varijanti rasporedenih po
¢itavom genomu. Takve studije su poznate kao studije asocijacije celokupnog genoma
(engl. Genome Wide Association Studies, GWAS). Kompanije kao $to su Affimetrix i
Illumina razvile su tehnologiju mikrocipova (engl. microarray) na kojima se moze
analizirati po jedan SNP na svakih 5 kb do ¢ak 1 kb genoma coveka, ¢ime se

ispitivanjem obuhvata 600 000 do 3 000 000 SNP-ova. Ovakve studije sprovode se na

23



Dijana Perovié¢ doktorska disertacija Uvod

velikom broju ispitanika a do rezultta se dolazi primenom visoko specifi¢nih statistickih
metoda. Zahvaljuju¢i postojanju tzv. neravnoteze vezanosti (engl. Linkage
Disequilibrium, LD), odnosno pojave da se dva alela nasleduju zajedno ¢eS¢e nego Sto
bi to bio proizvod slucajnosti, omogucéeno je genotipiziranje mnogo veceg broja SNP
nego Sto se realno tehnicki izvodi (Hindorff i sar., 2009). Osim toga, unapredene
platforme za GWAS danas mogu detektovati i varijacije u broju ponovaka (engl. Copy
Number Variations, CNV) koje se od nedavno smatraju znacajnim oblikom varijacija u
ljudskom genomu, a neke od njh su ve¢ vezane i sa odredenim bolestima (Cooper i sar.,
2008). Heterogenu prirodu CVID dodatno su potvrdile objavljene GWAS i CNV studije
koje su ukazale na nove gene i genske lokuse koji bi mogli imati ulogu u etiopatogenezi
CVID-a. Tako je u prvoj studiji tog tipa analizom koja je obuhvatila 363 pacijenta sa
CVID nadena jaka asocijacija sa genima za disintegrin i metaloproteinazu (ADAM
geni), kao i duplikacija u ORCAL (engl. Origin Recognition Complex 4L) koja je
otkrivena isklju¢ivo kod 15 CVID pacijenata (Orange i sar., 2011). Isto tako, u
skorasnjoj, do sada najvecoj genetickoj studiji sa CVID pacijenatima, koja je obuhvatila
uzorak od 778 pacijenata iz Evropskih i Severnoamerickih kohorti, analizom preko 100
hiljada SNP u specijalno dizajniranom ¢ipu za imunoloske bolesti (Immunochip,
Illumina) otkrivena je jaka veza sa CLEC16A genskim lokusom. CLEC16A kodira
protein koji je eksprimiran u dendritskim c¢elijama, NK 1 B-¢elijama, a na
eksperimentalnom modelu je pokazano da miSevi sa smanjenom funkcijom ovog gena
imaju poremecéen imunoglobulinski profil (Li i sar., 2015). Zanimljivo je da su u obe
pomenute studije potvrdili ve¢ opisanu asocijaciju CVID sa genima iz HLA lokusa na

hromozomu 6.

Na slici 1. su prikazani do sada opisanih monogenski poremecaji sa fenotipom
slicnim CVID, kao i njihova procenjena zastupljenost, pojedina¢no i u odnosu na
preostale slu¢ajeve CVID kod kojih je genetski uzrok nepoznat. U potonjoj kategoriji
sumirani su i najvazniji polimorfizmi povezani sa CVID poremecajem, odnosno

potencijalni modifikujuéi geni.
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Monogenski uzrok @I
(procenjeno 2-10%)
IKZF1
Nepoznat genetski uzrok (IKAROS) 3,21% PLCG2 2,14%]
~~ Modifikujuéi geni: IBLK o,53%|
|

PRKCD RAC2 0,53%
2,14%

TNFRSF13B(TACI), TNFRSF13C (BAFF-R), MSHS,
MSH2, MLH1, RAD50, FCGR2A, HLA-DQ-DR,
ORCAL, CLECI6A, itd. [FikaR 251%)

NFKB2 5 35%
CTLA4
6 42%

LRBA 26,74%

CD211,07%

VAV1|
0,53%

IRF2BP2
0,53%
TWEAK
0,53%

CD81 0,53%

CD20 0,53%
1L.21 0,53%

PIK3CD 26,74%
1L21R 0,53%

Slika 1. Procenjen udeo monogenskih mutacija u etiopatogenezi poremecaja sa
CVID fenotipom, bazirano na objavljenim slucajevima. Modifikovno prema ref.

(Bogaert i sar., 2016)

S obzirom na bitnu imunoregulatornu ulogu, geni za citokine su ispitivani kao dobri
kandidat geni za CVID. lako sama priroda bolesti moze biti odgovorna za izmenjenu
ekspresiju i sekreciju citokina u CVID, smatra se i da genetski polimorfizmi unutar
kodirajucih ili promotorskih regiona gena za citokine uti¢u na njihovu produkciju. U
dosadas$njim studijama, pokazano je da odredeni genotipovi/haplotipovi gena za
citokine, uklju¢ujuc¢i IFN-gama, IL-6, IL-10 i TNF, uti¢u na njihove koncentracije u
serumu. Za neke od njih (IL-10, IL-6, TNF) pokazano je da specifi¢ni polimorfizmi u
genima koji ih kodiraju mogu imati veze sa ispoljavanjem CVID fenotipa. lako velike
GWAS studije nisu otkrile asocijaciju CVID i polimorfizama u ovim genima, to ne
limitira potencijalni znacaj njihovog daljeg ispitivanja jer je moguce da se radi o
etniCkim genetskim karakteristikama ispitivanih populacija, kao 1 specificnostima

odredenog klini¢kog fenotipa heterogenih CVID poremecaja.
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1.7.2 Polimorfizam gena za TNF

Gen za TNF (TNF) u ljudskom haploidnom genomu lociran je, u jednoj kopiji na
kratkom kraku hromozoma 6, u blizini gena glavnog kompleksa tkivne podudarnosti
(engl. Major Histocompatibility Complex, MHC). Jedan od najvise ispitivanih
polimorfizama pojedina¢nih nukleotida (SNP) je polimorfizam na poziciji -308 u
promotoru TNF u kojem je doslo do substitucije G>A (rs1800629), pri ¢emu je
pokazano da genotipovi GA i AA produkuju vece kolicine TNF (Smith i Humphries,
2009). Rezai i sar. su pokazali vecu ucestalost GA genotipa u kohorti od 30 pacijenata
sa CVID u odnosu na kontrolnu grupu od 140 osoba (Rezaei i sar., 2009). Pored toga, u
jednoj ranijoj studiji autori su pronasli vezu izmedu TNF +488 A alela i granulomatozne
forme CVID (Mullighan i sar., 1997), $to je i potvrdeno i na uzorku CVID pacijenata sa

granulomatoznom boles¢u iz francuske DEFI grupe (Boutboul i sar., 2016).
1.7.3 Polimorfizmi gena za IL-10

Gen IL10 je mapiran na hromozomu 1g31-32 i ima 5 egzona. Najvise ispitivani
polimorfizmi su u promotorskom regionu gena, a medu njima su i 1L10 G/A-1082
(rs1800896) i C/T-819 (rs1800871) (Smith i Humphries, 2009). Rezai i sar. su u veé
pomenutoj kohorti pokazali da postoji znacajno veca zastupljenost genotipa GA u
okviru polimorfizma -1082 u grupi pacijenata sa CVID u odnosu na zdrave osobe
(Rezaei i sar., 2010). Oni su takode ispitivali haplotipove za tri polimorfizma u
promotoru IL10 za koje se smatra da su u neravnotezi vezanosti (LD), §to su pomenuti
IL10 G/A -1082 (rs1800896), IL10 C/T -819 (rs1800871), kao i 1L10 A/C-592
(rs1800872). Haplotip ATA, udruzen sa snizenom produkcijom IL-10, prethodno je
povezan sa granulomatoznom formom CVID, kao i TNF +488 A alel sa kojim je ta
asocijacija jo§ veca (Mullighan i sar., 1999), ali Rezai i sar. nisu potvrdili taj nalaz u

njihovoj populaciji (Rezaei i sar., 2010).
1.7.4 Polimorfizam gena za IL-6

Gen IL6 je smeSten na 7p15.3 i sadrzi 6 egzona. U jednoj studiji je utvrdeno da se
genotip CC u okviru na poziciji -174 u genu za IL-6 znacajno cCeSée javlja kod

pacijenata sa CVID u odnosu na grupu zdravih ispitanika (Rezaei i sar., 2009).
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Genotipovi GG i GC produkuju vec¢e koli¢ine 1L-6 dok genotip CC produkuje manju
koli¢inu IL-6 (Morse i sar., 1999).

1.7.5 Polimorfizam gena za IFN-gama

Gen za IFN-gama, IFNG, je smeSten na 12q24.1 i sadrzi 4 egzona (Ruiz-Linares,
1993). Nekoliko polimorfizama je privuklo paznju u studijama asocijacije
polimorfizama i bolesti, a medu njima je i polimorfizam +874 A>T u okviru introna 1
za koji se smatra da utice na ekspresiju IFN-gama. Pokazano je da je TT genotip
udruZen sa visokom produkcijom IFN-gama, genotip TA sa srednjom, dok je genotip
AA udruzen sa niskom produkcijom tog citokina (Pravica i sar., 2000). Uloga ovog

polimorfizma, koliko znamo, jos§ nije ispitivana kod CVID pacijenata.
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Ciljevi istrazivanja su sledeci:

1. Odrediti distribuciju alela i genotipova polimorfizama TNF, IL10, IL6 i IFNG u
grupi pacijenata sa CVID kao i za IL10 i IL6 kod zdravih osoba u Srbiji za koje do
sada ne postoje podaci.

2. Ustanoviti da li je neki od polimorfizama ovih gena, koji nastaju usled izmene
pojedinacnih nukleotida, faktor rizika za nastanak CVID ili da li uti¢e na klinicke
manifestacije ove bolesti.

3. Proceniti da li se distribucije ispitivanih polimorfizama kod pacijenata sa CVID u
ovoj studiji razlikuju u odnosu na studije u kojima su ovi polimorfizmi ispitivani u
drugim populacijama pacijenata sa CVID.

4. Ustanoviti da li postoji korelacija odredenog genotipa CVID pacijenata sa
smanjenom ili poveéanom produkcijom odredenog citokina na osnovu izmerenih
koncentracija TNF, IL-10, IL-6 i IFN-gama u supernatantu nakon stimulacije

mononuklearnih ¢elija periferne Krvi poliklonskim aktivatorima.
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Studija preseka je sprovedena na Klinici za alergologiju i imunologiju Klini¢kog
centra Srbije (KCS), analiza genskih polimorfizama i enzimski imunotestovi su uradeni u
imunoloskoj laboratoriji Instituta za mikrobiologiju i imunologiju Medicinskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu. Dalja obrada podataka i statisticka analiza uradeni su na
Institutu za humanu genetiku Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Studija je
planirana u skladu sa etickim standardima datim u Helsinskoj deklaraciji (revidirana
verzija iz 1983. godine) i u skladu sa pravilima Etickog komiteta Klinickog centra
Srbije i Etickog komiteta Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu (Odluka br.
29/111-4).

3.1 Ispitanici

U studiju su ukljuceni svi odrasli pacijenti sa CVID, ispitivani i leCeni u Klinici
za alergologiju i imunologiju KCS tokom 2015. godine, koji su dali pristanak za ucesce
u studiji. Jedini kriterijum za iskljuéenje iz studije bio je neprihvatanje pacijenta da

ucestvuje u njoj. Uzorak krvi je sakupljen od 35 pacijenata.
3.1.1 Kriterijumi za postavljanje dijagnoze i podela na klini¢ke fenotipove

U cilju klini¢ke obrade pacijenata koris¢eni su podaci dobijeni prilikom rutinske
dijagnostike u skladu sa protokolom za sve pacijente sa CVID na Klinici za alergologiju
i imunologiju KCS. Kod svih pacijenata dijagnoza je postavljena na osnovu kriterijuma
definisanih od strane Evropskog drustva za imunodeficijencije (ESID) iz 1999. godine
(Conley i sar., 1999), imajuéi u vidu i najnoviju, radnu, verziju istih kriterijuma iz 2015.
godine (ESID, 2015).

Za svakog pacijenta su prikupljene sledece karakteristike: pol, starost pri
pocetku simptoma, vreme postavljanja dijagnoze, koncentracije imunoglobulina G, A i

M na pocetku bolesti, kao i klinicki komorbiditeti, odnosno komplikacije bolesti.

U cilju korelacije odredenih klini¢kih manifestacija sa ispitivanim genskim
polimorfizmima pacijenti su podeljeni u definisane klinicke fenotipove: 1. pacijenti koji
imaju infekcije i najées¢e komplikacije respiratornih infekcija (bronhiektazije, hroni¢nu
obstruktivnu bolest plu¢a) 2. pacijenti koji osim infekcija razvijaju i autoimunske bolesti

(autoimunska citopenija, atrofi¢ni gastritis, vitiligo, autoimunski tiroiditis, enteropatija
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sli¢na celijakiji, kolitis) i 3. pacijenti koji razvijaju limfoproliferaciju (splenomegalija,
limfadenopatija, limfoidna nodularna hiperplazija) sa ili bez neinfektivnih granuloma.
Da bi se omogucila preciznija i validnija korelacija genotip — fenotip, prvu grupu
pacijenata su Cinili pacijenti sa bronhiektazijama, verifikovanim kompjuterizovanom
tomografijom grudnog kosa i/ili bronhoskopijom. Trec¢u grupu su cCinili pacijenti sa
splenomegalijom, kao nedvosmislenim klinickim entitetom u  podgrupi
limfoproliferativnog fenotipa, koja je dokazana ultrasonografski (longitudinalni
dijametar preko 11 mm). Dijagnoza autoimunskih bolesti je potvrdena standardnim
klinickim 1 laboratorijskim parametrima koji su predvideni dijagnostickim kriterijumima

za svaku pojedina¢nu autoimunsku bolest.
3.2 Zdrave kontrole

Kontrolnu grupu za odredivanje ucestalosti alela IL10 i IL6 ¢inili su 250
dobrovoljnih davalaca krvi ¢ija je krv uzeta u Institutu za transfuziju krvi Srbije, dok su
za TNF i IFNG koris¢eni prethodno objavljeni podaci za zdrave osobe u Srbiji (Popadic
i sar., 2015). Kontrolnu grupu za odredivanje koncentracije TNF, IL-10, IL-6 i IFN-
gama u supernatantu nakon stimulacije mononuklearnih ¢elija periferne Krvi

poliklonskim aktivatorima (forbol-miristilacetat i jonomicin) ¢inilo je 35 zdravih osoba.
3.3 Uzimanje uzoraka krvi od ispitanika

Za odredivanje genskih polimorfizama i ispitivanje produkcije citokina, svim
ispitanicima je u Klinici za alergologiju i imunologiju KCS venepunkcijom uzeto 10 ml
periferne krvi u odgovarajuce vacutainer epruvete (Becton Dickinson, Franklin Lakes,
NJ, SAD) sa EDTA kao antikoagulansom. Uzorci su uzimani pred davanje
supstitucione terapije intravenskim imunoglobulinima (IVIG) koju pacijenti dobijaju
jednom mese¢no. Uzorci krvi su ¢uvani na 4°C i transportovani unutar 2 Sata do
Laboratorije za imunologiju Instituta za Mikrobiologiju i imunologiju Medicinskog
fakulteta u Beogradu gde su dalje obradivani, i gde je izolovana i ¢uvana genomska
DNK. Ve¢i deo uzorka periferne krvi (oko 9,5 ml) koris¢en je za izdvajanje

mononuklearnih ¢elija, dok je ostatak iskoriS¢en za izolaciju DNK.
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3.4 Metode molekularne genetike

U ovom radu molekularno-geneticko ispitivanje obuhvata izolaciju ukupne
genomske DNK i analizu polimorfizama gena za TNF, IL-10, IL-6 i IFN-gama
primenom PCR-a u realnom vremenu standardizovanim TagMan SNP esejom za

genotipizaciju.
3.4.1 lzolacija DNK

Za izolaciju DNK iz krvi ispitanika koris¢en je GenelJet Genomic DNA
Purification Kit (Fermentas, Vilnius, Litvanija) prema uputstvu proizvodaca. Pre
pocetka izolacije, puferima za ispiranje (engl. Wash buffer, WB) WB | i WB Il dodata
je propisana koli¢ina 100% etanola (Zorka, Sabac, Srbija). Ukratko, krv u vacutainer
epruvetama je promesana okretanjem epruvete gore-dole osam puta nakon cega je iz
svake uzimano po 200 ul krvi i prenoseno u obelezene ependorf epruvete zapremine 1,5
ml (Sarsted, Niimbrecht, SR Nemacka). Zatim je svakom uzorku dodavano po 400 pl
rastvora za liziranje 1 20 pl proteinaze K. Nakon toga, svi uzorci su kratko i energi¢no
izmeSani na orbitalnoj mesalici (vorteksu) 1 inkubirani 10 minuta u vodenom kupatilu na
56°C uz povremeno mesanje (2-3 puta) okretanjem epruveta gore-dole. U svaki uzorak
je potom dodavano po 200 pl 96% etanola (Zorka, Sabac, Srbija), a zatim je smesa
energi¢no meSana. Nakon toga, sav sadrzaj je prebacivan u prethodno obelezene
kolonice koje su bile ubacene u ependorf epruvete od 2 ml sa odse¢enim poklopcem
(Sarsted, Niimbrecht, SR Nemacka). SadrZaj kolonica je potom centrifugiran 1 minut na
6000g nakon ¢ega su kolonice sa vezanom DNK prebacivane u kivete za otpad koje su
sastavni deo Genelet Genomic DNA Purification kompleta. DNK vezane za matriks
kolona su ispirane dodavanjem po 500 pl WB | i centrifugiranjem kolona u trajanju od 1
minut na 8000g. Sadrzaj kiveti za otpad je zatim odlivan, a u kolone je dodavano po 500
ul WB 11. Nakon toga, kolone su centrifugirane 3 minuta na 14 000g, a ukoliko bi u
njima ostalo jo§ te¢nosti, centrifugiranje je ponavljano jo§ 1 minut na istoj brzini nakon
praznjenja kiveti za otpad. Kolone sa vezanom DNK su prebacivane u nove obeleZene
Eppendorf Safe Lock epruvete od 1,5 ml (Eppendorf, Hamburg, SR Nemacka) i
pristupalo se izdvajanju DNK vezane za matriks kolone na slede¢i nacin: u svaku

kolonu je dodavano 200 pl pufera za rastvaranje DNK, zatim su kolone inkubirane 2
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minuta na sobnoj temperaturi i centrifugirane 1 minut na 8000g. 1zolovanim DNK je

zatim spektrofotometrijski odredivana koncentracija i ¢istoca.
3.4.2 Odredivanje koncentracije i Cisto¢e izolovane DNK

Uzorak od 8 ul izolovane DNK nanoSen je u mikrokivetu Gene Quant Pro
Calculatora (LKB Pharmacia, Uppsala, Svedska), a zatim su o¢itavane vrednosti
apsorbancije na 230, 260, 280 i 320 nm. Vrednosti koli¢nika apsorbancija na 260 nm i
280 nm (260/280) izmedu 1,65 1 1,85 kao i vrednosti 260/230 > 1,2 bile su prihvatljive.
U suprotnom, ponavljana je izolacija DNK iz uzorka krvi. 1zolovane DNK su po pravilu
bile koncentracije od oko 20 ng/ul. 1z izolovane DNK uzimani su uzorci od 500 ng i
dopunjavani vodom do zapremine od 125 pl ¢ime su dobijana razblazenja od 4 ng/ul

koja su koris¢ena za odredivanje polimorfizama. Ostatak DNK je ¢uvan na -20°C.

