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Rezime

ZNACAJ ODREBIVANJA SERUMSKOG VITAMINA 25(0OH)D | POLIMORFIZMI GENA
CYP2R1, CYP27B1, DBP | VDR KOD OBOLELIH OD SARKOIDOZE

Uvod: Sarkoidoza je retka multisistemska granulomatozna bolest nepoznate etiologije. Karakterise
je stvaranje granuloma, koji se mogu javiti u bilo kom delu tela, a najcescée se javljaju u plucima i
limfnim ¢vorovima. Pacijenti Cesto pate od kaslja, nedostatka daha, bolova u grudima i izraZzenog
umora i preti im rizik od razvoja fibroze plu¢a ili nepovratnog oste¢enja drugih organa. Kod mnogih
pacijenata bolest spontano prode, Cesto i bez klinicke dijagnoze, dok kod 10-30% slucajeva
sarkoidoza postaje hroni¢na i progresivna, i ponekad dovodi do smrti. Smrtnost je relativno mala, od
1-8%, zavisno od intenziteta bolesti, starosti pacijenta, pola i etnicke pripadnosti.

Prema brojnim studijama, vitamin D i sarkoidoza su u bliskoj vezi. Sarkoidoza se najc¢esce javlja u
zimskim mesecima kada je nivo vitamina D nizak. Dalje, sarkoidoza je ¢esc¢a u oblastima koje su
dalje od ekvatora. Nedostatak vitamina D i rizik od razvoja sarkoidoze je uobicajen kod tamno
pigmentiranin pojedinaca i posebno je visok kod Afro-Amerikanaca koji zive na severnim
geografskim Sirinama 1 koji imaju vecu ucestalost nedostatka vitamina D. Kod njih je sarkoidoza
ozbiljna multisistemska bolest sa hroni¢nim tokom.

Uloga molekularnih markera u deficijenciji vitamina D, odnosno varijanti u genima koji kodiraju za
proteine ukljucene u metabolizam vitamina D, je nedovoljno istrazena u etiologiji sarkoidoze. Smatra
se da brojni proteini, medu kojima su CYP2R1, DBP, CYP27B1 i VDR imaju ulogu u metabolizmu
i signalnim putevima vitamina D. Naime, nakon primarne aktivacije vitmina D u kozi, pro- vitamin
podleze dvostrukoj hidroksilaciji. Prava se odigrava u jetri posredstvom enzima CYP2R1, a druga u
bubrezima, posredstvom CYP27B1 enzima. Vitamin D-vezuju¢i protein (DBP) je glavni nosac
vitamina D, koji vezuje metabolite vitamina D i transportuje ih kroz cirkulaciju do ¢elija. Receptor
za vitamin D (VDR) pripada familiji nuklearnih receptora i nakon vezivanja liganda — aktivne forme
vitamina D, stvara heterodimer sa retinoidnim X receptorom 1 reguliSe bioloSku aktivnost vitamina
D. VDR je prisutan na dendri¢nim ¢elijama, limfocitima 1 markofagama — klju¢nim ¢elijama imuno-
efektora kod sarkoidoze. Stoga se smatra da ovi proteini, koji igraju znacajnu ulogu u metabolizmu
vitamina D, njegovoj konverziji u aktivan oblik, kao i signalnoj transdukciji i aktivaciji ciljnih gena
mogu imati uticaj i na predispoziciju i uticati na klini¢ki tok sarkoidoze.

Cilj: Cilj ove asocijativne studije bio je da se ispita nivo vitamina D kod pacijenata, kao uticaj
varijanti u genima CYP2R1 (rs10741657), CYP27B1 (rs10877012), DBP (rs7041; rs4588) i VDR
(rs2228570) na nivo serumskog vitamina D. Takode, ispitivan je 1 predisponirajuci uticaj ovih
genetickih varijanti na nastanak i klinicki tok sarkoidoze.

Materijal i metode: Studija je obuhvatila 86 pacijenata sa sarkoidozom i 50 zdravih ispitanika, koji
su ¢inili kontrolnu grupu. Serumski nivo vitamina D odreden je ELISA metodom, a detekcija varijanti
u ispitivanim genima vrsena je koris¢enjem PCR-RFLP metode.

Rezultati: Dobijeni rezultati su pokazali da nivo vitamina D koreli$e sa nivoom kalcijuma, kao i sa
parametrima plu¢ne funkcije. Takode, rezultati su pokazali da je alel A rs4588 DBP gena znacajno
povezan sa nizim nivoima 25(OH)D vitamina D kod pacijenata sa sarkoidozom (p=0.046). Dodatno,
Za genotip AA gena DBP rs4588 je pokazano da je faktor rizika, jer su osobe sa ovim genotipom
imale osam puta vecu verovatnocu za razvoj sarkoidoze (OR 8.856, p=0.049). Ispitanici nosioci CC
genotipa u genu CYP27B1 (rs10877012) imaju deset puta manju verovatno¢u da obole od sarkoidoze
(OR 0.116, p=0.001).

Zakljucak: Ovi rezultati pokazuju da nivo serumskog vitamina D kod pacijenata zavisi od genotipa
u rs4588 DBP gena, i da ova geneticka varijanta predstavlja faktor rizika za hipovitaminozu vitamina
D. Takode, varijante u ispitivanim genina uti¢u na rizik od oboljevanja od sarkoidoze, jer su
genotipovi CYP27B1 rs10877012 i DBP rs4588 statisticki razliCito zastupljeni u grupi pacijenata u
odnosu na kontrolnu grupu ispitanika. Ovo je znacajan podatak, ne samo za sarkoidozu, ve¢ i za druge
bolesti koje su posledica disfunkcije imunskog sistema. Dodatne studije, kao 1 drugaciji pristupi, u



kojima Ce se pratila ekspresija ovih gena, kao i njihova fukcionalna karakterizacija, doprineée boljem
razumevanju kompleksne uloge koju vitamin D ima u zdravlju i bolesti.

Kljuéne redi: sarkoidoza, vitamin D, CYP27B1, VDR, DBP, CYP2R1

Naucéna oblast: MEDICINA
Uza naucna oblast: PULMOLOGIJA



Summary

SIGNIFICANCE OF SERUM VITAMIN 25(0OH)D DETERMINATION AND CYP2R1,
CYP27B1, DBP AND VDR POLYMORPHISMS IN SARCOIDOSIS PATIENTS

Introduction: Sarcoidosis is a rare multisystem granulomatous disease of unknown etiology. It is
characterized by the formation of granulomas, which can occur in any part of the body, most
commonly occurring in the lungs and lymph nodes. Patients often suffer from coughing, shortness of
breath, chest pain, and severe fatigue and are at risk of developing lung fibrosis or irreversible damage
to other organs. In many patients, the disease resolves spontaneously, often without clinical diagnosis,
while in 10-30% of cases, sarcoidosis becomes chronic and progressive, sometimes leading to death.
Mortality is relatively low, from 1-8%, depending on the intensity of the disease, the patient’s age,
gender and ethnicity.

According to numerous studies, vitamin D and sarcoidosis are in close relationship. Sarcoidosis most
commonly occurs in the winter months when vitamin D levels are low. Further, sarcoidosis is more
common in areas beyond the equator. Vitamin D deficiency and the risk of sarcoidosis are common
in dark pigmented individuals and are particularly high in African Americans living in northern
latitudes and with a higher incidence of vitamin D. For those individuals sarcoidosis is a

serious multisystemic disease with a chronic course.

The role of molecular markers in vitamin D deficiency, that is, variants in genes encoding for proteins
involved in vitamin D metabolism, has not been sufficiently investigated in the etiology of
sarcoidosis. A number of proteins, including CYP2R1, DBP, CYP27B1, and VDR, are thought to
play a role in the metabolism and signaling pathways of vitamin D. Namely, after primary activation
of vitamin D in the skin, pro-vitamin D undergoes double hydroxylation. The first one is taking place
in the liver by the CYP2R1 enzyme and the other one is in the kidney by the CYP27B1 enzyme.
Vitamin D-binding protein (DBP) is a major carrier of vitamin D, which binds all vitamin D
metabolites and transports them through the circulation to the cells. The vitamin D receptor (VDR)
belongs to the nuclear receptor family and, after ligand binding, the active form of vitamin D creates
a heterodimer with the retinoid X receptor and regulates the biological activity of vitamin D. VDR is
present on dendritic cells, lymphocytes and marcophages — key immune effector cells involved in
sarcoidosis. Therefore, it is thought that these proteins, which play a significant role in the metabolism
of vitamin D, its conversion to the active form, as well as signal transduction and activation of target
genes, may also act as susceptibility factors and also influence the clinical course of sarcoidosis.
Aim: The aim of this associative study was to examine the level of vitamin D in sarcoidosis patients
and the influence of variants in genes CYP2R1 (rs10741657), CYP27B1 (rs10877012), DBP (rs7041;
rs4588) and VDR (rs2228570) on serum vitamin D. Additionally, the predisposing influence of these
genetic variants on the onset and clinical course of sarcoidosis was examined.

Material and methods: The study included 86 patients with sarcoidosis and 50 healthy subjects,
who comprised the control group. Serum vitamin D levels were determined by the ELISA method,
and detection of variants in the genes tested was performed using the PCR-RFLP method.

Results: Our results showed that vitamin D levels correlated with calcium levels as well as with
pulmonary function parameters. Also, the results showed that the allele A of the rs4588 of DBP gene
was significantly associated with lower levels of 25(OH)D vitamin D in patients with sarcoidosis
(p=0.046). Additionally, the AA genotype of DBP rs4588 gene was shown to be a risk factor, as
individuals with this genotype were eight times more likely to develop sarcoidosis (OR 8.856,
p=0.049). Subjects carrying the CC genotype in the CYP27B1 gene (rs10877012) were ten times less
likely to develop sarcoidosis (OR 0.116, p=0.001).

Conclusion: These results show that the level of serum vitamin D in patients depends on the genotype
of the rs4588 DBP gene, and that this genetic variant represents a risk factor for vitamin D
hypovitaminosis. Also, variants in the tested genes influence the risk of sarcoidosis, because the
genotypes in rs10877012 CYP27B1 and rs4588 DBP were statistically different in the patient group
compared to the control group. This is a significant result, not only for sarcoidosis, but also for other



diseases resulting from immune system dysfunction. Additional studies, as well as different
approaches, which will monitor the expression of these genes, as well as their functional
characterization, will contribute to a better understanding of the complex role that vitamin D plays in
health and disease.

Keywords: sarcoidosis, vitamin D, CYP27B1, VDR, DBP, CYP2R1

Scientific field: medicine
Narrower scientific field: Pulmology



SADRZAJ

1.

UV OD ..ttt b e b bbb bRt b e R R bRt R R et n et et b benne s 1
I A ¥ 14 (o[ [0 - RSO TSTPR 1
1.1.1. Sarkoidoza-otkri€e DOIESti..........cccooiiiiiiii s 1
1.1.2. Epidemiologija i etiologija SarkOIdOZEe ..........cccoeveiieriiiiiiieieie e 1
1.1.3. Patogeneza SArkOIidOZE..........ccoviieiieiieee et s re e ns 2
1.1.4. Granulomi kao glavno obelezje sarkoidoze ..o 2
1.1.5. Geneticki faktori uzro€nici SarkoidOze............cccvvriiiiiiiiii s 3
1.1.6. KliniCke ManifESIACIE .........ccooiiiiiii e 3
1.1.7. Ekstrapulmonalna SarkOIdOZa ...........cccceiiiiiiiiiiiciese e 5
1.1.8. Kilasifikacija SarkOidOZE ............cccecieiiiiiiicccce e 5
1.1.9. Dijagnostika SArkOIJOZE ..........cccoiiiiiiiiiiiieieeee e 5
1.1.10. Biomarkeri u dijagnostiCi SArkOIdOZE ...........ccevvevveieiieie e 9
0 0 IO V1 = 011 I SO PU ST SRRRN 10
e  Enzimi ukljuceni u hidroKSilaCiju..........cveiiiiiiiiiiiiiiicse e 13

e 25-hidroksivitamin D-1 a hidroksilaza (CYP27B1)......ccccviiiriiiniiiiiieie e 13

e Vitamin D 25-hidroksilaza (CYP2RL) ......ccooiiiiiiiiiiie e 13

e Vitamin D-vezujuci protein (DBP)........ccciiiiiiiiiniiiiirieie e 13

o Vitamin D receptor (WDR) ...ocviiiiiice ettt 13
1.1.12.  Terapija SArkOIUOZE .........ooiiiiieieieee et 14
| USSP 16
MATERIJAL I METODE ..ottt ste e neane e 17
20t N 7 o r= L o] OSSPSR 17
3. 1.1, UZOIKOVANJE KIVI ettt bttt 17
3.1.2. Analiza serumskog 25(OH)D........cccuoiiiiiiiee e 17
3.1.3. Detekcija genetiCkih varijanti.........ccccccoviiiiiiiiii 17
3. 1.4, 1ZOIACIHA DNK ...t bbb 18
3.1.5. StatistiCka Obrada...........cccvviiiiiiie 18
74 | I N I SRR 19
4.1 Deskripcija pacijenata sa SarkOIdOZOM ...........ccccveiieiieeiie e 19
4.1.1. Vitamin D i osnovne kliniCke karakteristike bolesnika.............cccccceeviveiivennnnnnne 22
4.1.2. Analiza genotipa u grupi pacijenata sa sarkoidozom ...........ccccceevveviieiieeiieinnens 29
D1 U LS N 7 SRS 37
ZAKLIUCC ...ttt 40
LITERATURA . ..ottt ettt sttt s et e et et et e e beeaeera e st et e beneestesneaneaneens 41



1. UVOD

1.1. Sarkoidoza
1.1.1. Sarkoidoza-otkri¢e bolesti

Sarkoidoza je granulomatozno oboljenje i nepoznate etilogije i nepredvidivog toka. Prvi put bolest je
opisana krajem XIX veka, kada je dr Jonathan Hutchinson u Londonu po prvi put opisao slucaj
bolesnika sa sarkoidozom, sa svojim karakteristicnim izgledom lezija koze po tipu lupus pernia,
tipinim znakom hroni¢ne forme ove bolesti. Medutim on nije ucinio i1 biopsiju koznih promena. To
je nesto kasnije ucinio dr Caesar Boeck, prvi lekar koji je opisao histopatoloski nalaz tj. sarkoidni
granulom. Napredak medicine unapredio je saznanja o patogenezi i dijagnostici sarkoidoze, kao i
njenu terapiju i omoguéio bolji diferencijalno-dijagnosticki pristup ovoj bolesti [1, 2]. Danas vazeca
definicija sarkoidoze ustanovljena je 1969. godine kada je na Drugoj internacinalnoj konferenciji o
sarkoidozi u Vasingtonu usvojen tzv. deskriptivni paragraf o sarkoidozi koji se ni do danasnjih dana
nije izmenio. On glasi:

»Sarkoidoza je sistemska granulomatozna bolest neodredene etiologije 1 patogeneze. Najcesce su
zahvaceni medijastinalni i periferni limfni ¢vorovi, pluca, jetra, slezina, koza, o¢i, falangealne kosti
i parotidne Zlezde, ali i drugi organi ili tkiva mogu biti napadnuti. Kveimova reakcija je ¢esto
pozitivna, a hipersenzibilnost tuberkulinskog tipa sniZzena. Drugi vazni laboratorijski nalazi su
hiperkalciurija i poviSeni serumski globulini. Karakteristi¢an histoloski izgled epiteloidnih tuberkula,
sa malo ili bez nekroze nije patognomonic¢an pa se mora iskljuciti tuberkuloza, gljivi¢ne infekcije,
berilioza i lokalne sarkoidne reakcija. Treba smatrati da je dijagnoza postavljena u klini¢ke svrhe u
pacijenata koji imaju odgovarajucu klini¢ku sliku zajedno sa biopti¢kim dokazom epiteloidnih
tuberkula ili pozitivnim Kveimovim testom® [3, 4].