3.4.3 Detekcija i analiza polimorfizama gena reakcijom lanéanog umnozavanja

(PCR) u realnom vremenu (engl. Real-time PCR)

Jedna od metoda za detekciju SNP-ova jeste i PCR u realnom vremenu sa
primenom TagMan eseja. PCR u realnom vremenu (kvantitativni PCR) predstavlja
modifikaciju konvencionalnog PCR-a gde se dinamika amplifikacije meri u realnom
vremenu nakon svakog PCR ciklusa. U PCR reakciji koriste se, pored prajmera, i alel
specificne oligonukleotidne probe koje su na 5° kraju obelezene razliitim
fluorescentnim bojama (reporter boje npr. VIC, FAM) dok se na njihovom 3° kraju
nalazi prigusivac (quencher) koji blokira emisiju fluorescencije. Tokom PCR reakcije u
fazi vezivanja prajmera po principu komplementarnosti se za ciljnu sekvencu DNK
vezuje i jedna od proba. Nakon toga, u fazi kada Taq polimeraza dodaje nove nukleotide
dolazi do uklanjanja probe 5°-3° egzonukleaznom aktivno$¢u enzima. Kako se najpre
odvaja 5’ nukleotid sa reporterom, usled njegovog udaljavanja od prigusivaca boja
pocinje da fluorescira, S§to aparat registruje. 1z ciklusa u ciklus raste intenzitet
fluorescencije, Sto omogucava da se u realnom vremenu prati dinamika PCR reakcije.
Na kraju PCR reakcije detektovano znacajno povecanje fluorescencije samo jedne od
boja ukazuje na homozigotno stanje za dati alel, dok povecanje fluorescencije obe boje

ukazuje na heterozigotno stanje. Prednost ove metode lezi u ¢injenici da se celokupna
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analiza obavlja u jednoj tubi tokom jedne PCR reakcije bez potrebe za daljom obradom

uzorka.

Za detekciju i1 analizu polimorfizama gena TNF, IL10, IL6 u genomu pacijenata
sa CVID primenjena je TagMan metoda koriS¢enjem komercijalno dostupnih smes$a
oligonukleotida i to za TNF rs1800629 (#C__ 7514879 10), IL10 rs1800896 i
rs1800871  (#C__ 1747360 10 i C__ 1747362_10) i IL6 rs1800795
(#C__1839697_20), (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD). Amplifikacija
fragmenata DNK Real-time PCR metodom vrSena je pomocu navedenih smeSa
komercijalnih oligonukleotida 1 Maxima™ Probe qPCR 2X Master Mix, (Fermentas,
Vilnius, Litvanija) uzimajuéi u obzir preporuke proizvodaca reagenasa. Ukratko,
amplifikacija je vrSena u optickim plo¢ama za PCR, formata 8 x 12 bunarcica (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD), u koje su sipane reakcione smeSe od 5 pl 2 x
Real Master Mix Probe (Fermentas, Vilnius, Litvanija), 0,25 pl komercijalne smese
oligonukleotida za detekciju navedenih polimorfizama i 4,75 pl ispitivanog DNK
uzorka (4 ng/ul). Plo¢e su zatim zatvarane lepljenjem optickog filma (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, SAD), kratko centrifugirane na 1500g i smeStane u termoblok
Realplexz PCR masine (Eppendorf, Hamburg, SR Nemacka). Ploce su pre amplifikacije
inkubirane u termobloku 4 minuta na 95°C da bi se aktivirala DNK polimeraza.
Temperaturni profil amplifikacije je bio 95°C 15 sec — 60°C 1 minut sa 39 ponavljanja.
Merenje fluorescencije u svakom ciklusu vrseno je na 60°C. Po zavrSetku amplifikacije
odredivani su aleli pomocu Realplex 2.0 softvera uz ru¢no podeSavanje linije praga

detekcije.

Za polimorfizam IFNG (-874 T/A; rs2430561), s obzirom da nisu postojali
komercijalno dostupni oligonukleotidi, koris¢ena je smeSa oligonukleotida koja je
posebno dizajnirana uz optimizovanje uslova za amplifikaciju i razlikovanje alela po
protokolu koji je prethodno opisan u Popadi¢ D. i autori (600 nM F / 600 nM R / 250
nM A TagMan proba / 400 nM T TagMan proba, finalne koncentracije). Temperaturni
profil amplifikacije je bio 95°C 15 sec — 55°C 1 minut — 68°C 20 sekundi sa 39
ponavljanja. Merenje fluorescencije u svakom ciklusu vr$eno je na 68°C (Popadic i sar.,
2012). Po zavrsetku amplifikacije odredivani su aleli pomocu Realplex 2.0 softvera uz

ru¢no podeSavanje linije praga detekcije.
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Polimorfizmi IL10, IL6 kod zdravih kontrola su odredeni u kolekeiji 250 DNK
dobrovoljnih davalaca krvi koja postoji u Laboratoriji za imunologiju Instituta za

mikrobiologiju i imunologiju.

3.5 Invitro ispitivanja

3.5.1 Celijska kultura

U istrazivanju su koris¢ene mononuklearne ¢elije dobijene iz periferne krvi (engl.
Peripheral Blood Mononuclear Cell, PBMC) pacijenata i zdravih kontrola. Puna krv je
razblazena u odnosu 1:1 sa RPMI 1640 medijumom (Sigma-Aldrich, Minhen,
Nemacka), nakon Cega je naneta na 15 ml LSM 1077 gradijenta (Sigma-Aldrich,
Minhen, Nemacka) i centrifugirana 30 minuta na 1000xg na sobnoj temperaturi bez
koc¢nica. Gornji sloj plazme je uklonjen i PBMC iz interfaznog sloja su pazljivo
sakupljane, resuspendovane u RPMI 1640 medijumu i isprane od gradijenta
centrifugiranjem 10 minuta na 800%g, a zatim jo$ 2 puta centrifugiranjem po 10 min. na
400xg. Celijska kultura humanih PBMC je kultivisana na 37°C u atmosferi obogaéenoj
CO; u odgovarajuéem medijumu (RPMI 1640 puferovan HEPES-om), uz dodavanje
govedeg fetalnog seruma (engl. Fetal Bovine Serum, FBS), u koncentraciji od 10% i
rastvora antibiotika i antimikotika (1%) (Sigma-Aldrich, Minhen, Nemacka). Celije u
kulturi su stimulisane 24h forbol 12-miristat 13-acetatom (PMA) (Sigma-Aldrich,
Minhen, Nemacka) (20ng/ml) i jonomicinom (Sigma-Aldrich, Minhen, Nemacka) (500
ng/ml). Za potrebe eksperimenata celije su kultivisane u plo¢ama sa 24 bunara sa

ravnim dnom (Sarstedt, Nimbrecht, Nemacka) radi merenja koncentracija citokina.
3.5.2 Odredivanje koncentracija citokina

Ispitivanje produkcije citokina (IFN-gama, IL-6, TNF, IL-10) u supernatantu
nakon 24h stimulacije sa PMA i jonomicinom ¢elija u kulturi obavljeno je enzimskim
imunotestom (engl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, (ELISA). Za ispitivanje
produkcije citokina IFN-gama, IL-6 i TNF Kkoris¢eni su komercijalno dostupni setovi
regenasa (eBioscience, San Diego, CA, SAD), odnosno za IL-10 (R&D Systems,
Abingdon, V. Britanija) prema uputstvu proizvodaca i polistirenske ploce za
mikrotitraciju sa 96 bunarci¢a MaxiSorp (Nunc, Roskilde, Danska). Protokol se sastojao

iz sledecih faza: oblaganje ploce sa primarnim antitelom (100 puL/bazenci¢, preko noci
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na 4°C), ispiranje (5 puta), blokiranje sa albuminom iz govedeg seruma (200
uL/bazenci¢, 1 h na sobnoj temperaturi), ispiranje (5 puta), inkubacija uzoraka (100
ul/bazenci¢, 2 h na sobnoj temperaturi), ispiranje (5 puta), inkubacija sa sekundarnim
antitelom obelezenim biotinom (100 pl/bazenci¢, 1 h na sobnoj temperaturi), ispiranje
(5 puta), inkubacija sa avidin-enzimskim kompleksom sa peroksidazom rena kao
enzimom (100 pl/bazenci¢, 30 minuta na sobnoj temperaturi), ispiranje (5 puta),
inkubacija sa supstratom (tetrametilbenzidin) (100 pl/bazenci¢, do 30 minuta na sobnoj
temperaturi u mraku), zaustavljanje reakcije sa jednomolarnom (1M) H,SO, (Merck,
Darmstadt, Nemacka) i ocitavanje apsorbancije pomocéu spektrofotometra (Tecan,
Grodig, Austrija) kori§¢enjem filtra za 450 i 570 nm. Finalna absorbancija je dobijena

oduzimanjem izmerenih absorbancija na pomenutim talasnim duzinama.

Svaki uzorak je raden u duplikatu. Koli¢ina citokina (u pg/ml) odredivana je
koriséenjem standradne krive dobijene na osnovu vrednosti apsorbance za odgovarajuci
humani rekombinantni citokin (pripremljen od proizvodaca odgovarajuceg kompleta za
ELISA-u) pri ¢emu su napravljena dvostruka serijska razblazenja. Kao negativna
kontrola (0 pg/ml citokina) kori§¢ena je vrednost apsorbance pufera za razblaZivanje.
Kao prag za detekciju je uzeta najniZza koncentracija standarda za koju je srednja
apsobanca -2SD bila veca nego srednja apsorbanca negativne kontrole +2SD. Prag za
detekciju je bio: TNF (4 pg/ml), IFN-gama (4 pg/ml), IL-6 (3 pg/ml) i IL-10 (4 pg/ml).
Rezultati merenja nivoa citokina su prikazani po grupama kao medijana sa

interkvartilnim opsegom.
3.6 Statisti¢ka analiza

Statisticka analiza je uradena koris¢enjem standardnih metoda deskriptivne
statistike. Za numericka obelezja koris¢ena je aritmeticka sredina i standardna
devijacija, odnosno medijana i interkvartilni opseg. Za testiranje razlike izmedu dve
grupe podataka, u zavisnosti od prisustva normalne raspodele, koriséen je Studentov T-
test odnosno Man-Vitnijev test, a za vise od dve grupe podataka jednofaktorska analiza
varijanse ili Kruskal-Volisov test. Za utvrdivanje razlike u frekvenciji i distribuciji alela
I genotipova razli¢itih polimorfizama i karakteristika bolesti u ispitivanim grupama,
primenjen je Pirsonov x* test ili Fisher-ov test tagne verovatnoce. Hardy-Weinberg

ravnoteza (engl. Hardy-Weinberg Equilibrium, HWE) je ispitivana posebno za pacijente
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i kontrole, kao i za obe grupe ispitanika zajedno. U svim testovima vrednosti
verovatnoce (p vrednosti) manje od 0,05 smatrane se znacajnim, a manje od 0,01 visoko
znacajnim. Za statisticku analizu podatka i pravljenje grafika su koris¢eni IBM SPSS
Statistics v.20 (IBM Corp., Armonk, NY, SAD) i GraphPad Prism (GraphPad Software
Inc, verzija 6, La Jolla, CA, SAD).
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4.1 Klini¢ke karakteristike pacijenata sa CVID

Ispitivanje je obuhvatilo 35 odraslih CVID pacijenata lecenih i ispitivanih na
Klinici za alergologiju i imunologiju KCS. Demografske i klinicke karakteristike
pacijenata sumirane su u tabeli 3. Distribucija muskog i Zenskog pola bila je gotovo
jednaka (51,4% prema 48,6%). Starost pacijenata u vreme ukljucenja u studiju izraZzena
je u godinama, pri ¢emu je srednja vrednost iznosila 45 godina, uz opseg od 18 godina,
Sto je bila minimalna vrednost, do maksimalne vrednosti od 69 godina. Prosec¢an uzrast

u vreme pocetka bolesti bio je 27 godina, uz veliki opseg od 2 do 57 godina.

Tabela 3. Demografski i klinicki parametri pacijenata sa CVID

Pacijenti Godine
Starost 45 (18-69)
Vreme pocetka bolesti 27 (2-57)
Broj pacijenata (%)
Pol
Muski 18 (51,4)
Zenski 17 (48,6)
Rekurentne infekcije
Gornji respiratorni trakt 19 (54,3)
Donji respiratorni trakt 26 (74,3)
Gastrointestinalni trakt 5(14,3)
Urinarni trakt 1(2,8)
Sepsa 1(2,8)
Klinicki fenotipovi
Autoimunske bolesti 9 (25,7)
AlHA 3(8,6)
ITP 2(5,7)
Tireoiditis 3(8,6)
Sistemski vitiligo 1(2,8)
Splenomegalija 19 (54,3)
Bronhiektazije 12 (34,3)
Granulomi 2(5,7)

AIHA, autoimunska hemoliticka anemija; ITP, idiopatska trombocitopenijska purpura

Svi pacijenti su imali ponavljane infekcije kao jednu od prvih manifestacija
bolesti. Najucestalije su bile infekcije donjeg i gornjeg respiratornog trakta (74,3% i
54,3%, respektivno), pri ¢emu je bronhiektazije razvila priblizno tre¢ina pacijenata

(34,3%). Autoimunske bolesti su dijagnostikovane kod 9 (25,7%) i u toj grupi su
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najcesce citopenije (14,3%). Splenomegalija je zabelezena kod 19 pacijenata, Sto je
viSe od polovine ukupnog broja, dok su granulomi registrovani kod samo 2 pacijenta

(5,7%), stoga taj klinicki entitet nije uzet za posebnu genotipsko-fenotipsku korelaciju.

4.2 Molekularno geneti¢ka analiza

Kod 35 pacijenata sa CVID i 250 zdravih osoba iz kontrolne grupe odredena je
distribucija alela i genotipova za polimorfizme 1L10 rs1800896 i rs1800871, kao i IL6
rs1800795, dok su IFNG rs2430561, i TNF rs1800629 ispitivani samo kod pacijenata
sa CVID.

4.2.1 Ispitivanje polimorfizma TNF (rs1800629) kod pacijenata sa CVID

Ispitivanje rs1800629 polimorfizma u promotoru gena za TNF kod pacijenata sa
CVID vrseno je TagMan PCR metodom pomoc¢u komercijalnih oligonukleotida. Podaci
za kontrolnu grupu koja ukljucuje 259 zdravih davaoca krvi iz Srbije preuzeti su iz
literature (Popadic, 2014). Rezultati distribucije alela i genotipova, kao i statisti¢ke

analize, prikazani su u tabeli 4.

Tabela 4. Aleli i genotipovi rs1800629 polimorfizma gena za TNF kod kontrola i

pacijenata

Gen za citokin (SNP)

Aleli/genotipovi Kontrole Pacijenti p 0S (95%IP)
TNF (rs1800629)
G 454 (0,88) 53(0,76)  0,006% 0,44 (0,24-0,80)
A 64 (0,12) 17 (0,24) 0,006 2,27 (1,24-4,17)
GG 196 (0,76) 20(0,57)  0,019% 0,43 (0,21-0,89)
GA 62 (0,24) 13(0,37) 0,092 1,88 (0,89-3,95)
AA 1 (0,004) 2(0,068) 0,038t 15,64 (1,38-177,20)

0S, odnos 3ansi, IP, interval poverenja, tp vrednost <0.05

Analizom rezultata utvrdeno je da je frekvencija TNF A alela bila znacajno visa
kod pacijenata sa CVID nego kod kontrola (p=0,006) uz izratunat odnos 3ansi (OS)
2,27 u okviru intervala poverenja 95% (95%IP) od 1,24 do 4,17. Zastupljenost AA
genotipa se takode znacajno razlikovala u grupi pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu
(p=0,038; 0S=15,64, 95%IP 1,38-177,20), dok je frekvencija GG genotipa bila
zna&ajno visa kod zdravih kontrola (p=0,019; 0S5=0,43, 95%IP=0,21-0,89).
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U cilju testiranja da li distribucija genotipova odgovara distribuciji alela koji su
odredeni za ispitanike u ovom istrazivanju izracunato je da li se dobijeni rezultati

ucestalosti genotipova nalaze u Hardy-Weinberg ravnotezi, i to je prikazano u tabeli 5.

Tabela 5. Testiranje distribucije genotipova rs1800629 polimorfizma gena za TNF u

odnosu na Hardy-Weinberg ravnotezu.

TNF rs1800629 Kontrole CVID Ukupno
GG 196 20 216
Genotipovi GA 62 13 75
AA 1 2 3
Ukupno 259 35 294
HWE* X?=2,87 X?= 0,035 X*= 1,60

*Hardy-Weinberg ekvilibrijum, nivo znacajnosti, p>0,05.

Dalja analiza povezanosti alela i genotipova medu pacijentima sa pojedinim
klinickim fenotipovima (bronhiektazije, splenomegalija, autoimunske bolesti) dala je

rezultate prikazane u tabelama 6 7.