Iako sarkoidoza predstavlja sistemsko oboljenje, najcesce zahvaceni organi su pluca i intratorakalne
limfne zlezde (kod 90% pacijenata) [5-12]. Pacijenti ¢esto pate od kaslja, nedostatka daha, bolova u
grudima i izraZenog umora i preti im rizik od razvoja fibroze pluca ili nepovratnog ostec¢enja drugih
organa [13]. Kod mnogih pacijenata bolest spontano prode, ¢esto i bez klinicke dijagnoze, dok kod
10-30% slucajeva sarkoidoza postaje hroni¢na i progresivna, i ponekad dovodi do smrti [14].
Smrtnost je relativno mala, od 1-8%, zavisno od intenziteta bolesti, starosti pacijenta, pola i etnicke
pripadnosti [15].

1.1.2. Epidemiologijai etiologija sarkoidoze

Sarkoidoza je sve prisutnija bolest u svetu. Podaci o ucestalosti sarkoidoze govore da je ona druga
najprisutnija bolest respiratornog sistema posle astme kod populacije 20-40 godina [16]. Podaci o
ucestalosti sarkoidoze ¢esto nisu dostupni u mnogim sredinama, pre svega zbog varijabilnosti njenog
ispoljavanja. Kako se kod oko 80% pacijenata ona nalazi u svom subklinickom toku, ovo oboljenje
¢esto nije zapazeno i registovano od strane doktora. U mnogim zemljama, pa i razvijenijim, pouzdani
podaci nisu adekvatno sakupljeni, upravo stoga Sto mnoge asimptomatske forme nisu nikad ni mogle
biti registrovane, takode ni one forme kod kojih je doSlo do spontane remisije oboljenja. Medutim,
dobro je poznato da je njena rasprostranjenost ve¢a kod pojedinih rasa i ethickih zajednica, kao sto
su stanovnici Severne Evrope 1 Amerike, narocito zapadno-africkog porekla. Naime, u Americi crna
rasa viSe oboljeva i ima 12 puta vecu stopu smrtnosti od belaca istog podneblja [17]. Tipicno,
sarkoidoza se javlja tokom trece i Cetvrte decenije zivota. U Skandinavskim zemljama i Japanu postoji
veca prevalenca obolevanja kod zena starijih od 50 godina [16]. Ukupna ucestalost bolesti u SAD se
procenjuje od 40 obolelih na 100 000 stanovnika, sa godisnjom incidencom 35.5 prema 100 000
medu Amerikancima afri¢kog porekla i 10.9 prema 100 000 stanovnika kod Amerikanaca bele rase
[18]. Incidenca u Srbiji (populacija ~7 milliona) je 16-20 na 100,000 stanovnika [19], i sli¢na je kao
u zemljama sli¢ne geografske Sirine i boje koze [20].
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1.1.3. Patogeneza sarkoidoze

Uzrok sarkoidoze nije poznat, ali istrazivanja sugeriSu da bi infektivni uzro¢nici, hemikalije, prasina
kao i preterane reakcije imunskog sistema na vlastite proteine u telu mogli biti odgovorni za stvaranje
granuloma kod ljudi koji su genetski predisponirani.

Uticaj zivotne sredine, odnosno okruzenja na razvoj sarkoidoze moze se podeliti u neinfektivne i
infektivne agense. U infektivne agense spadaju Mycobacterium tuberculosis i Propionibacterium
acnes [16]. Izlozenost neinfektivnin agensima, poput pesticida, insekticida, polena, silicijuma ili
talka, metalne prasine i mineralnih vlakna, mogu se smatrati potencijalnim okida¢ima [16]. Radna
mesta na kojima su radnici izloZeni ovim faktorima, kao $to su obrada metala i vatrogasna sluzba
[21], pomorska sluzba [22] mogu se povezati sa pojavom sarkoidoze. Studija koja je pratila
Svetskog trgovinskog centra 2009 u SAD-u je pokazala porast broja obolelih od sarkoidoze [23].
Opisana je zastupljenost sarkoidoze kod bolesnika koji se greju na drva i onih koji su izlozeni
fotokopir tonerima (koji sadrze metalni prah) [24].

1.1.4. Granulomi kao glavno obelezje sarkoidoze

Patohistoloski marker sarkoidoze je nekazeifikovani granulom, koji se sastoji od skupa centralno
grupisanih makrofaga i epiteloidnih ¢elija okruzenih limfocitima. Formiranje granuloma nastaje usled
kompleksne interakcije izmedu nepoznatog antigena i intersticijalnih dendritskih ¢elija, makrofaga i
alveolarnih epitelijalnih Celija tipa 2 (Slika 1). Dendritske ¢elije stupaju u interakciju i prezentuju
nepoznati sarkoidni antigen naivnim T limfocitima, koji se diferenciraju i klonalno umnozavaju.
Alveolarni makrofazi doprinose ranom prepoznavanju sarkoidnog antigena u plu¢ima i uc¢estvuju u
privlacenju monocita i aktiviranih T limfocita. Aktivirani makrofazi lu¢e NF-kB-zavisne medijatori
zapaljenja poput interleukina 1 (IL-1), interferon-y i faktora nekroze tumora alfa (TNF-a). Na misijem
modelu koji je koristio Mycobacterium tuberculosis, TNF- o se pokazao kao odgvoran za ranu
produkciju hemokina, kao $to MIP-1a, MIP-1b, MIP-2, MCP-1 i RANTES, koji privlace
mononuklearne cCelije na mesto inflamacije 1 dovode do formiranja granuloma sa znacima
granulomatozne inflamacije i tipi¢nim histoloskim karakteristikama [25]. Perzistentna stimulacija
antigenom, posredovana antigen-prezentuju¢im celijama, dovodi do regrutovanja Thl i Thl7
limfocita i tipiénom ekspresijom proinflamatornih citokina, kao §to su TGF-R, IL-6, IL-12, IL-18 i
IL-23 [25].

Sa razvojem bolesti granulomi mogu doZziveti dvojaku sudbinu: ili bivaju razlozeni i resorbovani,
¢ime se bolest povlaci, ili podlezu fibrozi, Sto dovodi do trajnog oStec¢enja pluc¢a. Prema dosadasnjim
saznanjima limfociti tipa 2 (Th2) posreduju u ovoj reakciji [26].
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Slika 1. Sematski prikaz formiranja granuloma kod pulmonarne sarkoidoze (preuzeto iz Broos et al.

2013) [27]

1.1.5. Geneticki faktori uzroénici sarkoidoze

lIako je uzrok sarkoidoze nepoznat, postoje dokazi da sarkoidoza nastaje kod geneticki podloznih
domacina sa povisenim Thl imunskim odgovorom u neadkvatnom odgovoru na specifi¢ne faktore
iz okruzenja [16]. Uloga genetickog faktora u nastanku sarkoidoze je potkrepljena podacima da
postoji grupisanje slu¢ajeva u porodicama [28], povecana ucestalost kod monozigotnih blizanaca [29]
kao i povecana podloznost kod razli¢itih etni¢kih grupa [5].

Istrazivanja su pokazala da su za predisponiraju¢i faktori za sarkoidozu geni koji kodiraju proteine
uklucene u imunski odgovor. GWAS studije i asocijativne studije ukazale su na region 6p21.3, koji
sadrzi gene koji kodiraju proteine ukljucene u antigen prezentacijui aktivaciju T ¢elija, medu kojima
su human leukocyte antigen (HLA) i butyrophilin-like protein (BTNL)-2 [30-33]. Specifi¢ni HLA
antigeni klase Il su asocirani sa akutnom sarkoidozom, Lofflerov-im sindromom i lak§om formom
bolesti (HLA-DRB1*03 i DQB1*0201 aleli), dok su aleli HLA-DRB1*15 i DQB1*0601 asocirani
sa hroni¢nom sarkoidozom [34-37].

1.1.6. Klinicke manifestacije

Sarkoidoza je multiorganska bolest, a njene klinicke manifestacije zavise od lokalizacije, proSirenosti
procesa, njegovog trajanja i aktivnosti. Kod dve tre¢ine pacijenata, sarkoidoza ima asimptomatsku
formu i otkriva se sluc¢ajno radioloskim pregledom.

U sarkoidozi razlikuju se tri klini¢ka oblika bolesti: akutni, subakutni 1 hroni¢ni.

Akutni tok bolesti karakteriSe pojava artralgija, febrilnosti i nodoznog eritema. UdruZena pojava ovih
simptoma sa bilateralnom hilarnom adenopatijom ¢ini Lofflerov sindrom. On obi¢no predstavlja znak
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dobre prognoze i tendencije ka spontanoj remisiji, koja se javlja kod dve tre¢ine bolesnika. Ucestalost
ovog sindroma narocito je velika u skandinavskim zemljama [3, 37].

Subakutni tok bolesti predstavljen je simptomima koji traju manje od dve godine, ali bez izrazene
tendencije ka spontanoj remisiji. Perzistentne tegobe, koje prate ovaj oblik bolesti, slabije reaguju na
primenjenu terapiju.

Hronié¢ni tok bolesti podrazumeva perzistiranje tegoba duze od dve godine. Tih i progresivan tok je
odlika ovog oblika. Moze u kasnijim stadijumima dovesti i do hroni¢ne respiratorne insuficijencije.
Cesto je pracen koznim lezijama i oénim poremeéajima, ali i ostalim vanpluénim manifestacijama.
Nepredvidivost hroni¢nog toka bolesti i parametri koji bi mogli §to pouzdanije da predvide dalji tok
bolesti i dalje su predmet novijih istrazivanja. U nasoj populaciji bolesnika sa pluénom i vanpluénom
sarkoidozom, prisutan je dosta visoki procenat hroni¢ne forme bolesti, oko 30%. Narocito nepovoljan
hroni¢ni tok moze se ocekivati kod bolesnika sa ekstrapulmonalnom formom bolesti i to prilikom
zahvacenosti miokarda, centralnog nervnog sistema, jetre i kostiju. Ovakva ekstrapulmonalna
lokalizacije sarkoidoze prisutna na pocetku bolesti, kao i njen atipi¢ni pocetak, znaci su loSe prognoze
1 hroni¢nog toka bolesti. Hroni¢an tok sarkoidoze, tj.ponavljanje tzv. recidivi mogu se javiti i
godinama a nekad i decenijama nakon §to je prvobitno lecenje zavrSeno [38, 39].

Najces¢i simptomi 1 znaci sarkoidoze:

Kod pacijenata koji imaju simptome kasalj i dispneja se su najcesci simptomi, prisutni kod oko 90%
bolesnika sa akuthom formom sarkoidoze [3].

Zvizduci (,,wheezing ) su auskultatorni znaci koji mogu da dovedu do pogresne dijagnoze i da lice
na opstruktivne bolesti pluca. Nasuprot uvrezenom misljenju da je sarkoidoza bolest u kojoj u
funkcionalnom smislu je prisutna restrikcija a ne opstrukcija protoku vazduha, prvi znaci sarkoidoze
mogu biti opstrukcijske tegobe. Zapaljenje moze zahvatiti sve disajne puteve, §to je, zajedno s
edemom sluznice, uzrok visokotonskih zvizduka [1].

Bronhijalna hiperreaktivnost, prisutna je kod 20% obolelih, je u vezi s oSte¢enjem epitela bronha i
otkrivanjem povr$nih aferentnih nervnih zavrsetaka [3].

Bol u grudima je pleuralnog tipa, substernalne ili infraskapularne lokalizacije, povezan je s kasljem i
najverovatnije je miSi¢nog porekla. Bol nije u korelaciji s mestom granulomatoznih pluénih lezija,
niti sa masivno$¢u medijastinalne limfadenopatije. Dispneja, kasalj 1 bol u grudima vidaju se u oko
20% do 50% obolelih [1, 3].

Atralgije zahvataju uglavnom krupnije zglobove. Mogu se javiti i kostane ciste koje su uglavnom
bezbolne.

Mnogi sarkoidni bolesnici imaju kozne manifestacije. U oko 25 % sluajeva je prisutan nodozni
eritem. Lofgen-ov sindrom ¢ini sledec¢i trijas: nodozni eritem, bilateralna hilarna limfadenopatija i
artralgije. Njegov nalaz je karakteristian za akutnu sarkoidozu i ¢es¢i je kod belaca.

Heerfordt-ov sindrom je kombinacija bilateralnog uvecanja parotidnih Zlezda, uveitisa uz zahvatanje
facijalnog nerva.

Lupus pernio je tipi¢na kozna lezija koja se vida kod hroni¢ne sarkoidoze i Cesto se povezuje s
kosStanim lezijama.

Ucestalost ocnih simptoma je razli¢ita, javljaju se u manje od 20% slucajeva. Simptomi 1 znaci
variraju u zavisnosti od segmenta oka u kome su locirani granulomi, a naj¢es¢i su zamucenje ili pad
vida, fotofobija, crvenilo i gubitak vidne ostrine [40].