Tabela 6. Aleli i genotipovi rs1800629 polimorfizma gena za TNF klasifikovani prema

klinickom fenotipu

Citokin gen (SNP) Bronhiektazije Splenomegalija Autoimunske bolesti
Aleli/genotipovi ne da ne da ne da
TNF (rs1800629)
G 34 (0,74) 19(0,79) 26(0,81) 27(0,71) 38(0,73) 15(0,83)
A 12 (0,26) 5(0,21) 6(0,19) 11(0,29) 14(0,27) 3(0,17)
GG 13(0,56) 7(0,58) 11(0,69) 9(0,47) 14(0,54) 6 (0,67)
GA 8(0,35) 5(0,42) 4(0,25) 9(047) 10(0,38) 3(0,33)
AA 2(0,09) 0(0,000 1(0,06) 1(0,06) 2 (0,08) 0 (0,00)
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Tabela 7. Statisticka analiza distribucije alela i genotipova TNF rs1800629 prema

klinickom fenotipu

Citokin gen (SNP) Bronhiektazije Splenomegalija Autoimunske bolesti

Aleli/genotipovi . . .

p (0N} p (0] p 0S

TNF (rs1800629)
G 0,624 1,34(0,41-4,38) 0,322 0,57 (0,18-1,75) 0,528 1,84 (0,46-7,34)
A 0,624 0,74 (0,23-2,44) 0,322 1,76 (0,57-5,47) 0,528 0,54 (0,14-2,16)
GG 0,923 1,08 (0,26-4,42) 0,203 0,41 (0,10-1,64) 0,700 1,71 (0,35-8,37)
GA 0,690 1,34(0,32-5,61) 0,173 2,70(0,64-11,47) 1,000 0,80 (0,16-3,94)
AA 0,536 NP 0,900 0,83(0,05-14,48) 1,000 NP

0S, odnos $ansi uz 95% interval poverenja, NP, nije primenjivo

Korelacijom genotipova rs1800629 u TNF genu sa pojedinim kliniCkim

fenotipovima nije dobijena statisti¢ka znacajnost.

4.2.2 Ispitivanje polimorfizama IL10 (rs1800896, rs1800871 i rs1800872 ) kod

kontrola i pacijenata sa CVID

U okviru promotora gena za IL-10 ispitana su dva polimorfizma, I1L10
(rs1800896) i IL10 (rs1800871) koris¢enjem komercijalnih oligonukleotidnih proba
TagMan PCR metodom. Genotipovi za tre¢i polimorfizam u okviru istog regiona gena
IL10 (1800872) izvedeni su iz SNP rs1800871 jer je ustanovljeno da su ova dva SNP u

potpunoj neravnotezi vezanosti kod belaca (Turner i sar., 1997).

Rezultati distribucije alela i genotipova za sva tri ispitivana polimorfzma u
okviru IL10 gena prikazani su u tabeli 8. Analizom rezultata moZe se zakljuciti da nije
nadena statisticki znacajna razlika u distribuciji alela i genotipova za ispitivane 1L10

polimorfizme izmedu pacijenata sa CVID 1 kontrolne grupe.
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Tabela 8. Aleli i genotipovi rs1800896, rs1800871 i rs1800872 polimorfizama gena za
IL-10 kod kontrola i pacijenata

Gen za citokin (SNP)

Aleli/genotipovi Kontrole Pacijenti p 0S (95%IP)
IL10 (rs1800896)
A 294 (0,59) 42 (060) 0,841 1,05 (0,63-1,75)
G 206 (0,41) 28(0,40) 0,841 0,95 (0,57-1,58)
AA 88 (0,35) 13(0,37) 0,823 1,09 (0,52-2,26)
GA 118 (0,47) 16 (0,46) 0,862 0,94 (0,46-1,92)
GG 44 (0,18) 6(0,17) 1,000 0,97 (0,38-2,47)
IL10 (rs1800871)
C 370 (0,74) 54(0,77) 0,571 1,18 (0,65-2,14)
T 130 (0,26) 16 (0,23) 0,571 0,84 (0,47-1,52)
cc 137 (0,54) 19(0,54) 1,000 0,98 (0,48-1,99)
cT 96 (0,39) 16 (0,46) 0,406 1,35 (0,66-2,75)
TT 17 (0,07) 0(0,00) 0,144 NA
IL10 (rs1800872)
C 370 (0,74) 54(0,77) 0,571 1,18 (0,65-2,14)
A 130 (0,26) 16 (0,23) 0,571 0,84 (0,47-1,52)
cc 137 (0,55) 19(0,54) 1,000 0,98 (0,48-1,99)
CA 96 (0,38) 16 (0,46) 0,406 1,35 (0,66-2,75)
AA 17 (0,07) 0(0,000 0,144 NA

0S, odnos Sansi, IP, interval poverenja, NP, nije primenjivo

U cilju testiranja da li distribucija genotipova odgovara distribuciji alela koji su

odredivani za ispitanike u ovom istrazivanju, izracunato je da li se dobijeni rezultati

ucestalosti genotipova nalaze u Hardy-Weinberg ravnotezi (Tabele 9 i 10).

Tabela 9. Testiranje distribucije genotipa rs1800896 polimorfizma gena za IL-10 u

odnosu na Hardy-Weinberg ravnotezu.

IL10 (rs1800896) Kontrole CVID Ukupno
AA 88 13 101

Genotipovi GA 118 16 133
GG 44 6 51

Ukupno 250 35

HWE* X?=0,31 X?=0,08 X*= 0,39

*Hardy-Weinberg ekvilibrijum, nivo zna¢ajnosti; p>0,05.
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Tabela 10. Testiranje distribucije genotipa rs1800871 polimorfizma gena za IL-10 u

odnosu na Hardy-Weinberg ravnotezu.

IL10 rs1800871) Kontrole CVID Ukupno
cC 136 19 155

Genotipovi CT 97 16 133
TT 17 0 17

Ukupno 250 35

HWE* X?=0,00 X?=3,07 X?=2,85

*Hardy-Weinberg ekvilibrijum, nivo znac¢ajnosti; p>0,05.

Dobijeni rezultati pokazuju da su distribucije genotipova rs1800896 i rs1800871
polimorfizma gena za IL10 bile u Hardy-Weinberg ravnotezi, p>0,05.

Raspodela alela u populaciji zdravih osoba iz Srbije uporedena je sa podacima
za druge populacione grupe da bi se utvrdilo da li postoje razlike izmedu frekvencija G i
A alela rs1800896 polimorfizma gena za IL-10 izmedu kontrola iz Srbije i zdravih

osoba sa drugih geografskih podru¢ja. Ovi rezultati su prikazani u tabeli 11.

Tabela 11. rs1800896 polimorfizam gena za IL-10 kod zdravih osoba u razli¢itim

populacijama.

Referenca Populacija Broj Metod Aalel (%) G alel (%) p
(Perovi¢ i sar., u Stampi)  Srbija 250 TagMan 58,6 41,4 NP
(Fialho i sar., 2009) Portugalija 117 PCR-SSP 65,4 34,6 0,399
(Khabour i Barnawi, 2010) Jordan 118 RFLP 68,2 31,8 0,158
(Uboldi de Capeiisar., i 140 PCR-SSP 610 390 0,729
2003)

(Seifart i sar., 2005) Nemacka 243  RFLP 59,0 41,0 1,000
(Guarnizo-Zuccardi i sar., Kolumbija 102  PCR-SSP 71,0 29,0 0,066
2007)

NP, nije primenjivo

Kao §to je prikazano u tabeli 11, nije ustanovljena statisticki znaCajna razlika u
frekvencijama alela rs1800896 polimorfizma IL10 izmedu populacije Srbije i populacija

Portugalije, Jordana, Italije, Nemacke i Kolumbije.
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Tabela 12. rs1800871 polimorfizam gena za IL-10 kod zdravih osoba u razli¢itim

populacijama.

Referenca Populacija Broj Metod C alel (%) T alel (%) p
(Perovi¢ i sar., u Stampi)  Srbija 250 TagMan 74,0 26,0 NP
(Leei sar., 2010) Tajvan 148 RFLP 26,5 73,5 <0.0001
(Uboldi de Capei i sar., Italija 140 PCR-SSP 72,0 28,0 0,752
2003)

(Seifart i sar., 2005) Nemacka 243 RFLP 76,0 24,0 0,740
(Guarnizo-Zuccardi i Kolumbija 102 PCR-SSP 72,0 28,0 0,752
sar., 2007)

NP, nije primenjivo

Kada je re¢ o drugom ispitivanom IL10 polimorfizmu, rs1800871, nadena je
visoko statisticki znacajna razlika u frekvencijama alela izmedu populacija Srbije i
Tajvana, dok je distribucija alela ovog polimorfizma u nasoj populaciji slicna sa
distribucijama populacija Italije, Nemacke i Kolumbije. Rezultati su sumirani u tabeli
12.

U cilju odredivanja haplotipova za IL10 polimorfizme koris¢en je Arlequin
softver v. 3,5 i algoritam maksimizacije ocekivanja (engl. Estimation Maximization,
EM) (Excoffier i Lischer, 2010). Dobijena su tri haplotipa: GCC, ACC i ATA, od

mogucih osam, ¢ija je distribucija prikazana u tabeli 13.

Tabela 13. Distribucija IL10 haplotipova u grupi pacijenata sa CVID i zdravih kontrola.

IL10 haplotip Kontrole Pacijenti sa CVID p 0S (95%IP)
GCC 205 (0,41) 28 (0,40) 0,862 0,96 (0,57-1,60)
ACC 165 (0,33) 26 (0,37) 0,493 1,20 (0,71-2,02)
ATA 130 (0,26) 16 (0,23) 0,572 0,84 (0,47-1,52)

0S8, odnos $ansi, IP, interval poverenja

Kao $to se vidi iz prilozenog, ni analiza haplotipova polimorfizama u promoter

regionu IL10 gena nije pokazala povezanost sa sklonis¢u ka razvoju CVID fenotipa.

Dalje, uradena je korelacija distribucije alela i1 genotipova za sva tri

polimorfizma prema odredenim klinickim manifestacijama, odnosno fenotipovima
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bolesti. Podaci su prikazani u tabelama 14 i 15. Kao §to se moze videti iz priloZzenog,

nije nadena znaCajna genotipsko-fenotipska korelacija ni za jedan od ispitivanih

polimorfizama u I1L10 genu.

Tabela 14. Aleli i genotipovi rs1800896, rs1800871 i rs1800872 polimorfizama gena za

IL-10 klasifikovani prema klini¢kom fenotipu

Citokin gen (SNP)

Bronhiektazije

Splenomegalija

Autoimunske bolesti

Aleli/genotipovi ne da ne ne da
IL10 (rs1800896)
A 26 (0,57) 16 (0,67) 19(0,59) 23(0,61) 31(0,6) 11(0,61)
G 20 (0,43) 8(0,33) 13(0,41) 15(0,39) 21(0,4) 7(0,39)
AA 8 (0,35) 5(0,42) 6 (0,37) 7(0,37) 9(0,35) 4(0,45)
GA 10 (0,43) 6 (0,50) 7 (0,44) 9(0,47) 13(0,50) 3(0,33)
GG 5(0,22) 1(0,08) 3(0,19) 3(0,16) 4(0,15) 2(0,22)
IL10 (rs1800871)
C 37(0,80) 17(0,71) 23(0,72) 31(0,82) 40(0,77) 14(0,78)
T 9 (0,20) 7 (0,29) 9 (0,28) 7(0,18) 12(0,23) 4(0,22)
CcC 14 (0,61) 5(0,42) 7 (0,44) 12 (0,63) 14(0,54) 5(0,56)
CT 9 (0,39) 7 (0,58) 9 (0,56) 7(0,37) 12(0,46) 4(0,44)
TT 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0(0,000 0(0,00) 0(0,00)
IL10 (rs1800872)
C 37(0,80) 17(0,71) 23(0,72) 31(0,82) 40(0,77) 14(0,78)
A 9 (0,20) 7 (0,29) 9 (0,28) 7(0,18) 12(0,23) 4(0,22)
CcC 14 (0,61) 5(0,42) 7 (0,44) 12 (0,63) 14(0,54) 5(0,56)
CA 9(0,39) 7 (0,58) 9 (0,56) 7(0,37) 12(0,46) 4(0,44)
AA 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0(0,000 0(0,000 0(0,00)
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Tabela 15. Statisticka analiza distribucije alela i genotipova [L10 (rs1800896,
rs1800871 i ral800872) prema klini¢kom fenotipu

Citokin gen (SNP) Bronhiektazije Splenomegalija Autoimunske bolesti
Aleli/genotipovi p oS p oS p oS
IL10 (rs1800896)
A 0,409 1,54 (0,55-4,31) 0,920 1,05(0,40-2,74) 0,920 1,06 (0,35-3,19)
G 0,409 0,65(0,23-1,82) 0,920 0,95(0,36-2,48) 0,920 0,94 (0,31-2,81)
AA 0,726 1,33(0,32-5,61) 1,000 0,97 (0,24-3,85) 0,697  1,51(0,32-7,07)
GA 0,708 1,30(0,32-5,27) 0,823 1,16 (0,30-4,40) 0,460 0,50 (0,10-2,44)
GG 0,399 0,33(0,03-3,18) 1,000 0,81(0,14-4,72) 0,999 1,57 (0,24-10,49)
IL10 (rs1800871)
C 0,365 0,59 (0,19-1,85) 0,335 1,73(0,56-5,34) 1,000 1,05 (0,29-3,79)
T 0,365 1,69 (0,54-5,31) 0,335 0,58(0,19-1,78) 1,000 0,95 (0,26-3,44)
CcC 0,279 0,46 (0,11-1,90) 0,250 2,20(0,57-8,57) 1,000 1,07 (0,23-4,91)
CT 0,279 2,18(0,53-9,02) 0,250 0,45(0,12-1,76) 1,000 0,93 (0,20-4,28)
TT 1,000 NP 1,000 NP 1,000 NP
IL10 (rs1800872)
C 0,365 0,59 (0,19-1,85) 0,335 1,73(0,56-5,34) 1,000 1,05 (0,29-3,79)
A 0,365 1,69 (0,54-5,31) 0,335 0,58(0,19-1,78) 1,000 0,95 (0,26-3,44)
CcC 0,279 0,46 (0,11-1,90) 0,250 2,20(0,57-8,57) 1,000 1,07 (0,23-4,91)
CA 0,279 2,18(0,53-9,02) 0,250 0,45(0,12-1,76) 1,000 0,93 (0,20-4,28)
AA 1,000 NP 1,000 NP 1,000 NP

08, odnos $ansi uz 95% interval poverenja; NP, nije primenjivo

Analiza udruzenosti izracunatih haplotipova sa klinickim manifestacijama
bolesti takode nije dala statisticki znacajne rezultate, i to je prikazano u tabelama 16 i
17.

Tabela 16. IL10 haplotipovi klasifikovani prema klini¢kom fenotipu

. Bronhiektazije Autoimunske bolesti Splenomegalija
IL10 haplotip _ _ _
nema ima nema ima nema ima
GCC 20(0,43) 8(0,33) 21(0,40)  7(0,39) 13(0,41) 15(0,39)
ACC 17 (0,37) 9(0,38) 19(0,37)  7(0,39) 10 (0,31) 16(0,42)
ATA 9(0,20) 7(0,29) 12 (0,23)  4(0,22) 9(0,28) 7 (0,18)
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Tabela 17. Statisti¢ka analiza haplotipova IL10 prema klinickom fenotipu

) Bronhiektazije Autoimunske bolesti Splenomegalija
IL10 haplotip
p 0S (95%IP) p 0S (95%IP) p 0S (95%IP)
GCC 0,409 0,68 (0,23-1,82) 0,920 0,94 (0,31-2,81) 0,920 0,95 (0,36-2,49)
ACC 1,000 1,02 (0,37-2,84) 0,862 1,10(0,36-3,33) 0,348 1,60 (0,60-4,29)
ATA 0,365 1,69 (0,54-5,31) 1,000 0,95(0,26-3,44) 0,335 0,58 (0,19-1,78)

08, odnos $ansi, IP, interval poverenja
4.2.3 Ispitivanje polimorfizma IL6 (rs1800795) kod kontrola i pacijenata sa CVID

Komercijalni oligonukleotidi 1 TagMan PCR metoda kori$¢eni su 1 za ispitivanje
rs1800795 u promotornom regionu gena za IL-6. Rezultati distribucije alela i
genotipova prikazani su u tabeli 18.

Tabela 18. Aleli i genotipovi rs1800795 polimorfizma gena za IL-6 kod kontrola i
pacijenata

Gen za citokin (SNP)

Aleli/genotipovi Kontrole Pacijenti p 0S (95%IP)
IL6 (rs1800795)
G 292 (0,58) 50 (0,71) 0,037} 1,78 (1,03-3,08)
C 208 (0,42) 20(0,29) 0,037} 0,56 (0,32-0,97)
GG 87 (0,35) 17 (0,48) 0,113 1,77 (0,87-3,61)
GC 118 (0,47) 16 (0,46) 0,862 0,94 (0,46-1,92)
cc 45 (0,18) 2(0,06) 0,067 0,28 (0,06-1,19)

08, odnos $ansi, IP, interval poverenja

Frekvencija glavnog G alela u ovom polimorfizmu IL6 znac¢ajno se razlikovala u
grupi pacijenata sa CVID u odnosu na kontrolnu grupu. Pokazano je da alel G 1,78 puta
povedéava Sansu za CVID (p=0,037; OS=1,78, 95%IP=1,03-3,08). Analizom genotipova,

medutim, nije otkrivena statisticki znacajna razlika izmedu dve ispitivane grupe.

Distribucija alela i genotipova za IL6 rs1800795 bila je u Hardy-Weinberg

ekvilibrijumu, sto je prikazano u tabeli 19.
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Tabela 19. Testiranje distribucije genotipa rs1800795 polimorfizma gena za IL-6 u
odnosu na Hardy-Weinberg ravnotezu.

IL6 (rs1800795) Kontrole CVID Ukupno
GG 87 17 104
Genotipovi GC 118 16 134
cC 45 2 47
Ukupno 250 35 285
HWE* X?=0,2 X?=0,5 X?=0,12

*Hardy-Weinberg ekvilibrijum, nivo znacajnosti; p>0,05.

Rezultati raspodele alela u populaciji zdravih osoba iz Srbije uporedeni su sa
objavljenim podacima za druge populacione grupe da bi se utvrdilo da li postoje razlike
izmedu frekvencija G i C alela rs1800795 polimorfizma gena za IL-6 izmedu kontrola

iz Srbije i zdravih osoba iz drugih drzava. Ovi rezultati su prikazani u tabeli 20.