Nespecificni simptomi 1 znaci javljaju se s razliitom ucestaloS¢u u sarkoidozi, najcesce su to
malaksalost, odnosno osecaj zamora, poliurija, Zed, mono ili polineuritisi, anemija i slabost misica.
Zamor je znacajan simptom koji prati veliki broj autoimunih, malignih i infektivnih oboljenja. Zamor
je takode znacajan simptom kod obolelih od sarkoidoze. Zamor je zabelezen kod 50-70% bolesnika
sa sarkoidozom, $to dovodi do naruSenog kvaliteta Zivota ovih bolesnika. Etiologija ovog problema
je obi¢no multifaktorijalna. Zamor moze biti posledica samog tretmana, ukljucuju¢i 1 komplikaciju
kortikosteroidne terapije. Formiranje granuloma i oslobadanje citokina mogu biti ukljuceni u njegovu
etiologiju. Bolesnici opisuju svoj osecaj zamora kvalitativno razli¢ito u odnosu na zamor koji su imali
pre nego $to su postali bolesni. Odredivanje stepena izrazenosti zamora u sarkoidozi pruza znacajan
uvid u procenu pogorsanja kvaliteta zivota bolesnika [1, 3, 38].
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1.1.7. Ekstrapulmonalna sarkoidoza

Sarkoidoza je imunoloski posredovano oboljenje koje moze zahvatiti bilo koji organ i da se prezentuje
u razli¢itim formama, shodno zahvac¢enom organu. Prisustvo vanplu¢nih manifestacija sarkoidoze
moze da utice na prognozu kao i na terapijski izbor. Ekstrapulmonalna sarkoidoza je prisutna u 25-
50% slucajeva obicno u kombinaciji sa pluénom sarkoidozom. I pored zahvacenosti razlicitih
organskih sistema, ponekad se bolest ispoljava i bez prisustva simptoma.

Najcesce drugi zahvaceni organi su: koza u oko 30% slucajeva, oko u 25%, jetra i slezina u 20% a
srce 1 nervni sistem u po 5% slucajeva [41-44].

1.1.8. Klasifikacija sarkoidoze

Postoje nekoliko klasifikacija sarkoidoze.
Prema zahvacenosti organa:

e Torakalna (ili plu¢na)

e Ekstra- torakalna forma (ili vanpluéna)
Posto sarkoidoza u najvecem broju slucajeva zahvata pluéa preko 90%, tako i pulmolozi se i bave
dijagnostikom i leCenjem ove bolesti. Medutim, upravo zbog njene vanplu¢ne forme nekada je
potreban i ceo tim doktora razlicitih specijalnosti da se doslo po dijagnoze a potom i izleCenja. Pored
pluca i limfnih zlezda naj¢esce su zahvaceni koza, oc¢i, centralni nervni sistem, jetra, slezina, kosti,
misici, bubrezi.
Prema simptomima:

e asimptomatska,

e simptomatska-akutna,

e subakutna ili hroni¢na forma
Vecina bolesnika doZivi spontanu remisiju tokom nekoliko meseci od pocetka bolesti.
Akutni pocetak bolesti poCinje sa poviSenom telesnom temperaturom, atralgijom i pojavom nodoznog
eritema. Udruzenost ovih simptoma sa opisanom bilateralnom hilarnom limfadenopatijom na
radiografiji grudnog kosa ¢ini Lofgrenov sindrom. On obi¢no predstavlja znak dobre prognoze bolesti
1 tendenciju ka spontanoj remisiji, koja se javlja kod pribli¢no dve tre¢ine bolesnika. Kod akutne
forme bolesti simptomi i znaci bolesti se povuku spontano ili sa terapijom unutar dve godine.
Subakutna forma bolesti predstavljena je simptomima u trajanju do dve godine, ali bez izrazene
tendencije ka spontanoj remisiji. Prisutne tegobe koje prate ovu formu bolesti, teZe se lece
imunosupresivnom terapijom. Narodito je ¢est u Indiji.
Hroni¢na forma bolesti podrazumeva formu I tok bolesti sa prisutnim tegobama koje traju duze od
dve godine. Ovaj oblik karakteriSe tih I progresivan tok. MozZe da dovede I do hroni¢ne respiratorne
insuficijencije. Cesto je praéen koznim I oénim lezijama. Udestali forme ove bolesti je prisutna u
tropskim zemljama, crnoj populaciji | Indiji.
Prema radiolo$kom snimku pluéa:

e Progredirajuca

e Regredirajuca [3, 45].

1.1.9. Dijagnostika sarkoidoze

Sa dijagnostickog aspekta, neophodno je bolest potvrditi kako klinicki tako i patohistoloski.

Ne postoji jedinstven dijagnosticki test za sarkoidozu. Dijagnoza zahteva prisustvo sledeca tri koraka:
1. Prepoznati tipi¢nu klinic¢ku sliku sarkoidoze

2. Prepoznati promene na radiografiji grudnog kosa

3. Obezbeditet histoloski nalaz u smislu nekazeifikovanog granuloma u dobivenom bioptickom
uzorku [42, 44]. Definitivna dijagnoza sarkoidoze (ukoliko je to moguce), a da pri tome primenjeni
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invazivni dijagnosticki postupci tipa bronholoskog ispitivanja sa biopsijom ne ugroze bitno
bolesnika, jeste bronhoskopija sa biopsijom kao i otvorena biopsija pluca.

Put do dijagnoze nekad je poprili¢no dug, 1 prode i1 po nekoliko meseci do postavljanja definitivne
dijagnoze sarkoidoze. U proseku pacijenti imaju prve simptome bolesti 3 meseca ili duze pre
dijagnoze i u proseku posete 3 ili viSe lekara razlictih specijalnosti pre postavljanja dijagnoze [46].

1.1.9.1. Radioloska dijagnostika sarkoidoze

Radiografija grudnog kosSa pokazuje patoloske promene kod preko 90% obolelih od sarkoidoze.
Upravo zato ona se i smatra kao standardnom inicijalnom dijagnostickom metodom, i svi bolesnici
pod sumnjom na sarkoidozu je moraju 1 uciniti. U oko 50-85% obolelih uocava se bilateralna hilarna
adenopatija, a promene po parenhimu su prisutne u 25 do 60% obolelih. | dalje se u praksi Koristi
radiografska podela na pet stadijuma (0-1V), jer ima umerenu korelaciju sa prognozom bolesti [43,
44].

Tabela 1. Radiografski stadijumi sarkoidoze

Radiografski stadijum Radiografski nalaz

Stadijum 0 Normalna PA radiografija

Stadijum | (60-90%) Bilateralna hilarna adenopatija (BHL)
Stadijum I1 (40-70%) BHL + parenhimske promene
Stadijum 111 (10-20%) Parenhimski infiltrati bez BHL
Stadijum 1V (0%) Ireverzibilne fibrozne promene

Pokazano je da oni koji imaju radiografski verifikovane viSe stadijume imaju i1 izraZeniju
simptomatologiju, vece oStecenje pluéne funkcije, manji procenat spontane remisije 1 visi mortalitet.
Posto je radiografska regresija moguéa u svim stadijumima bolesti, osim u IV stadijumu, sama
radiografija nije dovoljno pouzdana za predvidanje prognoze bolesti (Slika 2). Do spontane rezolucije
u I stadijumu dolazi kod 55% do 90% slucajeva, a 40 do 70% u II stadijumu i samo u 10 do 20% kod
bolesnika sa Il stadijumom, fibroza pluca tj. IV stadijum ¢ak kad se i intenzivno le¢i nije reverzibilan

proces [44, 47].
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Slika 2. Stadijum I na radiografiji grudnog kosa

Mnogo specifi¢nija i senzitivnija radioloska medoda u dijagnostici sarkoidoze je kompjuterizovana
tomografija grudnog kosa visoke rezolucije (,,High resolution computed tomography*, HRCT) .
HRCT je superioran u razlikovanju granulomatozne inflamacije od drugih difuznih bolesti pluénog
hilarnu adenopatiju, mikronodularne promene duz bronhovaskularnih struktura i pleuralno ili
subpleuralno lokalizovane nodule [42, 44].

Primena fluoro-2-deoksi-D-glukoza pozitronska emisiona tomografija/lkompjuterizovana to-
mografija tj. 18F-FDG PET/CT do sada je nasla svoje znacajno mesto kod malignih bolesti, ali
primena ove metode moZe biti opravdana i kod drugih oboljenja kao $to su granulomatozna oboljenja
tipa sarkoidoze. Opravdanost primene ove metode, utvrdena je na osnovu znacajnih rezultata koja se
mogu Kklasifikovati u dijagnosticka polja, polja pracenja aktivnosti sarkoidoze pa time i pracenje
terapijskih ishoda (Slika 3) [48].
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Slika 3. Bilateralna hilarna limfadenopatija na 18F-FDG PET/Ct-u
1.1.9.2. Bronhoskopija-invazivna dijagnostika sarkoidoze

U vedini slucajeva, u dijagnostici sarkoidoze neophodna je biopsija dostupnih lezija i histoloska
verifikacija, Sto ¢ini fleksibilnu bronhoskopiju metodom izbora u invazivnoj dijagnostici sarkoidoze
pluéa. Pre svega zahvaljujuéi konstrukciji bronhoskopa i instrumentarijuma, moguce je uzimanje
biopsija visokog kvaliteta sa razliCitth anatomskih lokacija. Transbronhijalna biopsija pluca
forcepsom je standard u dijagnostici sarkoidoze i primenjuje se uvek u toku bronhoskopije.
Senzitivnost 1 specifi¢nost ove metode rastu sa stadijumom bolesti (CeS¢e se dokazuje u II 1 I11 (70%)
nego u prvom stadijumu (50%)). Biopsija endobronhijalnih lezija kod sarkoidoze u vise od 70%
sluc¢ajeva potvrduje dijagnozu, a kod bolesnika sa patoloskim endoskopskim nalazom, verovatnoca
postavljanja dijagnoze je 76—86% ukoliko se kombinuje sa transbronhijalnom biopsijom. Biopsiju
sluznice bronha opravdano je raditi ¢ak i kada je endoskopski nalaz uredan. Endoskopski nalaz moze
predstavljati odraz patogeneze sarkoidoze. Transbronhijalna iglena aspiraciona biopsija je takode
standard u dijagnostici sarkoidoze, posebno u I i1 II stadijumu bolesti. Znacajno veca pozitivnost
nalaza postize se kada je ova biopsija vodena endobronhijalnim ultrazvukom. Znacaj
bronhoalveolveolarne lavaze u dijagnostici sarkoidoze je i dalje predmet ispitivanja; prema sadasnjim
standardima prihvacena je kao dopunska metoda [49, 50].
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1.1.10.Biomarkeri u dijagnostici sarkoidoze

Biohemijski markeri za procenu aktivnosti sarkoidoze su predmet i dalje brojnih istrazivanja.
Narocito se ispituje mogucnost objektivnog sagledavanja bolesti i procene aktivnosti granuloma.
Znacenje pojedinih biohemijskih parametara je razlicito. Neki se odnose isklju¢ivo na inflamatornu
komponentu i postojanje samih granulomskih formacija, dok pak drugi mnogo odredenije i
specifi¢nije su povezani sa aktivnodéu samih celija iz sastava granuloma. Sam inflamatorni proces
kao i formiranje granuloma u samim plu¢ima ili nekom drugom zahva¢enom organu ima za posledicu
razli¢ite enzimske aktivnosti, koju mozemo objektizovati postoje¢im biohemijskim markerima. Za
analizu enzimske aktivnosti mogu posluziti krv ili bilo koja druga telesna tecnost povezana sa
moguc¢om aktivhom sarkoidozom (likvor, suze, BAL).

1.1.10.1. Angiotenzin-konvertujuéi enzim (ACE)

Najcesce koris¢eni serumski biomarker u sarkoidozi je angiotenzin-konvertujuéi enzim (ACE),
njegovo odredivanje je Siroko raspostranjena metoda kod ovih bolesnika i to ne samo iz krvi ve¢ i i
drugi telesnih te¢nosti. Njegovo odredivanje je znacajno i u diagnostici sarkoidoze kao i u pra¢enju
samog toka bolesti. U sarkoidozi ACE je prisutan u markofagima samog granuloma, kao i na povrsini
epiteloidnih celija i odrazava prisustvo i ekstenzivnost samog granuloma. Obzirom da je njegova
senzitivnost i specificnost ograni¢ena, naime aktivnost serumskog ACE je poviSena kod svega 60%
bolesnika sa hroni¢nom sarkoidozom, pojavili su se 1 noviji biomarkeri.

1.1.10.2. Hitotriozidaza

Hitotriozidazu kao biomarker za sarkoidozu prvi put uvodi Grosso i saradnici 2004. godine [51], koji
su pokazali da je vrednost hitotriozidaze visa kod bolesnika sa sarkoidozom u odnosu na kontrolnu
grupu. Ovom studijom kojom je obuhvaceno 43 ispitanika kod kojih je potvrdena sarkoidoza i 32
ispitanika koji su bili deo kontrolne grupe videno je 1 da su vrednosti hitotriozidaze vise kod aktivne
forme bolesti u odnosu na neaktivnu formu, kao i da postoji i korelacija izmedu ovog enzima i
radioloskog stadijuma bolesti, Sto ukazuje na to da se hitotriozidaza moze koristiti kako u
prognosticke tako 1 u dijagnosti¢ke svrhe. Ideja za upotrebu ovog markera u sarkoidozi je potekla iz
toga da aktivirani makrofagi ufestvuju u patogenezi ove bolesti kao i u formiranju granuloma.
Bolesnici sa sarkoidozom imaju poviSen nivo hitotriozidaze kao rezultat masovne proizvodnje
hitotriozidaze iz sarkoidnih makrofaga. Na osnovu dosada$njih publikovanih studija moze se
zakljuciti da je hitotriozidaza dobar biomarker u sarkoidozi sa dobrom kao senzitivno$¢u tako 1
specificnoséu. Moze se koristiti u klini¢koj praksi za pracenje bolesnika sa progresivnom bolescu, za
otkrivanje recidiva i pracenje efekta terapije.