Tabela 20. rs1800795 polimorfizam gena za IL-6 kod zdravih osoba u razli¢itim

populacijama.

Referenca Populacija  Broj Metod G alel(%) C alel(%) p
(Perovi¢ i sar,, u Stampi) Srbija 250 TagMan 58,4 41,6 NP
(Gonzalez-Gay i sar., 2002) Spanija 124  RFLP 67,3 32,7 0,192
(Fialho i sar., 2009) Portugalija 117 PCR-SSP 64,1 35,9 0,493
(Zggg;di de Capei i sar., ltalija 140 PCR-SSP 66,0 34,0 0,267
(Ranganath i sar., 2009) Indija 569 RFLP 95,2 4.8 <0,001
(C. Seifart, 2005) Nemacka 243 RFLP 59,0 41,0 0,920
(Fishman i sar., 1998) V. Britanija 383 RFLP 59,7 40,3 0,862
(chg%nizo-Zuccardi isar.,, Kolumbija 102 PCR-SSP 75,0 25,0 0,013

NP, nije primenjivo

Kao §to je prikazano u tabeli 20, postoji statisticki visoko znacajna razlika u
frekvencijama alela rs1800795 polimorfizma gena za IL-6 kod zdravih stanovnika
Srbije u odnosu na populaciju Indije 1 statisticki znacajna razlika u odnosu na populaciju
Kolumbije. Nije ustanovljena znacajna razlika u frekvencijama alela izmedu populacije

Srbije i populacija Spanije, Portugalije, Italije, Velike Britanije i Nemacke.
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Uradena je i genotipsko-fenotipska korelacija u cilju ispitivanja postojanja

povezanosti izmedu odredenog genotipa IL6 rs1800795 1 klinickih fenotipova CVID.

Rezultati navedene korelacije prikazani su u tabelama 21 i 22.

Tabela 21. Aleli i genotipovi rs1800795 polimorfizma gena za IL-6 klasifikovani prema

klinickom fenotipu

Citokin gen (SNP)

Aleli/genotipovi

Bronhiektazije

ne da

Splenomegalija

ne da

Autoimunske bolesti

ne

da

IL6 (rs1800795)
G
c
GG
GC
cc

34(074) 16 (0,67)
12 (0,26) 8 (0,33)
12 (0,52) 5 (0,42)
10 (0,44) 6 (0,50)
1(0,04) 1(0,08)

20(0,62) 30 (0,79)
12 (0,38) 8 (0,21)
5(0,31) 12 (0,63)
10 (0,63) 6 (0,32)
1 (0,06) 1 (0,05)

40 (0,77) 10 (0,56)
12 (0,23) 8(0,44)
14 (0,54) 3(0,33)
12 (0,46) 4 (0,45)
0(0,00) 2(0,22)

Tabela 22. Statisti¢ka analiza rs1800795 polimorfizma gena za IL-6 klasifikovani prema

klinickom fenotipu

Citokin gen (SNP)

Aleli/genotipovi

Bronhiektazije

>

Splenomegalija

>

Autoimunske bolesti

v

p (0] p (0] p 0S
IL6 (rs1800795)
G 0,522 0,71 (0,24-2,06) 0,129 2,25(0,78-6,48) 0,084 0,37 (0,12-1,16)
C 0,522 1,42 (0,48-4,15) 0,129 0,44 0,15-1,28) 0,084 2,67 (0,86-8,27)
GG 0,554 0,65 (0,16-2,68) 0,059 3,77 (0,92-15,44) 0,443 0,43 (0,09-2,09)
GC 0,708 1,30 (0,32-5,27) 0,067 0,28 (0,07-1,12) 1,000 0,93 (0,20-4,29)
cC 1,000 2,00(0,11-35,09) 1,000 0,83(0,05-14,48) 0,060 NP

0S, odnos $ansi uz 95% interval poverenja, NP, nije primenjivo

Kao §to je prikazano u tabeli 22, nema statisticki znacajne razlike izmedu

poredenih grupa. Na osnovu vrednosti OS, C alel bi predstavljao faktor veceg rizika za
javljanje autoimunskih bolesti (0S=2,67 pri 95%IP 0,86-8,27, p=0,084), dok G alel i

GG fenotip uvecavaju $ansu za razvoj splenomegalije (0S=2.25 pri 95%IP 0,78-6,48;
p=0,129 i OS=3,77 pri 95%IP 0,92-15,44; p=0,059; retrospektivno) ali ni jedna od ovih

razlika nije dostigla nivo statisticke znacajnosti.
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4.2.4 Ispitivanje polimorfizma IFNG (rs2430561) kod pacijenata sa CVID

Detekcija +874 (T/A) polimorfizma u prvom intronu gena za IFN-gama vrsena
je pomocu oligonukleotidnih prajmera i proba dizajniranih Primer Express 2.0
programom. Optimizovanje uslova za amplifikaciju real-time PCR-om i razlikovanje
alela, prethodno je uradeno i detaljno opisano u literaturi (Popadic i sar., 2012). Analiza
je uradena kod svih pacijenata sa CVID, dok su rezultati za kontrolnu grupu preuzeti iz
prethodno uradenog istrazivanja (Popadic, 2014). Dobijeni rezultati analizirani su i
predstavljeni u tabeli 23, odakle se moze videti da nije nadena statisti¢ki znacajna
razlika u distribuciji alela i genotipova ovog polimorfizma izmedu pacijenata sa CVID i

kontrolne grupe.

Tabela 23. Aleli i genotipovi rs2430561 polimorfizma IFNG kod kontrola i pacijenata

Gen za citokin (SNP)

Aleli/genotipovi Kontrole Pacijenti p 0S (95%IP)
IFNG (rs2430561)
A 276 (0,53) 34 (0,49) 0,458 0,83 (0,50-1,36)
T 242 (0,47) 36 (0,51) 0,458 1,21 (0,73-1,99)
AA 74 (0,29) 8(0,23) 0,479 0,74 (0,32-1,70)
AT 128 (0,49) 18(0,51) 0,823 1,08 (0,53-2,20)
TT 57 (0,22) 9(0,26) 0,624 1.23 (0.54-2.77)

OS odnos $ansi, IP interval poverenja

U tabeli 24. je prikazano da se dobijeni rezultati ucestalosti alela i genotipova
nalaze se u Hardy-Weinberg ravnotezi.
Tabela 24. Testiranje distribucije genotipa rs2430561 polimorfizma gena IFNG u

odnosu na Hardy-Weinberg ravnotezu

IFNG (rs2430561 Kontrole CVID Ukupno
AA 74 8 82
Genotipovi AT 128 18 146
TT 57 9 66
Ukupno 259 35 294
HWE* X?=0,01 X?=0,03 X*= 0,004

*Hardy-Weinberg ekvilibrijum, nivo znac¢ajnosti; p>0,05.
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Dalje, ispitano je da li se distribucije alela, genotipova i nosioca A i T alela
rs2430561 polimorfizma gena za IFN-gama razlikuju izmedu pacijenata sa razliitim

klinickim fenotipom. Rezultati su prikazani u tabelama 25 i 26.

Tabela 25. Aleli i genotipovi rs2430561 polimorfizma gena za IFN-gama klasifikovani

prema klinickom fenotipu

Citokin gen (SNP) Bronhiektazije Splenomegalija Autoimunske bolesti
Aleli/genotipovi ne da ne da ne da

IFNG (rs2430561)

A 24 (0,52) 10(0,42) 20(0,62) 14(0,37) 24(0,46) 10(0,56)

T 22(0,48) 14(0,58) 12(0,38) 24(0,63) 28(0,54) 8(0,44)

AA 6 (0,26) 2(0,17) 7(0,44) 1(0,05) 6(0,23) 2(0,22)

AT 12 (0,52) 6 (0,50) 6 (0,37) 12 (0,63) 12(0,46) 6 (0,67)

TT 5(0,22) 4 (0,33) 3(0,19) 6 (0,32) 8(0,31) 1(0,11)

Tabela 26. Statitsticka analiza distribucije alela i genotipova IFNG (rs2430561) prema

klinickom fenotipu

Citokin gen (SNP)  Bronhiektazije Splenomegalija Autoimunske bolesti
Aleli/genotipovi . 5 5
p oS p oS p oS
IFNG (rs2430561)
A 0,403 0,65 (0,24-1,77) 0,032t 0,35(0,13-0,93) 0,493 1,46 (0,50-4,28)
T 0,403 1,52 (0,56-4,14) 0,0321 2,86 (1,08-7,56) 0,493 0,68 (0,23-2,01)
AA 0,685 0,57(0,10-3,36) 0,0131 0,07 (0,01-0,67) 1,000 0,95 (0,15-5,86)
AT 0,920 0,92 (0,23-3,70) 0,130 2,86 (0,72-11,31) 0,443 2,33 (0,48-11,40)
TT 0,685 1,80(0,38-8,53) 0,460 2,00 (0,41-9,76) 0,390 0,28 (0,03-2,64)

0S, odnos 3ansi uz 95% interval poverenja, f p<0,05

Analizom distrubucije alela i genotipova IFNG (rs2430561) polimorfizma prema
klini¢kim fenotipovima nadena je asocijacija izmedu T alela i povecanog rizika za
razvoj splenomegalije kod pacijenata sa CVID. Pokazano je da T alel nosi skoro tri puta
veéi rizik za razvoj ove Geste komplikacije bolesti (p=0,032, 0S=2,86, 95%IP=1,08-
7,56). Isto tako, pacijenti sa AA genotipom imaju manju Sansu da razviju
splenomegaliju, i ta razlika je, kao i razlika u distribuciji alela, statisticki znacajna
(p=0,013, 0S= 0,07, 95%IP 0,01-0,67). Prema vrednostima OS za AT od 2,86
(95%IP=0,72-11,31) i 2,00 za TT (95%IP=0,41-9,76), oba genotipa takode mogu biti

faktor rizika za razvoj splenomegalije, ali razlika nije dostigla statisticku znacajnost.
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Nije nadena razlika u distribuciji alela i genotipova IFNG (rs2430561) i javljanja

autoimunskih bolesti ili razvoja bronhiektazija.

4.3 Rezultati merenja koncentarcija TNF, IL-10, IL-6 i IFN-gama i
korelacija sa odgovarajuc¢im genotipom

Ispitivanje produkcije citokina TNF, IL-6, IL-10 i IFN-gama u supernatantu
nakon stimulacije mononuklearnih ¢elija periferne krvi sa PMA i jonomicinom uradeno
je na uzorku od 35 CVID pacijenata i 35 zdravih osoba koje su Cinile kontrolnu grupu.
Dobijena je statisticki znacajna razlika u produkeiji TNF i IL-6 izmedu grupe pacijenata
sa CVID i zdravih kontrola, dok za IL-10 i IFN-gama razlike u produkciji citokina nisu

dostigle statisticku znacajnost.

Rezultati su prikazani graficki po grupama, kao medijana sa interkvartilnim

opsegom, na slikama 2 do 5.

2000 I I

1500 |
10004 T

TNF (pg/ml)

o
o
o

ZKM, zdrave kontrole medijum; ZKS, zdrave kontrole stimulacija; CVIDM, CVID pacijenti medijum;
CVIDS, CVID pacijenti stimulacija; *** p<0,001
Slika 2. Produkcija TNF kod zdravih osoba iz kontrolne grupe i kod pacijenata sa CVID

mereni u kontroli (medijum) i nakon stimulacije

Merenjem TNF citokina kod zdravih osoba nakon stimulacije dobijene su
vrednosti sa medijanom od 663 pg/ml i interkvantilnim opsegom od 348 pg/ml do 1016
pg/ml, dok su iste vrednosti u grupi CVID pacijenata iznosile: 1273 (685-1760) pg/ml.
Razlika je bila visoko statisticki znacajna (p=0,0006). Prikazani rezultati govore u
prilog tome da CVID pacijenti produkuju znacajno vise nivoe TNF nakon stimulacije

PMBC u odnosu na zdrave osobe.
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CVIDS, CVID pacijenti stimulacija

Slika 3. Koncentracija IL-10 kod zdravih osoba iz kontrolne grupe i kod pacijenata sa

CVID mereni u kontroli (medijum) i nakon stimulacije

Na slici 3. mozemo videti da je produkcija IL-10 nakon stimulacije niza kod
pacijenata sa CVID nego kod zdravih kontrola. Medutim, razlika nije dostigla
statisticku znacajnost (p=0,0765) a vrednosti medijane sa interkvantrilnim opsegom u
grupi zdravih kontrola i CVID pacijenata su iznosile: 281 (72-658) pg/ml i 123 (53-264)
pg/ml, respektivno.
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ZKM, zdrave kontrole medijum; ZKS, zdrave kontrole stimulacija; CVIDM, CVID pacijenti medijum;
CVIDS, CVID pacijenti stimulacija; ** p<0,01

Slika 4. Produkcija IL-6 kod zdravih osoba iz kontrolne grupe i kod pacijenata sa CVID

mereni u kontroli (medijum) i nakon stimulacije
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Poredenjem rezultata nivoa produkcije IL-6 izmedu osoba u kontrolnoj grupi i
CVID pacijenata dobijena je statisti¢ki visoko znacajna razlika (p=0,0038) koja ukazuje
na to da CVID pacijenti nakon stimulacije PBMC produkuju znacajno vise ovog
citokina. Vrednosti medijane i interkvantrilnog opsega u grupi zdravih osoba bile su 411
(293-448) pg/ml, dok su za grupu CVID pacijenata iznosile 468 (398-550) pg/ml.
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IFN-gamma (pg/ml)

ZKM, zdrave kontrole medijum; ZKS, zdrave kontrole stimulacija; CVIDM, CVID pacijenti medijum;
CVIDS, CVID pacijenti stimulacija

Slika 5. Produkcija IFN-gama kod zdravih osoba iz kontrolne grupe i kod pacijenata sa

CVID mereni u kontroli (medijum) i nakon stimulacije

Produkcija IFN-gama nije se znac¢ajno razlikovala kada smo uporedili dve grupe,
iako su kod CVID pacijenata registrovane neSto viSe vrednosti ovog citokina
(p=0,4925). U grupi zravih osoba medijana koncentracije je iznosila 1434 pg/ml sa
interkvantrilnim opsegom od 757 pg/ml do 2317 pg/ml, dok su u grupi CVID pacijenata
vrednosti bile 1660 (987-2412) pg/ml.

Rezultati korelacije genotipa ispitivanih polimorfizama u genima TNF, IL10, IL6
I IFNG sa produkcijom odgovarajuéeg citokina prikazani su na slikama 6 do 9. Analiza

rezultata nije dala statisticku znacajnost ni u jednoj ispitivanoj stavci.

Na slici 6. prikazani su genotipovi TNF rs1800629 u korelaciji sa produkcijom
TNF nakon stimulacije. MoZe se uociti da redi genotipovi koji sadrze A alel (AA 1 GA)
daju viSe izmerenog citokina u odnosu na ces¢i genotip GG. Medutim, razlika nije

dostigla statistiCku znac¢ajnost (p=0,235).
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Slika 6. Nivoi TNF nakon stimulacije kod CVID pacijenata u odnosu na razli¢ite

genotipove polimorfizma TNF gena rs1800629

Kod pacijenata sa genotipom GG (n=20) registrovana je vrednost medijane od
981,5 pg/ml uz interkvantrilni opseg od 653,5 pg/ml do 1676 pg/ml, dok su kod
pacijenata sa genotipom GA (n=13) i AA (n=2) zabeleZene slede¢e vrednosti: 1515
(849,5 -1765) pg/ml i 1805 (1608-2002) pg/ml, respektivno.

Kada je re¢ o polimorfizmima u genu za IL-10, uradili smo analizu udruZenih
haplotipova izvedenih iz tri ispitivana polimorfizma: rs1800896, rs1800871 i
rs1800872, i shodno prethodnim ispitivanjima (Turner i sar., 1997) podelili smo
dobijene diplotipove u tri podgrupe: visoke, srednje i niske produkcije. Diplotip koji je
¢inio podgrupu pretpostavljene visoke produkcije bio je GCC/GCC (koji je imalo 6
pacijenata sa CVID), o¢ekivanu srednju produkciju su obuhvatili diplotipovi GCC/ACC
i GCC/ATA (16 pacijenata), dok su podgrupu ocekivane niske produkcije Ccinili
pacijenti sa diplotipovima ATA/ATA, ATA/ACC i ACC/ACC (13 pacijenata).

Na slici 7. su graficki prikazani rezultati korelacije opisanih diplotipova
polimorfizama u promotoru IL10 gena povezanih sa visokom, srednjom i niskom
produkcijom samog citokina i nasih izmerenih vrednosti IL-10 u supernatantu nakon
stimulacije PBMC kod CVID pacijenata.
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Slika 7. Produkcija IL-10 nakon stimulacije u korelaciji sa razli¢itim diplotipovima

polimorfizama u promotoru gena za I1L-10

Analizom prikazanih rezultata moZe se uociti su naSi rezultati donekle u

korelaciji sa prethodno objavljenim i da su diplotipovi povezani sa visokom

produkcijom IL-10 dali najviSe rezultate ovog citokina (medijana 342,5 pg/ml sa

interkvantrilnim opsegom od 128,5 pg/ml do 561,3 pg/ml). Medutim, podgrupe sa

srednjom 1 niskom produkcijom dale su sli¢ne rezultate nivoa IL-10 koje su nesto vise u
grupi ocekivane niske produkcije: 98,5 (31,5-221,5) pg/ml i 105,0 (64,0-262) pg/ml,

respektivno. Stavise, poredenjem izmedu razli¢itih podgrupa nije dobijena statisticki

znacajna razlika (p=0,1546).
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Slika 8. Produkcija IL-6 nakon stimulacije kod CVID pacijenata u odnosu na razlicite

genotipove polimorfizma IL6 gena rs1800795

Poredenjem koncentracije IL-6 u supernatantima kultura donora sa razlic¢itim
genotipovima polimorfizma rs1800795 u IL6 genu nije utvrdena bitna razlika u
produkciji citokina u odnosu na genotip, i to se moze videti na slici 7. Koncentracije IL-
6, shodno prethodno opisanim vrrednostima za druge citokine izrazene kao medijana sa
interkvantralnim opsegom bile su: 496 (442,5-567,5) pg/ml kod pacijenata sa CVID koji
su imali genotip GG (njih 17), zatim 410,0 (305,8-523,0) pg/ml kod pacijenata sa
genotipom GC (njih 16), i 511,5 (468,0-555,0) pg/ml kod 2 pacijenta koji su imali
genotip CC. Poredenjem rezultata medu grupama nije dobijena statisticka znacajnost

(p=0,1338).
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Slika 9. Produkcija IFN-gama nakon stimulacije kod CVID pacijenata u odnosu na

razli¢ite genotipove polimorfizma IFNG gena rs2430561
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Konacno, stratifikovanje rezultata koncentracija IFN-gama izmerenih nakon
stimulacije kod pacijenata sa CVID prema odredenom genotipu 152430561
polimorfizma nije dalo statisticki znacajnu razliku izmedu poredenih grupa. Rezultati su

prikazani graficki na slici 9.