1.1.10.3. Hiperkacemije i/ili hiperkalciurije kod sarkoidoze

Kod pacijenata sa sarkoidozom i hiperkalcemijom, prekomerni nivoi 1,25-dihidroksivitamina D
dovode do povecane apsorpcije kalcijuma i/ili koStane resorpcije u crevima. Medutim, vazno je
prepoznati dodatne uzroke hiperkalcemije, ukljucujuci primarni hiperparatiroidizam i malignitet, koji
¢ine 62 do 81% hiperkalcemicnih stanja u ambulantnim i bolnickim uslovima. Intaktni PTH ili PTH-
povezani peptidni testovi (PTHrP) pomazu u razlikovanju primarnog hiperparatireoidizma od
alternativnih etiologija kao Sto su malignost ili granulomatozna bolest (sarkoidoza, gljiviéne
infekcije, mikobakterijske infekcije) [52]. Imajué¢i u vidu Siroke varijacije u izveStavanju o
hiperkalcemiji 1/ili hiperkalciuriji medu razli¢itim populacijama pacijenata je i te kako veliki klini¢ki
izazov. ZapaZanja su da hiperkalcemija mozZe biti vrlo Cesta u znacajnoj manjini pacijenata. Kod nekih
osoba sa sarkoidozom, hiperkalcemija moZe biti jedina indikacija za terapiju steroidima. Adekvatna
hidratacija i kortikosteroidna terapija obi¢no ispravljaju akutnu jaku hiperkalcemiju. Medutim, mnogi
pacijenti sa hroni¢nom bolesti bubrega zahtevaju cesce pracenje nivoa kalcijuma u serumu i
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kreatinina [53]. Ishrana bogata vitaminom D, se sve viSe ukljucuje u medicinsku negu odraslih.
Odluka da se dopuni nedostatak vitamina D kod pacijenata, kao primarna strategija prevencije, treba
da se zasniva na uocenim potrebama i rizicima suplementacije. Uprkos opservacionim asocijacijama
hipovitaminoze D sa autoimunim bolestima, raku debelog creva, raku dojke, kardiovaskularnim
bolestima ili mortalitetu od svih uzroka, nijedna randomizirana, kontrolisana interventna studija
dodatka vitamina D nije pokazala potrebu smanjenja primarne prevencije ovih bolesti kod odraslih.
Medutim, ¢ini se da vecina pacijenata sa sarkoidozom tolerise vitamin D od 200 do 400 IU dnevno
bez ispoljavanja hiperkalciurije i/ili hiperkalcemije [19, 54]. Vitamin D se tradicionalno preporucuje
uz dodatak kalcijuma kao primarnu strategiju prevencije kako bi se smanjio rizik od osteoporotskih
fraktura. Meta-analiza osam randomiziranih studija pokazala je da> 700 do 800 IU/dan vitamina D
smanjuje frakture kuka i nevertebralne frakture [55].

1.1.11. Vitamin D

Poslednjih godina vitamin D je postao i predmet istrazivanja kod obolelih od sarkoidoze kao jos jedan
potencijalni biomarker. Brojne studije ukazale su na znacaj vitamina D i da postoji statisti¢ki
znacajnije nize vrednosti kod obolelih od sarkoidoze. Pokazano je takode da se niske vrednosti
vitamina D mogu smatrati i prognostickim faktorom, odnosno upravo oni bolesnici koji imaju nisku
vrednost vitamina D preci ¢e u hroni¢nu formu bolesti. Neke publikacije su pokazale da kod bolesnika
sa niskom vrednostim vitamina D postoji znacajna statisticka korelacija sa depresivnim sindromom i
hroni¢nim zamorom [19, 56]. Medutim, uprkos tome, suplementacija vitaminom D kod pacijenata sa
sarkoidozom je kontraproduktivna zbog hiperkacemije. Odista, nekoliko randomizovanih
kontrolisanih studija upravo to i sugerisu, i $taviSe, pokazuju da je suplementacija bez znacaja i za
osteoporozu i rizik od fraktura kod ovih pacijenata [57, 58].

1.1.11.1. Vitamin D —uloga i biogeneza

Najpoznatija, klasi¢na, uloga vitamina D je u odrzavanju homeostaze kalcijuma 1 fosfora preko
efekata na intestinum, bubrege i kosti, u sprezi sa paratiroidnim hormonom. On stimuli$e osteoblaste
na diferencijaciju 1 deponovanje kalcifikovanog matriksa, dok u slucaju hipokalcemije, stimuliSe
mobilizaciju kalcijuma iz kosti, promoviSu¢i diferencijaciju prekursora osteoklasta. Fizioloske
funkcije vitamina D van koStanog sistema su uocene jo$§ pocetkom proslog veka, kada 1903. Dr.
Finsen dobio Nobelovu nagrdau za medicinu, oblast fiziologija, za otkri¢e da se koncentrisanom
svetloS¢u mogu leciti bolesti kao $to je epidermalna forma tuberkuloza i lupus vulgaris. Danas je
poznato da se receptor za vitamin D (VDR) nalazi na mnogim ¢elijama, od ¢elija crevnog epitela,
beta ¢elijama pankreasa, bronhijalnim celijama, ¢elijama imunskog sistema, pojedinim endokrinim
Zlezdama, CNS —u [59-61].

Znacaj vitamina D u imunskom sistemu je potvrden otkricem VDR-a u makrofagima, dendriticnim
¢elijama 1 aktiviranim T 1 B limfocitima, kao i moguénos¢u ovih ¢elija da eksprimiraju CYP27BI1,
enzim koji konvertuje 25(OH)D u aktivnu 1,25(OH)D formu. Medutim, jo$ uvek je nejasno da li
povecanje koncentracije vitamina D u cirkulaciji ima efekte na njegovu lokalnu, parakrinu funkciju
[62].

Danas se smatra da je veliki deo ljudske populacije u nedostatku vitamina D, usled nacina zivota koji
je zna¢ajno manja izloZenost sunc¢evoj svetlosi i neadekvatne ishrane [63]. Medutim, ¢ak i u uslovima
optimalnog cirkulatornog nivoa efikasnost metabolisanja vitamina D, u smislu sposobnosti
prevodenja neaktivne u aktivnu formu i katabolizam aktivne forme, moze varirati medu osobama.
Uzrok je prisustvo genetic¢kih varijanti u VDR-u i vitamin D -metaboliSu¢im enzimima ukljuéenih u
ove procese, koje utiCu na aktivnost enzima, Sto dodatno komplikuje njegovu ulogu, a posebno
suplementaciju.

Nizak serumski nivo povezan je sa spovecanom smrtnos$cu u slucaju kancera kolona, dojke 1 prostate,
povecanom predispozicijom za autoimune bolesti i infektivne bolesti kao Sto je tuberkuloza, kao i
vecoj predisponiranosti za kardiovaskularne bolesti i hipertenziju [60, 64-66].
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Medusobna interakcija relevantne izlozenosti odredenim faktorima, nedostatak vitamina D i podlozan
domacin razvoju sarkoidoze ukazali su na ulogu genetskih polimorfizama u patogenezi ove bolesti
[67]. Smatra se da geneticke varijante u genima koji uéestvuju u prevodenju vitamina D u aktivnu
formu, njegovom transporteru, njegovom receptoru kao i u enzimu koji ga razgraduje, mogu doprineti
patogenezi sarkoidoze, njenoj razlicitoj klinickoj slici, kao 1 pojavi tezih formi bolesti.

1.1.11.2. Konverzija vitamina D u aktivnu formu

Nakon izlaganja sunCevim zracima, u kozi pocinje sinteza vitamina D iz prekursora 7-
dehidroholesterola. Primarno stvoreni holekalciferol prolazi kroz dve konverzije, 25-hidroksilaciju u
jetri [68], ¢ime se stvara 25(OH)D - kalcidiol, i La-hidroksilaciju u bubrezima i nekim van-bubreznim
¢elijama i tkivima [69, 70] pre nego postane hormonski aktivna forma-kalcitriol (1a,25-
dihidroksivitamin D3; 1,25(0OH).D), (Slika 4). Liposolubilni hormon vitamin D i njegovi metaboliti
se transportuju vezivanjm za svoj transporter — DBP (vitamin D-binding protein), koji ima razlicit
afinintet za razliCite forme vitamina D. Poslednja istrazivanja, medutim pokazuju da osim
transportne, ovaj protein ima i puferiSucu ulogu, smanjujuéi toksi¢nost [71, 72].

Nekoliko citohrom P450 enzima (CYP), kao §to su CYP2R1, CYP3A4, CYP27A1, CYP2D25, su
sposobni da vrse 25-hydroksilaciju holekalciferola. Najnovija istrazivanja su pokazala da je CYP2R1
fizioloski najrelevantniji [73].

Drugi korak hidroksilacije vrsi enzim CYP27B1 [74, 75].

Inaktivacija vitamina D, ukljucujuéi obe forme 25(OH)D i 1,25(0OH)2D, vrsi se pod dejstvom
mitohondrijalnog enzima CYP24A1 [76, 77], ¢ime se dobijaju metaboliti rastvorni u vodi kalcitroi¢na
kiselina ili 26,23-lakton [78].

Svoje efekte vitamin D ostvaruje vezivanjem za sopstveni receptor (vitamin D receptor - VDR), koji
se nalazi na mnogim ¢elijama u organizmu i koji ima preko 2700 vezivnih mesta u genomu gena i
reguliSe ekspresiju preko 220 gena [79]. VDR regulise aktivnost gena koji ucestvuju u imunskom
sistemu, metabolizmu ugljenih hidrata, kardiovaskularnom sistemu [60, 64]. Upravo ova €injenica
govori 0 znacajnoj ulozi vitamina D u zdravlju 1 bolesti.
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Slika 4. Klju¢ni koraci u prevodenju vitamina D u aktivnu formu. Prikazani su citohrom P450 enzimi
1 glavni metaboliti vitamina D. Druga dva proteina, DBP 1 VDR, igraki klju¢nu ulogu u transportu
metabolita izmedu tkiva i kljuéni molekul signalne transdukcije (preuzeto iz Jones et al. 2014.)[78].

Status vitamina D u krvi utvrduje se merenjem nivoa 25(OH)D, koji predstavlja njegov glavni

cirkuliSu¢i oblik i smatra se za najbolji klini¢ki indikator serumskog nivoa vitamina D, obzirom n

stabilnost i dug poluzivot (>15 dana) [80-82]. lako je 1,25(OH).D (kalcitriol) aktivni metabolit

vitamina D, samo mali deo 25(OH)D se konvertuje u aktivnu formu. Kalcitriol ima znacajno kraci

poluzivot u plazmi (<15h), a takode je utvrdeno i da pacijenti koji imaju deficijenciju vitamina D
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imaju normalne ili ¢ak poviSene koncentracije ovog metabolita, tako da on ne predstavlja pouzdan
parametar za odredivanje nivoa vitamina D [83, 84].

1.1.11.3. Proteini ukljué¢eni u metaboli¢ki put vitamina D
o  Enzimi ukljuceni u hidroksilaciju

e 25-hidroksivitamin D-1 a hidroksilaza (CYP27B1)

Vitamin D 1-alpha-hydroksilaza je produkt CYP27B1 gena, i ovaj enzim uéestvuje u sintezi aktivne
forme vitamina D - 1,25(0OH)2D, koja se vezuje za vitamin D receptor. Ovaj enzim se nalazi u
bubrezima, a prisutan je i drugim organima i ¢elijama, kao $to su makrofagi, kolon, koZa, prostata i
dojka [70, 85].

Regulacija ekspresije ovog enzima u bubrezima nalazi se pod kontrolom Ca?" i POs jona,
najverovatnije preko hormona PTH i kacitonina [86-89]. Takode, postoji i povratna regulacija VDR
receptorom. U van- bubreznim tkvima regulacija se vr$i i preko tkivno-specifi¢nih faktora
ukljucujudi citokine. Pokazano je da je sinteza u makrofagima u granulomatoznim bolestima, kao §to
je sarkoidoza, regulisana proinflamatornim citokinima, kao Sto je interferon-y [90]. Ovo ukljucuje
Janus kinase-signalnu transdukciju (JAK), mitogen —aktiviranu protein kinazu (MAPK) i nuklearni
faktor-kappa B (NF-kappa B) [91, 92]. Koncentracija 1,25-(OH)2D je u ¢elijama i tkivima koji
eksprimiraju svoj enzim veca nego u tkivima koja su pod kontrolom klasi¢nog bubreznog enzima, te
se smatra da je funkcija postojanja ovog enzima na njima potreba za povecanom koli¢inom ovog
produkta na lokalnom ¢elijskiom/tkivnom nivou [78].

e Vitamin D 25-hidroksilaza (CYP2R1)

Nekoliko enzima, kao §to su CYP3A4, CYP27A1 i CYP2D25 sposobni su da vrse 25-hidroksilaciju
vitamina D. Medutim, eksperimentalno je potvrdeno da je CYP2R1 fizioloSki relevantna vitamin D-
25-hidroksilaza koja vr$i konverziju vitamina D u 25(OH)D. CYP2R1 je protein od 501
aminokiseline koji se eksprimira u jetri. Pripada familiji mikrozomalnih citohrom P450 proteina, i
visoko je konzervisan u razli¢itim vrstama, §to govori o njegovom znacaju [93]. Ovaj enzim je
sposoban da hidroksiliSe obe forme vitamina D (vitamin D2 and vitamin D3) u fizioloski relevantnim
koncentracijama supstrata [94].

o Vitamin D-vezujuci protein (DBP)

DBP (vitamin D-binding protein) ili GC (Group-specific Component) je protein koji se vrlo rano
javio u evoluciji kicmenjaka 1 najstariji je otkriveni ¢lan familije albuminoidnih proteina. Svi ¢lanovi
ove familije ukljuceni su u transprot masnih kiselina i hormona. DBP ima jedno mesto za vezivanje
svih vitamin D metabolita i ima visok afinitet za 250HD and 1,25(0OH)2D. Time se stvara veliki
rezervoar cirkuliSuéeg vitamina D, i spre¢ava njegova deficijencija [95]. Glavno mesto sinteze ovog
proteina je jetra, ali se sintetiSe u manjim koli¢inama i u bubrezima, testisima,  ¢elijama pankreasa
i masnim ¢elijama [96]. DBP se vezuje za mambranske proteoglikane na leukocitima i ucestvuje u
hemotaksiji neutrofila [95]. Time je vitamin D direktno ukljuc¢en u funciju imunog sistema.

e Vitamin D receptor (VDR)
Vitamin D receptor je ¢lan superfamilije nuklearnih receptora steroidnih hormona, odnosno ligand
aktiviSu¢i transkripcioni faktor. Nuklearni receptori reaguju kao ligand inducibilni transkripcioni
faktori koji interaguju kao monomeri, homodimeri ili heterodimeri sa retinoid X receptorom (RXR).
Vitamin D-VDR kompleks heterodimerizuje sa RXR, inicira kaskadu makromolekulskih interakcija
i vezuje jakim afinitetom za vitamin D reagujuce elemente (VDREs) u promotorima ciljnih gena.
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Sam vitamin indukuje ekspresiju gena koji kodira D-24-hidroksilazu (CYP24Al), enzim koji vrsi
njegovu razgradnju i slabljenje signala vitamina D u ¢eliji [97].

Cetiri polimorfizma 152228570 (Fokl), rs1544410 (Bsml), rs7975232 (Apal) i rs731236(Taql) VDR
gena su intenzivno proucavani u cilju pronalazenja njihove povezanosti sa razli¢itim bolestima, medu
kojima su infektivne bolest, tumori razlicite lokalizacije, autoimune bolesti i druge [98-101].

1.1.12. Terapija sarkoidoze

Terapijski principi lecenja obolelih od sarkoidoze ne podlezu strogim definicijama, veé je
individualni pristup za svakog pojedinog pacijenta. Cilj efikasnog lecenja je izleCenje ukoliko je
moguce, a svakako poboljsanje i otklanjanje simptoma bolesti i poboljSanje kvaliteta zivota obolelih.
Prvi i neophodni korak je evaluacija oboljenja, odnosno raspostranjenost i zahvacenost pojedinih
organa. Klini¢ki tok same sarkoidoze moze i¢i ka spontanoj remisiji ukoliko nema znakova
zahvacéenosti ostalih organa. Ovi pacijenti zahtevaju klinicko pracenje i terapijski tretman nije
potreban. U slucajevima kada postoje izrazene tegobe pacijenata, dijagnoza postavljena
patohistoloski neophodna je terapija. Kortikosteroidi i dalje predstavljaju terapiju prvog reda u
lecenju kako akutne forme bolesti tako i kod sarkoidoze sa izrazenim simptomima, poremecajem
pluéne funkcije i znacima diseminacije bolesti (Tabela 2). Terapija oralnim kortikosteroidima
rezultira remisijom respiratornih simptoma, poboljSanjem nalaza na radiografiji grudnog kosa kao i
popravljanjem pluéne funkcije [47]. Inicijalna doza u pluénoj formi bolesti iznosi 20-40 mg
prednizona dnevno. Vece doze se primenjuju u sarkoidozi srca ini neurosarkoidozi [44].
Hiperkalciurija je takodje jedan od parametara za zapoc€injanje terapije kortikosteroidima. Pacijenti u
11 IT stadijumu pluéne bolesti pokazuju odli¢nu remisiju pod uticajem kortikosteroida. Pacijenti u 11l
radiografskom stadijumu bolesti u oko 30% pokazuju pogorsanje i progresiju bolesti bez obzira na
primenu Kkortikosteroidne terapije. Bez efekta je primena kortikosteroida u IV stadijumu bolesti.
Ponekad hroni¢ne forme bolesti i pored nizih morbostatkih doza od 5-15mg/24 h dolazi do pogorsanja
opstih tegoba, najcesce i progresije radiografskog nalaz, kao 1 biomarkera sarkoidoze i funkcionalnih
testova. Takve forme bolesti, da bi se izbegli nezeljeni efekti dugotrajne kortikosteroidne terapije
zahtevaju alternativne tretmane kao §to je metotrexat, antimalarici, bioloska terapija [102].
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Tabela 2. Terapija sarkoidoze

Terapija sarkoidoze- modaliteti
Kategorija leka Naziv leka Uobicajena doza Specijalno pradenje
Antiinflamatorna Prednisone 5-40mg Osteoporoza
terapija (prevencija)
Naprosyn 225-500mg
Antimikrobna terapija | Hydroxychloroquine 200-400mg Oc¢ni pregled na 6-12
meseci
Minocycline 100-200mg
Citostatska terapija Methotrexate 10-15mg nedeljno KKS, kontrola jetre i
bubrezne funkcije na
1-2 meseca
Azathioprine 50-200mg dnevno/a Isto
day
Leflunamide 10-20mg dnevno/a Isto
day
Cyclophosphamide 50-150mg oralno/ Isto
24h ili
500-2000mg i.v. na
2-4 nedelje
Modulatori citokina Pentoxiphylline 200-400mg dnevno
Thalidomide 50-200mg dnevno Test na trudnocu
Infliximab 3-5mg/kg inicjalno, i PPD obavezan pre
druge nedelje, potom pocetka terapije
na 4-8 nedelja

Uloga genetickih faktora u patogenezi sarkoidoze jo§ uvek nije u potpunosti rasvetljena. Znacaj
vitamina D u ovom oboljenju je odavno je poznat, ali je sa sticanjem saznanja o ulozi pojedinih gena
koji ucestvuju u konverziji pro-vitamina D u aktivnu formu vitamina D kao i transdukciji signala do
jedra slika postala komplikovanija i1 znacajnija. Do sada su objavljene studije koje su se bavile

ispitivanjem pojedinih polimorfizama u genima signalnog puta vitamina D, ali sa kontradiktornim
rezultatima.
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2. Cil|

Imajuéi u vidu znacaj uloge vitamina D u sarkoidozi, ova studija je postavila sledece ciljeve:
1. Uporediti nivoe serumskog vitamina 25(OH)D medu pacijentima obolelim od sarkoidoze
2. Ispitati vezu nivoa vitamina D sa razli¢itim klini¢kim tokom bolesti.
3. lspitati vezu izmedu varijanti u genima DBP (rs7041; rs4588), CYP2R1 (rs10741657),
CYP27B1 (rs10877012), i VDR (rs2228570) i sarkoidoze,
4. Ispitati veze izmedu navedenih polimorfizama i serumskih nivoa 25(OH)D kod pacijenata sa
sarkoidozom.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1.Ispitanici

Ovo istrazivanje je odobrio Eticki odbor Klinickog centra Srbije, a studija je sprovedena u skladu sa
HelsinsSkom deklaracijom. Svi ucesnici su obavesteni o zahtevima i ciljevima studije i dali su
informisani pristanak.

Za pacijente sa sarkoidozom, ukljucujuc¢i kriterijumi su bili postavljena dijagnoza sarkoidoze, uzeta
je detaljna anamneza o znacima i simptomima bolesti, rendgengrafija grudnog koSa, i kod svih
pacijenata su ucinjena funkcionalna ispitivanja plu¢a. Svi slucajevi su imali patohistoloski
verifikovanu sarkoidozu, definisana kao oblik koji ima simptome i znake bolesti, kao i parametre
aktivnosti, prisutne bar dve godine. Kriterijumi za isklju¢ivanje iz studije su bili: dijabetes melitus,
ishemijska bolest srca, hroni¢na bubrezna slabost, zutica ili seropozitivnost na HBs antigen, HCV ili
HIV.

Kontrolu su ¢inili zdravi pojedinci koji su pristali da u¢estvuju u studiji.

U studiji je ucestvovalo 86 pacijenata sa sarkoidozom (64 osobe Zenskog i 22 osobe muskog pola)
prosecne starosti 48.7+10.2 1 50 zdravih ispitanika (31 osoba Zenskog i 19 osoba muskog pola) sa
prosekom godina 39.2+11.3. Svi ispitanici su regrutovani u periodu od janura 2015. do decembra
2016. godine, na Klinici za pulmologiju Klinickog centra Srbije. Na dan kad je uzeta krv za
genotipizaciju i odredivanje 25(OH)D, uzeta je i detaljna anamneza o toku i trajanju bolesti.

3.1.1. Uzorkovanje krvi

Uzorak periferne krvi dobijen je iz kubitalne vene kod ispitanika obe grupe. Tri mililitra su uzeta u
epruveti za serum i u roku od 2h centrifugiranjem je izdvojen serumu u Biohemijskoj laboratoriji
Klini¢kog centra Srbije. Serum je zatim ¢uvan na -20°C u cilju odredivanja koncentracije vitamina
D. Dva mililitra periferne krvi su uzorkovana u epruvetu sa EDTA kao antikoagulansom, a potom
zamrznuta na -20°C. Uzorak je nakon toga prebacen u Laboratoriju za molekularnu biomedicinu
Instituta za molekularnu genetiku 1 geneticko inZenjerstvo za dalju DNK analizu.

3.1.2. Analiza serumskog 25(0OH)D

Koncentracija vitamina D (25(OH)D) je merena koris¢enjem Elecsys Vitamin D total testa (Roche
Diagnostics GmbH, Manhajm, Nemacka (REF 05894913190)). Test je baziran na elektro-hemijsko-
luminiscenciji (ECLIA).

Pozivaju¢i se na referentne vrednosti, serumski nivoi vitamina D su podeljenji na:

teSka deficijencija: serumski nivoi 25(OH)D ispod 10mg/l;

insuficijencija: serumski nivoi 25(OH)D izmedu 10 1 30mg/l;

normalan nivo: serumski nivoi preko 30mg/l;

toksicnost: serumski nivoi preko 100mg/1.

3.1.3. Detekcija genetickih varijanti

U ovom radu su analizirane geneticke varijante u genima metaboli¢kog puta vitamina D: VDR
(rs2228570 C>T), DBP (rs7041 T>G; rs4588C>A), CYP27B1 (rs10877012 C>A), i CYP2R1
(rs10741657 G>T). Za dizajn prajmera i analizu prisustva geneticke varijante kori$¢ene su referentne
sekvence:

VDR: NG_008731.1

CYP27B1: NG_007076

DBP : NG_012837.2

CYP2R1: NG_007936.1
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3.1.4. lzolacija DNK

Genomska DNK je izolovana iz periferne krvi koris¢enjem QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen GmbH,
Hilden, Nemacka) prema uputstvu proizvodaca i ¢uvana je na -20°C do analize. Detekcija varijanti u
genima VDR (rs2228570), CYP27B1 (rs10877012), DBP (rs7041; rs4588) CYP2R1 (rs10741657),
je uradena pomoc¢u PCR-RFLP (engl. Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length
Polymorphism) metode. Prajmer sekvence i PCR-RFLP uslovi su dati u Tabeli 3.

Tabela 3. Sekvence prajmera, uslovi PCR reakcije i restrikcioni enzimi kori§éeni u PCR-RFLP

analizi

Temperatura PCR Restrikcion
Forward Reverse anilinga produkt i Enzim
() (bp)
cvpar1 | et CATG | GCCCTGGAAG 56 287 M|
rs10741657 GA ACTCATTTTG
CYP7BL | 2 QTTET | GCTGACTCGG 56 666 Thil
rs10877012 cTC TCTCCTCTG
DBP AAATAATGA | CAATAACAGC rs7041/
rs7041; GCAAATGAA | AAAGAAATG 57 483 Haelll
rs4588 AGAAGAC AGTAGA rs4588/ Styl
VDR AGCTGGCCC | ATGGAAACA
(52298570 TGGCACTGA | CCTGCTTCTT 57 266 Fokl
CTCTGGCT CTCCCTC

3.1.5. Statisticka obrada

U ovoj tezi su koriS¢ene deskriptivne 1 analiticke statisticke metode. Kontinuirane varijable su
prikazane kao aritmeticka sredina (standardna devijacija) ili medijana (25 ili 75 percentil), u
zavisnosti od njihove distribucije. Nominalni podaci su predstavljeni kao apsolutni broj i procenat
slucajeva. Za kontinuirane varijable, distribucija je ispitivana matematickim 1 grafi¢kim metodama.
Hardi-Vajbergova ravnoteza (eng. Hardy-Weinberg Equilibrium, HWE) je testirana i kod pacijenata
sa sarkoidozom i u kontrolnoj grupi.

Povezanost izmedu genoma 1 sarkoidoze je procenjena koriS¢enjem logisticke regresije, sa
korekcijom za godine. Rezultati su predstavljeni kao OR sa intervalom od poverenja od 95%.
Kori$¢eni su dominantni 1 recesivni geneticki model. U dominantanom modelu su poredeni
dominantni homozigoti i heterozigoti prema recesivnim homozigotima. Recesivni model
podrazumevao je poredenje recesivnih homozigota i heterozigota nasuprot dominantnim
homozigotima. Veza izmedu proucavanih gena i 25(OH)D koncentracije je odredena pomoéu y? testa
(kategorije vitamina D: <10, 10-30, >30mg/1) i Mann-Whitney testa (kontinuirane vrednosti viramina
D). Statisticka znacajnost je prihvacena na nivou P vrednost 0,05. Statisticka analiza je izvedena
koris¢enjem IBM SPSS Statistics for Windows. Ver 21.0, Armonk, Njujork: IBM Corp.

Rezultati su prikazani tabelarno 1 graficki.
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4. REZULTATI

4.1 Deskripcija pacijenata sa sarkoidozom

U studiju je bilo uklju¢eno ukupno 86 pacijenata prose¢ne starosti 48.6£10.2 godina, od kojih je
najmladi pacijent imao 27 godina, a najstariji pacijent je imao 66 godina. Srednja vrednost za godine
kod kontrolne grupe bila je 39.2+11.3 (15-83), i postojala je statisticki znacajna razlika u ovom
parametru izmedu grupa (p<0.001). Stoga je u statistickoj obradi podataka kotiS¢ena korekcija za
godine.

Ucestalost muskaraca je bila tri puta manja od Zena i iznosi 22 (25.6%) u odnosu na zene, 64 (74.4%).
Prosecno trajanje bolesti bilo je 5.9+5.2 godina sa medijanom 4 (2-9). Akutni oblik bolesti imalo je
27 pacijenata (31.4%), dok je hroni¢ni oblik bio zabelezen kod 59 pacijenata (68.6%). Demografski,
klinicki i seroloski parametri pacijenata i kontrolnih ispitanika koji su ucestvovali u ovoj studiji
prikazani su u Tabeli 3.

Iz Tabele 3. se vidi da su pluéni oblik sarkoidoze najzastupljeniji, prisutan je kod 84 (97,7%), a
vanpluéni oblik kod 36 (41,9%) pacijenata. Najces¢e zahvaden organ kod vanpluénog oblika
sarkoidoze je bio CNS, a najrede zahvaceni organi su bili jetra, Zeludac, koStana srZ i parotidna Zlezda.
U grupi pacijenata sa vanplué¢nim oblikom sarkoidoze nije bilo pacijenata manifestacijom bolesti na
srcu, Stitastoj zlezdi 1 nosu.

Vecina pacijenata je bila na terapiji pronizonom (66.3%), manji deo na terapiji metotreksatom, a
petina pacijenata je bila bez terapije. Priblizno jednako su bili zastupljeni Ro-0, R-01 i Ro-2 stadijum
bolesti , dok je najmanji broj pacijenata imao Ro-3 stadijum (Tabela 4).
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Tabela 4. Demografski, klinicki i seroloski parametri pacijenata i kontrolnih ispitanika

| Pacijenti | Zdrave kontrole

Demografski podaci
Broj 86 50
Starost Srednja vrednost £SD | 48.8+10.2 39.2+£11.3
Polna raspodela Zene 64 (74.4%) 31 (62.0%)

Muskarci 22 (25.6%) 19 (38.0%)
Klini¢ki parametri
Aktivnost bolesti Akutna 27 (31.4%)

Hroni¢na 59 (68.6%)
Zahvacenost organa | Pluca 84 (97.7%)

CNS 14 (16.3%)

Koza 4 (4.7%)

Oko 8 (9.3%)

Jetra 1 (1.2%)

Slezina 3 (3.5%)

Limfni ¢vor 7 (8.1%)

Kosti 2 (2.3%)

Zeludac 1 (1.2%)

Parotidna Zlezda 1 (1.2%)

Kostna srz 1 (1.2%)
Ro stadijum 0 24 (27.9%)

1 30 (34.9%)

2 28 (32.6%)

3 4 (4.7%)
Vitamin D status <10 38 (44%)
(mg/l) 10-30 43 (50%)

>30 5 (5.8%)
Terapija Prednizon 57 (66.3%)

Metotreksat 4 (4.7%)

Prednizon+metotreksat | 2 (2.3%)

Bez terapije 23 (26.7%)

Biohemijske analize kod svih pacijenata zajedno prikazane su u Tabeli 5.