Genotip TT koji je imalo 9 pacijenata sa CVID u nasim rezultatima korelisao je
sa srednjom produkcijom IFN-gama: 1435 (1151-2404) pg/ml, TA genotip, registrovan
kod 18 pacijenata, sa najviSom: 1842 (1066-2472) pg/ml, a AA genotip koji je imalo 8
pacijenata korelisao je sa najnizom produkcijom ispitivanog citokina: 1173 (240,5-
1947) pg/ml. Poredenjem rezultata medu grupama nije dobijena statistiCka znacajnost,
p=0,2673.
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Od trenutka kada je prvi put opisana u literaturi 1954. godine, ¢esta varijabilna
imunodeficijencija predstavlja izazov i za kliniCare i za istrazivac¢e. Od komplikovanog
naziva koji sam zahteva dodatna objasnjenja, jer termini poput ,,Cesta® i ,,varijabilna“
koji su u srpskom jeziku prevodeni i kao ,,obi¢na“ i ,,promenljiva“, mogu razli¢ito da se
tumace ili pogresno shvate, preko slozene definicije 1 zahtevnih dijagnostickih
kriterijuma, sve do obilja razli¢itih klinickih manifestacija i registrovanih imunoloskih
poremecaja. Napredak u istrazivanju ove bolesti je vidljiv, ali ne toliko brz i jasan
koliko se o¢ekivalo. U poslednje dve decenije postignut je veliki progres u razumevanju
molekularne osnove teske kombinovane imunodeficijencije (SCID), kao i osetljivosti
prema mikobakterijama koja se nasleduje po mendelskim pravilima. Preko 90% ranih
pre-B-celijskih defekata koji dovode do imunodeficijencije dobilo je svoju genetsku
dijagnozu. Sli¢no je i sa hiper-IgM sindromom za koji je u 70% do 80% poznata
uzrotna mutacija (Jolles, 2013). Medutim, najces¢a klinicki znaCajna primarna
imunodeficijencija, ostala je najmanje razjaSnjena u toj grupi. Vreme do postavljanja
dijagnoze je skraceno, a supstituciona terapija imunoglobulinima je poboljsala kvalitet
zivota ovih bolesnika i produzila njihov zivotni vek. Ipak, primenjena terapija nije se
pokazala u potpunosti delotvornom kod ¢estih komplikacija poput autoimunskih bolesti,
enteropatije, maligniteta, pa ¢ak ni hroni¢ne pluc¢ne bolesti, koja je i dalje visoko na listi

uzroka smrti CVID pacijenata.

Brojna istrazivanja su objavljena na temu pronalaZenja klinickih i laboratorijskih
biomarkera koji bi pomogli boljem definisanju 1 podeli heterogenih imunoloskih
poremecaja koji ¢ine CVID. Od molekularno genetickih studija se, medutim, najvise
oc¢ekuje, jer bi one povezale klini¢ke i laboratorijske nalaze sa promenama odredenog
gena i time definitivno razdvojile poremecaje sa slicnim klinicko-laboratorijskim
promenama prema mutacijama u istom genu ili u razli¢itim genima. CVID tada viSe ne
bi bila per exclusionem dijagnoza. Indikacije za primenu skupe supstitucione terapije
imunoglobulinima bile bi jasne, a otvorio bi se 1 put za primenu i pronalaZenje

specificne, individualizovane terapije.

Mali procenat monogenskih poremecaja koji je otkriven kod pacijenata sa CVID
fenotipom ve¢ je izdvojen iz ove dijagnosticke kategorije (Picard i sar., 2015). Veéina

opisanih uzro¢nih mutacija u tim poremecajima se javlja familijarno, a neke od njih su
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opisane samo kod jedne ili tek nekoliko porodica. Zanimljivo je da su prve uzro¢ne
mutacije, poput onih u ICOS genu, otkrivene pristupom kandidat gena $to je rezultovalo
predominacijom autozomno recesivnih mutacija, iako model nasledivanja u
familijarnim oblicima CVID vise odgovara autozomno dominantnom. Medutim, moze
se uociti da se poslednjh godina sve viSe opisuju autozomno dominatne uzrocne
mutacije. To se moZe objasniti napretkom novih molekularno-genetickih tehnologija,
kao $to je NGS, koje su ubrzale otkri¢e kako autozomno recesivnih tako i autozomno
dominantnih gena odgovornih za razvoj poremecaja sa CVID fenotipom. Postalo je
jasno da je CVID na neki nacin ,kiSobran® dijagnoza, pri ¢emu se broj izdvojenih
identifikovanih monogenskih poremecaja znacajno povecao tokom poslednjih godina.
Ipak, taj trend nije ispunio ocekivanja istraziva¢a na ovom polju. Stoga se i zvani¢ni
stav o genetskoj osnovi CVID vraca na prethodne tvrdnje da se ova bolest nasleduje pre
kompleksno nego na mendelski nac¢in. Varijabilnost u vremenskom ispoljavanju bolesti
ukazuje na verovatni aditivni uticaj viSe gena, moguée U kombinaciji sa sredinskim
faktorima. Osim toga, vrlo je verovatno da postoje i tzv. geni koji modifikuju bolest,
koncept koji nije nov u humanoj genetici, ali je u poslednjoj deceniji aktuelizovan, bilo

da je re¢ o monogenskim ili poligenskim bolestima (Genin i sar., 2008).

Na osnovu svega iznetog u ovoj doktorskoj disertaciji, polimorfizmi u genima za
citokine ¢ine se kao dobri geni kandidati koji bi bar delom mogli objasniti patogenetsku
osnovu ako ne same bolesti onda njenih pojedina¢nih klini¢kih manifestacija i/ili

komplikacija, kao i velike varijabilnosti u pocetku i toku.

Nasa studija predstavlja studiju preseka u koju je uklju¢eno 35 pacijenata sa
CVID i 250 zdravih kontrola, u kojoj je analizirana asocijacija odabranih SNP u genima
za citokine: TNF, IL10, IL6 i IFNG sa ispoljavanjem CVID i njenih klinickih
manifestacija. Gledano iz geneticko epidemioloskog ugla, veli¢ina uzorka za ispitanike
je relativno mala da bi ova studija asocijacije imala veliku statisticku mo¢. Medutim,
radi se o retkoj bolesti ¢ija tatna prevalencija na nasim prostorima nije procenjena.
Zapravo, ta¢ne incidencije i prevalencije CVID nisu poznate ni u jednom regionu sveta.
Vecina procena se zasniva na broju dijagnostikovanih ili registrovanih slucajeva, uz
pretpostavku da je znaCajan broj pacijenata neprepoznat i/ili neregistrovan. Prema

skorasnjem izvestaju ESID izracunata prevalencija CVID u Evropskim zemljama krece
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se od 0.07 (Poljska) do 0.98 (Francuska) na 100.000 stanovnika (Gathmann i sar.,
2012). Smatra se da je ovako velika razlika u incidenciji unutar evropskih zemalja pre
svega posledica toga $to je znacajan broj pacijenata neprijavljen u onim zemljama sa
niskom prevalencijom. U svakom slu¢aju, s obzirom na broj stanovnika u Srbiji

(http://popis2011.stat.rs/) i prema procenama ESID, u naSoj zemlji bi broj

dijagnostikovanih CVID pacijenata iznosio od 5 do 70. Na$ uzorak od 35 ispitanika
time se ¢ini kao reprezentativan adultni populacijski uzorak CVID pacijenata u Srbiji,
regrutovan tokom visemesec¢nog vremenskog perioda, iz jedne zdravstvene ustanove:
Klinike za alergologiju i imunologiju Klini¢kog centra Srbije.

Podela na klini¢ke fenotipove je za potrebe ovog istrazivanja ucinjena prema
smernicama Chapel i saradnika (Chapel i sar., 2008; Chapel i sar., 2012) ali uz
neophodne izmene. S obzirom na ograni¢en broj ispitanika, fenotipovi koji su koris¢eni
za korelaciju sa genotipom odredeni su prema ucestalosti i moguénosti jasnog
definisanja. Tako su odredena tri razli¢ita fenotipa za korelaciju: 1. bronhiektazije, s
obzirom da se radi o strukturnim promena koje su definisane CT pregledom grudnog
kosa i/ili bronhoskopijom, i to kod priblizno treéine pacijenata; 2. splenomegalija, koja
je bila prisutna u vise od polovine ispitanika, a registrovana je ultrasonografskim
pregledom abdomena i 3. autoimunske bolesti, koje su takode bile zastupljene u
znafajnom broju pacijenata, a dijagnostikovane su standardnim klinickim i
laboratorijskim testovima.

Imaju¢i u vidu poznate Cinjenice iz etiopatogeneze CVID, kao 1 rezultate drugih
studija, fokusirali smo se na ispitivanje polimorfizama u genima za citokine koji su
ukljuceni u terminalnu diferencijaciju B-¢elija, koji su eksprimirani u germinativnim

centrima limfnih ¢vorova i imaju ulogu u promeni klase imunoglobulina.

TNF je vazan inflamatorni i imunoregulatorni citokin za koji je pokazano da se
pojacano stvara kod pacijenata sa CVID, posebno u podgrupi sa granulomatoznim
komplikacijama, splenomegalijom i/ili limfopenijom (Aukrust i sar., 1996). S obzirom
na pretpostavljenu ulogu u patogenezi poremecaja, i na ¢injenicu da je gen za TNF
lociran unutar MHC I11 lokusa koji je u prethodnim studijama veé povezan sa sklono$¢u
ka CVID, polimorfizmi u ovom genu su bili medu prvim ispitivanim kod CVID
pacijenata. TNF -308 G/A polimorfizam na poziciji nukleotida -308 u promotoru gena

za TNF cine dve alelske forme od kojih je jedna guanin i definiSe ¢es¢i alel oznacen kao
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TNF1, dok je u drugoj formi, TNF2, guanin supstituisan sa alaninom, koji je redi alel
(Wilson i sar., 1992). Postoje dokazi da je TNF2 povezan sa pojacanim lu¢enjem
faktora nekroze tumora, spontano ili nakon stimulacije, tako §to G—A supstitucija utice
na transkripcionu aktivnost promotora TNF (Wilson i sar., 1997). Mullighan je sa
saradnicima 1997. godine prvi objavio asocijaciju TNF -308 A alela sa sklono$¢u ka
CVID, i obrnuto, negativnu korelaciju sa TNF1, u kohorti od 150 pacijenata i 200
zdravih kontrola regrutovanih iz viSe centara u V. Britaniji. Autori su takode pronasli
vezu izmedu TNF +488 A alela i razvoja granulomatozne forme CVID (Mullighan i
sar., 1997). Rezai je sa saradnicima reprodukovao asocijaciju TNF -308 A alela sa
CVID. U grupi od 30 pacijenata, u poredenju sa 140 zdravih osoba, nadena je znacajno
veca ulestalost redeg A alela, i obrnuto, znacajno visa frekvencu G alela kod zdravih
osoba iz kontrolne grupe. Takode, GA genotip je bio znacajno ¢es$¢i u grupi pacijenata,
GG genotip u kontrolnoj grupi, dok je homozigotni AA genotip registrovan samo kod
jedne osobe, i to obolele od CVID. Nije medutim, nadena veza sa granulomatoznom
formom bolesti, s obzirom da u vreme studije nijedan pacijent nije imao
dokumentovane granulome (Rezaei i sar., 2009).

Nasi rezultati, kada je re¢ o TNF -308 G/A polimorfizmu, u skladu su sa
rezultatima pomenutih studija u V. Britaniji i Iranu. TNF -308 A je imao statisticki
znacajno visu frekvenciju medu pacijentima, kao i homozigotni genotip sa tim alelom,
Sto govori U prilog tome da su redi A alel, kao i AA genotip, faktori rizika za CVID. U
isto vreme, G alel i GG genotip su bili znacajno ¢es$¢i u grupi zdravih kontrola, sto bi se
moglo protumaciti da u odnosu na razvoj CVID imaju protektivnu ulogu.

Korelacijom ucestalosti alela i genotipova sa odredenim klini¢kim fenotipom
nije dobijena statisti¢ki znacajna razlika. Medutim, uoceno je da je A alel ces¢i kod
pacijenata sa splenomegalijom, kao i GA genotip, dok je redak AA genotip naden kod
jednog pacijenta sa splenomegalijom. S obzirom da su od 35 pacijenata ukljucenih u
ovo istrazivanje samo 2 imali dokumentovane granulome taj klini¢ki fenotip nije
koriséen za genotipsko-fenotipsku korelaciju.

Uloga TNF u formiranju granuloma je potvrdena u vise studija, kao i uloga u
borbi protiv infekcije mikobakterijama (Roach i sar., 2002). Medutim, granulomatozna
forma CVID koja se javlja u priblizno 15% pacijenata, teze se dijagnostikuje jer je ¢esto

klini¢ki nema, a zahteva invazivne djagnosticke procedure poput biopsije tkiva radi
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potvrdivanja dijagnoze. Stoga, u malim kohortama poput nase ili Rezai i1 sar. ovaj
fenotip nije dovoljno zastupljen za korelaciju sa genotipom. Medutim, splenomegalija je
Cesto udruzena sa granulomima, kao i sa povis§enom koncentracijom TNF, stoga i trend
pozitivne korelacije splenomegalije, u nasim rezultatima, sa A alelom i GA genotipom,
(koji su povezani sa pojatanim lu¢enjem ovog citokina), mogu biti od znac¢aja. Da bi se
ta korelacija potvrdila ili iskljucila potrebno je analizu uraditi na ve¢em broju ispitanika
ili meta-analizu rezultata postojecih studija.

Ispitivanjem produkcije TNF u supernatantu nakon stimulacije PBMC kod 35
pacijenata sa CVID, i isto toliko zdravih kontrola, nadena je visoko statisti¢ki znacajna
razlika u produkciji ovog citokina. Nasi rezultati govore u prilog pojacanoj produkciji
TNF kod CVID pacijenata, Sto je u skladu sa rezultatima iz vecine studija koje su
ispitivale sli¢ne parametre (Aukrust i sar., 1996; Isgro i sar., 2005; Trujillo i sar., 2011).
Kada smo wuradili korelaciju odgovarajuc¢eg genotipa i produkcije citokina kod
pacijenata, nismo nasli statisticku znacajnu razliku u produkciji TNF prema odredenom
genotipu. Medutim, u rezultatima se vidi jasan trend porasta u produkciji TNF kod
nosioca A alela. Shodno tome, pacijenti sa GG genotipom imali su najnize vrednosti,
GA genotip je dao srednje vrednosti, dok su kod osoba sa AA genotipom izmerene
najvise koncentracije TNF. Da bi se taj trend potvrdio ili iskljucio, potrebno je analizu
uraditi na ve¢em broju ispitanika. U svakom slucaju, rezultati korelacije genotipa sa
produkcijom TNF u skladu su sa prethodno objavljenim istrazivanjem o korelaciji A
alela sa viSom produkcijom tog citokina (Wilson i sar., 1997), mada postoje i studije
koje nisu uspele da dokazu funkcionalnost ovog polimorfizma (Huizinga i sar., 1997
Kubota i sar., 1998).

S obzirom da su objavljene studije o uspehu u leenju granulomatoznih
komplikacija kod CVID pacijenata sa anti-TNF lekovima (infliximab) (Thatayatikom i
sar., 2005; Franxman i sar., 2014) odredivanje genotipa koji produkuje vece koli¢ine
ovog citokina moglo bi biti od klinickog znacaja. Posebno u svetlu oprezne primene
infliximaba 1 sli¢nih lekova kod CVID pacijenta s obzirom na njihovo osnovno stanje
imunodeficijencije i sklonosti ka infekcijama (posebno mikobakterijama u slucaju
supresije lucenja TNF). Utvrdivanje “visoko-produktivnog” genotipa olaksalo bi

primenu takvih lekova uz manju bojazan od infektivnih komplikacija.
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U ovoj studiji su prvi put odredeni aleli i genotpovi za TNF -308 G/A
polimorfizam kod pacijenata sa CVID u Srbiji. Medutim, analiza ovog polimorfizma u
populaciji zdravih osoba u nasoj zemlji prethodno je uradena (Popadic i sar., 2015).
Prema podacima iz pomenutog istrazivanja, koji su koris¢eni u nasoj studiji, frekvencije
G i A alela rs1800629 polimorfizma gena za TNF u zdravoj populaciji Srbije ne
razlikuju se statisticki znacajno u odnosu na populacije: Velike Britanije, Nemacke,
Italije, Estonije, Poljske, Hrvatske, juzne Indije i Spanije. Statisti¢ki visoko znacajna
razlika ustanovljena je izmedu zdrave populacije Srbije 1 populacija Japana, Egipta,
severne Indije i Koreje.

Zanimljivo je da su prve geneticke studije na uzorku sa CVID i IgAD
pacijentima nasle asocijaciju sa genima iz HLA lokusa, a to je potvrdeno i u novijim
GWAS. Humani MHC region predstavlja lokus u kome se nalazi najveéi broj do sada
opisanih gena koji uti¢u na sklonost ka razvoju imunski posredovanih ili autoimunskih
bolesti. Medutim, velike alelske varijacije kao 1 postojanje znaajne neravnoteze
vezanosti (LD), zajedno sa ograni¢enim brojem MHC gena koji su ispitivani u vecini
studija asocijacije objavljenih do danas, otezavaju preciznu lokalizaciju i nedvosmislenu
identifikaciju gena odgovornih za sklonost ka odredenoj bolesti (International i sar.,
2009). U isto vreme, TNF je jedan od najvise ispitivanih gena u autoimunskim
bolestima, stoga rezultati analize TNF polimorfizama mogu biti interpretirani
postojanjem LD sa HLA lokusima i vice versa. Za neke autoimunske bolesti objavljene
su studije koje su pokusale da razgranice uticaj gena iz HLA lokusa od uticaja TNF
polimorfizama na ispoljavanje bolesti. Tako je za sistemski eritemski lupus (SLE)
nadena asocijacija sa TNF -308 A alelom koja je nezavisna od asocijacije sa bilo kojim
od gena iz HLA lokusa (Sullivan i sar., 1997). U drugoj skorasnjoj studiji, acocijacija
TNF -308 A sa dijabetes melitusom tip 1, potvrdena u brojnim prethodnim studijama,
objasnjena je LD sa HLA-DRB1 i HLA-DQB1 alelima. Autori su posebnom
statistickom analizom (postepenom regresionom analizom) pokazali da su u njihovoj
populaciji (Brazil) HLA haplotipovi nezavisno zadrzali asocijaciju sa ispoljavanjem
bolesti, dok rs1800629 polimorfizam nije (Patente i sar., 2015). Medutim, pretragom
podataka u Medline bazi nismo pronaSli rad u kojem je ispitan i razgrani¢en

pojedinacan uticaj TNF -308 A i odredenih gena HLA lokusa sa sklonos¢u ka CVID.
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Volanakis 1 saradnici su pocetkom devedestih godina proslog veka pronasli
asocijaciju izmedu sklonosti ka IgAD i CVID i gena MHC III regiona, pri ¢emu su
izdvojili region izmedu C4B i C2 gena (Volanakis i sar., 1992). Iste godine Olerup i
saradnici su objavili vezu izmedu obe navedene imunodeficijencije i HLA regiona Il
klase, pretpostavljajuéi da su aleli iz DQB1 lokusa geni kandidati (Olerup i sar., 1992).
U prvoj GWAS studiji na uzorku sa CVID pacijentima takode je nadena jaka asocijacija
sa MHC lokusom, posebno sa SNP oznac¢enim kao rs3117426 (Orange i sar., 2011), dok
su u drugoj velikoj studiji asocijacije koris¢enjem specijalno dizajniranog SNP ¢ipa za
imunoloske poremecaje Li 1 saradnici nasli jaku asocijaciju izmedu CVID 1151049225 u
3" regionu koji se ne prepisuje (engl. untranslated region, UTR) lokusa HLA-DQB1.
Daljom statistickom obradom utvrdeno je da su HLA-DQB1 02:01 i 05:03 aleli koji
nose rizik, a HLA-DQB1 06:02 i DQB1 06:03 protektivni aleli (Li i sar., 2015).
Mullighan i sar. su 1997. godine takode ispitivali asocijaciju gena I i II klase HLA na
istom uzorku u kojem je nadena asocijacija TNF -308 G/A sa CVID, kao i TNF +488
G/A sa granulomatoznom formom bolesti. Zanimljivo je da su i oni nasli pozitivnu
asocijaciju CVID sa HLA-DQB1 02:01 a negativnu sa HLA-DQB1 06:02 (Mullighan i
sar., 1997). Medutim, nisu mogli da razdvoje $ta je primarno u asocijaciji sa CVID.
Orange i saradnici, kao ni Li i saradnici, u GWAS nisu prijavili vezanost bilo kog SNP
u TNF genu sa ispoljavanjem CVID fenotipa. To bi govorilo u prilog tome da je
primarna asocijacija CVID 1 odredenth HLA alela, 1 da je moguce da su nasi rezultati
takode posledica LD sa tim alelima, s obzirom da HLA genotipizacija nije radena kod
na$ih pacijenata. Ipak, to sto GWAS nisu detektovale povezanost TNF sa sklonocu ka
razvoju CVID svakako ne isklju¢uje vezanost jer i GWAS imaju svoja ogranicenja.
Nekad je u pitanju veli¢ina uzorka koja za GWAS mora biti mnogo veca nego kad je u
pitanju analiza pojedina¢nih SNP, nekad postoje bitne razlike u distribuciji genotipova
medu populacijama razliCitog etnickog porekla ili geografski udaljenih regiona (to je
posebno tacno za gene HLA lokusa), ili problem moze biti §to ova tehnologija ne
detektuje tzv. retke varijante i druge frakcije heritabilnosti kompleksnih bolesti (Cardon
i Bell, 2001). Studije gena kandidata, sa prisutnim predznanjem o potencijalnoj ulozi
tog gena u patogenezi bolesti, ipak imaju prednost nad “slepim” pristupom GWAS,
kada se zna koliko je tezak put od proste statistiCke asocijacije do otkri¢a funkcionalne

osnove uocene veze genomskog intervala i jedne kompleksne bolesti, kakva je sigurno
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CVID. U prilog tome da TNF polimorfizmi ipak imaju nezavisnu ulogu u patogenezi
CVID govori i novija studija sa CVID pacijentima iz francuske DEFI grupe u kojoj je
reprodukovana asocijacija TNF +488 A alela sa granulomatoznom formom CVID
(Boutboul i sar., 2016). Smatra se da ovaj polimorfizam, koji nije u promotoru gena
poput TNF -308 G/A ve¢ se nalazi u intronu, nije u LD sa genima iz HLA lokusa koji su
povezani sa CVID.

U svakom slucaju, na osnovu na$ih rezultata i pregledom literature, moze se
zakljuciti da TNF -308 G/A polimorfizam moze imati ulogu u patogenezi CVID.
Najverovatniji model bi bio da u uslovima u kojima je podstaknuto lu¢enje TNF,
genetska predispozicija ka ve¢oj produkciji ovog citokina dovodi do ja¢ih inflamatornih
reakcija. Granulomatozne komplikacije i razvoj splenomegalije mogle bi biti neke od
posledica takve genetske sklonosti kod pacijenata sa CVID jer je poznato da postoji
podgrupa CVID pacijenata koja ima agresivnu inflamatornu komponentnu, cesto
udruzenu sa autoimunskim komplikacijama (Cunningham-Rundles, 2012). U skladu s
tim, moze se pretpostaviti da nosioci G alela imaju bolju kontrolu inflamatornih reakcija
podstaknutih TNF citokinom. Stoga, polimorfizam TNF -308 A mogao bi biti biomarker
za primenu specificne anti-TNF terapije. Medutim, potrebna su dodatna ispitivanja na

vecem broju ispitanika da bi se mogao doneti takav zakljucak.

Uloga IL-10 u patogenezi CVID pretpostavljena je na osnovu njegovih brojnih
imunoregulatornih uloga. Svrstava se u antinflamatorne citokine, ali je pokazano i da
ima bitnu ulogu u terminalnoj diferencijaciji B-celija, posebno u promeni klase
imunoglobulina u IgA podklasu (Berron-Ruiz i sar., 2016). Nakon otkri¢a da mutacije u
genu koji kodira ICOS dovode do ispoljavanja klinicke slike CVID, utvrdeno je i da
osobe sa ICOS mutacijom imaju deficijenciju IL-10. Stavise, smatra se da to lezi u
osnovi uloge ICOS kostimulatora u formiranju germinativnih centara i memorijskih B-
¢elija kod ljudi (Warnatz i sar., 2006). Pored toga, animalni model deficijencije I1L-10
dovodi do razvoja inflamatorne bolesti creva kod misSeva, a poznato je da se u klinickoj

U nasoj studiji ispitivali smo tri polimorfizma u promotoru IL10 gena: IL10 G/A
-1082 (rs1800896), C/T -819 (rs1800871) i C/A -592 (rs1800872), koji su u jakom LD.

Veruje se da ova tri polimorfizma imaju bioloski znacaj i da na transkripcionom nivou
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menjaju ekspresiju 1L10 gena. Prva dva navedena polimorfizma su analizirana TagMan
PCR metodom, dok su genotipovi za tre¢i polimorfizam izvedeni iz SNP rs1800871 jer
je ustanovljeno da su ova dva SNP u potpunoj neravnotezi vezanosti kod belaca (Turner
I sar., 1997). Ispitivan je njihov pojedinacni uticaj, kao i uticaj kombinacije alela u
odredene haplotipove za koje je u prethodnim studijama pokazano da imaju uticaj na
produkciju IL-10, i da su povezani sa CVID ili nekom od njenih klini¢kih manifestacija.

Do sada su u ve¢em broju istrazivanja ispitane frekvencije G i A alela na poziciji
-1082, kao i C i T alela na poziciji -819, u okviru gena za IL-10 u populacijama zdravih
osoba veceg broja geografski udaljenih drzava. Jedan od ciljeva ovog istrazivanja je bio
da se uporede dobijene frekvencije ovih alela u populaciji zdravih osoba iz Srbije sa
frekvencijama u kontrolnim populacijama drugih drzava za koje postoje podaci u
literaturi 1 utvrdi da li postoje znaajne razlike izmedu populacije zdravih osoba iz
Srbije i drugih, geografski udaljenih i etni¢ki razli¢itih populacija. Kada je re¢ o
rs1800896 frekvencije G i A alela u zdravoj populaciji Srbije nisu bile statisticki
znacajno razli¢ite u odnosu na populacije Portugalije, Jordana, Italije, Nemacke i
Kolumbije. Za drugi ispitivan IL10 polimorfizam, rs1800871, nadena je visoko
statisticki znacajna razlika u frekvencijama alela izmedu populacija Srbije i Tajvana,
dok je distribucija alela ovog polimorfizma u naSoj populaciji slicna sa distribucijama
populacija Italije, Nemacke i Kolumbije.

Ova doktorska disertacija predstavlja prvo istrazivanje kojim su odredene
frekvencije alela na pozicijiama -1082, -819 i -592 u promotoru gena za IL-10 i
distribucija genotipova kod pacijenata sa CVID u Srbiji. Analizom naSih rezultata
utvrdeno je da se distribucija alela 1 genotipova za sva tri ispitivana polimorfizma u
grupi pacijenata sa CVID ne razlikuje bitno od distribucije u grupi 250 zdravih davaoca
krvi iz kontrolne grupe. Analiza pojedina¢nih SNP u korelaciji sa klini¢kim fenotipom
takode nije dala pozitivne rezultate. Koris¢enjem posebnog softvera i algoritma
maksimizacije ocekivanja odredeni su haplotipovi za IL10 promotor polimorfizme. Od
moguéih osam, dobijena su tri haplotipa: GCC, ACC i ATA kod CVID pacijenata i
zdravih osoba iz kontrolne grupe. Nasi rezultati su bili u skladu sa objavljenim
rezultatima 1L10 haplotipova u populacijama zdravih osoba bele rase (Turner i sar.,
1997; Costeas i sar., 2003; Uboldi de Capei i sar., 2003). Medutim, distribucija

haplotipova, kao ni pojedinac¢nih alela i genotipova za svaki od ispitanih polimorfizama,
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u grupi pacijenata i kontrolnoj grupi nije pokazala bitne razlike. Ni dalja stratifikacija
haplotipova prema klinickom fenotipu nije pokazala znacajnu povezanost bilo kog
haplotipa sa bronhiektazijama, splenomegalijom ili autoimunskim bolestima kod CVID
pacijenata.

Merenje nivoa IL-10 u nasoj studiji pokazalo je da CVID pacijenti imaju nizu
produkciju ovog citokina u odnosu na zdrave osobe. Medutim, razlika nije bila
statistiCki znacajna. S obzirom na ulogu u diferencijaciji B-¢elija i promeni klase
imunoglobulina kao i na imunoregulatornu ulogu u supresiji inflamacije, logi¢no bi bilo
pretpostaviti da je produkcija IL-10 kod CVID pacijenata snizena. Shodno tome bi se
mogao objasniti i trend registrovan u nasim rezultatima. Medutim, iako su neke studije
ukazale na nizu produkciju ovog citokina kod CVID pacijenata od strane T-limfocita
(Holm i sar., 2003; Pons i sar., 2006), postoje i studije koje su pokazale normalnu ili
poviSenu produkciju od strane monocita, ¢ak i u slucaju niske produkcije od strane T-
limfocita (Zhou i sar., 1998).

U cilju odredivanja mogucée korelacije odredenog genotipa IL-10 sa
produkcijom samog citokina stratifikovali smo pacijente sa CVID prema odredenim
haplotipovima, odnosno diplotipovima za sva tri ispitivana polimorfizma. Shodno
prethodno objavljenim rezultatima (Turner i sar., 1997) pacijente smo podelili u tri
podgrupe: one sa “visoko-produkuju¢im” haplotipovima (GCC/GCC u diplotipu), one
sa “srednje-produkuju¢im” (diplotipovi GCC/ACC i GCC/ATA) i “nisko-
produkuju¢im” (ATA/ATA, ATA/ACC i ACC/ACC diplotipovi). Medutim, analizom
koncentracija citokina nije nadena statisticki znacajna razlika izmedu pojedinih grupa.
lako su u grupi sa “visoko-produkujué¢im” diplotipom nadene najvise vrednosti 1L-10,
druge dve podgrupe su pokazale sli¢ne rezultate.

Analiza naSih rezultata ne ukazuje na bitnu ulogu tri ispitivana polimorfizma u
promotor regionu gena za interleukin 10 u ispoljavanju CVID ili njenih klini¢kih
fenotipova. Medutim, u literaturi su opisani i drugaciji rezultati. Tako su Mullighan i
saradnici pronasSli vezu izmedu ‘“nisko-produkujuceg” ATA haplotipa, i razvoja
granulomatozne forme CVID. Asocijacija je bila upadljivija kada je kombinovana sa
analizom prethodno prijavljenih rezultata o vezi TNF +488 A alela sa razvojem ove
komplikacije. Autori su postulirali da ATA haplotip, koji predisponira smanjenu

produkciju IL-10, u isto vreme dozvoljava vise vrednosti TNF, usled smanjene
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inhibicije IL-10 na TNF. ViSe vrednosti TNF, kao $to je ve¢ pomenuto, favorizuju
stvaranje granuloma (Mullighan i sar., 1999). Rezai i sar. su takode ispitivali asocijaciju
pomenutih promotor polimorfizama u IL10 genu sa CVID. Oni su nasli pozitivhu
asocijaciju genotipa IL10 -1082 GA i javljanja CVID, dok je AA genotip bio znacajno
redi kod zdravih osoba iz kontrolne grupe (Rezaei i sar., 2010). Kad je re¢ o
haplotipovima, od teorijski mogu¢ih osam, i oni su nasli tri u kontrolnoj grupi: GCC,
ACC i ATA, kao $to je opisano u naSim rezultatima i kod Mullighana i sar. Medutim,
zanimljivo je da su medu CVID pacijentima utvrdili tri retka haplotipa koji nisu bili
prisutni kod kontrola, ACA, GCA i ATC, od kojih je ACA haplotip bio prisutan kod
¢ak Cetiri pacijenta. Haplotip ACC, koji je, kao i ATA, povezan sa nizom produkcijom
IL-10 bio je znacajno redi kod CVID pacijenata, $to je bilo suprotno od rezultata u
kohorti iz V. Britanije.

Osim inhibicije proinflamatornih citokina poput TNF i IFN-gama, interleukin-10
ima vaznu ulogu u kontroli inflamacije od strane regulatornih T-celija (Treg) koje se
dovode u vezu sa razvojem razli¢itih autoimunskih poremecaja. Broj Treg kod CVID
pacijenata, posebno onih sa splenomegalijom i poviSenim inflamatornim markerima je
snizen (Fevang i sar., 2007). Medutim, u skoras$njim studijama akcenat je stavljen na
regulatorne B-celije, oznacene kao B10, koje se smatraju glavnim izvorom IL-10. Za
njihovo postojanje se zna od ranije, ali su tek nedavno opisane kod ¢oveka (lwata i sar.,
2011) i sve viSe se ispituju kao bitan faktor u patogenezi brojnih imunski posredovanih
bolesti, poput reumatoidnog artritisa ili ITP (Hua i sar.,, 2014). S obzirom na
pretpostavljenu hroni¢nu imunsku aktivaciju usled snizenog broja Treg celija, kao i
visoku incidenciju autoimunosti, sugerisano je da je i broj B10-celija kod pacijenata sa
CVID snizen, odnosno da one imaju glavnu ulogu u razvoju Treg ¢elija i kontroli T-
¢elijske aktivacije i autoimunosti. Neke studije su zaista objavile sniZzen broj B10 i
posledi¢no IL-10 (Vlkova i sar., 2015; Barsotti i sar., 2016), posebno u podgrupi sa
autoimunskim citopenijama, mada ima i suprotnih rezultata (Kofod-Olsen i sar., 2016).

Zanimljivo je da miSevi koji nemaju funkcionalni gen (engl. “knock-out”) za IL-
10 ispoljavaju tezak kolitis sli¢an inflamatornim bolestima creva kod ¢oveka (Rennick i
sar., 1997). Sli¢no je i sa miSevima koji imaju deficijenciju receptora za ovaj citokin.
Medutim, u sredini bez mikroorganizama ne razvija se kolitis, $to je podrzalo teoriju da

se u IBD radi o nekontrolisanom imunskom odgovoru na mikroorganizme prisutne u
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crevima. Poslednjih godina brojna istrazivanja su potvrdila da je IL-10 neophodan u
uspostavljanju negativne povratne signalizacije potrebne za odrZavanje intestinalne
homeostaze i kod coveka. Pre svega, otkrivene su homozigotne mutacije u genima za
IL-10 kao i IL-10RA (interleukin 10 receptor alfa) ili IL-10 RB (interleukin 10 receptor
beta) kod dece sa veoma ranim pocetkom inflamatorne bolesti creva (engl. Very Early
Onset Inflammatory Bowel Disease, VEO-IBD) koja ima tezak klinic¢ki tok i rezistentna
je na standardnu terapiju (Glocker i sar., 2009; Glocker i sar., 2010). U lecenju VEO-
IBD kao terapija izbora pokazala se transplantacija mati¢nim ¢éelijama hematopoeze

pacijenti imaju i druge klinicke manifestacije poput ponavljanih respiratornih infekcija,
folikulitisa, artritisa, koji ovu bolest, nastalu usled mutacija u 1L10 ili IL10R, svrstavaju
u kompleksne imunoloske poremecaje iz grupe primarnih imunodeficijencija (Picard i
sar., 2015).