Tabela 5. Biohemijske analize kod pacijenata sa sarkoidozom

S;?g?nrggs IE(i x+sd Mediana (25 -75" percentil)
D3 13,6449,42 10.80 (6.36-17.98)

Ca 24h 4,35+1,90 4,06 (3,10-5,30)

sCA 2,25+0,10 2,26 (2,20-2,30)

ACE 42,99+24,46 40,50 (27,00-51,00)
hitortiozidaza 184,51+220,77 114,20 (54,00-192,00)
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Plu¢na funkcija pacijenata sa sakroidozom je prikazana u Tabeli 6.

Tablela 6. Plu¢na funkcija pacijenta sa sarkoidozom

Pluéna funkcija xsd Med (25t -75t" percentil)
FVCI 3,81+1,26 3,59 (2,98-4,38)
FVCP 105,15+16,18 106,00 (97,00-115,00)
FEVI1L 2,89%0,96 2,84 (2,20-3,39)
FEV1P 97,43+18,36 98,50 (86,00-109,00)
FEVIPFVC 78,95+9,41 80,20 (74,41-85,60)
Tiffno 79,99+9,97 79,50 (75,24-85,80)
PEFL 8,3149,27 7,13 (5,94-8,60)

PEFP 101,91+22,32 104,00 (88,00-111,00)
DCo 6,91+2,18 6,66 (5,66-7,86)

Kco 1,55+0,73 1,50 (1,31-1,63)

KcoP 90,76+15,15 92,00 (82,00-100,00)

Prose¢ne vrednosti paramatara pluéne funkcije su iznosili 6,91+2,18 za difuzni kapacitet za ugljen

monoksid je iznosila, 1,55+0,73 za KCo i 90,76+15,15 za KcoP.

Najucestaliji simptom sarkoidoze je bio kasalj, a najrede su se javljale simptomi oSte¢enja kranijalnih

nerava. Distribucija pojedinih simptoma sarkoidoze je prikazana u Tabeli 7.
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Tabela 7. Distribucija pojedinih simptoma kod pacijenata sa sarkoidozom

Broj %
pacijenata

Kasalj da 66 76.7%
ne 20 23.3%
Zamaranje da 60 69.8%
ne 26 30.2%
Bolovi u grudima fid 23 26.7%
ne 63 73.3%
Otezano disanje gz é; géggﬁ;
Bolovi u kostima da 28 32.6%
ne 58 67.4%
KoZne promene da 10 11.6%
ne 76 88.4%
' da 15 17.4%
Glavaobolje o -1 o

Diplopije da 7 8.1%
ne 79 91.9%

Kranijalni nervi da 2 2.3%
ne 84 97.7%
Otoci u zglobovima Ll 20 23.3%
ne 66 76.7%
Probemi sa snom da 24 27.9%
ne 62 72.1%

Rezultati deskriptivne statistike skala zamora i depresije kod svih pacijenata zajedno prikazana je u
Tabeli 8.

Tabela 8. Skale zamora i depresije

Skale zamora x+sd Mediana (25% -75™ percentil)
FAS 22,10+£7,87 20,50 (15,00-26,00)

FAS ment 10,29£3,63 10,00 (8,00-12,00)

FAS physi 12,29+4,21 12,00 (9,00-15,00)

CESd 15,86+9,38 14,00 (9,00-20,00)

4.1.1. Vitamin D i osnovne klinicke karakteristike bolesnika

U daljim analizama ispitivana je povezanost vitamina D sa opStim karakteristikama pacijenata,
simptomatologijom, stadijumom i trajanjem bolesti, lokalizacijom sakroidoze.
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4.1.1.1. Starost pacijenata

Na osnovu korelacione analize utvrdeno je da nema statistiCki znaCajne povezanosti Starosti
pacijenata i koncentracije vitamina D kod obolelih od sarkoidoze (Rho=0,141; p=0,196), a evidentno
je da se radi o slaboj povezanosti, pozitivnog smera i bez statisticke znacajnosti.

4.1.1.2. Trajanje i oblik bolesti

Povezanost koncentracije vitamina D sa trajanjem bolesti je u obrnutoj korelaciji, slabe jacine i bez
statisticke znacajnosti . Takode, nije bilo statisticki znacajne razlike u koncentraciji vitamina D
izmedu pacijenata sa akutnim i hronicnim oblikom bolesti

4.1.1.3. Uticaj polai starosti na nivo vitamina D

Prose¢ne vrednosti vitamina D bile su gotovo identi¢ne kod muskog 1 zenskog pola. Medutim, kada
se posmatraju kategorije Vitamina D, pokazano je da mladi pacijenti imaju niZe vrednosti vitamin D3

(<10mg/l) (Tabela 9).

Tabela 9. Deskripcija osnovnih karakteristika prema kategorijama vitamina D

Vitamin D (mg/l)
N X+sd Mediana (25" -75" percentil) | p?
<10 37 46,81+9,85 46,00 (41,00-54,00)
Godine 10-30 | 44 49,43+10,73 52,00 (42,00-57,00) 0,037*
>30 5 55,60+1,67 56,00 (55,00-57,00)
Trajanje <10 37 6,74+4,87 6,00 (2,00-10,00)
Bolesti 10-30 |44 5,20+5,62 3,00 (1,00-8,50) 0,121
>30 5 5,60+2,88 5,00 (4,00-8,00)

8Kruskal Wallis test
4.1.1.4. Zahvacenost organa
U daljoj analizi ispitivana je razlika koncenentracije vitamina D u odnosu na to koji je organ

zahvacéen. Deskriptivna statistika sa rezultatom testiranja prema lokalizaciji bolesti je prikazana u
Tabeli 10.
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Tabela 10. Deskripcija koncentracije vitamina D prema lokalizaciji sarkoidoze

D3 _

N xesd I\(/Izzq*l‘a-r;%th percentil) P
SIS ' T 5 W
one o o oseunn 1250 e 11689 | %!
Ko S U Y7 R 10737, i
oéi o o Hasour 14347 412039 | %"
S T Y- R—
Bl A 1 T— 10—

Iz tabele se vidi da u prosecne vrednosti vrlo sli¢ne, bez obzira da li je navedeni organ zahvacen ili
ne. Nije postojala statisticki znacajna razlika u koncentraciji vitamin D kod pacijenta koji su imali
lokalizovanu bolest na plu¢ima, CNS-u, koZzi, ofima, sklezini i limfnim nodusima u poredenjea sa

aMann Whitney test

pacijentima koji nisu imali lokalizovanu bolest na ovim organima.

4.1.1.5. Ro stadijum i terapija

Nije bilo statisticki znacajne razlike u koncentraciji vitamina D izmedu pacijenata na razlicitoj

terapiji, kao ni u razli¢itim Ro stadijumima bolesti (Tabela 11).

Tabela 11. Uticaj koncentracije vitamin D na Ro stadijum i terapijski izbor

D3
N | x+sd Med (25" -75'" percentil) | p?

bez terapije 23 | 14134953 | 12,10 (5,90-21,60)

pronizon 57 |13,70+9,63 10,80 (6,81-17,60)
Terapija metotreksat 4 11,18+10,01 7,82 (3,95-18,41) 0,903

pronizon+ 2 |11,05#332 | 11,05 (8,70-13,40)

metotreksat

0 24 | 16,79¢11,38 | 13,21 (9,01-23,45)
Ro 1 30 |11,47+7,11 9,65 (5,90-16,52) 0.264
Stadijum 2 28 | 13,89+9,65 12,22 (5,97-18,85) '

3 4 |9,27+6,60 7,54 (4,14-14,39)

4.1.1.6. Pulmoloski parametri

Ispitivana je korelacija vitamina D sa parametrima pluéne funkcije. Koncentracija vitamina D je

aKruskal Wallis test

znacajno korelirala sa DcoP (Tabela 12.), i ta korelacije je slaba i pozitivnog smera (Slika 5).
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Tabela 12. Korelacija koncentracije vitamina D sa parametrima pluéne funkcije

D3
Rho pa
FVCI 0,084 0,441
FVCP 0,014 0,900
FEV1L 0,114 0,298
FEV1P 0,046 0,677
FEV1PFVC 0,051 0,643
Tiffno 0,032 0,772
PEFL 0,186 0,087
PEFP 0,090 0,408
DCo 0,088 0,453
DcoP 0,238 0,040*
Kco 0,011 0,926
KcoP 0,141 0,228

4 Spearman ova korelacija

140 Rho=0.23
p=0.040

1207

DCoP

40 T T T T T T
oo 10.00 20.00 30.00 40.00 2000

D3

Slika 5. Korelacija vitamina D sa parametrima plu¢ne funkcije
4.1.1.7. Biohemijski parametri

Ispitivanje korelacije koncentracije vitamin D sa biohemijskim parametrima pokazalo je da postoji
statisti¢ki znacajna korelacija nivoa Ca (p=0,018) sa koncentracijom vitamin D (Tabela 13).
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Tabela 13. Korelacija koncentracije vitamin D i biohemijskih analiza

D3
Rho p2 N
Ca24h 0,255 0.018* 86
sCa 0,027 0.852 51
ACE -0,001 0.990 86
hitotriozidaza 0,101 0.211 86

& Spearman ova korelacija

4.1.1.8. Skale zamorai depresije

U Tableli 14. prikazana je korelacija koncentracije vitamin D sa skalom zamora i depresije. Pokazano
je da postoji negativna statisticki znacajna korelacija FAS (p=0.023) i CESd skale (p=0.033) sa
koncentracijom vitamin D (Slika 6 i Slika 7)

Tabela 14. Korelacija koncentracije vitamin D sa skalom zamora i depresije

D3
Rho p? N
FAS -0,245 0.023* 86
FASment -0,151 0.236 63
FASphysi -0,196 0.124 63
CESd -0,230 0.033* 86

4 Spearman ova korelacija
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Rho=-0,230
507 0=0.033
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Slika 6. Korelacija koncentracije vitamina D i FAS kod pacijenata sa sarkoidozom
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Slika 7. Korelcija nivoa vitamina D sa skalom depresije kod pacijenata sa sarkoidozom
4.1.1.9. Simptomi u odnosu na Vitamin D

Deskriptivna statistika vitamina D sa rezultatom testiranja u odnosu na prisustvo ili odsustvo
pojedinih simptoma prikazana je u Tabeli 15.
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Tabela 15. Deskripcija koncentracije vitamin D prema prisustvu i odsustvu pojedinih simptoma

D3
: th _—th
N wtsd Medlan_a (25 75 o?
percentil)

ne 20 | 11,06+7,86 7,88 (4,74-18,61)

N da 66 | 14,42+9,77 11,54 (8,00-17,98) 0,093
ne 60 | 12,869,36 10,55 (5,57-17,30)

Zamaranje 0,131
da 26 | 15,43+9,50 12,50 (8,50-23,08)
ne 23 | 10,98+6,77 9,00 (4,28-15,90)

Boloviugrudima | 63 | 14,61+10,09 11,20 (7,00-21,32) 0.151
ne 27 | 12,83+10,04 9,50 (5,80-17,98)

Otezano disanje | 4, 59 | 14,01£9,19 11,20 (7,00-18,02) el
ne 58 | 13,28+9,14 11,00 (5,80-17,98)

Bolovi u kostima 0,662
da 28 | 14,37+10,12 10,32 (7,77-17,81)
ne 10 | 11,87+6,81 9,22 (7,56-13,80)

Kozne promene da 76 | 13,87+9,73 11,00 (6,10-19,36) e
ne 15 | 14,08+12,10 9,44 (6,30-17,98)

SR da 71 | 13,55+8,86 11,20 (6,36-18,02) 0,793
ne 7 | 10,16+6,08 9,44 (3,55-16,52)

Diplopije da 79 | 13,95+9,63 10,80 (6,36-20,70) 0,368
ne 2 | 11,6243,08 11,62 (9,44-13,80)

Kranijalni nervi 0,895
da 84 |13,69+9,52 10,80 (6,33-18,00)
ne 20 | 12,79+10,62 9,47 (6,90-14,16)

el ok da 66 | 13,90+9,10 11,40 (5,90-20,70) 0,465
ne 24 | 12,43+11,24 8,97 (4,00-15,89)

Problemi sa snom 1 4, 62 | 14,1148,68 11,54 (7,98-18,02) S

& Mann Whitney test

Iz tabele se vidi da su u prose¢ne vrednosti nesto vise kod pacijenata koji imaju odgovarajuce
sipmtome, ali ova razlika nije statisti¢ki znacajna. Takode, ispitana je korelacija izmedu koncentracije
vitamina D3 i skora za simptome bolesti gde nije utvrdena statisti¢ki znac¢ajna korelacija (rho=-0,172,
p=0,112).

28



4.1.1.10. COS skor

Ispitivanje korelacija izmedu skora COS skora za bolesnike pracene duze od 5 godina hroni¢ne

pacijente i nije bilo statisticki znacajne povezanosti ovog skora sa koncentracijom vitamin D3 ( rtho=-
0,202, p=0.211).

4.1.2. Analiza genotipa u grupi pacijenata sa sarkoidozom

U cilju utvrdivanja uticaja genotipa u genima metabolickog puta vitamina D uradeno je poredenje
nivoa serumskog vitamina D i prisustva odredenog genotipa. Medijana serumskog nivoa vitamina D
u ispitivanoj kohorti pacijenata sa sarkoidozom je bila 10.8mg/l, a 44% pacienata je imalo izrazitu
deficijenciju (serumski nivo vitamina 25(OH)D < 10 mg/l) (Tabela 16). Sta vise, nosioci genotipa
AA DBP rs4588 imali su najnize vrednosti vitamina D od 5.7mg/1 , ukazujuéi da alel A predisponira
za nizak nivo vitamin D.

Tabela 16. Nivo vitmina D kod pacijenata sa sarkoidozom

D3 (mg/l)
Mediana Percentil 25-75 br pacijenata

VDR rs2228570 TT 9.3 5.5-11.8 13

CT 11.1 8.2-17.0 34

CC 11.6 6.3-25.2 39
CYP27B1 CC 9.2 5.1-16.5 6
rs10877012 CA 10.8 8.0-18.0 39

AA 11.2 5.9-17.6 41
DBP 1T 9.8 4.0-20.7 18
rs7041 TG 10.0 5.8-15.9 39

GG 12.8 8.5-21.3 29
DBP AA 5.7* 4.0-16.0 10
rs4588 CA 10.0 5.8-15.6 34

CC 12.3 8.0-21.6 42
CYP2R1 GG 10.6 7.0-17.0 34
rs10741657 GA 11.2 5.9-18.0 42

AA 10.9 6.3-18.0 10

Zatim je uradena analiza izmedu odredenih genotipova i serumskog nivoa vitamina D. Rezultati
prikazani u Tabeli 17. su pokazali da su nosioci genotipa CA+AA rs4588 DBP gena imali nizi nivo
serumskog 25(OH)D (9.8 mg/1) u poredenju sa nosiocima CC genotipa (12.3 mg/l) i da je ova razlika
statisticki znacajna (p=0.046) (Slika 8).
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Tabela 17. Nivo vitamina D u odnosu na genotip

D3 9.8 (mg/l)
. Percentil a
Mediana 5. 75 p
CT+TT 10.3 6.8-16.0 0.308
VDR
CC 11.6 6.3-25.2
CA+AA 11.0 6.6-18.0 0.599
CYP27B1
CC 9.2 5.1-16.5
DBP TT+TG 10.0 5.5-16.0 0.131
rs7041 GG 12.8 8.5-21.3
CA+AA 9.8 5.1-15.8 0.046*
DBP rs4588
CcC 12.3 8.0-21.6
GG+GA 10.8 6.6-17.8 0.803
CYP2R1
AA 10.9 6.3-18.0
aMann Whitney test
p=0.046
520.00
40.00
30,00
L)
P —
20.00
10.00=
oo T
CA+ALN cc
DBPrs4588
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Slika 8. Nivo vitamina D u odnosu na genotip rs4588 DBP gena. Srednja linija na boksu oznacava
medijanu, boks reprezentuje 25-75% analiziranih podataka.

Analiziran je uticaj odredenog genotipa gena metaboli¢kog puta vitamina D na oblik bolesti i polnu
distribuciju i utvrdeno je da nije bilo statisticki znacajne razlike medu analiziranim grupama (rezultati
nisu prikazani).

Ispitivan je uticaj genotipa na trajanje bolesti i ustanovljeno da genotip uti¢e na trajanje bolesti.
Naime, trajanje bolesti je duze ukoliko je prisutan mutirani alel za gene VDR 1 CYP2R1, a kod gena
VDR ukoliko su oba mutirana alela pristuna, trajanje bolesti je 2 puta duze. Rezultati su prikazani u
Tabeli 18.

Tabela 18. Trajanje bolesti prema odredenim genotipovima

Trajanje bolesti
N wtsd Mediana (25t 75t 0"
percentil)

VDR cC_ |39 5,04+4,50 3,00 (2,00-9,00)

(52228570 cT |34 4,78+4,00 4,00 (1,00-8,00) 0,021*
T |13 10,73t7,25 | 11,00 (6,00-15,00)
cCc |6 5,17+5,27 3,00 (2,00-7,00)

21(557750112 CA |39 5,785,28 4,00 (2,00-9,00) 0,954
AA |41 6,1045,21 4,00 (1,00-10,00)

DBP GG |29 6,696,66 4,00 (2,00-12,00)

rs7041 GT |39 5,46+4,28 5,00 (2,00-9,00) 0,986
T |18 5,53+4,36 4,00 (2,00-9,00)

DBP cC |4 5,94+5,96 3,50 (1,00-10,00)

rs4588 CA |34 6,22+4,38 5,00 (2,00-10,00) 0,459
AA |10 4,55+4 47 4,00 (1,00-6,00)
AA |9 3,28+5,20 2,00 (1,00-2,00)

21572511657 AG |43 7,405,70 6,00 (2,00-11,00) 0,011*
GG |34 4,68+3,90 4,00 (1,00-7,00)

aKruskal Wallis test

Ispitivana je razlika ucestalosti genskih varijanti prema postojanju vanplué¢nog oblika sarkoidoze,
rezultati su prikazani u Tabeli 19.
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Tabela 19. Distribucija vanplu¢nog oblika sarkoidoze prema razli¢itim genskim varijantama

Vanpluéni oblik
ne da
N % N % p?

VDR cC 24 61,54% 15 38,46%
[$2228570 0,662

CT.TT |26 55,3206 21 44.68%
S cC 2 33.33% 4 66,67% 20
rs10877012 AA. CA | 48 60,00% 32 40,00%
DBP GG 15 51,72% 14 48.28%
rs7041 0,489

TT.GT |35 61,40% 22 38.60%
DBP cC 23 54,76% 19 45.24%
rs4588 0,662

CA AA | 27 61,36% 17 38.64%
CYPIRL AA 7 77.78% 2 22 22% -~
rs10741657 AG, GA | 43 55.84% 34 44.16%

aHj-kvadrat test

Nema znacajnih razlika u ucestalosti vanpluénog oblika u grupama pacijenata u grupama sa razli¢itim
geneti¢kim varijanatama.

4.1.2.1. Uticaj genotipa na biomarkere sarkoidoze

Uradena je analiza uticaja odredenog genotipa na serumske markere za sarkoidozu: koncentraciju
kalcijuma, ACE 1 hitotriozidaza. Nije pronadena statisticki znacajna razlika u nivou analiziranih
parametara sa prisustvom odredenog genotipa.

4.1.2.2. Poredenje genotipova izmedu pacijenata sa sarkoidozom i kontrolnom
grupom

U grupi pacijenata sa sarkoizom je bilo 64 (74.4%) a u kontrolnoj grupi 31 (62.0%) Zena. Nije bilo
statisticki znacajne razlike prema polu izmedu ispitivanih grupa (p=0.128). Prose€na starost u grupi
pacijenata sa sarkoidozom je bila 48.7+10.2, a u kontrolnoj grupi 39.2+11.3 (p<0.001). Stoga je
uvedena korekcija za godine pri svim analizama.

Ispitivana je distribucija genotipova i Hardi-Vajnbergova ravnoteza (HWE) u grupi bolesnika sa
sarkoidozom i kontrolnoj grupi. Ispitivani genotipovi u obe ispitivane grupe su bile u HWE. Rezultati
su prikazani u Tabeli 20.
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Tabela 20. Analiza Hardi-Vajnbergove ravnoteze kod bolesnika sa sarkoidozom i kontrolnoj grupi

Pacijenti Kontrole
N=86 N=50
N % HW? N % HW?
CC 39 45.3 22 | 46.0
VDR CT 34 39.5 25 |[50.0
rs2228570 TT 13 15.1 0.229 2 4.0 0.129
C 112 71
T 60 29
CC 6 7.0 14 | 28.0
—— CA |39 45.3 19 |38.0
r<10877012 AA |41 47.7 0.420 17 | 34.0 0.093
C 51 47
A 121 53
TT 18 20.9 6 12.0
DBP TG 39 45.3 29 |[58.0
rs7041 GG |29 33.7 0.469 15 |[30.0 0.160
T 75 41
G 97 59
cC 42 48.8 25 |[50.0
DBP CA |34 39.5 24 | 48.0
rs4588 AA |10 11.6 0.445 1 2.0 0.080
C 118 74
A 54 26
GG |34 39.5 28 | 56.0
GA |42 48.8 18 | 36.0
CYP2R1 rs10741657 AA |10 11.6 0.582 4 8.0 0.648
G 110 74
A 62 26

& Hardy-Weinberg ekvilibrijum (HWE)

Sa ciljem da se utvrdi predisponiraju¢i uticaj genotipa na nastanak sarkoidoze, ispitivana je
distribucija mutiranih alela u grupi obelilih od sarkoidoze 1 kontrolnoj grupi, 1 odredivan je OR za
mutirane gene, rezultati su prikazani u tabeli 20. Rezultati su pokazali da su geni CYP27B1 i DBP
faktori koji imaju ulogu u nastanku sarkoidoze.
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Tabela 21. Sumirani rezultati studije asocijacije ispitivanih genetickih varijanti gena metabolickog

puta vitamina D i sarkoidoze

OR
95% CI p?
VDR rs2228570 0.922 0.837
CCvsCT+TT 0.428-1.987 '
CYP27B1rs10877012 0.116 0.001*
CCvs CA+AA 0.034-0.394 '
DBP rs7041 1.763 0.304
TT vs TG+GG 0.597-5.204 '
DBP rs4588 8.856 0.049%
AA vs CA+CC 1.006-77.953 '
CYP2R1 rs10741657 0.542 0.119
GG vs GA+AA 0.251-1.170 '

4 logicka regresija

Iz tabele 21 se uocava da je genotip CC CYP27B1 gena statisticki znac¢ajano ucestaliji u kontrolnoj
grupi u odnosu na grupu bolesnika, dakle CC genotip ima protektivno dejstvo u smislu oboljevanja
od sarkoidoze i smanjuje rizik za oboljevanje deset puta (Slika 9).

100.0%—
50.0%
E 72.00%
3 G60.0%
o 93 02%
o
40.0%7
20.0%-
28.00%
5.05%
0.0% T T
sarcoidosis control

CYP27B1
rs10877012

Oca+sas
@cc

Slika 9. Grafi¢ki prikaz asocijacije varijante rs10877012 CYP27B1 gena kod pacijenata i kontrolnih

ispitanika
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Iz Tabele 21. se vidi da je genotip AA rs4588 DBP gena statisti¢ki znacajno vise prisutan kod obolelih
i povecava § puta Sansu od oboljevanja. Ovaj rezultat je prikazan i graficki na Slici 10.
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Slika 10. Graficki prikaz asocijacije varijante rs4588 DBP gena kod pacijenata i kontrolnih ispitanika

4.1.2.3. Asocijacija genotipa i serumskog nivoa vitamina D

Poredena je ucestalost kategorija vitamin D (<10, 10-30, >30mg/l) u grupi pacijenata, a rezultati su
prikazani u Tabeli 22.

Tabela 22. Ucestalost kategorija vitamina D (<10, 10-30, >30mg/I) kod pacijenata sa sarkoidozom

Vitamin D (mg/l)

<10 10-30 >30
Broj % broj N % broj % p?

VDR CT+TT |21 | 447% |26 553% |0 0.0%
cC 16 |41.0% |18 46.2% |5 12.8% | 0.043*

CA+AA |33 | 413% |42 525% |5 6.3%
CYRSTBL "~ 4 66.7% | 2 333% |0 00% | 0589

TG+GG |28 | 41.2% |35 515% |5 7.4%
W T 9 500% |9 500% |0 00% | 0.497

CA+CC |31 | 408% |40 526% |5 6.6%
DERISAS06R A A 6 60.0% | 4 400% |0 0.0% | 0.633

A GA+AA |22 | 423% |26 50.0% |4 77%
GG 15 | 441% |18 52.9% |1 29% | 0.654

8 Hij kvadrat test
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U grupi pacijenata sa normalnim vrednostima vitamina D ima 5 pacijenata (12.8%) sa genotipom CC,
i razlika je statisticki znacajna u odnosu na nosioce genotipova TT i TC, Sto ukazuje da alel T
predstavlja faktor za nizak nivo vitamina D.
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5. DISKUSIJA

Ova studija je obuhvatila 136 ispitanika, od kojih je 86 ispitanika imalo dijagnozu sarkoidoze, dok je
50 ispitanika Cinilo kontrolnu grupu. Detaljno je utvrden i opisan klinicki status pacijenata, a zatim
je proucavan nivo vitamina D kod pacijenata i njegov uticaj na razlicite klinicke parametre, kao §to
su oblik bolesti, trajanje, simptomi, pulmoloski parametri, zahva¢enost organa i dr.

Prema brojnim studijama, vitamin D i sarkoidoza su u bliskoj vezi. Sarkoidoza se najéesce javlja u
zimskim mesecima kada je nivo vitamina D nizak [54, 103]. Dalje, sarkoidoza je ¢e$¢a u oblastima
koje su dalje od ekvatora. Nedostatak vitamina D i rizik od razvoja sarkoidoze je uobic¢ajen kod tamno
pigmentiranih pojedinaca i posebno je visok kod Afro-Amerikanaca koji Zive u juznim Sjedinjenim
Drzavama, i koji imaju vecu ucestalost nedostatka vitamina D. U ovoj populaciji se smatra da je
sarkoidoza ozbiljna multisistemska bolest sa hroni¢nim tokom.

Vecina pacijenata sa sarkoidozom ima simptome u vezi sa nedostatkom vitamina D kao §to su:
simptomati¢na osteomalacija sa bolom u kostima, ose¢aj zamora i iscrpljenosti. Rad Burka i
saradnika [104] procenio je nivoe vitamina D kod pacijenata sa sarkoidozom. Oni su otkrili da je 49%
pacijenata imalo nivoe vitamina 25(OH)D ispod 10mg/1. Rezultati nase studije su pokazali da je 44%
nasih pacienata imalo izrazitu deficijenciju, odnosno serumski nivo vitamina 25(OH)D manji od 10
mg/l. Interesantan nalaz ove studije je i da su mladi pacijenti (46,81+£9,85god.) imali nize vrednosti
vitamin D3 (< 10 mg/l).

Poremecaj metabolizma kalcijuma ve¢ dugo se smatra patognomoni¢nim za sarkoidozu, kod
pacijenata sa hiperkalcemijom 1 hiperkalciuriom. PoviSene vrednosti kalcijuma u serumu 1 urinu su
lo§ prediktorni pokazatelji i govore o aktivnosti bolesti. Hiperkaciurija se zapaza daleko cesc¢e od
hiperkalcemije. Vezu vitamina D i sarkoidoze su prvi prepoznali Harel i Fiser 1939. godine [105].
Oni su opisali pojavu hiperkalcemije kod 6 od 11 pacijenata sa sarkoidozom. Pre viSe od 7 decenija,
ovi autori su dosli do 3 vazna zapazanja, a to je 1) da je hiperkalcemija je obelezje sarkoidoze, 2)
konzumiranje hrane bogate vitaminom D rezultira pogorSanjem hiperkalcemije i 3) da vitamin D
moze biti povezan sa poremecajem kalcijuma kod sarkoidoze. Dvadeset godina kasnije zapaZeno je
da klinicka manifestacija hiperkalcemije kod sarkoidoze jedan oblik intoksikacije vitaminom D i tako
su utvrdili da se hormon stvara na ekstrarenalnoj lokaciji. Uprkos normalnim fizioloskim uslovima
pod kojima se u potpunosti odvija sinteza kalcitriola u bubregu, utvrdeno je kalcitriol taj koji izaziva
hiperkalcemiju kod sarkoidoze i da su makrofagi pacijenata sa aktivnom sarkoidozom dodatni izvor
hormona. Nivo kalciferola je u korelaciji sa ekstenzivnos¢u sarkoidnih lezija.