Asocijacija izmedu CVID 1 IBD je dobro poznata. U kohorti od 473 pacijenata iz
SAD 20 je imalo potvrdenu IBD (Resnick i sar., 2012). Skorasnja GWAS studija koja je
ukljucila 125 pacijenata sa VEO-IBD ukazala je na asocijaciju bolesti sa varijantama
koje su nadene i u CVID kohortama, poput polimorfizama u MSH5, LRBA ili CD19
genima (Kelsen i sar., 2015). Osim toga, u jednoj porodici sa konsangvinitetom u kojoj
je troje dece ispoljilo fenotip sa karakteristikama CVID uz VEO-IBD, mapiranjem
homozigotnosti uz sekvenciranje celokupnog egzoma (engl. whole exome sequencing,
WEYS), utvrdena je homozigotna mutacija u genu za IL-21 koja je pokazala potpunu
segregaciju sa ispitivanim fenotipom. Pretpostavljeno je da IL-21, izmedu ostalih
funkcija, ispoljava imunosupresivnu ulogu podsti¢u¢i luéenje 1L-10 i da deficijencija
IL-21 dovodi do manje produkcije i IL-10, stoga je klinicka slika mutacija u IL21 sli¢na
mutacijama u IL10 i IL10RA genima (Salzer i sar., 2014). Osim opisanih mutacija,
nadenih kod malog broja obolelih, gen za IL-10 je i u velikim studijama asocijacije
povezivan sa razvojem IBD. Tako je u GWAS objavljenoj 2008. nadena asocijacija
polimorfizama u IL10 sa IBD, potvrdenoj u velikoj meta-analizi jo§ pet GWAS koje su
sledile (Franke i sar., 2010). U drugoj studiji su ispitivani haplotipovi polimorfizama u
promotoru IL10 gena koji su analizirani i u naSoj studiji, i nadena je veza sa GCC i
ACC haplotipovima i Kronove bolesti u pedijatrijskoj populaciji. Osim toga, i retki

haplotipovi su opisani isklju¢ivo kod obolelih (Sanchez i sar., 2009).
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U svakom sluéaju, polimorfizmi u genu za IL-10, kao i IL-10RA, povezani su
prvenstveno sa IBD, ali i sa CVID. Koliko je nama poznato, nije radeno istraZivanje
IL10 polimorfizama i posebnog klinckog fenotipa koji ima karakteristike IBD u sklopu
CVID. U nasem uzorku nije bilo pacijenata koji bi zadovoljili kriterijume za takvu
dijagnozu, a zbog veliCine uzorka nije izdvojen poseban fenotip koji bi ukljucio
enteropatiju za genotipsko-fenotipsku korelaciju. Moguée je, ipak, da su retke
homozigotne mutacije koje dovode do gubitka funkcije gena za IL-10 i IL-10RA, i koje
se ispoljavaju kao VEO-IBD, deo kontinuuma gde su na drugom kraju polimorfizmi
koji samo umanjuju efikasnost IL-10 signalizacije kod osoba koje ¢e ispoljiti bolest
kasnije u Zivotu, uz prisustvo drugih genetskih ili negenetskih faktora. Moze se
pretpostaviti da bi taj fenotip na lakSem kraju spektra, bio CVID koji ukljucuje klinicku
sliku enteropatije sa IBD karakteristikama. Poznato je da CVID mozZe biti maskirana
drugim, posebno autoimunskim bolestima, koje mogu biti inicijalna manifestacija, i da
do ispoljavanja hipogamaglobulinemije i drugih znakova poremecaja moze do¢i u bilo
kom periodu zivota (Cunningham-Rundles, 2012).

Odsustvo asocijacije polimorfizama u promotoru gena za IL-10 u nasoj studiji
moze biti zbog toga Sto ovaj polimorfizam zaista nema ulogu u patogenezi CVID, §to je
u skladu sa rezultatima velikih studija asocijacije kod CVID pacijenata (Orange i sar.,
2011; Li i sar., 2015) koje nisu prijavile vezu sa ovim ili drugim polimorfizmima u IL10

genu. Medutim, moguce da je problem u ograni¢enom broju ispitanika.

Kada je re¢ o interleukinu-6, U ovom istraZivanju smo pronasli znacajnu razliku
u frekvencijama alela za polimorfizam u promotoru IL6 na poziciji -174 (rs1800795)
izmedu kontrolne grupe i grupe pacijenata sa CVID. Alel G, koji je povezan sa viSom
produkcijom IL-6 (Fishman i sar., 1998), nosio je veci rizik za CVID od redeg C alela, i
ta razlika je dostigla statisticCku znacajnost. Medutim, analiza genotipova nije dala
statistiCki znacajnu razliku izmedu ove dve grupe. Osim toga, nasi rezultati su bili
suprotni od prethodno prijavljenih u studiji na kohorti iz Irana (Rezaei i sar., 2009) u
kojoj je C alel, kao i CC genotip, bili znacajno zastupljeniji kod pacijenata sa CVID,
dok su G alel i GG genotip bili znacajno ¢esci u kontrolnoj grupi.

Da bi utvrdili distribuciju alela za polimorfizam rs1800795 u drugim

populacijama i uoCili eventualne razlike u odnosu na zdravu populaciju iz Srbije,
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analizirali smo podatke iz sli¢nih studija sprovedenih u vise zemalja iz Evrope, Azije i
Juzne Amerike. U drugim evropskim zemljama distribucija alela i genotipova se nije
bitno razlikovala u odnosu na nasu populaciju, ali je nadena znacajna razlika u odnosu
na Kolumbiju, kao i visoko statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na populaciju u Indiji.
Interleukin-6 je plejotropni citokin sa brojnim bioloskim ulogama u inflamaciji,
imunskom odgovoru i hematopoezi, medu kojima je njegova uloga u terminalnoj
diferencijaciji B-¢elija bila razlog prvim pretpostavkama o defektnoj produkciji ovog
citokina kod pacijenata sa CVID. Medutim, ta pretpostavka je brzo odbacena jer je veé
u prvim studijama koje su se bavile ovom temom utvrdeno da se kod vecine pacijenata
sa CVID registruje vise IL-6 u plazmi i da nedostatak ovog citokina ne moze biti razlog
neuspele diferencijacije B-¢elija (Adelman i sar., 1990). PoviSena ekspresija IL6 gena,
mapiranog na 7p21, takode je prijavljena kod pacijenata sa CVID i sledstveno poviSena
produkcija IL-6 u in vitro stimulisanim PBMC pacijenata u poredenju sa onima iz
kontrolne grupe zdravih osoba. Jo$ tad je pretpostavljeno da povisene vrednosti 1L-6,
iako ne mogu uticati na produkciju specifi¢cnih imunoglobulina kod pacijenata sa CVID
usled drugog nepoznatog defekta, mogu indukovati mnoge od limfoproliferativnih ili
autoimunskih fenomena povezanih sa ovom boles¢u (Pandolfi i sar., 1993). Povisena
produkcija IL-6 je zaista registrovana kod pacijenata sa razli¢itim autoimunskim
bolestima, poput reumatoidnog artritisa, SLE i Kronove bolesti, a smatra se da ona
moze biti odgovorna i za hipergamaglobulimeniju koja se nekad registruje kod ovh
pacijenata. Za neke ovih bolesti se ve¢ neko vreme u terapiji uspesno koriste specifi¢ni
lekovi koji blokiraju aktivnost 1L-6, poput tocilizumaba, i time antagonizuju efekte
ovog citokina (Tanaka i sar., 2014). Medutim, kada je re¢ o CVID pacijentima, neke
novije studije nisu potvrdile da postoje bitne razlike u produkciji 1L-6 kod obolelih u
odnosu na zdrave, ili su ¢ak detektovale snizenu produkciju ovog citokina (Trujillo i
sar.,, 2011) u monocitima CVID pacijenata nakon stimulacije. To dalje potvrduje
heterogenu prirodu poremecaja, ali moze biti i odraz specificnih dogadaja vezanih za
manifestacije bolesti ili primenjenu terapiju (Ibanez i sar., 2005). Osim toga, kao $to je
ve¢ pomenuto, metode i tehnike kao i uslovi merenja citokina dosta se razlikuju od
studije do studije. U svakom slu¢aju, s obzirom da je deficijencija IL-6 u etiologiji
neuspele diferencijacije B-¢elija kod CVID pacijenata iskljucena, povisena produkcija

ovog citokina moze biti pretpostavljena i kao odraz kompenzatornog mehanizma.
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Izmedu ostalog, IL-6 funkcioniSe kao medijator koji signalizira bitna deSavanja, poput
postojanja infektivnog ZariSta odakle Salje signhal upozorenja cCitavom organizmu
(Hunter i Jones, 2015). CVID pacijenti su stalno izlozeni infekcijama na koje nemaju
adekvatan imunski odgovor. Mada prekomerno stvaranje IL-6 u ranoj fazi bolesti moze
imati pozitivne efekte, takvo prolongirano stanje moze doprineti razvoju razlicitih
inflamatornih, limfoproliferativnih i autoimunskih bolesti. Odredeni genotip koji
favorizuje povecanu produkciju IL-6, u ovom slu¢aju G alel na poziciji -174 uzvodno
od transkripcionog mesta IL6 gena, u tom kontekstu moze doprineti razvoju takvih
komplikacija kod CVID pacijenata.

Da bi odredili produkciju IL-6 kod CVID pacijenata iz naseg uzorka, kultivisali
smo PBMC iz krvi uzete od svih pacijenata i 35 zdravih kontrolnih osoba i merili
koncentracije ovog citokina u medijumu nakon kultivisanja sa ili bez stimulacije.
Rezultati su pokazali znacajno vise IL-6 u supernatantu CVID pacijenata u odnosu na
kontrole, i ta razlika je pokazala statistiCku znacajnost (p=0,0038). Ovaj rezultat je u
korelaciji sa drugim prethodno pomenutim studijama koje su ukazale na poviSenu
produkciju IL-6 kod obolelih od CVID. Isto tako, u korelaciji je i sa nasim rezultatima
genotipizacije SNP rs1800795 koja je pokazala znacajno vecu ucestalost G alela kod
pacijenata, koji je, kao §to je ve¢ pomenuto, povezan sa visom produkcijom interleukina
6. Ipak, korelacijom genotipa sa produkcijom ovog citokina kod CVID pacijenata iz
nadeg uzorka nismo uspeli da reprodukujemo taj nalaz. Stavise, produkcija citokina kod
pacijenata sa GG, GC ili CC genotipom je sli¢na, sa blagom prevagom vrednosti kod
CC genotipa. Moguce je da je veli¢ina uzorka faktor koji onemoguéava ispoljavanje
prave asocijacije, s obzirom i na to da je redak CC genotip registrovan samo kod 2
pacijenta sa CVID. S druge strane, u jednoj meta-analizi sa preko 5000 ispitanika nije
utvrdena korelacija -174 G/C polimorfizma u IL6 genu sa produkcijom IL-6 (Huth i
sar., 2009). To je objasnjeno otkricem da je gen za IL-6 regulisan ne samo
proksimalnim promotorom u kojem je smesten -174 G/C polimorfizam, ve¢ i distalnim
u ¢ijoj blizini se nalazi drugi polimorfizam na poziciji - 6331 T>C za koji je pokazano
da menja ekspresiju gena (Samuel i sar., 2008).

Koliko smo mogli uoéiti pretragom Medline baze podataka, rs1800795 je ciljano
ispitivan kao polimorfizam u IL6 kandidat genu kod CVID pacijenata samo u studiji

Rezai 1 sar. 1 nasoj studiji, a rezultati su kontradiktorni. U velikim studijama asocijacije
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na pacijenatima iz CVID kohorti sakupljenih iz viSe zemalja (Orange i sar., 2011; Li i
sar., 2015) nije opisana asocijacija sa rs1800795. Medutim, u viSe studija je nadena
asocijacija G alela i autoimunskih bolesti, poput sistemskog juvenilnog idiopatskog
artritisa i reumatoidnog artritisa (Fishman i sar., 1998). Pacijenti sa CVID imaju u
priblizno Cetvrtini slucajeva pridruzene autoimunske bolesti, a poznato je i da oba
poremecaja Cesto dele genetsku osnovu. Stoga, asocijacija G alela sa ispoljavanjem
CVID u nasoj kohorti pacijenata u korelaciji je sa asocijacijom tog alela i autoimunskih
bolesti. Medutim, korelacija genotipa sa autoimunitetom kao klinickim fenotipom
CVID na nasem uzorku dala je upravo suprotne rezultate: C alel je nosio veci rizik za
razvoj autoimunskih bolesti iako razlika nije dostigla statistiCku znacajnost (p= 0,084).
S druge strane, prisustvo G alela je uvecavalo Sansu za razvoj splenomegalije 2,27 puta
(0S= 2,25 pri 95%IP 0,78-6,48) a GG genotip 3,77 puta (OS=3,77 pri 95%IP 0,92-
15,44), iako ni ove razlike nisu pokazale statisticku znacajnost (p=0,129 i p=0,059,
respektivno). Ovi podaci reprezentuju samo neke od teSkoca u interpretaciji rezultata

kod tako heterogene bolesti kao $to je CVID. Da bi se uoceni trendovi u rezultatima

IFNG je lociran na hromozomu 12 i ¢ini ga Cetiri egzona. Svrstava se u gene koji
imaju visoko oCuvan sastav aminokisleina. Od svih gena koji kodiraju proteine sa
ulogom u imunskom odgovoru smatra se da se gen za IFN-gama nalazi medu 10% onih
sa najjac¢im selekcionim ograni¢enjima protiv zamene aminokiselina, $to govori u prilog
tome da ima esencijalnu ulogu u prezivljavanju (Manry i sar., 2011). U okviru introna
gena za IFN-gama opisano je nekoliko funkcionalnih polimorfizama medu kojima je i
SNP na poziciji +874 A/T (rs2430561). Utvrdeno je da je nasledivanje A ili T
nukleotida u potpunoj povezanosti sa brojem CA ponovaka koji ¢ine mikrosatelitni
marker smesten neposredno uz rs2430561. Broj CA ponovaka korelira sa produkcijom
IFN-gama i moze biti od 11 do 15. Osobe homozigoti za alel 2, koji se smatra najc¢es¢im
a odgovara broju od 12 CA ponovaka, produkuju znaéajno vise IFN-gama nego osobe
sa drugim genotipom (Pravica i sar., 1999). Naknadno je uoceno da se T alel nasleduje
zajedno sa nizom od 12 CA ponovaka, stoga T alel na poziciji +874 korelira sa visSom
produkcijom IFN-gama. To je objasnjeno time Sto se rs2430561 polimorfizam nalazi

unutar veznog mesta za NFkB, a prisustvo timina na poziciji +874 neophodno je za
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specificno vezivanje transkripcionog faktora NFxB (Pravica i sar., 2000). Korelaciju
izmedu +874 T alela i produkcije IFN-gama kasnije su potvrdili i drugi istrazivaci
(Hoffmann i sar., 2001; Cardoso i sar., 2010; Vallinoto i sar., 2010), ali postoje i
suprotni rezultati (Cartwright i sar., 1999).

Interferon-gama, poznat i kao tip Il interferona, je plejotropni citokin koji ima
bitnu ulogu kako u urodenom tako i u steenom imunitetu. S obzirom na dokazanu
ulogu u odbrani protiv infekcije mikobakterijama, ne iznenaduje podatak da je
polimorfizam -874 A/T medu prvima ispitivan upravo kod pacijenata sa tuberkulozom.
Pretpostavljeno je da oboleli od tuberkuloze, pogotovo sa hroni¢nom formom bolesti
mogu imati predominaciju A alela u genotipu koji korelira sa nizom produkcijom IFN-
gama. To je i potvrdeno u vise studija uklju¢ujuéi i meta-analizu (Lio i sar., 2002;
Vallinoto i sar., 2010; de Albuquerque i sar., 2012). S druge strane, kod sistemskih
autoimunskih bolesti kao $to je sistemski eritemski lupus (SLE), kod kojih je potvrdeno
pojacano stvaranje IFN-gama, uklapa se asocijacija T alela sa pove¢anjem sklonosti ka
nastanku SLE (da Silva i sar., 2014).

Distribucija A i T alela na poziciji +874 gena za IFN-gama ispitana je u ve¢em
broju populacija zdravih osoba, kao i u prethodnom istrazivanju na populaciji zdravih
dobrovoljnih davalaca krvi u Srbiji (Popadic i sar., 2012). Utvrdeno je takode da su
distribucije A i T alela u populaciji zdravih osoba u Srbiji sli¢ne frekvencijama ovih
alela u vecini evropskih zemalja, a postoji statisticki visoko znacajna razlika u odnosu
na vecinu populacija u Aziji i Africi. Tako su frekvencije A i T alela u zdravoj
populaciji Srbije sli¢ne onima u populacijama V. Britanije, Italije, Hrvatske, Bugarske,
Poljske, Turske, pripadnika bele rase iz Kanade, kao i Brazila i Kine. S druge strane,
postoji statisti¢ki visoko znacajna ili znacajna razlika u distribuciji A i T alela u zdravoj
populaciji Srbije i populacija Juzne Afrike, Hong Konga, Tajvana, Egipta, Tajlandai i
kanadana indijanskog porekla iz plemena Dene.

Kada je rec o Cestoj varijabilnoj imunodeficijenciji, koliko je nama poznato, pre
naSeg istrazivanja nije ispitivana asocijacija rs243056 sa ispoljavanjem ove bolesti.
Jedina studija koju smo pronasli pretragom Medline baze podataka, izvedena u Spaniji,
ispitivala je mikrosatelitni polimorfizam u intronu IFNG gena kod 32 pacijenta sa CVID
I 56 zdravih kontrola. S obzirom da je od ranije poznato da se se T alel nasleduje

zajedno sa nizom od 12 CA ponovaka jer je sa tim alelom u potpunom LD, donekle se

78



Dijana Perovié¢ doktorska disertacija Diskusija

njihovi rezultati mogu preneti na -874 A/T polimorfizam. Medutim, oni nisu nasli
znacCajnu razliku u nasledivanju bilo kog alela iz mikrosatelitnog markera, ukljucujucéi i
alel 2, izmedu pacijenata i zdravih kontrola. Ipak, veli¢ina uzorka je ogranicavajuci
faktor stoga su dopunska ispitivanja potrebna da bi se odredio znacaj ovih
polimorfizama kod pacijenata sa CVID.