U publikovanoj studiji Mihailovic-Vucinic V. i sar. [19] koja je obuhvatila 226 bolesnika sa
patohistoloski potvrdenom dijagnozom sarkoidoze, klini¢ki oblik sarkoidoze bio je pretezno hroni¢na
forma bolest (63,7%) sa niskim nivoima vitamina 25(OH)D u serumu; kod pacijenata sa serumom
25(0OH)D ispod 10 mg/L (117 pacijenata) svi su imali hroni¢nu bolest. Veéina pacijenata sa visokim
nivoom kalcijuma u uzorku 24h urina bili su pacijenti sa teSkim nedostatkom vitamina 25(OH)D.
Korelacija je bila statisticki znacajna, pokazujuci dve ¢injenice: a) bolesnici sa hiperkalciurijom imaju
aktivnu sarkoidozu; tako da je aktivni oblik bolesti o¢igledno povezan sa niskim nivoom vitamina
25(0OH)D; b) vecina pacijenata sa hiperkalciurijom ima aktivni sarkoidozu i preporucuje se da se
izbegne sunceva svetlost, a suplementacija vitamina D ili dijetetskog unosa takode nije predlozena.
Kako vratiti nivo vitamina 25(OH)D je klinicki ozbiljan problem u ovoj grupi pacijenata. Ovo pitanje
postaje jos ozbiljnije kada se smatra da pacijenti sa hroni¢nim tokom sarkoidoze imaju nivo 25(OH)D
iznad 10 mg/ml. Ovim pacijentima je potrebna kontinuirana terapija kortikosteroidima, koja u
morbostatskim dozama moze dovesti do povecanja tezine. Prethodne studije potvrdile su indeks
telesne mase (BMI)> 25, koji je pronaden u ovoj grupi pacijenata sa sarkoidozom, kod vise od 30%
pacijenata. Gojaznost je povezana sa niskim serumskim nivoima vitamina D. Logi¢no obja$njenje za
takvo posmatranje je verovatno stil zivota osoba sa BMI> 25 (sedentarni, zatvoreni, ne izloZeni
sunevoj svetlosti da bi sakrili prekomernu teZinu). Osim toga, postoji €injenica da je vitamin D
liposolubilan te da se unosi u masno tkivo. Zatim, u istoj studiji grupa pacijenata sa nivoom vitamina
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D u serumu ve¢im od 20 mg/l pokazuje veci nivo srednjeg forsiranog vitalnog kapaciteta (FVC) za
380 mL i forsiranog ekspiratornog volumena u prvoj sekundi (FEV1) za 220 mL u od nosu na grupu
pacijenata sa nizim nivoom D vitamina. Utvrdeno je da nivo vitamina 25(OH)D u serumu ima
statisticki znacajnu ulogu kao prediktor zamora i depresije kod obolelih od sarkoidoze. Insuficijencija
25(OH)D vitamina pokazala se kao vazan faktor u predvidanju toka hroni¢ne bolesti, znacajnih
ostec¢enja pluéne funkcije i kognitivnih poremeéaja kao $to su zamor i depresija. Cinjenica da veéina
analiziranih bolesnika sa sarkoidozom ima potpuni nedostatak 25(OH)D u serumu upravo to i ¢ini
takav nalaz jo§ znacajnijim [19].

U prikazanoj studiji ispitivanje korelacije koncentracije vitamin D sa biohemijskim parametrima
pokazalo je da postoji statisticki znacajna korelacija nivoa kalcijuma sa koncentracijom vitamin D.
Ispitivanje parametara plué¢ne funkcije je pokazalo da koncentracija vitamina D znacajno korelira sa
DcoP. Dodatno, pokazano je da postoji negativna statisticki znacajna korelacija FAS i CESd skale sa
koncentracijom vitamin D.

Sadejstvo ekspozicije faktorima rizika, deficita vitamina D i1 podloznosti pojedinca je pokazalo bitnu
ulogu genetickih faktora u patogenezi sarkoidoze [38]. Smatra se da na sarkoidozu uti¢u brojni geni
koji imaju ulogu u metabolizmu i signalnim putevima vitamina D. Proteini koje kodiraju CYP2R1,
DBP, CYP27B1 i VDR geni igraju znac¢ajnu ulogu u metabolizmu vitamina D i u njegovoj konverziji
u aktivan oblik.

CYP2R1 gen, sa genima CYP3A4 i CYP27A1, kodira 25-hidroksilazu koji pripada grupi citohorma
P450. Varijanta rs10741657, analizirana u ovom radu, izu€avana je u smislu uticaja na serumski nivo
vitamina D, kao i u asocijativnim studijama kao faktor rizika za brojne bolesti. Pokazano je da alel
G doprinosi nizem serumskom nivou vitamina D [106, 107].

DBP (vitamin D-vezujucu protein) je odgovoran za sintezu glavnog nosaca vitamina D. DBP je
kodiran visoko polimorfnim DBP genom u kome je pronadeno preko 120 polimorfizama. Oni
vecinom nisu okarakterisani i ne zna im se uloga. Najbolje izuCene su dve varijante u kodonima 416
(GAT>GAG, Asp>Glu) i 420 (ACG>AAG, Thr>Lis) u egzonu 11 DBP gena (definisane prisustvom
restrikcionih mesta za endonukleazu Haelll i Styl). Ove varijante daju tri glavne elektroforetske
varijante DBP, nazvane group-specific component 1 fast (GclF), Gel slow (GclS) i Ge2. Ove
varijante se razlikuju po svojim funkcionalnim karakteristikama: varijante G¢1F i Gcl1S imaju vedi
afinitet za 25(OH)D u odnosu na Gc2 varijantu [108]. To potencijalno dovodi do efikasnijeg
transporta 25(OH)D do ciljnih tkiva, dok je Gc2 varijanta povezana sa smanjenom koncentracijom
25(0H)D, 1,25(0OH)2D i DBP u cirkulaciji [109, 110].

CYP27B1 kodira citohrom P450 koji 1a-hidroksilizuje 25(OH)D u 1,25(0OH).D oblik. Analizirana
varijanta u CYP27B1 genu (rs10877012) je promotorska varijanta koja se nalazi na poziciji -1260
promotora ovog gena. Njen efekat na serumski nivo vitamina D je kontradiktoran u literaturi. Neke
studije su pokazale da ima efekat regulacije nivoa vitamina D [111], dok drugi nisu potvrdili ovakav
nalaz [112].

I kona¢no, VDR gen kodira receptor za vitamin D za koji se vezuje 1,25(0OH)2D, stvarajuci
heterodimer koji sa retinoidnim X receptorom reguliSe biolosku aktivnost vitamina D [32, 36]. VDR
je prisutan na dendri¢nim ¢éelijama, limfocitima i markofagama - klju¢nim ¢elijama imuno- efektora
kod sarkoidoze. Pokazalo se da kalcitriol reguli$e aktivaciju i proliferaciju limfocita kroz inhibiciju
interleukina 2 (IL- 2) i interferon gama (IFN-y). Citokini kao $to je IFN-o se takodje stvara
dendri¢nim celijama na mestu inflamacije. Ekspresija IFN-a je regulisana vitaminom D koji moZe
imati zadatak da smanji inflamaciju kod pacijenata sa autoimunim bolestima. Taj mehanizam je
moguc i kod pacijenata sa sarkoidozom [22].

Mnogi polimorfizmi nalaze se u VDR genu i porucavani su u kontekstu razli¢itih oboljenja. VDR
FoklI polimorfizam, izu¢avan u ovom radu, menja primarnu strukturu VDR proteina. Naime, Fokl
SNV se nalazi u drugom egzonu VDR gena, na prvom od dva mesta inicijacije translacije, tako da
nukleotidna zamena T> C uzrokuje skrac¢ivanje proteina za tri aminokiseline. Shodno tome, postoje
dva oblika proteina: duga (prisustvo nukleotida T-f forma, duzine 427 aminokiselina) i kratka
(prisustvo nukleotida C-F forma, duzine 424 aminokiseline). Ova dva oblika proteina se razlikuju po
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svojoj transkripcionoj aktivnosti [113]. Pokazana je, izmedu ostalog , veza VDR gena sa
tuberkulozom u nasoj populaciji [66].

Geneticke varijante proucavane u ovoj studiji su ukazale na znacajan uticaj koji one imaju kako na
klini¢ku sliku pacijenata, tako i na predispoziciju za dobijanje sarkoidoze. Pokazano je da DBP gen
uti¢e na nivo vitamina D u smislu da su nosioci genotipa CA+AA rs4588 DBP gena u na$oj kohorti
ispitanika imali statisti¢ki znacajno nizi nivo serumskog 25(OH)D u poredenju sa nosiocima CC
genotipa. Sta vise, nosioci genotipa AA DBP rs4588 imali su najniZe vrednosti vitamina D od 5.7mg/!
, Ukazujuc¢i da alel A predisponira za nizak nivo vitamin D. Ovo je u skladu sa rezultatima koji su
prisutni u literaturi [114].

Kada se uporede grupe pacijenata i zdravih ispitanika uocava se da je genotip AA rs4588 DBP gena
statisticki znacajno viSe prisutan kod obolelih i povecava 8 puta Sansu od oboljevanja.

Kao jo§ jedan znacajan faktor koji igra ulogu protektornog faktora za sarkoidozu pokazao se u nasoj
kohorti ispitanika CYP27B1 gen. Naime, genotip CC rs10877012 CYP27B1 gena je bio statisticki
znacajano ucestaliji u kontrolnoj grupi, dakle CC genotip ima protektivno dejstvo u smislu
oboljevanja od sarkoidoze.

Ispitivanje ostalih genetickih varijanti ukazalo je na to da ovi polimorfizmi uti¢u na duzinu trajanja
bolesti. Naime, trajanje bolesti duze ukoliko je prisutan mutirani alel za gene VDR i CYP2R1, a kod
gena VDR ukoliko su oba mutirana alela pristuna, trajanje bolesti je 2 puta duze.

Proucavanje medusobne povezanosti sarkoidoze, nivoa vitamina D u serumu i gena za put vitamina
D moze pruziti dragoceni doprinos razumevanju, kao i prevenciji i leCenju ove bolesti. Nasi rezultati
su istakli vazne asocijacije izmedu obolevanja od sarkoidoze i SNV-a u genima rs10877012CYP27B1
i rs4588 DBP, kao i nivoa vitamina D u serumu i SNV-a rs4588 DBP, koji mogu predstavljati vazne
aspekte koji se trebaju uzeti u obzir u pracenju, merenju i supstituciji u leCenju pacijenata sa
sarkoidozom u buduénosti. Kada se govori o efikasnosti suplementacije vitamina D u opstoj
populaciji, geni DBP i CYP2RL1, koji su povezani sa bazalnim nivoima 25(OH)D, nisu modifikovali
odgovor na suplementaciju [115]. Suprotno tome, SNV—-ovi u genima CYP24A1 i VDR, koji nisu bile
povezani sa bazalnim nivoima, imali su uticaj na odgovor na suplemetaciju [115]. Fu i sar. otkrili su
da razli¢iti DBP genotipovi kod zdravih ispitanika mogu izazvati razli¢ite odgovore na istu dozu
vitamina D [116].

Uprkos jasnim klinickim koristima i efikasnom smanjenju simptoma usled dodavanja vitamina D
medu razli¢itim imunoloskim stanjima [48-50], leCenje pacijenata sa sarkoidozom u tom pogledu nije
tako jasno. Kod pacijenata sa sarkoidozom ovaj je problem jos slozeniji zbog poremecaja kalcijuma,
Sto omogucava suplementaciju i izlaganje suncu samo pacijentata sa normalnim nivoom kalcijuma u
serumu ili urinu [19]. Buduce studije sarkoidoze i drugih bolesti povezanih sa vitaminom D trebalo
bi da se usredsrede na bolje objasnjavanje ovih asocijacija i istrazivanje uticaja drugih faktora
povezanih sa SNV-ovima koji su u vezi sa vitaminom D, na prevenciju, ishode i reakciju na terapiju.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu dobijenih rezultata analize SNV u genima metabolickog puta vitamina D kod obolelih od
sarkoidoze i zdravih ispitanika, moguce je izvesti sledece zakljucke:

1.

2.
3.

10.

Rezultati nase studije su pokazali da je 44% naSih pacienata imalo izrazitu deficijenciju,
odnosno serumski nivo vitamina 25(OH)D manji od 10 mg/I.

mladi pacijenti (46,81+£9,85god.) imali nize vrednosti vitamin D3 (< 10 mg/1).

postoji statisti¢ki znacajna korelacija nivoa Ca sa koncentracijom vitamin D.

Ispitivanje parametara plué¢ne funkcije je pokazalo da koncentracija vitamina D znacajno
korelira sa DcoP.

pokazano je da postoji negativna statisticki znacajna korelacija FAS 1 CESd skale sa
koncentracijom vitamin D.

DBP gen utic¢e na nivo vitamina D u smislu da su nosioci genotipa CA+AA rs4588 DBP gena
u nasoj kohorti ispitanika imali statisti¢ki zna¢ajno nizi nivo serumskog 25(OH)D u poredenju
sa nosiocima CC genotipa.

nosioci genotipa AA DBP rs4588 imali su najnize vrednosti vitamina D od 5.7mg/1 , ukazujuéi
da alel A predisponira za nizak nivo vitamin D.

genotip AA rs4588 DBP gena statisticki znacajno vise prisutan kod obolelih u odnosu n
kontrolnu grupu i poveéava 8 puta Sansu od oboljevanja.

genotip CC rs10877012 CYP27B1 gena je bio statisticki znacajano ucestaliji u kontrolnoj
grupi, dakle CC genotip ima protektivno dejstvo u smislu oboljevanja od sarkoidoze. OR je
pokazao da individue koje nose CC genotip imaju 10 puta manju Sansu za obolevanje od
sarkoidoze.

trajanje bolesti duze ukoliko je prisutan mutirani alel za gene VDR i1 CYP2R1, a kod gena
VDR ukoliko su oba mutirana alela pristuna, trajanje bolesti je 2 puta duze.
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