Analizom distribucije alela i genotipova za -874 A/T polimorfizam u IFNG kod
nasih ispitanika nismo nasli znacajnu razliku u distribuciji T i A alela, kao ni
genotipova, izmedu obolelih od CVID i zdravih kontrola. Medutim, nadena je
asocijacija izmedu T alela i povecanog rizika za razvoj splenomegalije koja je pokazala
statisticku znacajnost. Alel A i genotip AA su se, sa druge strane, pokazali kao
protektivni u razvoju ove ceste komplikacije kod obolelih od CVID, takode sa
statistickom znacajnoscu. Genotipovi TA i TT prema odnosu $ansi poveéavaju rizik za
uvecéanje slezine ali razlika u distribuciji tih genotipova nije bila statisti¢ki znacajna.

Dopunska ispitivanja su svakako neophodna da bi se procenila uloga ovog
polimorfizma IFNG u razvoju splenomegalije kod pacijenata sa CVID.

Ovo je prva studija u Srbiji koja je ispitivala uticaj polimorfizma rs243056 u
genu za IFN-gama kod pacijenata sa CVID, i prva studija uopste koja je povezala T alel
u genotipu CVID pacijenata sa razvojem splenomegalije. S obzirom da je pokazano da
nosioci T alela produkuju vece koli¢ine interferona-gama, ova asocijacija bi se mogla
objasniti uticajem poviSenih vrednosti tog citokina na regrutaciju razli¢itih imunskih
¢elija u slezinu i njenim sledstvenim uvecanjem.

Zanimljivo je da je u jednoj nedavnoj studiji uradena analiza celokupnog
transkriptoma u punoj krvi 91 pacijenta sa CVID od kojih je 47 imalo inflamatorne
komplikacije  (uklju¢ujué¢i hematoloske autoimunske bolesti, granulomatozne
infiltracije, intersticijalnu bolest plu¢a, limfoidnu hiperplaziju/splenomegaliju i/ili
gastrointestinalne inflamatorne bolesti) a 44 je bilo bez komplikacija. U poredenju sa
rezultatima zdravih kontrola CVID pacijenti su imali naglasenu ushodnu regulaciju gena
odgovornih za interferone, koja je predominirala u grupi pacijenata sa inflamatornim
komplikacijama. Objasnjenje nije u potpunosti nadeno, ali je pretpostavljeno da, s
obzirom na c¢injenicu da su kod pacijenata sa inflamatornim komplikacijama nadeni i
tezi defekti u steCenom imunitetu (¢esée su limfopenicni, imaju redukovan broj B-Celija

1 snizene druge parametre iz B, T 1 plazma ¢elijske mreze), oni mogu imati hroni¢nu
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aktivaciju urodenog IFN puta kao odgovor na antigene iz spoljne sredine (Park i sar.,
2013). Osim toga, hroni¢na ushodna regulacija interferonskih puteva poznata je i kod
autoimunskih bolesti usled aktivacije receptora slicnih Tollu (engl. Toll like receptor,
TLR) i jo§ nekih nedovoljno definisanih senzora u citoplazmi (Ronnblom i Eloranta,
2013), §to CVID sa inflamatornim komplikacijama u molekularno bioloSkom smislu jo$
jednom povezuje sa sistemskim autoimunskim bolestima.

Imajué¢i sve to u vidu za ocekivati je da pacijenti sa CVID, bar oni koji
ispoljavaju fenotip sa komplikacijama, imaju povisenu produkciju IFN-gama. Rezultati
koje smo pronasli u literaturi su, kao i za ve¢inu drugih citokina merenih kod pacijenata
sa CVID, neusaglaSeni i ¢esto kontradiktorni. Serano i saradnici su detektovali poviSene
vrednosti IFN-gama u preci§¢enim T-Celijama nakon sitimulacije sa CD3 ili PMA/PMH
od 24h (Serrano i sar., 2000), a sli¢no su opisali i North i sar. koji su merili produkciju
IFN-gama u CD4" i CD8" T-limfocitima nakon 12h stimulacije sa PMA i jonomicinom
(North i sar., 1996). Giovanetti i sar. su takode opisali povisene nivoe ovog citokina kod
pacijenata sa CVID koji imaju smanjen broj CD4" T-¢elija (Giovannetti i sar., 2007).
Opisani su i suprotni rezultati, koji idu u prilog snizenoj produkciji IFN-gama kod
pacijenata sa CVID, (Hauber i sar., 1993) ali neka novija istraZivanja su ipak iznela
dokaze i nove Cinjenice u patogenezi Ove bolesti koji koreliraju sa povisenom
produkcijom interferona-gama. Tako su VIkova i sar. u svetlu nedavno aktuelizovanih B
regulatornih ¢elija koje su glavni izvor IL-10 ispitivale intereakciju tih ¢elija kod CVID
pacijenata i zdravih kontrola sa tzv. IFN-gama’/TNF" produkujué¢im T-¢elijama, koje su
multifunkcionalne CD4" T-éelije sposobne da produkuju oba proinflamatorna citokina a
pripadaju  kategoriji visoko imunokompetentnih memorijskih ili efektorskih
memorijskih T-¢elija. Nekoliko zaklju¢aka su izveli iz tog istrazivanja: 1. produkcija
citokina od strane multifunkcionalnih IFN-gama’/TNF* CD4" T-¢elija je povisena kod
CVID pacijenata, 2. broj regulatornih B-¢elija je u isto vreme snizen, i 3. Sposobnost B
regulatornih ¢elija da suprimiraju produkciju IFN-gama i TNF od strane CD4" ¢éelija je
smanjena. Stoga, defekt u odgovoru B regulatornih ¢elija na stimulaciju T-¢elija vodi
preteranoj aktivaciji T-celija koja moze biti u osnovi imunoregulatornih abnormalnosti
koje se nalaze kod pacijenata sa CVID (Vlkova i sar., 2015). U drugoj studiji koji su
izveli isti autori koji su opisali naglasenu ushodnu regulaciju interferon-povezanih gena

kod pacijenata sa inflamatornim CVID (Park i sar., 2013), opisana je ekspanzija ¢elija
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urodenog imunskog odgovora (engl. innate lymphoid cells, ILCs) koje su naglaSeno
IFN-gama pozitivne, kako u perifernoj krvi, tako i u mukoznom tkivu pacijenata. Time
je pretpostavljena uloga ILCs u povisenoj inflamaciji i oStecenju sluznica respiratornog
I gastrointestinalnog trakta. lako su u prethodnoj studiji autori pokazali snizenu
produkciju IFN-gama od strane T-limfocita, merenog u supernatantu nakon stimulacije
kultivisanih PBMC, u ovoj drugoj studiji (Cols i sar., 2016) su u serumu izmerili
znacajno vise IFN-gama kod CVID pacijenata, posebno onih sa komplikacijma, nego
kod zdravih kontrola.

Merenjem nivoa IFN-gama nakon stimulacije u supernatantu u nasem uzorku
takode su dobijene viSe vrednosti kod pacijenata sa CVID u odnosu na zdrave kontrole.
Ta razlika, medutim, nije dostigla statistiCku znacajnost. Kada smo uradili korelaciju
genotipa za -874 A/T polimorfizam u IFNG i nivoa IFN-gama kod pacijenata takode
nismo dobili statisti¢ki znacajne rezultate. Ipak, pacijenti sa TT i TA genotipom, koji su
opisani kao “visoko-produkujuci”, imali su viSe vrednosti u odnosu na pacijente sa AA
genotipom. Stoga, nasi rezultati ispitivanja polimorfizma u intronu gena za IFN-gama
govore u prilog tome da je T alel faktor rizika za razvoj splenomegalije kod pacijenata
sa CVID. U isto vreme, registrovan je trend ka vi§im nivoima IFN-gama kod pacijenata
sa CVID u odnosu na kontrole, kao i predominacija visih vrednosti ovog citokina kod
pacijenata koji su nocioci T alela. Ti rezultati su u korelaciji sa prethodno opisanim, kao
I sa pretpostavljenom ulogom IFN-gama u patogenezi CVID ili, bar, nekih komplikacija

koje prate bolest, poput splenomegalije.

Rezultati naSeg istrazivanja ukazuju na mogucu ulogu ispitivanih polimorfizama
U genima za citokine u etiopatogenezi Ceste varijabilne imunodeficijencije. Geneticke
studije asocijacije, danas Siroko =zastupljene u ispitivanju etiologije razli¢itih
poremecaja u ljudskoj populaciji, pruzaju nam viSe sugestivne nego apsolutne dokaze.
Medutim, uprkos svojim ograni¢enjima, one se upravo preporucuju u istraZivanjima
udela genetske komponente kod poligenskih i kompleksnih bolesti. Malo je verovatno
da geni za citokine opisani u nasem istrazivanju sadrze uzro¢ne mutacije za CVID ali
se, s druge strane, ¢ine kao idealni kandidati za gene koji modifikuju bolest. Izolovano,
ili u kombinaciji, ovi polimorfizmi mogu biti presudni u razvoju komplikacija bolesti od

kojih u mnogome zavisi kvalitet zivota i1 prognoza kod CVID pacijenata.
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S obzirom da se radi o retkoj bolesti, rezultati dobijeni na naSem uzorku mogu
posluziti kao deo meta-analize veceg broja sli¢nih ili identi¢nih studija sprovedenih u
svetu. Isto tako, poznato je da mnoge bolesti dele zajednicke gene podloznosti, stoga
rezultati dobijeni u ovom istrazivanju mogli bi da predstavljaju osnovu za dalja
ispitivanja znacaja ovih genetskih markera i kod pacijenata obolelih od drugih imunski
posredovanih bolesti. Kona¢no, posmatrano iz ugla istraziva¢a, CVID predstavlja model
bolesti koji obecava bolje razumevanje medijatora imunske funkcije i inflamacije kao i,

jos uvek ne u potpunosti poznate genetske osnove produkcije antitela.
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1. Ispitivanjem rs1800629 polimorfizma gena za TNF:

- utvrdena je statisticki viSOKo znacajna razlika u ucestalosti alela A izmedu pacijenata
sa CVID i zdravih osoba iz kontrolne grupe, kao i statisticki znaCajna razlika u
zastupljenosti AA i GG genotipa izmedu dve poredene grupe, pri cemu je GG genotip
protektivan, a AA genotip povecava rizik za nastanak CVID,

- nije utvrdeno da ovaj polimorfizam utice na klinicke manifestacije bolesti.

2. Ispitivanjem rs1800896, rs1800871 i rs1800872 polimorfizama u promotoru gena za
IL-10:

- nije dobijena statistiCki znacajna razlika u distribuciji alela i genotipova ovih
polimorfizama kod pacijenata sa CVID u odnosu na zdrave kontrole.

- poredenjem formiranih haplotipova takode je dobijena sli¢na distribucija kod obolelih
od CVID i zdravih kontrola,

- nije utvrdena korelacija alela, genotipova kao ni haplotipova sa klini¢kim fenotipom.

3. Ispitivanjem rs1800795 polimorfizma gena za IL-6:

- utvrdeno je da se frekvencija G alela statisticki znacajno razlikovala u grupi pacijenata
sa CVID u odnosu na kontrolnu grupu,
- nije utvrdena statisticki znacajna Korelacija u distribuciji alela i genotipova prema

klini¢kom fenotipu bolesti.

4. Ispitivanjem polimorfizma gena za IFN-gama (rs2430561):

- nije nadena statistiCki znaCajna razlika u distribuciji alela 1 genotipova ovog

polimorfizma izmedu pacijenata sa CVID i kontrolne grupe,

- nadena je asocijacija izmedu T alela i povecanog rizika za razvoj splenomegalije kod

pacijenata sa CVID.
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5. Ucestalost alela ispitivanih polimorfizama gena za 1L-10 i IL-6 kod zdravih osoba u
Srbiji se znacajno razlikuje u odnosu na populacije zdravih osoba na geografski

udaljenim teritorijama i razli¢itog etni¢kog porekla.

6. Ispitivanjem produkcije citokina u supernatantu nakon stimulacije PBMC:

- nadena je statisticki ViSOko znac¢ajna razlika u produkciji TNF in vitro kod pacijenata
sa CVID u odnosu na zdrave kontrole nakon stimulacije PBMC, s§to govori u prilog
povecane produkcije TNF od strane PBMC obolelih od CVID,

- registrovane su nize vrednosti IL-10 kod pacijenata sa CVID u odnosu na zdrave

kontrole ali bez statisticke znacajnosti,

- dobijena je statistiCki znacajna razlika u produkciji IL-6 kod pacijenata sa CVID, kod

kojih su izmerene viSe vrednosti, u odnosu na zdrave kontrole.

- nadena je nesto visa produkcija IFN-gama kod pacijenata sa CVID u odnosu na zdrave

kontrole ali nadena razlika nije statisticki znacajna.

7. Korelacijom genotipova za ispitivane polimorfizme sa produkcijom odgovarajuceg
citokina kod pacijenata sa CVID nije dobijena statisticki znaajna korelacija u

rezultatima.
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SPISAK SKRACENICA

AlIHA
ALPS
APRIL
BAFF
BAFF-R
CD
CLEC16A
CMV
CNV
CTLA-4
CVID
DEFI
DNK
EBV
EDTA
ELISA
EM
ESID

FAM
FBS
GIT
GLILD

GWAS

HGP
HIV
HLA
HSCT

ICOS
IFN

IgA
IgAD
IgD

19G
IL-10
IL-10RA
IL-21

autoimunska hemoliticka anemija

autoimunski limfoproliferativni sindrom

(engl. A Proliferation Inducing Ligand)

(engl. B cell Activating Factor), B-celijski faktor aktivacije

receptor za BAFF

(engl. Cluster of Differentiation), diferencijacijska grupa molekula EBV
(engl. C type lectin domain family 16 member A)

citomegalovirus

(engl. Copy Number Variations), varijacije u broju ponovaka
citotoksi¢ni T limfocit antigen-4

Cesta varijabilna imunodeficijencija

francuska nacionalna studija o adultnim primarnim imunodeficijencijama
dezoksiribonukleinska kiselina

Epstajn Bar virus

(engl. Ethylenediaminetetraacetic acid) etilen diamin tetrasiréetna kiselina
(engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), enzimski imunotest
(engl. Estimation Maximization), maksimizacija ocekivanja

(engl. European Society for Immunodeficiencies), Evropsko udruzenje za
imunodeficijencije

fluorescentna boja neobjavljene stukture, patent Applied Biosystems
(engl. Fetal Bovine Serum), govedi fetalni serum

gastrointestinalni trakt

(engl. Granulomatous-Lymphocytic Interstitial Lung Disease),
granulomatozna limfocitna intersticijalna bolest plu¢a

(engl. Genome-Wide Association Study), ispitivanje polimorfizama gena u
celokupnom genomu

(engl. Human Genome Project,), projekat ,,Genom ¢oveka”
(engl. Human Immunodeficiency Virus), virus humane imunodeficijencije
humani leukocitni antigen

(engl, Haematopoetic Stem Cell Therapy), terapije mati¢nim ¢elijama
hematopeze

(engl. Inducible T-cell Co-stimulator, ICOS)
interferon

imunoglobulin klaseA

IgA selektivna imunodeficijencija
imunoglobulin klase D

imunoglobulin klase G

interleukin-10

interleukin receptor A

interleukin-21



IL-6
IP 95%
IRNK
ITP
IUIS

IVIG
Kb
KCS
LD

LIP
LOCID

LRBA
MHC

MIRNK
NF«B
NGS

ORCA4L
oS
PBMC

PCR
PCR-SSP
PMA
PRKCD
RFLP

RNK
SAD
SCID

SNP

TACI
TH

TNF
tRNK
UTR
VEO-IBD

VIC
wWB

interleukin-6

interval poverenja od 95%

informaciona RNK

idiopatska trombocitopenijska purpura

(engl. International Union of Immunological Societies), Medunarodno
udruzenje imunoloskih drustava

intravenski imunoglobulini

kilobaza

Klini¢ki centar Srbije

(engl. Linkage Disequilibrium), neravnoteza vezanosti

limfocitna intersticijalna pneumonija
(engl. Late Onset Combined ImmunoDeficiency), kombinovana
imunodeficijencija sa kasnim pocetkom

(engl. Lipopolysaccharide Responsive Beige-like Anchor protein)
(engl. Major Histocompatibility Complex), glavni kompleks tkivne
podudarnosti

mikroRNK

(engl. Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)
(engl. Next Generation Sequencing), sekvenciranje sledece generacije

(engl. Origin Recognition Complex 4L)
odnos Sansi

(engl. Peripheral Blood Mononuclear Cells), mononuklearne ¢elije periferne
Krvi

polimerazna reakcija lan¢anog umnoZavanja

PCR sa specifi¢nim prajmerom za sekvencu

forbol 12-miristat 13-acetat

protein C kinaza o

(engl. Restriction Fragment Lenght Polymorphism), polimorfizam duzine
fragmenata nastalih restrikcionom digestijom

ribonukleinska kiselina

Sjedinjene americke drzave

(engl. Severe Combined ImmunoDeficiency), teSka kombinovana
imunodeficijencija

(engl. Single Nucleotide Polymorphism), polimorfizmi pojedinacnih
nukleotida

(engl, Transmembrane Activator and CAML Interactor)
(engl.T-helper cell), pomoénicka T-¢éelija

(engl. Tumor Necrosis Factor), faktor nekroze tumora

transportna RNK

(engl. untranslated region), region koji se ne prepisuje

(engl. Very Early Onset Inflammatory Bowel Disease), inflamatorna bolest
creva sa veoma ranim pocetkom

fluorescentna boja neobjavljene strukture, patent Applied Biosystems
(engl. Wash Buffer), pufer za ispiranje
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Prilog 1.

Izjava o autorstvu

Potpisana Dijana Perovié¢

Izjavljujem
da je doktorska disertacija pod naslovom

Ispitivanje polimorfizama gena za citokine kod pacijenata sa ¢estom varijabilnom
imunodeficijencijom

e rezultat sopstvenog istraziva¢kog rada,

e da predloZena disertacija u celini ni u delovima nije bila predlozena za dobijanje
bilo koje diplome prema studijskim programima drugih visokoskolskih
ustanova,

e da su rezultati korektno navedeni i
e da nisam krSila autorska prava i koristila intelektualnu svojinu drugih lica.
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Ime i prezime autora  Dijana Perovié¢

Naslov rada Ispitivanje polimorfizama gena za citokine kod pacijenata sa ¢estom
varijabilnom imunodeficijencijom

Mentor:  Prof. dr Vera Bunjevacki

Komentor: Prof. dr Branka Bonaéi - Nikolié¢

Potpisani Dijana Perovi¢
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koju sam predao/la za objavljivanje na portalu Digitalnog repozitorijuma Univerziteta
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4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima
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